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Det beskrives preparater og metoder for terapi eller prevensjon av antistoffimediert graft-rejeksjon.
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OPPFINNELSENS OMRADE

Foreliggende oppfinnelse angdr generelt preparater som omfatter fusjonspolypeptider
omfattende blodgruppedeterminanter. Videre omfatter foreliggende oppfinnelse
absorber, fremgangsmate for & fjerne et antistoff fra en biologisk preve, vertscelle og
celle.

OPPFINNELSENS BAKGRUNN

Det hovedsakelig humane blodgruppesystem, histoblodgruppe ABO-systemet, er defi-
nert ved tre karbohydratdeterminanter, blodgruppe A-, B- og H-epitopene. Glykanene
som barer ABH-determinantene finnes pé glykoproteiner, pa glykolipider eller som frie
oligosakkarider. ABH-antigener kan finnes pa N- eller O-bundne glykaner. De vanligste
strukturer som er beskrevet s langt pd O-forbundne glykaner er kjerne 1
(Galp3GalNAc), kjerne 2 (GalB3(GIcNAcPB6)GalNAc), kjerne 3 (GlcNAcB3GalNAc),
og kjerne 4 (GIcNACcB3(GIcNAcB6)GalNAc). Disse er pavist & bare type 1-
(GalB3GIcNAc), type 2- (GalB4GIcNAc), og type 3- (Galp3GalNAca) strukturer. Type
I-strukturer finnes hovedsakelig som forlengelser av kjerne 3- og 4-strukturene, mens
type 2-kjeder (polylaktosamin) ses som forlengelse pd GIcNAcpl,6-grenen av kjerne 2-
struktur.

Transplantasjon (Tx) pa tvers av ABO-barrieren unngés vanligvis i organ Tx pa grunn
av risikoen for antistoffmediert rejeksjon (AMR) pa grunn av at fortildannede
antistoffer ofte er hay. Dette kan ogsa vere tilfellet nér det gjelder benmargtransplan-
tasjon, selv om det lenge har vert antatt at blodgruppe ABH-inkompatibilitet ikke pavir-
ker resultatet. I enkelte tilfeller vil det imidlertid fremdeles vare enskelig & transplan-
tere pa tvers av ABO-barrieren, én av grunnene er at det utvider massen av tilgjengelige
donorer for en spesiell reseptor, selv om det ikke eker det totale antall donorer.

Fjerning av anti-A- og anti-B-antistoffer ved ekstrakorporal immunabsorpsjon (EIA)
eller plasmaferese (PP) har vist seg & forbedre podningsoverlevelsen etter ABO-inkom-
patibelt organ Tx. En annen metode som benyttes for & forhindre AMR i bdde ABO-in-
kompatibelt Tx og xeno-Tx er infusjon av frie oligosakkarider, men lav affinitet av anti-
stoffer for frie sakkarider og den korte halveringstiden for lavmolekylvekts oligosakka-
rider i sirkulasjonen (Ye et al., 1994; Simon et al., 1998) forhindrer en mer utstrakt
bruk.
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WO 98/42750 angér et antigenisk fusjonsprotein som berer multiple Gal \a1, 3 Gal-epi-
toper og anvendelsen av slike fusjonsproteiner ved xenotransplantasjon.

Prieto et al (The Journal of Biological Chemistry, 1997, bind 272, nr. 4, sidene 2089 —
2097) beskriver ekspresjon av human H-type a.1,2-fukosyltransferase som koder for
blodgruppe H(O)-antigen i kinesisk hamster ovarie- (CHO) celler, og den preferensielle
fukosylering og trunkering av polylaktosaminsekvenser p& grunn av dette enzym.

OPPSUMMERING AV OPPFINNELSEN

Foreliggende oppfinnelse er basert delvis pa den oppdagelse at blodgruppeepitoper
spesifikt kan uttrykkes i hay densitet og ved forskjellige kjernesakkaridkjeder pd mucin-
type proteinryggrader. Polypeptidene kalles her ABO-fusjonspolypeptider.

I ett aspekt tilveiebringer foreliggende oppfinnelse et fusjonspolypeptid, som omfatter et
farste polypeptid operativt forbundet til et andre polypeptid, der det farste polypeptid:
(a) er et mucinpolypeptid; og
(b) hvori mucinpolypeptidet er glykosylert med en blodgruppe H- eller sekretor
al,2 fukosyltransferase og en 1,3 N-acetylgalaktosaminyltransferase; og
det andre polypeptidet omfatter minst ett Fc omrade av et
immunoglobulinpolypeptid.

I en utforelsesform omfatter det forste polypeptid minst et omrade av en P-selektiv
glykoproteinligand-1.

I en videre utfarelsesform inkluderer det forste polypeptid en ekstracelluler del av en P-
selektiv glykoprotein ligand 1.

Fusjonspolypeptidet er fortrinnsvis en dimer.

I et andre aspekt tilveiebringer oppfinnelsen en absorber, som omfatter
fusjonspolypeptidet ifolge oppfinnelsen.

I et ytterligere aspekt vedrarer oppfinnelsen en fremgangsmaéte for & fjerne et antistoff
fra en biologisk preve, som omfatter
(a) & bringe en biologisk preve i kontakt med fusjonspolypeptidet ifolge krav 1
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for & danne et fusjonspolypeptid-antistoff kompleks; og
(b) & fjerne komplekset fra den biologiske preve for derved & fjerne antistoffet
fra den biologiske praven.

Videre tilveiebringer oppfinnelsen en vertscelle, som er konstruert genetisk for &
uttrykke fusjonspolypeptidet ifelge oppfinnelsen.

I et ytterligere aspekt tilveiebringer foreliggende oppfinnelsen en celle, som omfatter:
(a) en nukleinsyre som koder et mucinpolypeptid operativt forbundet til en
nukleinsyre som koder minst et omréde av et immunoglobulinpolypeptid,
(b) en nukleinsyre som koder et blodgruppe H- eller sekretor al,2
fukosyltransferase polypeptid; og
(c) en nukleinsyre som koder et al,3 N-acetylgalaktosaminyltransferase

polypeptid.

I en utforelsesform er cellen ifelge oppfinnelsen en COS-celle, en CHO-celle eller en
293T-celle.

Et mulig fusjonspolypeptid inkluderer et forste polypeptid omfattende minst ett omrade
av et mucinpolypeptid, glykosylert med en a.1,2-fukosyltransferase, operativt forbundet
til et andre polypeptid. Det farste polypeptid kan vaere sekvensielt glykosylert av en
al,3-N-acetylgalaktosaminyltransferase og/eller en a.1,3-galaktosyltransferase.
Mucinpolypeptidet kan for eksempel vere en PSGL-1. Fortrinnsvis kan
mucinpolypeptidet vare det ekstracellulere proteinet av PSGL-1. a1,2-fukosyltrans-
ferasen er for eksempel en blodgruppe H- eller sekretor-al,2-fukosyltransferase som
FUT]1 eller FUT2.

Det andre polypeptidet kan omfatte minst et omrade av et immunglobulinppolypeptid.
For eksempel kan det andre polypeptidet omfatte et omride av et tungkjede
immunoglobulinpolypeptid. Alternativt kan det andre polypeptidet omfatte FC-omrédet
av en immunoglobulin tungkjede.

ABO-fusjonspolypeptidet kan veere en multimer. Fortrinnsvis er ABO-
fusjonspolypeptidet en dimer.
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en nukleinsyre som koder et ABO-fusjonspolypeptid, s vel som en vektor
inneholdende ABO-fusjonspolypeptidkodende nukleinsyrer, og en celle som inneholder
vektorene eller nukleinsyrene som her beskrevet. Alternativt kan vektoren videre
omfatte en nukleinsyre som koder en al,2-fukosyltransferase og/eller en a1,3-N-
acetylgalaktosaminyltransferase eller en a.1,3-galaktosyltransferase.

Det kan vaere mulig 4 behandle antistoffmediert rejeksjon hos et individ. Dette kan
omfatte & bringe en biologisk preve, for eksempel fullblod eller plasma fra et individ, i
kontakt med et ABO-fusjonspolypeptid for & danne et fusjonspolypeptid-
antistoffkompleks. Kompleks kan fjernes fra den biologiske preve og den biologiske
prove kan refuseres inn i individet.

Det kan tilveiebringes en fremgangsmate for 4 fjerne et antistoff fra en prove ved &
bringe preven i kontakt med ABO-fusjonspeptidet, for & danne et antistoff-
fusjonspeptidkompleks og & fjerne komplekset fra den biologiske preven.

Et farmaseytisk preparat kan omfatte ABO-fusjonspolypeptidene.

Hvis ikke annet er sagt, skal alle tekniske og vitenskapelige uttrykk som her benyttes ha
samme betydning som vanlig forstatt av fagmannen pa det omrédet hvortil oppfinnelsen
harer. Selv om metoder og materiell som er tilsvarende ekvivalent det som er beskrevet
her kan benyttes ved gjennomfering eller testing av oppfinnelsen, er egnede og hen-
siktsmessige metoder og materiell beskrevet nedenfor. Hvis konflikt vil foreliggende
beskrivelse inkludert definisjonene, vare kontrollen. I tillegg er materiell, metoder og
eksempler kun illustrerende og ikke i seg selv ment & veare begrensende.

Andre trekk og fordeler ved oppfinnelsen vil fremga av den felgende detaljerte beskri-
velse og fra kravene.

KORT BESKRIVELSE AV FIGURENE

Figur 1A — D er fotografier av SDS-PAGE- og Westernblotanalyse av immunorenset
PSGL-1/m1gGa, kimerer fremstilt i 293T-celler transfektert med H- eller Se-genet
alene eller i kombinasjon med det A-genkodede al,3GalNAcT. Etter separering pa en
8% SDS-PAGE og blotting pa nitricellulosemembraner ble PSGL-1/mlIgG;y,-kimerer
probet med et antimuse-IgG-antistoff (A), et antiblodgruppe A-antistoff fulgt av et
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geite-antimuse-IgM-antistoff (B), et anti-H-type 1 kjedespesifikt antistoff fulgt av et
HRP-merket geite-antimuse-IgGs-antistoff (C), et anti-H-type 2 kjedespesifikt antistoff
fulgt av et geite-antimuse-IgM-HRP-antistoff (D) og et anti-H-type 3 kjedespesifikt
antistoff fulgt av et HRP-merket geite-antimuse-IgM-antistoff (E). I platene A — D var
de analyserte prover fra celler transfektert med plasmid som koder CDM8 (sporene 1 og
5), PSGL-1 I/mIgGay, (sporene 2 og 6), PSGL-1/mIgG,, og H-genet (spor 3), PSGL-V/-
mlgGy,, H- 0og A-genet (spor 4), PSGL-I/mIgG,y, og Se-genet (spor 7), eller PSGL-1/-
mlIgGsy,, 0g Se- og A-genet (spor 8). 1 E ble duplikatprevene fra CDM8- og PSGL-
1/mIgGyyp-transfekterte celler utelatt. I C ble 250 ng H-type-1 kjede-BSA benyttet som
positiv kontroll.

Figur 2 A — D er fotografier av SDS-PAGE- og Westernblotanalyse av
PNGaseF-behandlede immunrensede PSGL-1/mIgGyy, produsert i 293T-celler
transfektert med H- eller Se-genet alene eller i kombinasjon med det 4-genkodede 1,3
GalNACT. Etter PNGaseF-behandling (+) eller ikke (-), immunrenset PSGL-1/mIgGyy,
ble PSGL-1/mlIgG2b separert pé en 8% SDS-PAGE og blottet pa
nitrocellulosemembraner. PSGL-1/mIgG,-kimerer ble probet med et antimuse-I1gG-
antistoff (A), et antiblodgruppe A-antistoff fulgt av et geite-antimuse-IgM-antistoff (B),
et anti-H-type 2 kjedespesifikt antistoff fulgt av et geite-antimuse-IgM-HRP-antistoff
(C) og et anti-H-type 3 kjedespesifikt antistoff fulgt av et HRP-merket geite-antimuse-
IgM-antistoff (D). I platene A - D var de analyserte prover fra celler transfektert med
plasmider som koder PSGL-I/mIgG2p, og H-genet (sporene 1 og 2), PSGL-/mIgGop, 0g
H- og A-genet (sporene 3 og 4), PSGL-I/mIgG,, og Se-genet (sporene 5 og 6), eller
PSGL-1/mlgGyy, og Se- og A-genet (sporene 7 og 8).

Figur 3 A — E er fotografier av SDS-PAGE- og Westernblotanalyse av immunrenset
PSGL-1/mIgGap-kimerer fremstilt i COS-7m6-celler transfektert med H- eller Se-genet
alene eller i kombinasjon med det 4-genkodede a1,3 GalNACcT. Etter separering pa en
8% SDS-PAGE og blotting pa nitrocellulosemembraner ble PSGL-1/mIgGo,-kimerer
probet med et antimuse-IgG-antistoff (A), et antiblodgruppe A-antistoff fulgt av et
geite-antimuse-IgM-antistoff (B), et anti-H-type 1 kjedespesifikt antistoff fulgt av et
HRP-merket geite-antimuse-IgGs;-antistoff (C), et anti-H-type 2 kjedespesifikt antistoff
fulgt av et geite-antimuse-IgM-HRP-antistoff (D) og et anti-H-type 3 kjedespesifikt
antistoff fulgt av et HRP-merket geite-antimuse-IgM-antistoff (E). I platene A — D var



10

15

20

25

30

35

de analyserte praver fra celler som var transfektert med plasmider kodende CDMS8
(sporene 1 og 5), PSGL-1/mlIgGy, (sporene 2 og 6), PSGL-1/mlIgGa, og H-genet (spor
3), PSGL-1/mlgG,, og H- og A-genet (spor 4), PSGL-1/mlgG,;, og Se-genet (spor 7)
eller PSGL-1/mIgGyy, 0g Se- og A-genet (spor 8). 1 E var duplikatprevene fra CDMS- og
PSGL1/mIgGy transfekterte celler utelatt. I C ble 250 ng H-type-1 kjede-BSA benyttet
som positiv kontroll.

Figurene 4 A — E er fotografier av SDS-PAGE- og Westernblotanalyser av immunrenset
PSGL-1/mIgGap-kimerer produsert i CHO-K1-celler transfektert med H- eller Se-genet
alene eller i kombinasjon med det A-genkodede V1,3 GalNACcT. Etter separering pa en
8% SDS-PAGE og blotting pé nitrocellulosemembraner ble PSGL1/mlIgGsp-kimerer
probet med et antimuse-IgG-antistoff (A), et antiblodgruppe A-antistoff fulgt av et
geite-antimuse-IgM-antistoff (B), et anti-H-type 1 kjedespesifikt antistoff fulgt av et
HRP-merket geite-antimuse-IgGs-antistoff (C), et anti-H-type 2 kjedespesifikt antistoff
fulgt av et geite-antimuse-IgM-HRP-antistoff (D) og et anti-H-type 3 kjedespesifikt
antistoff fulgt av et HRP-merket geite-antimuse-IgM-antistoff (E). De analyserte prover
var fra celler transfektert med plasmider kodende CDM8 (spor 1), PSGL-1/m1Ggyy,
(spor 2), PSGL-I/mIgg>, og H-genet (spor 3), PSGL-I/mIgG,, og H- og A-genet (spor
4), PASGL-1/mIgGap, 0g Se-genet (spor 5) eller PSGL-VmIgGyy, og Se- og A-genet (spor
6). I C ble 250 ng H-type-1 kjede-BSA benyttet som positiv kontroll.

Figur 5 er et stolpediagram som viser den relative blodgruppe A-densitet pd rekombi-
nant PSGL-1/mIga, produsert i COS-, CHO- og 2931-celler som kouttrykekr FUT1 eller
FUT2 med a.1,3 GaINAcT. Densiteten ble beregnet som forholdet mellom volumene for
blodgruppe A og mlgG-reaktiviteten og verdiene var normalisert til de som var oppnédd
for det A-substituerte PSGL-I/mIgG,;, produsert i COS-celler som kouttrykte FUT1 og
ol,3 GalNACT.

Figur 6 er et linjediagram som viser antiblodgruppe A-reaktivitet som er tilbake i serum
etter absorpsjon pa forskjellige blodgruppe A-substituerte absorbenter. Den gjenveer-
ende reaktivitet i prosent av ikke-absorbert blodgruppe O-serum, malt ved hjelp av en
ELISA belagt med APAA-biotin, ble plottet mot mengden benyttet absorber. En trend-
linje ble beregnet ved bruk av logaritmisk regresjon. Sirklene representerer PSGL-
I/mIgGyy produsert i CHO-celler med FUT2 og a1,3 GalNACcT, og kvadratene represen-
terer A-trisakkarider bundet via A-PAA-MPG. B-trisakkarider koblet via B-PAA-MPG
ble benyttet for & oppna den samme mengde PAA-MPG i alle absorpsjoner.

332513
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DETALJERT BESKRIVELSE AV OPPFINNELSEN

Blodgruppeepitoper kan spesifikt uttrykkes i hoy densitet og ha forskjellige
kjernesakkaridkjerner pd mucintype proteinryggrader. Disse hayere densiteter av
blodgruppeepitoper resulterer i en gket binding eller fjerning (dvs. absorpsjon) av
antiblodgruppeantistoffer sammenlignet med de frie sakkarider, eller AB-determinanter
bundet til fast fase.

Det tilveiebringes mucin-immunoglobulinfusjonsproteiner (her kalt ”ABO-fu-
sjonsproteiner”’) inneholdende multiple blodgruppeepitoper som er brukbare som en ab-
sorber for antiblodgruppeantistoffer. ABO-fusjonspeptidene er ogsa brukbare som et
modellprotein for studier av glykosylering. For eksempel er ABO-fusjonsproteinet
brukbart ved eliminering av resipient-antiblodgruppe-ABO-antistoffer fra blod eller
plasma for en ABO-inkompatibel organ- eller benmargtransplantasjon. ABO-fusjons-
proteinet absorberer 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 95%, 98% eller 100% av antiblod-
gruppe-ABO-antistoffer fra resipientblod eller -plasma.

ABO-fusjonspeptidet er mer effektivt pd en karbohydratmolar basis ved fjerning eller
binding av antiblodgruppeantistoffer ssammenlignet med frie sakkarider av villtype AB-
determinanter. ABO-fusjonspeptider binder 2, 4, 10, 20, 50, 80, 100 eller flere ganger
sterre antall av antiblodgruppeantistoff sammenlignet med en ekvivalent mengde av frie
sakkarider av villtype AB-determinanter.

ABO-fusjonsproteinene barer en epitop som er spesifikk for en blodgruppedeterminant.
For eksempel barer ABO-fusjonsproteinet enten A-epitopen, B-epitopen eller H-
epitopen. Alternativt baerer ABO-fusjonsproteinet to epitoper for blodgruppeantigener.
For eksempel berer ABO-fusjonsproteinet bdde A- og B-epitopen. I noen aspekter
barer ABO-fusjonsproteinet alle tre epitoper (dvs. A, B og H).

Fusjonspolypeptider

I forskjellige aspekter tilveiebringes fusjonsproteiner som inkluderer et forste
polypeptid inneholdende minst en del av et glykoprotein, for eksempel et mucin-
polypeptid, operativt bundet til et andre polypeptid. Som benyttet her inkluderer et ”fu-
sjonsprotein” eller “kimerisk protein” minst en del av et mucinpolypeptid operativt for-
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bundet til et ikke-mucinpolypeptid. Et “mucinpolypeptid” henviser til et polypeptid med
et mucindomene. Mucinpolypeptidet har 1, 2, 3, 5, 10, 20 eller flere mucindomener.
Mucinpolypeptidet er et hvilket som helst glykoprotein som karakteriseres ved en ami-
nosyresekvens substituert med O-glykaner. For eksempel har et mucinpolypeptid hver
andre eller tredje aminosyre i form av et serin eller treonin. Mucinpolypeptidet er et ut-
skilt protein. Alternativt er mucinpolypeptidet et celleoverflateprotein.

Mucindomener er rike pd aminosyrene treonin, serin og prolin, der oligosakkaridene er
bundet via N-acetylgalaktosamin til hydroksyaminosyrene (O-glykaner). Et mucin-
domene omfatter eller alternativt bestar av et O-forbundet glykosyleringssete. Et mucin-
domene har 1, 2, 3, 5 10, 20, 50, 100 eller flere O-forbundne glykosyleringsseter. Alter-
nativt omfatter mucindomenet eller alternativt bestér dette av et N-forbundet glykosyle-
ringssete. Et mucinpolypeptid har 50%, 60%, 80%, 90%, 95% eller 100% av sin masse
a tilskrive glykan. Et mucinpolypeptid er et hvilket som helst polypeptid det kodes for
av MUC-gener (dvs. MUC1, MUC2, MUC3, osv.). Alternativt er et mucinpolypeptid P-
selektinglykoproteinligand 1 (PSGL-1), CD34, CD43, CD45, CD9%6, GlyCAM-1,
MAJdCAM eller rade blodcelleglykoforiner. Fortrinnsvis er mucinet PSGL-1. Et ”ikke-
mucinpolypeptid” henviser til et polypeptid der i det minste mindre enn 40% av massen
er & tilskrive glykaner.

I et ABO-fusjonsprotein kan mucinpolypeptidet tilsvare hele eller en del av et
mucinprotein. Et ABO-fusjonsprotein kan omfatte minst en del av et mucinprotein.
”Minst en del” betyr at mucinpolypeptidet inneholder minst ett mucindomene (for
eksempel et O-forbundet glykosyleringssete). Mucinprotein kan omfatte den
ekstracellulere delen av polypeptidet. For eksempel omfatter mucinpolypeptidet den
ekstracellulere del av PSGL-1.

Det forste polypeptidet glykosyleres med én eller flere blodgruppetransferaser. Det
forste polypeptid glykosylerer med 2, 3, 5 eller flere blodgruppetransferaser. Glykosyle-
ringen er sekvensiell eller konsekutiv. Alternativ glykosylering er samtidig eller vilkér-
lig, dvs. ikke i noen spesiell rekkefolge. For eksempel glykosyleres det forste polypeptid
av en a1,2-fukosyltransferase som H- eller Se-genkodet al,2-fukosyltransferaser. Ek-
sempler pa a1,2-fukosyltransferase er FUT1 (GenBank Acc. Nr: Q10984; 010983,
010981; AT455028 og NM00148) og FUT2 (GenBank Acc. Nr. P19526; BAA11638;
D82933 og A56098). Alternativt glykosyleres det forste polypeptid av 1,3-N-acetylgala-
ktosaminyltransferase eller a1,3-galaktosaminyltransferase. Det farste polypeptid kan
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bli glykosylert med bade et al,2-fukosyltransferase og et 1,3-N-acetylga-
laktosaminyltransferase eller et a1,3-galaktosaminyltransferase.

I fusjonsproteinet er uttrykket operativt forbundet” ment & antyde at de forste og andre
polypeptider er kjemisk forbundet (mest typisk via en kovalent binding som en peptid-
binding) pa en mate som tillater O-forbundet glykosylering av det forste polypeptid. Be-
nyttet for & henvise til nukleinsyrer som koder et fusjonspolypeptid betyr uttrykket
operativt forbundet at en nukleinsyre som koder mucinpolypeptidet og ikke-mucinpoly-
peptidet er fusert in-frame til hverandre. Ikke-mucinpolypeptidet kan vare fusert til N-

terminus eller C-terminus av mucinpolypeptidet.

ABO-fusjonsproteinet kan vare forbundet til én eller flere ytterligere deler. For
eksempel kan ABO-fusjonsproteinet i tillegg vaere forbundet til et GST-fusjonsprotein
hvori ABO-fusjonsproteinsekvensen er fusert til C-terminus av GST- (dvs. glutation S-
transferase) sekvensene. Slike fusjonsproteiner kan lette rensingen av ABO-
fusjonsproteinet. Alternativt kan ABO-fusjonsproteinet i tillegg vaere forbundet til en
fast beerer. Forskjellige faste barere er velkjente for fagmannen. Slike blandinger kan
lette fjerning av antiblodgruppeantistoffer. For eksempel er ABO-fusjonsproteinet
forbundet til en partikkel fremstilt av for eksempel metallforbindelser, silika, lateks,
polymermateriale; en mikrotiterplate; nitrocellulose, eller nylon eller en kombinasjon
derav. ABO-fusjonsproteinene bundet til en fast baerer benyttes som en absorber for &
fijerne antiblodgruppeantistoffer fra en biologisk preve som blod eller plasma.

Et fusjonsprotein kan inkludere en heterolog signalsekvens (dvs. en polypeptidsekvens
som ikke er til stede i et polypeptid kodet av en mucinnukleinsyre) ved dennes N-
terminus. For eksempel kan den native mucinsignalsekvensen fjernes og erstattes med
en signalsekvens fra et annet protein. I spesielle vertsceller (for eksempel
mammalvertsceller) kan ekspresjonen og/eller sekresjonen av polypeptid gkes ved bruk
av en heterolog signalsekvens.

Et kimerisk eller fusjonsprotein kan fremstilles ved standard rekombinante DNA-
teknikker. For eksempel blir DNA-fragmenter som koder for forskjellige
polypeptidsekvenser ligert sammen in-frame i henhold til konvensjonelle teknikker, for
eksempel ved & benytte stumpendede eller trinnvis endede termini for ligering, restrik-
sjonsenzymfordeying for & gi egnede termini, innfylling av kohesive ender etter behov,
alkalisk fosfatasebehandling for 4 unngd uensket forening, og enzymatisk ligering. I en
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annen utforelsesform kan fusjonsgenet syntetiseres ved konvensjonelle teknikker inklu-
dert automatiserte DNA-syntetisgrer. Alternativt kan PCR-forsterkning av genfragmen-
tene gjennomferes ved bruk av forankringsprimere som gir opphav til komplementzre
overheng mellom to konsekutive genfragmenter som deretter kan anneales og gjenfor-
sterkes for & generere en kimerisk gensekvens (se for eksempel Ausubel et al. (utg.)
CURRENT PROTOCOLS IN MOLECULAR BIOLOGY, John Wiley & Sons, 1992).
Videre er mange ekspresjonsvektorer kommersielt tilgjengelig som koder en fusjonsdel
(for eksempel et Fc-omrade av en immunoglobulin tung kjede). Et glykoprotein Iba
som koder nukleinsyre kan klones inn i en slik ekspresjonsvektor slik at fusjonsdelen er

forbundet in-frame til immunoglobulinproteinet.

ABO-fusjonspolypeptider kan eksistere som oligomerer, som dimerer, trimerer eller
pentamerer. Fortrinnsvis er ABO-fusjonspolypeptidet en dimer.

Det forste polypeptidet, og/eller nukleinsyrer som koder det forste polypeptid, kan kon-
strueres ved bruk av mucinkodende sekvenser som er kjent i teknikken. Egnede kilder
for mucinpolypeptider og nukleinsyrer som koder mucinpolypeptider inkluderer
GenBank aksessnumrene NP663625 og NM 145650, CAD10625 og AJ417815,
XP140694 og XM 140694, XP006867 og XM006867 og henholdsvis NP00331777 og
NMO009151, og det vises ogsa til disse.

Mucinpolypeptiddelene kan vere tilveiebrakt som et variantmucinpolypeptid med en
mutasjon i den naturlig forekommende mucinsekvens (villtype) som resulterer i et aket
karbohydratinnhold (i forhold til den ikke-muterte sekvens). For eksempel omfattet
variantmucinpolypeptidet ytterligere O-forbundne glykosyleringsseter sammenlignet
med villtypemucinet. Alternativt omfatter variantmucinpolypeptidet en
aminosyresekvensmutasjon som resulterer i et gket antall serin-, treonin- eller prolinres-
ter sammenlignet med et villtypemucinpolypeptid. Det gkede karbohydratinnhold kan
bedemmes ved & bestemme protein:karbohydrat-forholdet i mucin ved i og for seg
kjente metoder.

Mucinpolypeptiddelen kan bli tilveiebrakt som et variantmucinpolypeptid med
mutasjoner i den naturlig foreckommende mucinsekvens (villtype) som resulterer i
mucinsekvenser som er mer resistente mot proteolyse (i forhold til den ikkemuterte
sekvens).
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Det forste polypeptid kan inkludere fullengde-PSGL-1. Alternativt omfatter det forste
polypeptid mindre enn fullengde-PSGL-1-polypeptid som den ekstracellulzre del av
PSGL-1. For eksempel er det forste polypeptid mindre enn 400 aminosyrer langt, for
eksempel mindre eller lik 300, 250, 150, 100, 50 eller 25 aminosyrer langt. Eksempler
pa PSGL-1-polypeptid og nukleinsyresekvenser inkluderer GenBank aksesjonsnr.
XP006867; XM006867; XP140694 og XM140694.

Det andre polypeptid er fortrinnsvis oppleselig. Det andre polypeptid kan inkludere en
sekvens som letter assosiasjon av ABO-fusjonspolypeptidet med et andre
mucinpolypeptid. Det andre polypeptid kan inkludere minst ett omrade av et
immunoglobulinpolypeptid. "Minst et omrdde” er ment 4 inkludere en hvilken som helst
del av et immunoglobulinmolekyl som den lette kjede, tunge kjede, Fc-omrade, Fab-
omréde, Fv-omride eller et hvilket som helst fragment derav. Im-
munoglobulinfusjonspolypeptidet er kjent i teknikken og er beskrevet for eksempel i US
patenter nr. 5,516,964; 5,225,538; 5,428,130; 5,514,582; 5,714,147 og 5,455, 165.

Det andre polypeptid kan omfatte et fullengdeimmunoglobulinpolypeptid. Alternativt
omfatter det andre polypeptid mindre enn fullengdeimmunoglobulinpolypeptid, for
eksempel en tung kjede, lett kjede, Fab, Fab,, Fv eller Fc. Fortrinnsvis inkluderer det
andre polypeptidet den tunge kjede av et immunoglobulinpolypeptid. Mer foretrukket
inkluderer det andre polypeptidet Fc-omradet av et immunoglobulinpolypeptid.

Det andre polypeptid kan ha mindre effektorfunksjon enn effektorfunksjonen av et Fc-
omréade av en villtype immunoglobulin tung kjede. Fc-effektorfunksjonen inkluderer for
eksempel Fc-reseptorbinding, komplementfiksering og T-celleutarmingsaktivitet, (se for
eksempel US 6,136,310). Metoder for & bedemme T-celleutarmingsaktiviteten, Fc-
effektorfunksjonen og antistoffstabiliteten er velkjent i teknikken. Det andre polypeptid
kan ha en lav eller ingen affinitet for Fc-reseptoren. Det andre polypeptid kan ha en lav
eller ingen affinitet for komplementprotein C1,.

Det kan nevnes vektorer, fortrinnsvis ekspresjonsvektorer, inneholdende et
nukleinsyrekodende polypeptid, eller derivater, fragmenter, analoger eller homologer
derav. Vektoren kan inneholde en nukleinsyre som koder et mucinpolypeptid operativt
forbundet til en nukleinsyre som koder et immunoglobulinpolypeptid, eller derivater,
fragmenter, analoger eller homologer derav. I tillegg kan vektoren omfatte en
nukleinsyre som koder en blodgruppetransferase som en al,2-fukosyltransferase, en
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al,3-N-acetylgalaktosamininytranserase, en al,3-glaktosyltransferase eller en hvilken
som helst kombinasjon derav. Blodgruppetransferasen letter addisjonen av
blodgruppedeterminanter pa peptidryggrad av mucindelen av ABO-fusjonsproteinet.
Som benyttet her henviser uttrykket ”vektor” til et nukleinsyremolekyl som er i stand til
4 transportere en annen nukleinsyre hvortil den er bundet. En type vektor er et ”plas-
mid” som henviser til en sirkuler, dobbeltradet DNA-slgyfe inn i hvilke ytterligere
DNA-segmenter kan vere ligert. En annen type vektor er en viral vektor der ytterligere
DNA-segmenter kan vare ligert inn i det virale genom. Visse vektorer er i stand til au-
tonom replikasjon i en vertscelle inn i hvilken de er innfort (for eksempel bakterielle
vektorer med en bakteriell replikasjonsopprinnelse og episomale mammalvektorer).
Andre vektorer (for eksempel ikke-episomale mammalvektorer) er integrert i genomet
av en vertscelle etter innforing i vertscellen og blir derved replikert sammen med verts-
genomet. Videre er visse vektorer i stand til & styre ekspresjonen av gener hvortil de
operativt er bundet. Slike vektorer er her angitt som “ekspresjonsvektorer”. Generelt er
ekspresjonsvektorer av nytte i rekombinant DNA-teknikk ofte i form av plasmider. 1
foreliggende beskrivelse kan ”plasmid” og “vektor” benyttes om hverandre da plasmidet
er den vanligst benyttede form for vektor. Andre former av ekspresjonsvektorer som
virale vektorer (for eksempel replikasjonsdefektive retrovirus, adenovirus og
adenoassosierte virus) som tjener ekvivalente funksjoner er mulige.

De rekombinante ekspresjonsvektorer omfatter en nukleinsyre i en form egnet for
ekspresjon av nukleinsyren i en vertscelle, noe som betyr at de rekombinante
ekspresjonsvektorer inkluderer én eller flere regulatoriske sekvenser, valgt pé basis av
vertscellene som benyttes for ekspresjon, dvs. operativt forbundet med
nukleinsyresekvensen som skal uttrykkes. I en rekombinant ekspresjonsvektor er
”operativt forbundet” ment & bety at nukleotidsekvensen av interesse er forbundet til
den eller de regulatoriske sekvenser pd en méte som tillater ekspresjon av
nukleotidsekvensen (for eksempel i et in vitro transkripsjons/translasjonssystem eller i

en vertscelle nar vektoren er innfort i vertscellen).

Uttrykket “regulatorisk sekvens” er ment & inkludere promotere, enhancere og andre
ekspresjonskontrollelementer (for eksempel polyadenyleringssignaler). Slike
regulatoriske sekvenser er for eksempel beskrevet hos Goeddel, GENE EXPRESSION
TECHNOLOGY: METHODS IN ENZYMOLOGY 185, Academic Press, San Diego,
Calif. (1990). Regulatoriske sekvenser inkluderer de som styrer konstitutiv ekspresjon
av en nukleotidsekvens i mange typer vertsceller og de som styrer ekspresjonen av
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nukleotidsekvens kun i visse vertsceller (for eksempel vevsspesifikke, regulatoriske
sekvenser). Det vil vare klart for fagmannen at konstruksjonen av ekspresjonsvektoren
kan avhenge av slike faktorer som valgt av vertsceller som skal transformeres, nivéet av
ekspresjon av ensket protein osv. Ekspresjonsvektorene kan innferes i vertsceller for
derved & produsere proteiner eller peptider inkludert fusjonsproteiner eller —peptider,
kodet av nukleinsyrer som beskrevet her (for eksempel ABO-fusjonspolypeptider,
mutante former av ABO-fusjonspolypptider osv.).

De rekombinante ekspresjonsvektorer kan konstrueres for ekspresjon av ABO-
fusjonspolypeptider i prokaryotiske eller eukaryotiske celler. For eksempel kan ABO-
fusjonspolypeptider uttrykkes i bakterieceller som Escherichia coli, insektceller (ved
bruk av bakulovirusekspresjonsvektorer), gjerceller eller mammalceller. Egnede
vertsceller er diskutert ytterligere hos Goeddel, GENE EXPRESSION TECHNOLOGY:
METHODS IN ENZYMOLOGY 185, Academic Press, San Diego, Calif. (1990).
Alternativt kan den rekombinante ekspresjonsvektor transkriberes og translateres in
vitro, for eksempel ved bruk av T7 promoterregulatoriske sekvenser og T7 polymerase.

Ekspresjon av proteiner i prokaryoter blir som regel gjennomfert i Escherichia coli med
vektorer inneholdende konstitutive eller inducible promotere som styrer ekspresjonen av
enten fusjons- eller ikke fusjonsproteiner. Fusjonsvektorer fayer et antall aminosyrer til
et protein kodet deri, vanligvis til aminoterminus av det rekombinante protein. Slike
fusjonsvektorer tjener karakteristisk tre formal: (i) & eke ekspresjonen av rekombinant
protein; (ii) & gke oppleseligheten av det rekombinante protein; og (iii) & understotte
rensing av det rekombinante protein ved & virke som en ligand ved affinitetsrensing.
Ofte blir i fusjonsekspresjonsvektorer et proteolytisk spaltingssete innfort ved
sammenfoyningen mellom fusjonsdelen og den rekombinante del for & muliggjere
separering av det rekombinante protein fra fusjonsdelen etter rensing av
fusjonsproteinet. Slike enzymer og deres kognate gjenkjennelsessekvenser inkluderer
faktor Xa, trombin og enterokinase. Typiske fusjonsekspresjonsvektorer inkluderer
pGEX (Pharmacia Biotech Inc; Smith and Johnson, 1988. Gene 67: 31-40), pMAL
(New England Biolabs, Beverly, Mass.) og pRITS (Pharmacia, Piscataway, N.J.) som
fuserer glutation S-transferase (GST), maltose E-bindingsprotein henholdsvis protein A
eller det rekombinante mélprotein.

Eksempler pa egnede, indusible ikke-fusjons E-coli ekspresjonsvektorer inkluderer pTrc
(Amrann et al., (1988) Gene 69:301-315) og pET 11d (Studier et al., Goeddel, GENE
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EXPRESSION TECHNOLOGY: METHODS IN ENZYMOLOGY 185, Academic
Press, San Diego, Calif. (1990) 60-89).

En strategi for & maksimalisere rekombinant proteinekspresjon i E. coli er & uttrykke
proteinet i en vertsbakterie med en forringet kapasitet til proteolyttisk spalting av det
rekombinante protein, se for eksempel Gottesman, Goeddel, GENE EXPRESSION
TECHNOLOGY: METHODS IN ENZYMOLOGY 185, Academic Press, San Diego,
Calif. (1990) 119-128. En annen strategi er & endre nukleinsyresekvensen for
nukleinsyre som skal innferes i en ekspresjonsvektor slik at de individuelle kodoner for
hver aminosyre er de som fortrinnsvis benyttes i E. coli (se for eksempel Wada, et al,,
1992. Nucl. Acids Res. 20:2111-2118). Slik endring av nukleinsyresekvenser kan
gjiennomfores ved & benytte standard DNA synteseteknikker.

ABO-fusjonspolypeptidekspresjonsvektoren kan vare en gjerekspresjonsvektor.
Eksempler pa vektorer for ekspresjon i gjeren Saccharomyces Cerivisae inkluderer
pYepSecl (Baldari, et al., 1987. EMBO J. 6:229-234), pMFa (Kurjan og Herskowitz,
1982. Cell 30: 933-943), pJRY88 (Schutz et al., 1987. Gene 54:113-123), pYES2
(Invitrogen Corporation, San Diego, Calif), og picZ (In Vitrogen Corp. San Diego,
Calif.).

Alternativt kan ABO-fusjonospolypeptid uttrykkes i insektceller ved bruk av
baculovirus ekspresjonsvektorer. Baculovirus vektorer som er tilgjengelige for
ekspresjon av proteiner i dyrkede insektceller (for eksempel SF9 celler) inkluderer pAc-
serien (Smith, et al. 1983. Mol. Cell. Biol. 3:2156-2165) og pVL serien (Lucklow og
Summers, 1989. Virology 170: 31-39).

En nukleinsyre kan bli uttrykt i mammalceller ved bruk av en mammal
ekspresjonsvektor. eksempler p4 mammal ekspresjonsvektorer inkluderer pCDMS8
(Seed, 1987. Nature 329:840) og pMT2PC (Kaufman, et al., 1987. EMBO J. 6: 187-
195). Néar de benyttes i mammalceller blir ekspresjonsvektorene kontrollfunksjoner ofte
tilveiebrakt av virale regulatoriske elementer. For eksempel er vanlig benyttede
promotere avledet fra polyoma, adenovirus 2, cytomegalovirus og simianvirus 40. For
andre egnede ekspresjonssystemer for bade prokaryotiske og eukaryotiske celler
henvises det for eksempel til kapitlene 16 og 17 hos Sambrook, et al., MOLECULAR
CLONING: A LABORATORY MANUAL. 2. utgave., Cold Spring Harbor Laboratory,
Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y ., 1989.
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Vertsceller hvori en rekombinant ekspresjonsvektor er innfort er mulig. Uttrykket
?vertscelle” og “rekombinant vertscelle” benytter om hverandre her. Det skal vaere klart
at slike uttrykk henviser ikke bare til den spesielle angjeldende celle men ogsa til
avkommet eller potensielt avkom av en slik celle. Fordi visse modifikasjoner kan inntre
i etterfolgende generasjoner pa grunn av enten mutasjon eller omgivelsespévirkninger
behaver et slikt avkom ikke nedvendigvis vere identisk med opphavscellen men er
fremdeles innenfor rammen av uttrykket slik det her benyttes.

En vertscelle kan vare en hvilken som helst prokaryotisk eller eukaryotisk celle. For
eksempel kan glukoprotein Iba-fusjonspolypeptider uttrykkes i bakterieceller som E.
coli, insektceller, gjer eller mammalceller (som humane, kinesiske hamsterovarie-

(CHO) eller COS-celler). Andre egnede vertsceller er kjent for fagmannen.

Vektor DNA kan innfores i prokaryotiske eller eukaryotiske celler via konvensjonelle
transformasjons- eller transfeksjonsteknikker. Som benyttet her er uttrykkene
“transformasjon” og “transfeksjon” ment & henvise til et antall velkjente teknikker for
innforing av fremmednukleinsyrer (for eksempel DNA) i en vertscelle, inkludert
kalsiumfosfat- eller kalsiumklorid ko-presipitering, DEAE-dekstranmediert
transfeksjon, lipofeksjon, eller elektroporering. Egnede metoder for transformering eller
transfektering av vertsceller kan finnes hos Sambrook ef al. (MOLECULAR
CLONING: A LABORATORY MANUAL. 2. utgave., Cold Spring Harbor Laboratory,
Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y ., 1989) og andre
laboratoriemanualer.

For stabil transfeksjon av mammalceller er det vel kjent at avhengig av benyttede
ekspresjonsvektorer og transfeksjonsteknikk, kun en liten andel av cellene kan integrere
det angjeldende fremmede DNA i sitt genom. For & identifisere og & velge disse
integranter blir et gen som koder en valgbar marker (for eksempel resistens mot
antibiotika) generelt innfort i vertscellen sammen med genet av interesse. Forskjellige
valgbare markerer inkluderer de som gir resistens mot medikamenter som G418,
hygromycin og metotreksat. Nukleinsyre som koder en selekterbar marker kan innfares
i vertscellen pd samme vektor som den som koder glukoprotein Iba
fusjonsppolypeptene eller kan innferes pé en separat vektor. Celler som stabilt
transfekterer med den innferte nukleinsyre kan identifiseres ved medikamentseleksjon
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(for eksempel celler som har inkorporert det valgbare markergen vil overleve mens de
andre celler der).

En vertscelle, for eksempel en prokaryotisk eller eukaryotisk vertscelle i kultur, kan
benyttes for & produsere (dvs. utrykke) ABO-fusjonspolypeptider. Metoder for &
produsere ABO-fusjonspolypeptid ved bruk av en vertscelle er mulig. Metoden kan
omfatte dyrking av vertscellen (hvori en rekombinant ekspresjonsvektor som koder
ABO-fusjonspolypeptidene er innfort) i et egnet medium slik at ABO-
fusjonspolypeptidene produseres. Metoden kan videre omfatte isolering av ABO-
polypeptid fra mediet eller vertscellen.

ABO-fusjonspolypeptidene kan isoleres og renses i henhold til konvensjonelle
betingelser som ekstrahering, presipitering, kromatografering, affinitetskromatografi,
elektroforese og liknende. For eksempel kan immunoglobulin fusjonsproteinene renses
ved & fore en opplesning gjennom en kolonne som inneholder mobilisert protein A eller
protein G i selektivt binder Fc-delen av fusjonsprotein. Se for eksempel K. J. Reis et al.,
J. Immunol. 132:3098-3102 (1984); PCT patentsgknad, publikasjonsnr. WO87/00329.
Fusjonspolypeptidet kan sa elueres ved behandling med et kaotropisk salt eller ved
eluering med vandig eddiksyre (1 M).

Alternativt kan ABO-fusjonspolypeptidene syntetiseres kjemisk ved bruk av i og for seg
kjente metoder. Kjemisk syntese av polypeptider er beskrevet i for eksempel , Et antall
proteinsyntesemetoder er kjent i teknikken, inkludert syntese ved bruk av en
peptidsyntetiser, se for eksempel Peptide Chemistry, A Practical Textbook, Bodasnsky,
red. Springer-forlag, 1988; Merrifield, Science 232: 241-247 (1986); Barany, er al, Intl.
J. Peptide Protein Res. 30: 705-739 (1987); Kent, Ann. Rev. Biochem. 57:957-989
(1988), og Kaiser, et al., Science 243: 187-198 (1989). Polypeptidene renses slik at de
er i det vesentlige frie for kjemiske forlepere eller andre kjemikalier ved bruk av
standard peptidrenseteknikker. Uttrykket i det vesentlige fri for kjemiske forlepere
eller andre kjemikalier” inkluderer preparater av peptid der peptidet er separert fra
kjemiske forlepere eller andre kjemikalier som er involvert i syntesen av peptidet. I en
utforelsesform inkluderer spraket i det vesentlige fri for kjemiske forlapere eller andre
kjemikalier” preparater av peptid enn rundt 30% (terrvekt) kjemiske forlepere eller ikke
peptidkjemikalier, helst mindre enn rundt 20% slik, aller helst mindre enn rundt 10%
slike og helst spesielt mindre enn rundt 5% kjemiske forlepere eller ikke
peptidkjemikalier.
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Kjemisk syntese av polypeptider letter innarbeidingen av modifiserte eller ikke-
naturlige aminosyrer, inkludert D-aminosyrer og andre smé organiske molekyler.
Erstatning av en eller flere L-aminosyrer i et peptid med de tilsvarende D-
aminosyreisoformer kan benyttes for & gke resistensen hos peptider mot enzymatisk
hydrolyse, og & forbedre en eller flere egenskaper hos biologiske aktive peptider, for
eksempel reseptorbinding, funksjonell potens eller virkningsvarighet, se for eksempel
Doherty, et al., 1993, J. Med. Chem. 36: 2585-2594; Kirby, et al., 1993. J. Med. Chem.
36:3802-3808; Morita, et al., 1994. FEBS Lett 353: 84-88; Wang, et al., 1993. Int. J.
Pept. Protein Res. 42:392-399; Fauchere og Thiunieau, 1992. Adv. Drug Res. 23: 127-
159.

Innfering av kovalent fornetning i en peptidsekvens kan konformasjonelt og topografisk
stramme inn polypeptidryggraden. Denne strategi kan benyttes for & utvikle
peptidanalog av fusjonspolypeptider med gkt potens, selektivitet og stabilitet. P4 grunn
av at den konformasjonelle entropi for et syklisk peptid er lavere enn det lineare
motstykke, kan adopsjon av en spesifikk konformasjon inntre med en mindre reduksjon
i entropi for en syklisk analog enn for en asyklisk analog og derved gjere den frie energi
for binding mer gunstig. Makrosyklisering gjennomferes ofte ved 4 tildanne en
amidbinding mellom peptid N- og C-termini, mellom en sidekjede og en N- eller
terminus [for eksempel ved hjelp av K;Fe(CN)¢ ved pH 8,5] (Samson et al.,
Endocrinology, 137: 5182-5185 (1996) eller mellom to aminosyresidekjeder, se for
eksempel DeGrado, Adv Protein Chem, 39; 51-124 (1988). Disulfidbroer kan ogsé
innferes i lineare sekvenser for & redusere deres fleksibilitet. Se for eksempel Rose et
al., Adv Protein Chem. 37: 1-109 (1985); Mosberg et al., Biochem Biophys Res
Commun, 106: 505-512 (1982). Videre har erstatning av cysteinrester med penicillamin
(Pen, 3-merkapto-(D) valin) for & eke selektiviteten for visse
opioidreseptorinteraksjoner,. Lipkowski og Carr, Peptides: Synthesis, Structures,and
Applications, Gutte, red., Academic Press s 287-320 (1995).

Mulig terapi eller forebygging av antistoffmediert graftrejeksjon

Det er mulig & forebygge eller behandle antistoffmediert graft-rejeksjon (AMR), for

eksempel organtransplantatrejeksjon. Slike transplantater kan inkludere for eksempel
nyrer, lever, hud, pankreas, cornea eller hjerte. AMR kan inkludere enhver antistoff
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mediert graft-rejeksjon hos resipienten. Dette kan inkludere & bringe en biologisk preve
fra et individ i kontakt med ABO-fusjonspeptid. Den biologiske preve er for eksempel
blod, dvs. fullblod eller plasma. Praven er kjent eller mistenkt for & omfatte et antistoff,
for eksempel et anti-blodgruppeantistoff. Den biologiske preve kan bli trukket av fra
individet for kontakten mellom preven og AB fusjonspolypeptidet. Den biologiske
prove kan bringes i kontakt med ABO-fusjonspeptidet under betingelser som tillater
dannelse av et ABO-fusjonspeptidanti-blodgruppe antistoffkompleks. ABO-
fusjonspeptidkompleks blir, hvis det til stede, separert fra den biologiske preve for &
eliminere anti-blodgruppeantistoffene og den biologiske prave reinfuseres til individet.
AMR kan ogsé behandles eller forebygges ved administrering til et individ av ABO-
fusjonspolypeptid.

Individet kan for eksempel vare et hvilket som helst pattedyr, for eksempel et
menneske, en primat, en mus, rotte, hund, katt, ku, hest eller gris. Behandlingen kan
administreres for individet mottar et ABO inkompatibelt transplantat. Alternativt kan
behandlingen administreres etter at individet mottar et ABO inkompatibelt transplantat.

Den biologiske preve kan bringes i kontakt med ABO-fusjonsprotein ved metoder som
er vel kjent for fagmannen. For eksempel benyttes plasmaferese eller ekstrakorporeal
immunoabsorpsjon.

Generelt mener man at enhver lidelse som etiologisk er forbundet med en antistoff
mediert reaksjon kan veare gjenstand for forebygging eller terapi. AMR behandles eller
forhindres nar overlevelsesgraden av organtransplanteringen er sterre enn for et
organtansplantat som ikke behandles ved oppfinnelsens metode. Ved overlevelsesgrad
for transplantatet menes tiden for transplantatet avvises av resipienten. For eksempel
blir AMR behandlet eller forhindret nar transplantatet overlever minst 1, 2, 4 eller 8
uker etter transplantering. Fortrinnsvis overlever transplantatet 3, 6, 13 maneder. Aller
helst overlever transplantatet 2, 3, 5 eller flere ar.

Metoder for & fjerne anti-blodgruppe antistoffer fra en preve

Det kan tilveiebringes fremgangsmaéter for & fjerne eller redusere anti-blodgruppe

antistoffer fra en prove. Proven er et biologisk fluid som blod eller plasma. Alternativt

er pragven et biologisk vev som hjertevev, levervev, hud eller nyrevev. Fremgangsmaéten
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inkluderer & bringe en prove i kontakt med et ABO-fusjonspeptid. Preven bringes i
kontakt med ABO-fusjonspeptidet under betingelser som tillater dannelse av et ABO-
fusjonspeptid-anti-blodgruppeantistoffkompleks. ABO-fusjonspeptid-antistoffkompleks
blir, hvis det er til stede, separert fra den biologiske preve for & fjerne eller redusere
mengden av antiblodgruppeantistoffer.

Farmaseytiske preparater som inkluderer ABO-fusjonspolypeptider eller
nukleinsyrer som koder disse.

ABO-fusjonsproteiner eller nukleinsyremolekyler som koder disse fusjonsproteiner (her
ogsa kalt “terapeutika” eller “aktive forbindelser”), og derivater, fragmenter, analoger
og homologer derav, kan innarbeides i farmasgytiske preparater egnet for
administrering. Slike preparater omfatter karakteristisk nukleinsyremolekylet, protein
eller antistoff og en farmaseytisk akseptabel baerer. Som benyttet her er uttrykket
”farmasaytisk akseptabel baerer” ment & inkludere et hvilket som helst og alle
opplesningsmidler, dispersjonsmedia, belegg, antibakterielle og anti-fungale midler,
isotonisk absorpsjonsforsinkende midler, og liknende, som er kompatible med
farmasgytisk administrering. Egnede barere er beskrevet i den siste utgave av
”Remington’s Pharmaceutical Sciences” i standard referansetekst pa dette omradet
hvortil det vises nér det gjelder detaljer. Foretrukne eksempler pa slike barere eller
diluenter inkluderer men er ikke begrenset til vann, saltopplesning, Ringers opplesning,
dekstroseopplesning og 5% human serumalbumin. Liposomer og ikke-vandige barere
som fikserte oljer kan ogsd benyttes. Bruken av slike medier og midler for farmaseytisk
aktive stoffer er vel kjent pd omradet. Bortsett fra i den grad ethvert konvensjonelt
medium eller middel er inkompatibelt med den aktive forbindelse ligger anvendelsen av
slike innenfor oppfinnelsens ramme. Ytterligere aktive forbindelser kan ogsa
innarbeides i preparatene.

De aktive midler som beskrives her kan ogsa formuleres som liposomer. Liposomer
fremstilles ved i og for seg kjente metoder som beskrevet for eksempel av Epstein et al.,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 82: 3688 (1985); Hwang et al., Proc. Natl Acad. Sci. USA,
77: 4030 (1980); og U.S. patent nr. 4 485 og 4 544 545. Liposomer med oket
sirkulasjonstid er beskrevet i U.S. patent nr. 5 013 556.

Spesielt brukbare liposomer kan genereres ved reversfasefordampingsmetode med et
lipidpreparat omfattende fosfatidylkolin, kolesterol og PEG-derivatiserte
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fosfatidyletanolamin (PEG-PE). Liposomer ekstruderes gjennom filtre med definert
porestarrelse for & gi liposomer med gnsket diameter.

Et farmasaytisk preparat kan formuleres for & vaere kompatibelt med den tilsiktede
administreringsmodus. Eksempler pd administreringsmodi inkluderer parenteralt som
intravengst, intradermalt, subkutant, oralt (for eksempel inhalering) transdermalt (dvs.
topisk), transmukosalt og rektalt. Opplesninger eller suspensjoner som benyttes for
parenteral, intradermal eller sub kutan applikering kan inkludere de falgende
komponenter: en steril diluent som vann for injeksjon, saltopplesning, fikserte oljer,
polyetylenglykoler, glyserol, propylenglykol eller andre syntetiske opplesningsmidler;
antibakterielle midler som benzylalkohol eller metylparabener; antioksidanter som
askorbinsyre eller natriumbisulfitt; chelateringsmidler som etylendiamintetraeddisksye
(EDTA); buffere som acetater, sitrater eller fosfater, og midler for justering av
tonisiteten som natriumklorid eller dekstrose. pH-verdien kan justeres med syrer eller
baser som saltsyre eller natriumhydroksid. De parenterale preparater kan innelukkes i
ampuller, engangssprayter eller flerdoseampuller fremstilt av glass eller plast.

Farmasgytiske preparater som er egnet for injiseringsbruk inkluderer sterile, vandige
opplesninger der det dreier seg om vannoppleselige forbindelser) eller dispersjoner
samt sterile pulvere for senere fremstilling av sterile, injiserbare opplesninger eller
dispersjoner. For intravengs administrering inkluderer egnede berere fysiologisk
saltopplesning, bakteriostatisk vann, ”Cremophor EL” (BASF, Parsippany. N.J.) eller
fosfatbufret saltopplesning (PBS). I alle tilfeller ma preparatet vare stabilt og ber vaere
fluid i den grad at det foreligger lett spraytbarhet. Preparatet mé vere stabilt under
fremstillingsbetingelsene og lagring og ma bevares mot kontaminerende innvirkning av
mirkoorganismer som bakterier eller fungi. Baereren kan vere et opplesningsmiddel
eller et dispergeringsmedium inneholdende for eksempel vann, etanol, polyol (for
eksempel glyserol, propylenglykol og flytende polyetylenglykol og liknende) og egnede
blandinger derav. Den riktige fluiditet kan for eksempel opprettholdes ved bruk av et
belegg som lecitin, ved opprettholdelse av en ensket partikkelstarrelse nar det gjelder en
dispersjon og ved bruk av surfaktanter. Forebygging av virkningen av mikroorganismer
kan oppnés ved hjelp av forskjellige antibakterielle og anti-fungale midler som for
eksempel parabener, klorbutanol, fenol askorbinsyre, timerosal og liknende. I mange
tilfeller vil det vaere fordelaktig & inkludere isotoniske midler som sukker, polyalkoholer
som mannitol, sorbitol, natriumklorid eller liknende i preparatet. Forlenget absorpsjon
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av de injiserbare preparater kan tilveiebringe ved i preparatet & innarbeide et middel
som forsinker absorpsjon, for eksempel aluminium monostearat og gelatin.

Sterile, injiserbare opplesninger kan fremstilles ved & innarbeide den aktive forbindelse
(for eksempel et ABO-fusjonsprotein) i den krevde mengde i et egnet
opplesningsmiddel med en eller en kombinasjon av bestanddeler som angitt ovenfor
etter behov, fulgt av filtreringssterilisering. Generelt fremstilles dispersjoner ved
innarbeiding av den aktive forbindelse i en steril berer som inneholder et
hoveddispergeringsmiddel og de gnskede andre bestanddeler fra de som er angitt
ovenfor. Nar det gjelder sterile pulvere for fremstilling av sterile, injiserbare
opplesningsmidler er fremstillingsmetoder for eksempel vakuumterking og fryseterking
som gir pulvere med aktiv bestanddel pluss eventuelle ytterligere, anskede bestanddeler
fra en tidligere sterilfiltrert opplesning derav.

Orale preparater inkluderer generelt en inert diluent og spiselig barer. De kan vere
innelukket i gelatin kapsler eller presset til tabletter. For oral, terapeutisk administrering
kan den aktive forbindelse innarbeides med eksipienser og benyttelse i form av tabletter,
sugetabletter eller kapsler. Orale preparater kan ogsa fremstilles ved anvendelse av
fluidbzerer for anvendelse som munnvask der forbindelsen i den fluide barer applikeres
oralt og skylles eller ekspektoreres eller svelges. Farmasgytisk kompatible bindemidler
og eller adjuvansstoffer kan innarbeides som en del av blandingen. Tabletter, piller,
kapsler, sugetabletter og liknende kan inneholde en hvilken som helst av de folgende
bestanddeler eller forbindelser av tilsvarende art: et bindemiddel som mikrokrystallinsk
cellulose, tragakantgummi eller gelatin; en eksipiens som stivelse eller laktose; et
disintegreringsmiddel som alginsyre, Primogel eller en maisstivelse; et smaremiddel
som magnesiumstearat eller Sterotes; et glidemiddel som kolloid silikondioksid; et
setningsmiddel som sukkrose eller sakkarin; eller et smaksstoff som peppermynte,
metylsalicylat eller appelsinsmak.

For administrering ved inhalering blir forbindelsene avgitt i form av en aerosolspray fra
trykksatte beholdere eller dispensere inneholdende et egnet drivmiddel, for eksempel en
gass som karbondioksid, eller en forstaver.

Systemisk administrasjon kan ogsé skje ved transmukosal eller transdermale midler. For
transmukosal eller transdermal administrering benyttes det penetranter som egnet for

barrierer som skal gjennomtrenges, i formuleringen. Slike penetranter er generelt er
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generelt kjent i teknikken og inkluderer for eksempel for transmukosal administrering,
detergenter, gallesyresalt eller fusidinsyrederivater. Transmukosal administrering kan
oppnas ved bruk av nesespray eller suppositorier. For transdermal administrering blir de
aktive forbindelser formulert til salver, kremer, geler eller liknende som velkjent i
teknikken.

Forbindelsene kan ogsd fremstilles i form av suppositorer (for eksempel med
konvensjonelle suppositoriebaser som kakaosmer eller andre glyserider) eller

retensjonenemas for rektal avlevering.

De aktive forbindelser kan prepareres med barere som beskytter forbindelsen mot
hurtig eliminering fra kroppen som formuleringer for kontrollert frigivning, inkludert
implantater og mikroinnkapslede avleveringssystemer. Bionedbrytbare, biokompatible
polymerer kan benyttes, for eksempel etylenvinylacetat, polyanhydrider,
polyglykolsyre, kollagen, polyortoestere og polymelkesyre. Metoder for fremstilling av
slike formuleringer vil vare vel kjente for fagmannen. Materialene kan ogsa oppnés
kommersielt fra Alza Corporation og Nova Pharmaceuticals, Inc. Liposomale
suspensjoner (inkludert liposomer innsiktet pa infekterte celler med monoklonale
antistoffer mot virale antigener) kan ogsé benyttes som farmaseoytisk akseptable berere.
Disse kan fremstilles i henhold til metoder som vel kjente pa omradet, for eksempel som
beskrevet i U.S. patent nr. 4,522 ,811.

Orale eller parenterale preparater kan formuleres til enhetsdoseformer for enkel
administrering og enhetlig dosering. Enhetsdoseformer slik som kan benyttes her viser
til fysisk diskrete enheter egnet for enhetsdosering for individer som skal behandles;
hver enhet inneholder en p forh&nd bestemt mengde aktiv bestanddel beregnet for & gi
den enskede terapeutiske effekt i forbindelse med de krevde, farmasaytiske barere.
Spesifikasjonen for enhetsdoseformene dikteres av og er direkte avhengig av de unike
karakteristika for den aktive forbindelse og den terapeutiske effekt som skal oppnés og
begrensningene som er inherente i kompenseringsteknikker som en aktiv forbindelse for
behandlingen av individer.

Nukleinsyremolekyler kan innfares i vektorer og benyttes som genterapivektorer.
Genterapivektorer kan avleveres til et individ, for eksempel ved intravenes injeksjon,
lokal administrering (se for eksempel U.S. patent nr. 5,328,470) eller ved stereotaktisk
injisering (se for eksempel Chen, et al., 1994. Natl. Acad. Sci. USA 91: 3054-3057). Det
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farmasgytiske preparat ved genterapivektoren kan inkludere genterapivektoren i en
aksepterbar fortynner, eller kan omfatte en lavfrigjeringsmatriks hvori
genavleveringsbareren er innleiret. Alternativt og der den fullstendige
genavleveringsvektor kan fremstilles intakt fra rekombinante celler, for eksempel
retrovirale vektorer, kan det farmasgytiske preparat inkludere en eller flere celler som
gir genavleveringssystemet.

Preparater med opprettholdt frigivning kan hvis enskelig fremstilles. Egnede eksempler
pa preparater med opprettholdt frigivning inkluderer semipermeable matrikser av faste,
hydrofobe polymerer inneholdende antistoffet og der matrisene foreligger i form av
formgitte gjenstander, for eksempel filmer, eller mikrokapsler. Eksempler p4 matrikser
med opprettholdt frigivning inkluderer polyestere, hydrogeler (for eksempel poly(2-
hydroksyetyl-metakrylat), eller poly(vinylalkohol)), polylaktider (U.S. patent nr.
3,773,919), kopolymerer av L-glutaminsyre og y etyl-L-glutamat, ikke nedbrytbart
etylen-vinylacetat, nedbrytbar melkesyre-glykolsyrekopolymerer slik som "LUPRON
DEPOT” (injiserbare mikrosfaerer bestdende av melkesyre-glykolsyrekopolymer og
leuprolidacetat) og poly-D-(-)-3-hydroksysmersyre. Mens polymerer som
etylenvinylacetat og melkesyre-glykolsyre muliggjer frigivning av molekyler i over 100
dager frigir visse hydrogeler proteiner i lapet av kortere tidsperioder.

De farmasgytiske preparater kan innarbeides i en beholder, en pakke eller en dispenser

sammen med instruksjoner for administrering.

Oppfinnelsen skal illustreres nermere ved de folgende eksempler og
referanseeksempler.

EKSEMPEL 1: GENERELLE METODER

De data som beskrevet her ble generert ved bruk av de felgende reagenser og metoder.

Cellekultur

COS-7 m6-celler (Seed, 1987), CHO-K1 (ATCC CCL-61) og den SV40 Large T-
antigenuttrykkende 293 human embryonisk nyrecellelinje (293T; vennlig tilveiebrakt av
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B. See), ble dyrket i Dulbaccos modifiserte Eagle’s medium (GibcoBrl, Life
Technologies, Paisley, Skottland), supplert med 10% fotal bovint serum (GibcoBrl, Life
Technologies), 25 ng/ml gentamycinsulfat (Sigma, St. Louis, MO) og 2 mM glutamin
(GibcoBrl, Life Technologies). Cellene ble fart gjennom hver 2 — 4 dag. HH14
hybridome(ATCC HB 9299; U.S. patent 4,857,639) ble dyrket i RPMI 1640 (GibcoBrtl,
Life Technologies), supplert med 10% fetalt bovint serum, 100 U/ml penicillin, 100
pg/ml streptomycin og 2 mM glutamin.

Rensing av HH14 antistoffer

Supernatant ble samlet fra dyrkede HH14 celler. To liter supernatant ble affinitetsrenset
pé en geite-anti-muse-IgM (Sigma) kolonne ved bruk av en Bio-Rad LP kromatografi
(Bio-Rad, Hercules, CA). De bundne partikler ble eluert med 0,1 M glysin-Cl, pH 2,5,
og eluatet ble umiddelbart neytralisert ved bruk av 1 M Tris-Cl, pH 7,5. Eluatet ble
dialysert mot 1% fosfatbufret saltopplesning (PBS) og lyofilisert. Lyofilserte proteiner
ble opplest i destillert H,O til en sluttkonsentrasjon pa 3 pg/pl, mélt ved BCA-analyse.

Konstruksjon av ekspresjonsvektorer

Humane blodgrupper 4-genet ble polymerasekjedereaksjons-(PCR)-forsterket av cDNA
fremstilt fra total RNA isolert fra MKN-45-cellelinjen ved bruk av 5’-cgc ggg aag ctt
gcc gag acc aga cge gga-3’ (SEQ ID NO: 1) som fremoverprimer og 5°-cgc ggg cgg ccg
ctc acg ggt tcc gga ccg ¢-3° (SEQ ID NO: 2) som reversprimer. Det forsterkede cDNA
(4-genet) ble subklonet inn i polylinkeren av CDMS8 (Seed, 1987) ved bruk av Hind 111
og Not 1. Blodgruppe H-genet ble PCR-forsterket i to deler ved bruk av et humant tonsil
stromabibliotek som templat. Et indre Sse I-sete ble skapt ved PCR ved bruk av indre
overlappingsprimere som forandret nukleotid 775 (GenBank aksesjonsnummer
M35531) til en C og dannet et Sse I-sete av Pst I-sete. Det cDNA som koder
karboksyterminalen av FUT1 ble forsterket ved bruk av 5’-ggg gac tac ctg cag gtt atg
cct cag cgge-4’ (SEQ ID NO: 3) som fremoverprimer og 5’-cgc ggg geg gee get teca agg
ctt age caa tgt-3’ (SEQ ID NO: 4) som reversprimer, spaltet av Sse I og Not I og
sublonet inn i CDMa ekspresjonsvektoren fordayet med Pst I og Not I. Det cDNA som
kodet aminoterminal av FUT1 ble forsterket ved bruk av 5°-cgc ggg aag ctt acc atg tgg
ctc cgg age cat-3’ (SEQ ID NO: 5) som fremoverprimer og 5’-cca gcg ctg agg cat aac
ctg cag gta gtc-3’ (SEQ ID NO: 6) som reversprimer, spaltet med Hind III og Sse I og
subklonet inn i CDMS8 som bar karboksyterminalen etter Hind 111 og Sse I spalting.
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Se-genet ble tilsvarende PCR-forsterket fra cDNA reverstranskribert fra total RNA
isolert fra perifere blodmononukleare celler donert av en blodgruppe A,Le(a-b+)Se-
individ ved bruk av 5’-cgc ggg aag ctt acc atg ctg gre gtt cag atg-3’ (SEQ ID NO: 7)
som fremoverprimer og 5’-cgc ggg cgg ccg ctt agt get tga gta agg g-3’ (SEQ ID NO: 8)
som revers primer. Se-gen cDNA ble subklonet inn i CDM8 ved bruk av Hind 111 og
Not 1. Glykosyltransferase cDNA ’er ble sekvensiert og den enzymatiske aktivitet de
kodet undersegkt ved stramningsstyrt cytometriske analyse av transienttransfekterte
celler ved hjelp av blodgruppe H- og A-spesifikke monoklonale antistoffer. PSGGL-
1/mIgGyp, kimeere ble konstruert som beskrevet ovenfor (Liu et al., 1997).

Transfeksjoner og fremstilling av utskilt PSGL-1/mIgG;;, kimaerer

Transfeksjonscocktailen ble fremstilt ved blanding av 39 ul 20% glukose, 39 ug
plasmid DNA , 127 pl dH,O og 15,2 pl 0,1 M polyetylenimin (25 kDa; Aldrich,
Milwaukee, WI) i 5-ml polystyrenrer. I alle transfeksjonsblandinger ble det benyttet 13
pug PSGL-1/mIgGop,-plasmid. Tretten mikrogram av plasmidet for de forskjellige
glukosyitransferaser ble tilsatt og, hvis nedvendig, ble CDM8-plasmid tilsatt for & nd en
total pa 39 pg plasmid-DNA. Blandingene ble hensatt ved romtemperatur i 10 minutter
for det ble satt 10 ml kulturmedium til cellene ved omtrent 70% konfluens. Etter 7 dager
ble cellesupernatantene samlet, debris sentrifugert av (1400 x g, 15 mm) og NaNj tilsatt
til en sluttkonsentrasjon pa 0,02% vekt/volum).

Rensing av utskilt PSGL-1/mIgG;p, for SDS-PAGE og western blot analyser

PSGL-1/mlIgG,b-fusjonsproteiner ble renset fra samlede supernatanter p& 50 pl geite-
anti-mIgG-agarosekuler (100:1 oppslemming; Sigma) ved & snus opp ned over natten
ved 4°C. Kulene med fusjonsproteinet ble vasket tre ganger i PBS og benyttet for
etterfolgende analyse. Karakteristisk ble preven opplest i 50 ul 2 x reduserende
provebuffer og 10 : 1 preve ble fylt i hver brenn.

PNGaseF-behandling av affinitetsrenset PSGL-1/mIgGay

Et PnGaseF kitt (Roche Diagnostics, Indianapolis, IN) ble benyttet for N-glycan
deglykosylering. En lett modifikasjon av protokollen som ble levert av produsenten, ble
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benyttet. I 1,5 ml Eppendorfror ble 20 pl reaksjonsbuffer blandet med renset PSGL-
1/mlgGyy pa agarosekuler og kokt i 3 minutter.Blandingen ble sentrifugert ned og 10 ul
supernatant overfort til et nytt Eppendorfrar. Ti mikroliter PNGaseF eller, som negativ
kontroll, 10 pl reaksjonsbuffer ble tilsatt. Rerene ble inkubert i 1,5 time ved 37 °C. Etter
inkubering ble 20 pul 2 ganger reduserende prevebuffer og 10 pl H,O tilsatt og prevene
kokt i 3 minutter.

ELISA for bestemmelse av PSGL-1/mJgG;,-konsentrasjonen i supernatanter

Nittiseks brenner ELISA-plater (Costar 3590, Corning, NY) ble belagt med 0,5
pg/bronn affinitetsreset geite-anti-mIgG spesifikke antistoffer (Sigma) i 50 pl av 50
mM karbonatbuffer pH 9,6 i to timer ved romtemperatur. Etter blokkering o/n ved 4°C
med 300 pul 3% bovint serumalbumin (BSA) i PBS med 0,05% Tween (PBS-T) og
etterfolgende vasking, ble 50 ul prever supernatanter tilsatt og seriefortynnet i
kurturmedium. Etter vasking ble platene inkubert i 2 timer med 50 pl geite-anti-mIgM-
HRP (Sigma), fortynnet 1 : 10.000 i blokkerende buffer. For utviklingsopplesningen ble
en tablett 3,3°, 5,5’-tetrametylbenzidin (Sigma) ble opplest i 11 ml 0,05 M
sitrat/fosfatbuffer med 3 pl 30% vekt/volum H,O,. Ett hundre mikroliter
utviklingsopplesning ble tilsatt. Reaksjonen ble stanset med 25 pl 2 M H,SO4. Platene
ble avlest ved 450 og 540 nm i en automatisert mikroplateleser (Bio-Tek Instruments,
Winooski, VR). Som en standard ble en fortynningsserie av rensede mIgG Fe
fragmenter (Sigma) i kulturmedium, benyttet i triplikat.

SDS-PAGE og Western Blotting

SDS-PAGE ble kjort ved metoden ifglge Laemmli (1970) med 5% ”stacking” gel og en
8% gjenopplesningsgel og separerte proteiner ble blottet elektroforetisk pa "Haybond”-
Cekstramembraner som beskrevet tidligere og (Liu ef al., 1997). Etter blokkering over
natten i Tris-bufret saltopplesning med 0,05% Tween-20 (TBS-T) med 3% BSA ble
membranene vasket tre ganger med TBS-T. De ble s inkubert i 1 time ved
romtemperatur med muse-anti-human blodgruppe A alle typer (mIgM, Dako,
Carpinteria, CA) eller anti-human H type 1 og (mIgGs;, Signet; Dedham, M) type 2
(mIgM, Dako) eller H type 3 (mIgM, hybridoma HH14, ATCC HB9299). Alle
antistoffer ble fortynnet 1:200 i 3% BSA i TBS-T bortsett fra H type 3 antistoff som ble
fortynnet til en konsentrasjon pa 1 pg/ml i 3% BSA i TBS-T. Membranene ble vasket
tre ganger med TBS-T for inkubering i 1 time ved romtemperatur med sekundar
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pepperrot peroksidase (HRP)-konjugerte antistoffer, geite-anti-mIgM (Cappel, Durham,
NC) eller geite-anti-mIgGs (Serotec, Oxford, England) fortynnet 1:2000 i 3% BSA i
TBS-T. Bundne, sekundzre antistoffer ble visualisert ved kjemiluminescens ved bruk
av et ECL kitt (Amersham Pharmacia Biotec, Uppsala, Sverige) i henhold til
produsentens instruksjoner. For detektering av PSGL-1/m1GGy;, per se ble HRP-merket
geite-anti-mIgG (Sigma) benyttet i en fortynning pa 1:10.000 i 3% BSA i TBS-T som
beskrevet men uten inkubering med et sekundeert antistoff.

Bestemmelse av den relative blodgruppe A-epitopdensitet pa PSGL-1/mlgGz

Western blotts ble kjort som beskrevet ovenfor. Membranene ble visualisert i en fluor-S
Max Multimager med CCD kamera som arbeidet ved -35°C (BioRad). Ved bruk av
volumverktayet i analyseviduet av Quantity One programmet (BioRad) ble volumet
(summen av intensiteten av pikslene innen volumgrense x pikselareale) for blodgruppe
A-reaktivitet dividert med volumet for mIgG-reaktiviteten for PSGL-1/mIgGyy, fremstilt
i COS-, CHO- og 293T-celler. For & sammenlikne A-epitom/muse IgG forholdene
mellom PSGL-1/mlgGyy, fremstilt i forskjellige vertsceller ble forholdene normalisert til
forholdet oppnédd fra den A-substituerte PSGL-1/mlgGyy, fremstilt i COS-celler
transfektert med H- og A-genene.

Absorpsjon av serum

Seks hundre mikroliter oppslemming av geite-anti-mIgG agarosekuler (Sigma) ble
overfort 1,5 ml Eppendorf mikrosentrifugerar. Kulene ble sentrifugert ned ved en hurtig
sentrifugering ved 400 x g. Supernatanten ble sa fjernet og kulene vasket en gang med 1
ml PBS, sentrifugert ned igjen og overfort til 18 ml supernatant fra CHO-celler
transfektert med cDNA et som kodet PSG-1/mglIGy, Se- og A-genet. Supernatantene
inneholdende agarosekuler ble inkubert snudd opp ned o/n ved 4°C. For samling ble
kulene sentrifugert ned ved 400 x g, i 15 minutter ved romtemperatur og overfort til 1,5
ml Eppendorm mikrosentrifugerer. Vaskingen ble foretatt tre ganger med PBS. Disse
kuler kalles A mucinkuler. Seks hundre mikroliter anti-mIgG agarosekuler ble ogsé
fremstilt pA samme mate men disse ble benyttet for fortynning av A mucinkulene for &
oppnd en forsynningsserie av A mucinkulene som absorbenter. disse kuler kalles geite-
anti-mIgG kuler. Kulene ble alikvotert til 4 ml Ellermanror i henhold til tabell 1. A-
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PAA-MPG (Syntesome, Munich, Tyskland) og B-OAA-MPG (Syntesome) ble veid og
alikvotert til Ellermanrer i henhold til tabell I og deretter vasket en gang med PBS.

Sammenslatt serum fra fem pasienter typet til blodgruppe O ble oppnadd fra
blodbanken ved Huddinge Universitetssykehus (etisk tillatelse D nr. 392/99), godkjent
dato 08/15/2000). Celledebris ble fjernet fra serum ved sentrifuering ved 14.000
omdreininger per minutt i 5 minutter i en Jouan A-14 mikrosentrifuge. Det klare serum
ble overfort til et annet ror og inkubert i et vannbad ved 56°C i 1 time for & inaktivere
komplement. Dette serum ble lagret i alikvoter ved -20°C inntil bruk.

Tabell 1. Seriefortynninger av absorbenter benyttet for absorpsjon av anti-blodgruppe A
antistoffer fra sammenslatt serum fra blodgruppe O individer

Prove Mengde absorbent

100 pl A mucinkuler

80 pl A mucinkuler, 20 ul geite-anti-mIgG-kuler

60 pl A mucinkuler, 40 geite-anti-mIgG-kuler

40 ul A mucinkuler, 60 pl geite-anti-mIgG-kuler

20 pl A mucinkuler, 80 pl geite-anti-mIgG-kuler

100 pl geite-anti-mIgG-kuler

150 mg A~PAA~MPG*

120 mg A-PAA-MPG, 30 mg B.PAAMPG"

O ||| |W N |-

90 mg A-PAA-MPG, 60 mg B-PAA-MPG

(S
<o

60 mg A-PAA-MPG, 90 mg B-PAA-MPG

et
et

30 mg A-PAA-MPG, 120 mg B-PAA-MPG

[
N

150 mg B-PAA-MPG

13 Kun serum

*A-PAA-MPG, A trisakkarider forbundet via poly[N-(2-hydroksyetyl)akrylamid] til
makroporgse glasskuler.

®B-PAA-MPG B trisakkarider forbundet via poly[N-(2-hydroksyetyl)akrylamid] til
makroporese glasskuler.

Fem hundre mikroliter serum ble satt til hvert ror og blandet med kulene i 4 timer pé et
rullebord ved 4°C. Etter absorpsjon ble kulene sentrifugert ned og det absorberte serum
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overfort til nye Ellermanrar. Det absorberte serum ble lagret ved -20°C til ytterligere
analyse.

For & bestemme mengden PSFL-1/mIgG,, p4 A mucinkuler ble en geite-anti-mIgG Fc
ELISA (se prosedyren tidligere) kjort pa supernatanten for og etter inkubering med
agarosekuler.

Elisa for kvantifisering av anti-A-antistoffer

Nittiseksbrenners ELISA plater (Costar 3590 Corning) ble belagt i 2 timer ved
romtemperatur ved 0,05 pl A-PAA-biotin (Syntesom) med 50 pl per brenn av 50 mM
karbonatbuffer pH 9,6. Etter blokkering o/n ved 4°C med 300 pl 3% BSA i PBS-T og
etterfolgende vaksing ble 50 pl serum seriefortynnet i PBS tilsatt og platene inkubert
ved romtemperatur i 2 timer. Etter vasking foregikk inkuberingen med 50 pl muse-anti-
human IgA, G og M-HRP (Jackson, PA) fortynnet 1:10.000 i blokkeringsbuffer.
Fremkalling og avlesning av platene ble gjennomfart som beskrevet tidligere.

Bestemmelse av total proteinkonsentrasjonen i serum

Total proteinkonsentrasjon i serum ble bestemt for og etter absorpsjon av anti-A-
antistoffer. Mikrotiterplateprotokollen for BCA-protein Assay Reagent (Pierce,
Rockford, IL) ble benyttet i henhold til produsentens instruksjoner og pravene ble kjort
i duplikater eller triplikater.

Eksempel 2: Blodgruppe H- og A-determinanter pa rekombinant PSGL-1/mIgG20
tildannet i forskjellige vertsceller

293T-celler. Immunoaffinitetsrenset PSGL-1/mIgGy,, fremstilt av 293T-celler, transient
transfektert med PSGL-1/mIgG;, cDNA med og uten plasmidene som kodet H-, Se-
eller 4-genet, ble analysert ved natriumdodecylsulfat-polyakrylamidgelelektroforese
(SDS-PAGE) og western blot ved bruk av anti-mIgG, anti-blodgruppe A, H type 1, H
type 2 og H type 3 spesifikke antistoffer for detektering (figur 1A-E). Fusjonsproteinet
migrerte under reduserende betingelser som en dublett med en tilsynelatende
molekylvekt pd rundt 100 og 140 til 160 kDa (A). PSGL-1/mlIgGy, farget dérlig med
solv (ikke vist) i overensstemmelse med tidligere observasjoner med henblikk pa
overforselen for sterkt glykosylert mucin-type-proteiner (Carraway og Hull, 1991;
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Shimizu og Shaw, 1993). Som tidligere vist (Liu et al., 1997) ble fusjonsprotein
fremstilt som en homodimer (data ikke vist). Dobbeltbédnd rundt 65 kDa og 35 kDa ble
detektert med anti-MigG antistoffet. Disse band sees ikke i supernatanter av 293T-celler
transfektert med tom vektor alene og er sdledes sannsynligvis proteolytiske fragmenter
avledet fra fusjonsproteinet (Carraway og Hull, 1991). 47-kDa og 20-kDa bandene som
sees i cellefraksjoner er avledet fra de tunge og lette Ig-kjeder av geite-anti-muse-
antistoffet som stammer fra agarosekuler ved koking i prevebuffer.

Béde FUT1 og FUT2 kunne med a1,3 GalNacT understatte biosyntesen av blodgruppe
A-kjeder pd OSGL-1/mlIgGy,. Kombinasjonen av FUT1 og a1,3 GalNACcT syntes &
skape flere A-epitoper pd PSGL-1/mIgG,p, enn kombinasjonen av FUT1 og al,3
GalNACT (jamfor disse spor i B). P4 den annen side understettet FUT1 alene
ekspresjonen av rikelige H type 2 strukturer (D) mens FUT2 ga opphav til fa H type 2
epitoper pd mucin/Ig (D). Det var ingen detekterbar H type 1 strukturer pad PSGL-
1/mglgGa. H epitopene dannet av FUT2 var basert sa & si utelukkende pa type 3, dvs.
Fuca2GalB3GalNac-R fordi ingen H type 1 strukturer og fa H type 2 strukturer ble
dannet pd PSGL-1/mIgGy, av dette enzym (E). Interessant ga ko-transfeksjonen av bade
H- og Se-genetet med A-gen opphav til rikelige epitoper pd PSGL-1/mIgGa,, reaktive
med anti-H type 3 antistoff (E). Blodgruppe A, H type 2 og 3 epitoper var hovedsakelig
O-bundet fordi peptid N-glykosidase F (PNGaseF) behandling av PSGL-1/mlIgGy, ikke
reduserte antistoffarging ved bruk av antistoffer spesifikke for disse epitoper (figur 2B-
D). Effektiv N-glycandeglykosylering ble indikert ved et fullstendig mobilitetsskift av
PSGL-1/mlIgGa, (figur 2A-D).

COS-celler. Western blot analyser PSGL-1/mlgGyy, foretatt i COS-celler er vist i figur
3A-E. Selv om de er svakere var megnstrene av PSGL-1/mIgGy, farging ved bruk av
anti-A og H-spesifikke antistoffer noe like det som ble funnet for PSGL-1/mIgGay,
fremstilt i 293T-celler. Bdde FUT1 og FUT2 kunne sammen med a1,3 GalNAcT
understptte A epitopekspresjon der flere epitoper ble dannet av FUT2 og 1,3
GalNAcT (B). Kun FUT1 kunne danne H type 2 strukturer (D) og verken FUT]1 eller
FUT?2 understettet ekspresjon av H type 1 strukturer i COS-celler (C). I motsetning til
PSGL-1/mIgGyy, fremstilt i 292T-celler ble meget lave nivéer av H type 3 epitoper sett
pa PSGL-1/mIgGy, fremstilt i COS-celler som ko-uttrykte FUT1 og a1,3 GalNAcT,
eller FUT2 enzym alene (E).
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Imidlertid ga den felles ekspresjonen av FUT2 og a1,3 GalNAcT opphav til gket
reaktivitet med H type 3 antistoff (E). Videre ble svake band sett med anti-A-antistoff
nér kun al1,2 FT er ble uttrykt, noe som antydet en svak endogen aktivitet for et al,3
GalNACcT i COS-celler som rapportert tidligere (Clarke og Watkins, 1999). PNGaseF
behandling av PSGL-1/mIgGy viste ikke noen detekterbar reduksjon i anti-blodgruppe
A, H type 2 eller 3 antistoffarging (data ikke vist), noe som antyder at disse epitoper
hovedsakelig baeres pd PSGL-1/mIgG,, O-glykaner.

Kinesisk hamserovarie(CHO)-celler. Figurene 4A-E viser fargingen av PSGL-
1/mIgGypfremstilt i CHO-celler, PSGL-1/mlIgGyp barede blodgruppe A-epitop fulgt av
ko-fremstilling av FUT1 elelr FUT2 ¢cDNA’er med al,3 GalNAcT (B). Verken H type
1 (C) eller H type 2 (D) strukturer kunne detektere pd PSGL-1/mIgGyy, kimare fremstilt
i CHO-celler etter ko-transfeksjon med enten FUT1 eller FUT2, noe som antyder at H
type 3 strukturer er de eneste forlopere som er tilgjengelige for al,3 GalNAcT. Farging
med anti-H-type 3 antistoff ble sett bdde med FUT1 og FUT2 (B), noe som understotter
den teori at A-epitopene er basert kun pa kjerne 1 strukturer i CHO-celler. Videre stotte
for dette ble oppnadd etter pNGaseF behandling som ikke pavirket
antistoffargingsintensiteten, noe som antyder en O-glykanavgrenset A-epitopekspresjon
(data ikke vist). Antallet A-epitoper og H type 3 epitoper pA PSGL-1/mIgGyy 1 kimaere
var klart hgyere med FUT2 sammenliknet med FUT1, noe som antydeer at Se-
genprodukt er overlegent H-genprodukt uttrykt ved a1,2-fukosylering av kjerne 1
(Galp3GalNAca-Ser/Thr) strukturer.

Eksempel 3: Relativ blodgruppe A-epitopdensitet pa PSGL-1/mIgG;;, fremstilt i
forskjellige vertsceller

For & semikvantifisere det relative antall av A-epitoper pd PSGL-1/mIgGyy, kimeere
fremstilt i forskjellige vertsceller som uttrykker A-gen med en eller annen av al,2
FT’ene, ble det benyttet western blotting med anti-A-antistoffer og anti-mIgG-
antistoffer fulgt av kjemiluminescens detektering i en “Fluor-S Max MultImager”.
Forholdene mellom blodgruppe A- og mIgG-reaktivitene for hver PSGL-1/mIgGa, er
vist i figur 5 (et av tre representative eksperimenter vist). Som det kan ses var A-
epitopdensiteten hayest pd PSGL-1/mIgG,;, fremstilt i CHO-celler som uttrykker A-
genet sammen med det Se-genkodede 1,2 FT. Denne PSGL-1/mlIgGy;, bar omtrent tre
ganger flere A-epitoper enn den PSGL-1/mIgGy, som var laget i 292T-celler
transfektert med FUT2 og A-genet; PSGL-1/mIgGo, med den nest hayeste A-
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epitopdensitet (figur 5). I hver cellelinje ga FUT2 med hoyere A-epitopdensitet sammen
med A-genet enn FUT1 gjorde sammens med A-genet.

Eksempel 4: Absorpsjon av anti-A-antistoffer pd4 PSGL-1/mIgG;;, som baerer
blodgruppe A-epitoper

Effektiviteten for anti-A-antistoffabsorpsjon for rekombinant PSGL-1/mIgG,, med eller
uten blodgruppe A-epitoper ble sammenliknet med den for absorpsjon pé A-
trisakkarider forbundet via poly[ N-(2-hydroksyetyl)akrylamid] til makroporese
glasskuler (A-PAA-MPG). Pre- og postabsorpsjon anti-A-antistoffnivdene ble bedemt i
en enzymbundet immunosorbentanalyse (ELISA) der platen ble belagt med A-
trisakkarider bundet til poly[N-(2-hydroksyetyl)akrylamid ogsa substituert med biotin
(A-PAA-biotin). Resultatene vist i figur 6. Tyve p-mol rekombinante A-
epitopsubstituerte PSGL-1/mlIgGyy, var nadvendig for & absorbere 60% av anti-A-
antistoffene som detektert i A-PAA-biotin ELISA mens 164.000 p-mol av A-
determinanter som A-PAA-MPG var ngdvendig for 4 absorbere samme mengde anti-A-
antistoffer. PSGL-1/mIgG,;, dimeren hadde 106 potensielle O-forbundne
glykosyleringsseter og étte potensielle N-forbundne glykosyleringsseter (Wilkins et al.,
1996; Aced et al., 1998, 2001), hvorav de siste atte kan bare forgrenede strukturer. Hvis
man antar at hver PSGL-1/mIgGy;, baerer rundt 100 A-epitoper, noe som mest
sannsynlig er et overestimat, er mucinfremstilt i CHO-celler med FUT2 og
al,3GalNacT rundt 80 ganger mer effektiv som en karbohydrat molarbasis enn A-
PAAF-MPG.

Eksempel 5: Terapi eller prevensjon av antistoffmediert Graft-rejeksjon

Oragantransplantasjon pa tvers av ABO-barrieren karakteriseres ved AMR-mediert av
pa forhdnd dannede eller induserte antistoffer mot donororganblodgruppen (Porter,
1963; Sanchez Urdazpal et al., 1993; Farges et al., 1995; Tanabe et al,1998; Alkhunaizi
et al., 1999). Anti-ABO-antistoffer fjernes ved bruk av et PSGL-1/mIgGy
fusjonsprotein som barer A-derminanter som absorberen i EIA-oppsettet. Resultater
viser at rundt 20 p-mol rekombinant PSGL-1/mIgGy, (beregnet pa en molekylvekt pa
300 kDa), tilsvarende 2 n-mol av A-determinanter (basert pd 100 A-determinanter
permol PSGL-1/mIgGy,) (Wilkins et al.,1996; Aeed et al., 1998, 2001) fremstilt i CHO-
K1 med FUT2 og al,3 GalNAcT kunne absorbere 60% av de A-PAA-reaktive
antistoffer. A-PAA-MPG tilsvarende rundt 164.000 p-mol A-trisakkarider (beregnet pa
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2 umol/pg) var ngdvendig for & absorbere den samme mengde av anti-A-stoffer.
Mengden ikke-spesifikk proteinabsorpsjon for begge forbindelser ble ogsé bedemt og
den ikke-spesifikke absorpsjon var s & si fire ganger hoyere med PAA-MPG-baserte
forbindelser. Den relativt haye absorpsjonseffektivitet for mucinbaserte absorbere kan
avhenge av (1) multivalent karbohydratsubstituering, (2) nar avstand mellom
karbohydratepitopene, og (3) en strukturell bevegelighet for kjernesakkaridkjeden som
bearer den immunodominante determinant. Videre kan endring av proteinryggraden, for
eksempel ved 4 tildanne et syntetisk mucintypeprotein konstruert ved optimaliserte
mucin tandemgjentakelser, forbedre absorberen (Silverman et al., 2001). Videre kan
celler som er konstruert for 4 uttrykke forskjellige kombinasjoner av
GalNAc:polypeptidtranser forbedre asbsorpsjonseffektiviteten ved optimalisere O-
glykansubstitusjonsdensiteten.

FORKORTELSER

AMR, antistoffmediert rejeksjon (avvisning); BSA, bovint serumalbumin; Kinesisk
hamserovarie; COS,; ETA, ekstrakorporeal immunoabsorpsjon; ELISA,
enzymforbundet immunosorbent analyse; FT, fukosyltransferase; GalNAcT, N-
acetylgalgaktosaminyltransferase; HRP, pepperrotperoksidase; MIgG, muse-1gG;
mlgM, muse-IgM; MPG, makroporese glasskuler; PAA, poly[N-(2-
hydroksyetyl)akrylamid]; PBS, fosfatbufret saltopplesning; PBS-T, PBS med 0,05%
Tween; PCR, polymerasekjedereaksjon; PNGaseF, peptid:N-glykosidase F; PP,
plaasmaferese; PSGL-1, P-slektin glykoprotein ligand-1; SDS-PAGE,
natriumdodecylsulfatpolyakrylamidgelelektroforese; TBS-T, Tris-bufret saltopplesning
med 0,05% Tween-20; Tx, transplantasjon.
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L.
Fusjonspolypeptid, k a r a k t e ri s ert v e d atdetomfatteret
forste polypeptid operativt forbundet til et andre polypeptid, der det forste polypeptid:
(a) er et mucinpolypeptid; og
(b) hvori mucinpolypeptidet er glykosylert med en blodgruppe H- eller sekretor
al,2 fukosyltransferase og en 1,3 N-acetylgalaktosaminyltransferase; og
det andre polypeptidet omfatter minst ett Fc omride av et
immunoglobulinpolypeptid.

2.
Fusjonspolypeptid ifolgekravl, k a r a k t erisert v e d at
det forste polypeptid omfatter minst et omrdde av en P-selektiv glykoproteinligand-1.

3.

Fusjonspolypeptid ifolgekrav2, k ar a k t erisert v ed at
det forste polypeptid inkluderer en ekstracelluler del av en P-selektiv glykoprotein
ligand 1.

4.
Fusjonspolypeptid ifelgekravl, k a r a k t erisert v e d at
fusjonspolypeptidet er en dimer.

5.
Absorber, k ara k terisert v e d atden omfatter
fusjonspolypeptidet ifelge krav 1.

6.
Fremgangsmate for 4 fjerne et antistoff fra en biologisk preve, k a r a k -
terisert v e d atdenomfatter
(a) & bringe en biologisk preve i kontakt med fusjonspolypeptidet ifalge krav 1
for & danne et fusjonspolypeptid-antistoff kompleks; og
(b) & fjerne komplekset fra den biologiske prave for derved & fjerne antistoffet
fra den biologiske praven.
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7.
Vertscelle, k ar a kteriser:t v e d atden er konstruert
genetisk for & uttrykke fusjonspolypeptidet ifalge krav 1.

5 8.
Celle, k arakterisert v e d atdenomfatter:
(a) en nukleinsyre som koder et mucinpolypeptid operativt forbundet til en
nukleinsyre som koder minst et omrdde av et immunoglobulinpolypeptid,
(b) en nukleinsyre som koder et blodgruppe H- eller sekretor al,2
10 fukosyltransferase polypeptid; og
(c¢) en nukleinsyre som koder et al,3 N-acetylgalaktosaminyltransferase

polypeptid.

9.
15 Celleifolgekrav8, k a ra k terisert v e d atcelleneren
COS-celle, en CHO-celle eller en 293T-celle.
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