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A jelen talalmany targyat er6sen tisztitott alfa-galaktozidaz A, valamint ennek kilénbdzé tisztitasi modszerei, valamint
megvaltoztatott toltésl készitmények és az ezeknek a készitményeknek az elééllitdésara szolgald eljarasok; az olyan
alfa-galaktozidaz A készitmények, amiknek megnétt a felezési ideje egy emlés keringésében, és ezeknek az eljarasoknak
az elballitasi moédszerei, és egy alfa-galaktozidaz. A készitménynek egy alanyba vald beadasi modszerei képezik.
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Gyvdgyaszatl késsitmények az alfa-galaktozidas A deficiencia

kezelésére

A jelen taldbmany targyat ax alfa-galaktoziddz A deficiencia
kezelésére szolgald mbdszersk és készitmények képesik,

A Fabry-betegséy az X-kromoszémahozr kit4dd Hzoszémalis
tavolasi betegség, amit stlyos veseproblémak, angiokeratémak és
kardiovasskularis  abnormalitések  jellemeznek, beleértve g
ventrikularis megnagyobbodést és a mitrdlis billenty( elégtelen-
sépet. A Fabry betegség érinti a periferidlis idegrendszert, ami a
végtag@k%mz kinzé, égetd fajdalmat okoz. A Fabry-betegséget az
alia-galakiomdéz ensim A {o-Gal 4} deficiencidja okozza, As alfa-
galaktozidaz A lizossOmalis glikohidrolas, ami a kildnbdzd glike-
konjugatumok termindlis alfa-galaktozil egységeit hasitia le. A
Fabry betegaég a neutralis glikoszfingolipid, a ceramid-trihexozid
{CTH} hkatsbolizmusanak gatlasat, és ennek az enzim szubszi-
réatmak a sejtekben €s a vérdaramban vald akkumuldalsdasat ered-
menyea.

Mivel a betegség azx X-kromoszdmahoz kapesolddik, a leg-
t6bb Fabry-betegségben szenvedd beteg frfl. Bar megfigyeltek
stlyosan érintett ndi heterozigdtakat is, a ndi heterozigdtak gvak-
ran tioetmentesek, vagy viszonylag envhék a tineted {amd lehet
példind a szarubartya jellegzetes homalyossigal. A Fabry-beteg-
ség egy atipikus variansa, beledrtve az alacsony rezidudlis alfa-

galaktozidazs A aktivitast, és vagy a nagyon enyvhe tineteket, vagy
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azt, hogy latszélag nincsenck més, a Fabry-betegségre jellemzs
tinetek, korreldd a bal ventrikularis hipertréfidval és seivbeteg-
séggel [Nakano €s misai: The New England Journal of Medicine
333, 288293 (1990}, Az alfa-galaktozidés A csbhkenése lehet az
oka az ilyven szivrendellenességeknek.

A humén alfa-galakioziddz A-t kodolé oDNS-t és gént
izolaltak és szekvenaltak. & human alfa-galaktozidas A 429 ami-
nusavbol a8ll6 polipeptid forméjaban expresszalddik, aminek 31
N-terminalis aminosava a szigndlpeptid. & humén enzimet sxp-
resszéliuk aranyhiresdg petefészek {CHOY sejtekben {Desnick és
misal: 3,356,804 szdmG Amerikal Egyestlt Allamok-beli szaba-
dalmi leiras; Ioannou és mtsal: Journal of Cell Biology 118, 1137
{1992} valamint rovarsgitekben [Calhoun @3 misaii WO
90/ 113531

Azemban a jelenleg hassndlt alfa-galakiosiddz A-nak korlsé-
tozott & hatékonysdaga. A viszonylag magas tisstasaga alfa-galak-
tozidéz A elédliitasa flhgg as aflinitdskromatografia hassnalatatsl,
amiben lektin affinitdskromatografia (konkanavalin A {Con A}
Sepharose] és az alfa-galaktozidds A-nak egy Sepharose matrix-
hoz  kaposolt  N-G-aminchexanoil-o-D-galaktezilamin  szubsst-
rathox vald kitddésén alapuléd affinitaskromatopréfia kombi-
nacidjat hasandljuk [Bishop é&s mizai: Jouwrnal of Biological
Chemistry 256, 1307-1316 {1981}]. A fehérjetartalm( lektin-affi-
nitds gyantdk €s a spubsztrdt anelég gvantdk hasznalata tipikus
esetben egyltt jar az affinitds dgensnek a szilard hordozdrs] vald
folyamatos levalasaval [Marikar €s misal; Analytical Biochemistry

201, 306-310 {1992}, ami a tizztiteit terméknek vagy oldatban
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szabadon levé vagy az elualt fehérjéhez ktdtt affinitas-dgensse]
vald szennyezddését sredményezi. Az ilven szennyvezések a
termeket alkalmatlanna teszik gvogvaszatl készitménvekben vald
felhasenalasra. A megkdtdit szubsstrat analégok s a lektinsk
szintén jelentds negativ hatdssal vannak a fehérjék enzimatikus,
funkcionalis és strukturdlis tulajdonsagaira. Emellett, a korabhi
szakirodalom szerinfl mddseerekkel eldallitott alfa-galaktozidaz
At a m@j gvorsan kuduit.

Tehat a szaktertleten megmaradt az igény egy olyan tiszti-
tési protokolliea, amiben hagyvomanyns kromatografids gyvantakat
hassnélnak, amik kinnyen beszereshetdk kereskedelmi mennyi-
seglt anyag cloallitdsdhoz szlikséges mennyiséghen és mind-
ségben, &s olyan alfa-galaktozidés A kiszitményt eredményveznek,
amik mentesek ap affinitds dgensekidl. Emellatt a ssakterileten
megmaradt as igény olyan alfa-galaktozidas A készitménvekre,
amiknek megndéit keringési felezési ideilk, &8s megnétt a
felvétallk a majtd! eltérd specifibus szdvetekben.

A jelen talddlmany térgvat erdsen tsztitoit alfa-galaltozidéas
A készitmények, valamint az alfs-galakiosidéz A glikoformok tise-
titasdnak kiildnbdzd modszerst képezik. A taldlmany targvat
képezik tovabba olvan alfa-galaktoziddz A készitményvek,
amiknek megvaltozott a t8ltdsllk, valamint a taldlmany targyat
kepezik ezeknek a kiészitményeknek az elfallitasi méodszersl. A
toltés megvaltostatasat Ggy &k e, hogy megndveliik az alfa-
galaktozidaz A szidlsav tartalmat, &s/vagy fokozauk az alfa-galak-
tozidae A foszlorilezésél. A taldlmany térgyvét képezik tovabha az

slyan alfa-galakiomidéz A készitmények, amiknek megndtt a



keringési felezési idejlik emlds gasdaszervezetben, valamint ezek
gidalittasi modszerel. Végezetlll, a jelen taldlmany targyéat képezik
az alfa-galakiomiddz A készitménynek egy alanvba vald bea-
dasdhoz szikséges modszerek és ddzisok. A jelen taldlmény sze-
rinti alfa-galaktozidéz A készitmények 8! hasmnathatdk lesanek
Fabry-betegségben szenvedd emberek kezelésére, vagy a Fabry-
betegség atipusoes forméiban, azaz példdul a Fabry betegek foleg
kardiovasziuldris abnormalitdsbarn, mint példaul ventrilkularis
nagyobboddsban, Ggymint baleldali ventrikudéris hipertréfidban
{LVH], és/vagy mifralis billentyG-eléglelenségben szenvedd speci-
fikus populdcidiban, vagy azoknél a Fabry betegeknal, skiknek
féleg a veségjevel van probléma.

Az alabbiakban rdviden ismertetjitik a mellékelt dbrakat.

Az 1. abran egy alfa-galaktozidés A cDNS-nek humaén fibro-
blaset cDNS kényvtarbal vald izolaldséra hassnall 210 bagispér
méretl proba {1, szémG szekvencia) 8thatd, Ez a szekvencia az
alfa-galaktozidaz A gén 7-os exonjabdl szarmasik, A prébat hu-
man genomidlis DNS-bEl izoldljuk polimeraz lancreakcioval
{(PCR). Az abran aldhuzott régidk megielelnek az amplifikdaciés
primersk szekvencidinak.,

A 2. dbran annak a DNS fragmensnek a szekvencidgia latha-
6, ami Kiegéssiti az alfa-galaktoziddz A ¢cDNS kidn 5 végét {2
seamG szekvencial, Bzt g fragmenst huméan genomidlis DNS-bal
wolaljuk polimerés lancreakcidval. Az abran aldhtzott régidk
megielelnsk ar amplifikacids primerek szekvencidinak. Az alabbi,
1. példaban lsmertetett szubkldénosdshos hasznalt Nool és Sacll

restrikeios endonukleds hasitési helyek pozicidit is megmutatjuk.
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A 3. Abra az alfa-galaktozidas A cDNS szekvencigiat mu-
tatjuk be, beleértve a szigndlpeptidet kédald szekvenciat is (3.
szamu szekvenoial.

A 4, dbra a pXAG-16, egy alfa-galakivzidas A expresszits
konstruikeid sematikus térképe, ami tartalmeazza & CMV {citome-
galovirus) promoterét, sz 1-es exont &s ag 1. intront, 8 hGH szig-
ndlpeptidet kodold szekvenciat €s as elsd intront, az alfa-galakto-
ziddz A cDNS-&t {amibdl hidnyzik az alfa-galaktozidas & szignél-
peptid szekvencial, €s a hGH 37 UTS-ét. A pcDNeo a pelDNeo
génbdl szarmazd neo gén posicidjal mutatia.

Az 5. ébra a pXAG-28, egy alfa-galaktoziddz A expresszids
konstrukeid sematikus térképe, ami tartalmaszza a kollagén a2
promofert €s ax slsd exont, ax alfa-galaktozidaz A cDNS- {amibdl
hidnyzik azx alla-galaltozidaz A ssignélpeptid szekvencial, és a
hGH 37 UTS-¢ A poDNeo a peDNeo génbdl szérmaszd neo gén po-
icidiat mutatia.

A &, abran a human alfa-galakioeidas A aminosav szekven-
cigjat mutatiunk be {4, szamd seckvencial.

A 7. abran s human alfa-galakioeidds A aminosayv szekven-
cigiat mutatiuk be {szignalpeptid ndlkl} 8. seém ssekvencial.

& 8. abra az alfa-galaktozidés A tisztitdsi lépésének egy
kromatogramia, amihez Butyl Sepharose gvanidt hassnalunk. A
kivalasztott frakeidk 280 nm-en mért elnyelését {folvamatos
vonal} és alfa-galakioziddz A aklivitasat {pont-vonall mutatiuk be.

A 9. dbra a pGAR13C sematikus térképe,

A 10, abra a célzd konstrukedd, a pGA213C és az endogén

alfa-galaktozidaz A lokuse homoldg rekombindcidianak diagram-
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matikus representieidia. A pUGARIZC-t Ggy Abréasoljuk, mint a
célzd spekvencidk cgymaéashoz llesztését az X-kromoszéma alfa-
galaktozidéz A ldkuss megfeleld szekvencial felett. A metionin
iniciacids kodont, az ATG-t szémokkal jelezziik a lnearis térksé-
pek felett. A ragesald dibidrofolat-reduktast, hakteridlis neomicin
rezisztenciat &s citomsgalovirus promoter/aldolas intron szek-
vencigkat tartalmazd aktivald egységekst a 8101t a pozicid HBlont
{(-221} dbrazoljuk, amikbe a DNS klénozassal beépitiik dket. Az
alfa-galakioziddz A kddold ssekvenciat sziirkitett négyvszdgekks
ielolitik. A nem-alfa-galaktozidas A-t kodold genomidlis szekven-
cigkat halvanyan sstirkitett négysefgekkel jelezzik. A nagy
nyilak a dihidrofolat-reduktas &5 neomicin-resisziencia expresszi-
Gs kazettak transskripoiinak irényat mutatigk, GA-GAL mRNS
lesztését a sikeres célzds &s génaktivalds wtdn szaggatott
vonallal jelezslik az akiivalt alfa-galaktosiddzr A (GA-GAL) 18kusz
térkepe alatt.

A jelen taldlmany targyat O alfs-galakiodridéaz A készitmé-
nyek, valamint ezek clodllitdsi eljdrasal képeszik, valamint a
Fabry-betegségben vagy ag atipusos Fabry-betegségben szenveds
betegek kezelési eljdrdsal képezik, amikben ezeket a készitmé-
nyeket haszndljidk. Néhany reprezentativ megvaldsitasi médot as

alabbiakban részictesebben dsszefoglalunk, ismertetiink.

A jelen teldlmanyban barmilven sejtben {egy alfa-galaktoszi-
déz A-t termeld seitben) eldallitott alfa-galaktozidas A-t haszna-
hank a Fabry-betegséyg keselésére. Egy eldnvben részesitett meg-

valositasi mdd szerint a jelen taldlmany standard génsebészeti




technikakkal {amik azon alapulnak, hogy a kidnozott alfa-galak-
tozidaz A gént vagy cDNS-t bejuttaguk egy gazdasejtbe), vagy
génaktivalassal eldallitott humén alfa-galaktosidée A-t hassna-
lunk.

A jelen teldlmany targyat olyan késsitmények, valamint
ezck eléallitdst eljdrdsal képesik, amik a korabban ismertnél
Hsztabb alfa-galaktoziddz A készitményt tartalmaznak. A jelen ta-
lalmany szerinfl tisztitdsi modsserek alkalmazdsival a human
alfa-galaktoridaz A készitmények dsszetételeit eldnydsen legaldbb
H8%-08 homogenitisig tisztifjuk, méy cldénydzebben 99%-0s ho-
mogenitasig, €s legeldnydsebben legaldbb 99,5%-08 homogeni-
tasig, SDS-PAGE vagy forditott fazish HPLC mérések alapjan. A
jelen taldlmany szerintl alfa-galakiozidas & késgitmények specifi-
kus aktivitésa eoldnyisen legalabb 2,0x10¢ egység/iehérie, még
eldnyiscbben legalabb 3,0x105 egysdg/ichérie, és legelénydneb-
ben legalabb 3,5x10% sgység/ fehérie.

Az egyik megvaldsitast méd szerint az alfa-galaktozidaz A
készitményt gy alliguk «18, hogy az alfa-galaktozidaz A kldnbs-
z6 glikoformait egy hidroféb kélesfnhatast hassndld gvantan
elvalasztjiuk a tSbbi komponenstdl, de nem tartozik ide a lektin
kromatografids lepés. Egy elonyben réssexitett megvaldsitast mad
szerint a hidrofdéb kilesdnhatdason alapuld gyanta funkcionalis
egysége tartalmas egy butilesoportot.

Egy alternativ megvaldsitési mdd szerint az alfa-galakiosi-
dag A készitményt Ggy tisstitiuk meg, hogy elbszdr as alfa-galak-
tomiddz & klildobied ghkoformait egy oszlopha t8ltdtt kationesers-

¢ gvantahos k&K, savas pH-j0 ekyvilibrald pufferben. Az osslo-



pot az ekvilibralé pufferrel mossuk, hogy slualjuk a megkétetlen
anyagot, majd az alfa-galaktozidas A kildnbdzé glikoformait
ehualjuk, ehher egy eludld oldatot hasmmélunk, ami lehet 10-100
mmol/l koncentréacidjt séoldat, pH=4-5 savasség pufferoldat,
vagy ezek kombinacidia. Egy elényben részesitett megvaldsitasi
mod szerint az ekvilibrald puffer pH-ja kérilbeitl 4,4.

Egy masik alternativ megvaldsitasi méd szerint az alfa-ga-
laktozdaz A késsitményt gy tsetifuk meg, hogy egy mintaban
az allfa-galakiozidds A klddnbézd glikoformait elvalasztiuk a
minta t6bbi komponensétdl, olyan tsztitAsi eljarast hasznalva,
ami legalabb egy kromatofokuszalé kromatografiat, fémkelat affi-
nitasi kromatografidt, vagy immunaffinitési kromatografiat tartal-
mas tisztitasi eljarasként,

A jelen taldlmany targyat képezik tovabba az olyan alfa-ga-
laktogidaz A készitmények, és exeknek az alfa-galaktoridas A keé-
seitmenyeknek az eléallitdsi eljardsai, amiknek megvaltozott a
thltése. A készitmények tartabmashatjak az alfa-galakiosidéz A
kidnbdzd glikoformait is. A tHltés megvaltostatdsat Ggy érhetjiik
el, hogy megnivelilik az alfa-galaktoziddz A készitmények
szialsav-tartalmat, &s/vagy megndvelitk az alfa-galaktozidaz A
készitmények foszforilezettségét,

Az alla-galaktozidéz A készitmények szidlsav-tartalmét a
kivetkezdképpen ndvelhetjliks {) a tisztitdsi eljaras sordn VAgY
utén izolaljuk az erdsen toltdtt és/vagy magas molekulatémegt
alfa-galaktozidéz A glikoformakat; i} a ssialil-transsferdz gén
vagy cDNS expresszalésa céljabdl genetikailag modositott sejtek

{amiket vagy hagyomdnyos génsebészeti eljarassal, vagy génakti-
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valassal moédositottunk) hasznélatédval sziddsav  csoportokat
adunk a molekuldhoz; vagy i} az enzimet expresszald sejteket
fermentdliuk  vagy ssaporiguk, alacsony ammdnitm-ssiniiy
kdrnyezetben.

Az alfa-galakiozidaz & készitmények fossforilezettségét ugy
névelilik, hogy i} a foszfori-transzferdz gén vagy cDNS exp-
resszalasa cfljabdl genetikailag mddositott sejtek {amiket vagy
hagvoményos génsebészeti sljardssal, vagy génaktivalassal md-
dositottunk) hasznalataval fosgfatosoportokat adunk a molekula-
hop; vagy i) a tenyészieit sejtekhez fosefatdz-inhibitorokat
adunk.

A jelen talalmany szerinti modszerek alkalmazésaval ghikoe
zilezett humén alfa-palaktozidds A készitményeket kapunk,
amikben az olignszacharidok 35-85%-g t8ltdtt, BEgy sldnyben ré-
szesitett megvalositast mod szerint az oligoszacharidoknak leg-
alabb 35%-a 86t Egy még inkabb elnyben részesitett megva-
Iositasi mod szerint az oligeszacharidoknak legalabbh 50%-a
OIS,

Az alternativ, elényben réssesitett humén ghikozilezett alfa-
galaktosidéz A készitmények 16bb alfa-galaktozidaz A glikoforma-
bal allnak, amiknek eldnydsen legaldbb 20%-a, eldnyvdsebben leg-
alabb 50%-a, és legelfnybsebben legaldbb 70%-a 2-4 suidlsav
caopartot tartalmazd komplex ghikén. Egy alternativ, eldnyben ré-
szesitett mepvaldsitdsi mdd szerint a tibb glikoformabsl allé hu-
mén ghikozilezett alfa-galaktoziddz A késziimények oligoszacharid
toltsssel rendelkesnek, amit egy 100-nd&l nagyobb Z sedmmal

mértink, ami elénydsen 150-nél nagvobd, mig eldnydsebben
@ % b N




RE

170-nel is nagyebb. Bgy masik, eldnyben réssesitett megvaldsita-
si mod szerint a WBbb glikoformabsl alld human glikozilezett alfa-
galakioniddz A készitményvek legaldbb 16-50%, clénydsen 25-
S0%, még eldnytsebben legaldbb 30% fosaforilezett glikoformat
tartalmaznak. Egy alternativ megvaldsitési mdd szerint a tdbhb
glikeformat tartalmazd késeitménvekben az dssz-glhikdannak 50-
T5%-a, elényvisen 60%-a szializalva van.

& jelen taldlméany egyik megvalositési moédia sserint a
megnovell oligossacharid 6ltéstt glikozilezett alfa-galakiosidaz A
készitményt ugy allijuk =16, hogy =ldszir bejuttatunk egy GleNac
transgferas i-at {GnT-1I1} kddold polinukleotidot egy alfa-galakto-
zidaz A-t termeld sejtbe, vagy homoldg rekombinacidval egy sza-
balyozd-seekvencidt juttatunk be, ami ssabdlvozza egy endogén
GaT-II gén expresszigiat. Az alfa-galaktoziddz A-t termeld sejtet
azutan olyan kdrilmények kdzdtt tenyészyilik, ami az alfg-galak-
tozidaz A és a GnT-I sxpresssigiat sredmeényezi. A végsd 1épés
azutéan abbdl &ll, hogy az alla-galaktezidaz A késsitmeény megnd-
vekedett oligoszacharid tdltést tartalmas,

A jelen taldlmany egy alternativ megvaldsitast mddia szerint
megndvekedett oligossacharid thltéssel rendellezd glikozilezeit
alfa-galaktozidéz A késsitményt Gy allitunk 18, hogy eldszdr egy

szialil-transziergzt kédeold polinuldectidot juttatunk be egy alfa-

galaktozidaz A-t termeld sejtbe, vagy homolég rekombindcidval

egy szabidlyozd-ssekvencidt juttatunk be, ami szabalyosza egy
endogén saialil-transsferdz gén expresseidjiat. Az alfa-galaktosidas
A-t termeld seftet azutan olyan kérdlmeénvek kdedtt tenyvésatiik,

ami az alfa-galakioznidés A &s a szialil-transzferdz  expresszidiat




eredmeényezi. A végsd 18pés az, hogy izolaljuk a megndvekedett
cligoszacharid tbitéssel rendelkesd alfa-galaktozidas A késszit-
ményt. Az elényben részesitett szialil-transeferds tartalmaz egy «
2,3-szialib-transzierazt s egy o, O-solalil-transeferdst. Egy elény-
ben részesitett megvaldsitasi mdd sserint ez a lépés tartalmas
meég egy tovabbi pdst, amiben a készitmény frakcionalasdval
vagy tisztitasaval megndit méret( vagy a t6ltéslt alfa-galaktosidis
A glikoformaékat szelektddunk.

Egy masik megvaldsitdsi mdd  szerint egy  erdsebben
szializalédott glikozilezelt alfa-galaktoziddz A késziiményt gy al-
litunk eld, hogy egy alfa-galektosidds At termeld sejtet érint-
kezésbe hozunk egy 10 mmol/lnél, vagy elnydsebben 2
mmol/bndl kisebb  koncentracidil ammdniumot tartalmazd
tenyveszis taptalagjal. Egy clénvben részesitett megvaldsitasi mod
szerint ag alacsony amminium-koncentracidit kdrmyezetet Gov
érjtik e, hogy glutamin-szintetdzt adunk a tenyéssté taptalajhoz,
Hgy alternativ, elényben réssesitett megvalositdsi mad szerint az
alacsony ammdnivm-koncenirdcidt Ggy &rjlik &1, hogy a2 alfa-ga-
laktozidaz A-t termeld sejtet folvamatosan vagy megszakitdsokkal
perfundaltatjuk friss tenyésstd taptalal, hogy az ammdnium-kon-
centraciot 10 mmel/l, eldnydsebben 2 mmol/1 alatt tartsuk.

Egy tovabbi megvaldsitasi moéd szerint egy srésebben fossfo-
rilezett alla-galaktozidéz A készitményt Ggy allitunk el8, hogy
eldszdr egy alfa-galakioziddz A-t termeld sejtbe egy foszforil-
transeferast hideld polinuklectidot juttatunk be, vagy homalég
rekombinacidval egy seabdlvozd-szehvencidt jultatunk be, ami

szabalyozza egy endogén fossforil-transzferdz gén expressezidgjat.




Az alfa-galakioziddz A-t termeld sejtet azutén olvan kfiriimeények
kéebtt tenyésztitk, amik az alfa-galaktoziddz A és a foszforil
transzferdz expresszitjat eredmeényezik. Bzutan izoldliuk a poli-
nukiecotid nélkill sgitben eldallitott alfa-galakivzidaz A-hoz viszo-
nyitva erdsebben foszforilezett alfa-galaltozidaz A készitményt.
Egy eldényben riészesitett megvaldsitasi mdd sserint a jelen talal-
mény szerintl eljardsokkal eldallitott alfa-galaktozidas A kdesit-
mények t6bb glikoformatl tartalmamnak, és a glikoformak 16-
SU%-a, eldnydsen 25-50%-a, még elfnvisebben legalabb 30%-a
fosziorflezve van. Egy eldnyben részesitett megvaldsitisi mod sze-
rint ez a modsser magaban foglal egy tovabbi &pést, amivel a ké-
szitmény frakciondlasaval vagy tisstitasdval ki lehet valasstani a
megndit meretl vagy megnditt tiltésy alfa-galaktozidaz A gliko-
formakat.

Egy tovabbi megvalésitasi méd szerint egy erdsebben foszfo-
rilezett, glikozilerett alfa-galaktoziddz A készitményt Gav kapunk
meg, hogy egy foszfatdz-inhibitort, agar példaul bromtetramizolt
adunk a tenyésstett sejtekhez. & sgarvasmarha plazma alkalikus
fosslatias alacsony szintje lehet jelen egy burilmageat seérumban,
amit a tenyésztelt sejtek szaporitésdbor adaldékenyvagként hase-
nathatunk. Eg felveti annak a lehetdségét, hogy a szekretalt alfa-
galadctozidés A-n levd exponalt Man-6-P lshet a sgérum alkalikus
fosziatéz ssubszirdtia.

A bréomtetramizolrd] kKimutattdk, hogy az alkalikus foszfatiz

hatasos inhibitora; Ki=2,8 mmol/l [Metayve és itsai: Biochem.

Pharmacol. 13, 4263-4268 {1988}], Es a teljes gatlast 0,1 mumol/1

koncentracional lehet elérni {Borgers & Thone: Histochemistry
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44, V7280 (1975}, Ennek kvetkestében az egyik megvalositasi
midd szerint egy fosfatde-inhibitor, azez példiul bromtetramizol
adhaté a tenyésztett sejtekhesz, hogy masimalizaliuk a tenyésztd
kizegben levé  high-upteke alfa-galakioziddz A format,
megakadalvozva & Man-6-P ésster csoportok hidrolizisét,

A jelen taldlmany thrgyat képesik tovabha az alfa-galakiosi-
daz A keészitmények, ezek oldallitdsi médial, amiknek emibs gas-
daszervezetben megndtt a keringési felezési ideje. A keringéshen
vald felezési 1dd, és a sejftbe vald bejutas fokozhatsd, ha 1) ndvelillk
az alfa-galaktoziddz A szidlsav-tartalmat {amit as eldzdkben is-
mertetett modon lehet eldérmil; i) ndveljlik az alfa-galaktozidaz A
fosziorilezetiséget {amit az cldedkben immertstett madon lehet
elérni); i} ax alfn-galaktozidds A pegllesése; vagy v} a seidlsav és
a termindlis galekiéz-csoport szekvencidlis eltavolitdasa, vagy a
terminalis galakidz csoportek eltdvolitdsa az alfa-galaktozidaz A
nligoszacharid lancairdl,

Az alla-galaktozidadz A készitmények javitott szialiséldsa
fokozza az exogén alfa-galaltozidéds A keringssi felezési idejét
Emellett, az slfa-galaktoziddz & javilott szializdlésas a hepa-
tocitdkkal dsszehasonlitva javiya a sejtekbe vald bejutast a nem-
hepatocitakba, aszaz példaul a maj endotelidlisy sejtekbe vagy a
szivizom-sejlekbe. A megndvelt szidlsav tartalmi human glikozi-
lezett alfa-galaktozidéz A késsitmény =lonydsen 10bb glikoformat
tartalmas, amiknek legaldbb 209%-a komplex, 2-4 ssidlsav-oso-
portot tartalmasd glikan. Egy alternativ eldényhen részesitett hu-

man glikosilezett alfa-galakionidaz A készitmény 16bb glikofor-
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mbdl all, amiben az dssz-glikdnok 30-78%-a, eldnvisen legaldbb
6Q0%-a szialilezett.

Az alfa-galaktozidaz A késsitmények fossforilezése is javija
az alfa-galaktozidas A sejtekbe vald bejutdsi képességét. A foszfo-
rilesés az alfa-galaktozidéz A-t expresszald sejtekben fordul els.
Az egyik jelen talalmany szerinti humaéan ghikozilezett alfa-galakto-
zidads A elényOsen bbb glikoformat tartalmaz, amely glikoformok
altlzgosan 16-50%-ban, eldnydsen 25-50%-ban, még elénydseb-
ben legaldbb 30%-ban fossforilesve vannak.

Egy sllernativ megvaldsitést mdd szerint a human alfa-ga-
laktomiddz A készitmény keringési felezési idejét Ggy lehet
fokozni, hogy az alfa-galaktozidas At polietilénglikolial
komplexbe vissziik. Egy eldnyben részesitett megvalésitast mad
sgerint ax alla-galakioriddz A késsitményt trezibmonometoxd
PEG-gel {TMPEG) lehet komplexbe vinni, pegilezett alfa-galaktosi-
déz A kepaddése kdeben. A pegilesett alfa-galaktosiddz &-t azutén
Heztigjuk, izolalt, pegllezett alfa-galaktoziddz A készitmény ¢ldalli-
tésaval. Az alfa-palaktoxidds A pegilezése fokozza a keringssi
felesést 61, és a fehérje it vive hatékonysagat,

A szialilezés belolvasolja a fehéridk keringési felezési idejét
&s bicligial eloszlasatl. A ssidlsavat nem, vagy csak minimalis
meértékben tartalmazd fehérjéket kinnyen internalizdlia az assia-
loglikoprotein receptor {Ashwell receptor] a hepatocitakon, a fe-
hérje expondlt galaktdéz csoportiad révén. A galaktdzzal zéréds
alfa-galaktozidaz A keringési felezési ideje ndvelhetd, ha sgymas
utan 1 eltavolitjuk a sziélsavat, oly médon, hogy az alfa-galakto-

zidéz A-t neurandnidédezsal {szialidas) hozsuk érinthesésbe, exzel a



terminalis galakitde egységeket exponalva hagyva, és 2} a fermi-
nalis galaktozid cgoportokat eltdvolithuk, a desezializalt alfa-ga-
laktozidas A-t B-galaktosiddssal hozva érintkezésbe. A kapott
alfa-galaktoziddz A készitményben kevesebb termindlis szidlsav
&sfvagy termindlis galaktozidds csoport van ag olgossacharid
lancokon, azokkal az alfa-galaktozidds A késsitménvekkel dssze-
neuraminidazzal és f-galaktozidazzal. Egy masik valtozat szerint
a galaktbezal lezért alfe-galakiozidds A keringési felezési ideje
javithaté Ggy is, ha csak a termindlis galaktozid egvségeket
tavalitjuk el a deszializdlt alfa-galaktozidas At f-galakiozidazzal
érintkezésbe hozva. A kapott alfe-galaktozidaz A készitményben
kevesebb termindlis galaktomid csoport van az oligoszacharid
lancokon, azokkal az alfa-galaktoziddz A készitménvekkel dssge-
hasonlitva, amikst nere hostunk érintkezésbe B-galaktozidazzal,
HEgy cldnyvban  részesitett  megvaldsitdsi mdéd  sserint a
aeuraminiddzzal &s f-galaktozidaszal egvmas utén vald éring-
keztetds utan a kapott slfe-galaktoziddz A készitményekst B-
hexdzaminiddzzal hozzuk érintkezésbe, ezzel lehasitva az olige-
szacharidot & irimanndz magrol.

Emellett a szialilezési szint a hasznalt sejttipustd] flgeden
valtozhat, Ennck kdvetkestében egy masik eldnyben részesitett
megvalositasl méd szerint ax alfa-galaktozidaz A seialilezését fo-
kozni Ishet, ha olyvan emlds sejteket, azas példdul human

sejteket kereslink, amiknek vissonylag magas a szialil-transsfe-



raz aktivitdsa, s szeket a sejteket hasenaliuk alfa-galakiozidaz A
termeld sejtekldnt,

A jelen taldlmany térgyat képesik tovabba egy alfa-galakto-
ziddz A késgitmény olyan kiszerelési formai, amik lényvegében
mentesek minden nem-alfa-galaktozidas A fehérjétd], azas példs-
wl gz albumintdl, a gazdasejt altal termelt nem-alfa-galakiozidas
A fehérjéktsl, vagy az allati sedvethdl vagy folvadékbsl izolalt fe-
hérjektdl. Az egyik megvaldsitasi mod sserint a kisserelési forma
emellett tartalmaz t8ltdanyagnt is, Az eldnyben réssesitett thltda-
nyagok kizé tartozik a mannit, a sgorbit, a glcerin, az amino-
savak, & lipidek, az EGTA, a natrium-klorid, a polietilénglikel, a
polivinil-pirrolidon, a dexirén vagy barmelyik emliitett t6lit¢anyvag
kombinacidja. Egy masik megvaldsitasi méd szerint a kiszersiési
forma tartalmaz még nem-lonos detergenseket is. Az elényhen
részesitetl nem-lonos detergensek kdzé tartosi a Polysorbate 20,

a Polysorbate B0, a Triton X-100, a Triton X-114, a Nonidet P30,

Tween 20, Egy eldnyben résgesitet! megvaldsitasi méd sserint a
nem-ionos detergens a Polysorbate 20 vagy a Polysorbate 80, Egv
eldnyben részesitett kiszerelési forma tartalmaz még foszfattal
puffersit sdoldatot, aminek a pH-ja elényvdsen &,

A jelen rldlmény targydat alfp-galaktozidds A készit-
ménynek egy alanyba valé beadasat szolgald mdadszerek képezik,
Egy elényben részesitett megvalésitdsi mod szerint az alfa-galak-
tozidaz A készitmény egy megvaltozott 8ltést alfa-galaktozidaz A
készitmény, azaz példaul megndtt sz oligossacharid 8ltése,

ex/vagy magnott a keringési felesési idele, az it ismertstett
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madon. A beadott dizis endogén 0,05-5,0 mg, még eldnydsebhen

O0,1-0,3 mg alfe-galaktoziddz A készitmény per testtdmeg kg,
hetente vagy kéthetente, Egyv eldnyben részesitett megvaldsitasi
mad szerint a beadott dizis kirlibelll 8,2 mg per testidmeg kg
kéthetente, Ezxekben a madszevekben a désist beadhatjuk intra-
muszkularisan, oralisan,  rektdlisan, szubkutéan, intra-
arteridisan, intraperitonedlisan, intracerebrélisan, intra-
nazalisan, intradermalizsan, intratekélisan, transsmukozédlisan,
transzdermalisan, vagy belégzés Ngan. Az egyik megvaldsitasi
moéd szerint az alfa-galaktozidés A készitménynek egy alanyba
vald bejuttatésa magdban foglalja a 0,01-10,0 mg, sldnydsen 0,1~
5.0 mg per testtdmeg kg kdzdit valtosd dizist alfa-galaktozidas A
készitmény hetente vagy kéthetente vald beadésat szubkutan. Az
alfa-galaktozidas A késeitményt beadhatiul intravénasan is, asaz
peldaul intravénds bolus injekeidval, egy lassan benvomatt intra-
vénas wjekeidval, vagy folvamatos intravénds injekeidval, Barme-
Iyik elézdkben emlitett mddszerben az alfa-galakiosiddz & készit-
mény beadhatd egy bejuttatd rendszerrel, azaz példdul egy
pumpéaval, egy kapsazuldzott sejt bejuttatd rendszerrsl, Hpo-
szomakkal, tivel vald injekcidzéssal, thmentes injekceidzassal,
nebulizédtorral, aevoszolizatorral, elektroporacidval és transzder-
malis tapasszal. Barmelyik elézékben emlitett alfa-galaktozidas &
késsitmény beadbatd ezekkel a modszerekkel.

Egv alanyt, alirdl feltetelezzik, vagy tudjuk, hogy Fabry-
betegsegben szenved, jelenhetd az cldzdkben ismertetett alfa-ga-
lakiomidéz A készitmény beadasaval, az slézikben smlitett bea-

déast madszereket &s dézisokat hasznalva. A jelen taldlméany



targyat képezi altaldban Fabry-betegségben szenvedd egyvedek
{JFabry-betegek™, vagy a Fabry-betegség atipuses varidasaiban
szenvedd betegek, szaz a Fabry-betegek specifikus populédceis,
akik foleg kardiovaszkuléris rendellenességben szenvednek, mint
példaul  ventrikularis  nagyobbodasban,  Ggymint  baloldali
ventrikudaris hipertrdfidhan (LVHL és/vagy mitralis billentyd-
elégtelenségban, vagy asok a Fabry betegek, akiknek {dleg a vosé-

jevel van probléma,
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alfa-galakiozidiz A

Az alfa-galakiosiddaz A egy homodimer glikoprotein, ami
glikolipidekrdl &s glikoproteineked] hidrolizélia a terminglis alfa-
galaktozul egységeket.

Az érett alfo-galakiozidazr A” és ,GA-GALT és 5. ssamyu
seekvencia” ssakkifejeeds {lasd 7. abra) alfa-galakiozidéas A-t fe-
lent, a spignalpeptid nélkdl {a ssigndlpeptidet tartalmazd alfa-ga-
laktosiddz A-t lasd a 3, dbrdn &5 a 3. szémi szekvenciavaslaton).
Az alfa-galaktozidas A készibmény” szakkifsjesést és a glkozi-
lezett alfa-galakiozidaz A késeitmény” szakkifejezéseket egyvmas
helyett is haszoalhatiuk, ezek kKildnbizdképpen glikosilezett alfa-
galaltozidas A glikoformakat tartalmaznak.

& yszigndlpeptid” szakkifojesés jelentése egy olyan peptid-
szekvencia, ami egy onnan szintetizdlt polipeptidet, amihez a
szignalpeptid hozzd van kapcosolva, sz endoplazmatikus retiku-
lumba iranyitja tovabbi posst-trapsslécids processeéldsra €z
szetoszidara.

&  heteroldg szigndlpeptid” szakkifejezés jelentése a tovéb-
iakban ax alfa-galakioszidéz A Osszefliggéseben egy olyan szig-
ndlpeptidet jelent, ami nem a humén alfa-galaktozidaz A seignal-
peptidie, tiptkus csetben valamelyik, ar alfe-galaktozidas A-tl
eltérd emids fehérie.

A szakterfileten jéartas ssakember ssémara nyilvanvals,
hogy a huméan alfa-galaktozidéz A DNS szebvencidia {ami lehet
cONS {5, szdm szekvencial vagy genomidlis DNS), vagy szok a
szekvenciak, amik a humén alfe-galaktoziddz & DNS-t8l vagy

csendes kodonhasznositas vagy kodoncsere muatt térnek e}, amik
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konzervativ  aminosav  helyettesitéseket generdlnak, humén
sejtek genetikal modositasdra haszndthaték, aminek hatdsédra a
sejtek tidexpresszéljak és ssekretdliak sz enzimet, Néhany
mutdcid az alfa-palaktozidaz A DNS szekvencidgjaban olyan poli-
peptideket kddolhat, amik megtartjak, vagy javitott alfa-galakto-
aidds A enzimmaktivitdst mutatnak, Példéul ast varhatnank, hogy
a konzervatlv aminesav helvettesitésnek vagy nincs, vagy csak
nagyon kicsi a hatdsa a bioldgial aktivitasra, f8leg akkor, ha a fe-
hérieben levd csoportoknak kevesebb, mint 10%-&f képviseli. A
koneervativ helveltesitéseket az alabbi csoportokba tartozd ami-
nosavak kdzdtt tehetiik meg: glivdin, alanin; valin, ieoleucin,
lenicin; aszparaginsav, glutaminsay; aszparagin, ghutamin; ssgerin,
treonin; Hzin, arginin; &s fenilalanin, tiropin {lasd példaul az
5,355,804 széami Amerikai Egvestlt Allamok-béli szabadalbmi
leirdst, amely publilkdcidt a tovabhliakban referenciaként kese-
ik}

Fabry-betegség

A Fabry-betegséyg egy olyan genetikail rendellenesséy, amit
az alfa-galaktoziddz A enzim t6kéletlen mikddése okoz. Az .alfa-
galaktoziddz A deficiencia” szalkifejezés ennek az enzimnek az
aktivitasanak a csfkkenését jnlenti egy betegben, ami a neutralis
glikolipidek {azaz példaul a globotriavzilceramid) abnormalis ak-
kumuldlédasahor vezet a véredénvek faldban levd hisztiocitak-
ban, angiokeratémakkal a combokon, a fenéken és a genitalia-
kon, és hypohidrosist, a végtagokban pareszideiat, & szaruhdrtya

velesstiletett verticillatdiat &s Iilldszerty hatsd szubkapszuldriz




szurkehalyogot okoz. Ennek sz anvagnak a lerakédéasa fgjdalmat,
stlyos vese &s keringdsi betegséget, valamint sztrdkot okozhat, &
glikolipid akkumulalédas silyps tlneteket okoghat, ami tipikus
esetben megligyelhetd a Fabry-betegségben szenvedd férfiaknal.
Egy masik valtozat szerint az akkumulalédas okosghat envhe th-
neteket is, ami példdul gyakran lathatd a defektiv gén heterozi-
gota nd hordozdindl, Az érintett személyek rdvidebb élettartamrea
szamithatnak; a haldl sltaldban vese, keringési vagy cerebro-
vasgkularis komphkaciéhbsl szarmazik, kirilbelll negyvenéves
korban. Ennek a betegségnek nines specifikus kezelése, A Fabry-
betegség, amit lHzossdmalis tdrolést betegsdghént osztdélvoznak, a
vilaghan tébb mint 15000 embert érint,

A Fabry-betegség, az eldzd definicid szerint egy komplex kli-
nikal tinetegyiities, amit ag jellemez, hogy tObb szervre és t6bb
rendszerre terjed ki, Azokat a betegeket, akikben manifesstalodik
a sgaruhértya disstrdéfia, a bor lézidk {angickeratomats), a fajdal-
mas neurspatia, az agyi keringési betegség, a kardiomiopétia és
a vese mikddésének rendellenessége, a Jklasszikus® fenotipusba
osztalvozeak. Vannak azonban olyan betegek, amik a klasszikus
fenotipusnak csak néhany, nem az Ossges tlinetét mutatjak.
Ezeket a betegeket osztdlyorzdk ,a Fabryv-betegség atipikus vari-
ansai” osztalyba. Szamos atipusos varians fenotipus kapesoladik
az alfa-galaktozidaz A deficiencidhoz. Példaul néhany alfa-galak-
tozidéz A deficiencidban szenvedd beteg a Fabry-betegségnek egy
variaciojaban szenved, ami csak a sgivet érinti, azas példaul bal
ventrikularis hipertrdfiat okoz {(LVH) Van mastk varigons fenoti-

pus is, amiben a betegeknek csak a veséie karosodott. Bér mind-



két emlitett varidns fencotipust azonositottdk férfi hemisigbtak-
ban, a Fabry-betegseég varians forméait leirtak nd heterosigotik-
bhan is.

Az atiptkus, a szivet érintd varidnsban szenvedd betegekben
a betegség tlinetel az élet késdbbi szakaszéban jelentkeznek. A
szivet érintd vari@nsban szenvedd betegeknél a diagnésis atlagos
kora ag 52. életév, sgemben a klasszikus fenotipusban szenveddk
29, életévben vald diagnosztizdlasdval [Desnick és misal: It The
Metabolic and Molecular Basss of Inherited Diseass, 6. kiadas,
7412784, oldal. szerk.: SBoriver & munkatéarsal, MeGraw-Hill
{New York} {1996); Meikle és mtsei: Journal of the American
Medical Association 281, 248-254 (1298}, Az ebben a szindroma-
ban szenvedd betegek gyakran a sziventhkiidés rendellenességé-
nek enyhe tineteit mutatidk, azaz példdul nehéslégeést
erdkifejtés kdsben. A standard echokardiografial elemeés altala-
ban kideriti, hogy a szivet érintd fenotipusban szenvedd betegek
baloldali ventrikularis hipertréfidban {(LVH} vagy asgimmetrikus
szeptalis hipertréfidban szenvednek, A betegeknek azonban lehet
szivizominfarktusuk vagy kardiomiopatidjuk [Scheidt és mtsat
The New England Journal of Medicine 324, 395-399 {1991y
Nakao &s misai: The New England Journal of Medicine 333, 288-
293 {1995}, Ezeknél a bastegekndl gyakran végesnek szivizom
blopsziat, és a varians suindréma patoldgidia ényegében hasonlit
a klasszikus Fabry-betegségre; mickardidlis besstirddés,
lerakddott glikolipiddel. Ezekben a betegekben az alfa-galaktozi-
déz A ssszével az enzimszintek széles tartomanya mérhetsd, Pél-

daud a szivet érintd variénshan szenvedd betegekben az alfa-ga-
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laktozidas A enzimaktivitds seintje elérl a normal szint 30%-at is,
és ezdrt eddig nem tekinteiték dket ap alfa-galaktozidas A potlasi
terdpia jeldltjeinek.

A feltalalok varatlanud felfedesték, hogy bar az atipitkhus sziv
variansban vagy ag atipikus vese varidnsban szenvedd betegek-
ben az alfe-galaktozidée A enzimaktivitas szintje viszonylag ma-
gas lehet a Kasssikus fenotipustt Fabry-betegségben ssenvedd
betegekével deszehasonlitva, ezeknek & betegeknek is jdtékony
hatést lehet az alfa-galaktoziddz A ensim terdpia. A betegeknek
példaud lehet egy olyan mutécidiuk, ami kinetikailag instabil alfa-
galaktoziddz A enzimet termel a sejtben, és  ezekben a
betegekben az alfa-galaktozidds A enzim szintje szignifikdnsan
nbévelhetd, ha a jslen teldlmény seerintl alfa-galakiosidaz A ké-
sziimfnyeketl adjuk be nekik. Emellett néhdny, az atipikus,
szivel &rintdé  variansban  szenvedd betegben  leirtdk, hogy
pontontacidt hordozonak sz alfa-galaktozidas A 215-8s amino-
savianal {Eng és mtsalr Am. . Hum. Genet. 53, 1188-1187
{1993})]. Tehat ezekben a betegekben hatékony Ichet az alfa-ga-
laktozidas A potlasi terdpia, a jelen aldlmany szerint, megfeleld-
en glikosilezgett alfa-galaktozidds A késsitménvekkel. Emsllett
leirtak atiptkus vese varidnsban szenvedd betegeket is, akiknél a
Fabry-belegség egvedili klinikal megnyilvanulasa az envhe
proteinuria. A vese blopszidbhdl azonban kiderfiltek a Fabry-be-
tegségre jellemed tipikus glikolipid zdvvanyok, és az alfa-galakio-
ziddz A enzim esszébd] pedig kiderll a normalisnal alacsonyabb
alfa-galaktozidas A szint. Mivel azonban ezeknél a betsgelnél a

vesében lerakodolt ceramid trihexozid kimutathatd a viselet




Gledékében levé vese tubularis ssjtekben, a jelen talédimany sze-
rinti alfa-galaktozidés A késsitmények beaddsa Enyegesen csdk-
kenthett ezeket & szinteket, A lzoszomalis enzimek, agaz példaul
az alfa-galaktoziddz A, egy sejt lirzoszdémalis kompartmentjébe
iranyulnak, a manndz-6-F (MS&P} receptorral vald kdlesdénhatéas
alapjén, ami a lzoszémalis kompartmentbe szant enzimek oliga-
szacharid egveégeiben levd MOP egységekhez kétddik [Kornfeld &
Mellman: Ann. Rev. Cell Biol. § 483-5235 {1889}, A primer k&l-
csinhatas a Golgl készildkben jon I8tre, ahol a Golgl MP6 recep-
torokhoz kitétt snzimek szegregdlédnak, a lizoszémsdkba vald
transzporthoez, Azt gondoljak, hogy egy maéasodik tipusy kdlesdn-
hatas is fellép az extracelluldris alfa-galaktozidaz A &s a sejtfel-
szinen levd MOP recepturok kdzdit, Azck ar enzimek, amik
megsedknek ax ranyitd rendszerbdl, a konstitutiv szekrécid bin-
szintézis Gton szekretdladnak, és gyakran Gjra befogiak éket a
sejtfelszini M&P receptorok, amik sz endocitds bloszintézis Gton
keresztll visszaviszik az alfs-galaktoziddz At a Hzoszéméba., A
sejtek altal internalizalt extracelluléris anyvagek a citoplazman
keresztldl as endocita vezikulumeoekba jutnak, amik fzionglnak a
primer lizoszémakal és tartalmukat a Hzoszdmaba Gritik. Ebben
a folyamatban a sejtfelszini MOP receptorok is beéplinek az

endocita veziludlumokba €s a Hzoszdmakba jutnak. Pontosabban,

meényeket, amikben magas a szialilezés és/vagy a fossforilezés
szintje, elényben részesiiik a Fabry-hetegség atipthus vari-
ansaban szenvedd betegek kezeléstnél. Az flven késsitmények

példaul minimalizaljak az injekeidsotl alfa-galaktozidés A-nak ast



a frakecidiat, amit a hepatocitak slavolitanak, &8 lehetdvé teszk,
hogy az sife-galaktozidas A-t megas ssinten vegyék fol nem-méay
sejtek, azaz példaul veseseitek, vasshularis sejtek, tubuldsis
seitel, glomerularis sejtek, ssiv miocitdk és sziv vaszkularis
sajtek.

Az MEP cxoportokat hordozd extracelluldris alfa-galakiosi-
déz A kitddbet a sejtfelszint MOP receptorokhos, &8 transeportal-
hatd a lizoszdmalis kompartmentbe, Ha mér a lsoszdémadlis kom-
partmentben van, akkor az alfa-galaktozidas A képes elvégezni a
megfeleld feladatokat. A Hzosgdmalis snzim-mosgasnak o8 az
aspekiusa, ami az alfa-galaktosiddz A enzim pétlast terdpiat a
Fabry-betegségben szenveddk meglelald terapids kezelésévé tessl
{gy, még akkor is, ha egy sejt genetikailag hibas az alfa-galaktozi-
daz A cldallitasaban, a sgit képes felvenui az extracellularis sifa-
zalaktozidds A-t, ha az alfa-galaktosidar A meglelelden ghikozi-
Iesve van, és a hibas sejt M&P receptort hordoz. & Fabry-beteg-
ségben szenvedd betegekben a vese &z a sziv vaszkulariz endote-
Lidlis sejtjel sulvos hisztopatoligial rendellenességekel mutainak,
&3 hompdidrulnak a betsgség kilintkal patoldgigidhoz. Ezek &
sujtek, amik MOP receptorokat hordoznak, az alfa-galakiczidéaz A
{5 terapids célponfjal. A jelen taldlmany targya tovabba olvan
alfa-galaktozidéz A készitmény biztosiidsa, amiben az M&P N-
kapcsolt oligoszacharidokban van jelen.

Aonak méricke, hogy as alfa-galaktozidas A N-kaposolt oli-
goszacharidjal milven mértékben modosulnak a szialilezés révén,
enveges hatdssal van az alla-galakiozidéz A farmakokinetikajara

&3 bioldgial megosslaséra. A megleleld szialilezés hianvaban as




alfa-galaktozidas A gyorsan kil a keringéshdél, annak kévet-
keztében, hogy kitsdik a hepatikus assialoghkoprotein recep-
torokhos {Ashwell receptorsk], amit intermalizicid és a hepatoci-
tak &ltal vald lsbontds kivet [Ashwell & Harford, Annu. Rev,
Biochem. 51, 331-554 {19823}]. Ez cstkkenti az alfa-galaktozidaz
A-nak a keringésben levd mennyiségét, ami ahhoz kell, hogy azo-
kon a sejteken leve MOP receptorokhos  kdtddidn, amik hoszdia-
rulnak a Fabry-betegség kiinikal patolégigjdhosz, ilyenek peldaul
A vese £8 a sziv vaszkularis endotelidlis sejjel. A genetikailag mé-
dositott huméan sejtek altal szekretalt alfa-galakioziddz A ssitek
olyan glikozilezési tulajdonsdgokkal rendelkeznek, amik megfelel-
nek a Fahbry-betegsép kezelésének, akér a tisztitolt szekretalt fo-
hérje hagvoményos pvigvsserésseti beadasat alkalmazzuk, akar
génterapiat, andlikll hogy tovabbi ensimatikug madositasra lenne
szitkség, amint ast leirtdk a giikocerehrozidas nevd Hzosedmalis
sngm esetében, aholis a tisetitoty giikocershrozidas ensim klind-
kailag relevéns seftek altal vald felvétele az enzbm komplex
enzimatikus madositasat kivetell meg a human méhlepénybél
vald izolalas utdn [Beutler: The New England Journal of Medicines
325, 1354-1360 (18911

Az alfa-galaktozidaz A termelésére alkalmas sejtek

Egy beteget, akirdl feltételezzik, hogy alfa-galakiczidéz A
deficiencidban, azaz Fabry-betegségben szenved kezelhetd te-
nyésztett, genetikaillag middositott sejtekbsl, elénydsen humén

seftekbd] szérmasd tisztitott human alfa-galaltozidas A-val,




Ha a sejteket a Fabry-betegeég keselése ¢8ljabdl kell mode-
sitanunk genetikailag, akkor a sejicket hagyomianyos génsebé-
szeti modszerekkel, vagy génaktivalassal médosithatiuk.

A hagvomanyvos modszerek szerint egy DNB molelada, ami
tartalmaz egy alfa-galaktozidas A cDNS vagy genomialis szekven-
oiat, lehet egy expresszids konsirubcidban, és standard madsze-
rekkel transsfektalhaté primer, szekunder vagy Srdkéletiiveé tett
sejtekbe, beleértve, anélklll, hogy ezekre korlatoznank magun-
kat, a liposgomak, polibrén, vagy DEAE dexiran ssgitségével
végzett transziekceiot, elektropordciét, kalcium-foszfatos kiosa-
past, mikroinjekcidzdst, vagy nagysebessépgel beldtt mikroré-
sgecskeket {biclisztika™ {lasd példand sz USSN 08/334,797
szam Amerikal Egyestlt Allamok-bell szabadalmi leivas, amely
publikaciét a tovabbiakban referenciakeént kesellink). Egy masik
valtozal sgerint egy olyan rendsgert hasznalhatunk, ami a geneti-
ket informacidt egy virdlis vektorral juttatja be. Asck kfzé a
virusok  koézé, amikrdl ismert, hogy 8! hasznalhaték gén-
transzferre, tartosnak az adenovirusck, sz adeno-asssocialt
virusok, a herpeszvirus, a mumpszvirus, a gvermekbénulds

virus, a retrovirusok, a Sindbis virus, €s g vakcinia virus, azaz

Egy masik valtozat szerint a sejtek génaktivalassal {(GAY
modosithaték, aminek a leirdasa megtaléthaté az 5,733,761 és
5,750,476 szam( Amerikai Egyestilt Allamole-bell szabadalmi
lelrasban, amely publikdcidkat a tovabbiakban referenciaként
kezelink. A génaktivalissal eléallitott alfa-galakiozidaz A-t a to-

vabbiakban GA-GAL nédven emiitiiik.




Ennek meglelelden a genetikailag modositott” szakkifejezés
jelentése a tovabbiakban olyan sejtekre vonatkosik, amik egy
adott génterméket exprossedinak a génterméket kddold és/vagy a
génterméket kodold szekvencia expresseidiat ssabdlvozd elemeket
tartalmazd DNS molekula bejuttatésa utéan. A DNS molekulat be-
juttathatjuk gén-célsdssal, vagy homoldg rekombindcidval, azaz a
DN8 molekulanak egy adott gepomidlis pontba valé bejut-
tatasdaval. Homolog rekombindcid hasznalhaté maginak a hibés
génnek a helyettositésére {8 hibas alfa-galaktozidas A gént, vagy
annak egy részét a Fabry-betegségben szenvedd betegek sajat

sejtistbhen  helyettesithefilitk a telies génnel, vagy annak egy

részévell

A tovabbiakban a primer seit’” ssakkifejesés olyan sejteket
jelent, amik egy gerinces sservezet ssfvetdbdl izolalt sejtszuse-
penzidhan vannak {mieldtt, spélesztenénk, azaz letapadna egy
szhvettenyésget  hordozéhos, azaz példaul  lemeshez  vagy
palackhoz), vagy egy szivethd! szirmazd explantumban levd
sejtek, és az eldzdkben emBitett sejtek mindkét tipusa eldssdr van
széleszive, €3 a sejtssuszpenziok czekbdl a szélesstett sejtekbdl
szarmaznak.

A szekunder sejt” szakkifejesés a tenvésziés dsszes tovabii
Epésthdl szarmazd seiteket jelent. Azaz az elsd alkalommal,
amikor a szélesatett primer sejieket eltdvolijuk a tenyésztet hor-
dozdbol és Ojra seéleszijik {passzaljuly, akkor a sejtet szekunder
sejthént emlitiiik, ugyantgy, mint a tdbbi passzalasbdl seérmaszd

sejtaket.
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A Lzeft i6res” olyan szekunder sejteket tartalmaz, amiket
egyszer vagy kéiszor mar passzéltak, as dtlag-populacid véges
szamQ kettézddésre képes tenyészetben; kontakt-gatiasos, rdgzi-
tés-fligpd ndvekedést wilajdonsdgokat mutatnak {ascknak s
sejteknek a kivételével, amiket szuszpenzids tenvésztetben sza-
poritunk}; és nem drdkéletiek.

Az Ordkéletlivd tett seit” sealikifelezés egy megdllapodott
sejtvonalbsl szarmazd seitet jelent, ami lathatdan végtelen élet-
tartarnmal rendelkezik tenyészethen.

A primer vagy szekunder sejtek lehetnek fibroblasziok, epi-
telialis sejtek, beledrive az emld és bél epitelidlis sejteket, endote-
hialis sejtek, a vér alakos elemed, beleértve a Hmfocitakat és a
ceomtveld sejteket, ghasejtek, hepatocitak, keratinocitak, izomsej-
tek, idegsejtek, vagy ezeknek a sejteknek a prekurzoral. A jelen
talélmanyban (61 hasznaihatéd, ScékéletGvé tett humén ssejtvo-
nalak kézé tartoznak, anélkll, hogy ezekre korldtornank magun-
kat, a Bowes Melanoma sejtek (ATCC letétl sgdm CRL 9807, a
Baudi sejtek (ATCC letéti szam CCL 213}, a Hela sejtek és a
Hela sejtek szarmazékatl ATCC letét sedmok QCL 2, CCL 2.1,
ég CCLZ.Z) a HL-60 sejtel {(ATCC letéti sedm CCL 240), & HT-
1080 sejtek ATCC letéti szdm CCL 121}, a Jurkat sejtek {(ATCQC
letéti sz TIB 153}, a KB karcindma sejtek {ATCC letéti szém
COL 17 a K-568 leukémia sejtek (ATCC letét] ssam CCL 243}, az
MUOF-7 emidrék sejtek (ATCC letéti szém BTH 22), a MOLT-4
sejtels (ATCC letéti szém 1582}, a Namalwa sejtek {ATCC letétd
szam CRL 14332}, a Rafl ssjtek {ATCC letétl szam CRL 86}, az
RPMI 8226 sejtek {(ATCC letéti szam CCL 1585}, az U-937 sejtek




(ATCC letétl szam CRL 1583, a WIE8VALS alvonal 2R4 sejtek
{ATCC letéti szam CLL 78,1}, a CCRF-CEM sejtek {ATCC letéd
sgam CCL 119} és g 2780AD peteféspek karcindma seftek [Van
azok a heterchibridéma sejtek, amiket humén sejtek és mas
fajok sejtjst kiezdtt feidval lehet eldallitani,

A human olyan jellegli mddositdsa utén, hogy egy olvan
sejtet allitsunk 16, ami alfa-galaktozidas A-t seekretdl, eldallitha-
tunk egy olyan klonadlis sejttdrzset, ami fnyvegében genetikailag
azones, tenyésztett primer humaéan seitek sckasagabdl all, vagy
ha a ssjteket Srokélettve tetrlik, akkor egy olyan klondlis sejtvo-
nalat, ami lényegében genetikailag azonos, drikélet(vé tett hu-
man sejtek sokasigdbdl all. Az egyik megvaldsitasi mad sserint a
klomalis sejt i6rss vagy a klondlis sejtvonalak fibroblasstok. Egy
eldnyben részesitelt megvaldsitasi mdd sserint &  sejtek
szekunder humén fibroblasziok, azaz példdul BRS-11 ssitek.

A genetikaal madositas utdn a sejteket az alfa-galaktozidaz
fehériét a tenyésstett sejtekbdl Ggy izoldluk, hogy Ssszegyiititk
ast a kézegel, amiben a seitek szaporodial, és/vagy Hzdltatuk,
hogy tartalmulk kiszabadulion, majd fehérjetisztitast technikakat

atkalmazimk.

Az alfa-galaktozidaz A tisztitdsa stabilan transzfektilt sejtek
kondiciondit kézegébdl
A jelen talalmany szerinti mddszerek alapjan az alfa-galak-

toziddz A fehérjét a tenvésztett sejtekbdl {alfa-galakiosidaz A-t
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termeld sejtek”) Ggy izolaljuk, hogy Osszepylitjlik azt a kizeget,

amiben a sejtek ssaporodiak, vagy lizd&ltaguk, hogy tartalmuk

kiszabaduljon, majd fehérjetisztitds] technikdkat alkalmazunk,
amiben nincs lekiin affinitdskromatografia. Az elényben részesi-
tett tisztitdsi eljaras az aldbbi, 2. példdban ismertetjik.
Alternativ, hidroféb kdlesdnhatdson alapuld pvantdk, azasz
példawd & Source Iso {Pharmacia), a Macro-Prep Methyl Support
(Bio-Rad}, a TSK Butyl {Tosohaas] vagy a Phenyl Sepharose
{(Fharmacia} 18 haszndlhaték as alfe-galaktoziddz A tisztitassra.
Az oszlopat viszenylag magas koncentrécidill sdoldattal, azas pél-
daul 1 mol/] ammdnium-szulfattal vagy 2 mol/1 natrium-klo-
riddal hozhatjuk egvensilyba, pH=56-08 pufferben. A tisztitandd
mintat Qgy készigiik eld, hogy a pH-t és a sskonceniracidt az
egyenstlyba hozé puffernck megfelelden alliguk be, A mintat fel-
visszik ax oszlopra, majd az oszlopot a megkdtetlen anyag elta-
volitasara az egyensilyba hogd pufferrel mossuk. Az alfa-galakto-
ziddz A-t kisebb lonerdsségt pufferrel, azaz példaul viszel vagy
vizben oldott szerves olddszervel, azar példaul 20%-os etanollal
vagy 50%-os propilénghikollal eludliuk. Egy mésik valtozat szerint
el lehet &rni, hogy az alfa-galaktozidds A atfolyjon az oszlopon,
kisebb stkoncentraciot hasznalva az egvensulyba hozd pufferben
€8 a mintaban, vagy més pH-t hasznalva. Mas fehériék
kftddhetnek az osslophoz, sseel az alfa-galaktozidéz A-t tartalma-
=6 minta tisztitdsat Ogy érve el hogy az nem kotddik as osz-
lophoz, Egy eldnyben réssesitett elsd tsztitasl épés a hidroxiapa-

tit osziop hassndlata.
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A tisztitas egy alternativ iépésében az alfa-galaltozidaz &
tisztitasara kationeseréld gyantat hasgnalhatunk, azaz SP Sepha-
roge & Fast Flow gvantdt {Pharmacia), Source 308 {Pharmacia),
CM Sepharose Fast Flow (Pharmacial), Macro-Prep CM hordozd
{Bio-Rad} vagy Macro-Prep High S Support {Bio-Rad} gyantat. &z
€180 kromatografids lépés” azt jelenti, hogy egy mintat eldszir vi-
seiink  kromatografids  osslopra  {ay  fdsszes, a  minda
elékészitéséhez hasznalt lepést kihagyva). Az alfa-galaktozidas A
pH=4% . 4-en képes ap oszlophoz kitddni. Az oszlop egvenstlvba
hazaséra pufier hasznalhatd, azas péidaud egy 10 mmol/l-es nat-
rium-acetat, pH=4,4 puffer, vagy 10 mmol/l natrivem-citrat,
pH=4,4 puffer, vagy mas, pH=4 4-en megfeleld pufferkapacitdssal
rendelkezd  puffer. A tsetitandd mintdnek a  pH-jat és
ionerésségdt az egyensilyba hozéd puffer pH-jara és fonerdsségére
allitfuk be. A mintat felvisselk az oszlopra, majd az osziopot a
felvitel utan muossuk, hogy sltévolitsuk a megkdtetlen anvagot.
S¢, azaz példaul ndtrivm-klorid vagy kalium-korid hasznalthaté
az alfa-galaktoziddz A-nak az ossloprdl vald eludlasdra. Egy ma-
sik valtozal szerint ag alfa-galakiozidéz A as csslopré! magas pH-
iU pulferrel, vagy magasabb sékoncentracié és magasabb pH
kombinacidjaval eludlhaté, Ast is megtehetiik, hogy a felvitel
soran az alfa-galaktoziddz A atfolyjon ag osslopon, ha ndveljik a
sokoncentracidt as egyenstlyba hosd pufferben s a felvitt
mintaban, vagy az oszlop magasabb pH-n vald futtatasaval, vagy
& magasabb stékoncenirdctd &8 a magasabb pH kombinalasaval.

A tisztitds egy masik épdsében az alfa-galaktoziddz A tsati-

tasara Q Bepharose 6 Fast Flow-t hasznathatunk. A ¢ Sepharose
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& Fast Flow egy viszonylag erfs anfoncserédld gvanta, Egy
gvengebb aniuncsersls, azas példiul a DEAE Q Sepharose Fast
Flow {Pharmacial} vagy a Macro-Prep DEAB {Bio-Rad) is hasznal-
hatd az alfa-galakiozidaz A tsztitdsira. Az oszlopot egvensilyba
hozauk egy pulferrel, azaz példaul 10 mmeol/l natriumfossfatial,
pH=6. A minta pH-at 6-ra allifuk, majd kis ionerdsséget
kapunk, a minta higitasaval vagy dlasetrésével. A mintat olvan
kirGimények kilzdit vissstl az oszlopra, hogy alfa-galaktosidéz A
meghkdssin. Az osziopot egyensidyba host pufferrel mossuk, hogy
eltavalitsuk a meghdtetlen anvagot. 8z alfa-galaktnzidaz At sdol-
dattal, azaz példaul natrium-kloriddal vagy kdlhum-kloriddal,
vagy alacsonyabb pH alkalmazésaval, vagy a magasabb sdékon-
centracid &s az alacsonyabb pH kombinalasaval sludthatd. Azt is
megtehetjlk, hogy a felvitel sordn az alfa-galakinzidaz A adolvion
az oszlopon, ha ndvelittk a sdkoncentracidt a felvitt mintéban,
vagy az osziop alacsonyabb pH-n veld futistasdval, vagy a
magasabb sékoncentracid és az alacsonyabb pH kombindlasaval.

Egy masik tsetitdsd épdsben Superdex 200 {Pharmacia)
méretkizarases kromatografiat haszndlunk az alfe-galaktozidaz A
tisztitaséra. Mas méretkizdrasos kromatografids gvantak, asaz
példaul Bephacryl S-200 vagy Bio-Gel A-1.5 m is hasznalhatd az
alfa-galaktozidéz A lisztiidsara. A méretkizdrisos kromatogri-
fizhor az eldnyben részesitett puffer 25 mmol/l natrtumfossiat,
pH=6.0, ami (,15 mol/! ndtrivm-kloridet tartalmaz. Mas, a
kiszerelésd formaval kompatibilis pufferek is hassndthatd, azas

példaul 10 ponolf] natrium- vagy kédliume-citrat. A puffer pH-ia
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pH=5 és 7 kdedtt lehet, & tartalmaznia kell sgy s6t, azaz példaul
natrivm-kloridot vagy natrium-klorid és kallum-klorid keversékét,

A tisztités egy mésk Mpésdben kromatofSkuszald gvantat,
azaz példaul Polybulfer Exchanger PBE 94-¢t {(Pharmacia)l hasz-
nalunk, az alfa-galaktozidds A tisstitasdra. Az oszlopot viszonylag
magas pH-n {azaz pH=Y-en vagy magasabb értéken} hoszzuk
egyenstlyba, a tsztitandd minta pHydt ugyanarra a pH-ra
allitfuk, majd a mintat felvisselik az oszlopra. A fehérjéket pH=4-
ig osdkkend pH gradienssel eludliuk, egy pufferrendszer, azas
példaul Polybuffer 74 {Pharmacia} hassndlatéval, aminek a pH-
jat dere allftotiuk.

Egy masik valtozat szerint immunaffinitds krvomatografia
hasenélhatd az alfe-galaktozidas A tsztitdséra. Bgy megfelels,
alfa-galakioziddz A elleni poliklondls vagy monokionalis ellena-
ayvagot {amit alfa-galaktozidas A-val, vagy sz alfa-palaktozidas A
gzekvencidbol splrmazd peptiddel vald immunizéldssal allitunk
eld, standard technikak alkalmazasavall egy aktivalt kapcsold

gvantara, azas példaul NHS-aktivilt Sepharcse 4 Fast Flow

{Pharmacia) vagy brimcidnnal aktivalt Sepharose 4 Past Flow
{Pharmacial gvantéra immobilizdalunk., A tisstitandd mintdt asz

immobilizalt  ellenanyag oszlopra  kériilbelll pH=6-7 kizdtt
visesGl fel. Az oszlopot mossuk, hogy eltdvolitsuk a2 megkdtetlen
anyagot, Az alfa-galaktozidas A-t az cszloprdl sz affinitas-osziop
clualdséra tiptkus esetekben haszndlt reagenseklel slualjuk,
azaz példanl alacsony {3-as) pH-val, denaturald szerrvel, azas pél-
daul guanidin HClel vagy tiocianattal vagy szerves oldészerrel,

azar példaul 30%-os propilénglikollal, pH=6-0s pufferben. A tisz-



titasd eljérésban az alfe-galaktoziddz A tisztitdséra haszodl-
hatunk fémkelat affinitas gyantat, asgas példad Chelating Sepha-
rose Fast Flow {Pharmacia) gyantat. Az oszlopot eldre feltdltitk
fémionokkal, azaz példaul Cu?, Zn?, Cad, Mg?" vagy Cd?* fonok-
kal. A tisztitandd mintat & megfeleld pH-, azaz példaul pH=6-7,5
értéken visszlik fel az oszlopra, majd az oszlopot mossuk, hogy
eltavolitsuk 2 meghdtetlen fehérigket. A mepkdtdtt fehéniéket
kompetitiy elicidval eludljuk, hisztidint vagy imidazolt vagy csdk-
kentett pH-t {amit ndtrium-citrattad vagy natrium-acetaital lehet
elérni 6-nal kisebb pH esetében), vagy kelathépzd sgensek, azaz
pildaul EDTA vagy BEGTA beviteldt alkalmaszva,

Az elfzdkben ismertetett protokollok alapién a jelen talal-
many targyat olyan készitmények képezik, amikben az alfa-ga-
laktozidaz A tisetabb, mint a szakterileten kordbban ismert ké-
szitmnényekben, legaldbb 98%-os homogenitisra, elénySsebben
legaldbb 99%-vs homogenitdsra, és legelénydsebben legalabb
99,5%-08 homogenitsra tisgtitva, SUS-PAGE-val vagy forditott
fazisq HPLC-vel végzett mérés alapian. A jelen talalméany szerint
alfa-galaktozidaz A készitmények tartalmazhatnak széamos kildn-
bbed alfa-galaktosmiddz A glikoformat. Ennek meglelsléen a
»homogenitas” szaklkifejezés jelentése a tovabbiakban az alfa-ga-
laktoziddz A késsitményekkel Odsszefliggésben olyan keéssit-

meényekre  vonatkozik, amik Iényegében mentessk  {«<2%

nem-alfa-galaktezidaz A fehérjék példaul az albumin, a gazdasejt
altal termelt nem-alfa-galakiosidéz A fehériék, és az allag

szhvetbd] vagy folyadékbdol woldlt nem-alfa-galakiozidéz A fehér-




ek A jelen taldlmény szerintl alfa-galaktoziddz A készitmdnyek

specifikus aktivitdsa slényisen legalabdb 2,0x10% epysdefmg fe-

hérie, még eidnydssbben legalabb 3,x10° epyséy/mye fehénis, &8
= . b § &

legeldnydsebben legalabb 3,5x10¢ egységfmg fohérje.

Az alfa-galaktozidiz A készitmény keringési felexési idejdnek
javitésa a glikdn 4dtalakitdsdval, az oligoszacharid toltésének
ndvelése érdekében

A jelen taldlmany targvat képea egy gikoprotein madositasi
program, amivel meg lehet ndvelni egy terapias enezim bejutd-
sanak meértékeét a madl és makrofagokidl eltérd specifikus
spdvetekbe. A jelen taldlmény szerinti eljdrasok hasznélatdval
human alfa-galakiozidas A késeitmdnyeket kapunk, amikben as
cligosgacharidok 35-853%-a t&ltve van, az oligoszacharidoknak
eldnyvizen legaldbb B0%-a Sitéssel rendelkezik.

& fehérje N-ghkozilezés Ggy mikddik, hogy a fehériek meg-
feleld assparagin csoportjait oligeszacharid strulittirdakkal mdédo-
sitjuk, ezzel belolydsolva tulajdonsagaikat és bioldgial aktivi-
tasukat, [Rukuruzinska & Lennpon: Crit. Rev, Oral. Biol. Med. 8,
415-448 {1998)]. A jelen talélmany targvat izolalt alfa-galaktow-
déx A készitmény képez, amiben az olignssacharidok nagy szdza-
1éka negatlv tSltéssel rendelkenik, Sleg egy vagy négy seidlsav
csoportnak & komplex glik&nokhog vald hozedadéass, vagy egy
vagy két foszfat egységnek a magas manndetartaload glikanockhos
vald hogzdaddsa miatt, Mtetve egy foselat és sgyetlen szidlsav oso-

portnak a hibrid glikdnokhoz vald hozsdadasa miatt, A szulfatalt

komplex glikénok kisebb mennyisége is jelen lehet. A tSlidw

rase




struktiirak nagy részavdnya két & funkcidt szolgal. Eldssdr, az
utolsd galaktdz csoportok 3,3- vagy 2.6-kapesoll szidlsavval vald
lezardsa megakadalyozza a keringésbhdl 1d6 eldit vald kivonasat,
amit a hepatocitékon levé assialoglikoprotein receptor végez el
Bz a receptor felismert a termindlis galaktds csoportokat tartal-
mazd glikoproteineket, Ha megndveliih a2z alfa-galaktozidas A
keringési felezési idejdt, akkor ez fontos célazervelmek, azaz pél-
daul a szivniek €8 a vesének lehetdvé tessl, hogy ag enzim infGsid
utéan 2 plazmabdl nagvobb mernnyiségl enzimet bekebelezzen.
Masodszor, a Man-O-fosefat jelenléte a magas manndztartalmi
vagy hibrid ghkénokon lchetdséget biztosit a kation-flggetlen
Man-G-foszfat receptornak {CI-MPR) a receptor altal kézvetiteit
felvételre. Ex & receptor altal kizvetitett felvétel szdmos sejt
felszinén lejatseddik, beleérive a vaszkularis endotelialis sejteket
is, amik a CTH £ tarolési helyei a Fahry-betegségekben. A két
Man-6-fogzfat cseportot tartalmazd enzim-malekuldknak soklal
nagvobb az affinitdsul a CI-MPR-hez, mint azoknak, amik csak
egyetlen Man-6-foszfatot tartalmaznak. A jellegretes glikéan-

struktGrakat as 1. tablazatban adjuk meg.



1. Tabidzat

Representativ ghikan strukitrdk

Hétaph glikén
tFucal, b
SA02,3/66GalB1,4GIcNACR 1, 2Manax ] 63 ‘

Manf1,4GicNach 1 AGIleNAc-Asn
RA8c2, 37/6Galf 1, AGIeNACH L SManal 6/

Hégydgph glikén

SAd 3/6Galf ] 4GIcNACE .63 tFuenl, 6
SA02,3/6GalBl 4GIcNACR T, 2Manal 63 2

Manl AGIeNACP 4GeNAC-Asn
8802, 3/6CGall] 4GkNAC) 2Mana 1,3/
bﬁmié,:%, HGalBl 4GIeNACRL 8/

Magas manndztartalmi glikén

Manal,2Manal 63

Manal,6
Manal,2Manol &/ Manl 4GIcNACRL 4GIkeNACc-Asn
Manal,2Mancel 2Mann 1,3/

Foszforilezett hibrid glikan
P-Manul,6y
Manol By
Manwl, 3/ ManBl,4GLNAGRL4GIcNAR-Asn
SAa2 3/6Galfl AGkoNAB L SManal,3/

Bifosaforilexett glikdn

P-Manol SManal,6)
Manal, 0
Manol 3/ ManBl 4GIcNACR 4GIcNAc-Asn
B-Manal, 2Manxl 3/
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Az N-glikoprotein bioszintéziséhen szémeos kGidnbdzd en-
sim, glhikosiltranseferas és plikozidas vess részt. Ezeknek az enzi-
meknek a legnagyobb része az sndoplazmatikus retihulumban
{ER} £s 2 Golgt késelilékben funkoiondl, rendezett, (0l szervezstt
modon, Az N-glikozilezés komplexitasat erdsitt az a téoy, hogy
ugyvanabban a polipeptidben a klildnbdzd aszparagin csoportok
médosithatél a Kildnbdzd oligoszachand struktirdldkal, és a k-
idnbded fohértket a seénhidrat egységetk jollemad kKildnbdstetik
meg. A molekularis genetika leghjabb eredményel meggvorsitot-
tak ap N-glikozilezési gének azonositdsadt, izolalésat d&s jel-
lemzését. Ennek eredményeképpen kaptuk az N-glikozilezés és
mas celluldris funkeidk kdzdtti kapesolatra vonatkozd informé-
cidkat.

A seitben az N-kapesolt glikoprotein processz@las akkor
kesdadik, amikor egy GleaManeGleNAcy-t tartalmazd oligoszacha-
rid lanc egy egvségként hozzdkapceanldédik as ER lumendben levd
naszscens peplid akeeplor assparaginjdhoz. Egy tizenneégy cukor-
bol alis oligoszacharid, ami GleaMansGleNAc-t tartalmas, éplil el

a dolicholon, egy nagyvon hosszy alifés alkoholon:

Manel,2Manal B3
Marnw 1,6y
Manael IMans L3 ManBl 4GcKAcd 1, 4GicNAC-PR-Tolichet
Gloa 201l 3Glea 3Mane ] 2Manu ] 2anal, 3/

Ez az oligoszacharid egyetien egységhként megy &t egy ak-
ceplor asgparagin csoporira az ER lumendben levd naszscens pep-
tidlancban. A glikénonak a peptidbez vissonyitoit nagy mérets

vezethetl a fehérje térszerkezeténesk a Malakuldsat. A harom gli-




kozid szolgdl annak szigndliaként, hogy az oligoszacharid teljes,
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és készen all arra, hogy az oligossacharil transsferary atvigye. Es
ag snzim emellelt atvise nem-glikosilezett nligoszacharidokat is,
de ennek sebessépe osak egy tdraddke a komplett ldne &tvitel se-
bességének, mivel ezek nem optimalis ssubsztrdtok, A ssénhid-
rat-deficiens glikoprotein szindrdma egy formajars! emberskben
kimutattak, hogy a Dolichol-P-Glo:MansGleNAo:-PP-Dolichol gl
kozil-transzferds karosodasa okozea, ami a glikdz hozsdadés bin-
szintézis ttnak az elsd enzime, ami a szérum-fehérniék hipo-
glikozilezdset er&ﬁmézxyezﬁ }wrnu és misal Pmceﬁdmgs aof the
harom ghikdz-csoport eité\rﬁiités& &s a iwiyes konformacid kiala-
kuldsa utén as Gjonnan szintetizalt glikoprotein a Golgl késa(i-
ickbe exportalodik, Atedl figgden, hogy a fehérje téryzerkezetének
kialakulasa utdn a Golgl mannoziddsok mennyire férnek hoszd a
ghikanhoz, a gikdn lanc megmaradhat magas manndztartalmG
lancnak, ami 3-8 manndzosoporiot tartalmaz. Egy mésik valtozat
szervint a glikdn l&no tovabb processzélédhatl egy trimannosil
maggd, ©s mas glikozil transzierdzok akceptora lehet, amik
k()mpi&x ancokat képeznek tibb GleNao csoportok, majd Gal,
NeudAc és Fuc csoportok hozzéadasaval Egy harmadik lehetdség
ag, ha a feheérjének két lzincsoportia van, sgymaéstd pontosan 34
Angstrém tavolsggban, €s egy magas manndztartalmG lanchos
visgonyitva helves térallasban, akkor GleNaoo-1-POs adddik az
egyik, vagy néha mindkél manndzesoport G-o3 szénatomjdhoz
[Cuszeo &s misalr Jourmal of Biclogival Chemistry 273, 21069-

21076 (1998)], Muutdn az o-kapoeselt GleNaco-t egy specifikus



enzim eltavolitotia, egy terminalis M6P epitop generalddik, amit &
transg Golgl haldzatban egy MEP receptor felismer, és ez ezeket
az engimeket mezenchimalis eredetit sejtekben levd Hzosedmakbsa
ranyitja.

Ahhoz, hogy az alfz-galaktezidaz A-t a lehetd legtdbb
szfvetbe eljuttassuk, széamoes kiOlinbdzdé seféohidrat struktirs
{glikoforma)} hassnathatd, Matsuura s munkatarsal leirtdk, hogy
a CHO sejtekben készitett human alfa-galaktezidaz A-n a glikan
struktirak 41%-ban magas manndstartglmG ghkanok, é&s a
fossforilesési szint 24% [Matsuura &s misails Glyoobiology 8, 329-
339 {1988}, Azonban a ssiglilezett komplex glikdnok szintje csak
11%. Tehat a komplex lancok 2/3-3 nincs szialilezve, ami azt
eredmeényesi, hogy as alfa-galaktozidaz A gyorsan Kitir®ll a majon
kereszthGl., A jelen talalmény szerinti huméo sejtekben termelt
alfa-galaktozidas A nagvobb szésalékban tartalmasz 818t oligo-
sracharidot mint a szakteriileten kordbban CHO sejtekben ¢ldal-
Hiott alfa-galakioziddz A. Példaul az it ismertetett HT-1080 sej-
tekben szintetizdlt alfa-galaktozidar A kiidndsen alkalmas, mivel
a HT-1080 sejtekben termelt alfa-galaktozidaz A kérilbeldl 15%
neutralis struktiral tartalmaz {magas manndz-tartalmi és hib-
rig}, korlilbelt]l 16% fossforilezett gliként, és kdridbelll 87%
komplex glikant tartalmaz, 3-4 szialilezett csoporttal. Tehat 1é-
nyegében az dsszes komplex lance szialilezve van, ha a CHO sej-
tekben eléallitott alfa-gadaktoziddz A-val hasonlitiuk dssge. A HT-
1080 seitben termeldddtt alfa-galakioriddz A-nak harom N-kap-
csolt glikozilezési helye van. Két hely komplex glikdnnd pro-

cesszalddik a Golgl apparétusban, mig 8 harmadik helvet egy
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magas mannodztavtalmi ghikdn foglalja el, aminek 50%-at a lzo-
szomalis enzim-specifikus  {oszlorilezés modositia,  ezsel
monofoszioriiezett és difpseforiiezett fnjtakat allitva «ld.

Egv N-kapesolt glikan lancokat tartalmazd fehérién a szén-
hidratok modosiiasanak négy megkdzelitést mddia van. Eldsadr,
a t6ltdtt slfa-galaktoziddz A ardnya ndvelhetd, ha a tisztitési elig-
ras soran sselektiven izoldljuk a glikoformakat. A jelen taldimény
targyat képezi a nagyobh t8ltést &5 magasabb molekulatdmegi
alfa-galakiosiddz A glikoformak ardnvénak nivelése, ar alfa-ga-
laktozidar A fajték kromatografids oszlopokba 1818t gvantdkon
vald frakcionalisdval, a tisztitds sorén é&s/vagy utén, Minél
nagyobb a téltése ar alfa-galaktoziddaz A fajtaknal, anndl tdbb
szidlsaval és/vagy fossfatot tartalmaznak, &8s minél magasabb a
ghikoformak molekulatbmege, anndl  inkdbb  tartalmasnak
teliesen glikozilezett, sok eldgazast fartalmazd és srdsen Ot
fajtdkat, A (OlBU fajtdk kivalaszidsa, vagy & nem-glikosilezett,
gvengén ghikozilezett, vagy grengén szialilezett és/vagy foszfori-
lezett alfa-galaktosiddz A fajtdknak az slavolitdsa olyan alfa-ga-
laktozidds A glikoforma populdcidt ercdményesz, ami t6bb
szidlsavat és/vagy tobb foszfatot tarialmas, ezzel sgy magasabb
felezési idepl és potencidlis terdpids hatdssal rendelkezd alfa-ga-
laktozidaz A készitményt biztositva.

Ez a frakciondlasi eljaras lejatsesdhat, andlicld, hogy esekre
korldtozndnk magunkat, megleleld kromatografisds oszlopba 31-
Bt gyantékon, amiket alfs-galakiozidaz A izoldldséra hasenal-
nak. & frakcionglas Birgjdn példaul, andikil, hogy szekre korla-

toznank magunkat, katoncseréld gyvantdbon {assz példaul SP-




Sepharose-on}, anioncserdld gvantakon {Q-Sephaross), affinitds-

gyantdkon {Heparin Sepharose}, méretkizarasos oszlopokon

{Superdex 200} &8s hidroféb klesSnhatdson alapudd oszlopokon
{Butyl Sepharose}, valamint mas, a ssakieriileten ismert kroma-
tografids oszlopokon.

Mivel az slfa-galaktoziddz A-t a sejtek ghikoforméak hetero-
gén keverékeként termeli, amiknek eltér a molskulatémegliik és a
toltéslik, ar alfa-galektoziddz A hajlamoes arra, hogy vissonviag
széles csucsckban eludlédion a kromatogralids gvantdkrdl, Ezek-
ben az eltivickban a glikoformak meghatarogott médon oszlanak
meg, & hasmnalt gyanta terméssetetd] Niggden, Példaul a méretki-
zarasos kromatografia esetében a legnagyobb glikoformak haj-
lanak arra, hogy az elicids profilban kordabban elualéodianak mint
a kisebb glikolformak.

Az loncserélé kvomatografidban a legnagyvobb nsgativ
tdltéasel rendelkezd glikoformak hajlanak arra, hogy a positivan
toltdtt gyantahoz {azaz példaul a Q-Sepharose-hoz) nagyobb affi-
nitdssal kdtddjensk mint a kisebb negativ t8ltést glikoformak,
ennek kdvetkeatdben az elticids profilban késsbb sludldédnak.

Ezzel szemben exek az ords negativ thitést glikoformak kevéshs

erésen kdtddnek egy negativan taUdtt gyantdhosz, azas példaul ag

3P Sepharose-hoz, mint a kisebb negativ 16litést fajtak, vagy
éppen egvaltatan nem kdtddnek.

A kromatografias gvantdkon a  glkoforma  faiték
frakcionaldsa befolydsolhatd a pH-val, az ionerdsséggel, a puffer
sijénak kivalasziasaval, a viszkozitdssal és/vagy mas paramé-

terekkel, azas példaul a gyantatipus kivalasztasaval, A kliSnbdzd
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tipusty gradiens elGcidk {egyvenesvonal(, linedris gradisnsek,
gorbe, azas példdul exponencidlis gradiensek) kivalasztisa, vagy
egy sor rovad eltcids lépés haszndlata as alfa-galaktozidaz A sze-
lektiv.  eludlésara a  kromatogréfids ossloprdl, ssintén
optimalizalhatd az alfs-galaktozidas A frakciondléshoes, Mindegyik
ilyen faktor, egyedll], vagy kombindcidban, optimalizdthatd, hogy
elérittk a glikoformak hatékony frakciondlasdt. A frakciondlas
azutan is eldfordul, hogy a tsztitasi eljards befejesdddtt, egy
olvan kromatografids gyvantan, amit sselektiven optimalizditunk a
frakcionalasra €s a kivant glikoforma populéciéd szelektalasara.

A glikoform populaciok szelekialasa a frakcionalt alfa-ga-
laktozidés A fgjokrdl megtehetd az oludlt alfe-galaktozidéz A
glkoformak clemzése utdn. As eliwids cavies kiildnbdzé tech-
mikdkkal, azar példaul, andlk(ll, hogy ezekre korlatosnank ma-
gunkat, SDS-PAGE-val, izcelektromos fSkuszdlassal, kapillaris
elektroforézizsel, analitikal ioncseréls HPLC-vel  és/vagy
analitikai  méretkisarasos HPLC-vel. Kivalgssthatdk azok a
frakeitk, amik leginkdbb megfelelnek a kivant méretnek vagy
téitésprofilnak., A szelekedd eléfordulhat az eljdrds mindegyik
kromatogréafias €pésthben, ami lthetdveé tesel a kivant glikoforma
populacid elérését, vagy gy adott Ifpésre vagy lépésske korlé-
tozhatd, ha a Iépések frakciondlasi hatdsfoka magas. A
frakolondlds aputdn is megtdrténhet, hopy a tisztitasi lépést
befejeztiik, egy olvan kromatografisds gyvantan, amit sgelektiven
optimalizaltunk a frakciondlasra és a kivant glikoforma populacié

szelektdlasdrs,



Az alfa-galaktozidadz A erdsen tOldtt ésfvagy magas
molekulatdmegh glikoformainak szelektdlasat barmilyen alfa-ga-
laktozidéz A készitménovel elvégezhetilik, példaul genetikailag
modositott sejtekbd] szédrmazd alfa-galaktozidas A-val, amely ge-
netikai modositas lehet hagyomdnyos génsebészeti heavatkoszés
vagy génaktivalds {GA}]. Optimalizdlt rendszerekben szaporitott
sejtvonalakon hajthatd végre, hogy az elfzdkben ismertetett
nddon magasabb szialilezést &s foszforilezést kapjunk, vagy az
eldzdkben ismertetett pegilezett alfa-galaktozidas A-vall

Peldaul az itt ismertetett alfa-galakiozidaz A tisztitasi elja-
rashan az alfa-galaktoziddz A glikoformak frakoiondlésa az elja-
ras kildnboézd lépéseiben fordulhat elé. A hidrofdéb gyantan
{Butyl Sepharose Fast Flow} a legnagyvobb t8ltésl alfa-galaktozi-
daz A glikoformék eludlodoak eldssdr, ezeket kfivetik a kisebb
thitéety fajték. A Heparin Sepharose esstében a legnagyvobb
toltdal faftak szintén elsdként elusdldodnak as ellcits ostiosban,
ezeket kévetik a kisebb tiltést fagjtak. A Superdex 200 mérethki-
sArasos krvomatografia esetében  eldszir  a  legnagyobb
molekulatdmeglt glikoformak eludlddnak, sseket kiwetik az
alacsanyabb molckulatdmegi, kevésbé glikozilezett alfa-galakto-
zidaz A fajték. Hogy lehetdvé tegylik az adott alfa-galaktozidaz A
ghkoforma populaciék hatékony frakcionalasat, (6bb kromatogra-
fias lépeés kombinalhaté, amik mind més-més fizikal elvek
alapién  frakcionalnak., Példanl abhoz, bogy megkapiuk s
legkisebb pl értekl {azaz a legnagyobb negativ t8ltésh) alfa-pa-
laktozidaz A glkoformakat, az egyesitést a korai sludlé butil

frakcitkra korlatuzva ndvelhetflik az erdsebben 8ttt alfa-galak-



toziddz A mennyiségét. Ha ezt a szelektalt poolt Heparin osz-
topra visszik, majd a pool-ozast megint csak a korad, nagvebb
negativ tolest alfa-galaktosidds A-ra korlatosva, ex tovabb ndveli
ax alacsony pl érték alfa-galaktozidas A ghikoformak ardnyét a
poul-ban. A glikoformma populacié  tovabbi  finomhangolésa
elvégeshetd a Usztilasl eljaréas kiildnbdzd épéssiben, ha SDS-
PAGE-val vagy izoelekiromos fSlussaldssal kévetjilik as elicids
pool-ok méret- &s tiliés-eloszlésat. A méret és iSltds aslapian
vegzelt frakciondlas egyik példaiat az alabbi, 2.4 pdldaban
mutatjiuk be.

A szénhidrogén strukitra atrendezésének a mdsodik meg-
kbzelitési mbdja magdban foglalja a tsstitott alfa-galaktozidas A-
o levd klildnbdzd glikoformak mibdositasdy, tovabbi terminalis
cukor csoport hozgdadasdval, tisstitott glikozil-transzferiz és a
megfeleld nukleotid-cukor donor hasgnalatéaval. Ez a kezelfs csak
azokat a glikoformaéakat érintl, amik megleleld szabad terminalis
cukoresoporttal rendelkezonek, amik akeeptorként hatnak a hasse-
nal glikozit-transeferds ssémara. Példayl ar o« H-szialil transzie-
réaz sgi@lsaval ad egy 2,6-kitéssel egy termindlis Galfl 4GlcNAc-
R akeeptorhogz, nuklestid-cukor donorként CMP-szidlsavat hass-
nalva. A kereskedelmi forgalomban levd enzimek és forrasuk a
kévetkezd: fukdz «1,3 transzferds UL V és VI {ember}); galakids o
1,3 transaferas {sertés) galaktde §1,4 transzferaz {szarvasmarhal;
manndz ol 8 transeferds (Elesztd); seiflsav 02,3 transsferaz (pat-
kany} és szidlsay 02,6 transzferdz {patkényl. Miutdn a reakcid

teljesen lejdtseddott, a glikosii-transzierdz eltdvolithatd a reakeid-



elegyvbdl, egy olvan glikozil-transzferdz-specifikus affinitas oszlo-
pot hasgnalva, ami a megleleld nukieotidot egy 6 szénatombél
allé karon keresztil egy pivofosziattal {GDP, UDP} vagy foszfatial
{CMPY kit a géthez, vagy més, a szakieriileten ismert kromato-
grafids modszerrel. Az elézékben felsorolt ghikozil-transsferdzok
8z a szialil-transzferazok kitldndsen i8! hasznathatdk az enzi-
mek, azaz példaul az alfa-galaktosidas A mddositdsira, aminsk
az a oflja, hogy emberi betegek enzim-pétlasos kezelésében hasz-
ndljdk dket. Akdrmelyik szialil-transeferdenak CMP-S-fluoresz-
ceinil-neuraminsavval mint nukleotid cukor donorral valé hasz-
ndlata  fluoreszeenciasan  jelzett  glikoproteint  ersdményes,
amingk a felvétele és a szdvetekben vald lokalizéalass kdnnyen
kdvethets,

A szénhidrat struktira dtrendezésénel harmadik megkdze-
litesi madja magaban foglalja a gliko-génsebészetet, azar példaud
a ssit, azazr av alfa-galakioziddz A-1 termeld sejt glikosilezési
mechanizmusat befolyasold gének bejuttatasdt, hogy mddositsuk
a posst-ranselacids processzalast a Golgl appardtusban. Ez egy
elényben részesitett megvaldsitdsi mod.

A szénhidrat struktlrs atrendezésének negyedik megkdzeli-
tési midja magaban foglalia az alfa-galaktozidaz A kegelését meg-
feleld glikomidazokkal, hogy osdkkentstik a jelenlevd kGldnbdzd
glikoformak szdmat. Ha példaul a komplex glikdnléncokat
egymé&s utdan neuwraminidézzal, [f-gelaktozidézzal &g &
hexdézaminidaszal kezeliik, akkor ez az oligoszacharidot a

trimanndz magig hasifja.
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Az N-kapesolt glikan struktGrija fligg attdl, hogy a fehérje
térszerkezeténel  lhalakulésa wuwtdn a  Golgl  processzédasi
mannosidédzok mennyirs férmek hozzd a ghikanldnchoz, és attdl,
hogy a Golgl apparatusban jelen van-e a ghikozil-transzferasok
csalédia s g megleleld nuldeotid-cukor dnorek. Szémos glikozil-
transeferdz  versengd  reakeidkat  katalizdl, amik  aszt
sredményezil, hogy a glikan lanc t6bb kildnbdzé és kompatihilis
moédon hosszabbodhat, attdl figgden, hogy melyik enzim hat
elsdként. Ez eredményesi a mikroheterogenitast és a glikoformak
komplex csaladjanak  képeddését. Néhdny  strukiddra  csak
egyetien szdvetre jellomed, azaz példaul néhdny hipofizis hor-
monnak a modositasa GalNAc-4-804 hozzaadaséval, vagy csak
néhény szervee korlatosddnak.

Ez utébbinak sgyik formaja egy UDgynevezeit kettédgazd
GleNAc {(GleNAe, B1.4 kitdssel a magot alkotd manndz csoporthoz
kitve] a glutamiltransepeptiddz komplex glikdnjain a vesében, de
& maiban nem. A y-ghutamiltranszpeptidds kettéagazd strukta-

rajat az alabakban mutatjuk be:

Thucol,b
SAa2,3/6GalBl4GleNAChT 2Mana 1,63 §
GloeNaol L, 4Manh1,4GkcNacl 1,4GkeNAc-Asn
SAR 3/6GaIE1 AGIoNACB L SManal,3/

Emldsdkben megtalaltak a felelds enzimet, g GleNAC transz-~
feraz Hl-at {Gnt-I11}, az agy €s a vese bizonyns sejtjeiben, valamint
& hepatokarcinéméaban szenvedd betegek majdnak bisonyos sejt-

jeiben. A GoT-1H katalizdljia az N-acetilglGkozamin § 1-4 kdtéssel
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vald hogzaadasat az N-kapesolt cukorlancek trimannos] magja B-
kaposolt manndzdhoz, eseel sgy kettéosstott GlcNAC csoportot
allitva 2ld. A Gn¥-1lI egér, patlkdny és humén génjeit kidnozigk
Thara €s mitsal: Journal of Biocher. {Tokyol 113, 692-638
{19931}

Tovabbi GloNAc T-HI aktivitas jelenléte human sejtekben
nivelheti a monofoszforilesett hibrid glikdnok mennviségét a bi-,
tri- és letra-clagazdsos komplex glikanok rovasdra. Ennek nem
szabad karosan befolyvasolnia a plazma felesési iddt, de ndvethetd
a vaszkularis endotelidlis  sejtekbe vald iranyitast. Az

alabbiakban egy reprezentativ struktdrat mutatunk be:

P-Manal, 6\ GleNacpi 4
Manul 63
Manol,3/ Manfl 4GlcNACRL 4GIcNACc-Asn

SAu2,3/6Galp1,4GIcNACE1, 2Mana 1,3/

Az alfa-palakiozmidaz A-b6l valamennyil felvesz a vese, s ez
a tarolt ghkolipidek szignifikans ndvekedését eredményesi. Mivel
a vese képes N-glikdnokat képezni a kétagh GicNAc oso-
portokkal, a vese epitelidlis sejtjel az ezzel a specialis epitoppal
rendelkezd ghikoproteineket nagy specifitassal ismerik fel.

A megndvekedett GnT-II1 aktivitas képes a trimannozil mag
clagazésa egyenstlyanak megbomlasat okosni, aszzal, hogy
szubszirat szinten gatolja a GoT-I, IV és V, valamint a Gall,4-
transzferdzok révén tOrténd tovabbi eldgazdst. Nemrég rekombi-
nans GnT-II thlexpresszaltataséval egy olyan aranyhiresdg pete-

fészek {(CHOY seitvonalat hoziak létre, ami kétagh oliguszacha-



ridokat vitt a glikoproteinekre [Sburlati és misal: Biotechnol,
Progr. 14, I88-192 {1998}, Az interferon bétat {(IFN-} valasztot-

tak modelinek és potencidlis terdpids szekretalt heterolog fehér-

[N

ének, amin a GnT-ll-expresszidnak a termék ghkozilezésére
gyvakorolt hatds ki lehet értékelni. A kétdgd oligoszacharidokat
expresszalova tett CHO sejtek, mig a8 mddositatlan sejtvonal nem
termsli

A glikoprotein terapids szerek termeléséhes a glikosilezés
jellemazésére van szitkséy, sarzsrél-sarzsra vald konsisstencigval.
A jhipotetikus N-glikdn t8ltés 27t egy paraméterként hassnaltuk,
hogy egyszer(ty, hatékony modon jellemezziik a fehériék glikoz-
lezésél. A € meghatdrozdsat tébbszdr megismételt kisérlethen
ellendrizték, €8 nagyon pontosnak valamint megbizhatdénak
bizonyult Hermentin &s misai: Glycobiology §, 217-230 {1996}
Egy adott glikoprotein hipotetikus N-glikan 18ltését nagynvomasy
amoencsereld  folyadéklromatografia (HPAEC)/pulzald ampero-
metrigs kimutatés {PAD] kombindcidjaval kapott N-glikan térké-
pezési eredmenyek alapidn ssamitiuk ki, A HPAEC-ben az N-
glikénok a (Oltéstk, azax swidlsav-csoportjaik ssdma alapjan
valnak s28t, ezzel megklidnbistethetd régidkat bhiztositva a
neutralis struktiirdkngk, azaz példdul a mono-, di-, &ri- 8s tetra-
spialilezett N-glikdnoknak., A Z definicid szerint a megfeleld
terGietek termékeinek (A} az Osszepe az aszialo-, monoszialo-,
dissialo-, triszialo-, tetrassialo- &s  pentaszislo  régidbhan,
mindegyiket a megieleld t0ltéssel ssorozva:

E=Ajpsainin®t Apis® 1+ Ameedd Apmse3+ Arreran®d [+ Apontasy® 3]



L=FAqe{l}
ahol 1 értéke  az aszialo régidban, 1 a monosziglo (MS) régidban,
2 a diszialo {Y} régidban, 3 a triszialo {Tri8} régidban, 4 a
tetraszialo {Tetra8) régidéban &8 & a pentaszialo {Penta) régidban.

Tehat a fdleg O4-4" struktGrdih ghikoprotein £ értéke 2400,
egy féleg 02-° strukthrakat hordoz glikoprotein Z értéke 2200, és
a magas manndstartabm, vagy csonkitott struktdrakat hordozd
glikoprotein & srtgks 20,

A jelen taldlmany szerint human glikozilezett alfa-galakto-
zidde A készitmények oligoszacharid tdltése, a £ ssédmmal mérve
nagyobb mint 100, cldnydsen nagyobb mint 150, és még elényé-

sebben nagyobb mint 170,

A szérum alfa-galaktozidéz A felezési idejének megviéltozta-
tésa foszforilezéssel

Az alfa-galakiomdaz A {oszforilezése ugy valtoztathatd meg,
hogy befolyasolja az alfa-galaktozidaz A felezési idejét a keringés-
ben €s a seitekbe belépd alfa-galaktozidas A mennyiségét. A
foszforilezést elbnvisen sz alfa-galaktozidds A-t expresszald
sejtekben lehet elérnd. Specifikus megfontolds tdrgyat képeai egy
olvan glikozilezett alla-galaktozidéz A készitmény eldallitdsa,
aminek megndtt a fosglorilezetisdge, oly madon, hogy egy alfa-ga-~
laktoziddz A-t termeld sejtbe foszforil-transeferdst kddeld DNS
szekvenciat juttatunk be, vagy homoldég rekombindcidval egy
endogén foszforil transsferds gin expresszidjat seabalyozd szaba-
tvozg-szekvenciat juttatunk be. Az alfa-galakivzidds A-t termeld

sejtet azutan olyan kérdimények kizdtl szaporitiuk, ami az alfa-
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si. Azutan a polinuklestidot nem tartalmazd sejtben termelt alfa-
galaktozidaz A-hoz vissonyitva erdsebben fossforilezett alfa-galak-
tozidaz A készitmeényt izolaljuk. Az flven foszforii-transeferdzok jél
ismertsk a8 szakirodalomban, lasd példduwl sz 5,804,413 $8s
5,789,247 ssémt Amerikai Egvestiit Allamok-bell szabadalmi
leirast, amely publikaciékat a tovabbiakban referenciaként kese-
nkl.

Két membranhos két6tt Golgl cnsim Ssseehangolt akeidiara
van szitkség ahhoz, hogy egyv lizosatmalls prospzimen egy Man-6-
foszfat felimmerdsi markert gonerdlanak. Az elsd, ag UDP-Nace-
tilglikdeamin: ghkoprotein  N-acetilgiikdsamin- 1-fossfotranssfe-
raz {GloeNAo fossfotransaferds) egy fehérje felismerési determi-
nanst igényel a lizosedmalis sneimeken, ami két, egvmastél 35
Angstrim tévolsdgban levd, & magss manndztartalmG lanchoz
viszonyitva helves téralldashan lizincsoportbdl all. A masodik, az
Neaeetilghikézamin-1-fossfodiészter egy Nacetilglikdzaminidas
{foszfodigészter o-GlcNAcaz) hidrolisdlia  az  o-GleNAo-foszfat
kotést, ezzel hoszéfirheidvé téve a Man-6-fhesfat felismerési
helvet,

A jelen taldlmany szerint mdadszerek sserint a jelen talal-
many sserintl oljdrasckkal eléallitott alfa-galaktozidas A késeit-
mények tobb glikoformat tartalmasnsk, amiknek 16-30%-a, elé-
nydsen 25-50%-a, még =idnyiésebben legaldbdb 30%-a fossfori-

lezve van.
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A szérum alfa-galaktozidiz A felezési idejénck megviltozta-
tiss szialilezéssel

Az alulszialilezett glikdnok szialilezettségének ndvelését ter-
mindlis galakidz csoportokkal Gigy hajthatjuk végre, hogy emlids,
eldnydsen humaéan sejteket szialil-iranszferds géonel transefek-
tatunk.

A jelen taldlmany targyat megndtt oligoszacharid tSltéssel
rendelkeszd glikozilezett alfa-galaktozidar A készitmény képesi,
amit Ggy allitunk eld, hogy =18szdr egy alfp-galaktozidaz At
termeld sejtbe bejuttatunk egy seiali-iranszlerdzt kédold poli-
nukleotidot, vagy homolodg rekombindcidoval bejuttatunk egy sza-
bélyord-szekvencidt, ami egy andogén szialil-transzferas gén exp-
resssiGiat ssabdlvozza., Az alfa-galaktosidéz A-t termsld sejtst
azutdn olyan tenyeésztési kdrimények kizdil tenyéssiitk, amik
az alfa-galaktoziddz A €sx a szialibtranszferds expresszidjat
gredményesi. A kbvetkezd pés a megndtt oligessacharid
toltdssel rendelkezd alla-galaktnzidaz A készitmény izoldlasa. Az
elényben réssesitett sziali-fransaferdzok kizd tartosik egy «23.3-
smalii-transeferas €8 egy ©l,-szialil-transzferas. Ezek j8l iznmert
suialii-transeferazek, 1asd példaud az 5,858,751 szamG Amerikat
Egyvestilt Allamok-beli szabadalmi leirast, amely publikiciét a to-
vabhiakban refersnciaként kezellink].

Egy eoldnyben részesitett megvaldsitdsi mdéd szerint ez a
ssialilezést ndveld eljaras magdban foglal sgy tovabld iépést,
amiben a megndtt méret vagy megndit tdltést alfa-galaktozidas
A glikoformakat izolaljuk, a készibmény frakcionalasaval vagy

tisztitasaval {lasd az eldzdket).




Egv masik valtozat szerint a jelen taldlmany Ggy biztositja a
seighilests ndvelését, hogy & sejtcket alacsony amménium-tartal-
mu  kimyezetben tarfjuk.  Pontosabban, egy  erdsebben
sziglilesett glikozilezett alfa-galaktozidéz A késsitményt Ggy alli-
tunk el6, hogy egy alla-galaktozidaz A-t lermeld sejtet olyan te-
nyvésztd kizegeel hozeuk érinthkezésbe, amiben sz ammonivurn-~
koncentracid 10 mmolf] alatt, eldnydsebben 2 mmol/l alatt van.
A szialilezés ndvelését Ogy érhetitik o, hogy a termeld sejteket
perfundaltatjiuk, amioek azg ag eredménye, hogy a toxikus meta-
bolitokal, azaz pildaul az ammdniat idérdl iddre eltavolitjuk & te-
nyésetd kizeghdl, Egy eoldnyben részesitett megvalésitast mad
szerint ag alacsony ammédnium-tartalma kdrnvesetet Ggy érjik
el, hogy glutamin-szintetds gént vagy ¢DNS-t adunk a termeld
sejtekhez. Egy masik valtozat sserint az alacsony smménium-
tartalmU kfrnyezetel Ggy énjflik el, hogy ar alfs-galaktozidas &t
termeld sejtet friss tenyéseid kozeggel perfundaltatjuk, hogy eseel
sz amminium-koencentracidst 10 mmol/l alatt, eldnydsen 2
mmolfl  alatt  tartsuk., A termeld sejteket  folvamatosan
perfundaltatjuk friss tenyésstd kdzeggel, aminek az ammdniam-
koncentracidja 10 mmol/l alatf, elénydsen 2 mmol/l alatt van.
Egy masik valtopat szerint a termeld sejteket idékdsdnként
pecfundéaltathatiuk friss fenyésztd kizegpel. As iddkdsbnként
végzett perfGmid szakkifejezds, ahogy ast a tovabbiakban hasgz-
naljuk, a ssabdlyos iddkdednkdnt, periddikusan végzett perfiziot
jelenti, vagy a=t, hogy jelenti, hogy mérfilk az ammdnium-kon-
centraciot, és akkor végezzik el a pecfizidt, amikor az eléri a

megeélzott kunceniracitt {azaz az 10 mmol/ i, eldnydsebben a 2
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mmaol/ -1}, Az Wddkdzinként végzelt perfiezidt olyan gyvakorisdggal
kell végrehajtani, hogy sz ammdénium-koncentracié scha ne
haladjs meg a megedlzott koncentracidt. A termeld sejteket olyan
iddkdzdnként perfundaitatiuds, auni ahhos sefikséges, hogy olvan
alfa-galaktosidaz A készitmadoyt kapiunk, amiben a glikdnok 50-

Y0%-ban, eldnyisen 6% -ban szialilesve vannak.

A szérum alfa-galaktozidis A keringédsi felezési idejének né-
velése az alfa-galaktozidiz A pegllezésével

Szintén a2 jelen taldlmény seerint egy humén glkozilezett
alfa-galaktozidaz A késsitmény felesésd idejél a keringdsben dgy
ndvelhetjilik, ha az alfa-galakiozidaz A-t polivtilénglikollal komp-
lexbe vissziik. A polistilénglikol (PEG) egy vizoldhatd polimer, ami
kovalens kdtéssel a fehérigkhez kitve megvaltoziatia tulajdonsé-
gaikat, oly moddon, hogy megndvell potencidlis felhasendthatdsa-
gukat. A polietiiénglikollal végrett madositas {,pegilesés™} sgy ol
kidolgozott technika, aminek megvan a kapacitasa, hogy a fehér-
je- és peptid-gvogyszer-készitménvek szamos problémajat meg-
oldja vagy envhiise.

A pegilezett fehériéknek a mdobdositatlan fehériékkel Sssze-
hasonlitva javitott gydgvaszat teljesitdképessépe Ssztdnzl az iven
tipustt kKonjugatumnak terapids Agensként vald kifgjlesstését,
Azck 2z snzim-deficiencidk, amikre a természetes enzimmel
végrett ferdpl hatastalan volt {a gyors iledlés és/vagy ime-
munologial reakeidk miatt), most mér kezelhetdk az ckvivalens

PEG-enzimekkel. Példaul & PEG-adenozsin-dezgminas mér



yves

megkapta as FDA jdvahagyast [Delgado fs misai: Crit. Rev. Ther.
Drug Carrier Syst. 8, 248.304 {1992}

A PEG-nek a zildkavébd! szdrmazd alfa-galakiozidazhoz ko-
valens kdtéssel vald hozzdkapcesolasa molekulan levéd specifikus
determinéns helvek masskolasaval megvaltoztatja as enzim kata-
itikus tulaidonségait. Ennek eredménye a Km ériékének nd-
vekedeése €z a Vmax értekének cxdkkenése a p-nitrofenil ssubsset-
&t analégokkal szemben {Wieder & Davis: J. Appl. Biochem, §,
337-347 {1983}, Az alfa-galakiozidar meég képes lehasitani a
termindlis galaktéz csoportokat a buman nyal vércsoport B
anyagérsl, Az sllenanyag- és lektin-specifikus kdtddds elvése a
PEG-alfa-galaktozidasbhdl., A termésezetes alfa-gpalakiogidéz ellen
kégzitett ellenanyagok képesek blokkolni az ensimaktivitdst, és
ez a gatlas fokozatosan elvéss, ha progresszive ndvekvd mennyi-
sép(i PEG-et tartalmazd késsitményekkel szemben tessteljtik.
Ezzel szemben a PEG-alfa-galakiczidassal immunigdlt allatokbdl
ssarmazd antiszérumok egvik alfa-galaktozidaz vagy PEG-alfa-ga-
laktozidas készitményben sem gdtolidk az enzim altivitasat, Bzek
az eredmények azt mutafjsk, hogy a PEG hajlamos a lektin-spe-
ifilcus

és ezek a helyek valdszinlleg kriptibuzak maradnak a PEG-

Ly

seénhidr sgvségek &s antigdn determindnsok lefedésére,

enzimek in wvo processealasa soran.

A PEG kovalens kotéssel fehériékhezr vald kapcesolasa
megkivania a polimer termindlis hidroxil-csopartjanak egy megfe-
leld lehasadd cosoportial vald aktivalasat, ami a Hein s-amino
termindlisénak és az N-termuindlis c-amine csoportidnak a
Hét  kémiaid

nukleofil témadasdval helyettesithetd caoportot
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alkalmaznak a PEG aktivaldséra. Az egyves alkalmazasckban a
kiilbnbdzd kapesolasi médszerek kiilinbdzé elényvdket bizto-
sitanak. A pegilezds kilinboézd modszerei meglepd és drasztikus
hatassal vannak az olyan faktorokra, mint példaul a kapott pegi-
lezett fehdriék és peptidek binldgial aktivitdsa megmaraddsara,
gtabilitdsdra €8 mmunogenitasira {Franois és mtsai: Int L
Hematol, 681}, 1-18 {1898}, Egyv lnker nélkali pegilesési tech-
nika példéul csak a PEG-et kapesolja s megedlzott molekuldhoz.
Pontosabban, egy bioldgiatlag optimalizalt pegilesdst technika al-
kalmazdsa, amiben tresil-monometesi PEG-st {(TMPEG) hasse-
nalunk, Francis €8 munkatdrsal szerint  szamos kilonkdzs fe-
hérje esetében felfedi, hogy kivételesen kipes konzsrvalnd a
celpont bioldgial aktivitasst [Francis €s mitsal Inl. J. Hematol
68{1}, 1-18 {1998}, Eg, valamint az a idtékony hatds, hogy poli-
etilénglikolon kKivill {ammirdl bebizonyosodott, hogy 8 humén terd-
pidban biztonsggosan haszoalhais) mast nem viszlink a fehdr-
jghe, Wdedlisss teszl az alfa-galaktozidas A modositasara.

A polietilénglikolnak a fehérjékhesr vald kapesolasara négy
lehetséges hely van: 1} aminocsoportek {(N-termindlis és lzin}; 23
karboxicsoporiok {aszparaginsav &s glutaminsavl, 3} szulthidril
cspportok {clsztein)) f¢ 4} szénhidrat csoport {perjodat kezelés
utan kapott szulfhidril csoportok). A fehérjék karboxicsoportjahosz
&s a seénhidratokon levéd aldehid-csoportokhoz vald kaposolashosz
egy nukieofll aminocsoporttal rendslkezd polietilénglikol reagens-
re van szlikség. Ez a kémia megvaltoztatja sz alfa-galaktozidéz A
pl értékét, mintan a negativ 16ltésd karboxicsoportot megkdti a

polietiiéngliknl. A pl bérmilven vallozasa belolydsolhatia az alfa-



galaktozidaz A bioldgial aktivitasat. Emellett, a polietilénglikolnak
a szenhidrat lanchoz vald kapesolasa befolvasolhatia az alfa-ga-
laktoziddz A-nak az MOP receptor altal vald meghkdtését, ami
kritikus a bilologial aktivitas szempontiabal, A szudfhidell kémia
érinti a molekula Bzikal sperkesetét is, &s ez nem javasolt.

A pegilesés Altaldnosan hasznalt mddszersl amidkotést
hoznak etre a fehérje aminocsoportia €s a monometoxi-PEG
metoxicsoportia kiadtt, Az NHS-PEG kereskedelmi forgalomban
van, €s amidkdtést eredményez a fehérje é&s a poletilénglikol
kizdit, Azonban azx amidkotés kialalulésa megvidltoztatia a pl
értéket, mivel elvész a -NHz csoport pozitiv tdltése,

A  polictilénglikal  alfa-galaktopidéz Ahoz  wvald  kap-
csoldsdnak az 8 madszere, amiben nem valtozik a pl érték, trezil-
PEG-et hasznédl. A trezil-PEG az aminovsoporton keresett] végsl a
kaposolast, és stabil szekunder amint képez, A seekunder
aminnal az az eldnye, hogy meglarga az aminocsoport pogitiv
tdltéset, A trezil-PEG kersskedelmi forgalomban van, és stabil Ho-
filezett &8 kiszéritott forméban. A irezil-PEG-et alaposan jel
lemezték, &s a melléktermékek is (8l ismertek. Ennek megfeleld-
en, egy eldnyben részesitett megvalositasi mad szerint as alfa-ga-
laktozidas A készitményt komplexbe vissziik trezil-monometoxi
polietilénglikollal {TMPEG), gy pegllezett-alfa-galaktoridds At
kfpezve. A pegilezeti-alfa-galaktozidas A-t azutén tisstitjuk, gy

kapunk izoldlt, tisztitott pegilezett-alfa-galaktosidaz At
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Az allfa-galakiosidaz A tarialmaz 18 aminocsoportot, 17 &
aminocsoportot {izin} &8 egy s-aminocsoportot {N-termindlisl. A
reakeld Ggy szabalyozhatd, hogy minimélis helvettesitésekkel
termeljtik az alfa-galakiosiddz At &s a molekulakat, amikben
molskudéanként csak egy, vagy kevesebd PEG egvség van, meg-
fisztithagjuk a helysttesitetien ds tObhsedrisen helysitesitett for-
maktdl. Az alfa-galaktoriddz A tOhbszdrds helyettesitése nem
befolyasolhatja szignifikansan a blolégial aktivitasty; ennek kdvet-
keziében a veigtermek 1-18 kapesolddd polistilénglikol molekulat
tartalmazd heterogén clegyet eredménysshet. A helvetiesiiés
szintje fUgglel a visszatartott enzimaktivitds ssingétdl. Meg kel
jegveenink, hogy az enzimaktivitds csSkkenése eltothatd egy
fokoztt terapids hatéssal, ami az alfa-galaktoziddaz A keringési
felezest idejének ndvelésebdl €s mmun-felismerdésének osiike-
kendsébhdl szdarmazik. tehat a PEG-alfa-galskiozidéz A termék
kifejlesztésében a polistilénglikolnak gz alfa-galaktozidas A-hoz
viszonyitott ardnya a bioldgial aktivitdstdl flgghet, és nem
kizdrdlag az ensimaktivitdstal

A pegilesési reakecidhor szabdlyozott pH-ra, pufferfsssetétal-

re &s fehérje-koncentracidra van szlikség, A helves reakeidkdril-
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ményeket ultrasstiréssel/ diasslirdssel lehet elérni, amit jelenleg
is hasznalnak a gyartasi cljidrdasban. Kdzvetlendl a reakoid elétt a
tregil-PEG-et gyorsan szolubilizaljuk vizsben, folyvamatos kever-
tetés kdsben. Azutdn ezt az oldatot hozsdadiuk asg elkészitett alfa-
palakiozidds A-hoz, és hagyiuk hogy szabédlyvozotl ideig &s szaba-
lvozott hémérsékleten reagalion {azax példaul 2 éra hosszat 250 °
C-onj. A pegilezés a végsd tisztitasi Epés =10t hajthatd végre, ami
eslimindlja a tsstitdst eljarashoz hoezzdadett epéscket. Miutan a
kapesolas telies, a PEG-alfa-galaktosiddz At a tGbbi tisziitasd
lépésbeny processzéliuk. A ) oszlopozés {anioncserélés) =lott
végrehajtva a reakeidt lehetdvé valik, hogy két tisztitast lépésben
eltavolitsuk a melléktermékeket. Mivel a polietilénglikol nem tar-
talmaz semmilven negativ t6ltést, ezért ezt nem tartia vissz a ¢
Sephaross, &s ap atfolydval Kitral

A pegilesés mértékét ismert technikakkal lehet mérm. Pél-
daul a fluorssskamin fluoresskdl, ha a fehéridk ¢-aminoe s -
amine csoporgjaihor kétddik, A fluoreszeencia elvesziésének szi-
saléka a pegilezés widn korreldl az alfs-galaktosidaz A-hoz ki
polietilénglikol ssdzalékdval. A fehérje-koncentracié meghata-
rozasara & Plerce BCA esszét lehet hasenalni. A metilumbiferit-o-
Degalakiopivanozid @-MUF-o-Gal} aktivitds exszét hassnaljuk a
PEG-alfa-galakiosidéz A ensimaktivitds hatdsdnak kiértékelésére,
Az alfa-galaktoziddz A tartalmaz M6P-t, aami a Hzoszdmakba vald
bejutashoz szitkséges. Aszt, hogy a polistilénglikol mennyire za-

raria az MEP receptor felismerdst, egy sejt-alapl esszével &rté-




kelhetjik ki, ami kiveli a polietilénglikol-alfa-galaktozidaz A
bejutasat a Heoszdémakbs,
Az alfa-galaktozidiz A készitmény beaddsi mbdszerei

A jelen talélmany szerinti készitmeények {(azas azok, amik

klilinbdzd alla-galakioziddz A glikoformakat tartalmeaznak) bar-
milyen modon beadhatdl, ami kompatibilis az alfa-galaktozidaz A
késgitmennyel. A  tsziitott alfa-galalttozidaz A késsitmény
azoknak az egvedeknek adhatd be, akik vagy hibas, vagy nem
elegendd mennyiségl alfa-galaktosidéz A fehériét termeinek, vagy
akiknek az alfa-galakiozidéz A terapis jétékony hatash lehet. A
jelen tal&lmény sserintl terdpids készitményeket barmilyen meg-
feleld madon beadhatjuk, azaz kdevetlent] {Ggymint lokélisan, in-
jekeidval, belltetve vagy egy szbvetl pontba vald topiksalis
beadassal} vagy sulsztdmasan {azar oralisan vagy parenteralisan.

A beadas ttja lehet ordlis vagy parenterdlis, heleérive asz
ntravends, szubkutan, lotra-arteridlis, intraperitonedlis, szembe
tarténd, wtracouszkularis, széjliregbs t8rténd, rektdlis, vagindlis,
intraorbitalis, intracerebralis, intradermalis, a koponya belsejébe
arténd, intraspinalis, intraventrikularis, intratekalis, intraciss-
termalis, intrakapszuldris, intrapulmonaris, intranazéalis, transs-
mukozalls, transzdermalis beadési modot, vagy a belégzést. Az
mtrapudmaonaris beadési modokat, berendezést és pydgvezerké-
szitményt példaul az 5,785,048, 5,780,019 és 5,775,320 szédmu
Amerikad Egyvesiilt Allamok-beli szabadalmi leirdsban ismertetik,
amely publilkdcidkat a tovabbiakban referenciaként kezellink. Az

intradermalis bejutiatds egy el@nyben részesitett moddssere az



iontoforetikus bejuttatés tapaszok segitségével, egy yen bejut-
tatdasi modot az 5,843,015 szam( Amerikai Egvestlt Allamok-beli
szabadalmi leirdsban ismerteitnek, amely publikéciot a tovab-
biakban referenciaként kezellink.

A beadads sgy ktildndsen sldnyds modia a ssubkutan injek-
cidzas. A jelen taldlmdny szerintl alfa-galaktozidas A készitményt
ugy szerelilk ki, hogy a teljes selikséges dozist beadhatjuk
egyetlen, egy-két milliliteres injekcidban. Ahboz, hogy az injekeid
térfogata egy-két milliliter lehessen, a jelen tal@many szerintd
alfa-galaktozidaz A készitményt olyan koncentraciéban ssereljiik
ki, hogy az cldonyben részesitett dosist egy-két milliliter térfo-
gathan lehessen beadni, vagy az alfa-galaktozidas A késsitményt
kiszerethetik Hofilezett formméban, amibdl beadds elbtt vizben
vagy megleleld, fiziolégidsan kompatibilis pufferben elkdszitjiik a
megfelels oldatot. Az alfa-galaktosidaz A készitmények szubkutan
injekcidinak  az  az  eldnydk, hogy a  betegek szaméra
kényelmesek, fleg amikor dnmaguknak adidk be az indekeidt,
emellett pedig az ntravénis beadashoz viszonyitva hosssabb
plazma  felesési Wddt eredményeznek. A plasma felezési idé
meghosszabbitisa azsal az eredménnyel jat, hogy az alfa-galakto-
ziddz A hatékony plszmaszingje hosszabb ideig megmarad,
aminek az a Otékony hatasa, hogy a kintkaidag érintett szdvetek
hosszabb ideig érintkeznek az injekcidsoft alfa-galaktosiddz A-
val, €8 ennek eredményeképpen tobb alfa-galaktozidaz A jut be
az ilyen szivetekbe, Emialt jobb a betegekre gyvakorly hatass,
ésfvagy cosbkken a beadds gyakorisdga. Emellett a betegek

kényelmének ndveléséhez készitett klinbdad esskdzdk, azaz pél-
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davd az Gjraidlthetd injekeids tollak éx 0 nélk(l injekcids
eszkizdk hassndlhatdék a jelen taldlmany sserint alfa-galaktozi-
daz A készitmeényekkel, amint azt ax aldbbiakban targyaljuk.

A beadéds moédja lehet a készitmény bolus periodikus injek-
cidzasa, vagy beadhatjuk a készitmeény! intravénasan vagy intra-

peritonedlisan egy tartalékbsl, ami lehet kidsd {azaz egy intravé-

tum, egy mesterséges bioldgial szerv, vagy beliltetett alfa-galakto-
zidds At termeld sejtek populacidial §.407,857 és 5,798,113
spami Amerikal Egyestilt Allamok-beli szabadalmi lefras, amely
publikacidkat a tovabbiakban referenciaként kezellink]. Az intva-
pubmondris beadési modokat és berendezéseket példadl az
5,645,007, 5,730,014 é&s 5,814,607 szdmi Amerikal Egvesilt
Allamok-beli szabadalmi lefrasban ismertetik, amely publika-
cidkat a tovabbiakban referenciaként kezellink. Mas hasznathatd
parenterélis bejuttatd cegkdz példanl az etilén-vinilaceiat kopo-
limer részecskék, az czmotikus pumpdk, a beliltsthetd inflzids
rendszerek, g pumpés bejuttatds, a kapszuldsott sejtek bejut-
tatdsa, a liposzémalis bejuttatas, a tivel bejuttatott injekeidk, a
0 ndtkdd bejuttatot! injekeid, & nebulizétor, az aeroszolizétor, az
elektroporacis €s a transzdermalis tapasz. A tff nélkill injekeids
eazkdzdket az 5,879,327, 3,520,639, 5,848,233 és 5,704,911
gzdmy Amerikai Egyestlt Allamole-beli szabadalmi lefrasckban
ismertetik, amely publikdcidkat a tovabbiakban referenciaként
kezellink., Barmelyik eldzdkben lsmertetett alfa-galakiozidéz A

készitmény beadhatsd ezekikel a modszerakkel.




A beadés média, €8 a bejuttatott fehérie mennyviségét olyan
modszerekkel hatdrozhatjuk meg, amik a saakterfileten jartas
szakember kitelezd ismeretet kzé tartoenak, Emellett, a szakte-
rideten jartas szekember tudatdban van annsk, hogy egy terd-
piag fehérie beadasi média €s dézisa addig valtostathatd,

ameddig megkapiuk a terapias doésist.

Az alfa-galaktozidiz A fehésje gydgyiszat] készitményei

A jelen talélmany tdrgyat képezik tovabbi egy alfa-galakto-
@idéz A készitmény O kiszerelési formal, amik lénvegében
mentesek a nem-alfe-galaktozidaz A fehénjekidl, azaz példaul az
albumintél, a gazdasejt &ltal termelt nem-alfa-galaktozidéz A fe-
hérjékid], vagy egy allall sedvetbd! vagy folyadékbsl izolalt fehér-
jekidl.

A készitmény eldnydsen tartalmassa egy vizes vagy fiziolé-
giasan elfogadhatd folyékony szuszpenzid vagy oldat egy részét. A
hordozs vagy tiltéanyag oly mbddon kompatibilis, hogy amellett,
hogy a kivant késsitményt bejuttatia a betegbe, nem Srintl karo-
san a beteg elekirolit rendszerdt dsfvagy térfogat-sgyenslvat. A
parenterdlis beadas hasznathatd oldatalt a gvdgvseerdszeti ssak-
maban ismert barmelyik (61 ismert modsserrel elddliithatiuk
{Remington’s Pharmagceutical Sciences, sverk.: Gennar, A., Mack
Pub. {1990}, Nem-parenteralis készitménvek is hasznalhaték,
azaz példaul kGpok vagy oralis készitmények,

A készitmény clonydsen tartalmaz egy tSltéanyagot, Az alfa-
galaktozidds A-hoz hasznalhatd, gydgvaszatilag slfogadhatd 13k

thanyagok, amiket betehetlink a készitménybe, lehetnsk puf




ferek, azaz példaul cirdt-puffer, foszfat-puffer, acetat-pudfer és
bikarbonéat-puifer, aminasavak, karbamid, alkoholok,
aszkorbinsav, {osziolipidel; fehéridk, azaz példdul seérum-
atbumin, kollagén &s zselatin; sdk, azar példaul EDTA é&s EGTA,
valamint natrium-klorid; Hpossémak; polivinil-pirrelidon; cukrok,
azaz példaul dextran, mannit, szorbit és glicerin; glicin vagy mas
aminosaval s lipidek. Az alla-galakiozidas A készitményekben
hasgnathatd puffer-rendszerek  kézé tartoznsk as acetdt, a
bikarbonat és a fossfdt pulferek {mindegvik beszerezhetd a
SIGMA-t8l. Az eldnyben részesitett megvaldsitasi moédban foszfat
puffert hasznalunk. Az alfa-galaktozidaz A készitmények eldny-
ben részesitett pH-tartomanya 4,5-7 4.

A készitmény emellett eldnydsen tartalmaz még egy nem-
ionos detergenst. Az elényben részesitett nem-ionos detergensek
kdze tartozik a Polysorbate 20, a Polysorbaye 80, a Triton X-100,
a Tritob X-114, a Nonidet P-40, az oktil-¢-gitikozid, az oktil-§-~
glikozid, a Brij 35, a pluronic és a Tween 20 {mindegyik besge-
rezhetd a SIGMA-t8l).

Egy kiilénfsen eldnyben részesitett késsitmény Polysorbate
20 vagy Polysorbate 80 nem-ionos detergenst és fosgfattal puife-
relt sdoldatot tartalmaz, legeldnyisebben pH=06 ériéken.

Az alfa-galakiozidaz A késsitmények lofilezéséhes a fehérje-
koncentracid 0,1-10 mg/mi lehet. Terkitdltd agensek, azaz példa-
wl glicin, mannit, albumin és dextran adhatdék a lofilezd
glegyhez, Emellett a feltehetden krioprotektans tulajdonsdgokkal

rendelkezd anyagok, azaz példaud diszacharidok, aminosavak és
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polietilénglikol adhaték a lofilezd elegvhez. Barmelyvik eldzdkben
felsorolt puffer, tbitdéanyag &s detergens horzaadhatd az elegyhes,

Az injekcidzashoz készitett alfa-galaktozidéz A egy eldnyhen
résgesitett  kiszerelést forméjadban a fehérje-koncentracis 1
mgfml

A beadashoz vald kiszgerelési formék tartabmazhatnak
ghcerint és mas, magas viszkositdsty komponenseket, amik
segitenek abban, hogy az dgens a kivant Idkussban maradjon. A
hiokonapatibilis polimerel, eldéovisen a biolégiailag felsziveds,
biolégiailag kompatibilis polimmerek {beleérive példaul a hialuron-
savat, a kollagént, a polibutirdt, a laktid és a glikolid poli-
mereket, valamint a laktid/ glikolid kopolimereket), 181 hassnalha-
6 toltdanyagok oz agensek i ve felszabadulésanak ssaba-
lyozasaban. A parenteralis beadashoz ssént kiszersiési formak
kiezd tartomk s glikokolat a szijiiregen keresstdl vald beadishos,
a metoxiszalicilat a rektalis beadashoz vagy citromsav a vagindlis
beadashor. A rokialis beadashoz haszndlt kiipokat Ggy allithat-
juk €18, hogy a jelen talalmany szerintl alfa-galakiozidaz A készit-
meényt Osszekeveriik egy nem-iryitdls 8ltdanyageal, azaz példaul
kakadvajjal, vagy mas olyan anyaggal, ami szobahdmérsékieten
szildrd, testhdmérsékleten pedig folyékony.

Ax inhalédcidés beadashor szant késsitmények tartalmaz-

hatnak laktdst vagy mas tdSltdanyvagokat, vagy lehetnek vizes ob-

latot vagy dezoxikolatolt. Egy elényben részesitett belégzési aero-
szolt az jellemez, hogy réssecskéinek kisgbb a strlsége és

nagyobb a mérate. A 0,4 gramm per kdbcentiméterndl kisebb st




riségl raszecskek, amiknek az atlagos détmérdie meghaladia az 5
um-~t, hattkonyan bejuttagak a szisztémas keringésbhe a terapias
hatdanyagokat. Az dlyen részecskék mélyen bejutnak a tiiddbe,
g9 elkertiik a tidd természetes kilritd mechanizousait, ameddig
a belégzett részecskkék leadidk a szallitott anvagot [Edwards és
misai Science 276, 1868-1872 {1997}, A jelen taldlmany seerinid
alfa-galakioziddz A kdssitmények beadhatdék aeroszolizdlt for-
maban, példaul ax 5,654,007, 5,780,014 és 5,814,607 sziami
Amerikal Egyestilt Allamok-beli szabadalmi leirdsban ismertetett
modszerek, késsitményel és kiszerelési formak hasznalatéval,
amely publikacidt a tovabbiakban referenciaként kezellink. As
wntranazdlis beadashoz sednt  készitmények tartalmazhatnak
olajos oldatokat az orrcseppek formajaban vald beadashoz, vagy
lehetnek gélek, az tntranazalis beadashos.

A bor felszinére t0rténd topikalis beadashoz készitett késait-
menyeket tgy allithatjuk €16, hogy as alfa-galakiosidaz A késsit-
ményt egy dermatelogiailag elfogadhatd hordozdval, asaz boroga-
tovizzel, krémumel, kendcesel wvagy szappannal diszpergdljuk.
Kildndsen azok a hordozék hasznosak, amik filmet vagy réteget
képernek a bérdn, hogy lokalizaliak az alkalmazott anvagot, ée
maggatoljak az eltavolitast. Ahhoz, hogy 8 belsd szdvetfelssinelre
topikalisan tudjuk alkalmasni, az alfs-galaktozidaz A készitményt
folvékony ssbvetragasstdban vagy mas olvan anyvagban diszper-
gathatiuk, amird] ismert, hogy fokozza a ssdvet felszinghez vald
adszorpciot. Peldawl szédmos nyalkahértya ragasstéanvagot és
szajlreg tablettat irtak le a transzmukuzélis gydgyseer-beadés-

hoz, lasd példaul a 4,740,365, 4,764,378 &s 5,780,045 szému



Amertkai Egyestlt Allamok-beli szabadalmi leirds, amely publi-
kéctdt a tovabbiakban referenciaként kezellink, Hidroxipropileel-
huldée vagy fBbrinegén/trombin oldatek is hassnéthaték. BEgy ma-
sik valtozat szerint szfiivet-beboritd oldatok, azaz példaul pektint
tartalmazd késsitmények is hassndlhatdk,

A jelen taldlmany swerinti készitményeket bheadhatjuk
konténerekben, amik alkalmasak a sterilités fenntartdsara, az
aktiv adalékanyag altivithsénak megvédésére a megleleld
closzlas és tarplds sordn, és biztositik, hogy a készitménvt
egyszerten s hatékonyvan be lehessen adni a betegnek. As alfa-
galaktozidaz A készitmény egy injekcidzhato kiszerelési formajat
beadhatjuk lepart ampuiléaban, aminek a tartalma tivel és
fecskenddvel eltavelithato. Az ampullat szanhatjuk egyszeri vagy
tobbsezdri felhassndldsra. A keéssitményt kiszerelhetjifik eldre
betdltétt feoskenddben.,  Néhdany  ssethen  a  tartadmat
biztosithatjuk folyékony forméban, mig mas esstekben bizsto-
sithatjuk szaraz vagy Hofillezett allapotban, ami néhany esetben
megkdvetell, hogy egy standard, vagy kiilén biztositott olddsserrel
helyreallitsuk a folyékony allapotot. Ha a késsitményt folyékony
formaban biztosifjuk az intravénds beadashoz, akkor ehhes hasz-
nathatunk steril zacskot vagy konténert, ami alkalmas arra, hogy
egy intravénas beadési vonalhoz vagy katéterhes kapesoljuk. Az
elfnyben részesitett megvalésitdsi modok szerint a jelen talalh
many szerinti készitményeket folyékony vagy poritott forméban
bistositfuk, olyan berendezésekben, amik kényelmesen bejut-
tatnak egy eldre meghatirozott ddzist a készitménybsl; diven be-

rendezés lehet példaul sgy 1 nélldill injektor ssubkutén vagy
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intramuszlalaris injekciozashoz, és sgy mért dazistt hejuttatd be-

rendezés. Mas esetekben a készitrményt olyan formaban bizto-
sithatjuk, ami alkalmas az ellendrzdit leaddsra, azaz példaul sgy
tapassban vagy kdtszerben, amit a bérre kell tenni a transzder-
malis  bheadéshoz, vagy Iebomlé esekdzdk forméjdban a
transzrukosalis beadashoz. Azokban as ssetekben, amikor a ké-
seitményt tabletta vagy pirula formajaban ordlisan adjuk be, a
készitményt kisgerelhetjillt egy eltévolithatd tetelt palackban. A
kenténereket a megleleld informacidkkal lathatjuk el, azaz példa-
wd, hogy mi a késsitmeény forméja, a gyértd vagy a disstribitor
neve, az mudikacld, a javasolt dozis, & javasolt térolasi kdril-

mények, vagy javasiatok a beadashosz.



Dozisok az alfa-galaktoziddz A készitmeny beaddsihoz

A jelen tal@lmany thrgval képezik tovabbd a Fabry-beteg-
séghen szenvedd betegeknek, a Fabry-betegség atipikus for-
maiban, vagy olyan kdérban szenvedd betegeknelk, akikben az
alfa-galaktoziddaz A-nak csdkkent szinfie vagy mutdns formaja
van jelen, beadott alfa-galakicosiddz A késsitmény beadasi mad-
sgerel. A beadott dazis sldénydsen 0,05-5,0 mg, még eldnydsebben
,1-0,3 mg alfe-galaktozidas A készitmény per testtdmeg kg, &s
ezt hetente vagy kéthetente adjuk be. A fehérjét szabilyos
iddkdzdnként ismételt dizisall a betegnek egész életében kapnia
kell, Bzubkutan injekeidhkat hasznalhatunk hogy hosszabb ideig
fermtartsuk g gydgyseerrel vald szisztémas érintkezést. A szub-
kutan dézis 0,01-10,0 mg, elénydsen §,1-5,0 mg alfa-galaktozi-
ddz A késgitmény per tostidmeg kg, hetente vagy kéthetente, Az
intramuszkuliris injekcidkkal beadott alfa-galaktozidas A késsit
meény dbzisal lehetnek azonosak, vagy lebetnek a szubkutén dé-
zistdl eltérdek; egy eldnyben részesitett megvaldsitasi mod szerint
az intramuszkularis dosisok kisebbek mint a szubkutén injeket-
Gzott dozisok, és ritkdbban adjuk be azokat. Az alfa-galaktozidéz
A készitinényt beadhatjuk intravénasan, szaz példéad intravénas
bolus injekcidval, egy lassan nyomott infravénas injekcidval, vagy
folyamatos intravénas injekeidval. A folyamatos {azaz példaut 2-6
ora hosszan tartd) intravénds inftizid lehetdvé teszi, hogy specifi-
kus szinteket tactsunk fenn a vérben.

Egy alternativ, eléoyben réssesitett megvaldsitasi méd as
alfa-galakioridédz A kisslimény egy betegnek vald beadasdhos

abbdl &ll, hogy az alfa-galafctozidas A késsltménybdl tObb évig,
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akér harom évig, hetente vagy kéthetente beadunk egy elényben
részesitett ddzist, amely 1dd alatt a beteget klinikailag ellendriz-
zOk, és kidrtdkelilGk betegségének sllapotat. A példaul a vese
vagy sziv-funkeiok, vagy a beteg altalanos allapoténak {azaz pél-
daul fajdalom) javuléasa alapjan mért klinikai javuldasok, valamint
a laboratériumi értékek javuldsa, asaz példaul a CTH szintek
cabkkendse a vizeletben, a plasmaban vagy a sedvetekben, hasz-
nalhatd a beteg epészségl allapotinak becslésére. Abban az
esethen, ha klintkal javulds figyvelhetd meg a kezelés utén és az
ellendrzést periddushan, akkor sz sifs-galaktozidds A beadéas
gvakorishgal cstkkentheyjtik, Példaul ha egy beteg hetente kap
injekcidkat egy alfa-galaktozidéz A késsitménybdl, akkor ezt
kéthetl ingekeidzdsra valtoztathatjuk, Egy masik valtozat sgerint,
ha egy beteg kéthetente kap injekcidkat, akkor ezt havi sgyszeri
injekeidzdsra valtostathatiuk. A beadds gyakorisdgénak ilyen
megvaltoztatdsa utdn a beteget (gra évekig, azag példaul harom
&vig megfigvelés alatt kell tartani, hogy meghecsiiljiik a Fabry-be-
tegséghes kaposolodd klindkai és laboratériumi  értékeket. Egy
elényben részesitett megvaldsitdsi mdd szerint a beadott ddzis
nagvsaga nem valtozik meg, ha megraltostatiuk a ddzis bea-
dasénak gyakorisdgat. Ez biztosifia, hogy bizonyos farmakokine-
tikai paraméterek {azaz példaul a maximalis plazma koncentracid
Ul @ maximalis plazma konecentricid eléréséhez szitkséges
W8 [fmax], & plazma felezésd idS {tin], €s az érintkezds, amit a
glirbe alatti terflet [AUQC] alapjdan mértink, viszonylag allands
marad minden egyes beadott dozis utdn. Ezeknek a farmakoki-

netikal paramétersknek a fennmaradésa viszonylag allands
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szinteket eredményez az alfa-galaktoziddz A-nak a receptor altal
a szdvetekbe kdzvetitett felvételében, ahogy a dbzis gvakorisiga
valtosik.

A Fabry-betegség egy atipusos vartansaban szenvedd bete-
get, azaz aky {dleg kardiovaszkularis abnormalitésokban, vagy
vese-probiéméakban szenved, ugyanezekkel a dizistartomanyvok-
kal kezeljtile, azaz kéridbell! 0,05 ~ 5 mg/kg hetente vagy kéthe-
tente. A dozmist az igényeknek meglelelden allifiuk be. Példaul
annak a betegnek az ssetében, ald sziv-varidns fenotipusban
szenved, s alfa-galakiosidéz A ensim-pdtlasi terapiaval kezelnek,
a terdapiat kdvetden megvaliogik a seiv Ssszetétele és javulnak a
keringési funkcidl, Ezt a valtozdst standard echokardiografial

modszerekkel mérhetjlll, amivel ki lehet mulatnd a8 bal

ventrikularis fal megvastagodasat a Fabry-betegséghen szenvedd
betegekndl [Goldman &s misair J. Am. Coll. Cardiol. 7, 1157-

1161 {1986}, A bal ventrikuléris fal vastagsdgal sorozatosan
mérhetilitk schokardiografidval, &8 a ventrikularis falvastaggég
cabkkenése a terapids valaszt jelsl. Az alfa-galskiosidés A
enzimpdtids terdpiat kapott betegeket kivethetjik sziv magneses
rezonancia rezonancia lekdpeséseel (MR As MRE-nek megvan az
a képessége, hogy meg lehet vele beosiiing egy adott szivet relatiy
daszetételét, Példaul a sziv MR Fabry-betegségben szenvedd
betegeknél kimtatia a lerakddott lipidet a szivizsomban, a kontroll
betegekher viszonyitva [Matsui €s misai: Am. Heart J. 117, 472
474 {1988}, Egy enztmpotlassal kezelt betleg sorosatos MRY
mérésdvel ki Iehet mutaini a lipid lerakddas valtozdsat egy beteg

szivében, A vese varidns fenotipusban szenvedd betegek szédméra
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s eldnyds az alfa-galakiozidaz A enzimpdtlas terdpia. A terapia
hatéasa a vesefunkels standard mérésével kivethetd, azaz a 24-
gras vizelet fehérieszint, a kreatinio kilirQilés és a glomerularis
sziirés sebessége alapian. Az alabbi példakat szzal a céllal adjuk
meg, hogy még jobban illusatrdljuk a jelen taldlmany elényben
résgesitett megvaldsitast modjait. Ezek a példak semmiképpen
nem korlatozzak a jelen waldlmanynak a csatolt igénypontok éltal

definidlt oltalmi korét,

1. Példa

Ag alfa-galaktozidaz A belultatisira és expresssalasara tervezett

konstrukoisk kdssitése &8 hasendlata

Két expresszids plasmidot készitettlink, a pXAG-16-0t és a
pXAG-28-at. Eszek a plazmidok tartalmaznak humén alfa-galak-
tozidaz A cDNS-, ami az alfa-galaktozidaz A enzim 389 aming-
saviat kodolja {ax alfa-galakinzidar A szigndlpeptid nélkilll; a hu-
méan ndvekedési hormon (hGH! szigndlpeptid genomidlis DNS
szekvencidjat, amit a humdn ndvekedési hormon gén slsé
intronja szakit meg €8 a human ndvekedést hormon gén 3" nem-
transeldlodo szekvencigjat (UTS), ami tartalmaz poliadenilezdst
szigndlt. A pXAG-16 tartalmasza a humén citomegalovirus
kdzvvetlen korat {CMV IE} promotert és az elsd intront {amit nem-
kédold exon szekvencidk hatarolnak], mig a pXAG-28-at a kolla-
gén ol promoter és l-ex exon hajfja meg, valamint tartalmasza
a B-aktin gén & UTS-t, ami tartalmasza a f-aktin gén slsd

ntrongat.




1.1 A komplett alfs-galaktozidiz A cDNS klénozasa, s a

oXAG- 15 alfa-salalttozidés A expresszias nlazmid készitése

A humén alfz-galakiozidaz A cDNS-t huméan fibroblasst
cING kényvtarbdl kldnoziuk, amit sz alédbhbiak szerint allitottunk
eld. A poli-&* mRNS- Jssa-RNS-bol izolaljuk, majd a ¢DNS ssin-
tézisét a lambda Zapll rendszervel hajfuk végre, a gyartd
utasitasal szerint Stratagene, Ladolla, CA). Roviden, az .elsé
szal” cDNS-t reverz transskripeidval allitjuk eld, oligo-dT primer
jelenlétében, ami egy belsd Xhol restrikeids hasitdst helyvet tartal-
maz. ENaz H-val vald kezelés utén a ¢DN8 nick-transziacidcha
visszitk, kétszddty cDINS eldallitdsa célabdl. Ext a cDNS-t T4 DNS
polimerdzzal tompavégiive tessattk, majd EcoRl adaptorakhoz H-
galjuk. Ennek a ligalasnak a termekeit T4 DNS kindszal kezeljtik,
majd Xhol restrikcits enzimmel emésetiik. A cDNS-t Ssphacrvl-
00 kromatografiaval frakciondliuk. A nagy és kiizepes méret(y
frakeidkat egyesitjlik, &s a cDNS-t EcoR! és Xhol restrikcids
enzimekkel emésgtett Lambda Zapll karokhoz lgaljuk. Ennek ¢
ligaldsnak a termékeit azutén pakoljuk &s titerét meghatirozauk.
A primer kar titere 1,2x107 pfu/ml, as atlagos insgert mérete 925
bazispar.

A human alfz-galaktozidas A gén {1. dbra, 1. sg&ams ssek-
renciavazlatl 7-es exonjanak egy 210 basispdr méret(l probajay
hasznaljuk a cDNS izclalasara. A prébat magat genomidlis DNS-
bal isolaltuk polimerdz Wncreakeidval, az alabbi ohigonuklestidok
alkalmazdsgval:

SCTRGGCTGTAGUTATGATAAAC-3  {l-es  oligonukieotid, &.

szam szekyvencial &s
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S-TCTAGUTGAAGCAARACAGTG-3”  {Z-es  oliponukleotid, 7.
szamu szekvencial.

A polimerds lancreakeid termékdt hassndljuk azutin a fibroblaszt
cDNS kdnyvidr atvizsgalasdra, s poezitiv kidnokat isolaljuk és
tovébb jellemesziik. Az egyik pozitiv kidnt, a 34 fagot a lambda
Zapll rendszger excizids protokeollnak vetettlk ald (Stratagene,
Inc., La.dolla, CAlL a gyartd ulasiidsal sserint, BEzzel ag eljdrassal
kaptuk a pBSAGS3A plazmidot, amyd az alfa-galaktozidas A cDNS
szekvenciat tartalmmasea a pBluescriptSK™ plazmid gerincben. A
DNS szekvenalas kideritetie, hogy o2 a plazmid nem tartalmeazea
a cDNS szekvencia teljes 57 végét, Ezért ag 5 véget & human ge-
nomidlis DNS-hol amplifikalt polimerdz lancreskaid fragmenssel
allitottuk  helyre. Ennek végrehajtdsdhor egy 268 bazispar
mérett genomialis DNS fragmenst {3, abra, 3. szédmu szekvencia-
vaziat} amplifilkaljuk, az alabbi oliponukieotidok hasznalataval:
S5ATTGGTCCGCCCCTGAGET-3 {3-as oligonuklectid, 8. szamG
szekvenciavaziat} &s

STGATGCAGGAATCTGGOTCT-37 (d-es oliponukleotid, 9. szamt
szekvenciavaziatl

Egt a fragmenst szubkidnosgzuk egy TAY kidnozd plazmidban
{Invitrogen Corp., San Diego, CA}, hogy megkapiuk a pTAAGE]
plazmidot. A pBRAGRA plammidot, ami az alfg-galaktozidéz A
cDNS szekvencia legnagvoebb részél tartalmassa, €8 a pTAAGE]
plasmidot, ami az alfa-galakiozsidadz A cDNS 5 végét tartalmazza,
egyvardnt Sacll &s Noeol restrikoiés ensimmel emésztjlik, Az amp-
lifikalt DNS fragmensben levd relevins Sacll és Neol hasitéasi

helyeket a 2. Abréan mutatjuk be. A pTAAGET plasmidbdl izolaljuk
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4,2 kilobazis mérett Sacli-Neol fragmenst, &s ag ekvivalens
mbdon emdsztett pBSAGRA plazmidba Hgdljuk. Ez a plasmid, a
pAGAL tartalmazza a komplettt alfa-galaktoziddz A cDNS szel-
vencial, beleértve as alfa-galakiozidas A szignélpeptidet tartalma-
z0 szekvenciat is. A cDNS-t teljesen ssekvendltuk {lasd a 3.
abran, beleérive az alfa-palakiosidds A szigndlpeptidet is; 3.
szamG ssekvencigvasiat], &s ebbdl kidertlt, hogy azonos a human
alfa-galaltozidés A cDNS publikalt szekvencigjaval {Genbank
HUMGALA szelvencial.

& pXAG-16 plazmidot ssdmoes intermedieren keresatdd allit-
juk 216, az alébbiak seerint. Eldssdr, o pAGAL plazmidot Sacll és
Xhol restrikcids  ensimekkel emésztilk, majd tompavéglivé
alakifjuk Af. Masodszor, a komplett aifa-galaktozidas A cDNB
végeit azr Xbal lnkerskhesr Hgaljuk, majd az Xbal restrikeids
enzimmel emésziett pEF-BOS plazmidba [Mizsushima €s misai:
Nucleic Acids Ressarch 18, 33232 (1990} szubklénozzuk, igv
kapjuk a pXAG-1 plazmidot. Ez a konstrukeid tartalmasza a hu-
méan granulocita telepserkentsd faktor {G-C8F) 37 UTS-t, és a hu-
man elongéacits faktor-ia (EF-1a) promotert, ami az alfa-galakto-
zidéz A-t plusz az alfa-galakiosiddz A szignalpeptidet kodold
cDINS hatarol, oly modon, hogy az alfa-galaktozidéz A ¢cDNS 5
vége ag EF-la promoterhes van fOzionaltatva. Egy olyan konst-
rukcidnak sz elédliitasdhios, ami tartalmasza & CMV IE promotert
&3 az slad intront, az alfa-galaktosiddz A cDNS-t és a G-CSF 37
UTS-1 epy 2 kilobizis mératd Xbal-BamHI fragmens formé&idban
eltdvolitfuk a pXAG-1-bél A fragmenst tompavégivé tesszik,

BamHi linkerekhez Hgaljuk, majd BamHl restrikeids ensimmel
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emésstett pCMVilpNeo plazmidba {amit as alabbiakban ismerte-

tett modon allitunk eld) inszertéljuk. Az orientécidia olvan, hogy

az alfa-galakiozidéz A cDNS §7 vége van Nzicndltatva a UMV IE

promoter régidhoz.

A pCMFiipNen plazmidot az alabbiak sserint allitjuk eld.
Egy CMV IE gén promoter fragmenst polimerdz &ncreaskeidval
amplifikdlunk, templatkdént & CMV genomidlis DNS-t hassnalvs,
és az 3 -TTTTGGATCCCTCGAGGACATTGATTATTGACTAG-3" {10.
szamu szekvenciavaslat] valamint ag 5 -TTTTGCATCOCGTGTCA-
AGGACGOTGAC-3™ {11, szédmiy szekvenciavazlat] oligonukleotidot
hasznalva primerként. A kapott terméket {egy 1,6 kilobdzis
méret fragmens} BamB! restrikcios ensimmel emésziiik, igv
kapunk egy CMV promotert tartalmazd fragmenst, tapadés
BamHI végekkel A neo expresszids ggységet a pMCIneopa plaz-
midbdl {Stratagene Inc., Ladolla, CA} izoldljuk egy 1,1 kilobészis
mérettt fragmens formdjdban. A CMV promotert és a neo frag-
menseket tartalmazd fragmenseket egy BamHl és Xhol restrikei-
&3 enzimekkel emésstett plasmidba {pUCIZ} Hgaljuk. Figyelemre
méltd, hogy a pCMVilpNeo tartalmazer & UMV IE promoter ré-
gidt, ami ag 546-0s nukisotidngl kesdodik, és a 2105-8s nukleo-
tidnal végzédik Genbank HSSMIEP szelvencial, és a neomicin-
rezisztencia gént a herpes simplex virus (HSV) timidin kindz pro-
moter {a Thneo gén} hajtia meg, klsvetlendl a & posicidéban a
CMV IE promoter fragmenshez viszonyitva, A neo gén transs-
kripeiGjanak irénya ugvanaz, mint a CMV promoter fragmensé.

BEonek az intermedier konstrukeionak a pXAG-4 jeldiést adtuk.



Ahhosz, hogy & hGH 37 UTS-L hoszdadjuk, a GUSF 37 UTS-t
egy Xbal-Bmal fragmens forméjdban eltdvolitiuk a a pXAG-4
plasmidbél, maid a pXAG-4 plazmid végeit tompa végekké alakit-
juk. & hGH 37 UTS-t egy 0,6 kilobdazis méret EcoRI-8mal frag-
mens formajaban tavelifuk el a pXGHS plazmidbdl [Selden és
fragmenst tompaveg(l fragmenssé vald alakitasa utén a pXAG-4
plasmidba lgaliuk, kdevetlen(il a pXAG-4 tompavégivé tett Xbal
hasitési helye utan. Ennek az intermediernek a jelzése pXAG-7.
Ebbél a plasmidbdél egy HindUi-Clal fragmens forméjaban
eltdvolifjuk a Tkneo fragmenst, & a plazmid végeit tompa
végekke alakifuk &t a DNS polimerdz | Klenow fragmensével
Seltolive” azokat. Az SV40 koral promoterrel meghajtoit neomi-
cin-rezisgiencia gént egy tompa végy Clal-BesmBl fragmensbs I
galjuk, ami a pchDNen emésztésébd! szdrmazik [Chen és misat
Molecular & Celludar Biclogy T, 2745-3752 (1987}, eszel a neo
transzkripoiés egységet ugyanabban az orientéacidban ethelvezve,
mint ag alfa-galaktosiddz A transskripoids egységet. Ennek az in-
termediornel a jelzése pXAG-13.

A pXAG-16 toljes elkdssitéschez, amiben van 26 aming-
savbal allé hGH ssignalpeptidet kddold szekvencia, és a hGH gén
elsd intronga, a pXAG-13 plazmidnak egy 2,0 kilobdzis méret
EeoRI-BamH] fragmensét eltavolitjuk, Ex a fragmens tartalmeazes
az alfa-galaktozidéz A cDNS-t és a hGH 37 UTS-t. Ezt a nagy frag-
menst 3 fragmenssel helyettesifjik. Az elzd fragmens tartalmazza
a pXGHS egy 0,3 kilvbazms méretl polimerdas lancreakceid

termékeét, ami tartalmazza a hGH ssignalpeptidet kddold szek-
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venciat €s tartalmazza a hGH elsd intron ssekvenciajat, egy szin-
tetikus BamHI hasitast helyté], amd kdzvetlentl a konssenzus
Kozak ssekvencia 210tt {upstream) helyezkedik e, a hGH szignal-
peptidet kddold szekvencia végeig, Az aldbbi oligonukleotidokat
haszondljuk ennek a fragmensnek {I-es fragmens) ag amplifi-
kalasara: 5 -TTTTGGATCCACCATGGCTA-Z” (HGHIOT oligonuk-
feotid, 12, szamG szekvenclavaglatl és 5 -TTTTGCCGGCACT-
GUUUTCTTGAA-Z (HGHI02 oligonukieotid, 13, szémd szekven-
ciavaslal). A masodik fragmens egy 0,27 kilobazis méreti polime-
ras lancreakeid termek, ami olyvan szekvenciakat tartabnaz, amik
megfelelnek a 388 aminosavbdl alld alfa-galakiosidéz A enzimet
kédolé cDNS starthelyének {azaz hidnyuk belfle az alfa-galakto-
zidaz A seigndlpeptid) az Nhel hasitasi helyig. Az aldbbi oligonuk-
leotidekat hasmaljuk ennek a fragmensnek {Z-es fragmens) as
amplifikdlasdra: 3-TTTTCAGCTGGACAATGGATTGGC-3 (AGIO
oligonuddeotid, 14. szémi seekvenciavéziat) és 5-TTTTGCTAGC-
TGGCGAATCC-8" {(AG1Y oligonukiectid; 1S5, széamu szekvencia-
vaziat]. & harmadik fragmens tartalmazza a pXAG-7 Nhel-BEooR]
fragmensét, ami tartalmazza az alfa-gelaktozidaz A szekvencia
tObbi részét, valamint a hGH 37 UTS-t {3-as fragmens).

Az l-es fragmenst {BamHl és Nael restrikeids enzimekkel
emisstve], a Z-es fragmenst {(Fvull éx Nhel restrikeids enzimekkel
emesgtve], valamint a 3-as fragmenst 2 pXAG-13 plazmid 6,5 ki-
lobazis méretly BamHI-EcoRI fragmensével keverflik Sssze, ami
tartalmazza a neo gént és a CMV IE promotert, maid eseket §i-

gélva kapjuk a pXAG-16 plazmidot &, abra).
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1.2 A pXAG-28 allp-galakivzididz A expresszios plazmid

kissitése

A huméan kollagén o2 promotert as alédbbiak szerint
izoldliuk a pXAG-28 alfa-galaktozidas A exprosszids konstruk-
ciéban vald felhasznalashoz. A human genomidlis DNS sgy 408
bazispir méretl polimerds ldncreakeld ragmensét, ami & human
kollagén ol promoter sg yrészét tartalmazsa, az aldbbki olign-
nukiestidok alkalmazdsaval isolaljuke
S-TITTGGATCCOTGTCCCATAGTGTTTOCAA-R (P2-es oligonuk-
leotid, 16, se&mt spekvenciavéasiat); s
S5T-TTTTGGATCCGCAGTCOTGGCCAGTACC-3" {(T3-as  oligonuk-
feptid, 17. ssdmy seekvenciavasiat.

Ezt a fragmenst hassndljuk egy human leukocita kdnyvtar
{ax EMBLS-ban} dtvissgdlasara {{Clontech, Palo Alto, CA}L Epy po-
sitiv kldnt (TH fag) izolaltunk, ami egy 3,8 kilobazis mérett EvoRl
fragmenst tartalmaz, majd Spel restrikcids enzimmel emésztety
PpBSHSKY plazmidba €pitjik be, ami a pBSIUSK+ polilinkerbe ha-
sit, majd JSeltdlgok” a DNB polimeraz [ Klenow fragmensével, és
beépitiik az 5-CTAGTCCTAGGA-Y oligonukieotidot {18, szamt
szekvenciavasiat]. A pBSHSK+-nak ezt a variansat BamHl és
Avrll restrikeids enzimekiel emésatifik, majd az eldésdkben ismer-
tetett eredeti 408 bizispér mérett kollagén 1l promoter polime-
raz ldncreakeid fragmensnek a 121 bdzispdr mérett BamHI-Avrll
fragmensébe lgaljuk, iy kapjuk a pBS/ 121COL.6 plazmidot.

A pBS/IZ2I00LE plazmidot Xbal restrikcids enzimmsl

Leltdiguk”™ a DNS polimeras ! Klenow fragmensével, és Avrll



restrikeids enzimmel emésztitk. A pBS/7.2 plazmid 3,8 kilobazis
merettt BamHL-Avell méret fragmensét zoldliuk, majd a BamH}
hasitasi helyet Klenow enmimmel keselve tompavéglivé tesseik. A
fragmenst azutan Avril restrikcids ensimmel emésztiik, és az
Avril restrikeids enzimmel emésziety vekiorba ligaljuk, szzel 16t-
rehozva a pBS/ 121bpCOLTH. 18 kollagén promoter plasmidot,

Ezutan a kollagén promotert fasiondliagjuk a humaéan B-
akiin gén 5" UTS-ével, ami tartalmazza a humdn B-aktin gén elsd
intronjat. Ennek a spekvencidnak az izoldlasdra sgy 2 kilobazis
mérstit polimerads Woncreakeid fragmenst oldlunk humaéan geno-
mialis DNS-bdl, az alabbi oligonuklectidok hasmndlataval:

37 TTTTGAGCACAGAGCCTCGUUT-3" {BAD oligonukleotid, 19.
szémt szekvenciavazial} és

3 TITTGGATCCOUTGAGUTGUCGAGAATAGUC-3” {(BAZ oligonuk-
leotid, 20, szam sgekvenciavasiat).

Ezt a fragmenst BamHl és BsiHEAL restrikcids enzimekkel
emésstitik, hogy felszabaditsuk a §-aktin § UTS-t és intront tar-
talmazd 0,8 kilobasis mérett fragmenst. Ezutan sgy 3.6 kilobazs
meéreth Ball-Sril fragmenst ivolalunk a pBY/ 121bpCOLH 18 kol-
lagén  promoter  plezmidbdl, az  al&bbigk  szerint a
pBS/ 121bpCOLH. 18 plazmidot résglegesen emészijitk BamHI
restrikeigos enzimmel {a BamHI hasitési hely a kollagén 12 pro-
moter fragmens 57 végén taldlhatd), majd Klenow fragmenssel
kezelve tompavégiive fessalk, és a Sall nkerhes (5-GGTCG-
ACC-37) ligaljuk, ezzel egy Sall hasitasi helyet helvezve el a kolla-

gén 1ol promoter elé {upstream). Bzt a plazmidot azutdn Sall és



Sril restrikeids enzimekdel emésatiik {az Srfl hasitasi hely 110
baszisparral a kollagén ol promuter CAP helve eldtt], majd
izolajuk a 3,6 kdobazis méret fragmenst. A 1,8 éx 3,6 kilobaszis
méretll fragmenseket Sall &s Bam¥l restrikcids ensimelkel
emésztett pBBIUSK plasmiddal {Stratagene Ine., Ladolla, CA
kombinaljuk, valamint egy olyan fragmenssel, amit az alabbi
négy, egymashoz llesztett oligonuklentidbol allitunk Sssze {szzel
egy tompa €8 egy BeiHKAL végh fragmenst hoeva 1étrel:

3 GGGLCCLCAGCCCCAGCLOTCCCATTGO TG GAGGCCOTTY-
TGGAGGUACCCTAGGGUCAGGAAACTTTTGCCGTAT-3”  {COL-1
aligonuklestid, 21, szém( ssekvencia),

57 AAATAGGGCAGATCCGGGUTTTATTATTTTAGCACCACGGLC-
GCCGAGACCGCGTOOGCCCOGCGAGCA-R {COL-2 olignnukieo-
tid, 22, szam( szekvencial,

57 TGUCCTATTTATACGGCAARAGTTTCCTGGCCCTAGGOTGLC-
TCCAAAAGGOCCTCCACCAATGGGAGGGUTGGGGCTGGEGGCC
C-37 {COL-3 olignmukdeotid, 23, s28m0 szekvencia) és

3 CGLGGUGLGGACGUGGTUTCGGUGGCCGTGOTGOTAAAAT
AATASMAGCCCLGGATC-37 JCOL-4 oligonukleotid, 24. szémi szek-
venoeial.

Ez a négy oligonukleotid sgymashoz illesztve megfelel a kol-
lagén promoter Srfl hasitdsl helyénédl kesdddd régidnak, és
tovabb folytatédik a P-aktin promoter BsiHKAI hasitasi helyén
kereszitiil. A kapott plazmid jeldiése pCOL/ B-aktin.

Ahhoz, hogy teljsesd tegylik a pXAG-28 késeitésdt, izoldliuk

a plOL/ f-aktin Sall-BamH! fragmensét, ami a kollagén 1a2 pro-
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motert és a f-sktin 5 UTS tartalmazsa, Ezt a fragmenst &
DXAG-16-b6 szarmazd két fragmenshez Hgaljuk {asd sz 1.1
pondot €s a 4. abrath 1} a §,0 kilobazis mérett BamHI fragmens
{ami tartalmazea a neo gént, a plasmid-gerincet, a 398 aming-
savbél alld alfa-galaktozidiz A ensimet kbdold cDNS-t és a hGH
37 UTS-Y; és 2} a 0,3 kilobazis méretti BamHI-Xhol fragmens
(ami tartalmazza a peDneo-bdl szérmasd SVI0 poll A szekven-
ciat), A pXAGES tartalmasza a kollagén [u@ promotert a human §
~aktin & UTS-hez flsionaltatva, & hGH ssigndlpeptidet {(amit
megszakit a hGH elsd intronjal, az alfa-galalktozidds A enzimet
kédold cDNS-1 és a hGH 37 UTS-1. A teljes pXAG-29 expresszios

konstrukeid térképét az 5. abran mutatjuk be.

1.3 As alfa-galaktozidas A expresszids plasmiddal elekiropo-

réalt fbroblassiok transefekeidia s szelekeidia

Abhoz, hogy ag alfa-galaktozidaz A-t fibroblasstokban exp-
resszaltassuk, szekunder fibroblasstokat tenyésztiink és transz-
fektalunk & publikdlt eljdréasoknak megleleléen {Selden és
munkatarsai, WO 937092232},

A pXAG-13, pXAG-16 és pXAG-28 plazmidokat elektropora-
cigval transsfektdljuk huméan fityma Hbroblasztokba, hogy sta-
bilan transsfektdlt klonalis sejt tdreseket generdljunk, majd a
kapott alfa-galalktozidds A expresszids szintet az 1.4 pontban
rsmertetett modon kévetjiik. Az alfa-galaktoziddz A normal fityma
fibroblasztokban valé expresszidja 2-10 epység/10% sejt/24 dra
tartomanyvban van, Ezzel szemben, a transsfektdlt fibroblasztok

atlagos expresszios szintiét a 2. tablazatban mutatjuk be.



2. Tablazat
Atlagos alfa-galaktozidaz A expresssids ssintek

{ + standard deviacié)

XAG-13: 420 £ 344 E/ 108 seit/nap
N=26 klonalis tores

tartomdany 3-1133 E/ 108 seitina
A ¢ 2Ly 2

pXAG-16 2051 + 1203 E/ 108 sejt/nap
N=34 klonalis tdres

{tartomany 4225200 E/ 108 sejt/nap}

pXAG-28 141 £ 131 E/10% sejt/nap
N=38 klonals tdres

{tartomény 20-616 E/10¢ sejt/nap)

Hzek az adatok ast mutatidk, hogy mindhdrom exprosszids
konstrukcid képes tibbszirdsére ndvelni az alfa-galakiozidaz A&
expresszitiat a nem-transziekialt fibroblasst tOreseklel dsszeha-
sonlitva, A pXAG-13 plazmiddal, ami az alfa-galaktozidas A-t az
alfa~-galaltozidas A szigndlpeptidhesr kaposolva kédolia, stabilan
expresszalt fibroblasztokban az expresszid szintje szignifikansan
alacsonyabl, mint a pXAG-16-tal {ransziektdlt Ghroblasztokban,
ami czak abban tér el az eldedtd], hogy a szignalpeptid a hGH
szignalpeptid, aminek a kédold ssebvencidjat megssakitia a hGH
gén elad intronja.

Valahanyszor a transziekialt ssiteket dtoltjuk, a kivélasstott

alfa-galaktoziddes A aktivitdst meghatarozauk, a8 sejtekst
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megszamlaiuk, €s kszadmitjuk a sejitstriséget. A begvjiét
sejtek sgams és sz alfa-galaktosiddz A szekretdléséra adott 1d8

alapian meghatérozauk a specifikus sxpresszids ratat, és a 3. va-

lamint a 4. tablazatban seekretdlt alfa-palakiozidds A egvségek

per 10% sejt per 24 6ras periddus formajdban adjuk meg.
Azoknak a sejt tirzseknek, amik a pénterapidhoz, vagy az alfs-
galaktoziddz A tisstitésara hassnall anvag sléallitasahoz megfelel-
nek, tibb atoltds utén is stabil ndvekedést és expresszist kell
mutatniuk. & 3. és 4. tablazatban bemutatott sejt idresekbdl
szarmazd adatok, amely téresek stabilan transefektdlva vannak a
pXAG-16 expresszios konstrukcidval, Mlusstraljdk azt a tényt,
hogy az alfa-galaktozidaz A expresseid stabilan fennmarad t8bb

atoltas utan is.
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3. Tablazat
A pXAG-10 alfa-galaktozidaz A expresszids konstrukeidt

tartalmasd BRE-11 sejtek ndvekedése és expresssidia

Atoltas Expresszit Sejtsiurliséy
{egysdg/ 10° sejt/ 24 dra) {seitfom®)
13 2601 4, 80x 104
14 1616 G 40x 108
15 3585 § 8= 10

4. Tablazat
A pXAG-10 alfa-galaktozidas A expresszids konstrukeidt

tartalmazd HP-503-342 sejtek ndvekedése és exprosszidia

Atoltas | Expresszid Sejtstirtiség
| {eavseg/ 108 sejt /24 ara} {seijt/cm)
S 4069 2 80x104
& 7585 3,55# 109
7 5034 2,48x109

1.4 Az alla-palaldoniddz A expresszid mennviségl meghatda-

Az alfa-galakiozidaz A aktivitast a vigoldhatdé $-metilumbel-
fH{eril-o-D-galaktopirancziddal ssubsstrattal ménidk @4-MUF-gal;
Ressarch Products, Inc} az loannou és munkstarsal daltal publ-
kalt protokodll mddositésaval {loannou és mitsal: Journal of Cell
Biology 119, 1137-1130 {1993}l A szubsziratot sgubsstrat pud-

ferben oldjuk {0,1 mol/] citrdt-foszfét, pH=4,6}1, 1,69 mg/ml {5



mmol/} koncentracidban, Altalaban 10 ml tenyészet feliiltssst
adunk 75 ml szubsstrat oldathoz. A cosfvelet lezériuk és 60
percig 37 *C-on tarfjuk. As inlaubaciés periddus végén 2 mmeoel/l
ghicin-karbonat puffert {130 ocomol/! glicin, 83 mmol/1 natrium-
karbonat, pH=10,8} hasznalunk a reakcid ledllitasdra. Az egyves
mintak relativ fluoreszeencigiat TRO100 fluorométerrel {Hoefer
Scientific lastruments} meéritik, aminek rdgzitett, 365 nm-es
gerjesztdel hullamhossea van, és rigeitett, 460 nm-es smissziés
hullamhosszgon mér. A mintékban mért értékeket 1 mmol/fl
matiiumbelliferon {Sigma Chemical Co.} thrzsoldatbél késsitett
standardokkal hasonliffjuk dssze, &8 kissdmitjuk a hidrolisglt
szubszirdt mennyiségét., Az  alfa-galabtozidaz A alctivitast
egységekben fejezelk ki) egy egvség alfa-galaktozidaz A aktivitas
ekvivalens sgy nanomdl spubsstrat dranként vald hidrolizisével
37 °C-on. A sgjt-expresszids adatokat altaldban ssekretalt alfa-
galaktozidéz A aktivitds/ 100 sejt/24 dra egységekben fejezsiik ki
A sejtiizatumokban €5 a kiddnbizd alfa-galaltozidas A tisstitasd
lepdsekbdl (laad as al@bbiakban} vett mintékban az alfa-galakto-
zidds A aktivitdsanak mérésére szintén esgt a mébdszert hass-

naljuk.

1.5 Génaktivalt alfa-galakiosidaz A {GA-GAL) késsitése
A génaktivalt alfa-galaktozidér A {GA-GAL} elgallitdsghoz

szabalyozd €s strukturalis DNS szelbvencidkat épitiink be a hu-
man alfa-galaktozidaz A kédold szekvencia elé, a GA technoldgiat

hasenélva, amit lEnyegében az 5,733,761 szamu Amerikad

Egyestdt Allamok-bell szabadalmi leirdsban ismertetnek, amely



publikaciot a tovabbiakban referenciaként kezellink. A génalkti-
vald szekvencia pontos beszirdsa homeldg  rekombinécid
eredménye, ami a transzfektalt DNS fragmensen leve DNS 85 a
humaéan sejtben az alfa-galaktozidaz A 18kusz eldit levd genomialis
NS szekvencia kozdtt jatssddik le. A génaktivals szekvencia
maga is tartalmaz ogy alfa-galaliozidds At kiédold szekvenciat,
egiszen & smignalpeptid szekvencidig, de azi mar nem tartalinasz-
za. Aktivalt alla-galakioziddz A Iokuszt tartalmazd sejteket
izolaltunk, és gydgyszer hatdanyag szelekcidnak vetstttk ald,
hogy t6bb alfa-galakioaidas At termeld sejteket izolaljunk.

Egy célzd DNS szekvenciat, ami egy megleleld génaktivalds
szekvenciat tartalmas, elektropordcidval juttatunk be human
gazdaseit vonalakba, Az egyile ilven sejtvonal a HT-1080, egy
hitelesitett sejtvenal, ami az ATCC-18] szerezhetd be {Rockville,
Marviand}. A pGA213C ginaktivald plasmidot, ami ilyen DNS
fragmenst tartalmaz, a 8. &bran mutajuk be. Bz a plasmid olyan
szekvenciakat tartalmas, amiket arra tervestiink, hogy aktivaliak
az endogén alfa-galaktozidaz A 8kuszt & gasdaseft vonalban, és
tartalmaz ssignalpeptidet kddold szekvencidkat, de nem tartal-
maz human alfa-galaktozidas A-t kodold ssekvenciakat, A cdlzd
konstrukcidk tartalmasznak expresszids kazettdkat a balterialis
new &s egér dhir génekhes. Bz lehetdve teszi a stabilan integra-
1646 célzd fragmensek szelektdldsdt {a neo gén hasmndlataval) és
az ext kivetd szelekeidt a dhir gén hassndlataval, a lépésenkénti
metoirexat (MTY] szalekeide mddssert hasznalva.

Emellett 2 pGARI3C tartalmaz olvan szekvencidkat is,

amiket erra terveztiink, hogy az endogén alfa-galakioziddaz A
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idkusz elott levd kromoszdémalis seekvencidkat célozzék meg ho-
maoldg rekombinacidval. Az endogén alfa-galaktozidaz A Bkuss €s
a pGAZ13C 9,6 kilobaziz mérety fragmense koedttt homoldg re-
kombindciot a 10, dbran mutatiuk be,

A pGARISC plazmidot abbdl a oélbdl allijuk eld, hogy az
alfa-galaktozidéds A iniciddd metionin kodonjdhoz viszonvitott -
1183-as posicidtsl a -223-ex pozicidig lerjedd 962 bazispar
meérett genomidlis szekvencidt kivagjuk, awmikor a pGAZI3C
fragmens homuoldg rekombindlodik az X kromoszdma alfa-galak-
tozidaz A 16kuszaval, Az alfa-galaktozidaz A Iokuss transzkripoios
aktivalasa a kiilsé ssabalyozd-ssgekvencidknak az alfa-galaktozi-
daz A koédold régidba vald pontos becdledsdval jatszddik le. A
kapott GA-GAL lokusse ckozza az inicidcionak CMV promoterrdl
vald transzhripeidjal, ami a CMV l-es exonon, ag aldoldsz
intronon &s az alfa-galaktozidds & kédold szekvencia hét exonjan
€s hat intronjan keressttl fut. A GA-GAL mRNS transzlidcidia pre
GA-GAL-t eredményes, harmincegy aminosavbol alld ssigndlpep-
tiddel. A gpazdasejtbdl vald szekréoid soran a szigndlpeptid
lehasad. A pontosan becélzott sejtvonalakat eldssfr polimerdsz
lancreakeidval azonositjuk, amivel az GA-GAL mRNS-t keressiik,
A GA-GAL mRN&-t termeld kidnokrdl az iz kiderdl, hogy
enzimatikusan ektiv alfa-galaktosidas At ssekretdinak a te-
nyésatd kizegbe. A oflzdsd cseményt ezutan a2 genomidlis DNS
restrikcifs ensimes emésztésével &s Southern blot hibridizacidia-
val igazaliuk.

A seiteket Epésenként ndvekvd metotrexat {(MTX"} szelek-

civnak vetjtk ald. A 0,05 pranl/l MTX-ben végeett szelekeid utan
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sejtek egy klonjat izol&ljuk, majd 0,1 pmol/1 MTX szelekcidonalk

vetjtk ald. Ebbdl az eljardsbal 0,1 wwol/l MTX-re rezisztens
sejtek pool-jat kapjuk {(RAGOO1), amit tenvésstetben szaporitunk

&g jellemaeiink,

2. Példa

alfa-galaktozidéas A tisstitas

Az alabbiakban ismertetett eljards egy elénvben résgzesitett
eliaras az alfa-galaktozidas A eléallitdsdra, tsztitiséara és teszte-
lesere. A tsztitasi eljaras az alfa-galaktoriddz A-t oldhatd, aktiv,
természetes formaban tarfia a tsutitds sordn. A fehériét nem
hogzuk érintkezésbe szélsdséges pH-val, szerves olddszerekkel
vagy detergensekkel, nem szenved proteclitikus hasaddst a tHszti-
tas eljaras soréan, és nem képez aggregdtumokat. A tsetitas olig-
rést Ggy tervezik meg, hogy ne valloztassa meg az alfa-galakto-

zidaz A glikoformak elosziasat.

2.1 Az alfa-~salaktozidas A Hsztitdss

A 2.1 fejezetben azt llusziraljuk, hogy az alfa-galaktvzidaz
A kézel homogenitisig tisztithatd a tenyésztett huumén sejt
thresek {amiket stabilan transzfektaliunk az enzim sldallitasdhos)
kondicionalt kizegébsdl, amiben egymas wén & kromatografias
lépést haszndlunk. Az 8t Epésben klldnbded elvalasztasi slveket
haszgnalunk, amik az enzim eltérd fizikal tulajdonsigait hasz-
naljak ki, hogy az alfa-galaktoziddz At clvilasszdk a szennyezd
anyagoktsl. Ide tartozik a hidroldb kdlesdnhatéson alapuld

kromatografia butil Sepharose-on, az ionos kdlcsénhatason
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alapuld kromatografia hidroxiapatiton, az anioncsergld kromato-
grafia @ Sepharose-on, €s a méretkivarases kromatografia
Superdex 200-on. Amellett, hogy a tisztitasi eljdréds utolsd épése,
a méretkizdrasos kromatografia hatdsos esskézt biztosit a tiszti-

tott fehérje kiszareléssel kompatibilis pufferbe vald jultatidsdra,

A A Butvl Sephareose kromatografia haszndlata  elss

Endsként ax alfa-galakinzidas A tisstitdsa soran

1,34 Hter hideg, kondicionalt taptalajt centrifugiléssal tisz-
titunk, magd Atsetrink egy 0,45 pme-es celluldz-acetat pufferen,
Tvegszal eldeslivtik alkalmazdsaval. Kevertetés kizben a hideg,
megsairt kdseg pH-1&E §5,6-ra &llijuk, 1 mol/l sdsav cseppenként
toridnd hozedadasaval, majd amménium-szulfatot adunk hosza
0,66 mol/l vigkoncentracidban, 3,9 mol/l ultratissta térescldat
{zeobahdémérsékiet] cseppenként tSrtdnd  horzdaddsdval. A
kizeget tovabbi 5 percig 4 °C-on kevertefiiik, sz eldzdkben ismer-
tetett médon megszinitk, majd Butyl Sepharose 4 Fast Flow osz-
fopra vizsselk 81 ml az ossloptérfogat, 2,5416,53 om; Pharmaoia,
Uppsala, Svédorszagl, amit 10 mmol/l MER-TRISZ oldatial {A
puffer, pH=56, 05 wmeol/l amméoium-zzulfatot tartalmag)
hozunk egyenstlyba. A kromatografiat 4 “Ceon hajtjuk végre egy
Gradi-Frac™ System-en {Pharmacia, Uppsala, Svédorszag), amit
in-line UV detektorral {280 nm} &s vezeldképesséy monitorokkal
szereltiink fel, hogy megbeestGlitk az dssz-fehériét és a sdkon-
centracidt, Miutdn a mintat 10 mi/pere sebességpel felvitttk az
oszlopra, az osgopot 10 ossloptériogat A pufferrel mossuk. Az

alfa-galaktozidas A~ a Butyl Sepharose ossloprdl 14 ossloptério-



gatnyi A puffertdl {ami ammdénium-szulfatet tartalmazy 10
mmol/l MES-TRISE, pH=5,6-1g (nincs benne ammdnivm-seuliay)
terjedd linedris gradienssel eludfjuk, A frakcidknak 4-MUF-gal
esszével vizsgaljuk az alfa-galaltoziddz A aktivitésat, majd a
megleleld enzimaktivitast mutatd frakeidkat egyesititik. Amdnt az
a 8, &brdan és a testitds dsszefoplaldéban (5. tablézal) athatd, ez
a lépds a szennyezd fehdrjének kdriidbell] 89%-at eltdvolitia {oss-
lopogds elotti minta=8.14 g Sssz-fehérie; oszlopozds uténi

minta=0,0638 g dsse-fehérjel.
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3. Tablazat
Az alfa-galakiozidas A tisztitdsae stabilan transzfektalt human

fibroblasztok kondicionalt taptalajébal

Tiszti- | Tér- | o-Gal | Ossz- | Specifikus | Atseti- | A
NERH fogat | A akii- | fehére aktivitas tas ‘ kinye-
pés | {ml | vitas | (mg {x 156 mértéke | rés
{108 egysép/mgl | kumuls- | szaza-
egySeg) tivy 1eka
Te- 134 14,6 140 03,0018 =] =100
nyészet | O
feltil-
nseEd
- Bugl 417 14,1 63,8 3,231 123 96,6
Sepha- |
| rose |
Heparin | 134 | 12,1 | 14,6 | 0,829 436 | 820
Sepha-
rose |
H‘idi‘ﬁ‘:} 4F 8,73 4. 46 2,18 1220 66,56
apatit |
QSep- | 31,5| 881 | 3,31 5,66 1503 | 61,0
harose
Super- | 10 | 8.58 593 280 1634 | 59.0

dex 200 |




B. _Heparin Sepharese kromatorrafia haszndlata az alfa-ga-

lalitozidaz A tisztitasi Bnéseként

A Butil Sepharose ossloprd! lejdvd csticsok frakeidit 4 *C-on

4 Hter 10 mmol/l MES-TRIBZ {pH=5861 pufferrel szemben
dializdljuk {egyszer cserélve). A dializatum vezetdképességét viz
vagy natrium-klorid  {ghogy  sstkséges) hoszdadaséval 1,0
mMHO-ra allityak 4 *C-on, BEsptéan a mintdt Heparin Sepharose 6
Fast Flow osslopra {Pharmacia, Uppsala, Svédorsedg; Q% mi osz-
loptérfogat, 2,56 cm} visselk, amit 10 mmol/l MES-TRISZ-szel
{pH=56, ami ¥ mol/l natritun-kloridot tartalmasz, ez a B puffer)
hoztunk sgyvensalyba. Bzt 4 °C-on hajtiuk végre 10 mi/pere se-
bességgel. In-line UV deteltorral {280 nm) és vezetdképesség
monitorokkal mérflik az Ssese-fehériét &8 2 sdkoncentrécior.
Mrutéan a mintat felvitttle, az oszlopot 10 sszloptérfogainyi B puf-
ferrel mossuk, majd 3 cerloptérfogatnyi linedris gradienssel, ami
8% C puffer/92% B puffer {ahol a C puffer dsszetétels 10 mmol/l
MES-TRISZ, pH=3,6, 2350 mmol/l natrium-kloridot fartalmas),
majd 10 oszloptérfogainyi 8%-os C pufferrel mossuk. Ezt kdveti
az alfa-galaktoziddz A elticidja 1,5 ossloptérfogatnyi linearis gra-
dienssel, ami 2%% C pufferig terjed, majd 10 vszloptérfogatnyi
linearis gradienssel, ami 35% € pufferig terjed. A frakcisknak
vissgdliuk az alfa-galakiozidas A aloivitasat, majd az elfogadhatd

aktivitdst mutats frakoidkat sgyesiyik.

G Hidroxiapatt kromatografis sz alfa-galaktozidas A tisgti-

tast Iépésdében
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A heparin poolt megszlnitk, majd kdavetlenl Ceramic
Hydroxyapatite HC oszlopra (¢ pm; American International
Chemical, Natick, MA&; 12 ml ocssloptérfogat, 1,5#6,8 cm) vissziik,
amit 1 mmol/l nétriumfossfattal {pH=6,0, D puffer! hoztunk
egvensidyba. A kromatografidt seobahdmeérsékleten hajtjuk végre
hibrid  Gradi-Frac™/FPLC  Systemm (Pharmacia,  Uppsals,
Svédorszag) hajtiuk végre, amit in-line UV detekiorral {280 nm}
&8 vezetdkdpesséy monitorral szereltlink fel. Miutdn a mintat
felvittlik {5 mi/perc sebosséggel}, az oszlopot 10 ossloptérfogatnyi
D pufferrel mossuk. Az alfa-galaktozidas At 7 ossloptérfogatnyi
linedris gradienssel shudluk, ami 42% B puffer/58% D puffer
kézitt valtezik {az B puffer 250 mmol/1 natrivmicszfas, pH=6,0},
majd 10 oszloptérfogatnyi, 52% E pufferig terjedd gradienssel
eludljuk. A frakcidknak vissgdliuk az alia-galakioziddz A skiivi
tasat, és awx colfogadhatd aktivitdssal rendelkezd frakcidkat

sgvesititk.

D O Sepharese anioncserdld kromatogrdfia hasendlata az

alfa-galakiosidaz A tisstitasd lépéscként

A hidroxiapatit pool-t vizzel kSctilbelll 1,5-seeresve higitot-
tuk, ezzel szobahdmérsékleten a végsd vezeidképessége 3,4-3,6
mMHO. Selirés utdan & mintdt @ Sepharose HP oszlopra
{Pharmacia, Uppsala, Svédorszag; 5,1 ml oszloptériogat, 1,5%2,9
cm} visszlik, amit 10% G puffer/S0% F pufferrel hustunk
egvensulyba, ahol az F puffer 35 mol/1 ndtrivonfossfat, pH=60, a
G puffer pedig 25 mmolf/l natriumfoszfat, pH=6,0, 250 mmol/}

natrivee-klorid, A kromatografidt szobahdmérsékiet hajtjuk végre
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Gradi-Frac™/FPLC  hibrid rendsserrel  {(Pharmacia, Uppsala,
Svédorszag), majd az dssz-fehériét és a sékonceniracidt az in-line
monitorral kdvetjldl. & mintat 5 mi/pere sebességpel vissalk fel,
majd az alabbt épéseket hajjuk végre: 1} § oszloptérfogatnyi
mosas 10% G pufferrel | 3} 7 oszloptérfogatnyl mosds 13% G pub-
ferrel, 3} 3 oszloptérfogatnvi lneéaris gradiens, ami 30% G puf
ferig terjed, 41 10 oszloptérfogatoyvi nedris gradiens 33% G pul-
ferig, 5 3 ossloptérfogainyt gradiens 100% G pufferig, éx &) 10
oszioptérfogatnyl mosds 100% G pufferrel. Az alfa-galaktozidas A
foleg a 3. &8 4. lépésben eludlddik. Az elfogadhatd akiivitast tar-

talmazd frakeiskat egvesitiik {8 .Q pool®).

E. Buperdex-200 gélestrds kromatografia az alfe-galakivzi-

déag A tisztitast épéaseként

A} pool-t kériitbellil Stszdrosre tdmeényiglk, Centriprep-10
centrifugélis koncentrator sgvségekkel {Amicon, Beverly, MA),
majd Buperdex 200 osglopra vissz(ik (Pharmacia, Uppsala,
Svédorszég, 189 ml oszioptérfogat, 1,6x94 om). Az oszlopot 25
mmol/] natrivmioszfattal, pH=6,0, é&s 150 mmol/] ndtrium-klo-
ridot tartalmas hoszuk egvensiiyba és szzel shudliuk. A kromato-
grafidt FPLC rendszerrel {Pharmacia, Uppsala, Svédorszag hajt-
juk végre szobahdmeérsékleten, egy in-line UV monitor {880 nm)
hassndlatéval, hogy kdvesslk a fehérje elicifiat. Ax oszlnpra vitt
minta térfogata £ 2 ml, aw dramldsl sebessép 0,5 mi/pere, és a
frakeid mérete 2 ml Tobbszdr futtatiuk az oszlopot, majd a
frakcicknak vizsgdljuk az alfa-galaktosidas A aktivitésat, s az

elfogadhatd aktivitést mutatsd frakeidkat sgyesititk,
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A Superdex 200 oszloprd! szérmazé egyesitett frakcoidhat
Centriprep 10 egységekkel koncentraljuk, alikvot részekre oszt-
juk, hirtelen lefagvasztjuk, majd rdvid ideig -80 °C-on tarohuk.
Az alfa-galaktosidaz A tisztitdsnak est a példajar as 5. tabla-
zatban mutatiuk be, Az alfa-galaktoziddz A végsd hozama a Kiin-
dulasi anyag aktivitaséra szémitva 39% volt, és a dsztitott
termeék mennyisége 2,92x 106 egység fmg fehérje. A kapott termék
nagvon  Hsztéanak bizooyult, 4-15% 3DS-poliakrilamid gélen
redukalé kdrGimeények kdzdtt végzett clekiroforésissel, ami utan

eztistfestést alkalmazunk.

{Osseefoelalas

A Usztitasi cljardssal erdsen tisstitoft alfa-galakiozidéz A-t
kapunk, A tisztitds ag eljfrédspak fleg ar slsd két lépésében
jatszddik le, miz az utolsd harom épés csak az anvag ,polirogd-
s&t” szolgdlia, & megrmaradt munor szennyezddések eltavolitdsa-
val. Az utolsd l&pés, a méretkizarasos kromatogréfia Superdex
200-on szintén azt a oflt seolgdlia, hogy az alfa-galaktozidaz A-t

egy kiszereléssel kompatibilis pufferbe juttassa.

2.2 A stabilan ranssfekialt huméan seftek tenvészetében

termelt alfa-galakionidaz A mérets

A tisgtitott humdn alfa-galaktozidar A strukturdlis &s funk-
ciondlis tulajdonsagait vizsgéltuk., A kapott termék tisstasdga
nagvon magasnak bizonyult 4-15%-0s SDS-polislrilamid gélen,

redukald kériimények kizdit, ezfiatiostés utan.



Ar alfa-galakionidéz A molekulatdmegét MALDETOFF 8-
megspektrosziipidval becalilttilh meg. Bezek sz eredményvek azt
demonstraljak, hogy a dimer molekulatdmege 102,353 Da, mig a
monomer  molekulatémege 51,002 Da. A monomer  vart
molekulatémege as aminosav dsszetétel alapian 45000 Da, Tehat

ar enzim sEénhidrat tartalma 5600 Da.

2.3 A stabilan transzfektadlt humén seitel altal termelt alfa-

gajaktoridar & sgénhidrat mddositésa

A jelen talddmany szerinti eljardssal eldallitott alfa-galakto-
ziddz A glikorilezési mintdzatat is kidrtekeltlik. A helves ghikozile-
zettséy fontos az alfa-galaktozidds A optimalls @ wvivo aktvi-
tasahor; a nem-ghikozilerd rendsserekben expresszalt alfa-galak-
toziddz A malktiv vagy instabil [Hantzopolous és mitsal: Gene 5Y,
159 (1987, A glikozilezés az alia-galakiozidds A-nak a kivalasz-
tott célsejtekbe vald bejutdsdhow is fontos, éx érintl az ensim in
vive keringést felezési idejét. Az alla-galaktoziddz A mindegyik
alegységén négy hely talalhatd az aszparaginhoz kitdtt szénhid-
rat ldncok hozzdadasdhoz, amik kdsGl csak harom foglalt
{Desnick &s misanr The Metabolic And Molecular Bases Of
Inherited Disease, 2741-2780. oldal, McGraw Hill, New York
{1995}

A stabilan transzfektalt sejtek altal termelt alfa-galaktosi-
dér A mint&t neuraminidazzal keselitk, amit A wrafaciens-bil
{{Bochringer Mannheim, Indianapolis, IN} izoldltak, a szidlsay

eltavolitdsara. Est a reakoidt Ggy hajtiuk végre, hogy S myg alfa-
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galaktowiddz A-t dészakan & 10 mE neuraminidderal kezellnk
gszobahdmérsékieten, 10 ml acetaftal pulferell sdoldatban {ABS,
20 ramol /! natrivm-acetat, pH=35,2, 150 mmol/] natrivm-klorid}.

A stabilan transzieldtall sejtek altal termelt tisztitott alfa-ga-
laktozidaz A-t defoseiorilezell is, alkalikus foszfatar hasenalata-
val (borjubél alkalikus foszfatdz, Bochringsr Mannheim,
Indianapolis, IN}, oly mddon, hogy 5 mg alfa-galakiosidaz A-t &-
seakdn &t ssobahdmérsékiet kezellink 15 E alkaliltus foszlatizsal
ABS-ben {a pH-t 1 mol/1 TRISE-szel 7,.5-re emeljlkl.

A mintékat 8DS-poliakrilamid gélelektroforézissel és/vagy
izoclektromos fokuszéalassal elemeszik, majd Western blottot
hajtunk  végre eg anti-alip-galakteziddz A-specifikus  cllens-
nyageal. A baszndlt ellenanyag nvdl poliklondlis anti-peptid el-
lenamyag, amit immunogénkeént az alfa-galaktonidéz A 68-8l-es
aminosavait representdld peptliddel allitunk el6. A fehéris PVOF-
re vald atvitele utan (Millipore, Bediord, MA} 3 membrint 1:2000
higitast antisgérummal elemezziik, 2,5% blotto-ban {zsirmentes
teipor 20 muol/1 TRIS-HC-ben, pH=7.5, {,005% Tween-20}. Bzt
kiveti tormaperoxiddzhor konjugdlt kecske anti-nyil Igl-vel
{Organo Technigue/Cappella, Durham, NC; 118000 higitds) és az
ECL kemibumineszeencia kittel {Awnersham, Arlington Heights,
IN} vald kimutatas.

Az alfa-galaktozidas A SDS-gélelektvoforésissel vald elemsés
utédn neuraminidazzal vald kezelése a molekulatmey eltoldédasat
eredménves kiérilbelll 1500-2000 Da, vagy 4-6 szidlsav/mono-
mer}, azt sugallva, hogy az aliz-galaktozidiz A alaposan médo-

sitva van szidlsavval. Reforenciaként megerligiik, hogy az alfa-
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galaktoridéz A plasma-forméja monomerenként 5-6 szidlsav cso-
portot tartalmaz, ds a placentalis forma 0,5-1 sciglsavat tartal-
may monomersnként [Bishop és mtsal: Journal of Bislogical
Chemistry 256, 1307 (1981}

Az alfa-galekioziddz A szidlsav €s MO6P modifikacidja viss-
gélatanak egy masik mddszere aw izoslektromos fokussdlas (EF),
aholis & mintakat izoelekiromeos pontjuk {pl) vagy nettd tdltdstik
alapian valasetjak szét. Tehét a OIS csoportok, azaz példaul a
szidlsay vagy a foszfar sltéavolitdsa az alfa-galaktozidéz A-rdl
varhatéan megvaltoziatia a fehérje mobilitdsat az IBF rendszer-
ben.

Az IEF kisérlet végrehajtasdhoz a jelen taldlmény szerint
eldallitott alfa-galakioriddz A mintdkat neuraminidazzal és/ vagy
atkalikus fossfatdszal kezelftik, 111 arényban dsssekeverve 2X
Novex mintafelvivd pufferrel (8 wmeol/l karbamid, pH=3,0-7.0%,
majd Pharmalyte-tal {Pharmacia, Uppsala, Svédorszag; pH=3,0-
3.5; Pharmalyte 4-6,5 és 2,5-5.5, gélenként 4,25 ml) késuitett 6
mol/l karbamid IEF gélre {5,5% polakrilamid) visszlk. Az izo-
elektromos pont standardokat s hassnadljuk {(Bio-Bad). Az
elekiroforésist kbvetden a gélt PVDF.re vissziik at, és Western
blot elemzést hajtunk végre az eldzdkben ismertetett mddon.

Az enzim peuraminidés kezelfse ndvelte mindharom izofor-
ma pl értékét, jelezve, hogy bisonyoes mértékben mindegvik
szidlsavval van médositva. Ezek az adatok ast sugallidk, hogy az
itt ismertetett modon eldallitott alfa-galaktoziddz A késeitmények
a kivant plazma felezési iddvel rendelkeznek, ami ast mutatja,

hogyes ag anyag meglelel a farmakologial felhaszonalashoz. Bmel-
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letl, & neuraminidézezal kezelt alfa-galakinzidas A alkalikus fosz-

fatdzzal vald kezelése tovabb ndvelte a fehérie egy részének pl
értékét, kiértibelld 5,0-5,1-re, ami szt mutatia, hogy as enzim
egy vagy tibb MOP csoporttal rendelkezik. Erre a modositasra
azért van szikség, hogy az alfa-galaktoziddz A-t hatékonyan
internalizaljak a célsejtek.

Az alfa-galsktozidéz A N-kaposolt szénhidrat ldncait ionose-
réld HPLC-vel {Glyen-Bep O elemezsiik, &5 a nem-redukalé végst
fluoreszoens 2-aminoe benzamiddal (AB) jelélilik. A hdrom kiildn-
bizd alfa-galaktozidder A készitménybél kapott AB-glikénck
slemzdésének eresdményeit a 5. tablézstban foglaliuk dsssze.
Mindhatom készitmény Z értéke nagyobb 170-nél Emellstt a
glikénoknak t8bb mint 67%-a szialilezve van, &s a glikdnoknak
8bh mint 16%-a foszforilsgve van, €s kevesebb mint 18%-a
semleges.  Ezek  az  eradmények  a korabban kdzti
eredményekhez viszonyitva nagyvon kedvezdek., Példaul Desnick
és munkatarsal {5,356,804 szami Amerikai Egvestlt Allamok-
bell szabadalmi leirds) leirtdk, hogy a glikanoknak t8bb mint

&l%-a semileges, &8 csak 1 1%-a szialilezett
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&. Tablazat
GA-GAL-bo! szérmazd AB-glikdnok elermeésének eredményei
Kezelés | 2 szam O% o S D Yo Tri R
semleges | Mono { Tetra
semumi 170,04 1 16,83 A28 1 39,45 | 1534 | 5,58
servrmd 177,71 14,22 20,63 | 44,62 14,2 1 5,31
Senuni 171,568 15,81 20,73 43,2 14,33 | 53¢
Atlag {N=3} | 173,14 | 15,62 21,39 | 42,42 | 14862 | 3,76

Jeand s
1] X
R
o)
53

alkalikus

fosziataz

23,38 2447 L 34,28 | 13,58

&
b
&

Az Sssres sséza-
iéks

A jelen talalmény  Desnick &z mtsal:

szerinti GA-GAL 5.356,804 szamd
készitmeények Amerikai Egyesiilt
Allamok-beli szaba-

dalmi leivds

Ossz P-glikan
Ossz-sziglilezett
Osse-semleges
{magas manndz és

hibrid)

16,62 24,1
65,57 11
15,62 62,9




A tsztitott GA-GAL készitmények tovabbi részletes jel-

poors

emséset a 7. téblézatban adjuk weg

7. Tablasat
GA-GAL tisztitott bulk

Essgé F3-173-KH 42-202-KH
specifikus aktivitds 275 280
SDE-PAGE Coomassie 100% 100%
SDS-PAGE eslistfestés O4,6% 100%
forditott fasisg HPLO 100%% Q9. 94%
mérsthiz@rasas kroma- 0% 3,01%
tografia
Fitvma fibroblasstokba 133,6% 94, 3%
vald internalizécid

2.9 A St alfa-ealaktozidds A ardnvanak ndvelése gz alfa-

calaktozidas A faitdk frakoiondlasaval

Amint az az eldzékben targyaltuk, az alfa-galaktozidas A
ghikoformak frakcionglasa az it ismertetett tisztitds eljaras k-
Wnbdzd I€péseiben lép fel Ebben a példdban ax alfa-galakiosidaz
A gikoformakat méret &g 18ltés alapian frakeionaljuk. Az is lehet,
hogy az alla-galekiomidéz A-t ezeknek és mas hkromatogprafias
iepéseknek a kombindlasdaval frakciondljuk, sz eldsdkben ismer-
tetett mbdon,

Az alfag-palakiosidéz A glikoformak méret alapjan vals

frakciondlasdhoz a méretkizdrasos kromatografiat Superdex 200
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oszlopon hajtjuk végre {Pharmacia, 1,6 cmx 84,1 cm), foszfattal
pufferelt séoldattal hozva egyensilvba pHs6-on. 1 ml térfogatban
2.6 myg alfa-galaktogidaz A-t visglink az oszlopra, majd asg osz-
lopot 0,35 mlfperc sebességgel eludljuk. A teljes ellcids
profilban szedlink frakcitkat, majd az alfa-galaktozidar A sséles
elicids cstiosal SDS-PAGE-val slemezalk, majd ezistfestéssel
tesszlik lathatova, A csloes elején levd frakeidk tartalmezsédk a
legmagasabb molekulatdmegl alfa-galakiczidas A-t, és ahogy a
frakcick folytatédiak a costicsban, az alfa-galaktoziddzr A
latszdlagos molekulatdmege fokozatosan leosdkkent. Az alfa-pa-
laktoziddas A frakciskat azutdn szelektdluk és cgvesititk, ipy
kapjuk a kivant molekulatdmeg tagtomadoyba tartoed alfs-galak-
toziddz A keészitménveket.

Az alfa-galaktozidas A glikoformak t8ltds alapian vald frak-
ciondlasahoz az alfa-galaktozidaz A-t Q-Bepharose kromatogrd-
figval frakcionaljuk. A (3-Sepharose oszlopot {1,5 cm » 8.4 em} 20
mmad 1 natriumfossfat pH=6,0, 30 mmeol/1 natrium-klorid Ssyze-
totel oldattal hozsuk egyvensilyba, és az Aramlast sebességet 5
mi/ perc értdken targuk. 166 milliliter térfogatban levd 130 myg
alfa-galakiosiddz A-t viszink az oszlopra, mossull sz ekvilibrald
pufferrel, majd 20 mmol/l ndiriumfosziattal {pH=6,0} eluiljuk,
ami 130 mmol/]l nétrium-kloridot tartalmas. Egy extenszivebb
frakcionalashoz gradicns elGoidt alkalmazunk {10 oszloptérfo-
gatnyi}, ami az eckviltbrécids puffertdl az elcids pufferig
terjadhet. A teljes elGeids profilban szediink frakciskat, majd sz
alfa-galaktozidds A shicids cstoesat SDS-PAGE-val elemesziik,

majd eziistiestésse]l tesszik ldthaidva, A gélen megfigvelhstd



alacsonyablb molekulatémegy fajtdk a mosdfolvadékkal és a
caices elején eludlddnak, a magssabb melckulatdmegl glikofor-
mak & csuos vige  felé eludlodnak., Azx  alacsonyabb
medekulatdmegl fajtdk az alfa-galsktozidds A kevésbhé (8ledit
glikoformainak feleinek meg, amik kevésbé erdsen kdiddnek a
talthit -Sepharose osslophoz {ami kvaterner aminmal helyette-
sitelt gyvantat tartalmaz). A legmagasabb negativ 18ltést alfa-ga-
laktozidas A fajtdk késdbb cludlddnak sz eltcits profilban, és
SDS-PAGE  alapjan molekulatdmegik i nagvobb, A i6ltés
alapjan vald frakciondldst az cludlt frakcidk vagy a kivdlasstott
pool-ak tzoelekiromos fSkuszdldsa alapian lehet igazolni.

Tehat mind a méret alapian tHrénd fradoeiondléas, mind a
t3ltés alapjén tOrténd frakciondlas lehetdvé tesei az alfa-galakto-

ziddz A erdsen 8ot glikoformainak a szelekialdsat.
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&.5 Az alfa-galaktozidéz A mannds vagy manndz-H-foszfat

réven vald internalisdcidia

Ahhoz, hogy a stabilan itranssfektalt seitek altal termelt
alfa-galaktozidéz A az alfa-galakiosidéz A deficiencidk hatékony
terapids agense legyen az enzimet ax érintett seiteknek interna-
Healniuk kell. Az alfa-galaktozidés A minimaélisan aktiv fiziologias
pH szinteken, példaul a vérben vagy az intersticialis folyadékban.
Az alfa-galaktosiddz A csak akkor metabolizdlia optimalisan a
lipid szubsstratokat, ha a lzoszéma savas kérmyssetébe
internalizalodik. Bzt az internalizélodast befolvasolia az alfa-ga-
laktozidéz A-nak az MOP receptorokhoz vald kdtddése, amik a
sejt felszinén expresszdlédoak, €s gz ensimet sz andocités bio-
sginiésis Gton keresztdl juttatjdk a lxoszdmaba. Az MEP receptor
mindeniit expresszélodik; a legiobb ssomatikus seft bizonvos
mértékben expresszélja az MEP-t. A manndz receptor, ami a
glikoproteineken levd manndz csoportokra specifikus, kevésbé
elterjedt. A manndz receptorok dltalaban csak a makrofagokon és
a makrofag-szer( sejteken taldthatok meg, és tovabhi lehetiséget
bizositanak ahhoz, hogy az alfa-galaktozidaz A bejusson ezekbe a
sejttipusokba.

Ahhoz, hogy demonstraljuk az alfa-galaktozidas A M6P altal
bél szédomazd bér fibroblasstokat (NIGM Human Genetic Mutant
Cell Repository} tenyésztiin éjszakéan it nivekvd koncentracidiy,
jelen talalmany szerint tisztitott alfs-galaktoriddz A jelenlétében.
Néhany minta 5 mmol/l oldhatdé M6P-1 tartalmas, ami kompeti-

tive gatolia az MOP recepptorhor vald kotdédést, és az Altaluk valé
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nternalizéciot. Mas mintak 30 mg/liter manndnt tartalmeznak,
ami gatolja @ mannds receptor altal 1orténd kdtddést és internali-
zaoiot. Az inkubalas utdén a sejteket mossuk, maid lekapardssal
Hzis pufferbe gk {10 mmol/l TRISZ, pH=7,2, 100 mmuol/l
natrium-klorid, 5§ mmol/l EDTA, 2 mmel/l  Pefablogt™
{{Boehringer Mannheim, Indianapolis, IN} és 1% NP-40). A Hzalt
mintdknak gzutan vizsgaljuk a fehérje-koncentracidiat és alfa-ga-
laktozidaz A aktivitdsat. Ar eredményeket alfa-galaktozidas A ak-
tivitds/mg sgjtfehérie formajaban fejezatik ki, A Fabry sejtek as
alfa~-galaktozidés A-t dézisflggd mdden internalizaljiak. Est az
internalizéciot gatolia az M6P, de a mannén nem gatolia. tehat az
alfa-galaktozidas A internalisdcidiat a Fabry fibroblasztokba az
MEP receptor befolvasolia, ed a manndz receptor nem befolya-
solia.

Az alfa~-galakiozidaz A-U in vilro az endotelidlis sejtek is in-
ternalizédljak, amik a Fabry-betegség  kezelésének fontos
celseitiel. Huméan kéldSkvéna endotelidliz sejieket (HUVEC-ek)
tenyésstiink djssakan at 7300 egység alfa-galaktozidas A jelen-
etdben; a huakak kézil néhany MOP-t tartalmasz. Az inkubalasi
periddus uldn a sejteket dsszegyiglitik, €s az eldzdkben ismerie-
tett modon vizsgdljuk az alfa-galakioziddz A szempontidbdl, Az
alfa-galaktosidédz A-val inkubélt sejtekben ag enzimssintek
majdnem tizezer magasabbak mint & kontroll {(amit nem inku-
baltunk alfa-galaktozidas A-vall seitekben. Az M&P gatolia as
alfa-galaktozidaz A intracellularis aklumulalédasat az alfe-galak-
tozidéz A-ban, jelszve ezzel, hogy az alfa-galaktozidaz & HUVEC

altal vald internalizécioiat az MEP receptor befolyasolja. Tehét a
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jelen talalmany szerinti alfa-galakionidaz A-t klinikailag relevans
seitek internalisdljiak.

Kevés tenyésstett human sejtvonalrdl ismert, hogy exp-
resszdlia a mannds receptort. Azonban egy egér makrofig-szer(y
seitvonal {(J774.E}, ami hordez mannde receptorckat, de nem,
vagy osak nagvon csekély ssdmban tartalmaz MEF receptorokat,
hasznalhatd annak meghatdrozdsdra, hogy a jelen taldlmény sze-
rinfi tsztitott alfa-galaktoziddéz A-t & mannds receptorckon ke-
resztlil  internalizgliak [Diment €s mtsalr J. Leukooyte Biol, 48,
485-490 {1987}, A J774.E sejteket éjszakan At tenyésstiik
10000 egység/ml alfa-galaktozidas A jelenlétében. A kivalasstott
mintdk tartalmeaznak 2 mmol/l MEP-tmig masok 100 mg/iml
mannani tartalmasnak. & sejteket mossuk, majd ag eldedkben is-
mertotett mddon dsszegylitiik, majd meghatdvozezuk, hogy az
egves mintakban mennyvi az Ssse-fehirje &s az alfa-galakiozsidaz A
aktivitds, Az MEP nem gatolia azt, hogy ezek a sejtek felvepyék az
alfa-galaktozidéz A-t, mig a mannan k&itbeld 75%-kal csdk-
kenti az akkumuldlt alfs-galaktoziddz A szinteket. Tehat a jelen
talalméany szenntt alia-galaktoziddz A a2 manndz receptoron
keresstdil internalizdlédhat azokban a sejttipusckban, amik ezt a

bizonyos sejtfelseini receptort expresszaljak.
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3. Pelda

Gvogvassatt készitmeény

A pufferoldatok és kfszitménvek eldsilitasa

A tisztitott bulk alfa-galakiozidaz A-t alfa-galaktozidaz A hi-

gitdszerrel vigsd koncentracidra higitjuk, A kiszerelendé$ tisstitott

budk térfogata ampgdn meghatérozzuk az alfe-galaktosidaz A kon-

.....

-----

ﬁi‘&gaiakmzidéﬁ A higitdsger m&rmyi&égét, Az a}fangaiaktmidéz A
higitészert a felhasendlas 16t maximum 34 draval készitjik el
megleleld mennyiségd WFH ndtrium-kloridot €s epvhézist natri-
umfoszidtot Ssseekeverve, pHiat 6,0-ra allitva patrium-hidroxid
cldattal, Az alfa-galaktozidas A higitdszer Ssspetételdt a 8, t&bla-

zathan adjuk meg.

&. Tablazat

alfa-galaktozidas A higitbésser dsszetétele {per liter)

Komponens Neve Mennyisége
natrium-klorid 100-1916 58¢g
(L8P
natrium-hidroxid, 200-1903 amennyi a pH 6,0-
5 mol/l | ra allitdsahosz kell
natriumfoszfat, 100-1913 3,5¢g
egybazisos (USPH}
viz injekcidzashos 100-2361 1 terre tOltend
USSP




Az alfa-galekiosidéz A higitészer egy Hiterét, vagy kisebb
mennyiségdt vakuumsziréssel stuiilk, steril 0,2 mme-es nylon
setrdk alkalmazdsdval {Nalgene Nube International, Rochsester,
NYL. A nagvobb tériogatokat pozitiv nyomdssal  sedrjik,
perisztaltikus pumpdt és 0.3 mm Supor kapszula sztiréket hasz-
nalva {Pall, Port Washington, NYL A szirés utén mindegyik
sziirdt buborékpont integrailas tesstnek vetjlik ald. A keverédst és
sziirést 1épéseket tanusitvannyal ellatott Class 100 lamindris
aramiasi boxban hajfjuk végre. As alfa-galaktozidaz A higitdészert
a Hsztitott alfa-galakiosidéaz A bulkhos adiuk egy keverd
edénvben, igv kapunk egy 1 mg/ml koncentracidill végsd oldatoet.
Ezutén poliszorbat 20 {Tween 20, Spectrum} megfeleld térfogatat

adjuk hozzd, hogy elérjiik a megleleld, 0,03% koncentraciét.

4. Példa

Dessialilezelt degglakiosilerett alfa-galakiogddas A

Ahhoz, hogy megvizsgaljuk a glikozilesds hatdsat az alfa-ga-
laktozidas A bioldgial eloszlasdra, az alla-galakiozidas A tisztitott
készitményét fokozatosan deghikozilesslk, és mindegyik formgjat
egereknek injekeidzzuk be. Az egorek szerveit az injekeidsds utdn
négy oraval kivessziik, €s a ssdveteken immunhisztokémial vizs-
galatnak vefitk alg, hogy &thatéva tegylik a fehérje bioldgial
sloszlasdban esetleg fennalld valtnzésckat.

Az alfa-galakiosidéz A-t eldsedr neuraminidéezal {szialidaz)
kezeljtdy, hogy eltavolitsuk a szidlsav csoportokat, aminsk as az
eredménye, hogy a galaktGz csoportok expondldédnak. Eonek a

szialiddzzal kezelt anvagnak egy részéi tovabb reagdliagiuk B-




galaktozidazzal, hogy eltavolitsuk a galaktdz-csoportokat; ez az
N-acetilghttkdzamint {GloNAD) expondlia. A GlcNAc-kst azutan N-
acetilgiikézaminidazzal tavolijuk ¢, ezzel a fehérién levd, a
magot képead manndz csoportokat exponaliuk. A kezeletlen alfa-
galaktozidaz A-t {kontroll}, vagy a fehérje sgyik kezelt formsjat a
farki vénéan keresztlll injekcidezuk egerskbe. Négy draval az in-
jekcidzds utdn az egerekbdl a majat, a 1épet, a swuivet, a vesét és a
thddket Ssssegyijtitk, megdrizsllk, majd az alfs-galakiosiddz A
kimutatasaval immunologiatlag festjik.

Ha a kezeletlen fehdniét kapd kontroll allatokkal hasonlitjuk
dasze, akkor a szialiddzzal kezelt ensimet {amiben a galakiéz cso-
portok exponslédnak} kapd egerekben tébb alfa-galaktozidéaz A
Iokalizalddik a majban, és ennek megfelelden kevesebb enzim
lokalizdlodik mas vizsgdlt szervekben, Emellett & majban a
festésl mintasat meglehetdsen eltérd. A kontroll allatokban as
alfz-galakionidaz A fOleg a Kupfler sejtekbe ¢€s az endotelidls
sejtekbe  lokalizalddik, csak kizepes hepatocita festéssel. A
szialidaszzal kegelt alfp-galaktozidaz A-t kapd allatokban ag enzim
csak a hepatocitikba lokalisdlédik, ami dsszshangban van as
aszialoglikoprotein receptor ismert bhiolégial eloszlasdval, A
deghikozilezésnek oz a bioldgial closzldsra gyakorolt hatésa
visszafordithats, ha a galaktdés csoportokat B-galakiosiddassal
eltavolitjuk. Az eat a galaktdéz egység ndlkiili fehérjé kapd egerek
majaban megligyelt f{estési mintdzat hasonld a  kontroll
allatokban kapott festési mintdazathoz; a festés t8bbsége &
Kupfler sejlekben €5 az endotelidlis sejtekben van, minimélis he-

patocita  festéssel. Az alfa-galakiomidér A N-acetilgllikde-
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aminidézzal vald kezelése nem véltostatia meg &  festési
mintazatot aszal Sssechasonlitva, amit a B-galakiozidazzal kezelt
feheérjével figyelhetlink meg azaw, Ugy tinik, hogy az N-acetilghli-
kizamin csoportok eltavolitdsanak kicsi a hatésa az alfa-galakio-

ziddz A biologial sloszlaséra.

5. Példa

A Fabry hbroblasstok kijavitésa alfa-galaktozidds A-t expresszald

human Obroblasetokikal

A génterdpighoz alfa-galalitoziddz A-t termeld autoldyg sejtek
implantdtumanak  azx  enzimet mddositott  formaban  kell
termeinie, ami kiavitia” azx alfa-galaktozidéz A deficienciat a
megedlzolt seitekben. Ahthoz, hogy megbecstliik a transsfektalt
huméan fibroblassiok adtal termelt alfa-galaktozidds A hatdséat a
Fabry sejtekre, a Fabry-betepséphen szenveddkbdl vett fibro-
blasztokat (NIGSM Human Genetics Mutant Cell Repository)
Transwells-ben {Costar, Cambridge, MA) egyitt tenyésetilik egy
alfa-galakioziddaz A-U fermeld sojt thrzsével {BRS-11). A Fabwy
sejteket 12-lukas szdvetlenyésstd lemezeken tenyésziitik, smik
kézil néhany insserteket tartalmaz  {Transwells, 0.4 mm
porusméret}, amiknek a felssinén sgaporodhainak a sejtek. Az
ingzert ndéveszid matrixa pordzus, s lehetdvd teszd, hogy a mak-
romolekuldk fentrdl efjussanak az alsd részbe. Az inssertek sgy
caoporgia normélis humén fitvena (HF] fibroblasztokat tartalmas,
amik minimalis szinten expresszalddnsk alfa-galaktosidéz A-t,
mig més csoportok tartalmazzak a stabilan transzfektdalt human

fibroblaszat tOrzset, a BRS-11-et, ami nagy mennyiséghen szekre-




tal alla-galakdomiddaz A-t. Azokban a lukekban, amikben a
sejfteket  alfa-galaktoziddaz At termeld  sojtekkel ogylitt  te-
nyésztjtk, az alfa-galakiosidaz A beléphet a Fabry sejteket
koriivevd kizegbe, &8 potencidlisan bejuthat a Fabry sejtekbe.

A Q. tablazatban bemutatott adatok azt mutatjak, hogy a
Fabry sejtek internalizalidk a szekretdll alfa-galaktozidas A-t. As
alfa-galakiozidaz A intracelluléris ssintiét 3 napip kdvetilik.
Azokban a sejtekben, amiket dnmagukban tenyésztiink {nincs
inszert), vagy nem-transziektalt fityma fibroblasztok jelenlétében
tenyesztlink (HF inszert), nagyvon kicsi ag alfa-galaktosidéz A ak-
tvitas intracelluléris szintie. Azonban azx alfs-galaktozidés At
termeld {BRS-11 inszert} egyiitt tenyésziett Fabry sejtekben az
erzim szingie a 2. nap végén hasonld & normdl seitekben levé
snzimasinthez (& normaéalis fibroblasstok 25-80 egység alfa-galak-
toridéz A-t tartalmaznak egy mg fehériére szdmitval. Ast, hogy a
korrekeid az MOP receptor altal felvett alfa-galaktozidés A-nak
tulajdonithatd, az MBP-vel vald inhibicid {(BRS-11 inssert + MOP

demonstralja.
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G, Tablasat

A Fabry fibroblasztok korrekeiSia alfa-galaktosidas A aktivitast

expresszald huméan fibroblasstokkal {egység/mg fehérie)

idd NINCs HF mszert BR2-11 BR®-11
inszert inszert fnssert+MepP
1. nap 2+l A+l 1I3+1 41
2. nap 221 21 40+ 1 6+ 1
3. nap 2 1 5+ 85+ 1 G+ 1

A fent leirdst kizérdlag Musstralas céljabdl adjuk meg, és

sgandskaink szerint a taldlmany oltalmi kérét nem a leirt preciz

formara korldtozza, hanem a leirashoz csatoll igényponickra. A

csatoll igénypontok specifikdcididban az egvesszam jelenthet

t&bbesssdamu referenci&t 18, hacsalk a szdveglsszefliggés nem

diktdlia masképpen. Az cbben a specifikdcidban idésett Gsszes

publkaciét a tovabbiakban referenciaként kezeliik.

Az alabbiakban részletesen ismertetiik a lefrdsban emlitett

ssekvencidkat.
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SZABADALMI IGENYPOXNTOK

1. Humén alla-galektosidéz A késsitmény, amdben as
smlitett késgitmény dasz-glikdnjanak t6bb mint 50%-a komplex-
tipusti ghkan.

2. Az 1, igénypont sserinti humén alfa-galaktozidaz A
glikoprotein, amely készitményt SDS-PAGE-val vagy forditott fasi-
s HPLC-vel mérve legaldbb 98%-0s homogenitasig tisztitunk.

3. Az 1. igénypont szerinti humén alfa-galakiozidéz A
glikoprotein, amely készitmény specifikus aktivitdsa legalabb
2,0= 108 egység/mg fehérje.

4. Az 1. igéovpont szerinti human sifa-galaktozidaz A
ghkoprotein készitmény, amely késsitményt SDS-PAGE-val vagy
forditott fazistt HPLC-vel mérve legalabb 98%-os homogenitasig
tisztitunk, és zpecifikus aktivitdsa legalabb 2,0x10% egység/mg
fehérnje.

5. Az 1. igénypont sserinti humén alfa-galaktoziddz A
glikoprotein késsitmény, amely emlitett készitménvben as 8ssz-
glikadntartalomnak legalabb 67%-a komplex tipust glikdn.

6. Az 1. igénypont szerinti human alfa-galaktoziddz A
ghikoprotein készitmény, amely emlitett késgitmény atlagosan két
komplex tipusa gliként tartalmaz egy alfa-galakiozidas A mone-
merrs sgamitva.

7. Az 1, igénypont sserintl humén alfa-galakiozidaz A
glikoprotein késziimény, amely emlitett készitményben az alfa-
galaktozidér A glikoformak Osse-gikdntartalménak t8bb mint

S0%-a szialilezve van.
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3. As 1. igénypont sgerinti human alfa-galaktozidaz A
ghikoprotein készitmény, abolls az alfe-galaktoziddz A-t alfa-ga-
laktozidaz A/emlds expresszids vektor konstrukcidval transzfek-
talt human sejtekbdl izoldljuk,

Q. A B, igénypont szerinti humdn alfa-galaktoziddz A
ghkoprotein készitmény, amiben a transzfekialt human sejtek
szeltunder fihroblasztok.

10, Az 1. igénypont sserintl készitmény, amiben az alfa-
galaktozidas A dikolormak kridbeld 50-70%-ban 2-4 szidlsav
csoportot tartalmassd komplex glikdnokat tartalmasnak.

11, Egy buman alfs-galaktosiddz A glikoprotein készit
ményt tartalmazd kiszerelésl forma, smely késsitmdényt 3DS-
PAGE-val vagy forditott fazisG HPLC-vel mérve legaldbb 98%-os
homogenitasig tsstitunk, é€s specifikus aktivitdsa legalabb
2,0=10% egység/mg fehérie, &s az emlitett késsitmény a poszt-
transslaciésan modositott, érett humén alfa-galakiozidaz A fehér-
j& egy vagy i0bb ghikoformajat tartalmaszza, és az alfa-galaktoszi-
daz At alfa-galaktoziddz Afemids expresszids vektor konstruk-
cidval transefekialt human sejtekhd! izoldljuk,

12, A 11 igénypont szerinti késeitmény, amiben a transz-
fektalt human sejtek szekunder fibroblasztok.

13, Késziumény, ami egy vagy tébb érett, posst-transzlici-
dsan modositott humén alfa-galaktozidas A glikoforméat tartal-
maz, legalabb 98%-0s homogenitasig tisztitva, specifikus aktivi-
tasa legalabb 3,0#10° egység/my fohérje, &3 gy allitottuk eld,
hogy az alfa-galaktozidas A glikoformakat hidroféb kdlcsdnhatasi

gvantan elvalasstjuk a tobbi kumponenstd], és a késgitmeény tdbb
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mint 50%-ban komplex glikant tartalmaz egy alfa-galaktozidaz A
ghikoforméra ssdmitva.

14, Készitmény, ami egy vagy t8bb érett, poszt-transsldci-
dsan modositott huméan alfa-galaktozidaz A glikoformat tartal-
maz, legalabb 98%-os homogenitdsig tisstitva, specifikus aktivi-
thsa legalabb 2,0x10% egység/mg fehérje, és a készitmény 16hb
mint 30% komplex glikdnt tartalreaz egy alfa-galaktozidaz A
glikoforméra szamitva, amit Ogy allitunk eld, hogy egy mintaban
az alfa-galaktozidés A glikoformakat a t8bbi komponenstdl a
kivetkezd csoportba tartozd tisztitdsi eljarassal valasztjuk ehb
kromatofokuszaldé kromatografia, fmkeldt affinitds kromatogra-
fia és immunaffinitds kromatografia.

18, Készitmény, ami egy vagy t4bb drett, posst-transziaci-
gsan modesitoft humdén alfa-galakiczidds A glikoformat tartal-
maz, legalabb 98%-ox homogenitasiy tisztitva, specifikus aktivi-
tasa legaldbb 2,0«10% ecgvség/mg fehirje, &s a készitmény t8bb
mint 50% komplex glikdnt tartalmsaz egy slfs-galaktozidéz A
gliltoformara szamitva, amit az alabbt lépézek alkalmazdsaval &l-
litunk el

al az alla-galaktozidds A glikoformskatl savas pH-n

egyenstiyba hozd pufferben kationcserdld gyantara
kitiik,

b} & gyvantdt ap egyvensilyba hozd pufferrel mossuk, hogy

elualjuk a meghdtetlen anyagot, és

<l az aliz-galaltozidéz A glikolormékst cludld oldatial

eludljuk, amit ax alabbi ceoportbdl valasstunk kit 10-
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100 mmol/l sdoldat, pH=4-S-re pufferelt sdoldat és
ezek kombindcidia.

16, Késsitmény, ami egy vagy t&bb érett, poszt-transziaci-
dsan moédositott humdn alfa-galaktozidaz A glikoformat tartal-
mag, megndvekedett oligoszacharid tdltéssel, legaldbb 98%-os
homogenitasig tisstitva és specifikus alitivitdsa legalabb 2,0# 109
egység/mg fchérje, &s az emlitett készitmény legaldbb 50%
komplex ghkant tartalmas egy alfa-galakinzidas A glikoformara
spamitva, és az emlitett készitményt ap aldbbi épések atkalma-
zasaval allifjuk el

a}  egy alfa-galakiosiddz A-t termeld sejtbe egy szialil-
transzierdzt kadeld polinukieotidot juttatunk be, vagy
homoldég rekombindcidval egy seabdlyosd-szekvenciat
Juttatunk be, and egy endogeén sziall transsferdz exp-
resssidiat szabalyvozza;

b}  az alfa-galakiosidédz A-t termeld seitet olvan kériil-
menyek kdzdtt tegyésstjiik, ami az alfs-galakiozidéz A
¢s a szialid-transeferds expresszidiat eredményesik; és

¢} wolaljuk az alfa-galaktosidaz A fehériét, amely alfa-ga-
laktozidas A fehériének a polinuklestidot nemy tartal-
mazd sejthen eldallitott alfa-galaktozidaz A-val Ozsze-
hasonlitve megnidtt ax oligossacharid t8litése.

17, A 16, igéoypont szerinti készitmény, aminek eldalli-
tasdhoz azt a lépést is alkalmazzuk, amiben a megndtt
molekulatémeg(, t8itést as alfa-galaktozidés A ghkoforméakat a ¢
lepésben kapott alfe-galaktozidaz A fehérie frakciondlasaval vagy

tisstitasdval szelektdljul
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Készitmeény, ami egy vagy tdbb érett, posst-transzlaci-

Gaan modositott human alfa-galakiosidés A glikoformat tartal-

maz, megnott foszforilezettséggel, legaldbb 98%-ox homogenitasig

tisgtitva, specifikus aktivitdsa legalabb 2,0x10% sgyvség/mg fehér-

i€, és a készitmény tibb mint 50% komplex gliként tartalimaz egy

alfa-galaktoziddz & plikoforméara ssdmitva éx az smlitett készit-

ményt az alabbi 1épések alkalmazasaval alligiuk elé:

aj

o

19.

egy alfa-galakiomidaz At termeld sejtbe egy fossforil-
franssferast kédold polinuklectidot juttatunk be, vagy
homoldg rekombindcidval egy szabalvozd-szekvenciat
juttatunk be, ami egy endogén fossforil transzferas
expressaidiat szabalyozzy;

gz alfa-galaktozidas A-t termeld ssjtet olvan k8rdl-
meények kéz0{t tenyésziilik, ami az alfa-galaktozidazs A
&s a fossforit-transeferds expresszidgjat eredményezik;
&8

izolaljuk az alfs-galaktozidaz A fehérjét, amely alfa-ga-
laktozidaz A fehériének a polinuklestidot nam tartal-
mazd seitben gldallitott alfa-galaktoziddz A-val dssze-
hasonlitva megndtt a fossforilezettaége.

Készitmeény, ami egy vagy t8bb érett, posgt-transgziici-
R Bock

Ssan modositott huméan alfa-galakioziddz A glikoforméat tartal-

maz, az oligossacharid lancokon csdkkent sséami termindglis

gzidlsav &s galaktiz epységrel, legaldbb 98%-0s homogenitasig

tsgtitva, specifikus aktivitisa legaldbh 2,0010¢ egvség/mg fehér-

je. a kessitmény t0bb mint 30% komplex glikdnt tartalmaz egy



alfa-galaktozidéz A glikoforméra szamitva és az emlitett készit-
ményt az alabbi Kpdsek alkalmasasaval alliuk «ié:

al  az alfa-galaktozidéz A fehérjét neuraminidézzal hoz-
zuk erintkezesbe, hogy sltavolitsuk a szidlsav csoportokat, ami a

termindlis galaktdz egyvsépek exponalidasat eredményesi,

Bl az a) épésben kapott, deszialilezett alfa-galaktozidas

A fehérét P-galaktozidaszal kezeliGlk, hogy eltavolitsuk az
exponalddott, termindlis galakios egységeket; és

aholis a b} épésben kapott, deszialilezett, degalaktozilezeit
alfa-galaktoziddz A fehérje csdbkent sz@mG terminalis seiflsav
vagy galakiés egysdégetl tartalmaz arz oligoszacharid lancon, sgy
olvan alig-galektozidaz A fehérjével Gsszehasonlitva, amit nem
hoztunk érinthezdésbe neuraminiddzeal és §-galaktozidézzal.

20, Késsitmény, ami egy vagy t0bb érett, poszt-transziaci-
dsan modositolt human alfa-galaktoriddz A glikoformat tartal-
maz, az oligoszacharid lancokon csékkent szém terminalis ga-
laktos egveéggel, legalabb 88%-os humogenitasiy tssetitva, specifi-
kus akiivitdsa legaldbb 2,0%108 egység/mg fehérje, a készitmény
t3bb mint 530% komplex glikant tartalmaz egy alfs-galaktozidaz A
glikolorméra szamitva €s az enlitett késsitményt Ggy allitfuk €18,
hogy az alfa-galaktoziddz A fehénét f-galaktozidézzal hozsuk
erintkezéshbe, hogy eltdvolitsuk a termindlis galakide sgységeket,
&s a degalaktozilezett alfa-galaktozidaz A fehérje kisebb szém
termindlis  galakide egységet tartalmaz az  oligoszacharid
lancokon, egy olyan alfa-galaktozidds A fehériével dsszehason-

litva, amit nem hoziunk érintkezésbe §-galakivzidaszal.
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21, Készitmény, ami sgy vagy t8bb éreft, poszt-transslaci-

Ssan mobdositott huméan alfa-galaktozidéz A glikoformat tartal-
maz, legalabb 98%-ox homogenitdsig tisstitva, specifikus aktivi-
tasa legalabb 2,0x10% egység/myg fehérje, &s a készitmény t8hb
mint 50% komplex ghikant tartalmaz egy alfa-galaktoziddéz A
glikoformara szémitva, Kkovalens kitéssel polietilénglikolhoz
{PEG) kapcesgolva, aholis a PEG kovalens kétéssel van konjugéaiva
ax alfa-galaktozidéz A glikoformak egy vagy t8bb pontjdhos,
amiket az alabbi csoportbdl valaszthatink ki aminoccsoportok,
karboxilesoportok, ssulffudrilesoportok és seénhidrat csoportek.

42, Human alfa-galskioziddz A glikoprotein késsitmény,
amit az alabbi eljarassal allitunk elg:

al biztositunk egy huméan sejtet, amit genetikailag

madositottunk, hogy egy alfa-galakiozmidaz A polipep-
fidet expresszaljon; és

by a humdén seitbdl vagy & humdn sejt tenyésatd

kfzegébd]l tisstifuk az alfa-gadaktozidaz A polipep-
fidet.

43, A 22, igénypont szerinti human alfs-galaktozidaz A
glikoprotein készitmény, amely készitményt SDE-PAGE-val vagy
forditott fazish HPLC-vel mérve legaldbb 98%-0s homogenitasig
fisztitunk.

24. A 22, igénypont sserinti human alfa-galaktozidas A
glikoprotein készitmény, amely készitménynek a specifikus akti-
vitdsa legaldbb 2,0x10% sgység/mg fehérje,

25. A 22, igfnypont szerint huméan alfa-galaktozidaz A

glikoprotein kfszitmény, amely kiszitményt SDS-PAGE-val vagy
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forditott fézisg HPLC-vel mérve legalabb 98%-0s homogenitasig

tisztitunk, &8 specifikus aktivitdsa legalabb 2,0x10¢ egységimg

fehérie.
26, A 22, igénypont szerint huméan alfa-galaktozidgz A

glikoprotein készitimény, amiben az dsszes ghkdnnak legaldbb a
67%-a komplex tipusy glikan.

7. A 22, igénypont szerintl humdn alfa-galaktozidéz A
ghikoprotein késeilmeény, amnid dtlagozan két komplex glikan lancot
tartalmaz egy alfa-galaktozidas A monomerre ssdmitva.

28, A 22, igénypont szerint hursdn alfa-galaktozidaz A
glikoprotein készitmény, amiben az alfa-galaktozidas A glikefor-
mak Hesz-glikdnianak tobb mint 50%-a szialilezve van.

249, A 23, igénypont szerint human alfa-galaktozidar A
glikoprotein készitmény, aholis a genetikailag médositott human
seitet egy alfa-galakionidaz Afemids expresszids vektor konstruk-
cidval transzfektaliuk.

30, A 224, igénypont szerintl human alfa-galaktozidas A
glikoprotein készitmény, aholis a genetikailag modositott huonan
seitet egy olyan szabalyozd elemet kdédoléd nuldeinsavval transz-
fektalunk, ami az alfa-galaktozidas & egy kddold szekvencidgjdnak
expresseidiat szabalvozsa.

31, A 22, génypont sserinti huméan alfa-galaktozidas A
glikoprotein készitmény, amiben a genetikailag modositott hu-~
man sejtek szekunder fibroblasztok,

32, A 22, igénypont szerintt humén alfa-galakiozidas A
glikoprotein készitmény, amely alfe-galaltozidaz A polipeptd

tisztitdsa logalabb egy tsztitdsi sljardst foglal magaban, amit az
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alabbiak  kéxlil valaszthatunk kit hidroféb  kflesSnhatéson
alapuld kromatografia, jonos kdlesénhatason alapudé kromato-
grafia, meéretkizdrasos kromatografia, kromatofokuszald kroma-
tografia, fmkeldt kvromatografia és affinttéskromatografia.

33, A 34, igénypont szerint huméan alfa-galaktozidés A
glikoprotein készitmeény, amely alfa-galakiosidds A polipeptid
tisgtitdsa magdban foglaljia még az alfa-galaktosiddz A glikeforma
frakcionalasdnak 8pésdt is.

34, A 23, igénypont srerinti human alfa-gslaktozidas A
glilprotein készitmény, abolis az elidrds magadban foglalja a
szialll transzierds huméan sejtben vald expresszididnak Epdsét is.

35, A I8, igénypont szerintl készitmény, amiben a készit-

meény Ossz-glikantartalmanak legalabb 67%-a komplex tipust
glilvan.

36, A 18 igénypont  szerinti készitmény, amiben
Atagosan kit komplex glikén jut egy alfa-galaktorziddas A mono-
merre,

37, A 19 igénypont szerinti készitmény, amiben a készit-
mény osse-glikan tartalmansk legalabb 67%-a komplex tipusa
glikén.

38 A 18, igfoypont szerint  készitmény, amiben
atlagosan két komplex glikén jut egy alfa-galaktozidizs A mone
METTE,

38, A 20, igénypont szerintl készitmény, amiben a készit-
mény dser-glikdn taritalmdnak legaldbb 6§7%-a komplex tipush
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40, A 20, jgénypont  szerintl  készitmény, amiben
atlagosan k&t komplex glikdn jut egy slfa-galaktosidéas A mono-
merre.

41, A 21, igénypont szerintl készitmény, amiben a kégzit-
meény Sssz-glikdn tartalmdnak legalabb 87%-a komplex tipush
ghikan.

42. A 21l igénypont seerinti késslitmény, amiben
atlagosan két komplex glikdn jut egy alfa-galakiozidéz A mono-
merve.

43. Eljaras alfa-galaktoziddz A késsitmény elSallitasara,
amiben az desz-glikén tartalomnak t8bb mint 50%-a komplex ti-
pusa ghikan, azzal jellemezve, hogy as alabbi épéseket alkal-
mazauks

al biztositunk egy huméan sejtet, amit genetikailag mé-

dosttotiunk, hogy egy alfa-galakiczidas A polipeptidet
sxprosszaljon; és

33 a human sejtbdl vagy a humén seft  tenyésatd

kizegéhdl dsztifuk az alfa-galakiozidaz A polipep-
tidet.

44, A 43, igénypont szerinti eljdras, azzal jellemezve, hogy
a genetikailag médositott humén sejteket egy alfa-galaktozidas
A/femlds expresszios vektor konstrukeidval transzfektaljuk.

45, A 43, génypont seerinti elfdrds, azeal jellemezve, hogy
a genstikailag modositott humdn seitet egy olvan nukleinsavval
transsfektaljuk, ami az alfa-galaktozidés A-t kodold szekvencia

expresseifiat szabilyvord slemet kidel.
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46, A 43, igénypont szerinti eljdras, azzal jellemezve, hogy
a genetikailag mddositott humén sejtek szekumder fibroblasztok.

47, A 43, igénypont szerint eljdras, aszal jellemesve, hogy
ag alfa-galaktosiddz A polipeptid tisztitds: eliarass legalabl egyet
tartalmaz az alabbi csoportba tartozd tisziitdst €pésekbdl: hidro-
fob kdlosdnhatason alapuld kromatografia, ioncserés kromato-
grafia, méretkizdrasos kromatografia, kromatofdkusealdst kroma-
tografia, mkeldt kromatografia és affinitaskromatografia.

48, A 47, igénypont szerintl eljarés, azzal jellemeave, hogy
ax alfa-galaktozidéz A polipeptid tisziitdsa magaban foglalja még
egy alfa-galakiozidaz A glikoforma frakcionadlast lépését is,

4%, Gydgyaszat késsitmény, ami olyan alfa-galaktozidaz A
készitményt tartalmaz, amiben az dssz-glikdn tartalomnak tibb
mint 50%-a komplex-tipust glikan,

50, Az 1. igénypont szerinti készitmény, amiben az dsaz-
glikdn tartalomnak legaldbb 67%-a komplex tipust ghikén,

51, Az 1. igénypont seerinti késsitmény, amiben az alfa-
palakiozidaz & készitmény atlagosan két komplex gliként tartal-

mag egy alfa-galaktozidaz & monomerre szémdtva.
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