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73.366/SZE

Gyogyaszati készitmények az alfa-galaktozidaz A deficiencia

kezelésére
KIVONAT

A jelen talalmany targyat erésen tisztitott alfa-galaktozidaz
A, valamint ennek kiilénbdzd tisztitasi modszerei, valamint
megvaltoztatott toltésti készitmények és az ezeknek a készit-
ményeknek az eldallitasara szolgalo eljarasok; az olyan alfa-ga-
laktozidaz A készitmények, amiknek megnétt a felezési ideje egy
emlés keringésében, és ezeknek az eljarasoknak az eloallitasi
modszerei, és egy alfa-galaktozidaz A készitménynek egy alanyba

valo beadasi modszerei képezik.
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73.366/SZE

Gyogyaszati készitmények az alfa-galaktozidaz A deficiencia

kezelésére

A jelen talalmany targyat az alfa-galaktozidaz A deficiencia
kezelésére szolgalo modszerek és készitmeények képezik.

A Fabry-betegség az X-kromoszémahoz két6dé lizoszomalis
tarolasi betegség, amit sulyos veseproblémak, angiokeratomak és
kardiovaszkularis abnormalitasok jellemeznek, beleértve a
ventrikularis megnagyobbodast és a mitralis billenty( elégtelen-
séget. A Fabry betegség érinti a periferialis idegrendszert, ami a
végtagokban kinzé, égeté fajdalmat okoz. A Fabry-betegséget az
alfa-galaktozidaz enzim A (a-Gal A) deficienciaja okozza. Az alfa-
galaktozidaz A lizoszomalis glikohidrolaz, ami a kitilonbo6zé gliko-
konjugatumok terminalis alfa-galaktozil egységeit hasitja le. A
Fabry betegség a neutralis glikoszfingolipid, a ceramid-trihexozid
(CTH) katabolizmusanak gatlasat, és ennek az enzim szubszt-
ratnak a sejtekben és a véraramban valo akkumulalodasat ered-
meényezi.

Mivel a betegség az X-kromoszomahoz kapcsolodik, a leg-
tobb Fabry-betegségben szenved6 beteg férfi. Bar megfigyeltek
sulyosan érintett néi heterozigétakat is, a néi heterozigéotak gyak-
ran tlinetmentesek, vagy viszonylag enyhék a ttinetei (ami lehet
példaul a szaruhartya jellegzetes homalyossaga). A Fabry-beteg-

ség egy atipikus variansa, beleértve az alacsony rezidualis alfa-
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galaktozidaz A aktivitast, és vagy a nagyon enyhe tineteket, vagy
azt, hogy latszélag nincsenek mas, a Fabry-betegségre jellemzé
tunetek, korrelal a bal ventrikularis hipertrofiaval és szivbeteg-
séggel [Nakano és mtsai: The New England Journal of Medicine
333, 288-293 (1995)]. Az alfa-galaktozidaz A csdkkenése lehet az
oka az ilyen szivrendellenességeknek.

A human alfa-galaktozidaz A-t kodolo cDNS-t és gént
izolaltak és szekvenaltak. A human alfa-galaktozidaz A 429 ami-
nosavbol allé polipeptid formajaban expresszalodik, aminek 31
N-terminalis aminosava a szignalpeptid. A human enzimet exp-
resszaljuk aranyhorcsog petefészek (CHO) sejtekben [Desnick és
mtsai: 5,356,804 szamu Amerikai Egyestlt Allamok-beli szaba-
dalmi leiras; loannou és mtsai: Journal of Cell Biology 119, 1137
(1992)] valamint rovarsejtekben [Calhoun és mtsai: WO
90/11353].

Azonban a jelenleg hasznalt alfa-galaktozidaz A-nak korla-
tozott a hatékonysaga. A viszonylag magas tisztasagu alfa-galak-
tozidaz A eléallitasa fiigg az affinitaskromatografia hasznalatatal,
amiben lektin affinitaskromatografia (konkanavalin A (Con A)
Sepharose) és az alfa-galaktozidaz A-nak egy Sepharose matrix-
hoz kapcsolt N-6-aminohexanoil-a-D-galaktozilamin szubszt-
rathoz valo koétédésén alapulo affinitiskromatografia kombi-
Chemistry 256, 1307-1316 (1981)]. A fehérjetartalmu lektin-affi-
nitas gyantak és a szubsztrat analog gyantak hasznalata tipikus

esetben egytittjar az affinitas agensnek a szilard hordozoérél valé
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folyamatos levalasaval [Marikar és mtsai: Analytical Biochemistry
201, 306-310 (1992)], ami a tisztitott terméknek vagy oldatban
szabadon levé vagy az elualt fehérjéhez kotott affinitas-agenssel
valo szennyezédését eredményezi. Az ilyen szennyezések a
terméket alkalmatlanna teszik gyogyaszati készitményekben vald
felhasznalasra. A megkotott szubsétré.t analogok és a lektinek
szintén jelentdés negativ hatassal vannak a fehérjék enzimatikus,
funkcionalis és strukturalis tulajdonsagaira. Emellett, a korabbi
szakirodalom szerinti modszerekkel eléallitott alfa-galaktozidaz
A-t a maj gyorsan kitiriti.

Tehat a szaktertileten megmaradt az igény egy olyan tiszti-
tasi protokollra, amiben hagyomanyos kromatografias gyantakat
hasznalnak, amik kénnyen beszerezheték kereskedelmi mennyi-
ségll anyag eléallitasahoz sziikséges mennyiségben és miné-
ségben, és olyan alfa-galaktozidaz A készitményt eredményeznek,
amik mentesek az affinitas agensektdl. Emellett a szaktertlileten
megmaradt az igény olyan alfa-galaktozidaz A készitményekre,
amiknek megnétt keringési felezési idejuk, és megnétt a
felvételtik a majtol eltérd specifikus szévetekben.

A jelen talalmany targyat erésen tisztitott alfa-galaktozidaz
A készitmények, valamint az alfa-galaktozidaz A glikoformok tisz-
titasanak kulonb6zé modszerei képezik. A talalmany targyat
képezik tovabba olyan alfa-galaktozidaz A készitmények,
amiknek megvaltozott a toltéstik, valamint a talalmany targyat
képezik ezeknek a készitményeknek az eldallitasi modszerei. A

toltés megvaltoztatasat ugy érjuk el, hogy megnoéveljik az alfa-



galaktozidaz A szialsav tartalmat, és/vagy fokozzuk az alfa-galak-
tozidaz A foszforilezését. A talalmany targyat képezik tovabba az
olyan alfa-galaktozidaz A készitmények, amiknek megnétt a
keringési felezési idejuk emlds gazdaszervezetben, valamint ezek
eléallitasi modszerei. Végezetil, a jelen talalmany targyat képezik
az alfa-galaktozidaz A készitménynek egy alanyba valé bea-
dasahoz sztikséges modszerek és dozisok. A jelen talalmany sze-
rinti alfa-galaktozidaz A készitmények jol hasznalhatok lesznek
Fabry-betegségben szenveddé emberek kezelésére, vagy a Fabry-
betegség atipusos formaiban, azaz példaul a Fabry betegek féleg
kardiovaszkularis abnormalitasban, mint példaul ventrikularis
nagyobbodasban, ugymint baloldali ventrikularis hipertréfiaban
(LVH), és/vagy mitralis billenty-elégtelenségben szenvedd speci-
fikus populacioiban, vagy azoknal a Fabry betegeknél, akiknek
féleg a veséjével van probléma.

Az alabbiakban réviden ismertetjik a mellékelt abrakat.

Az 1. abran egy alfa-galaktozidaz A cDNS-nek human fibro-
blaszt cDNS koényvtarbol valé izolalasara hasznalt 210 bazispar
méret(1 proba (1. szamu szekvencia) lathat6. Ez a szekvencia az
alfa-galaktozidaz A gén 7-es exonjabol szarmazik. A probat hu-
man genomialis DNS-bél izolaljuk polimeraz lancreakcidval
(PCR). Az abran alahuzott régiok megfelelnek az amplifikacios
primerek szekvenciainak.

A 2. abran annak a DNS fragmensnek a szekvenciaja latha-
to, ami kiegeésziti az alfa-galaktozidaz A cDNS klon 5 végét (2.

szamu szekvencia). Ezt a fragmenst human genomialis DNS-bdl



izolaljuk polimeraz lancreakcioval. Az abran alahuzott régiok
megfelelnek az amplifikacios primerek szekvenciainak. Az alabbi,
1. példaban ismertetett szubklonozashoz hasznalt Ncol és Sacll
restrikcios endonukleaz hasitasi helyek poziciéit is megmutatjuk.

A 3. abra az alfa-galaktozidaz A cDNS szekvenciajat mu-
tatjuk be, beleértve a szignalpeptidet kodolo szekvenciat is (3.
szamu szekvencia).

A 4. abra a pXAG-16, egy alfa-galaktozidaz A expresszios
konstrukcié sematikus térképe, ami tartalmazza a CMV (citome-
galovirus) promoterét, az 1-es exont és az 1. intront, a hGH szig-
nalpeptidet kodolo szekvenciat és az els6 intront, az alfa-galakto-
zidaz A cDNS-ét (amibdl hianyzik az alfa-galaktozidaz A szignal-
peptid szekvencia), és a hGH 3" UTS-ét. A pcDNeo a pcDNeo

Az 5. abra a pXAG-28, egy alfa-galaktozidaz A expresszios
konstrukcié sematikus térképe, ami tartalmazza a kollagén Ia2
promotert és az els6 exont, a alfa-galaktozidaz A cDNS-t (amibél
hianyzik az alfa-galaktozidaz A szignalpeptid szekvencia), és a
hGH 3" UTS-ét. A pcDNeo a pcDNeo génbdl szarmazo6 neo gén po-

A 6. abran a human alfa-galaktozidaz A aminosav szekven-
cigjat mutatjuk be (4. szamu szekvencia).

A 7. abran a human alfa-galaktozidaz A aminosav szekven-
ciajat mutatjuk be (szignalpeptid nélkul) (5. szamu szekvencia).

A 8. abra az alfa-galaktozidaz A tisztitasi lépésének egy

kromatogramja, amihez Butyl Sepharose gyantat hasznalunk. A



kivalasztott frakciok 280 nm-en mért elnyelését (folyamatos
vonal) és alfa-galaktozidaz A aktivitasat (pont-vonal) mutatjuk be.

A 9. abra a pGA213C sematikus térkeépe.

A 10. abra a célz6 konstrukcio, a pGA213C és az endogén
matikus reprezentacidja. A pGA213C-t ugy abrazoljuk, mint a
célzo szekvenciak egymashoz illesztését az X-kromoszéma alfa-
galaktozidaz A lékusz megfelel6 szekvenciai felett. A metionin
iniciaciés kodont, az ATG-t szamokkal jelezziik a linearis térké-
pek felett. A ragcsalo dihidrofolat-reduktazt, bakterialis neomicin
rezisztenciat és citomegalovirus promoter/aldolaz intron szek-
venciakat tartalmazo aktivalé egységeket a {6l6tt a pozicio folott
(-221) abrazoljuk, amikbe a DNS klonozassal beépitjik 6ket. Az
alfa-galaktozidaz A kodolé szekvenciat szurkitett négyszégekkel
jeldljuk. A nem-alfa-galaktozidaz A-t kodolé genomialis szekven-
ciakat halvanyan szurkitett négyszogekkel jelezziik. A nagy
nyilak a dihidrofolat-reduktaz és neomicin-rezisztencia expresszi-
0s kazettak transzkripcigjanak iranyat mutatjak. GA-GAL mRNS
illesztését a sikeres célzas és génaktivalas utan szaggatott
vonallal jelezztik az aktivalt alfa-galaktozidaz A (GA-GAL) lokusz
térképe alatt.

A jelen talalmany targyat 0j alfa-galaktozidaz A készitmé-
nyek, valamint ezek eléallitasi eljarasai képezik, valamint a
Fabry-betegségben vagy az atipusos Fabry-betegségben szenvedd
betegek kezelési eljarasai képezik, amikben ezeket a készitmé-

nyeket hasznaljak. Néhany reprezentativ megvaldsitasi méodot az
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alabbiakban részletesebben 6sszefoglalunk, ismertetiink az alab-
biakban.

A jelen talalmanyban barmilyen sejtben (egy alfa-galaktozi-
daz A-t termel6 sejtben) eléallitott alfa-galaktozidaz A-t haszna-
lunk a Fabry-betegség kezelésére. Egy elényben részesitett meg-
valositasi mod szerint a jelen talalmany standard génsebészeti
technikakkal (amik azon alapulnak, hogy a klénozott alfa-galak-
tozidaz A gént vagy cDNS-t bejuttatjuk egy gazdasejtbe), vagy
génaktivalassal eldallitott human alfa-galaktozidaz A-t haszna-
lunk.

A jelen talalmany targyat olyan készitmények, valamint
ezek eldallitasi eljarasai képezik, amik a korabban ismertnél
tisztabb alfa-galaktozidaz A készitményt tartalmaznak. A jelen ta-
lalmany szerinti tisztitasi moédszerek alkalmazasaval a human
alfa-galaktozidaz A készitmények o6sszetételeit elénydsen legalabb
98%-0s homogenitasig tisztitjuk, még elénydsebben 99%-o0s ho-
mogenitasig, és legeldnyosebben legalabb 99,5%-0s homogeni-
tasig, SDS-PAGE vagy forditott fazist HPLC mérések alapjan. A
jelen talalmany szerinti alfa-galaktozidaz A készitmények specifi-
kus aktivitasa elénydsen legalabb 2,0x106 egység/fehérje, még
elényésebben legalabb 3,0x106 egység/fehérje, és legelénydseb-
ben legalabb 3,5x10¢ egység/fehérje.

Az egyik megvalositasi mod szerint az alfa-galaktozidaz A
készitményt ugy allitjuk elé, hogy az alfa-galaktozidaz A kulénboé-
z6 glikoformait egy hidrofob koélcsénhatast hasznalé gyantan

elvalasztjuk a tébbi komponenstdl, de nem tartozik ide a lektin
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kromatografias lépés. Egy elényben részesitett megvalositasi mod
szerint a hidroféb koélcsénhatason alapulé gyanta funkcionalis
egysége tartalmaz egy butilcsoportot.

Egy alternativ megvalositasi mod szerint az alfa-galaktozi-
daz A készitményt ugy tisztitjuk meg, hogy elészor az alfa-galak-
tozidaz A kulénbozo glikoformait egy oszlopba t6ltétt kationcseré-
16 gyantahoz koétjik, savas pH-ju ekvilibralé pufferben. Az oszlo-
pot az ekvilibralé pufferrel mossuk, hogy elualjuk a megkoétetlen
anyagot, majd az alfa-galaktozidaz A kulénb6zé glikoformait
elualjuk, ehhez egy elualé oldatot, ami lehet 10-100 mmol/1 kon-
kombinacidja lehet. Egy elényben részesitett megvalésitasi mod
szerint az ekvilibralé puffer pH-ja koértlbelil 4,4.

Egy masik alternativ megvalositasi méd szerint az alfa-ga-
laktozidaz A készitményt ugy tisztitjuk meg, hogy egy mintaban
az alfa-galaktozidaz A kulénbozé glikoformait elvalasztjuk a
minta tébbi komponensétdl, olyan tisztitasi eljarast hasznalva,
ami legalabb egy kromatofékuszalé kromatografiat, fémkelat affi-
nitasi kromatografiat, vagy immunaffinitasi kromatografiat tartal-
maz tisztitasi eljarasként.

A jelen talalmany targyat képezik tovabba az olyan alfa-ga-
laktozidaz A készitmények, és ezeknek az alfa-galaktozidaz A ké-
szitményeknek az eléallitasi eljarasai, amiknek megvaltozott a
toltése. A készitmények tartalmazhatjak az alfa-galaktozidaz A
kulénbo6zé glikoformait is. A toltés megvaltoztatasat ugy érhetjiik

el, hogy megnoveljik az alfa-galaktozidaz A készitmények
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szialsav-tartalmat, és/vagy megnéveljik az alfa-galaktozidaz A
készitmények foszforilezettségét.

Az alfa-galaktozidaz A készitmények szialsav-tartalmat a
kovetkezOképpen novelhetjik: i) a tisztitasi eljaras soran vagy
utan izolaljuk az erésen toltétt és/vagy magas molekulasulyu
alfa-galaktozidaz A glikoformakat; ii) a szialil-transzferaz gén
vagy cDNS expresszalasa céljabol genetikailag modositott sejtek
(amiket vagy hagyomanyos génsebészeti eljarassal, vagy génakti-
valassal modositottunk) hasznalataval szialsav csoportokat
adunk a molekulahoz; vagy iii) az enzimet expresszalo sejteket
fermentaljuk vagy szaporitjuk, alacsony ammoénium-szinti
kornyezetben.

Az alfa-galaktozidaz A készitmények foszforilezettségét tgy
noveljuk, hogy i) a foszforil-transzferaz gén vagy cDNS exp-
resszalasa céljabol genetikailag moédositott sejtek (amiket vagy
hagyomanyos génsebészeti eljarassal, vagy génaktivalassal mo-
dositottunk) hasznalataval foszfatcsoportokat adunk a molekula-
hoz; vagy ii) a tenyésztett sejtekhez foszfataz-inhibitorokat
adunk.

A jelen talalmany szerinti modszerek alkalmazasaval gliko-
zilezett human alfa-galaktozidaz A készitményeket kapunk,
amikben az oligoszacharidok 35-85%-a tolt6tt. Egy elényben ré-
szesitett megvalositasi mod szerint az oligoszacharidoknak leg-
alabb 35%-a t6lt6tt. Egy még inkabb elényben részesitett megva-
lositasi mod szerint az  oligoszacharidoknak legalabb 50%-a

toltott.
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Az alternativ, elényben részesitett human glikozilezett alfa-
| galaktozidaz A készitmények tébb alfa-galaktozidaz A glikoforma-
bal allnak, amiknek elénydsen legalabb 20%-a, elénydsebben leg-
alabb 50%-a, és legelénydsebben legalabb 70%-a 2-4 szialsav
csoportot tartalmazé komplex glikan. Egy alternativ, elényben ré-
szesitett megvaldsitasi mod szerint a tdébb glikoformabdl allé hu-
man glikozilezett alfa-galaktozidaz A készitmények oligoszacharid
toltéssel rendelkeznek, amit egy 100-nal nagyobb Z szammal
mériink, ami elényésen 150-nél nagyobb, még elénydsebben
170-nél is nagyobb. Egy masik, elényben részesitett megvalosita-
si mod szerint a tdébb glikoformabol allé human glikozilezett alfa-
galaktozidaz A készitmények legalabb 16-50%, elénydsen 25-
50%, még elénydsebben legalabb 30% foszforilezett glikoformat
tartalmaznak. Egy alternativ megvalositasi mod szerint a tobb
glikoformat tartalmazo készitményekben az 6ssz-glikannak S50-
75%-a, elényosen 60%-a szializalva van.

A jelen talalmany egyik megvalositasi modja szerint a
megnovelt oligoszacharid téltést glikozilezett alfa-galaktozidaz A
készitményt ugy allitjuk eld, hogy elészor bejuttatunk egy GlcNac
transzferaz IlI-at (GnT-III) koédolo polinukleotidot egy alfa-galakto-
zidaz A-t termel6 sejtbe, vagy homolog rekombinaciéval egy sza-
balyoz6-szekvenciat juttatunk be, ami szabalyozza egy endogén
GnT-III gén expresszigjat. Az alfa-galaktozidaz A-t tarmeld sejtet
azutan olyan kérulmények ko6zott tenyésztjik, ami az alfa-galak-

tozidaz A és a GnT-IIl expresszidjat eredményezi. A végs6 1épés



azutan abbdl all, hogy az alfa-galaktozidaz A készitmény megnoé-
vekedett oligoszacharid toltést tartalmaz.

A jelen talalmany egy alternativ megvaldsitasi modja szerint
megnovekedett oligoszacharid toltéssel rendelkezé glikozilezett
alfa-galaktozidaz A készitményt ugy allitunk el6, hogy el6szor egy
szialil-transzferazt kodolé polinukleotidot juttatunk be egy alfa-
galaktozidaz A-t termel6 sejtbe, vagy homolég rekombinacioval
egy szabalyozo-szekvenciat juttatunk be, ami szabalyozza egy
endogén szialil-transzferaz gén expresszidjat. Az alfa-galaktozidaz
A-t termel6 sejtet azutan olyan koérilmények koézott tenyésztjuk,
ami az alfa-galaktozidaz A és a szialil-transzferaz expressziojat
eredményezi. A végsé lépés az, hogy izolaljuk a megnoévekedett
oligoszacharid toltéssel rendelkez6 alfa-galaktozidaz A készit-
meényt. Az elényben részesitett szialil-transzferaz tartalmaz egy a
2,3-szialil-transzferazt és egy o2,6-szialil-transzferazt. Egy elény-
ben részesitett megvalositasi mod szerint ez a lépés tartalmaz
meég egy tovabbi lépést, amiben a készitmény frakcionalasaval
vagy tisztitasaval megndtt mérett vagy a téltésu alfa-galaktozidaz
A glikoformakat szelektalunk.

Egy masik megvalositasi mod szerint egy erdsebben
szializalédott glikozilezett alfa-galaktozidaz A készitményt ugy al-
litunk el6, hogy egy alfa-galaktozidaz A-t termel6é sejtet érint-
kezésbe hozunk egy 10 mmol/l-nél, vagy elényésebben 2
mmol/l-nél kisebb koncentraci6ji ammoniumot tartalmazo

tenyészté taptalajjal. Egy elényben részesitett megvalésitasi mod
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érjuk el, hogy glutamin-szintetazt adunk a tenyészt6 taptalajhoz.
Egy alternativ, elényben részesitett megvalésitasi mod szerint az
alacsony ammoénium-koncentraciot ugy érjik el, hogy az alfa-ga-
laktozidaz A-t termeld sejtet folyamatosan vagy megszakitasokkal
perfundaltatjuk friss tenyészt6 taptalaj, hogy az ammonium-kon-
centraciét 10 mmol/Il, elényésebben 2 mmol/1 alatt tartsuk.

Egy tovabbi megvalositasi méd szerint egy erésebben foszfo-
rilezett alfa-galaktozidaz A készitményt ugy allitunk eld, hogy
elészor egy alfa-galaktozidaz A-t termel6 sejtbe egy foszforil-
transzferazt kodolo polinukleotidot juttatunk be, vagy vagy ho-
molog rekombinacidval egy szabalyozo-szekvenciat juttatunk be,i
ami szabalyozza egy endogén foszforil-transzferaz gén expresszi-
ojat. Az alfa-galaktozidaz A-t termeld sejtet azutan olyan koérul-
mények kozott tenyésztjuk, amik az alfa-galaktozidaz A és a
foszforil-transzferaz expressziojat eredményezik. Ezutan izolaljuk
a polinukleotid nélkuli sejtben eléallitott alfa-galaktozidaz A-hoz
viszonyitva erésebben foszforilezett alfa-galaktozidaz A készit-
ményt. Egy elényben részesitett megvalositasi mod szerint a jelen
talalmany szerinti eljarasokkal eléallitott alfa-galaktozidaz A ké-
szitmények t6bb glikoformat tartalmaznak, és a glikoformak 16-
50%-a, elénydsen 25-50%-a, még elédnydsebben legalabb 30%-a
foszforilezve van. Egy elényben részesitett megvalositasi mod sze-
rint ez a modszer magaban foglal egy tovabbi 1épést, amivel a ké-
szitmény frakcionalasaval vagy tisztitasasval ki lehet valasztani a
megnétt méretti vagy megndétt toltésti alfa-galaktozidaz A gliko-

formakat.
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Egy tovabbi megvalésitasi mod szerint egy erdsebben foszfo-
rilezett, glikozilezett alfa-galaktozidaz A készitményt ugy kapunk
meg, hogy egy foszfataz-inhibitort, azaz példaul bromtetramizolt
adunk a tenyésztett sejtekhez. A szarvasmarha plazma alkalikus
foszfataz alacsony szintje lehet jelen egy borjumagzat szérumban,
amit a tenyésztett sejtek szaporitasahoz adalékanyagként hasz-
nalhatunk. Ez felveti annak a lehetéségét, hogy a szekretalt alfa-
galaktozidaz A-n levé exponalt Man-6-P lehet a szérum alkalikus
foszfataz szubsztratja.

A bromtetramizolrél kimutattak, hogy az alkalikus foszfataz
hatasos inhibitora; Ki=2,8 mmol/l [Metaye és mtsai: Biochem.
Pharmacol. 15, 4263-4268 (1988)], Es a teljes gatlast 0,1 mmol/l
koncentracional lehet elérni [Borgers & Thone: Histochemistry
44, 277-280 (1975)]. Ennek kovetkeztében az egyik megvalositasi
mod szerint egy foszfataz-inhibitor, azaz példaul bréomtetramizol
adhat6 a tenyésztett sejtekhez, hogy maximalizaljuk a tenyészté
kozegben levé high-uptake alfa-galaktozidaz A format,
megakadalyozva a Man-6-P észtercsoportok hidrolizisét.

A jelen talalmany targyat képezik tovabba az alfa-galaktozi-
daz A keészitmények, ezek eléallitasi modjai, amiknek emlés gaz-
daszervezetben megnétt a keringési felezési ideje. A keringésben
valo felezési id6, és a sejtbe valo bejutas fokozhaté, ha i) néveljuk
az alfa-galaktozidaz A szialsav-tartalmat (amit az el6zékben is-
mertetett modon lehet elérni); ii) noéveljiuk az alfa-galaktozidaz A
foszforilezettségét (amit az elézékben ismertetett moédon lehet

elérni); iii) az alfa-galaktozidaz A pegilezése; vagy iv) a sziélsav és



a terminalis galakt6z-csoport szekvencialis eltavolitasa, vagy a
terminalis galaktéz csoportok eltavolitasa az alfa-galaktozidaz A
oligoszacharid lancairol.

Az alfa-galaktozidaz A készitmények javitott szializalasa
fokozza az exogén alfa-galaktozidaz A keringési felezési idejét.
Emellett, az alfa-galaktozidaz A javitott szializalasa a hepa-
tocitakkal 6sszehasonlitva javitja a sejtekbe valo bejutast a nem-
hepatocitakba, azaz példaul a maj endotelialis sejtekbe vagy a
szivizom-sejtekbe. A megnovelt szialsav tartalmua human glikozi-
lezett alfa-galaktozidaz A készitmény el6nydsen tobb glikoformot
tartalmaz, amiknek legalabb 20%-a komplex, 2-4 szidlsav-cso-
portot tartalmazé glikan. Egy alternativ elényben részesitett hu-
man glikozilezett alfa-galaktozidaz A készitmény tobb glikofor-
mbol all, amiben az 6ssz-glikanok 50-75%-a, elényosen legalabb
60%-a szialilezett.

Az alfa-galaktozidaz A készitmények foszforilezése is javitja
az alfa-galaktozidaz A sejtekbe valo bejutasi képességet. A foszfo-
rilezés az alfa-galaktozidaz A-t expresszal6 sejtekben fordul eld.
Az egyik jelen talalmany szerinti human glikozilezett alfa-galakto-
zidaz A elényosen tobb glikoformat tartalmaz, amely glikoformok
atlagosan 16-50%-ban, elényésen 25-50%-ban, még elényoseb-
ben legalabb 30%-ban foszforilezve vannak.

Egy alternativ megvalositasi mod szerint a human alfa-ga-
laktozidaz A készitmény keringési felezési idejét ugy lehet
fokozni, hogy az alfa-galaktozidaz A-t polietilénglikollal

komplexbe vissziik. Egy eldnyben részesitett megvalositasi mod



szerint az alfa-galaktozidaz A készitményt trezil-monometoxi
PEG-gel (TMPEG) lehet komplexbe vinni, pegilezett alfa-galaktozi-
daz A képzédése kozben. A pegilezett alfa-galaktozidaz A-t azutan
tisztitjuk, izolalt, pegilezett alfa-galaktozidaz A készitmény eléalli-
tasaval. Az alfa-galaktozidaz A pegilezése fokozza a keringési
felezési id6t, és a fehérje in vivo hatékonysagat.

A szialilezés befolyasolja a fehérjék keringési felezési idejét
és biologiai eloszlasat. A szialsavat nem, vagy csak minimalis
mértékben tartalmazoé fehérjéket konnyen internalizalja az aszia-
loglikoprotein receptor (Ashwell receptor) a hepatocitakon, a fe-
hérje exponalt galaktoz csoportjai révén. A galaktézzal zarodo
alfa-galaktozidaz A keringési felezési ideje novelhetd, ha egymas
utan 1) eltavolitjuk a szialsavat, oly médon, hogy az alfa-galakto-
zidaz A-t neuraminidazzal (szialidaz) hozzuk érintkezésbe, ezzel a
terminalis galaktoz egységeket exponalva hagyva, és 2) a termi-
nalis galaktozid csoportokat eltavolitjuk, a deszializalt alfa-ga-
laktozidaz A-t B-galaktozidazzal hozva érintkezésbe. A kapott
alfa-galaktozidaz A készitményben kevesebb terminalis szialsav
és/vagy terminalis galaktozidaz csoport van az oligoszacharid
lancokon, azokkal az alfa-galaktozidaz A készitményekkel 6ssze-
hasonlitva, amiket nem hoztunk érintkezésbe szekvencialisan
neuraminidazzal és B-galaktozidazzal. Egy masik valtozat szerint
a galaktozzal lezart alfa-galaktozidaz A keringési felezési ideje
javithato ugy is, ha csak a terminalis galaktozid egységeket
tavolitjuk el a deszializalt alfa-galaktozidaz A-t f-galaktozidazzal

érintkezésbe hozva. A kapott alfa-galaktozidaz A készitményben
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kevesebb terminalis galaktozid csoport van az oligoszacharid
lancokon, azokkal az alfa-galaktozidaz A készitményekkel 6ssze-
hasonlitva, amiket nem hoztunk érintkezésbe p-galaktozidazzal.
Egy elényben részesitett megvalositasi mod szerint a
neuraminidazzal és B-galaktozidazzal egymas utan val6é érint-
keztetés utan a kapott alfa-galaktozidaz A készitményeket #3-
hexé6zaminidazzal hozzuk érintkezésbe, ezzel lehasitva az oligo-
szacharidot a trimanno6z magrol.

Emellett a szialilezési szint a hasznalt sejttipustol fliggéen
valtozhat. Ennek koévetkeztében egy masik elényben részesitett
megvalositasi mod szerint az alfa-galaktozidaz A szialilezését fo-
kozni lehet, ha olyan emlés sejteket, azaz példaul human
sejteket keresiink, amiknek viszonylag magas a szialil-transzfe-
raz aktivitasa, és ezeket a sejteket hasznaljuk alfa-galaktozidaz A
termeld sejtekként.

A jelen talalmany targyat képezik tovabba egy alfa-galakto-
zidaz A készitmény olyan kiszerelési formai, amik lényegében
mentesek minden nem-alfa-galaktozidaz A fehérjétdl, azaz példa-
ul az albumintdl, a gazdasejt altal termelt nem-alfa-galaktozidaz
A feheérjéktél, vagy az allati szévetbdl vagy folyadékbol izolalt fe-
hérjéktdl. Az egyik megvalositasi mod szerint a kiszerelési forma
emellett tartalmaz téltéanyagot is. Az elényben részesitett toltéa-
nyagok kozé tartozik a mannit, a szorbit, a glicerin, az amino-
savak, a lipidek, az EGTA, a natrium-klorid, a polietilénglikol, a
polivinil-pirrolidon, a dextran vagy barmelyik emlitett téltéanyag

kombinaciéja. Egy masik megvalositasi mod szerint a kiszerelési
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forma tartalmaz még nem-ionos detergenseket is. Az elényben
részesitett nem-ionos detergensek kézé tartozi a Polysorbate 20,
a Polysorbate 80, a Triton X-100, a Triton X-114, a Nonidet P-40,
az oktil-a-gliikozid, az oktil-b-gltikozid, a Brij-35, a Pluronic, és a
Tween 20. Egy elényben részesitett megvaldsitasi mod szerint a
nem-ionos detergens a Polysorbate 20 vagy a Polysorbate 80. Egy
elényben részesitett kiszerelési forma tartalmaz még foszfattal
pufferelt sooldatot, aminek a pH-ja elénydsen 6.

A jelen talalmany targyat alfa-galaktozidaz A készit-
ménynek egy alanyba valé beadasat szolgalo modszerek képezik.
Egy elényben részesitett megvalositasi mod szerint az alfa-galak-
tozidaz A készitmény egy megvaltozott t6ltési alfa-galaktozidaz A
készitmény, azaz példaul megnétt az oligoszacharid téltése,
és/vagy megnétt a keringési felezési ideje, az itt ismertetett
modon. A beadott dozis endogén 0,05-5,0 mg, még elényosebben
0,1-0,3 mg alfa-galaktozidaz A készitmény per testsulykg,
hetente vagy kéthetente. Egy eldnyben részesitett megvalositasi
mod szerint a beadott dozis kérulbelidl 0,2 mg per testsulykg
kéthetente. Ezekben a moédszerekben a dozist beadhatjuk intra-
muszkularisan, oralisan, rektalisan, szubkutan, intra-
arterialisan, intraperitonealisan, intracerebralisan, intra-
nazalisan, intradermalisan, intratekalisan, transzmukozalisan,
transzdermalisan, vagy belégzés utjan. Az egyik megvalositasi
mod szerint az alfa-galaktozidaz A készitménynek egy alanyba
valo bejuttatasa magaban foglalja a 0,01-10,0 mg, elényosen 0,1-

5,0 mg per testsulykg kozott valtozé dozisu alfa-galaktozidaz A
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készitmény hetente vagy kéthetente valé beadasat szubkutan. Az
alfa-galaktozidaz A készitményt beadhatjuk intravénasan is, azaz
példaul intravénas bolus injekcioval, egy lassan benyomott intra-
vénas injekcioval, vagy folyamatos intravénas injekciéval. Barme-
lyik el6z6kben emlitett modszerben az alfa-galaktozidaz A készit-
mény beadhato egy bejuttatdé rendszerrel, azaz példaul egy
pumpaval, egy kapszulazott sejt bejuttaté rendszerrel, lipo-
szomakkal, tiivel valo injekciozassal, tiimentes injekciozassal,
nebulizatorral, aeroszolizatorral, elektroporacioval és transzder-
malis tapasszal. Barmelyik el6z6kben emlitett alfa-galaktozidaz A
készitmény beadhat6 ezekkel a mddszerekkel.

Egy alanyt, akirdl feltételezzik, vagy tudjuk, hogy Fabry-
betegségben szenved, jelenheté az elé6zékben ismertetett alfa-ga-
laktozidaz A készitmény beadasaval, az elézékben emlitett bea-
dasi modszereket és dozisokat hasznalva. A jelen talalmany
targyat képezi altalaban Fabry-betegségben szenvedé egyedek
(,Fabry-betegek”), vagy a Fabry-betegség atipusos variansaiban
szenvedd betegek, azaz a Fabry-betegek specifikus populacioi,
akik féleg kardiovaszkularis rendellenességben szenvednek mint
példaul ventrikularis nagyobbodasban, ugymint baloldali
ventrikularis hipertrofiaban (LVH), és/vagy mitralis billentyi-
elégtelenségben, vagy azok a Fabry betegek, akiknek féleg a vesé-

jével van probléma.
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alfa-galaktozidaz A
Az alfa-galaktozidaz A egy homodimer glikoprotein, ami

glikolipidekrél és glikoproteinekrdl hidrolizalja a terminalis alfa-
galaktoziil egységeket.

Az érett ,alfa-galaktozidaz A” és ,GA-GAL’ és ,5. szamu
szekvencia” szakkifejezés (lasd 7. abra) alfa-galaktozidaz A-t je-
lent, a szignalpeptid nélkul (a szignalpeptidet tartalmazo alfa-ga-
laktozidaz A-t lasd a 3. abran és a 3. szamu szekvenciavazlaton).
Az ,alfa-galaktozidaz A készitmény” szakkifejezést és a ,glikozi-
lezett alfa-galaktozidaz A készitmény” szakkifejezéseket egymas
helyett is hasznalhatjuk, ezek kulonb6zéképpen glikozilezett alfa-
galaktozidaz A glikoformakat tartalmaznak.

A ,szignalpeptid” szakkifejezés jelentése egy olyan peptid-
szekvencia, ami egy ujonnan szintetizalt polipeptidet, amihez a
szignalpeptid hozza van kapcsolva, az endoplazmatikus retiku-
lumba iranyitja tovabbi poszt-transzlacios processzalasra és
szétosztasra.

A  heterolog szignalpeptid” szakkifejezés jelentése a tovab-
biakban az alfa-galaktozidaz A 6sszefluiggésében egy olyan szig-
nalpeptidet jelent, ami nem a human alfa-galaktozidaz A szignal-
peptidje, tipikus esetben valamelyik, az alfa-galaktozidaz A-tél
eltéré emlds fehérje.

A szakteriileten jartas szakember szamara nyilvanvalo,
hogy a human alfa-galaktozidaz A DNS szekvenciaja (ami lehet
cDNS [5. szamu szekvencia] vagy genomialis DNS), vagy azok a

szekvenciak, amik a human alfa-galaktozidaz A DNS-t6l vagy
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csendes kodonhasznositas vagy kodoncsere miatt térnek el, amik
konzervativ aminosav helyettesitéseket generalnak, human
sejtek genetikai modositasara hasznalhaték, aminek hatasara a
sejtek tulexpresszaljak és szekretaljak az enzimet. Néhany
mutacié az alfa-galaktozidaz A DNS szekvenciajaban olyan poli-
peptideket kodolhat, amik megtartjak, vagy javitott alfa-galakto-
zidaz A enzimaktivitast mutatnak. Példaul azt varhatnank, hogy
a konzervativ aminosav helyettesitésnek vagy nincs, vagy csak
nagyon Kicsi a hatasa a biologiai aktivitasra, fé6leg akkor, ha a fe-
hérjében levé csoportoknak kevesebb mint 10%-at képviseli. A
konzervativ helyettesitéseket az alabbi csoportokba tartozé ami-
nosavak ko6zott tehetjuk meg: glicin, alanin; valin, izoleucin,
leucin; aszparaginsav, glutaminsav; aszparagin, glutamin; szerin,
treonin; lizin, arginin; és fenilalanin, tirozin [lasd példaul az
5,356,804 szamu Amerikai Egyestilt Allamok-beli szabadalmi
leirast, amely publikaciét a tovabbiakban referenciaként keze-

Iink].

Fabry-betegség

A Fabry-betegség egy olyan genetikai rendellenesség, amit
az alfa-galaktozidaz A enzim tokéletlen mikodése okoz. Az ,alfa-
galaktozidaz A deficiencia” szakkifejezés ennek az enzimnek az
aktivitasanak a cs6kkenését jelenti egy betegben, ami a neutralis
glikolipidek (azaz példaul a globotriaozilceramid) abnormalis ak-
kumulalédasahoz vezet a véredények falaban levé hisztiocitak-

ban, angiokeratomakkal a combokon, a a fenéken és a genitalia-
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kon, és hypohidrosist, a végtagokban paresztéziat, a szaruhartya
veleszuletett verticillatajat és kullészerh hatsé szubkapszularis
szurkehalyogot okoz. Ennek az anyagnak a lerakodasa fajdalmat,
sulyos vese és keringési betegséget, valamint sztrokot okozhat. A
glikolipid akkumulaloédas stlyos tineteket okozhat, ami tipikus
esetben megfigyelhet6 a Fabry-betegségben szenvedé férfiaknal.
Egy masik valtozat szerint az akkumulalédas okozhat enyhe tu-
neteket is, ami példaul gyakran lathaté a defektiv gén heterozi-
gota né hordozoinal. Az érintett személyek révidebb élettartamra
szamithatnak; a halal altalaban vese, keringési vagy cerebro-
vaszkularis komplikaciokbél szarmazik, kértilbelul negyvenéves
korban. Ennek a betegségnek nincs specifikus kezelése. A Fabry-
betegség, amit lizoszomalis tarolasi betegségként osztalyoznak, a
vilagban to6bb mint 15000 embert érint.

A Fabry-betegség, az el6z6 definicié szerint egy komplex Kkli-
nikai tinetegytlttes, amit az jellemez, hogy tébb szervre és tobb
rendszerre terjed ki. Azokat a betegeket, akikben manifesztalodik
a szaruhartya disztroéfia, a bér 1€ziok (angiokeratomata), a fajdal-
mas neuropatia, az agyi keringési betegség, a kardiomiopatia és
a vese mukodésének rendellenessége, a ,klasszikus” fenotipusba
osztalyozzak. Vannak azonban olyan betegek, amik a klasszikus
fenotipusnak csak néhany, nem az 06sszes tunetét mutatjak.
Ezeket a betegeket osztalyozzak ,a Fabry-betegség atipikus vari-
ansai” osztalyba. Szamos atipusos varians fenotipus kapcsolodik
az alfa-galaktozidaz A deficienciahoz. Példaul néhany alfa-galak-

tozidaz A deficienciaban szenvedd beteg a Fabry-betegségnek egy
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ventrikularis hipertréfiat okoz (LVH). Van masik varians fenoti-
pus is, amiben a betegeknek csak a veséje karosodott. Bar mind-
két emlitett varians fenotipust azonositottak férfi hemizigotak-
ban, a Fabry-betegség varians formait leirtak né heterozigotak-
ban is.

Az atipikus, a szivet érinté variansban szenvedé betegekben
a betegség tlinetei az élet késébbi szakaszaban jelentkeznek. A
szivet érint6é variansban szenvedé betegeknél a diagnozis atlagos
kora az 52. életév, szemben a klasszikus fenotipusban szenveddék
29. életévben valé diagnosztizalasaval [Desnick és mtsai: In The
Metabolic and Molecular Bases of Inherited Disease, 6. kiadas,
2741-2784. oldal. szerk.: Scriver és munkatarsai, McGraw-Hill
(New York) (1996); Meikle és mtsai: Journal of the American
Medical Association 281, 249-254 (1999)]. Az ebben a szindroma-
ban szenvedd betegek gyakran a szivimiik6dés rendellenességé-
nek enyhe tlaneteit mutatjak, azaz példaul nehéz légzést
erdkifejtés kozben. A standard echokardiografiai elemzés altala-
ban kideriti, hogy a szivet érint6 fenotipusban szenvedé betegek
baloldali ventrikularis hipertrofiaban (LVH) vagy aszimmetrikus
szeptalis hipertrofiaban szenvednek. A betegeknek azonban lehet
szivizominfarktusuk vagy kardiomiopatidjuk [Scheidt és mtsai:
The New England Journal of Medicine 324, 395-399 (1991);
Nakao és mtsai: The New England Journal of Medicine 333, 288-
293 (1995)]. Ezeknél a betegeknél gyakran végeznek szivizom

biopsziat, és a varians szindroma patolégiaja lényegében hasonlit



3 B -

a klasszikus Fabry-betegségre; miokardialis beszGrédés,
lerakodott glikolipiddel. Ezekben a betegekben az alfa-galaktozi-
daz A esszével az enzimszintek széles tartomanya meérheté. Pél-
daul a szivet érinté variansban szenvedd betegekben az alfa-ga-
laktozidaz A enzimaktivitas szintje eléri a normal szint 30%-at is,
és ezért eddig nem tekintették 6ket az alfa-galaktozidaz A pétlasi
terapia jeldltjeinek.

A feltalalék varatlanul felfedezték, hogy bar az atipikus sziv
variansban vagy az atipikus vese variansban szenvedé betegek-
ben az alfa-galaktozidaz A enzimaktivitas szintje viszonylag ma-
gas lehet a klasszikus fenotipusu Fabry-betegségben szenvedd
betegekével Osszehasonlitva, ezeknek a betegeknek is jotékony
hatasu lehet az alfa-galaktozidaz A enzim terapia. A betegeknek
példaul lehet egy olyan mutaciojuk, ami kinetikailag instabil alfa-
galaktozidaz A enzimet termel a sejtben, és ezekben a
betegekben az alfa-galaktozidaz A enzin szintje szignifikansan
novelhetd, ha a jelen talalmany szerinti alfa-galaktozidaz A ké-
szitményeket adjuk be nekik. Emellett néhany, az atipikus,
szivet érint6 variansban szenveddé betegben leirtak, hogy
pontmutaciét hordoznak az alfa-galaktozidaz A 215-6s amino-
savjanal [Eng és mtsai: Am. J. Hum. Genet. 53, 1186-1197
(1993)]. Tehat ezekben a betegekben hatékony lehet az alfa-ga-
laktozidaz A potlasi terapia, a jelen talalmany szerinti, megfelel6-
en glikozilezett alfa-galaktozidaz A készitményekkel. Emellett
leirtak atipikus vese variansban szenvedé betegeket is, akiknél a

Fabry-betegség egyeduli klinikai megnyilvanulasa az enyhe
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proteinuria. A vese biopsziabol azonban kidertltek a Fabry-be-
tegségre jellemz6 tipikus glikolipid zarvanyok, és az alfa-galakto-
zidaz A enzim esszébdl pedig kidertll a normalisnal alacsonyabb
alfa-galaktozidaz A szint. Mivel azonban ezeknél a betegeknél a
vesében lerakodott ceramid trihexozid kimutathaté a vizelet
uledékében levé vese tubularis sejtekben, a jelen talalmany sze-
rinti alfa-galaktozidaz A készitmények beadasa lényegesen csok-
kentheti ezeket a szinteket. A lizoszomalis enzimek, azaz példaul
az alfa-galaktozidaz A, egy sejt lizoszomalis kompartmentjébe
iranyulnak, a mannoz-6-P (M6P) receptorral valé koélcséonhatas
alapjan, ami a lizoszomalis kompartmentbe szant enzimek oligo-
szacharid egységeiben levé M6P egységekhez kétédik [Kornfeld &
Mellman: Ann. Rev. Cell Biol. 5 483-525 (1989)]. A primer kol-
csonhatas a Golgi késziilékben jon létre, ahol a Golgi MP6 recep-
torokhoz kotdtt enzimek szegregalodnak, a lizoszomakba valo
transzporthoz. Azt gondoljak, hogy egy masodik tipusu kélcsén-
hatas is fellép az extracellularis alfa-galaktozidaz A és a sejtfel-
szinen levd M6P receptorok ko6zott. Azok az enzimek, amik
megszoknek az iranyito rendszerbdl, a konstitutiv szekrécié bio-
szintézis uton szekretalodnak, és gyakra ujra befogjak éket a
sejtfelszini M6P receptorok, amik az endocitas bioszintézis uton
keresztlil visszaviszik az alfa-galaktozidaz A-t a lizoszémaba. A
sejtek altal internalizalt extracellularis anyagok a citoplazman
keresztiil az endocita vezikulumokba jutnak, amik fuzionalnak a
primer lizoszomakal és tartalmukat a lizoszémaba uritik. Ebben

a folyamatban a sejtfelszini M6P receptorok is beépiilnek az
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endocita vezikulumokba és a lizoszomakba jutnak. Pontosabban,
a jelen talalmany szerinti alfa-galaktozidaz Azokat a készit-
ményeket, amikben magas a szialilezés és/vagy a foszforilezés
szintje, elényben részesitjik a Fabry-betegség atipikus vari-
ansaban szenvedd betegek kezelésénél. Az ilyen készitmények
példaul minimalizaljak az injekciozott alfa-galaktozidaz A-nak azt
a frakcigjat, amit a hepatocitak eltavolitanak, és lehetévé teszik,
hogy az alfa-galaktozidaz A-t magas szinten vegyék fel nem-maj
sejtek, azaz példaul vesesejtek, vaszkularis sejtek, tubularis
sejtek, glomerularis sejtek, sziv miocitak és sziv vaszkularis
sejtek.

Az M6P csoportokat hordozo extracellularis alfa-galaktozi-
daz A kotédhet a sejtfelszini M6P receptorokhoz, és transzportal-
hato a lizoszémalis kompartmentbe. Ha mar a lizoszomalis kom-
partmentben van, akkor az alfa-galaktozidaz A képes elvégezni a
megfelelé feladatokat. A lizoszomalis enzim-mozgasnak ez az az
aspektusa, ami az alfa-galaktozidaz A enzim potlasi terapiat a
Fabry-betegségben szenvedd6k megfeleld terapias kezelésévé teszi.
Igy, még akkor is, ha egy sejt genetikailag hibas az alfa-galaktozi-
daz A eloallitasaban, a sejt képes felvenni az extracellularis alfa-
galaktozidaz A-t, ha az alfa-galaktozidaz A megfeleléen glikozi-
lezve van, és a hibas sejt M6P receptort hordoz. A Fabry-beteg-
ségben szenvedd betegekben a vese és a sziv vaszkularis endote-
lialis sejtjei sulyos hisztooatolégiai rendellenességeket mutatnak,

sejtek, amik M6P receptorokat hordoznak, az alfa-galaktozidaz A
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f6 terapias célpontjai. A jelen taldlmany targya tovabba olyan
alfa-galaktozidaz A készitmény biztositasa, amiben az M6P N-
kapcsolt oligoszacharidokban van jelen.

Annak mértéke, hogy az alfa-galaktozidaz A N-kapcsolt oli-
goszacharidjai milyen mértékben modosulnak a szialilezés révén,
lényeges hatassal van az alfa-galaktozidaz A farmakokinetikajara
és biologiai megoszlasara. A megfelelé szialilezés hianyaban az
alfa-galaktozidaz A gyorsan kiurul a keringésbdl, annak koévet-
keztében, hogy koétédik a hepatikus aszialoglikoprotein recep-
torokhoz (Ashwell receptorok), amit internalizacié és a hepatoci-
tak altal valé lebontas koévet [Ashwell & Harford, Annu. Rev.
Biochem. 51, 531-554 (1982)]. Ez csékkenti az alfa-galaktozidaz
A-nak a keringésben levé mennyiségét, ami ahhoz kell, hogy azo-
kon a sejteken levé M6P receptorokhoz ko6t6djon, amik hozzaja-
a vese és a sziv vaszkularis endotelialis sejtjei. A genetikailag mo-
dositott human sejtek altal szekretalt alfa-galaktozidaz A sejtek
olyan glikozilezési tulajdonsagokkal rendelkeznek, amik megfelel-
nek a Fabry-betegség kezelésének, akar a tisztitott szekretalt fe-
hérje hagyomanyos gyogyszerészeti beadasat alkalmazzuk, akar
génterapiat, anélkil hogy tovabbi enzimatikus modositasra lenne
sziikség, amint azt leirtak a gliikocerebrozidaz nevé lizoszomalis
enzim esetében, aholis a tisztitott glikocerebrozidaz enzim Kklini-
kailag relevans sejtek altal valo felvétele az enzim komplex

enzimatikus modositasat kéveteli meg a human méhlepénybdl



27

valo izolalas utan [Beutler: The New England Journal of Medicine

325, 1354-1360 (1991)].

Az alfa-galaktozidaz A termelésére alkalmas sejtek

Egy beteget, akirdl feltételezziik, hogy alfa-galaktozidaz A
deficienciaban, azaz Fabry-betegségben szenved kezelhetd te-
nyésztett, genetikailag modositott sejtekbdl, elénydésen human
sejtekbdl szarmazo tisztitott human alfa-galaktozidaz A-val.

Ha a sejteket a Fabry-betegség kezelése céljabol kell moédo-
sitanunk genetikailag, akkor a sejteket hagyomanyos génsebeé-
szeti modszerekkel, vagy génaktivalassal modosithatjuk.

A hagyomanyos modszerek szerint egy DNS molekula, ami
tartalmaz egy alfa-galaktozidaz A cDNS vagy genomialis szekven-
ciat, lehet egy expresszios konstrukcioban, és standard modsze-
rekkel transzfektalhaté primer, szekunder vagy orokéletuvé tett
sejtekbe, beleértve, anélkiil, hogy ezekre korlatoznank magun-
kat, a liposzomak, polibrén, vagy DEAE dextran segitségével
végzett transzfekciot, elektroporaciot, kalcium-foszfatos kicsa-
past, mikroinjekciozast, vagy nagysebességgel bel6tt mikroré-
szecskéket (,biolisztika”) (lasd példaul az USSN 08/334,797
szamu Amerikai Egyesilt Allamok-beli szabadalmi leiras, amely
publikaciét a tovabbiakban referenciaként kezeliink). Egy masik
valtozat szerint egy olyan rendszert hasznalhatunk, ami a geneti-
kai informaciot egy viralis vektorral juttatja be. Azok kozé a
virusok koézé, amikrél ismert, hogy jol hasznalhatok gén-

transzferre, tartoznak az adenovirusok, az adeno-asszocialt
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virusok, a herpeszvirus, a mumpszvirus, a gyermekbénulas
virus, a retrovirusok, a Sindbis virus, és a vakcinia virus, azaz
példaul a kanarihimlé virus.

Egy masik valtozat szerint a sejtek génaktivalassal (,GA”)
modosithatok, aminek a leirasa megtalalhatéo az 5,733,761 és
5,750,476 szamu Amerikai Egyestilt Allamok-beli szabadalmi
leirasban, amely publikaciékat a tovabbiakban referenciaként
kezellink. A génaktivalassal eléallitott alfa-galaktozidaz A-t a to-
vabbiakban GA-GAL néven emlitjuk.

Ennek megfeleléen a ,genetikailag modositott” szakkifejezés
jelentése a tovabbiakban olyan sejtekre vonatkozik, amik egy
adott génterméket expresszalnak a génterméket kodol6 és/vagy a
génterméket kodolo szekvencia expresszidjat szabalyozo elemeket
tartalmazé DNS molekula bejuttatasa utan. A DNS molekulat be-
juttathatjuk gén-célzassal, vagy homolog rekombinaciéval, azaz a
DNS molekulanak egy adott genomialis pontba valé bejut-
tatasaval. Homolog rekombinaciéo hasznalhato mégénak a hibas
génnek a helyettesitésére (a hibas alfa-galaktozidaz A gént, vagy
annak egy részét a Fabry-betegségben szenved6 betegek sajat
sejtjeiben helyettesithetjik a teljes génnel, vagy annak egy
részével).

A tovabbiakban a ,primer sejt” szakkifejezés olyan sejteket
jelent, amik egy gerinces szervezet szdvetébdl izolalt sejtszusz-
penzioban vannak (mielétt, szélesztenénk, azaz letapadna egy
szovettenyészet hordozéhoz, azaz példaul lemezhez vagy

palackhoz), vagy egy szovetbdl szarmazé explantumban levd
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sejtek, és az el6zé6kben emlitett sejtek mindkét tipusa elészér van
szélesztve, és a sejtszuszpenziok ezekbdl a szélesztett sejtekbél
szarmaznak.

A ,szekunder sejt” szakkifejezés a tenyésztés 0sszes tovabbi
1épésébdl szarmazéd sejteket jelent. Azaz az els6 alkalommal,
amikor a szélesztett primer sejteket eltavolitjuk a tenyésztet hor-
dozobal és ujra szélesztjuk (passzaljuk), akkor a sejtet szekunder
sejtként emlitjuk, ugyanugy, mint a tdbbi passzalasbol szarmazo6
sejteket.

A sejt torzs” olyan szekunder sejteket tartalmaz, amiket
egyszer vagy kétszer mar passzaltak, az atlag-populacié véges
szamu kettézédésre képes tenyészetben; kontakt-gatlasos, rogzi-
tés-figgd novekedési tulajdonsagokat mutatnak (azoknak a
sejteknek a kivételével, amiket szuszpenzios tenyésztetben sza-
poritunk); és nem 6rokélettiek.

Az ,oOrokeélettivé tett sejt” szakkifejezés egy megallapodott
sejtvonalbdl szarmazo sejtet jelent, ami lathatoan végtelen élet-
tartammal rendelkezik tenyészetben.

A primer vagy szekunder sejtek lehetnek fibroblasztok, epi-
telialis sejtek, beleértve az emld €s bél epitelialis sejteket, endote-
lidlis sejtek, a vér alakos elemei, beleértve a limfocitakat és a
csontveld sejteket, gliasejtek, hepatocitak, keratinocitak, izomsej-
tek, idegsejtek, vagy ezeknek a sejteknek a prekurzorai. A jelen
talalmanyban j6l hasznalhato, o6rokélettivé tett human sejtvo-
nalek koézé tartoznak, anélkiil, hogy ezekre korlatoznank magun-

kat, a Bowes Melanoma sejtek (ATCC letéti szam CRL 9607), a
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Daudi sejtek (ATCC letéti szam CCL 213), a HeLa sejtek és a
HeLa sejtek szarmazékai (ATCC letéti szamok CCL 2, CCL 2.1,
és CCL2.2), a HL-60 sejtek (ATCC letéti szam CCL 240), a HT-
1080 sejtek (ATCC letéti szam CCL 121), a Jurkat sejtek (ATCC
letéti szam TIB 152), a KB karcinéma sejtek (ATCC letéti szam
CCL 17), a K-562 leukémia sejtek (ATCC letéti szam CCL 243), az
MCF-7 emlérak sejtek (ATCC letéti szam BTH 22), a MOLT-4
sejtek (ATCC letéti szam 1582), a Namalwa sejtek (ATCC letéti
szam CRL 1432), a Raji sejtek (ATCC letéti szam CRL 86), az
RPMI 8226 sejtek (ATCC letéti szam CCL 155), az U-937 sejtek
(ATCC letéti szam CRL 1593), a WI-38VA13 alvonal 2R4 sejtek
(ATCC letéti szam CLL 75,1), a CCRF-CEM sejtek (ATCC letéti
szam CCL 119) és a 2780AD petefészek karcinéma sejtek [Van
der Blick és mtsai: Cancer Res. 48, 5927-5932 (1988)], valamint
azok a heterohibridoma sejtek, amiket human sejtek és mas
fajok sejtjei kozotti fizioval lehet eléallitani.

A human olyan jellegh modositasa utan, hogy egy olyan
sejtet allitsunk eld, ami alfa-galaktozidaz A-t szekretal, eléallitha-
tunk egy olyan klonalis sejttérzset, ami lényegében genetikailag
azonos, tenyésztett primer human sejtek sokasagabol all, vagy
ha a sejteket drokélettivé tettuk, akkor egy olyan klonalis sejtvo-
nalat, ami lényegében genetikailag azonos, orokélettivé tett hu-
man sejtek sokasagabol all. Az egyik megvalositasi moéd szerint a
klonalis sejt térzs vagy a klonalis sejtvonalak fibroblasztok. Egy
elényben részesitett megvalositasi moéd szerint a sejtek

szekunder human fibroblasztok, azaz példaul BRS-11 sejtek.
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A genetikaai moédositas utan a sejteket az alfa-galaktozidaz
fehérjét a tenyésztett sejtekbél ugy izolaljuk, hogy 6sszegyljtjiik
azt a kézeget, amiben a sejtek szaporodtak, és/vagy lizaltatjuk,
hogy tartalmuk kiszabaduljon, majd fehérjetisztitasi technikakat
alkalmazunk.

Az alfa-galaktozidaz A tisztitasa stabilan transzfektalt sejtek
kondicionalt kézegébol

A jelen talalmany szerinti modszerek alapjan az alfa-galak-
tozidaz A fehérjét a tenyésztett sejtekbdl (,alfa-galaktozidaz A-t
termel6 sejtek”) ugy izolaljuk, hogy 6sszegyujtjik azt a kozeget,
amiben a sejtek szaporodtak, vagy lizaltatjuk, hogy tartalmuk
kiszabaduljon, majd fehérjetisztitasi technikakat alkalmazunk,
amiben nincs lektin affinitaskromatografia. Az elényben részesi-
tett tisztitasi eljaras az alabbi, 2. példaban ismertetjiik.

Alternativ, hidroféb koélcsénhatason alapulé gyantak, azaz
példaul a Source Iso (Pharmacia), a Macro-Prep Methyl Support
(Bio-Rad), a TSK Butyl (Tosohaas) vagy a Phenyl Sepharose
(Pharmacia) is hasznalhaték az alfa-galaktozidaz A tisztitasara.
daul 1 mol/l ammonium-szulfattal vagy 2 mol/l natrium-klo-
riddal hozhatjuk egyenstuilyba, pH=5,6-0s pufferben. A tisztitandé
mintat ugy készitjiikk elo, hogy a pH-t és a sékoncentraciot az
egyensulyba hoz6 puffernek megfeleloen allitjuk be. A mintat fel-

visszuik az oszlopra, majd az oszlopot a megkotetlen anyag elta-

volitasara az egyensulyba hozé pufferrel mossuk. Az alfa-galakto-
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zidaz A-t kisebb ionerosségt pufferrel, azaz példaul vizzel vagy
vizben oldott szerves oldészerrel, azaz példaul 20%-os etanollal
vagy 50%-os propilénglikollal elualjuk. Egy masik valtozat szerint
el lehet érni, hogy az alfa-galaktozidaz A atfolyjon az oszlopon,
kisebb soékoncentraciot hasznalva az egyehnsulyba hozé puf-
ferben és a mintaban, vagy mas pH-t hasznalva. Mas fehérjék
kotodhetnek az oszlophoz, ezzel az alfa-galaktozidaz A-t tartalma-
z6 minta tisztitdsat ugy €rve el, hogy az nem kotodik az osz-
lophoz. Egy elényben részesitett elso tisztitasi 1épés a hidroxiapa-
tit oszlop hasznalata.

A tisztitas egy alternativ 1épésében az alfa-galaktozidaz A
tisztitasara kationcserélé gyantat hasznalhatunk, azaz SP Sepha-
rose 6 Fast Flow gyantat (Pharmacia), Source 30S (Pharmacia),
CM Sepharose Fast Flow (Pharmacia)), Macro-Prep CM hordozé
(Bio-Rad) vagy Macro-Prep High S Support (Bio-Rad) gyantat. Az
~€lso kromatografias 1épés” azt jelenti, hogy egy mintat eloszor vi-
sziink kromatografids oszlopra (az Osszes, a minta
elokészitéséhez hasznalt 1épést kihagyva). Az alfa-galaktozidaz A
pH=4.4-en képes az oszlophoz kotodni. Az oszlop egyensulyba
hozasara puffer hasznalhatd, azaz példaul egy 10 mmol/l-es nat-
rium-acetat, pH=4,4 puffer, vagy 10 mmol/] natriume-citrat,
pH=4,4 puffer, vagy mas, pH=4,4-en megfeleld pufferkapacitassal
rendelkezdo puffer. A tisztitandé mintanak a pH-jat és
ionerosségét az egyensulyba hozo puffer pH-jara és ionerosségére
allitjuk be. A mintat felvisszuk az oszlopra, majd az oszlopot a
felvite] utan mossuk, hogy eltavolitsuk a megkotetlen anyagot.
S0, azaz példaul natrium-klorid vagy kalium-klorid hasznalhaté
az alfa-galaktozidaz A-nak az oszloprol valé elualasara. Egy ma-

sik valtozat szerint az alfa-galaktozidaz A az oszloprél magas pH-



33

ju pufferrel, vagy magasabb soékoncentracié €és magasabb pH
kombinaciéjaval elualhaté. Azt is megtehetjik, hogy a felvitel
soran az alfa-galaktozidaz A atfolyjon az oszlopon, ha noveljik a
s6koncentraciot az egyensulyba hoz6é pufferben és a felvitt
mintaban, vagy az oszlop magasabb pH-n valé futtatasavall, vagy
a magasabb sékoncentracié és a magasabb pH kombinalasaval.
A tisztitas egy masik 1épésében az alfa-galaktozidaz A tiszti-
tasara @ Sepharose 6 Fast Flow-t hasznalhatunk. A Q@ Sepharose
6 Fast Flow egy viszonylag erds anioncserélo gyanta. Egy
gyengébb anioncserélo, azaz példaul a DEAE Q Sepharose Fast
Flow (Pharmacia)) vagy a Macro-Prep DEAB (Bio-Rad) is hasznal-
haté az alfa-galaktozidaz A tisztitasara. Az oszlopot egyensilyba
hozzuk egy pufferrel, azaz példaul 10 mmol/l natriumfoszfattal,
pH=6. A minta pH-jat 6-ra Aallitjuk, majd kis ionerosséget
kapunk, a minta higitdsaval vagy diaszrésével. A mintat olyan
koriilmények kozott visszuk az oszlopra, hogy alfa-galaktozidaz A
megkosson. Az oszlopot egyensulyba hoz6 pufferrel mossuk, hogy
eltavolitsuk a megkotetlen anyagot. Az alfa-galaktozidaz A-t séol-

dattal, azaz példaul natrium-kloriddal vagy kalium-kloriddal,
vagy alacsonyabb pH alkalmazasaval, vagy a magasabb sékon-
centracio és az alacsonyabb pH kombinalasaval elualhaté. Azt is

megtehetjuk, hogy a felvitel soran az alfa-galaktozidaz A atfolyjon

az oszlopon, ha noveljuk a sékoncentraciot a felvitt mintaban,

vagy az oszlop alacsonyabb pH-n valé futtatasaval, vagy a

magasabb sékoncentracié €és az alacsonyabb pH kombinalasaval.
Egy masik tisztitasi lépésben Superdex 200 (Pharmacia)
meéretkizarasos kromatografiat hasznalunk az alfa-galaktozidaz A

tisztitasara. Mas méretkizarasos kromatografias gyantak, azaz
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példaul Sephacryl S-200 vagy Bio-Gel A-1.5 m is hasznalhaté az
alfa-galaktozidaz A tisztitasara. A meéretkizarasos kromatogra-
fiahoz az elényben részesitett puffer 25 mmol/l natriumfoszfat,
pH=6,0, ami 0,15 mol/] natrium-kloridot tartalmaz. Mas, a
kiszerelési formaval kompatibilis pufferek is hasznalhato, azaz
példaul 10 mmol/]l natrium- vagy kalium-citrat. A puffer pH-ja
pH=5 és 7 kozott lehet, és tartalmaznia kell egy sot, azaz példaul
natrium-kloridot vagy natrium-klorid és kalium-klorid keverékét.

A tisztitas egy masik lépésében kromatofokuszalé gyantat,
azaz példaul Polybuffer Exchanger PBE 94-et (Pharmacia) hasz-
nalunk, az alfa-galaktozidaz A tisztitasara. Az oszlopot viszonylag
magas pH-n (azaz pH=7-en vagy magasabb értéken) hozzuk
egyensulyba, a tisztitandé minta pH-jat ugyanarra a pH-ra
allitjuk, majd a mintat felvissztik az oszlopra. A fehérjéket pH=4-
ig csokkend pH gradienssel elualjuk, egy pufferrendszer, azaz
példaul Polybuffer 74 (Pharmacia) hasznalataval, aminek a pH-
jat 4-re allitottuk.

Egy masik valtozat szerint immunalffinitas kromatografia
hasznalhato az alfa-galaktozidaz A tisztitasara. Egy megfeleld,
alfa-galaktozidaz A elleni poliklonalis vagy monoklonalis ellena-
nyagot (amit alfa-galaktozidaz A-val, vagy az alfa-galaktozidaz A
szekvenciabol szarmazo peptiddel valé immunizalassal allitunk
eld, standard technikak alkalmazasaval) egy aktivalt kapcsolo
gyantara, azaz példaul NHS-aktivalt Sepharose 4 Fast Flow
(Pharmacia) vagy bromciannal aktivalt Sepharose 4 Fast Flow

(Pharmacia) gyantara immobilizalunk. A tisztitandé mintat az
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immobilizalt ellenanyag oszlopra koérilbelil pH=6-7 kozott
visszuk fel. Az oszlopot mossuk, hogy eltavolitsuk a megkétetlen
anyagot. Az alfa-galaktozidaz A-t az oszloprél az affinitas-oszlop
elualasara tipikus esetekben hasznalt reagensekkel elualjuk,
azaz példaul alacsony (3-as) pH-val, denaturalo szerrel, azaz pél-
daul guanidin HCl-lel vagy tiocianattal vagy szerves oldészerrel,
azaz példaul 50%-os propilénglikollal, pH=6-0s pufferben. A tisz-
titasi eljarasban az alfa-galaktozidaz A tisztitasara hasznal-
hatunk fémkelat affinitas gyantat, azaz példaul Chelating Sepha-
rose Fast Flow (Pharmacia) gyantat. Az oszlopot elére feltoltjik
fémionokkal, azaz példaul Cu?+, Zn2+, Ca2*, Mg2+ vagy Cd2* ionok-
kal. A tisztitand6 mintat a megfelelé6 pH-, azaz példaul pH=6-7,5
értéken visszik fel az oszlopra, majd az oszlopot mossuk, hogy
eltavolitsuk a megkotetlen fehérjeket. A megkotott fehérjéket
kompetitiv elucioval elualjuk, hisztidint vagy imidazolt vagy cs6k-
kentett pH-t (amit natrium-citrattal vagy natrium-acetattal lehet
elérni 6-nal kisebb pH esetében), vagy kelatképzé agensek, azaz
példaul EDTA vagy EGTA bevitelét alkalmazva.

Az elézékben ismertetett protokollok alapjan a jelen talal-
many targyat olyan készitmények képezik, amikben az alfa-ga-
laktozidaz A tisztabb, mint a szaktertileten korabban ismert ké-
szitményekben, legalabb 98%-os homogenitasra, elénydsebben
legalabb 99%-o0s homogenitasra, és legelény6sebben legalabb
99,5%-0s homogenitasra tisztitva, SDS-PAGE-val vagy forditott
fazisu HPLC-vel végzett mérés alapjan. A jelen talalmany szerinti

alfa-galaktozidaz A készitmények tartalmazhatnak szamos kiilon-
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bozo alfa-galaktozidaz A glikoformat. Ennek megfeleléen a
,2homogenitas” szakkifejezés jelentése a tovabbiakban az alfa-ga-
laktozidaz A készitményekkel Osszefiggésben olyan készit-
ményekre vonatkozik, amik Ilényegében mentesek (<2%
osszfehérje) minden mas nem alfa-galaktozidaz A fehérjétél. A
nem-alfa-galaktozidaz A fehérjék példaul az albumin, a gazdasejt
altal termelt nem-alfa-galaktozidaz A fehérjék, és az allati
szévetbdl vagy folyadékbol izolalt nem-alfa-galaktozidaz A fehér-
jék. A jelen talalmany szerinti alfa-galaktozidaz A készitmények
specifikus aktivitasa elénydsen legalabb 2,0x106 egység/mg fe-
hérje, még elényésebben legalabb 3,0x106 egység/mg fehérje, és
legelény6sebben legalabb 3,5x106 egység/mg fehérje.

Az alfa-galaktozidaz A készitmény keringési gelezési
idejének javitasa a glikan atalakitasaval, az oligoszacharid
toltésének novelése érdekében

A jelen talalmany targyat képezi egy glikoprotein moédositasi
program, amivel meg lehet ndvelni egy terapias enzim bejuta-
sanak meértékét a majtol és makrofagoktol eltéré specifikus
szovetekbe. A jelen talalmany szerinti eljarasok hasznalataval
human alfa-galaktozidaz A készitményeket kapunk, amikben az
oligoszacharidok 35-85%-a toltve van, az oligoszacharidoknak
elényodsen legalabb 50%-a t6ltéssel rendelkezik.

A fehérje N-glikozilezés ugy mukoddik, hogy a fehérjék meg-
felel6 aszparagin csoportjait oligoszacharid strukturakkal modo-
sitjuk, ezzel befolyasolva tulajdonsagaikat és biologiai aktivi-

tasukat. [Kukuruzinska & Lennon: Crit. Rev. Oral. Biol. Med. 9,
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415-448 (1998)]. A jelen talalmany targyat izolalt alfa-galaktozi-
daz A készitmény képezi, amiben az oligoszacharidok nagy szaza-
léka negativ toltéssel rendelkezik, féleg egy vagy négy szialsav
csoportnak a komplex glikanokhoz valé hozzaadasa, vagy egy
vagy két foszfat egységnek a magas mannoztartalmu glikanokhoz
valé hozzaadasa miatt, illetve egy foszfat és egyetlen szialsav cso-
portnak a hibrid glikAnokhoz valo hozzaadasa miatt. A szulfatalt
komplex glikanok kisebb mennyisége is jelen lehet. A toltott
strukturak nagy részaranya két f6 funkciot szolgal. Elészor, az
utols6 galaktéz csoportok 2,3- vagy 2,6-kapcsolt szialsavval valo
lezarasa megakadalyozza a keringésbdl id6 elétt valé kivonasat,
amit a hepatocitdkon levé aszialoglikoprotein receptor végez el.
Ez a receptor felismeri a terminalis galakt6z csoportokat tartal-
maz6 glikoproteineket. Ha megnoéveljik az alfa-galaktozidaz A
keringési felezési idejét, akkor ez fontos célszerveknek, azaz pél-
daul a szivnek és a vesének lehetdve teszi, hogy az enzim infazié
utan a plazmabdl nagyobb mennyiségi enzimet bekebelezzen.
Masodszor, a Man-6-foszfat jelenléte a magas mannéztartalmu
vagy hibrid glikanokon lehetdséget biztosit a kation-fliiggetlen
Man-6-foszfat receptornak (CI-MPR) a receptor altal koézvetitett
felvételre. Ez a receptor altal kozvetitett felvétel szamos sejt
felszinén lejatszodik, beleértve a vaszkularis endotelialis sejteket
is, amik a CTH {6 tarolasi helyei a Fabry-betegségekben. A két
Man-6-foszfat csoportot tartalmazo enzim-molekulaknak sokkal

nagyobb az affinitasuk a CI-MPR-hez, mint azoknak, amik csak
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egyetlen Man-6-foszfatot tartalmaznak. A jellegzetes glikan-
struktarakat az 1. tablazatban adjuk meg.
1. Tablazat

Reprezentativ glikan struktarak

Kétagu glikan
+Fucal,b
SAn2,3/6Galpl,4GlcNAcf1,2Manal,6\ |

Mang1,4GlcNacf1,4GlcNAc-Asn
SAa2,3/6Galpl,4GlcNAcp1,2Manal,6/

Négyagu glikan

SAa2,3/6Galp1,4GlcNAcp1,6\ +Fucal,6
SA02,3/6Galp1,4GlcNAcB1l,2Manal,6\ |

Manf1,4GlcNAcf1,4GlcNAc-Asn
SAa2,3/6Galp1,4GIlcNAcp1,2Manal,3/
SAa2,3/6Galp1,4GIlcNAcB1,4/

Magas mannéztartalmu glikan

Manal,2Manal,6\

Manal,6 \
"'Manal,2Manal,3/ Manf1,4GIcNAcf1,4GicNAc-Asn
Manal,2Manal,2Manal,3/

Foszforilezett hibrid glikan
P-Manal,6\
Manal,6\
Manal,3/ Manf1,4GlcNAcf1,4GIlcNAc-Asn
SAa2,3/6Galp1,4GlcNAcf1,2Manal,3/

Bifoszforilezett glikan

P-Manal,2Manal,6\
Manal,6\
Manal,3/ Manf1,4GlcNAcf1,4GIcNAc-Asn
P-Manal,2Manal,3/
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Az N-glikoprotein bioszintézisében szamos kiilénb6z6 en-
zim, glikoziltranszferaz és glikozidaz vesz részt. Ezeknek az enzi-
meknek a legnagyobb része az endoplazmatikus retikulumban
(ER) és a Golgi készilékben funkcional, rendezett, jol szervezett
modon. Az N-glikozilezés komplexitasat erdsiti az a tény, hogy
ugyanabban a polipeptidben a kuldénb6z6 aszparagin csoportok
modosithatok a kiillonb6z6 oligoszacharid strukturakkal, és a kii-
16nbozo6 fehérjéket a szénhidrat egységeik jellemzé6i kiilonboztetik
meg. A molekularis genetika legijabb eredményei meggyorsitot-
tdk az N-glikozilezési gének azonositasat, izoldlasat és jel-
lemzését. Ennek eredményeképpen kaptuk az N-glikozilezés és
mas cellularis funkciék kozotti kapcsolatra vonatkozé informa-
ciokat.

A sejtben az N-kapcsolt glikoprotein processzalas akkor
kezdodik, amikor egy GlcsMangGlcNAcz-t tartalmazé oligoszacha-
rid lanc egy egységként hozzakapcsolédik az ER lumenében levo
naszcens peptid akceptor aszparaginjdhoz. Egy tizennégy cukor-
bdl all6 oligoszacharid, ami GlcsManyGicNAce-t tartalmaz, épil fel

a dolicholon, egy nagyon hosszu alifas alkoholon:

Manal,2Manal,6)\
Manal,6\
Manal,2Manal,3/ Mang1,4GlcNAcf 1,4GlcNAc-PP-Dolichol

Glcal,2Glcal,3Glcal,3Manal,2Manal.2Manal,3/
Ez az oligoszacharid egyetlen egységként megy at egy ak-
ceptor aszparagin csoportra az ER lumenében levo naszcens pep-

tidlancban. A glikannak a peptidhez viszonyitott nagy mérete
vezetheti a fehérje térszerkezetének a kialakulasat. A harom gli-

kozid szolgal annak szignaljaként, hogy az oligoszacharid teljes,
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és készen all arra, hogy az oligoszacharil transzferaz atvigye. Ez
az enzim emellett atvisz nem-glikozilezett oligoszacharidokat is,
de ennek sebessége csak egy toredéke a komplett lanc atviteli se-
bességének, mivel ezek nem optimalis szubsztratok. A szénhid-
rat-deficiens glikoprotein szindroma egy formajarol emberekben
kimutattak, hogy a Dolichol-P-Glc:MangGlcNAcz-PP-Dolichol glu-
kozil-transzferaz karosodasa okozza, ami a glikoz hozzaadas bio-
szintézis utnak az elsd6 enzime, ami a szérum-fehérjék hipo-
glikozilezését eredményezi [Korner és mtsai: Proceedings of the
National Academy of Sciences, USA 95, 13200-13205 (1998)]. A
harom gliikéz-csoport eltavolitasa, €s a helyes konformaci6 kiala-
kuldsa utan az ujonnan szintetizalt glikoprotein a Golgi készii-
1ékbe exportaléodik. Attol fiiggoen, hogy a fehérje térszerkezetének
kialakulasa utan a Golgi mannozidazok mennyire férnek hozza a
glikdnhoz, a glikdn lanc megmaradhat magas mannéztartalmu
lancnak, ami 5-9 mannézcsoportot tartalmaz. Egy masik valtozat
szerint a glikan lanc tovabb processzalédhat egy trimannozil

magga, €és mas glikozil transzferazok akceptora lehet, amik

komplex lancokat képeznek toébb GlcNac csoportok, majd Gal,

NeuAc és Fuc csoportok hozzaadasaval. Egy harmadik lehetoség
az, ha a fehérjének két lizincsoportja van, egymastél pontosan 34
Angstrom tavolsagban, és egy magas mannoéztartalmi lanchoz
viszonyitva helyes térallasban, akkor GlcNaca-1-POs adédik az
egyik, vagy néha mindkét mannézcsoport 6-os szénatomjahoz
[Cuozzo és mtsai: Journal of Biological Chemistry 273, 21069-
21076 (1998)]. Miutan az a-kapcsolt GlcNac-t egy specifikus
enzim eltavolitotta, egy terminalis M6P epitop generalédik, amit a

transz Golgi halozatban egy M6P receptor felismer, és ez ezeket
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az enzimeket mezenchimalis eredett sejtekben levo lizoszé6makba
iranyitja.

Ahhoz, hogy az alfa-galaktozidaz A-t a leheto legtobb
szovetbe eljuttassuk, szamos kulénb6zé szénhidrat struktura
(glikoforma) hasznalhat6. Matsuura €és munkatarsai leirtak, hogy
a CHO sejtekben készitett human alfa-galaktozidaz A-n a glikan
strukturdk 41%-ban magas mannéztartalmu glikanok, €és a
foszforilezési szint 24% [Matsuura és mtsai: Glycobiology 8, 329-
339 (1998)]. Azonban a szialilezett komplex glikanok szintje csak
11%. Tehat a komplex lancok 2/3-a nincs szialilezve, ami azt
eredményezi, hogy az alfa-galaktozidaz A gyorsan kiuiril a majon
keresztiill. A jelen taldlmany szerinti human sejtekben termelt
alfa-galaktozidaz A nagyobb szazalékban tartalmaz téltott oligo-
szacharidot mint a szakteriileten korabban CHO sejtekben eloal-
litott alfa-galaktozidaz A. Példaul az itt ismertetett HT-1080 sej-
tekben szintetizalt alfa-galaktozidaz A kulénésen alkalmas, mivel
a HT-1080 sejtekben termelt alfa-galaktozidaz A koriilbeliil 15%
neutralis struktarat tartalmaz (magas mannéz-tartalmu és hib-
rid), korulbeliil 16% foszforilezett glikant, és koriilbelil 67%
komplex glikant tartalmaz, 2-4 szialilezett csoporttal. Tehat lé-
nyegében az 0sszes komplex lanc szialilezve van, ha a CHO sej-
tekben eloallitott alfa-galaktozidaz A-val hasonlitjuk 6ssze. A HT-
1080 sejtben termelodott alfa-galaktozidaz A-nak harom N-kap-
csolt glikozilezési helye van. Két hely komplex glikanna pro-
cesszalodik a Golgi apparatusban, mig a harmadik helyet egy
magas mannoztartalmu glikan foglalja el, aminek 50%-at a lizo-

szémalis  enzim-specifikus foszforilezés modositja, ezzel

monofoszforilezett és difoszforilezett fajtakat allitva elo.
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Egy N-kapcsolt glikan lancokat tartalmazé fehérjén a szén-
hidratok moédositasanak négy megkozelitési moédja van. Eloszor,
a toltott alfa-galaktozidaz A aranya novelheto, ha a tisztitasi elja-
ras soran szelektiven izolaljuk a glikoforméakat. A jelen talalmany
targyat képezi a nagyobb toltési €s magasabb molekulasulya
alfa-galaktozidaz A glikoformak aranyanak novelése, az alfa-ga-
laktozidaz A fajtak kromatografias oszlopokba toltott gyantakon
val6 frakcionalasaval, a tisztitds sordn és/vagy utan. Minél
nagyobb a toltése az alfa-galaktozidaz A fajtdknak, annal tobb
szialsavat és/vagy foszfatot tartalmaznak, és minél magasabb a
glikoformak molekulasulya, annal inkabb tartalmaznak teljesen
glikozilezett, sok elagazast tartalmazo6 €s erosen toltott fajtakat. A
toltott fajtak kivalasztasa, vagy a nem-glikozilezett, gyengén gli-
kozilezett, vagy gyengén szialilezett és/vagy foszforilezett alfa-ga-
laktozidaz A fajtaknak az eltavolitasa olyan alfa-galaktozidaz A
glikoforma populaciét eredményez, ami tobb sziilsavat és/vagy
tobb foszfatot tartalmaz, ezzel egy magasabb felezési idejii és
potencidlis terapias hatassal rendelkezo alfa-galaktozidaz A ké-
szitményt biztositva.

Ez a frakcionalasi eljaras lejatszédhat, anélkiil, hogy ezekre
korlatoznank magunkat, megfelelo kromatografids oszlopba tol-
tott gyantakon, amiket alfa-galaktozidaz A izolalasara hasznal-
nak. A frakcionalas létrejon példaul, anélkiil, hogy ezekre korla-
toznank magunkat, kationcserélé gyantdkon (azaz példaul SP-
Sepharose-on), anioncserélo gyantakon (Q-Sepharose), affinitas-
gyantakon (Heparin Sepharose), méretkizarasos oszlopokon
(Superdex 200) és hidroféb kolcsonhatason alapulé oszlopokon
(Butyl Sepharose), valamint mas, a szakteriileten ismert kroma-

tografias oszlopokon.
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Mivel az alfa-galaktozidaz A-t a sejtek glikoformak hetero-
gén keverékeként termeli, amiknek eltér a molekulasulyuk és a
toltésiuk, az alfa-galaktozidaz A hajlamos arra, hogy viszonylag
széles csucsokban elualédjon a kromatografias gyantakrol. Ezek-
ben az eluci6kban a glikoformak meghatarozott médon oszlanak
meg, a hasznalt gyanta természetétol fuggoen. Példaul a méretki-
zarasos kromatografia esetében a legnagyobb glikoformak haj-
lanak arra, hogy az elticids profilban korabban elualédjanak mint
a kisebb glikoformak.

Az ijoncserélo Kkromatografidban a legnagyobb negativ
toltéssel rendelkezo glikoformak hajlanak arra, hogy a pozitivan
toltott gyantahoz (azaz példaul a Q-Sepharose-hoz) nagyobb affi-
nitassal kotodjenek mint a kisebb negativ toltésti glikoformak,
ennek kovetkeztében az eldciés profilban késobb elualédnak.
Ezzel szemben ezek az eros negativ toltést glikoformak kevésbé
erosen kotodnek egy negativan toltott gyantahoz, azaz példaul az
SP Sepharose-hoz, mint a kisebb negativ toltést fajtak, vagy
éppen egyaltalan nem kotodnek.

A  kromatografias gyantakon a glikoforma fajtak
frakcionalasa befolyasolhaté a pH-val, az ionerésséggel, a puffer
sojanak kivalasztasaval, a viszkozitassal és/vagy mas parameé-
terekkel, azaz példaul a gyantatipus kivalasztasaval. A kiilonb6zo
tipust gradiens eluciok (egyenesvonali, linearis gradiensek,
gbérbe, azaz példaul exponencialis gradiensek) kivalasztasa, vagy
egy sor rovod elacios 1épés hasznalata az alfa-galaktozidaz A sze-
lektiv  elualasara a  kromatografias  oszloprol, szintén

optimalizalhato az alfa-galaktozidaz A frakcionalashoz. Mindegyik

ilyen faktor, egyediil, vagy kombinacioéban, optimalizalhaté, hogy
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elérjuk a glikoformak hatékony frakcionalasat. A frakcionalas
azutan is eléfordul, hogy a tisztitasi eljaras befejez6dott, egy
olyan kromatografias gyantan, amit szelektiven optimalizaltunk a
frakcionalasra és a kivant glikoforma populacié szelektalasara.

A glikoform populaciok szelektalasa a frakcionalt alfa-ga-
laktozidaz A fajokrél megteheté az elualt alfa-galaktozidaz A
glikoformak elemzése utan. Az eluciés csucs killonbozo tech-
nikakkal, azaz példaul, anélkiil, hogy ezekre korlatoznank ma-
gunkat, SDS-PAGE-val, izoelektromos fokuszalassal, kapillaris
elektroforézissel, analitikai ioncserélo HPLC-vel és/vagy
analitikai méretkizarasos HPLC-vel. Kivalaszthaték azok a
frakciok, amik leginkabb megfelelnek a kivant méretnek vagy
toltésprofilnak. A szelekcid elé6fordulhat az eljaras mindegyik
kromatografias lépésében, ami lehetévé teszi a kivant glikoforma
populacio elérését, vagy egy adott 1épésre vagy lépéseke korla-

tozhato, ha a lépések frakcionalasi hatasfoka magas. A

frakcionalas azutan is megtérténhet, hogy a tisztitasi lépést -

befejeztiik, egy olyan kromatografias gyantan, amit szelektiven
optimalizaltunk a frakcionalasra és a kivant glikoforma populacio
szelektalasara.

Az alfa-galaktozidaz A erésen toltott és/vagy magas mole-
kulasulyu glikoformainak szelektalasat barmilyen alfa-galaktozi-
daz A készitménnyel elvégezhetjiik, példaul genetikailag maédo-
sitott sejtekbdl szarmazo alfa-galaktozidaz A-val, amely genetikai
modositas lehet hagyomanyos génsebészeti beavatkozas vagy

génaktivalas (GA). Optimalizalt rendszerekben szaporitott sejtvo-
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nalakon hajthaté végre, hogy az el6zékben ismertetett modon
magasabb szialilezést és foszforilezést kapjunk, vagy az
el6z6kben ismertetett pegilezett alfa-galaktozidaz A-val.

Példaul az itt ismertetett alfa-galaktozidaz A tisztitasi elja-
rasban az alfa-galaktozidaz A glikoformak frakcionalasa az elja-
ras kiilonbozo lépéseiben fordulhat el6. A hidroféb gyantan
(Butyl Sepharose Fast Flow) a legnagydébb téltésti alfa-galaktozi-
daz A glikoformak elualodnak el6szér, ezeket kovetik a kisebb
toltésti fajtak. A Heparin Sepharose esetében a legnagyobb
toltésti fajtak szintén els6ként elualédnak az eluciés csuicsban,
ezeket kovetik a kisebb toltésu fajtak. A Superdex 200 méretki-
zarasos kromatografia esetében el6szér a legnagyobb molekula-
sulyu glikoformak elualédnak, ezeket kévetik az alacsonyabb mo-
lekulasulyu, kevésbé glikozilezett alfa-galaktozidaz A fajtak. Hogy
lehetévé tegytik az adott alfa-galaktozidaz A glikoforma populaci-
o6k hatékony frakcionalasat, t6bb kromatografias lépés kombi-
nalhat6, amik mind mas-mas fizikai-elvek alapjan frakcionalnak.
Példaul ahhoz, hogy megkapjuk a legkisebb pl érték(i (azaz a
legnagyobb negativ toltés(i) alfa-galaktozidaz A glikoforméakat, az
egyesitést a korai elualé butil frakciokra korlatozva noévelhetjik
az er6sebben toltott alfa-galaktozidaz A mennyiségét. Ha ezt a
szelektalt pool-t Heparin oszlopra vissziik, majd a pool-ozast
megint csak a korai, nagyobb negativ téltést alfa-galaktozidaz A-
ra korlatozva, ez tovabb noéveli az alacsony pl értéki alfa-galakto-
zidaz A glikoformak aranyat a pool-ban. A glikoforma populacié

tovabbi finomhangolasa elvégezhet6 a tisztitasi eljaras kulonbo6zo
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lépéseiben, ha SDS-PAGE-val vagy izoelektromos fokuszalassal
kovetjik az eliciés pool-ok méret- és toltés-eloszlasat. A méret
és toltés alapjan végzett frakcionalas egyik példajat az alabbi, 2.4
példaban mutatjuk be.

A szénhidr struktura atrendezésének a masodik megkézeli-
tési modja magaban foglalja a tisztitott alfa-galaktozidaz A-n levd
kiilonbozo glikoformak modositasat, tovabbi terminalis cukor
csoport hozzaadasaval, tisztitott glikozil-transzferaz és a megfele-
16 nukleotid-cukor donor hasznalataval. Ez a kezelés csak azokat
a glikoformakat érinti, amik megfelel6 szabad terminalis
cukorcsoporttal rendelkeznek, amik akceptorként hatnak a hasz-
nal glikozil-transzferaz szamara. Példaul az a2,6-szialil transzfe-
raz sziadlsavat ad egy 2,6-kotéssel egy terminalis Galpl,4GlcNAc-
R akceptorhoz, nukleotid-cukor donorként CMP-szialsavat hasz-
nalva. A kereskedelmi forgalomban levé enzimek és forrasuk a

kovetkezé: fukéz al,3 transzferaz IlI, V és VI (ember); galaktoz o

[ BR]
IO’D

1,3 transzferaz (sertés); galaktoz 1,4 transzferaz (szarvasmarhsa); -«

mannoé6z al,2 transzferaz (éleszté); szialsav a2,3 transzferaz (pat-
kany) és szialsav 2,6 transzferaz (patkany). Miutan a reakcié
teljesen lejatszodott, a glikozil-transzferaz eltavolithaté a reakcio-
elegybdl, egy olyan glikozil-transzferaz-specifikus affinitas oszlo-
pot hasznalva, ami a megfelel6 nukleotidot egy 6 szénatombol
allé karon keresztiil egy pirofoszfattal (GDP, UDP) vagy foszfattal
(CMP) koti a gélhez, vagy mas, a szakteriileten ismert kromato-
grafias modszerrel. Az el6zékben felsorolt glikozil-transzferazok

kozul a szialil-transzferazok kiiléndsen jol hasznalhatok az enzi-
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mek, azaz példaul az alfa-galaktozidaz A modositasara, aminek
az a célja, hogy emberi betegek enzim-potlasos kezelésében hasz-
naljak o6ket. Akarmelyik szialil-transzferaznak CMP-5-fluoresz-
ceinil-neuraminsavval mint nukleotid cukor donorral valé hasz-
nalata fluoreszcenciasan jelzett glikoproteint eredményez,
aminek a felvétele és a szdvetekben valo lokalizalasa kénnyen
kévethetod.

A szénhidrat struktura atrendezésének harmadik megkoze-
litési modja magaban foglalja a gliko-génsebészetet, azaz példaul
a sejt, azaz az alfa-galaktozidaz A-t termeld sejt glikozilezési
mechanizmusat befolyasolo gének bejuttatasat, hogy moédositsuk
a poszt-transzlacios processzalast a Golgi apparatusban. Ez egy
elényben részesitett megvalésitasi mod.

A szénhidrat struktura atrendezésének negyedik megkozeli-
tési modja magaban foglalja az alfa-galaktozidaz A kezelését meg-
felel6 glikozidazokkal, hogy csokkentsik a jelenlevé kiillonb6zo
glikoformak szamat. Ha példaul a komplex glikanlancokat
egymas utan neuraminidazzal, f-galaktozidazzal ¢és -
hexozaminidazzal kezeljuk, akkor ez az oligoszacharidot a
trimannoz magig hasitja.

Az N-kapcsolt glikan strukturaja fiigg attél, hogy a fehérje
térszerkezetének kialakulasa wutan a Golgi processzalasi
mannozidazok mennyire férnek hozza a glikanlanchoz, és attol,
hogy a Golgi apparatusban jelen van-e a glikozil-transzferazok
csaladja és a megfelelé6 nukleotid-cukor dnorok. Szamos glikozil-

transzferaz  versengd  reakciokat  katalizal, amik azt

L
-0,-
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eredményezik, hogy a glikan lanc tébb kiilonb6z6 és kompatibilis
modon hosszabbodhat, attol figgéen, hogy melyik enzim hat
els6ként. Ez eredményezi a mikroheterogenitast és a glikoformak
komplex csaladjanak képzédését. Néhany struktura csak
egyetlen szovetre jellemz6, azaz példaul néhany hipofizis hor-
monnak a modositasa GalNAc-4-SOs hozzaadasaval, vagy csak
néhany szervre korlatozédnak.

Ez utébbinak egyik formaja egy ugynevezett kettéagazo
GlcNAc (GleNAc, B1,4 kotéssel a magot alkoté mannoz csoporthoz
kotve) a glutamiltranszpeptidaz komplex glikanjain a vesében, de
a majban nem. A y-glutamiltranszpeptidaz kettéagazo struktu-

rajat az alabbiakban mutatjuk be:

+Fucal,6
SA02,3/6Galp1,4GlcNAcf1,2Manal,6\ |

GlcNacpl,4Manf1,4GlcNacp1,4GlcNAc-Asn
SAa2,3/6Galfl,4GlcNAcf1,2Manal,3/

Emlés6kben megtalaltak a felelés enzimet, a GIcNAc transz-
feraz Ill-at (Gnt-IlI), az agy és a vese bizonyos sejtjeiben, valamint
a hepatokarcinémaban szenved6 betegek majanak bizonyos sejt-
jeiben. A GnT-III katalizalja az N-acetilgliik6zamin f 1-4 kotéssel
valé hozzaadasataz N-kapcsolt cukorlancok trimannozil magja -
kapcsolt mannodzahoz, ezzel egy kettéosztott GIcNAc csoportot
allitva el6. A GnY-III egér, patkany és human génjeit klonoztak
[lhara és mtsai: Journal of Biochem. (Tokyo) 113, 692-698
(1993)].
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Tovabbi GIcNAc T-III aktivitas jelenléte human sejtekben
novelheti a monofoszforilezett hibrid glikanok mennyiségét a bi-,
tri- és tetra-elagazasos komplex glikanok rovasara. Ennek nem
szabad karosan befolyasolnia a plazma felezési idét, de novelheti

a vaszkularis endotelialis sejtekbe valé iranyitast. Az

alabbiakban egy reprezentativ struktirat mutatunk be:

P-Manal,6\ GlcNAcp1,4
Manal,6\ |
Manal,3/ Manpl,4GlcNAcB1,4GlcNAc-Asn
SAa2,3/6Galpl,4GlcNAcf1,2Manal,3/

Az alfa-galaktozidaz A-bol valamennyit felvesz a vese, és ez
a tarolt glikolipidek szignifikans névekedését eredményezi. Mivel
a vese keépes N-glikanokat képezni a kétaga GIcNAc cso-
portokkal, a vese epitelidlis sejtjei az ezzel a specialis epitoppal
rendelkezd glikoproteineket nagy specifitassal ismerik fel.

A megnoévekedett GnT-III aktivitas képes a trimannozil mag
elagazasa egyensulyanak megbomlasat okozni, azzal, hogy
szubsztrat szinten gatolja a GnT-II, IV és V, valamint a Galp1,4-
transzferazok révén torténo tovabbi elagazast. Nemrég rekombi-
nans GnT-III tulexpresszaltatasaval egy olyan aranyhorcsog pete-
fészek (CHO) sejtvonalat hoztak létre, ami kétagua oligoszacha-
ridokat vitt a glikoproteinekre [Sburlati és mtsai: Biotechnol.
Progr. 14, 189-192 (1998)|. Az interferon bétat (IFN-B) valasztot-
- tak modellnek és potencialis terapias szekretalt heterolog fehér-
jének, amin a GnT-Ill-expresszionak a termék glikozilezésére

gyakorolt hatas ki lehet értékelni. A kétagt oligoszacharidokat
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tartalmazé interferon-bétat termelik a génsebészeti iton GnT-III
expresszalova tett CHO sejtek, mig a modositatlan sejtvonal nem
termeli.

A glikoprotein terapias szerek termeléséhez a glikozilezés
jellemzésére van szilkség, sarzsrol-sarzsra valéo konzisztenciaval.
A ,hipotetikus N-glikan téltés Z”-t egy paraméterként hasznaltuk,
hogy egyszeri, hatékony médon jellemezzik a fehérjék glikozi-
lezését. A Z meghatarozasat tobbszér megismételt kisérletben
ellenérizték, és nagyon pontosnak valamint megbizhaténak
bizonyult [Hermentin és mtsai: Glycobiology 6, 217-230 (1996)].
Egy adott glikoprotein hipotetikus N-glikan t6éltését nagynyomasu
anioncserélo folyadékkromatografia (HPAEC)/pulzalé ampero-
pezési eredmények alapjan szamitjuk ki. A HPAEC-ben az N-
glikanok a toéltésuk, azaz szialsav-csoportjaik szama alapjan
valnak szét, ezzel megklulonboztetheté régiokat biztositva a
neutralis strukturaknak, azaz példaul a mono-, di-, tri- és tetra-
szialilezett N-glikanoknak. A Z definici6 szerint a megfelel6
teruletek termékeinek (A) az Osszege az aszialo-, monoszialo-,
diszialo-, triszialo-, tetraszialo- és pentaszialo régioban,
mindegyiket a megfelel6 toltéssel szorozva:

Z=A(aszialo)* +AMs)® 1 +Apis)* 2+ A(rris)® 3+ A(Tetras)*4[+Apentas)®S)

Z=2Aq)*(1)
ahol i értéke O az aszialo régidban, 1 a monoszialo (MS) régiéban,
2 a diszialo (DiS) régioban, 3 a triszialo (TriS) régiéban, 4 a

tetraszialo (TetraS) régioban és 5 a pentaszialo (Penta) régioban.

2000

5 2
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Tehat a féleg C4-4" strukturaju glikoprotein Z értéke =400,
egy foleg C2-* strukturakat hordoz glikoprotein Z értéke =200, és
a magas mannoztartalmq, vagy csonkitott strukturakat hordozo
glikoprotein Z értéke =0.

A jelen talalmany szerinti human glikozilezett alfa-galakto-
zidaz A készitmények oligoszacharid toltése, a Z szammal mérve
nagyobb mint 100, elénydsen nagyobb mint 150, és még elényo-

sebben nagyobb mint 170.

A szérum alfa-galaktozidaz A felezési idejének megvaltozta-
tasa foszforilezéssel

Az alfa-galaktozidaz A foszforilezése ugy valtoztathato meg,
hogy befolyasolja az alfa-galaktozidaz A felezési idejét a keringés-
ben és a sejtekbe belépd alfa-galaktozidaz A mennyiségét. A
foszforilezést elényosen az alfa-galaktozidaz A-t expresszalo
sejtekben lehet elérni. Specifikus megfontolas targyat képezi egy
olyan glikozilezett alfa-galaktozidaz A készitmény elodllitasa,
aminek megnoétt a foszforilezettsége, oly modon, hogy egy alfa-ga-
laktozidaz A-t termeld sejtbe foszforil-transzferazt kédolé DNS
szekvenciat juttatunk be, vagy homolog rekombinaciéval egy
endogén foszforil transzferaz gén expressziéjat szabalyoz6 szaba-
lyozo6-szekvenciat juttatunk be. Az alfa-galaktozidaz A-t termel6
sejtet azutan olyan koértilmények koézott szaporitjuk, ami az alfa-
galaktozidaz A és a foszforil-transzferaz expresszi6jat eredménye-
zi. Azutan a polinukleotidot nem tartalmazé sejtben termelt alfa-

galaktozidaz A-hoz viszonyitva erésebben foszforilezett alfa-galak-
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tozidaz A készitményt izolaljuk. Az ilyen foszforil-transzferazok jol
ismertek a szakirodalomban, lasd példaul az 5,804,413 és
5,789,247 szamu Amerikai Egyestilt Allamok-beli szabadalmi
leirast, amely publikaciokat a tovabbiakban referenciaként keze-
lank].

Két membranhoz kotétt Golgi enzim 6sszehangolt akciojara
van sziikség ahhoz, hogy egy lizoszéomalis proenzimen egy Man-6-
foszfat felismerési markert generaljanak. Az els6, az UDP-N-ace-
tilgltik6zamin: glikoprotein N-acetilglik6zamin-1-foszfotranszfe-
raz (GlcNAc foszfotranszferaz) egy fehérje felismerési determi-
nanst igényel a lizoszomalis enzimeken, ami két, egymastol 35
Angstrém tavolsagban levé, a magas mannoztartalmu lanchoz
viszonyitva helyes térallasban lizincsoportbél all. A masodik, az
N-acetilglik6zamin-1-foszfodiészter egy N-acetilgliik6zaminidaz
(foszfodiészter a-GlcNAcaz) hidrolizalja az o-GlcNAc-foszfat
kotést, ezzel hozzaférhetévé téve a Man-6-foszfat felismerési
helyet.

A jelen talalmany szerinti modszerek szerint a jelen talal-
many szerinti eljarasokkal elballitott alfa-galaktozidaz A készit-
mények tébb glikoformat tartalmaznak, amiknek 16-50%-a, elé-
nydsen 25-50%-a, még elénydsebben legalabb 30%-a foszfori-

lezve van.
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A szérum alfa-galaktozidaz A felezési idejének megvaltozta-
tasa szialilezéssel

Az alulszialilezett glikanok szialilezettségének novelését ter-
minalis galaktoz csoportokkal uigy hajthatjuk végre, hogy emlés,
elényosen human sejteket szialil-transzferaz génnel transzfek-
talunk.

A jelen talalmany targyat megnoétt oligoszacharid toltéssel
rendelkezz6 glikozilezett alfa-galaktozidaz A készitmény képezi,
amit ugy allitunk el6é, hogy elészor egy alfa-galaktozidaz A-t
termelé sejtbe bejuttatunk egy szialil-transzferazt kodolo poli-
nukleotidot, vagy homolog rekombinacioval bejuttatunk egy sza-
balyozo6-szekvenciat, ami egy endogén szialil-transzferaz gén exp-
ressziojat szabalyozza. Az alfa-galaktozidaz A-t termelé sejtet
azutan olyan tenyésztési kértiilmények kozott tenyésztjik, amik
az alfa-galaktozidaz A és a szialil-transzferaz expressziojat
eredményezi. A kovetkezd 1épés a megnédtt oligoszacharid
toltéssel rendelkezd alfa-galaktozidaz A készitmény izolalasa. Az
eléonyben részesitett szialil-transzferazok kozé tartozik egy a2,3-
szialil-transzferaz és egy a2,6-szialil-transzferaz. Ezek jol ismert
szialil-transzferazok, lasd példaul az 5,858,751 szamu Amerikai
Egyestilt Allamok-beli szabadalmi leirast, amely publikaciét a to-
vabbiakban referenciaként kezeliink].

Egy elényben részesitett megvalositasi méd szerint ez a
szialilezést novelé eljaras magaban foglal egy tovabbi lépést,

amiben a megnétt méretti vagy megnétt toltésu alfa-galaktozidaz
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A glikoformakat izolaljuk, a készitmény frakcionalasaval vagy
tisztitasaval (lasd az el6zdket).

Egy masik valtozat szerint a jelen talalmany ugy biztositja a
szialilezés novelését, hogy a sejteket alacsony ammonium-tartal-
mu  kornyezetben tartjuk. Pontosabban, egy erésebben
szialilezett glikozilezett alfa-galaktozidaz A készitményt ugy alli-
tunk eld, hogy egy alfa-galaktozidaz A-t termel6 sejtet olyan te-
nyészté kozeggel hozzuk érintkezésbe, amiben az ammonium-
koncentracié 10 mmol/l alatt, elénydésebben 2 mmol/] alatt van.
A szialilezés novelését ugy érhetjuk el, hogy a termeld sejteket
perfundaltatjuk, aminek az az eredménye, hogy a toxikus meta-
bolitokat, azaz példaul az ammoniat idérél idére eltavolitjuk a te-
nyészté kozegbdl. Egy elényben részesitett megvaldsitasi mod
szerint az alacsony ammonium-tartalmu kérnyezetet ugy érjuk
el, hogy glutamin-szintetaz gént vagy cDNS-t adunk a termelé
sejtekhez. Egy masik valtozat szerint az alacsony ammoénium-
tartalmu koérnyezetet ugy érjuk el, hogy az alfa-galaktozidaz A-t
termel6 sejtet friss tenyésztd kézeggel perfundaltatjuk, hogy ezzel
az ammoénium-koncentraci6t 10 mmol/l alatt, elénydsen 2
mmol/l alatt tartsuk. A termelé sejteket folyamatosan
perfundaltatjuk friss tenyészté kodzeggel, aminek az ammoénium-
koncentraciéja 10 mmol/l alatt, elényésen 2 mmol/l alatt van.
Egy masik valtozat szerint a termel6 sejteket id6ékézonként
perfundaltathatjuk friss tenyészté kozeggel. Az id6ékézonként
végzett perfuzio szakkifejezés, ahogy azt a tovabbiakban hasz-

naljuk, a szabalyos idék6zonként, periodikusan végzett perfuziot
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jelenti, vagy azt, hogy jelenti, hogy mérjuk az ammonium-kon-
centraciot, és akkor végezzik el a perfuziét, amikor az eléri a
megcélzott koncentraciot (azaz az 10 mmol/1-t, elényésebben a 2
mmol/1-t). Az id6k6zonként végzett perfuiziot olyan gyakorisaggal
kell végrehajtani, hogy az ammonium-koncentracié soha ne
haladja meg a megcélzott koncentraciot. A termeld sejteket olyan
idékozonként perfundaltatjuk, ami ahhoz sziikséges, hogy olyan
alfa-galaktozidaz A készitményt kapjunk, amiben a glikanok 50-

70%-ban, elényésen 60%-ban szialilezve vannak.

A szérum alfa-galaktozidaz A keringési felezési idejének no-
velése az alfa-galaktozidaz A pegilezésével

Szintén a jelen talalmany szerint egy human glikozilezett
alfa-galaktozidaz A készitmény felezési idejét a keringésben ugy
novelhetjik, ha az alfa-galaktozidaz A-t polietilénglikollal komp-
lexbe visszuik. A polietilénglikol (PEG) egy vizoldhat6 polimer, ami
kovalens kotéssel a fehérjékhez kétve megvaltoztatja tulajdonsa-
gaikat, oly médon, hogy megnoéveli potencialis felhasznalhatosa-
gukat. A polietilénglikollal végzett modositas (,pegilezés”) egy jol
kidolgozott technika, aminek megvan a kapacitasa, hogy a fehér-
je- és peptid-gyogyszer-készitmények szamos problémajat meg-
oldja vagy enyhitse.

A pegilezett fehérjéknek a modositatlan fehérjékkel 6ssze-
hasonlitva javitott gyégyaszati teljesit6képessége 6sztonzi az ilyen
tipusu konjugatumnak terapias agensként valé Kkifejlesztését.

Azok az enzim-deficienciak, amikre a természetes enzimmel
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végzett terapi hatastalan volt (a gyors kilrulés és/vagy im-
munologiai reakciék miatt), most mar kezelheték az ekvivalens
PEG-enzimekkel. Példaul a PEG-adenozin-dezaminaz mar
megkapta az FDA jévahagyast [Delgado és mtsai: Crit. Rev. Ther.
Drug Carrier Syst. 9, 249-304 (1992)].

A PEG-nek a zoéldkavébol szarmazo alfa-galaktozidazhoz ko-
valens kotéssel valo hozzakapcsolasa molekulan levé specifikus
determinans helyek maszkolasaval megvaltoztatja az enzim kata-
litikus tulajdonsagait. Ennek eredménye a Km értékének noé-
vekedése és a Vmax értékének csokkenése a p-nitrofenil szubszt-
rat analégokkal szemben [Wieder & Davis: J. Appl. Biochem. 5,
337-347 (1983)]. Az alfa-galaktozidaz meég képes lehasitani a
terminalis galaktéz csoportokat a huméan nyal vércsoport B
anyagarol. Az ellenanyag- és lektin-specifikus koétédés elvész a
PEG-alfa-galaktozidazbol. A termeészetes alfa-galaktozidaz ellen
készitett ellenanyagok képesek blokkolni az enzimaktivitast, és
¢z a gatlas fokozatosan elvész, ha progresszive névekvé mennyi-
ségli PEG-et tartalmazo készitményekkel szemben teszteljuk.
Ezzel szemben a PEG-alfa-galaktozidazzal immunizalt allatokbol
szarmazo antiszérumok egyik alfa-galaktozidaz vagy PEG-alfa-ga-
laktozidaz készitményben sem gatoljak az enzim aktivitasat. Ezek
az eredmények azt mutatjak, hogy a PEG hajlamos a lektin-spe-
cifikus szénhidr egységek és antigén determinansok lefedésére,
és ezek a helyek valoszinlleg kriptikusak maradnak a PEG-

enzimek in vivo processzalasa soran.
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A PEG kovalens kotéssel fehérjekhez valo kapcsolasa
megkivanja a polimer terminalis hidroxil-csoportjanak egy megfe-
lel6 lehasadé csoporttal valé aktivalasat, ami a lizin e-amino
terminalisanak és az N-terminalis «a-amino csoportjanak a
nukleofil tamadasaval helyettesithet6. Hét kémiai csoportot
alkalmaznak a PEG aktivalasara. Az egyes alkalmazasokban a
kilonbozo kapcsolasi modszerek kiillonb6zo elénydket bizto-
sitanak. A pegilezés kulonb6zo modszerei meglep6 és drasztikus
hatassal vannak az olyan faktorokra, mint példaul a kapott pegi-
lezett fehérjék és peptidek biologiai aktivitasa megmaradasara,
stabilitasara és immunogenitasara [Francis és mtsai: Int. J.
Hematol. 68(1), 1-18 (1998)]. Egy linker nélkuli pegilezési tech-
nika példaul csak a PEG-et kapcsolja a megcélzott molekulahoz.
Pontosabban, egy biologiailag optimalizalt pegilezési technika al-
kalmazasa, amiben trezil-monometoxi PEG-et (TMPEG) hasz-
nalunk, Francis és munkatarsai szerint szamos ktilonbo6zé fe-
hérje esetében felfedi; hogy kivételesen képes konzervalni a
célpont biologiai aktivitasat [Francis és mtsai: Int. J. Hematol.
68(1), 1-18 (1998)]. Ez, valamint az a jotékony hatas, hogy poli-
etilénglikolon kiviil (amirél bebizonyosodott, hogy a human tera-
piaban biztonsagosan hasznalhat6o) mast nem viszunk a fehér-
jébe, idealissa teszi az alfa-galaktozidaz A moédositasara.

A polietilénglikolnak a fehérjékhez valé kapcsolasara négy
lehetséges hely van: 1) aminocsoportok (N-terminalis és lizin); 2)
karboxicsoportok (aszparaginsav és glutaminsav); 3) szulfhidril

csoportok (cisztein); és 4) szénhidrat csoport (perjodat kezelés
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utan kapott szulfhidril csoportok). A fehérjék karboxicsoportjahoz
és a szénhidratokon levé aldehid-csoportokhoz valé kapcsolashoz
egy nukleofil aminocsoporttal rendelkezé polietilénglikol reagens-
re van szliikség. Ez a kémia megvaltoztatja az alfa-galaktozidaz A
pl értékét, miutan a negativ t6éltésti karboxicsoportot megkoéti a
polietilénglikol. A pl barmilyen valtozasa befolyasolhatja az alfa-
galaktozidaz A biolégiai aktivitasat. Emellett, a polietilénglikolnak
a szénhidrat lanchoz valé kapcsolasa befolyasolhatja az alfa-ga-
laktozidaz A-nak az M6P receptor altal valé megkotését, ami
kritikus a biologiai aktivitas szempontjabol. A szulfhidril kémia
érinti a molekula fizikai szerkezetét is, és ez nem javasolt.

A pegilezés altalanosan hasznalt modszerei amidkotést
hoznak létre a fehérje aminocsoportja és a monometoxi-PEG
metoxicsoportja kozott. Az NHS-PEG kereskedelmi forgalomban
van, és amidkoétést eredményez a fehérje és a polietilénglikol
kozott. Azonban az amidkoétés kialakulasa megvaltoztatja a pl
értéket, mivel elvész a -NH» csoport pozitiv tltése.

A polietilénglikol alfa-galaktozidaz A-hoz valé kap-
csolasanak az a modszere, amiben nem valtozik a pl érték, trezil-
PEG-et hasznal. A trezil-PEG az aminocsoporton keresztiil végzi a
kapcsolast, és stabil szekunder amint képez. A szekunder
aminnal az az elénye, hogy megtartja az aminocsoport pozitiv
toltését. A trezil-PEG kereskedelmi forgalomban van, és stabil lio-
filezett és kiszaritott formaban. A trezil-PEG-et alaposan jel-
lemezték, és a melléktermékek is jol ismertek. Ennek megfelels-

en, egy elényben részesitett megvalositasi mod szerint az alfa-ga-
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laktozidaz A készitményt komplexbe vissziik trezil-monometoxi
polietilénglikollal (TMPEG), igy pegilezett-alfa-galaktozidaz A-t

képezve. A pegilezett-alfa-galaktozidaz A-t azutan tisztitjuk, igy
kapunk izolalt, tisztitott pegilezett-alfa-galaktozidaz A-t.

REAKCIOSEMA

CH3(OCH2CH2):0OSO,CH2CF3 + NH2-fehérje

!
CH3(OCH2CH2)n-HN-fehérje-trezilezett monometoxi-

PEG

Az alfa-galaktozidaz A tartalmaz 18 aminocsoportot, 17 -
aminocsoportot (lizin) és egy a-aminocsoportot (N-terminalis). A
reakcié Ugy szabalyozhato, hogy minimalis helyettesitésekkel
termeljuk az alfa-galaktozidaz A-t, és a molekulakat, amikben
molekulanként csak egy, vagy kevesebb PEG egység van, meg-
tisztithatjuk a helyettesitetlen és t6bbszérosen helyettesitett for-
maktol. Az alfa-galaktozidaz A tobbszorés helyettesitése nem
befolyasolhatja szignifikdnsan a bioldgiai aktivitast; ennek kovet-
keztében a végtermék 1-18 kapcsolodo polietilénglikol molekulat
tartalmazé heterogén elegyet eredményezhet. A helyettesités
szintje fliggfet a visszatartott enzimaktivitas szintjétél. Meg kell
jegyeznink, hogy az enzimaktivitds csdkkenése eltolhato egy
fokoztt terapias hatassal, ami az alfa-galaktozidaz A keringési
felezési idejének novelésébél és immun-felismerésének csok-
kenésébdl szarmazik. tehat a PEG-alfa-galaktozidaz A termék

kifejlesztésében a polietilénglikolnak az alfa-galaktozidaz A-hoz
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viszonyitott aranya a biologiai aktivitastol fligghet, és nem
kizarélag az enzimaktivitastol.

A pegilezési reakcidhoz szabalyozott pH-ra, pufferosszetétel-
re és fehérje-koncentraciéra van sziikség. A helyes reakciokoril-
ményeket ultraszuréssel/diasztiréssel lehet elérni, amit jelenleg
is hasznalnak a gyartasi eljarasban. Kézvetlenil a reakcio elétt a
trezil-PEG-et gyorsan szolubilizaljuk vizben, folyamatos kever-
tetés kozben. Azutan ezt az oldatot hozzaadjuk az elkészitett alfa-
galaktozidaz A-hoz, és hagyjuk hogy szabalyozott ideig és szaba-
lyozott hémérsékleten reagaljon (azaz példaul 2 6ra hosszat 250 °
C-on). A pegilezés a végsé tisztitasi 1épés elétt hajthaté végre, ami
eliminalja a tisztitasi eljarashoz hozzaadott 1épéseket. Miutan a
kapcsolas teljes, a PEG-alfa-galaktozidaz A-t a tobbi tisztitasi
lépésben processzaljuk. A Q oszlopozas (anioncserélés) elott
végrehajtva a reakciot lehetové valik, hogy két tisztitasi 1épésben
eltavolitsuk a melléktermékeket. Mivel a polietilénglikol nem tar-
talmaz semmilyen negativ toltést, ezért ezt nem tartja vissz a Q
Sepharose, és az atfolyoval kiiiril.

A pegilezés mértékét ismert technikakkal lehet mérni. Pél-
daul a fluoreszkamin fluoreszkal, ha a fehérjék a-amino és e-
amino csoportjaihoz kotodik. A fluoreszcencia elvesztésének sza-
zaléka a pegilezés utan korreldl az alfa-galaktozidaz A-hoz kotott
polietilénglikol szazalékaval. A fehérje-koncentraci6 meghata-
rozasara a Pierce BCA esszét lehet hasznalni. A metilumbiferil-a-
D-galaktopiranozid (4-MUF-a-Gal) aktivitas esszét hasznaljuk a
PEG-alfa-galaktozidaz A enzimaktivitas hatasanak kiértékelésére.

Az alfa-galaktozidaz A tartalmaz M6P-t, ami a lizoszémakba valé
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bejutashoz sziikséges. Azt, hogy a polietilénglikol mennyire za-
varja az M6P receptor felismerést, egy sejt-alapti esszével €érté-
kelhetjuk ki, ami koveti a polietilénglikol-alfa-galaktozidaz A

bejutasat a lizosz6makba.

Az alfa-galaktozidaz A készitmény beadasi médszerei

A jelen taldlmany szerinti készitmények (azaz azok, amik
kulonbozo alfa-galaktozidaz A glikoformékat tartalmaznak) bar-
milyen médon beadhaték, ami kompatibilis az alfa-galaktozidaz A
készitménnyel. A tisztitott alfa-galaktozidaz A készitmény
azoknak az egyedeknek adhaté be, akik vagy hibas, vagy nem
elegend6 mennyiségh alfa-galaktozidaz A fehérjét termelnek, vagy
akiknek az alfa-galaktozidaz A terapia jotékony hatasu lehet. A
jelen talalmany szerinti terapias készitményeket barmilyen meg-
felel6 médon beadhatjuk, azaz kozvetleniil (Ggymint lokalisan, in-
jekcioval, beultetve vagy egy szoveti pontba valé topikalis
beadéassal) vagy szisztémasan (azaz oralisan vagy parenteralisan).

A beadas 1utja lehet oralis vagy parenterdlis, beleértve az
intravénas, szubkutan, inira-arterialis, intraperitonealis, szembe
torténo, intramuszkularis, szajiiregbe torténd, rektalis, vaginalis,
intraorbitalis, intracerebralis, intradermalis, a koponya belsejébe
torténo, intraspindlis, intraventrikularis, intratekalis, intracisz-
terndlis, intrakapszularis, intrapulmonaris, intranazalis, transz-
mukozalis, transzdermalis beadasi médot, vagy a belégzést. Az
intrapulmonaris beadasi médokat, berendezést és gyogyszerké-
szitményt példaul az 5,785,048, 5,780,019 és 5,775,320 szamu
Amerikai Egyesiilt Allamok-beli szabadalmi leirasban ismertetik,
amely publikaciokat a tovabbiakban referenciaként kezeliink. Az

intradermalis bejuttalas egy elényben részesitett modszere az



62 e
S A I N
iontoforetikus bejuttatas tapaszok segitségével; egy ilyen bejut-
tatasi moédot az 5,843,015 szamu Amerikai Egyesiilt Allamok-beli
szabadalmi leirdsban ismertetnek, amely publikaciét a tovab-
biakban referenciaként kezelunk.

A beadas egy kulénosen elonyos médja a szubkutan injek-
ci6ézas. A jelen talalmany szerinti alfa-galaktozidaz A készitményt
ugy szereljuk ki, hogy a teljes sziikséges doézist beadhatjuk
egyetlen, egy-két milliliteres injekcioban. Ahhoz, hogy az injekcié
térfogata egy-két milliliter lehessen, a jelen talalmany szerinti
alfa-galaktozidaz A készitményt olyan koncentracioban szereljik
ki, hogy az elényben részesitett dozist egy-két milliliter térfo-
gatban lehessen beadni, vagy az alfa-galaktozidaz A készitményt
kiszerelhetjuk liofilezett formaban, amibdl beadas elott vizben
vagy megfelelo, fiziolégiasan kompatibilis pufferben elkészitjiikk a
megfelelo oldatot. Az alfa-galaktozidaz A készitmények szubkutan
injekcidinak az az elonyuk, hogy a betegek szamara
kényelmesek, foleg amikor énmaguknak adjak be az injekciot,
emellett pedig az intravénas beadashoz viszonyitva hosszabb
plazma felezési idot eredményeznek. A plazma felezési ido
meghosszabbitasa azzal az eredménnyel jat, hogy az alfa-galakto-
zidaz A hatékony plazmaszintje hosszabb ideig megmarad,
aminek az a jétékony hatasa, hogy a klinikaiéag érintett szovetek
hosszabb ideig €érintkeznek az injekciozott alfa-galaktozidaz A-
val, és ennek eredményeképpen tobb alfa-galaktozidaz A jut be
az ilyen szovetekbe. Emiatt jobb a betegekre gyakorly hatasa,
és/vagy csokken a beadas gyakorisaga. Emellett a betegek
kényelmének noveléséhez készitett kulonbo6zo eszko6zok, azaz pél-

daul az ujratolthetdo injekcios tollak és tG nélkiili injekcids
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eszk0zOk hasznalhatok a jelen taldlmany szerinti alfa-galaktozi-
daz A készitményekkel, amint azt az alabbiakban targyaljuk.

A beadas mddja lehet a készitmény bolus periodikus injek-
ci6zésa, vagy beadhatjuk a készitményt intravénasan vagy intra-
peritonedlisan egy tartalékbdl, ami lehet kiilso (azaz egy intravé-
nas zacsko) vagy belso (azaz egy bioldgiailag leboml6é implanta-
tum, egy mesterséges biologiai szerv, vagy beultetett alfa-galakto-
zidaz A-t termelo sejtek populacidja) (4,407,957 és 5,798,113
szamu Amerikai Egyesiilt Allamok-beli szabadalmi leiras, amely
publikaciékat a tovabbiakban referenciaként kezeliink). Az intra-
pulmonaris beadasi moédokat és berendezéseket példaul az
5,645,007, 5,780,014 és 5,814,607 szamu Amerikai Egyesilt
Allamok-beli szabadalmi leirdsban ismertetik, amely publika-
cidkat a tovabbiakban referenciaként kezeliink. Mas hasznalhaté
parenteralis bejuttaté eszkoz példaul az etilén-vinilacetat kopo-
limer részecskék, az ozmotikus pumpak, a beiltetheto infuziés
rendszerek, a pumpéas bejuttatas, a kapszulazott sejtek bejut-
tatasa, a liposzomalis bejuttatas, a tiivel bejuttatott injekcidk, a
tG nélkiil bejuttatott injekcid, a nebulizator, az aeroszolizator, az
elektroporacio és a transzdermalis tapasz. A th nélkili injekcids
eszkozoket az 5,879,327, 5,520,639; 5,846,233 és 5,704,911
szamt Amerikai Egyesiilt Allamok-beli szabadalmi leirasokban
ismertetik, amely publikacidkat a tovabbiakban referenciaként
kezeliink. Barmelyik elozokben ismertetett alfa-galaktozidaz A
készitmény beadhat6 ezekkel a médszerekkel.

A beadas madja, €s a bejuttatott fehérje mennyiségét olyan
modszerekkel hatarozhatjuk meg, amik a szakteriileten jartas
szakember kotelezo ismeretei kozé tartoznak. Emellett, a szakte-

ruleten jartas szakember tudatiban van annak, hogy egy tera-
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pias fehérje beadasi médja és dozisa addig valtoztathato,

ameddig megkapjuk a terapias dozist.

Az alfa-galaktozidaz A fehérje gyogyaszati készitményei

A jelen talalmany targyat képezik tovabba egy alfa-galakto-
ziddz A Kkészitmény 1uj Kkiszerelési formai, amik lényegében
mentesek a nem-alfa-galaktozidaz A fehérjéktol, azaz példaul az
albumintél, a gazdasejt altal termelt nem-alfa-galaktozidaz A fe-
hérjéktol, vagy egy allati szévetbol vagy folyadékbdl izolalt fehér-
jéktol.

A készitmény elonyosen tartalmazza egy vizes vagy fiziol6-
giasan elfogadhaté folyékony szuszpenzié vagy oldat egy részét. A
hordoz6 vagy toltébanyag oly médon kompatibilis, hogy amellett,
hogy a kivant készitményt bejuttatja a betegbe, nem érinti karo-
san a beteg elektrolit rendszerét és/vagy térfogat-egyensiilyat. A
parenteralis beadas hasznalhat6 oldatait a gyogyszerészeti szak-
maban ismert barmelyik jo6l ismert moédszerrel eloallithatjuk
[Remington’s Pharmaceutical Sciences, szerk.: Gennar, A., Mack
Pub. (1990)]. Nem-parenteralis készitmények is hasznalhatdk,
azaz példaul kupok vagy oralis készitmények.

A készitmény elonyodsen tartalmaz egy toltdbanyagot. Az alfa-
galaktoziddaz A-hoz hasznalhatd, gyogyaszatilag elfogadhaté tol-
toanyagok, amiket betehetunk a készitménybe, lehetnek puf-
ferek, azaz példaul citrat-puffer, foszfat-puffer, acetat-puffer és
bikarbonat-puffer, aminosavak, karbamid, alkoholok,
aszkorbinsav, foszfolipidek; fehérjék, azaz példaul szérum-
albumin, kollagén és zselatin; sok, azaz példaul EDTA és EGTA,
valamint natrium-klorid; liposzémak; polivinil-pirrolidon; cukrok,

azaz példaul dextran, mannit, szorbit és glicerin; glicin vagy mas
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aminosavak és lipidek. Az alfa-galaktozidaz A készitményekben
hasznalhaté6 puffer-rendszerek kozé tartoznak az acetat, a
bikarbonat és a foszfat pufferek (mindegyik beszerezheto a
SIGMA-t6l. Az elényben részesitett megvalositasi modban foszfat
puffert hasznalunk. Az alfa-galaktozidaz A készitmények elény-
ben részesitett pH-tartomanya 4,5-7,4.

A készitmény emellett elonyosen tartalmaz még egy nem-
ionos detergenst. Az elényben részesitett nem-ionos detergensek
kozé tartozik a Polysorbate 20, a Polysorbaye 80, a Triton X-100,
a Tritob X-114, a Nonidet P-40, az oktil-a-glukozid, az oktil-p-
glikozid, a Brij 35, a pluronic és a Tween 20 (mindegyik besze-
rezhetdo a SIGMA-t4l).

Egy kiillonosen elényben részesitett készitmény Polysorbate
20 vagy Polysorbate 80 nem-ionos detergenst €s foszfattal puffe-
relt séoldatot tartalmaz, legelonyosebben pH=6 értéken.

Az alfa-galaktozidaz A készitmények liofilezéséhez a fehérje-
koncentraci6 0,1-10 mg/ml lehet. Térkitoltdo agensek, azaz példa-
ul glicin, mannit, albumin és dextran adhatdék a liofilezo
elegyhez. Emellett a feltehetoen krioprotektans tulajdonsagokkal
rendelkezd anyagok, azaz példaul diszacharidok, aminosavak és
polietilénglikol adhatok a liofilez6 elegyhez. Barmelyik el6zokben
felsorolt puffer, toltoanyag €és detergens hozzaadhat6 az elegyhez.

Az injekci6zashoz készitett alfa-galaktozidaz A egy elényben
részesitett kiszerelési formajaban a fehérje-koncentracio 1
mg/ml.

A beadéashoz val6é kiszerelési formdk tartalmazhatnak
glicerint és mas, magas viszkozitdsi komponenseket, amik

segitenek abban, hogy az agens a kivant l6kuszban maradjon. A
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biokompatibilis polimerek, elonyosen a biologiailag felszivodo,
biolégiailag kompatibilis polimerek (beleértve példaul a hialuron-
savat, a kollagént, a polibutirat, a laktid €s a glikolid poli-
mereket, valamint a laktid/glikolid kopolimereket), j61 hasznalha-

t6 toltdanyagok az agensek in vivo felszabaduldsanak szaba-
lyozdsdban. A parenteralis beadashoz szant kiszerelési formak
kozé tartozik a glikokolat a szajiiregen keresztil valé beadashoz,
a metoxiszalicilat a rektalis beadashoz vagy citromsav a vaginalis
beadashoz. A rektalis beadashoz hasznalt kupokat ugy allithat-
juk eld, hogy a jelen taldlmany szerinti alfa-galaktozidaz A készit-
ményt 0sszekeverjiik egy nem-irritalé toéltdbanyaggal, azaz példaul
kakadvajjal, vagy mas olyan anyaggal, ami szobahomérsékleten
szilard, testhomérsékleten pedig folyékony.

Az inhalaciés beadashoz szant készitmények tartalmaz-
hatnak laktézt vagy mas toltdoanyagokat, vagy lehetnek vizes ol-
datok, amik tartalmazhatnak polioxietilén-9-lauril étert, glikoko-
latot vagy dezoxikolatot. Egy elényben részesitett belégzési aero-
szolt az jellemez, hogy részecské€inek Kkisebb a surasége €s
nagyobb a mérete. A 0,4 gramm per kébcentiméternél kisebb sti-
ruségn részecskék, amiknek az atlagos atméroje meghaladja az 5
um-t, hatékonyan bejuttatjak a szisztémas keringésbe a terapias
hatéanyagokat. Az ilyen részecskék mélyen bejutnak a tiudébe,
és elkerulik a tiid6 természetes kiuritd mechanizmusait, ameddig
a belégzett részecskkék leadjak a szallitott anyagot [Edwards és
mtsai: Science 276, 1868-1872 (1997)]. A jelen talalmany szerinti
alfa-galaktozidaz A készitmények beadhaték aeroszolizalt for-
maban, példaul az 5,654,007, 5,780,014 és 5,814,607 szamu
Amerikai Egyesiilt Allamok-beli szabadalmi leirasban ismertetett

modszerek, készitményel és kiszerelési formak hasznalataval,
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amely publikaciét a tovabbiakban referenciaként kezelunk. Az
intranazalis beadashoz szant készitmények tartalmazhatnak
olajos oldatokat az orrcseppek forméajaban valé beadashoz, vagy
lehetnek gélek, az intranazalis beadashoz.

A bor felszinére torténo topikalis beadashoz készitett készit-
ményeket ugy allithatjuk elo, hogy az alfa-galaktozidaz A készit-
ményt egy dermatolégiailag elfogadhaté hordozoéval, azaz boroga-
tovizzel, krémmel, kenoccsel vagy szappannal diszpergaljuk.
Kulonosen azok a hordozok hasznosak, amik filmet vagy réteget
képeznek a bordon, hogy lokalizaljak az alkalmazott anyagot, ée
meggatoljak az eltavolitast. Ahhoz, hogy a belso szovetfelszinekre
topikalisan tudjuk alkalmazni, az alfa-galaktozidaz A készitményt
folyékony szovetragasztoban vagy mas olyan anyagban diszper-
galhatjuk, amirdl ismert, hogy fokozza a szovet felszinéhez vald
adszorpci6t. Példaul szamos nyalkahartya ragasztoéanyagot és
szajureg tablettat irtak le a transzmukozalis gyogyszer-beadas-
hoz, lasd példaul a 4,740,365, 4,764,378 és 5,780,045 szamu
Amerikai Egyesult Allamok-beli szabadalmi leiras, amely publi-
kaciét a tovabbiakban referenciaként kezeliink. Hidroxipropilcel-
luléz vagy fibrinogén/trombin oldatok is hasznalhaték. Egy ma-
sik valtozat szerint szovet-beborité oldatok, azaz példaul pektint
tartalmazé készitmények is hasznalhaték.

A jelen taldlmany szerinti készitményeket beadhatjuk
konténerekben, amik alkalmasak a sterilitAs fenntartasara, az
aktiv adalékanyag aktivitAasanak megvédésére a megfelelo
eloszlas és tarolas soran, €s biztositjak, hogy a készitményt
egyszerien €s hatékonyan be lehessen adni a betegnek. Az alfa-
galaktozidaz A készitmény egy injekciézhaté kiszerelési formajat

beadhatjuk lezart ampulldban, aminek a tartalma tavel és



68 NI L PR

fecskendovel eltavolithaté. Az ampullat szaanhatjuk egyszeri vagy
tobbszori felhasznalasra. A készitményt kiszerelhetjuk elore
betoltott  fecskendében. Néhany esetben a  tartalmat
biztosithatjuk folyékony formdaban, mig mas esetekben bizto-
sithatjuk szaraz vagy liofilezett allapotban, ami néhany esetben
megkoveteli, hogy egy standard, vagy kiilon biztositott oldészerrel
helyreallitsuk a folyékony allapotot. Ha a készitményt folyékony
formaban biztositjuk az intravénas beadashoz, akkor ehhez hasz-
nalhatunk steril zacskét vagy konténert, ami alkalmas arra, hogy
egy intravénas beadasi vonalhoz vagy katéterhez kapcsoljuk. Az
elényben részesitett megvalositasi modok szerint a jelen talal-
many szerinti készitményeket folyékony vagy poritott formaban
biztositjuk, olyan berendezésekben, amik kényelmesen bejut-
tatnak egy elore meghatarozott doézist a készitménybol; ilyen be-
rendezés lehet példaul egy tt nélkiuli injektor szubkutan vagy
intramuszkularis injekciézashoz, és egy mért dézisu bejuttaté be-
rendezés. Mas esetekben a készitményt olyan formaban bizto-
sithatjuk, ami alkalmas az ellenorzott leadasra, azaz példaul egy
tapaszban vagy kotszerben, amit a bérre kell tenni a transzder-
malis beadashoz, vagy leboml6é eszk6zO0k formajaban a
transzmukozalis beadashoz. Azokban az esetekben, amikor a ké-
szitményt tabletta vagy pirula formajaban oralisan adjuk be, a
készitményt kiszerelhetjiitk egy eltavolithat6 teteji palackban. A
konténereket a megfelelo informaciékkal lathatjuk el, azaz példa-
ul, hogy mi a készitmény formaja, a gyarté vagy a disztribuator
neve, az indikacié, a javasolt dozis, a javasolt tarolasi korul-

mények, vagy javaslatok a beadashoz.
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Dézisok az alfa-galaktozidaz A készitmény beadasiahoz

A jelen taldlmany targyat képezik tovabba a Fabry-beteg-
ségben szenvedd betegeknek, a Fabry-betegség atipikus for-
maiban, vagy olyan koérban szenvedd betegeknek, akikben az
alfa-galaktozidaz A-nak csokkent szintje vagy mutans formaja
van jelen, beadott alfa-galaktozidaz A készitmény beadasi méd-
szerei. A beadott doézis elonydsen 0,05-5,0 mg, még elonydsebben
0,1-0,3 mg alfa-galaktozidaz A készitmény per testsulykg, és ezt
hetente vagy kéthetente adjuk be. A fehérjét szabalyos
idékozonként ismételt dozisait a betegnek egész életében kapnia
kell. Szubkutan injekciokat hasznalhatunk hogy hosszabb ideig
fenntartsuk a gyogyszerrel vald szisztémas érintkezést. A szub-
kutan dézis 0,01-10,0 mg, elénydsen 0,1-5,0 mg alfa-galaktozi-
daz A készitmény per testsulykg, hetente vagy kéthetente. Az int-
ramuszkularis injekciokkal beadott alfa-galaktozidaz A készit-
mény dozisai lehetnek azonosak, vagy lehetnek a szubkutan dé-
zistol eltéréek; egy elényben részesitett megvalositasi mod szerint
az intramuszkularis dézisok kisebbek mint a szubkutan injekci-
ozott doézisok, és ritkabban adjuk be azokat. Az alfa-galaktozidaz
A készitményt beadhatjuk intravénasan, azaz példaul intravénas
bolus injekcioval, egy lassan nyomott intravénas injekcioval, vagy
folyamatos intravénas injekcioval. A folyamatos (azaz példaul 2-6
ora hosszan tarto) intravénas infuizio lehetévé teszi, hogy specifi-
kus szinteket tartsunk fenn a vérben.

Egy alternativ, elényben részesitett megvalésitasi mod az
alfa-galaktozidaz A készitmény egy betegnek valo beadasahoz

abbol all, hogy az alfa-galaktozidaz A készitménybdl tébb évig,
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akar harom évig, hetente vagy kéthetente beadunk egy elényben
részesitett dozist, amely id6 alatt a beteget klinikailag ellendriz-
ziik, és kiértékeljik betegségének allapotat. A példaul a vese
vagy sziv-funkciok, vagy a beteg altalanos allapotanak (azaz pél-
daul fajdalom) javulasa alapjan mért klinikai javulasok, valamint
a laboratoriumi értékek javulasa, azaz példaul a CTH szintek
csokkenése a vizeletben, a plazmaban vagy a szoévetekben, hasz-
nalhaté a beteg egészségi allapotanak becslésére. Abban az
esetben, ha klinikai javulas figyelheté meg a kezelés utan és az
ellenérzési periddusban, akkor az alfa-galaktozidaz A beadas
gyakorisagat csokkenthetjuk. Példaul ha egy beteg hetente kap
injekciokat egy alfa-galaktozidaz A készitménybdl, akkor ezt
kétheti injekciozasra valtoztathatjuk. Egy masik valtozat szerint,
ha egy beteg kéthetente kap injekciokat, akkor ezt havi egyszeri
injekciézasra valtoztathatjuk. A beadas gyakorisaganak ilyen
megvaltoztatasa utan a beteget ujra évekig, azaz példaul harom
évig megfigyelés alatt kell tartani, hogy megbecsiiljik a Fabry-be-
tegséghez kapcsoloédo klinikai és laboratériumi értékeket. Egy
elényben részesitett megvalositasi mod szerint a beadott dézis
nagysaga nem valtozik meg, ha megvaltoztatjuk a dozis bea-
dasanak gyakorisagat. Ez biztositja, hogy bizonyos farmakokine-
tikai parameéterek (azaz példaul a maximalis plazma koncentracié
[Cmax], a maximalis plazma koncentracio eléréséhez sziikséges
id6 [tmax|, @ plazma felezési idd [ti/2], és az érintkezés, amit a
gorbe alatti terilet [AUC] alapjan mérlink, viszonylag allando

marad minden egyes beadott dozis utan. Ezeknek a farmakoki-
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netikai paramétereknek a fennmaradasa viszonylag allandé
szinteket eredményez az alfa-galaktozidaz A-nak a receptor altal
a szovetekbe kozvetitett felvételében, ahogy a dozis gyakorisaga
valtozik.

A Fabry-betegség egy atipusos variansaban szenvedé bete-
get, azaz aki féleg kardiovaszkularis abnormalitésokbah, vagy
vese-problémakban szenved, ugyanezekkel a dézistartomanyok-
kal kezeljuk, azaz koérulbehil 0,05 - 5 mg/kg hetente vagy kéthe-
tente. A dozist az igényeknek megfeleléen allitjuk be. Példaul
annak a betegnek az esetében, aki sziv-varians fenotipusban
szenved, és alfa-galaktozidaz A enzim-potlasi terapiaval kezelnek,
a terapiat kovetéen megvaltozik a sziv Osszetétele és javulnak a
keringési funkci6i. Ezt a valtozast standard echokardiografiai
modszerekkel mérhetjuk, amivel ki lehet mutatni a bal
ventrikularis fal megvastagodasat a Fabry-betegségben szenvedd
betegeknél [Goldman és mtsai: J. Am. Coll. Cardiol. 7, 1157-
1161 (1986)]. A bal ventrikularis fal vastagsagat sorozatosan
mérhetjik echokardiografiaval, és a ventrikularis falvastagsag
csOkkenése a terapias valaszt jelzi. Az alfa-galaktozidaz A
enzimpotlas terapiat kapott betegeket kovethetjik sziv magneses
rezonancia rezonancia leképezéssel (MRI). Az MRI-nek megvan az
a képessége, hogy meg lehet vele becstilni egy adott szévet relativ
Osszetételét. Példaul a sziv MRI Fabry-betegségben szenvedé
betegeknél kimtatja a lerakodott lipidet a szivizomban, a kontroll
betegekhez viszonyitva [Matsui és mtsai: Am. Heart J. 117, 472-

474 (1989)]. Egy enzimpotlassal kezelt beteg sorozatos MRI
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mérésével ki lehet mutatni a lipid lerakodas valtozasat egy beteg
szivében. A vese varians fenotipusban szenvedé betegek szamara
is elényos az alfa-galaktozidaz A enzimpoétlas terapia. A terapia
hatasa a vesefunkcio standard mérésével kovethetd, azaz a 24-
oras vizelet fehérjeszint, a kreatinin kiturtilés és a glomerularis
szurés sebessége alapjan. Az alabbi példakat azzal a céllal adjuk
meg, hogy még jobban illusztraljuk a jelen talalmany elényben
részesitett megvalésitasi modjait. Ezek a példak semmiképpen
nem korlatozzak a jelen talalmanynak a csatolt igénypontok altal

definialt oltalmi korét.

1. Példa

Az alfa-galaktozidaz A bejuttatasara és expresszalasara tervezett

konstrukciok készitése és hasznalata

Két expresszios plazmidot készitettlink, a pXAG-16-ot és a
pXAG-28-at. Ezek a plazmidok tartalmaznak human alfa-galak-
tozidaz A cDNS-t, ami az alfa-galaktozidaz A enzim 389 amino-
savjat kodolja (az alfa-galaktozidaz A szignalpeptid nélkul); a hu-
man novekedési hormon (hGH) szignalpeptid genomialis DNS
szekvenciajat, amit a human névekedési hormon gén els6
intronja szakit meg; és a human noévekedési hormon gén 3° nem-
transzlalod6 szekvenciajat (UTS), ami tartalmaz poliadenilezési
szignalt. A pXAG-16 tartalmazza a human citomegalovirus
kozvvetlen korai (CMV IE) promotert €s az elsé intront (amit nem-
kodol6 exon szekvenciak hatarolnak), mig a pXAG-28-at a kolla-

gén la2 promoter és 1-es exon hajtja meg, valamint tartalmazza
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000 ov0e a0,

a p-aktin gén 5 UTS-t, ami tartalmazza a p-aktin gén elsé

intronjat.

1.1 A komplett alfa-galaktozidaz A cDNS kloénozasa, és a

pXAG-16 alfa-galaktozidaz A expresszios plazmid készitése

A human alfa-galaktozidaz A cDNS-t human fibroblaszt
cDNS konyvtarbdl klénoztuk, amit az alabbiak szerint allitottunk
el6. A poli-A* mRNS-t 6ssz-RNS-bdl izolaljuk, majd a cDNS szin-
tézisét a lambda Zapll rendszerrel hajtjuk veégre, a gyarto
utasitasai szerint (Stratagene, LaJolla, CA). Rdéviden, az ,elsé
szal” cDNS-t reverz transzkripcioval allitjuk eld, oligo-dT primer
jelenlétében, ami egy belsé Xhol restrikcios hasitasi helyet tartal-
maz. RNaz H-val valé kezelés utan a cDNS nick-transzlaciéba
visszik, kétszalu cDNS eloallitasa céljabol. Ezt a cDNS-t T4 DNS
polimerazzal tompavégivé tessziik, majd EcoRI adaptorokhoz li-
galjuk. Ennek a ligalasnak a termékeit T4 DNS kinazzal kezeljuk,
majd Xhol restrikciés enzimmel emésztjik. A cDNS-t- Sephacryl-
400 kromatografiaval frakcionaljuk. A nagy és kozepes méretii
frakciokat egyesitjik, és a cDNS-t EcoRI és Xhol restrikcios
enzimekkel emésztett Lambda Zapll karokhoz ligaljuk. Ennek a
ligdlasnak a termékeit azutan pakoljuk és titerét meghatarozzuk.
A primer kar titere 1,2x107 pfu/ml, az atlagos inszert mérete 925
bazispar.

A human alfa-galaktozidaz A gén (1. abra, 1. szamu szek-
venciavazlat) 7-es exonjanak egy 210 bazispar méretdi probajat

hasznaljuk a cDNS izolalasara. A probat magat genomialis DNS-
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bél izolaltuk polimeraz lancreakcioval, az alabbi oligonukleotidok
alkalmazasaval:
5-CTGGGCTGTAGCTATGATAAAC-3" (l-es oligonukleotid, 6.
szamu szekvencia) és
5°-TCTAGCTGAAGCAAAACAGTG-3" (2-es oligonukleotid, 7.
szamu szekvencia).
A polimeraz lancreakcio termékét hasznaljuk azutan a fibroblaszt
cDNS koényvtar atvizsgalasara, a pozitiv klonokat izolaljuk és
tovabb jellemezziik. Az egyik pozitiv klont, a 3A fagot a lambda
Zapll rendszer excizios protokollnak vetettik ala (Stratagene,
Inc., Ladolla, CA), a gyarté utasitasai szerint. Ezzel az eljarassal
kaptuk a pBSAG3A plazmidot, ami az alfa-galaktozidaz A cDNS
szekvenciat tartalmazza a pBluescriptSK™ plazmid gerincben. A
DNS szekvenalas kideritette, hogy ez a plazmid nem tartalmazza
a cDNS szekvencia teljes 5" végét. Ezért az 5° véget a human ge-
nomialis DNS-bél amplifikalt polimeraz lancreakci6é fragmenssel
allitottuk helyre. Ennek Végrgh‘ajtésé.hoz egy 268 bazispar
meéretti genomialis DNS fragmenst (2. abra, 2. szamu szekvencia-
vazlat) amplifikaljuk, az alabbi oligonukleotidok hasznalataval:
5-ATTGGTCCGCCCCTGAGGT-3" (3-as oligonukleotid, 8. szamu
szekvenciavazlat) és

5°-TGATGCAGGAATCTGGCTCT-3" (4-es oligonukleotid, 9. szamu

szekvenciavazlat).

Ezt a fragmenst szubklonozzuk egy ,TA” kl6nozé plazmidban
(Invitrogen Corp., San Diego, CA), hogy megkapjuk a pTAAGEI
plazmidot. A pBSAG3A plazmidot, ami az alfa-galaktozidaz A
cDNS szekvencia legnagyobb részét tartalmazza, és a pTAAGEI
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plazmidot, ami az alfa-galaktozidaz A cDNS 5" végét tartalmazza,
egyarant Sacll és Ncol restrikciés enzimmel emésztjik. Az amp-
lifikalt DNS fragmensben levé relevans Sacll és Ncol hasitasi
helyeket a 2. abran mutatjuk be. A pTAAGEI plazmidbdl izolaljuk
0,2 kilobazis méretii Sacll-Ncol fragmenst, és az ekvivalens
modon emésztett pBSAG3A plazmidba ligadljuk. Ez a plazmid, a
PAGAL tartalmazza a komplettt alfa-galaktozidaz A cDNS szek-
venciat, beleértve az alfa-galaktozidaz A szignalpeptidet tartalma-
z6 szekvenciat is. A cDNS-t teljesen szekvenaltuk (lasd a 3.
abran, beleértve az alfa-galaktozidaz A szignalpeptidet is; 3.
szamu szekvenciavazlat), €s ebbél kideriilt, hogy azonos a human
alfa-galaktozidaz A cDNS publikalt szekvencijjaval (Genbank
HUMGALA szekvencia).

A pXAG-16 plazmidot szamos intermedieren keresztul allit-
juk eld, az alabbiak szerint. El6sz6r, a pAGAL plazmidot Sacll és
Xhol restrikciés enzimekkel emésztjik, majd tompavéguvé
alakitjuk at. Masodszor, a komplett alfa-galaktozidaz A cDNS -
végeit az Xbal linkerekhez ligaljuk, majd az Xbal restrikcios
enzimmel emésztett pEF-BOS plazmidba [Mizushima és mtsai:
Nucleic Acids Research 18, 5322 (1990)] szubklonozzuk, igy
kapjuk a pXAG-1 plazmidot. Ez a konstrukci6 tartalmazza a hu-
man granulocita telepserkent6 faktor (G-CSF) 3° UTS-t, és a hu-
man elongacids faktor-la (EF-1a) promotert, ami az alfa-galakto-
zidaz A-t plusz az alfa-galaktozidaz A szignalpeptidet koédolo
cDNS hatarol, oly médon, hogy az alfa-galaktozidaz A cDNS 5°

vége az EF-1a promoterhez van fazionaltatva. Egy olyan konst-
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rukcionak az eloallitdsahoz, ami tartalmazza a CMV IE promotert
és az elsé intront, az alfa-galaktozidaz A cDNS-t és a G-CSF 3°
UTS-t egy 2 kilobazis mérett Xbal-BamHI fragmens formajaban
eltavolitjuk a pXAG-1-bdl. A fragmenst tompavéguvé tesszik,
BamHI linkerekhez ligdljuk, majd BamHI restrikciés enzimmel
emésztett pCMVilpNeo plazmidba (amit az alabbiakban ismerte-
tett modon allitunk eld) inszertaljuk. Az orientacioja olyan, hogy
az alfa-galaktozidaz A cDNS 5 vége van fuzionaltatva a CMV IE
promoter régiohoz.

A pCMFflpNeo plazmidot az alabbiak szerint allitjuk elé6.
Egy CMV IE gén promoter fragmenst polimeraz lancreakcioval
amplifikalunk, templatként a CMV genomialis DNS-t hasznalva,
és az 5-TTTTGGATCCCTCGAGGACATTGATTATTGACTAG-3" (10.
szamu szekvenciavazlat) valamint az 5-TTTTGGATCCCGTGTCA-
AGGACGGTGAC-3" (11. szamu szekvenciavazlat) oligonukleotidot
hasznalva primerként. A kapott terméket (egy 1,6 kilobazis
méretu fragmens) BamHI restrikcios enzimmel emésztjiuk, igy
kapunk egy CMV promotert tartalmazé fragmenst, tapadoés
BamHI végekkel. A neo expresszios egységet a pMCIneopA plaz-
midbol (Stratagene Inc., LaJolla, CA) izolaljuk egy 1,1 kilobazis
méretti fragmens formajaban. A CMV promotert és a neo frag-
menseket tartalmazé fragmenseket egy BamHI és Xhol restrikci-
6s enzimekkel emésztett plazmidba (pUC12) ligaljuk. Figyelemre
mélto, hogy a pCMVIilpNeo tartalmazza a CMV IE promoter ré-
giot, ami az 546-os nukleotidnal kezddédik, és a 2105-6s nukleo-

tidnal végzédik Genbank HSSMIEP szekvencia), és a neomicin-
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rezisztencia gént a herpes simplex virus (HSV) timidin kinaz pro-
moter (a Tkneo gén) hajtja meg, koézvetlentl a 5° poziciéban a
CMV IE promoter fragmenshez viszonyitva. A neo gén transz-
kripciéjanak iranya ugyanaz, mint a CMV promoter fragmensé.
Ennek az intermedier konstrukcionak a pXAG-4 jel6lést adtuk.

Ahhoz, hogy a hGH 3~ UTS-t hozzaadjuk, a GCSF 3" UTS-t
egy Xbal-Smal fragmens formajaban eltavolitjuk a a pXAG-4
plazmidbdl, majd a pXAG-4 plazmid végeit tompa veégekke alakit-
juk. A hGH 3" UTS-t egy 0,6 kilobazis méreti EcoRI-Smal frag-
mens formajaban tavolitjuk el a pXGHS plazmidbdl [Selden és
mtsai: Molecular & Cellular Biology 6, 3173-3179 (1986). Ezt a
fragmenst tompavégli fragmenssé val6é alakitasa utan a pXAG-4
plazmidba ligaljuk, kézvetlenil a pXAG-4 tompavégivé tett Xbal
hasitasi helye utan. Ennek az intermediernek a jelzése pXAG-7.
Ebb6l a plazmidbél egy HindllI-Clal fragmens formajaban
eltavolitjuk a Tkneo fragmenst, és a plazmid végeit tompa
végekké alakitjuk at a DNS-polimeraz [ Klenow fragmensével
Jfeltoltve” azokat. Az SV40 korai promoterrel meghajtott neomi-
cin-rezisztencia gént egy tompa végu Clal-BsmBI fragmensbe li-
galjuk, ami a pcDNeo emésztésébdl szarmazik [Chen és mtsai:
Molecular & Cellular Biology 7, 2745-2752 (1987)|, ezzel a neo
transzkripcios egységet ugyanabban az orientaciéban elhelyezve,
mint az alfa-galaktozidaz A transzkripcios egységet. Ennek az in-
termediernek a jelzése pXAG-13.

A pXAG-16 teljes elkészitéséhez, amiben van 26 amino-

savbdl allé6 hGH szignalpeptidet kodolo szekvencia, és a hGH gén
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els6 intronja, a pXAG-13 plazmidnak egy 2,0 kilobazis méretu
EcoRI-BamHI fragmensét eltavolitjuk. Ez a fragmens tartalmazza
az alfa-galaktozidaz A cDNS-t és a hGH 3" UTS-t. Ezt a nagy frag-
menst 3 fragmenssel helyettesitjik. Az els6 fragmens tartalmazza
a pXGHS egy 0,3 kilobazis mérett polimeraz lancreakcid
termékét, ami tartalmazza a hGH szignalpeptidet kodolo szek-
venciat és tartalmazza a hGH elsé intron szekvenciajat, egy szin-
tetikus BamHI hasitasi helytél, ami koézvetlentil a konszenzus
Kozak szekvencia el6tt (upstream) helyezkedik el, a hGH szignal-
peptidet kodolo szekvencia végéig. Az alabbi oligonukleotidokat
hasznaljuk ennek a fragmensnek (I-es fragmens) az amplifi-
kalasara: 5 -TTTTGGATCCACCATGGCTA-3" (HGH101 oligonuk-
leotid, 12. szamu szekvenciavazlat) és 5 -TTTTGCCGGCACT-
GCCCTCTTGAA-3" (HGH102 oligonukleotid, 13. szamu szekven-
ciavazlat). A masodik fragmens egy 0,27 kilobazis méreti polime-
raz lancreakcio termék, ami olyan szekvenciakat tartalmaz, amik
megfelelnek a 398 aminosavbadl allo alfa-galaktozidaz A enzimet
kodolo cDNS starthelyének (azaz hianyzik beldle az alfa-galakto-
zidaz A szignalpeptid) az Nhel hasitasi helyig. Az alabbi oligonuk-
leotidokat hasznaljuk ennek a fragmensnek (2-es fragmens) az
amplifikalasara: 5 -TTTTCAGCTGGACAATGGATTGGC-3~ (AG10
oligonukleotid, 14. szamu szekvenciavazlat) és 5-TTTTGCTAGC-
TGGCGAATCC-3" (AG11 oligonukleotid; 15. szamu szekvencia-
vazlat). A harmadik fragmens tartalmazza a pXAG-7 Nhel-EcoRI
fragmensét, ami tartalmazza az alfa-galaktozidaz A szekvencia

tobbi részét, valamint a hGH 3° UTS-t (3-as fragmens).
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Az 1-es fragmenst (BamHI és Nael restrikcidés enzimekkel
emészive), a 2-es fragmenst (Pvull és Nhel restrikciés enzimekkel
emésztve), valamint a 3-as fragmenst a pXAG-13 plazmid 6,5 ki-
lobazis méretht BamHI-EcoRI fragmensével keverjiik 6ssze, ami
tartalmazza a neo gént és a CMV IE promotert, majd ezeket li-

galva kapjuk a pXAG-16 plazmidot (4. abra).

1.2 A pXAG-28 alfa-galaktozidaz A expresszios plazmid

készitése

A human kollagén Ia2 promotert az alabbiak szerint
izolaljuk a pXAG-28 alfa-galaktozidaz A expresszioés konstruk-
ciéban valé felhasznalashoz. A human genomialis DNS egy 408
bazispar méreti polimeraz lancreakci6 fragmensét, ami a human
kollagén lo2 promoter eg yrészét tartalmazza, az alabbki oligo-
nukleotidok alkalmazasaval izolaljuk:
S-TTTTGGATCCGTGTCCCATAGTGTTTCCAA-3" (72-es oligonuk-
leotid, 16. szamu szekvenciavazlat); és
S-TTTTGGATCCGCAGTCGTGGCCAGTACC-3" (73-as oligonuk-
leotid, 17. szamu szekvenciavazlat).

Ezt a fragmenst hasznaljuk egy human leukocita kényvtar
(az EMBL3-ban) atvizsgalasara ((Clontech, Palo Alto, CA). Egy po-
zitiv klont (7H fag) izolaltunk, ami egy 3,8 kilobazis méretii EcoRI
fragmenst tartalmaz, majd Spel restrikciés enzimmel emésztett
pBSIISK+ plazmidba épitjuk be, ami a pBSIISK+ polilinkerbe ha-
sit, majd ,feltdltjuk” a DNS polimeraz I Klenow fragmensével, és

beépitjik az 5'-CTAGTCCTAGGA-3" oligonukleotidot (18. szamu

eege
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szekvenciavazlat). A pBSIISK+-nak ezt a variansat BamHI és
Avrll restrikcios enzimekkel emésztjiik, majd az el6zékben ismer-
tetett eredeti 408 bazispar méretli kollagén la2 promoter polime-
raz lancreakcioé fragmensnek a 121 bazispar méretthi BamHI-Avrll
fragmensébe ligaljuk, igy kapjuk a pBS/121COL.6 plazmidot.

A pBS/121COL.6 plazmidot Xbal restrikciés enzimmel
emésztjlik, ami a pBSIISK+ polilinker szekvenciajaba hasit, majd
Sfeltoltjutk” a DNS polimeraz I Klenow fragmensével, és Avrll
restrikciés enzimmel emésztjik. A pBS/7.2 plazmid 3,8 kilobazis
méretli BamHI-Avrll mérettl fragmensét izolaljuk, majd a BamHI
hasitasi helyet Klenow enzimmel kezelve tompavégiivé tessziik. A
fragmenst azutan Avrll restrikciés enzimmel emésztjik, és az
Avrll restrikciés enzimmel emésztett vektorba ligaljuk, ezzel 1ét-
rehozva a pBS/121bpCOL7H.18 kollagén promoter plazmidot.

Ezutan a kollagén promotert fuzionaltatjuk a human -
aktin gén 5° UTS-ével, ami tartalmazza a human p-aktin gén elsé
intronjat. Ennek a szekvencianak az izolalasara egy 2 kilobazis
méretQi polimeraz lancreakcié fragmenst izolalunk human geno-
mialis DNS-bél, az alabbi oligonukleotidok hasznalataval:
5°- TTTTGAGCACAGAGCCTCGCCT-3" (BA1 oligonukleotid, 19.
szamu szekvenciavazlat) és
5- TTTTGGATCCGGTGAGCTGCGAGAATAGCC-3" (BA2 oligonuk-
leotid, 20. szamu szekvenciavazlat).

Ezt a fragmenst BamHI és BsiHKAI restrikciés enzimekkel
emésztjuk, hogy felszabaditsuk a B-aktin 5 UTS-t és intront tar-

talmazo 0,8 kilobazis méretti fragmenst. Ezutan egy 3,6 kilobazis



81

méretta Sall-Srfl fragmenst izolalunk a pBS/121bpCOLH.18 kol-
lagén promoter plazmidbol, az alabbiak szerint: a
pBS/121bpCOLH.18 plazmidot részlegesen emésztjik BamHI
restrikcios enzimmel (a BamHI hasitasi hely a kollagén Ia2 pro-
moter fragmens 5  végén talalhato), majd Klenow fragmenssel
kezelve tompavéguvé tesszuk, és a Sall linkerhez (5-GGTCG-
ACC-3’) ligdljuk, ezzel egy Sall hasitasi helyet helyezve el a kolla-
gén Ia2 promoter elé (upstream). Ezt a plazmidot azutan Sall és
Srfl restrikciés enzimekkel emésztjuk (az Srfl hasitasi hely 110
bazisparral a kollagén Ia2 promoter CAP helye el6tt), majd
izolaljuk a 3,6 kilobazis méretti fragmenst. A 0,8 és 3,6 kilobazis
méreti fragmenseket Sall és BamHI restrikciés enzimekkel
emésztett pBSIISK plazmiddal (Stratagene Inc., LaJolla, CA)
kombinaljuk, valamint egy olyan fragmenssel, amit az alabbi
négy, egymashoz illesztett oligonukleotidbél allitunk ossze (ezzel
egy tompa és egy BsiHKAI végli fragmenst hozva létre):

5- GGGCCCCCAGCCCCAGCCCTCCCATTGGTGGAGGCCCTTT-
TGGAGGCACCCTAGGGCCAGGAAACTTTTGCCGTAT-3° (COL-1
oligonukleotid, 21. szamu szekvencia),

5°- AAATAGGGCAGATCCGGGCTTTATTATTTTAGCACCACGGCC-
GCCGAGACCGCGTCCGCCCCGCGAGCA-3" (COL-2 oligonukleo-
tid, 22. szamu szekvencia),

5°- TGCCCTATTTATACGGCAAAAGTTTCCTGGCCCTAGGGTGCC-
TCCAAAAGGGCCTCCACCAATGGGAGGGCTGGGGCTGGGGGCC

C-3° (COL-3 oligonukleotid, 23. szamu szekvencia) és

LX)
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5- CGCGGGGCGGACGCGGTCTCGGCGGCCGTGGTGCTAAAAT-
AATAAAGCCCGGATC-3" )COL-4 oligonukleotid, 24. szamu szek-
vencia).

Ez a négy oligonukleotid egymashoz illesztve megfelel a kol-
lagén promoter Srfl hasitasi helyénél kezdédd régionak, és
tovabb folytatodik a p-aktin promoter BsiHKAI hasitasi helyén
keresztul. A kapott plazmid jelolése pCOL/B-aktin.

Ahhoz, hogy teljessé tegyliik a pXAG-28 készitését, izolaljuk
a pCOL/B-aktin Sall-BamHI fragmensét, ami a kollagén Ia2 pro-
motert és a f-aktin 5° UTS-t tartalmazza. Ezt a fragmenst a
pXAG-16-bol szarmazé két fragmenshez ligaljuk (lasd az 1.1
pontot és a 4. abrat): 1) a 6,0 kilobazis méretl BamHI fragmens
(ami tartalmazza a neo gént, a plazmid-gerincet, a 398 amino-
savbél allo alfa-galaktozidaz A enzimet kédolé cDNS-t és a hGH
3" UTS-t); és 2) a 0,3 kilobazis mérett BamHI-Xhol fragmens
(ami tartalmazza a pcDneo-bél szarmazo SV40 poli A szekven-
ciat). A pXAG28 tartalmazza a kollagén la2 promotert-a human
-aktin 5° UTS-hez fuzionaltatva, a hGH szignalpeptidet (amit
megszakit a hGH elsé intronja), az alfa-galaktozidaz A enzimet
kodolé cDNS-t és a hGH 3" UTS-t. A teljes pXAG-29 expresszios

konstrukcié térképét az 5. abran mutatjuk be.

1.3 Az alfa-galaktozidaz A expresszios plazmiddal elektropo-

ralt fibroblasztok transzfekcidja és szelekcioja

Ahhoz, hogy az alfa-galaktozidaz A-t fibroblasztokban exp-

resszaltassuk, szekunder fibroblasztokat tenyésztiink és transz-
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fektalunk a publikdlt eljarasoknak megfeleléen (Selden és
munkatarsai, WO 93/09222).

A pXAG-13, pXAG-16 és pXAG-28 plazmidokat elektropora-
cioval transzfektaljuk human fityma fibroblasztokba, hogy sta-
bilan transzfektalt klonalis sejt térzseket generaljunk, majd a
kapott alfa-galaktozidaz A expressziéos szintet az 1.4 pontban
ismertetett modon koévetjuk. Az alfa-galaktozidaz A normal fityma
fibroblasztokban valo expresszioja 2-10 egység/106 sejt/24 ora
tartomanyban van. Ezzel szemben, a transzfektalt fibroblasztok

atlagos expresszios szintjét a 2. tablazatban mutatjuk be.

2. Tablazat
Atlagos alfa-galaktozidaz A expresszios szintek

( + standard deviacio)

PXAG-13: 420 = 344 E/ 106 sejt/nap
N=26 klonalis torzs
~ (tartomany 3-1133 E/ 10¢ sejt/nap)

pXAG-16 2051 + 1253 E/ 106 sejt/nap
N=24 klonalis torzs
(tartomany 422-5200 E/ 106 sejt/nap)

pXAG-28 141 + 131 E/ 106 sejt/nap
N=38 klonalis torzs

(tartomany 20-616 E/10¢ sejt/nap)

Ezek az adatok azt mutatjak, hogy mindharom expresszids

konstrukcio képes tdbbszordsére névelni az alfa-galaktozidaz A
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expresszidjat a nem-transzfektalt fibroblaszt torzsekkel 6sszeha-
sonlitva. A pXAG-13 plazmiddal, ami az alfa-galaktozidaz A-t az
alfa-galaktozidaz A szignalpeptidhez kapcsolva koédolja, stabilan
expresszalt fibroblasztokban az expresszio szintje szignifikansan
alacsonyabb, mint a pXAG-16-tal transzfektalt fibroblasztokban,
ami csak abban tér el az el6z6tél, hogy a szignalpeptid a hGH
szignalpeptid, aminek a kodolo szekvenciajat megszakitja a hGH
gén elsé intronja.

Valahanyszor a transzfektalt sejteket atoltjuk, a kivalasztott
alfa-galaktozidaz A aktivitast meghatarozzuk, a sejteket
megszamlaljuk, és kiszamitjuk a sejtstiriséget. A begyQjtétt
sejtek szama és az alfa-galaktozidaz A szekretalasara adott id6
alapjan meghatarozzuk a specifikus expresszids ratat, és a 3. va-
lamint a 4. tablazatban szekretalt alfa-galaktozidaz A egységek
per 106 sejt per 24 oras periodus formajaban adjuk meg.
Azoknak a sejt térzseknek, amik a génterapiahoz, vagy az alfa-
galaktozidaz A tisztitasara hasznalt anyag eloallitasahoz megfelel-
nek, tébb atoltas utan is stabil névekedést és expressziot kell
mutatniuk. A 3. és 4. tablazatban bemutatott sejt térzsekbél
szarmazo adatok, amely torzsek stabilan transzfektalva vannak a
pXAG-16 expresszios konstrukcioval, illusztraljak azt a tényt,
hogy az alfa-galaktozidaz A expresszio stabilan fennmarad tobb

atoltas utan is.
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3. Tablazat
A pXAG-16 alfa-galaktozidaz A expressziés konstrukciét

tartalmazo BRS-11 sejtek novekedése €s expresszioja

Atoltas Expresszio Sejtsuruseég
(egység/ 10¢ sejt/24 ora) (sejt/cm?2)
13 2601 4,80x104
14 1616 4,40x104
15 3595 4,80x104
4. Tablazat

A pXAG-16 alfa-galaktozidaz A expresszios konstrukciot

tartalmazo HF-503-242 sejtek névekedése és expresszidja

Atoltas Expresszi6 Sejtstiraség
(egység/ 106 sejt/24 ora) (sejt/cm?)
5 4069 2,80%x104
6 7585 3,55%x104
7 o 5034 2,48%104

1.4 Az alfa-galaktozidaz A expresszido mennyiségi meghata-

rozasa

Az alfa-galaktozidaz A aktivitast a vizoldhato 4-metilumbel-
liferil-a-D-galaktopiranoziddal szubsztrattal mérjik (4-MUF-gal,
Research Products, Inc.) az loannou és munkatarsai altal publi-
kalt protokoll médositasaval [loannou és mtsai: Journal of Cell
Biology 119, 1137-1150 (1992)]. A szubsztratot szubsztrat puf-

ferben oldjuk (0,1 mol/l citrat-foszfat, pH=4,6), 1,69 mg/ml (5
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mmol /1) koncentraciéban. Altalaban 10 ml tenyészet feltiluszot
adunk 75 ml szubsztrat oldathoz. A cséveket lezarjuk és 60
percig 37 °C-on tartjuk. Az inkubaciés periédus végén 2 mmol/]
glicin-karbonat puffert (130 mmol/] glicin, 83 mmol/] natrium-
karbonat, pH=10,6) hasznalunk a reakci6 leallitasara. Az egyes
mintak relativ fluoreszcenciajat TKO100 fluorométerrel (Hoefer
Scientific Instruments) mérjlik, aminek rogzitett, 365 nm-es
gerjesztési hullamhossza van, és rogzitett, 460 nm-es emisszios
hullamhosszon mér. A mintakban meért értékeket 1 mmol/l
metilumbelliferon (Sigma Chemical Co.) to6rzsoldatbol készitett
standardokkal hasonlitjuk 06ssze, és kiszamitjuk a hidrolizalt
szubsztrat mennyiségét. Az alfa-galaktozidaz A aktivitast
egységekben fejezzlik ki; egy egység alfa-galaktozidaz A aktivitas
ekvivalens egy nanomol szubsztrat oranként valdé hidrolizisével
37 °C-on. A sejt-expresszios adatokat altalaban szekretalt alfa-
galaktozidaz A aktivitas/ 106 sejt/24 ora egységekben fejezzik ki.
A sejtlizatumokban és a kiulonbozo alfa-galaktozidaz A tisztitasi
lépésekbdl (lasd az alabbiakban) vett mintakban az alfa-galakto-
zidaz A aktivitasanak mérésére szintén ezt a modszert hasz-

naljuk.

1.5 Génaktivalt alfa-galaktozidaz A (GA-GAL) készitése

A génaktivalt alfa-galaktozidaz A (GA-GAL) eloallitasahoz
szabalyozé és strukturalis DNS szekvenciakat épitiink be a hu-
man alfa-galaktozidaz A kédol6 szekvencia elé, a GA technologiat

hasznalva, amit lényegében az 5,733,761 szamu Amerikai
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Egyestiilt Allamok-beli szabadalmi leirasban ismertetnek, amely
publikaciét a tovabbiakban referenciaként kezeliink. A génakti-
valo szekvencia pontos beszurasa homolég rekombinacio
eredménye, ami a transzfektalt DNS fragmensen levé DNS és a
human sejtben az alfa-galaktozidaz A 16kusz elétt levé genomialis
DNS szekvencia kozott jatszodik le. A génaktivalo szekvencia
maga is tartalmaz egy alfa-galaktozidaz A-t koédolo szekvenciat,
egészen a szignalpeptid szekvenciaig, de azt mar nem tartalmaz-
za. Aktivalt alfa-galaktozidaz A lokuszt tartalmazo sejteket
izolaltunk, és gyogyszer hatdéanyag szelekcionak vetettik ala,
hogy tobb alfa-galaktozidaz A-t termeld sejteket izolaljunk.

Egy célz6 DNS szekvenciat, ami egy megfelelé6 génaktivalo
szekvenciat tartalmaz, elektroporacioval juttatunk be human
gazdasejt vonalakba. Az egyik ilyen sejtvonal a HT-1080, egy
hitelesitett sejtvonal, ami az ATCC-t6l szerezheté be (Rockuville,
Maryland). A pGA213C génaktivalé plazmidot, ami ilyen DNS
fragmenst tartalmaz, a 9. abran mutatjuk be. Ez a plazmid olyan
szekvenciakat tartalmaz, amiket arra terveztiink, hogy aktivaljak
az endogén alfa-galaktozidaz A lokuszt a gazdasejt vonalban, és
tartalmaz szignalpeptidet kodolo szekvenciakat, de nem tartal-
maz human alfa-galaktozidaz A-t kédolo szekvenciakat. A célzo
konstrukciok tartalmaznak expresszios kazettakat a bakterialis
neo és egér dhfr génekhez. Ez lehet6vé teszi a stabilan integra-
16d6 célz6 fragmensek szelektalasat (a neo gén hasznalataval) és
az ezt kovetd szelekciét a dhfr gén hasznalataval, a 1épésenkénti

metotrexat (MTX) szelekcios modszert hasznalva.
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Emellett a pGA213C tartalmaz olyan szekvenciakat is,
amiket arra terveztunk, hogy az endogén alfa-galaktozidaz A
lokusz el6tt levé kromoszomalis szekvenciakat célozzak meg ho-
molég rekombinacioval. Az endogén alfa-galaktozidaz A lokusz és
a pGA213C 9,6 kilobazis méreti fragmense ko6zotti homoloég re-
kombinaciot a 10. abran mutatjuk be.

A pGA213C plazmidot abbdl a célbél allitjuk eld, hogy az
alfa-galaktozidaz A inicial6 metionin kodonjahoz viszonyitott -
1183-as poziciotdl a -222-es pozicioig terjedé6 962 bazispar
méretti genomialis szekvenciat kivagjuk, amikor a pGA213C
fragmens homolég rekombinalédik az X kromoszéma alfa-galak-
tozidaz A lokuszaval. Az alfa-galaktozidaz A 1okusz transzkripcios
aktivalasa a kulsé szabalyozo-szekvenciaknak az alfa-galaktozi-
daz A kodolo régioba valo pontos becélzasaval jatszodik le. A
kapott GA-GAL lokusz okozza az iniciacionak CMV promoterrél
valo transzkripciéjat, ami a CMV 1l-es exonon, az aldolaz
‘intronon és az alfa-galaktozidaz A kodol6 szekvencia hét-exonjan
és hat intronjan keresztul fut. A GA-GAL mRNS transzlaciéja pre
GA-GAL-t eredményez, harmincegy aminosavbol alloé szignalpep-
tiddel. A gazdasejtbél valo szekrécido soran a szignalpeptid
lehasad. A pontosan becélzott sejtvonalakat elészor polimeraz
lancreakcioval azonositjuk, amivel az GA-GAL mRNS-t keressuk.
A GA-GAL mRNS-t termelé klonokrol az is kideril, hogy
enzimatikusan aktiv alfa-galaktozidaz A-t szekretalnak a te-

nyészté kozegbe. A célzasi eseményt ezutan a genomialis DNS



restrikciés enzimes emésztésével és Southern blot hibridizacioja-
val igazoljuk.

A sejteket 1épésenként novekvdé metotrexat (,MTX”) szelek-
cionak vetjik ala. A 0,05 umol/1 MTX-ben végzett szelekcié utan
sejtek egy klonjat izolaljuk, majd 0,1 pumol/l MTX szelekcionak
vetjik ala. Ebbdél az eljarasbol 0,1 pmol/l MTX-re rezisztens
sejtek pool-jat kapjuk (RAGOO01), amit tenyésztetben szaporitunk

és jellemzunk.

2. Példa

alfa-galaktozidaz A tisztitas

Az alabbiakban ismertetett eljaras egy elényben részesitett
eljaras az alfa-galaktozidaz A eldallitasara, tisztitasara és teszte-
lésére. A tisztitasi eljaras az alfa-galaktozidaz A-t oldhato, aktiv,
természetes formaban tartja a tisztitds soran. A fehérjét nem
hozzuk érintkezésbe szélséséges pH-val, szerves oldészerekkel
vagy detergensekkel, nem szenved proteolitikus hasadast a tiszti-
tas eljaras soran, €s nem képez aggregatumokat. A tisztitasi elja-
rast ugy terveztik meg, hogy ne valtoztassa meg az alfa-galakto-

zidaz A glikoformak eloszlasat.

2.1 Az alfa-galaktozidaz A tisztitasa

A 2.1 fejezetben azt illusztraljuk, hogy az alfa-galaktozidaz
A kozel homogenitasig tisztithato a tenyésztett human sejt
térzsek (amiket stabilan transzfektaltunk az enzim eloallitdsahoz)

kondicionalt kézegébdl, amiben egymas utan 6t kromatografias



90

lépést hasznalunk. Az 6t 1épésben kiillonbozo elvalasztasi elveket
hasznalunk, amik az enzim eltér6é fizikai tulajdonsagait hasz-
naljak ki, hogy az alfa-galaktozidaz A-t elvalasszak a szennyezd
anyagoktol. Ide tartozik a hidroféb koélcsénhatason alapulé
kromatografia butil Sepharose-on, az ionos kolcsénhatason
alapul6o kromatografia hidroxiapatiton, az anioncserélo kromato-
grafia Q Sepharose-on, és a meéretkizarasos kromatografia
Superdex 200-on. Amellett, hogy a tisztitasi eljaras utolso 1épése,
a méretkizarasos kromatografia hatasos eszkoézt biztosit a tiszti-

tott fehérje kiszereléssel kompatibilis pufferbe val6 juttatasara.

A. A Butyl Sepharose kromatografia hasznalata elsé

lépésként az alfa-galaktozidaz A tisztitasa soran

1,34 liter hideg, kondicionalt taptalajt centrifugalassal tisz-
titunk, majd atsztirink egy 0,45 um-es celluléz-acetat pufferen,
uvegszal eldészurdék alkalmazasaval. Kevertetés kozben a hideg,
megszurt kozeg pH-jat 5,6-ra allitjuk, 1 mol/l so6sav cseppenként
torténo hozzaadasaval, majd ammonium-szulfatot adunk hozza
0,66 mol/l végkoncentracioban, 3,9 mol/l ultratiszta torzsoldat
(szobahdmeérséklet) cseppenként torténd hozzaadasaval. A
kozeget tovabbi 5 percig 4 °C-on kevertetjuk, az el6zékben ismer-
tetett modon megszurjuk, majd Butyl Sepharose 4 Fast Flow osz-
lopra vissziik (81 ml az oszloptérfogat, 2,5x16,5 cm; Pharmacia,
Uppsala, Svédorszag), amit 10 mmol/] MES-TRISZ oldattal (A
puffer, pH=5,6, 0,6 mol/l ammoénium-szulfatot tartalmaz)

hozunk egyensulyba. A kromatografiat 4 °C-on hajtjuk végre egy
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Gradi-Frac™ System-en (Pharmacia, Uppsala, Svédorszag), amit
in-line UV detektorral (280 nm) és vezetoképesség monitorokkal
szereltunk fel, hogy megbecsiiljik az 6ssz-fehérjét és a sokon-
centraciét. Miutdn a mintat 10 ml/perc sebességgel felvittiik az
oszlopra, az oszlopot 10 oszloptérfogat A pufferrel mossuk. Az
alfa-galaktozidaz A-t a Butyl Sepharose oszloprdl 14 oszloptérfo-
gatnyi A puffertdl (ami ammonium-szulfatot tartalmaz) 10
mmol/l MES-TRISZ, pH=5,6-ig (nincs benne ammoénium-szulfat)
terjedo linearis gradienssel elualjuk. A frakciéknak 4-MUF-gal
esszével vizsgaljuk az alfa-galaktozidaz A aktivitasat, majd a
megfeleldo enzimaktivitast mutaté frakciokat egyesitjuk. Amint az
a 8. dbran és a tisztitasi osszefoglaloban (5. tablazat) lathatd, ez
a 1épés a szennyezo fehérjének korulbeliul 99%-at eltavolitja (osz-
lopozas elotti minta=8,14 g oOssz-fehérje; oszlopozas utani

minta=0,0638 g dssz-fehérje).
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5. Tablazat

Az alfa-galaktozidaz A tisztitasa stabilan transzfektalt human

fibroblasztok kondicionalt taptalajabol

Tiszti- | Tér- | a-Gal | Ossz- | Specifikus | A tiszti- A
tasi fogat | A akti- | fehérje aktivitas tas kinye-
lépés (ml) | vitas (mg) (x106 meértéke rés
(x106 egység/mg) | (kumula- | szaza-
egység) tiv) léka
Te- 134 14,6 8140 0,0018 =1 =100
nyészet 0
felul-
uszo
Butil | 417 14,1 63,8 0,221 123 96,6
Sepha-
rose
Heparin | 134 12,1 14,6 0,829 436 82,9
Sepha-
rose
Hidroxi- | 47 9,73 4,46 2,18 1220 66,6
apatit
Q Sep- | 31,5 | 8,91 3,31 2,69 1503 61,0
harose
Super- | 10 8,58 2,93 2,92 1634 59,0

dex 200
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B. Heparin Sepharose kromatografia hasznalata az alfa-ga-

laktozidaz A tisztitasi lépéseként

A Butil Sepharose oszloprol lejové cstucsok frakcidit 4 °C-on
4 liter 10 mmol/l MES-TRISZ (pH=5,6) pufferrel szemben
dializaljuk (egyszer cserélve). A dializatum vezetéképességét viz
vagy natrium-klorid (ahogy szukséges) hozzaadasaval 1,0
mMHO-ra allitjuk 4 °C-on. Ezutan a mintat Heparin Sepharose 6
Fast Flow oszlopra (Pharmacia, Uppsala, Svédorszag; 29 ml osz-
loptérfogat, 2,5x6 cm) visszuk, amit 10 mmol/1 MES-TRISZ-szel
(pH=5,6, ami 9 mol/l natrium-kloridot tartalmaz, ez a B puffer)
hoztunk egyensulyba. Ezt 4 °C-on hajtjuk végre 10 ml/perc se-
bességgel. In-line UV detektorral (280 nm) és vezetoképesség
monitorokkal mérjuk az o6ssz-fehérjét és a sdékoncentraciot.
Miutan a mintat felvittuk, az oszlopot 10 oszloptérfogatnyi B puf-
ferrel mossuk, majd 3 oszloptérfogatnyi linearis gradienssel, ami
8% C puffer/92% B puffer (ahol a C puffer 6sszetétele 10 mmol/1l
MES-TRISZ, pH=5,6, 250 mmol/] natrium-kloridot tartalmaz),
majd 10 oszloptérfogatnyi 8%-os C pufferrel mossuk. Ezt koveti
az alfa-galaktozidaz A elucidja 1,5 oszloptérfogatnyi linearis gra-
dienssel, ami 29% C pufferig terjed, majd 10 oszloptérfogatnyi
linearis gradienssel, ami 35% C pufferig terjed. A frakciéknak
vizsgaljuk az alfa-galaktozidaz A aktivitasat, majd az elfogadhato

aktivitast mutaté frakcidkat egyesitjik.

C. Hidroxiapatit kromatografia az alfa-galaktozidaz A tiszti-

tasi lépésében

A heparin pool-t megszarjuk, majd kozvetleniill Ceramic

Hydroxyapatite HC oszlopra (4 um; American International
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Chemical, Natick, MA; 12 ml oszloptérfogat, 1,5x6,8 cm) vissziik,
amit 1 mmol/l natriumfoszfattal (pH=6,0, D puffer) hoztunk
egyensulyba. A kromatografiat szobahomérsékleten hajtjuk végre
hibrid Gradi-Frac™/FPLC System (Pharmacia, Uppsala,
Svédorszag) hajtjuk végre, amit in-line UV detektorral (280 nm)
és vezetoképesség monitorral szereltiink fel. Miutan a mintat
felvittuk (5 ml/perc sebességgel), az oszlopot 10 oszloptérfogatnyi
D pufferrel mossuk. Az alfa-galaktozidaz A-t 7 oszloptérfogatnyi
linearis gradienssel elualjuk, ami 42% E puffer/58% D puffer
kozott valtozik (az E puffer 250 mmol/]l natriumfoszfat, pH=6,0),
majd 10 oszloptérfogatnyi, 52% E pufferig terjedo gradienssel
eludljuk. A frakcioknak vizsgaljuk az alfa-galaktozidaz A aktivi-
tasat, és az elfogadhaté aktivitassal rendelkezé frakcidékat

egyesitjuk.

D. Q Sepharose anioncserélo kromatografia hasznalata az

alfa-galaktozidaz A tisztitasi lépéseként

A hidroxiapatit pool-t vizzel koriilbelul 1,5-szeresre higitot-
tuk, ezzel szobahdmérsékleten a végsé vezetéképessége 3,4-3,6
mMHO. Szlrés utan a mintat Q Sepharose HP oszlopra
(Pharmacia, Uppsala, Svédorszag; 5,1 ml oszloptérfogat, 1,5x2,9
cm) visszuk, amit 10% G puffer/90% F pufferrel huztunk
egyensulyba, ahol az F puffer 25 mol/l natriumfoszfat, pH=6,0, a
G puffer pedig 25 mmol/l natriumfoszfat, pH=6,0, 250 mmol/l
natrium-klorid. A kromatografiat szobahomérséklet hajtjuk végre
Gradi-Frac™/FPLC hibrid rendszerrel (Pharmacia, Uppsala,
Svédorszag), majd az 6ssz-fehérjét és a s6koncentraciét az in-line

monitorral kévetjiik. A mintat 5 ml/perc sebességgel visszuk fel,
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majd az alabbi 1épéseket hajtjuk végre: 1) 5 oszloptérfogatnyi
mosas 10% G pufferrel , 2) 7 oszloptérfogatnyi mosas 12% G puf-
ferrel, 3) 3 oszloptérfogatnyi linearis gradiens, ami 50% G puf-
ferig terjed, 4) 10 oszloptérfogatnyi linearis gradiens 53% G puf-
ferig, 5) 3 oszloptérfogatnyi gradiens 100% G pufferig, és 6) 10
oszloptérfogatnyi mosas 100% G pufferrel. Az alfa-galaktozidaz A
féleg a 3. és 4. lépésben elualodik. Az elfogadhato aktivitast tar-

talmazo frakciokat egyesitjik (a ,Q pool”).

E. Superdex-200 gélszuirés kromatografia az alfa-galaktozi-

daz A tisztitasi lépéseként

A Q pool-t kértulbeltil 6tszoérosre tomenyitjik, Centriprep-10
centrifugalis koncentrator egységekkel (Amicon, Beverly, MA),
majd Superdex 200 oszlopra visszik (Pharmacia, Uppsala,
Svédorszag; 189 ml oszloptérfogat, 1,6x94 cm). Az oszlopot 25
mmol/]l natriumfoszfattal, pH=6,0, és 150 mmol/l natrium-klo-
ridot tartalmaz hozzuk egyensulyba és ezzel eludljuk. A kromato-

grafiat FPLC rendszerrel (Pharmacia, Uppsala, Svédorszag) hajt-
juk végre szobahomérsékleten, egy in-line UV monitor (280 nm)
minta térfogata < 2 ml, az aramlasi sebesség 0,5 ml/perc, és a
frakci6 mérete 2 ml. Tobbszor futtatjuk az oszlopot, majd a
frakciéknak vizsgaljuk az alfa-galaktozidaz A aktivitasat, és az
elfogadhaté aktivitast mutaté frakciokat egyesitjuk.

A Superdex 200 oszloprol szarmazé egyesitett frakciokat

Centriprep 10 egységekkel koncentraljuk, alikvot részekre oszt-

juk, hirtelen lefagyasztjuk, majd révid ideig -80 °C-on taroljuk.
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Az alfa-galaktozidaz A tisztitasnak ezt a példajat az 5. tabla-
zatban mutatjuk be. Az alfa-galaktozidaz A végsé hozama a kiin-
dulasi anyag aktivitasara szamitva 59% volt, és a tisztitott
termék mennyisége 2,92x106 egység/mg fehérje. A kapott termék
nagyon tisztanak bizonyult, 4-15% SDS-poliakrilamid gélen
redukalé korulmények kozott végzett elektroforézissel, ami utan

ezustfestést alkalmazunk.

Osszefoglalas

A tisztitasi eljarassal erésen tisztitott alfa-galaktozidaz A-t
kapunk. A tisztitas az eljarasnak féleg az els6 két lépésében
jatszodik le, mig az utols6 harom lépés csak az anyag ,poliroza-
sat” szolgalja, a megmaradt minor szennyezédések eltavolitasa-
val. Az utols6 lépés, a méretkizarasos kromatografia Superdex
200-on szintén azt a célt szolgalja, hogy az alfa-galaktozidaz A-t

egy kiszereléssel kompatibilis pufferbe juttassa.

2.2 A stabilan transzfektalt human sejtek tenyészetében

termelt alfa-galaktozidaz A mérete

A tisztitott human alfa-galaktozidaz A strukturalis és funk-
cionalis tulajdonsagait vizsgaltuk. A kapott termék tisztasaga
nagyon magasnak bizonyult 4-15%-0os SDS-poliakrilamid gélen,
redukalé koérilmények koézott, ezustfestés utan.

Az alfa-galaktozidaz A molekulatémegét MALDI-TOFF to-
megspektroszképiaval becsultiilk meg. Ezek az eredmények azt

demonstraljak, hogy a dimer molekulasulya 102,353 Da, mig a



97

. .
eoe oo

monomer molekulasulya 51,002 Da. A monomer vart molekula-
sulya az aminosav 0sszetétel alapjan 45000 Da. Tehat az enzim

szénhidrat tartalma S600 Da.

2.3 A stabilan transzfektalt human sejtek altal termelt alfa-

galaktozidaz A szénhidrat moédositasa

A jelen talalmany szerinti eljarassal eléallitott alfa-galakto-
zidaz A glikozilezési mintazatat is kiértékelttik. A helyes glikozile-
zettség fontos az alfa-galaktozidaz A optimalis in vivo aktivi-
tasahoz; a nem-glikozilez6 rendszerekben expresszalt alfa-galak-
tozidaz A inaktiv vagy instabil [Hantzopolous és mtsai: Gene 57,
159 (1987)]. A glikozilezés az alfa-galaktozidaz A-nak a kivalasz-
tott célsejtekbe valo bejutasahoz is fontos, és érinti az enzim in
vivo keringési felezési idejét. Az alfa-galaktozidaz A mindegyik
alegységén négy hely talalhat6é az aszparaginhoz kotott szénhid-
rat lancok hozzaadasahoz, amik kéziil csak harom foglalt
[Desnick és mtsai: The Metabolic And Molecular Bases Of

Inherited Disease, 2741-2780. oldal, McGraw Hill, New York
(1995)1.

A stabilan transzfektalt sejtek altal termelt alfa-galaktozi-
daz A mintat neuraminidazzal kezeljuk, amit A. urafaciens-bol
((Boehringer Mannheim, Indianapolis, IN) izolaltak, a szialsav
eltavolitasara. Ezt a reakciot ugy hajtjuk végre, hogy 5 mg alfa-
galaktozidaz A-t €jszakan at 10 mE neuraminidazzal kezelink
szobahomérsékleten, 10 ml acetattal pufferelt séoldatban (ABS,

20 mmol/I natrium-acetat, pH=5,2, 150 mmol/l natrium-klorid).
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A stabilan transzfektalt sejtek altal termelt tisztitott alfa-ga-
laktozidaz A-t defoszforilezziik is, alkalikus foszfataz hasznalata-
val (borjibél alkalikus foszfatdz, Boehringer Mannheim,
Indianapolis, IN), oly médon, hogy 5 mg alfa-galaktozidaz A-t éj-
szakan at szobahomeérséklet kezeliink 15 E alkalikus foszfatazzal
ABS-ben (a pH-t 1 mol/1 TRISZ-szel 7,5-re emeljuk).

A mintdkat SDS-poliakrilamid gélelektroforézissel és/vagy
izoelektromos fékuszalassal elemezziik, majd Western blottot
hajtunk végre eg anti-alfa-galaktozidaz A-specifikus ellena-
nyaggal. A hasznalt ellenanyag nyul poliklondlis anti-peptid el-
lenanyag, amit immunogénként az alfa-galaktozidaz A 68-81-es
aminosavait reprezental6 peptiddel allitunk el6. A fehérje PVDF-
re valo atvitele utan (Millipore, Bedford, MA) a membrant 1:2000
higitast antiszérummal elemezzik, 2,5% blotto-ban (zsirmentes
tejpor 20 mmol/l TRIS-HCl-ben, pH=7,5, 0,005% Tween-20). Ezt
koveti tormaperoxidazhoz konjugalt kecske anti-nyal IgG-vel
(Organo Technique/Cappella, Durham, NC; 1:5000 higitas) és az
ECL kemilumineszcencia kittel (Amersham, Arlington Heights,
IN) val6 kimutatas.

Az alfa-galaktozidaz A SDS-gélelektroforézissel valé elemzés
utdn neuraminidazzal val6o kezelése a molekulasuly eltolédasat
eredményezi (korulbelial 1500-2000 Da, vagy 4-6 szialsav/mono-
mer), azt sugallva, hogy az alfa-galaktozidaz A alaposan médo-
sitva van sziadlsavval. Referenciaként megemlitjik, hogy az alfa-
galaktozidaz A plazma-forméaja monomerenként 5-6 szidlsav cso-
portot tartalmaz, és a placentalis forma 0,5-1 sziadlsavat tartal-
maz monomerenként [Bishop és mtsai: Journal of Biological

Chemistry 256, 1307 (1981)].
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Az alfa-galaktozidaz A szialsav és M6P modifikacidja vizs-
galatanak egy masik modszere az izoelektromos fokuszalas (IEF),
aholis a mintdkat izoelektromos pontjuk (pI) vagy netté toltésiuk
alapjan valasztjak szét. Tehat a toltott csoportok, azaz példaul a
szidlsav vagy a foszfat eltavolitasa az alfa-galaktozidaz A-rdl
varhatéan megvaltoztatja a fehérje mobilitasat az IEF rendszer-
ben.

Az IEF kisérlet végrehajtasdhoz a jelen talalmany szerint
eloallitott alfa-galaktozidaz A mintakat neuraminidazzal és/vagy
alkalikus foszfatazzal kezeljuk, 1:1 aranyban o6sszekeverve 2X
Novex mintafelvivo pufferrel (8 mol/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 0,25 ml) készitett 6
mol/l karbamid IEF gélre (5,5% poliakrilamid) visszik. Az izo-
elektromos pont standardokat is hasznaljuk (Bio-Rad). Az
elektroforézist kovetdoen a gélt PVDF-re vissziik at, és Western
blot elemzést hajtunk végre az el6zokben ismertetett modon.

Az enzim neuraminidaz kezelése novelte mindharom izofor-
ma pl értékét, jelezve, hogy bizonyos mértékben mindegyik
szidlsavval van médositva. Ezek az adatok azt sugalljak, hogy az
itt ismertetett modon eloallitott alfa-galaktozidaz A készitmények
a kivant plazma felezési idovel rendelkeznek, ami azt mutatja,
hogyez az anyag megfelel a farmakologiai felhasznalashoz. Emel-
lett, a neuraminidazzal kezelt alfa-galaktozidaz A alkalikus fosz-
fatazzal valo kezelése tovabb novelte a fehérje egy részének pl
értékét, korulbelul 5,0-5,1-re, ami azt mutatja, hogy az enzim
egy vagy tobb MG6P csoporttal rendelkezik. Erre a moédositasra
azért van szukség, hogy az alfa-galaktoziddz A-t hatékonyan

internalizaljak a célsejtek.
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Az alfa-galaktozidaz A N-kapcsolt szénhidrat lancait ioncse-
rélo HPLC-vel (Glyco-Sep C) elemezziik, és a nem-redukalé véget
fluoreszcens 2-amino benzamiddal (AB) jeloljik. A harom kulon-
b6z6 alfa-galaktozidaz A készitménybol kapott AB-glikanok
elemzésének eredményeit a 5. tablazatban foglaljuk 0Ossze.
Mindhatom készitmény Z értéke nagyobb 170-nél. Emellett a
glikanoknak tobb mint 67%-a szialilezve van, és a glikdnoknak
tobb mint 16%-a foszforilezve van, és kevesebb mint 16%-a
semleges. Ezek az eredmények a kordbban kozolt
eredményekhez viszonyitva nagyon kedvezoek. Példaul Desnick
és munkatarsai (5,356,804 szamu Amerikai Egyesilt Allamok-
beli szabadalmi leiras) leirtak, hogy a glikdnoknak tébb mint

60%-a semleges, és csak 11%-a szialilezett.

6. Tablazat

GA-GAL-bol szarmaz6 AB-glikanok elemzésének eredményei

Kezelés 7Z szam % % % Di % Tri %

semleges | Mono Tetra

semmi 170,04 16,83 22,8 39,45 | 15,34 | 5,58

semimi 177,71 14,22 20,63 | 44,62 14,2 6,31

semmi 171,68 15,81 20,73 43,2 14,33 | 5,39

Atlag (N=3) | 173,14 | 15,62 21,39 | 42,42 | 14,62 | 5,76

alkalikus | 150,93 | 23,38 24,47 | 34,28 | 13,58 | 4,29

foszfataz
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Az Osszes szaza- A jelen talalmany  Desnick és mtsai:
leka szerinti GA-GAL 5,356,804 szamu
készitmények Amerikai Egyesiilt

Allamok-beli szaba-

dalmi leiras

Ossz P-glikan 16,62 24,1
Ossz-szialilezett 65,57 11
Ossz-semleges 15,62 62,9

(magas mannoz és

hibrid)

A tisztitott GA-GAL készitmények tovabbi részletes jel-

lemzését a 7. tablazatban adjuk meg.

7. Tablazat
GA-GAL tisztitott bulk

Esszé 40—173—KH 42-202-KH
specifikus aktivitas 2,75 2,80
SDS-PAGE Coomassie 100% 100%
SDS-PAGE ezustfestés 99,6% 100%
forditott fazisu HPLC 100% 99,94%
méretkizarasos kroma- 0% 0,01%
tografia
Fityma fibroblasztokba 123,6% 94,3%
valo internalizacio
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2.4 A toltott alfa-galaktozidaz A aranvanak novelése az alfa-

galaktozidaz A fajtak frakcionalasaval

Amint az az el6z6kben targyaltuk, az alfa-galaktozidaz A
glikoformak frakcionalasa az itt ismertetett tisztitas eljaras ku-
16nb6z6 1épéseiben 1ép fel. Ebben a példaban az alfa-galaktozidaz
A glikoformakat méret és toltés alapjan frakcionaljuk. Az is lehet,
hogy az alfa-galaktozidaz A-t ezeknek és mas kromatografias
lépéseknek a kombinalasaval frakcionaljuk, az el6zékben ismer-
tetett modon.

Az alfa-galaktozidaz A glikoformak méret alapjan valo
frakcionalasahoz a méretkizarasos kromatografiat Superdex 200
oszlopon hajtjuk végre (Pharmacia, 1,6 cmx 94,1 cm), foszfattal
pufferelt séoldattal hozva egyensulyba pH=6-on. 1 ml térfogatban
2,6 mg alfa-galaktozidaz A-t visziink az oszlopra, majd az osz-
lopot 0,35 ml/perc sebességgel elualjuk. A teljes eluciés
profilban szediink frakcidkat, majd az alfa-galaktozidaz A széles
eluciés csucsat SDS-PAGE-val elemezzuk, majd ezustfestéssel
tessziikk lathatéva. A csucs elején levo frakcidk tartalmazzak a
legmagasabb molekulasulya alfa-galaktozidaz A-t, és ahogy a
frakciok folytatédtak a csucsban, az alfa-galaktozidaz A
latszolagos molekulasulya fokozatosan lecsokkent. Az alfa-galak-
tozidaz A frakciokat azutan szelektaljuk és egyesitjlik, igy kapjuk
a kivant molekulasuly tartomanyba tartozé alfa-galaktozidaz A
készitményeket.

Az alfa-galaktozidaz A glikoformak toltés alapjan val6 frak-
cionalasahoz az alfa-galaktozidaz A-t Q-Sepharose kromatogra-

fiaval frakcionaljuk. A Q-Sepharose oszlopot (1,5 cm x 9,4 cm) 20



103 Gl

mmol/] natriumfoszfat pH=6,0, 30 mmol/l natrium-klorid dssze-
tételt oldattal hozzuk egyensulyba, €s az aramlasi sebességet 5
ml/ perc értéken tartjuk. 166 milliliter térfogatban levo 130 mg
alfa-galaktozidaz A-t visziink az oszlopra, mossuk az ekvilibralé
pufferrel, majd 20 mmol/]l natriumfoszfattal (pH=6,0) elualjuk,
ami 130 mmol/l natrium-kloridot tartalmaz. Egy extenzivebb
frakcionalashoz gradiens eluciét alkalmazunk (10 oszloptérfo-
gatnyi), ami az ekvilibraciés puffertol az eliciés pufferig
terjedhet. A teljes elucios profilban szediunk frakciékat, majd az
alfa-galaktozidaz A eluciés csucsat SDS-PAGE-val elemezziik,
majd eziistfestéssel tesszilk lathatéva. A gélen megfigyelhetd
alacsonyabb molekulasulyu fajtak a mosoéfolyadékkal és a cstics
elején eludlédnak, a magasabb molekulasulya glikoformak a
csucs vége felé elualéodnak. Az alacsonyabb molekulasulyu fajtak
az alfa-galaktozidaz A kevésbé toltott glikoformainak felelnek
meg, amik kevésbé erosen kotddnek a toltott Q-Sepharose osz-
lophoz (ami kvaterner aminnal helyettesitett gyantat tartalmaz).
A legmagasabb negativ toltést alfa-galaktozidaz A fajtak késobb
elualédnak az elacids profilban, és SDS-PAGE alapjan molekula-
sulyuk is nagyobb. A toltés alapjan valé frakcionalast az elualt
frakciok vagy a kivalasztott pool-ok izoelektromos fékuszalasa
alapjan lehet igazolni.

Tehat mind a méret alapjan torténd frakcionalas, mind a
toltés alapjan torténo frakcionalas lehetové teszi az alfa-galakto-

zidaz A erosen toltott glikoformainak a szelektalasat.
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2.5 Az alfa-galaktozidaz A mannéz vagy mannoédz-6-foszfat

révén valo internalizacidja

Ahhoz, hogy a stabilan transzfektalt sejtek altal termelt
alfa-galaktozidaz A az alfa-galaktozidaz A deficienciak hatékony
terapias agense legyen az enzimet az érintett sejteknek interna-
lizalniuk kell. Az alfa-galaktozidaz A minimalisan aktiv fiziologias
pH szinteken, példaul a vérben vagy az intersticialis folyadékban.
Az alfa-galaktozidaz A csak akkor metabolizalja optimalisan a
lipid szubsztratokat, ha a lizoszoma savas koérnyezetébe
internalizalodik. Ezt az internalizalodast befolyasolja az alfa-ga-
laktozidaz A-nak az M6P receptorokhoz valo kotédése, amik a
sejt felszinén expresszalodnak, és az enzimet az andocitas bio-
szintézis uton keresztul juttatjak a lizoszomaba. Az M6P receptor
mindenttt expresszalédik; a legtdbb szomatikus sejt bizonyos
meértékben expresszalja az M6P-t. A manno6z receptor, ami a
glikoproteineken levé mannoéz csoportokra specifikus, kevésbé
elterjedt. A mannoéz receptorok altalaban csak a makrofagokon és
a makrofag-szert sejteken talalhatok meg, és tovabbi lehetdséget
bizositanak ahhoz, hogy az alfa-galaktozidaz A bejusson ezekbe a
sejttipusokba.

Ahhoz, hogy demonstraljuk az alfa-galaktozidaz A M6P altal
befolyasolt internalizaciojat, Fabry-betegségben szenvedé beteg-
bél szarmazo bér fibroblasztokat (NIGM Human Genetic Mutant
Cell Repository) tenyésztiin éjszakan at névekvé koncentracioju,
jelen talalmany szerinti tisztitott alfa-galaktozidaz A jelenlétében.

Néhany minta 5 mmol/1 oldhaté6 M6P-t tartalmaz, ami kompeti-
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tive gatolja az M6P receptorhoz valo kétédést, és az altaluk valo
internalizaciét. Mas mintak 30 mg/liter mannant tartalmaznak,
ami gatolja a mannoéz receptor altal torténo koétédést és internali-
zaciot. Az inkubalas utan a sejteket mossuk, majd lekaparassal
lizis pufferbe gyGjtjuk (10 mmol/1 TRISZ, pH=7,2, 100 mmol/l
natrium-klorid, 5 mmol/l EDTA, 2 mmol/l Pefabloc™
((Boehringer Mannheim, Indianapolis, IN) és 1% NP-40). A lizalt
laktozidaz A aktivitasat. Az eredményeket alfa-galaktozidaz A ak-
tivitas/mg sejtfehérje formajaban fejezztik ki. A Fabry sejtek az
alfa-galaktozidaz A-t dozisfliggd modon internalizaljak. Ezt az
internalizaci6t gatolja az M6P, de a mannan nem gatolja. tehat az
alfa-galaktozidaz A internalizacidjat a Fabry fibroblasztokba az
M6P receptor befolyasolja, ed a mannéz receptor nem befolya-
solja.

Az alfa-galaktozidaz A-t in vitro az endotelidlis sejtek is in-
ternalizaljak, amik a Fabry-betegség kezelésének fontos
célsejtjei. Human koldékvéna endotelidlis sejteket (HUVEC-ek)
tenyésztiink éjszakan at 7500 egység alfa-galaktozidaz A jelen-
létében; a lukak koézil néhany M6P-t tartalmaz. Az inkubalasi
periodus utan a sejteket osszegyUjtjuk, és az elé6zékben ismerte-
tett modon vizsgaljuk az alfa-galaktozidaz A szempontjabol. Az
alfa-galaktozidaz A-val inkubalt sejtekben az enzimszintek
majdnem tizszer magasabbak mint a kontroll (amit nem inku-
baltunk alfa-galaktozidaz A-val) sejtekben. Az M6P gatolja az

alfa-galaktozidaz A intracellularis akkumulalédasat az alfa-galak-
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tozidaz A-ban, jelezve ezzel, hogy az alfa-galaktozidaz A HUVEC
altal vald internalizaciéjat az M6P receptor befolyasolja. Tehat a
jelen talalmany szerinti alfa-galaktozidaz A-t klinikailag relevans
sejtek internalizaljak.

Kevés tenyésztett human sejtvonalrél ismert, hogy exp-
resszalja a mannoéz receptort. Azonban egy egér makrofag-szeru
sejtvonal (J774.E), ami hordoz mannéz receptorokat, de nem,
vagy csak nagyon csekély szamban tartalmaz M6P receptorokat,
hasznalhaté annak meghatarozasara, hogy a jelen talalmany sze-
rinti tisztitott alfa-galaktozidaz A-t a mannoéz receptorokon ke-
resztlil internalizaljak [Diment és mtsai: J. Leukocyte Biol. 42,
485-490 (1987)]. A J774.E sejteket éjszakan at tenyésztjuk
10000 egység/ml alfa-galaktozidaz A jelenlétében. A kivalasztott
mintak tartalmaznak 2 mmol/l1 M6P-t,mig masok 100 mg/ml
mannant tartalmaznak. A sejteket mossuk, majd az el6zékben is-
mertetett modon Osszegyujtjik, majd meghatarozzuk, hogy az
egyes mintakban mennyi az 6ssz-fehérje és az alfa-galaktozidaz A
aktivitas. Az M6P nem gatolja azt, hogy ezek a sejtek felvegyék az
alfa-galaktozidaz A-t, mig a mannan koérulbeltil 75%-kal csok-
kenti az akkumulalt alfa-galaktozidaz A szinteket. Tehat a jelen
talalmany szerinti alfa-galaktozidaz A a mannéz receptoron
keresztill internalizalédhat azokban a sejttipusokban, amik ezt a

bizonyos sejtfelszini receptort expresszaljak.
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3. Példa

Gyogyvaszati készitmény

A pufferoldatok és készitmények eloallitasa

A tisztitott bulk alfa-galaktozidaz A-t alfa-galaktozidaz A hi-
gitészerrel végs6 koncentraciora higitjuk. A kiszerelendé tisztitott

bulk térfogata alapjan meghatarozzuk az alfa-galaktozidaz A kon-

alfa-galaktozidaz A higitészer mennyiségét. Az alfa-galaktozidaz A
higitoszert a felhasznalas elétt maximum 24 o6raval készitjuk el,
megfelel6 mennyiségli WFI-t natrium-kloridot és egybazist natri-
umfoszfatot 6sszekeverve, pHjat 6,0-ra allitva natrium-hidroxid
oldattal. Az alfa-galaktozidaz A higitoszer dsszetételét a 8. tabla-

zatban adjuk meg.

8. Tablazat

alfa-galaktozidaz A higitoszer osszetétele (per liter)

Komponens Neve Mennyisége
natrium-klorid 100-1916 8,8¢g
(USP)
natrium-hidroxid, 200-1903 amennyi a pH 6,0-
5 mol/1 ra allitasahoz kell
natriumfoszfat, 100-1913 3,5g
egybazisos (USP)
viz injekci6zashoz 100-2301 1 literre télteni
(USP(
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Az alfa-galaktozidaz A higitészer egy literét, vagy kisebb
mennyiségét vakuumsziréssel szurjuk, steril 0,2 mm-es nylon
sz(ir6k alkalmazasaval (Nalgene Nubc International, Rochester,
NY). A nagyobb térfogatokat pozitiv nyomassal szlrjuk,
perisztaltikus pumpat és 0,3 mm Supor kapszula sziiréket hasz-
nalva (Pall, Port Washington, NY). A szirés utan mindegyik
sziir6t buborékpont integraitas tesztnek vetjlik ala. A keverést és
szUirési lépéseket tanusitvannyal ellatott Class 100 laminaris
aramlasi boxban hajtjuk végre. Az alfa-galaktozidaz A higitészert
a tisztitott alfa-galaktozidaz A bulkhoz adjuk egy keverd
Ezutan poliszorbat 20 (Tween 20, Spectrum) megfelel6 térfogatat

adjuk hozza, hogy elérjik a megfelels, 0,02% koncentraciot.

4. Példa

Deszialilezett degalaktozilezett alfa-galaktozidaz A

Ahhoz, hogy megvizsgaljuk a glikozilezés hatasat az alfa-ga-
laktozidaz A biologiai eloszlasara, az alfa-galaktozidaz A tisztitott
készitményét fokozatosan deglikozilezzuk, és mindegyik formajat
egereknek injekciéozzuk be. Az egerek szerveit az injekciozas utan
négy oraval kivesszik, és a szdveteken immunhisztokémiai vizs-
galatnak vetjuk ala, hogy lathatova tegytik a fehérje biologiai
eloszlasaban esetleg fennall6 valtozasokat.

Az alfa-galaktozidaz A-t elészér neuraminidazzal (szialidaz)
kezeljik, hogy eltavolitsuk a szialsav csoportokat, aminek az az

eredménye, hogy a galaktoz csoportok exponalédnak. Ennek a
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szialidazzal kezelt anyagnak egy részét tovabb reagaltatjuk -

...........

galaktozidazzal, hogy eltavolitsuk a galaktéz-csoportokat; ez az
N-acetilgltik6zamint (GlcNAc) exponalja. A GlcNAc-ket azutan N-
acetilglik6zaminidazzal tavolitjuk el, ezzel a fehérjén levd, a
magot képezé6 mannoz csoportokat exponaljuk. A kezeletlen alfa-
galaktozidaz A-t (kontroll), vagy a fehérje egyik kezelt formajat a
farki vénan Kkeresztiil injekciozzuk egerekbe. Négy oraval az in-
jekciozas utan az egerekbdl a majat, a 1épet, a szivet, a vesét és a
tadoket OsszegyUjtjiik, megdrizziik, majd az alfa-galaktozidaz A
kimutatasaval immunologiailag festjuk.

Ha a kezeletlen fehérjét kapo kontroll allatokkal hasonlitjuk
Ossze, akkor a szialidazzal kezelt enzimet (amiben a galakt6z cso-
portok exponalédnak) kap6 egerekben tobb alfa-galaktozidaz A
lokalizalodik a majban, és ennek megfeleléen kevesebb enzim
lokalizalodik mas vizsgalt szervekben. Emellett a majban a
festési mintazat meglehetésen eltéré. A kontroll allatokban az
alfa-galaktozidaz A féleg a Kupffer sejtekbe és az endotelialis
sejtekbe lokalizalodik, csak koézepes hepatocita festéssel. A
szialidazzal kezelt alfa-galaktozidaz A-t kapo allatokban az enzim
csak a hepatocitakba lokalizalodik, ami 6sszhangban van az
aszialoglikoprotein receptor ismert biolégiai eloszlasaval. A
deglikozilezésnek ez a biolégiai eloszlasra gyakorolt hatasa
visszafordithat6, ha a galakt6z csoportokat B-galaktozidazzal
eltavolitjuk. Az ezt a galakt6z egység nélkiili fehérjé kapo egerek
majaban megfigyelt festési mintazat hasonlé a kontroll

allatokban kapott festési mintazathoz; a festés tébbsége a
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Kupffer sejtekben és az endotelialis sejtekben van, minimalis he-

ooooooooooo

patocita festéssel. Az alfa-galaktozidaz A  N-acetilglukoz-
aminidazzal valé kezelése nem valtoztatja meg a festési
mintazatot azzal dsszehasonlitva, amit a p-galaktozidazzal kezelt
fehérjével figyelhetiink meg; azaz, gy tunik, hogy az N-acetilgli-
kozamin csoportok eltavolitasanak kicsi a hatasa az alfa-galakto-

zidaz A biologiai eloszlasara.

S. Példa

A Fabry fibroblasztok kijavitasa alfa-galaktozidaz A-t expresszalo

human fibroblasztokkal

A génterapiahoz alfa-galaktozidaz A-t termeld autolog sejtek
implantatumanak az enzimet modositott formaban kell
termelnie, ami ,kijavitja” az alfa-galaktozidaz A deficienciat a
megcélzott sejtekben. Ahhoz, hogy megbecsiljiik a transzfektalt
human fibroblasztok aétal termelt alfa-galaktozidaz A hatasat a
Fabry sejtekre, a Fabry-betegségben szenvedékbdl vett fibro-
blasztokat (NIGSM Human Genetics Mutant Cell Repository)
Transwells-ben (Costar, Cambridge, MA) egyltt tenyésztjuk egy
alfa-galaktozidaz A-t termelé sejt torzsével (BRS-11). A Fabry
sejteket 12-lukas szovettenyészté lemezeken tenyésztjik, amik
kéziill néhany inszerteket tartalmaz (Transwells, 0,4 mm
porusmeéret), amiknek a felszinén szaporodhatnak a sejtek. Az
inszert néveszté matrixa porozus, és lehetévé teszi, hogy a mak-
romolekulak fentrdl eljussanak az als6 részbe. Az inszertek egy

-csoportja normalis human fityma (HF) fibroblasztokat tartalmaz,
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amik minimalis szinten expresszalodnak alfa-galaktozidaz A-t,
mig mas csoportok tartalmazzak a stabilan transzfektalt human
fibroblaszt térzset, a BRS-11-et, ami nagy mennyiségben szekre-
tal alfa-galaktozidaz A-t. Azokban a lukakban, amikben a
sejteket alfa-galaktozidaz A-t termel6é sejtekkel egyutt te-
nyésztjuk, az alfa-galaktozidaz A beléphet a Fabry sejteket
korulvevé kézegbe, és potencialisan bejuthat a Fabry sejtekbe.

A 9. tablazatban bemutatott adatok azt mutatjak, hogy a
Fabry sejtek internalizaljak a szekretalt alfa-galaktozidaz A-t. Az
alfa-galaktozidaz A intracellularis szintjét 3 napig koévetjik.
Azokban a sejtekben, amiket 6nmagukban tenyésztiink (nincs
inszert), vagy nem-transzfektalt fityma fibroblasztok jelenlétében
tenyésztiink (HF inszert), nagyon kicsi az alfa-galaktozidaz A ak-
tivitas intracellularis szintje. Azonban az alfa-galaktozidaz A-t
termelé (BRS-11 inszert) egytutt tenyésztett Fabry sejtekben az
enzim szintje a 2. nap végén hasonlé a normal sejtekben levé
enzimszinthez (a normalis fibroblasztok 25-80 egység alfa-galak-
tozidaz A-t tartalmaznak egy mg fehérjére szamitva). Azt, hogy a
korrekci6 az M6P receptor altal felvett alfa-galaktozidaz A-nak
tulajdonithaté, az M6P-vel val6o inhibicié (BRS-11 inszert + M6P)

demonstralja.
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9. Tablazat
A Fabry fibroblasztok korrekcidja alfa-galaktozidaz A aktivitast

expresszalé human fibroblasztokkal (egység/mg fehérje)

Idé6 nincs HF inszert BRS-11 BRS-11
inszert inszert inszert+M6P

1. nap 2 =1 2 =1 131 4+1

2. nap 2 =1 2 =+1 40 = 1 6x1

3. nap 2 =1 S +1 85 +1 9+1

A fenti leirast kizardlag illusztralas céljabél adjuk meg, és
szandékaink szerint a talalmany oltalmi kérét nem a leirt preciz
formara korlatozza, hanem a leirashoz csatolt igénypontokra. A
tobbesszamu referenciat is, hacsak a szovegosszefiiggés nem
diktalja masképpen. Az ebben a specifikaciéban idézett 6sszes
publikaciot a tovabbiakban referenciaként kezeljik.

Az alabbiakban részletesen ismertetjuk a leirasban emlitett

szekvenciakat.
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360

375

390

<211> 1197
<212> DNS

<213> Homo sapiens

<400> 5

ctggacaatg
tgcaaccttg
atggcagagc
gatgactgtt
cgctttcectce
gggatttatg
tacgacattg
tgttactgtg
aatagéactg
caaaagccca
attgatgatt
agaattgttg
aactttggcc
gctcctttat
caggataagg
agacagggag
gctatgataa
ctgggtaaag
aggaagctag
actgttttgc

<210> 6
<211> 22

gattggcaag
actgccagga
tcatggtctc
ggatggctcc
atgggattcg
cagatgttgg
atgcccagac
acagtttgga
gcagaagcat
attatacaga
cctggaaaag
atgttgctgg
tcagctggaa
tcatgtctaa
acgtaattgc
acaactttga
accggcagga
gagtggcctg
ggttctatga
ttcagctaga

gacgcctacc
agagccagat
agaaggctgg
ccaaagagat
ccagctagct
aaataaaacc
ctttgctgac
aaatttggca
tgtgtactcc
aatccgacag
tataaagagt
accagggggt
tcagcaagta
tgacctccga
catcaatcag
agtgtgggaa
gattggtgga
taatcctgcc
atggacttca

aaatacaatg

117

Thr Gln Leu Leu Pro Val Lys Arg Lys Leu
355

Ser Arg Leu Arg Ser His Ile Asn Pro Thr

Leu Glu Asn Thr Met Gln Met Ser Leu Lys

395

atgggctggce
tcctgcatca

aaggatgcag
tcagaaggca
aattatgttc
tgcgcaggcet
tggggagtag
gatggttata
tgtgagtggc
tactgcaatc
atcttggact
tggaatgacc
actcagatgg
cacatcagcc
gaccccttgg
cgacctctct
cctcgctcett
tgcttcatca
aggttaagaa
cagatgtcat

vesee
.

Gly Phe Tyr Glu Trp

365

Gly Thr Val Leu Leu

380

Asp Leu Leu

tgcactggga
gtgagaagct
gttatgagta
gacttcaggc
acagcaaagg
tcecctgggag
atctgctaaa
agcacatgtc
ctctttatat
actggcgaaa
ggacatcttt
cagatatgtt
ccctctgggce
ctcaagccaa
gcaagcaagg
caggcttagc
ataccatcgc
cacagctcct
gtcacataaa

taaaagactt

gcgcttcatg
cttcatggag
cctctgcatt
agaccctcag
actgaagcta
ttttggatac
atttgatggt
cttggccecctg
gtggcccttt
ttttgctgac
taaccaggag
agtgattggc
tatcatggct
agctctccett
gtaccagctt
ctgggctgta

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

agttgcttecl020

ccctgtgaaal08o

tcccacaggcll40
1197

actttaa
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<212> DNS

<213> Mesterséges szekvencia

<220>

<223> A mesterséges szekvencia leirasa: PCR Primer

<400> 6

ctgggctgta gctatgataa ac

<210> 7

<211> 21

<212> DNS

<213> Mesterséges szekvencia

<220>

<223> A mesterséges szekvencia leirasa: PCR Primer
<400> 7

tctagctgaa gcaaaacagt g

<210> 8

<211> 19

<212> DNS

<213> Mesterséges szekvencia

<220>

<223> A mesterséges szekvencia leirasa: PCR Primer

<400> 8

attggtccgc ccctgaggt

<210>9

<211> 20

<212> DNS

<213> Mesterséges szekvencia
<220>

<223> A mesterséges szekvencia leirdsa: PCR Primer

22

21

19
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<400> 9

tgatgcagga atctggctct 20

<210> 10

<211> 35

<212> DNS

<213> Mesterséges szekvencia

<220>

<223> A mesterséges szekvencia leirasa: PCR Primer
<400> 10

ttttggatcc ctcgaggaca ttgattattg actag 35

<210> 11

<211> 28

<212> DNS

<213> Mesterséges szekvencia

<220>

<223> A mesterséges szekvencia leirasa: PCR Primer
<400> 11

ttttggatcc cgtgtcaagg acggtgac 28

<210> 12

<211> 20

<212> DNS

<213> Mesterséges szekvencia

<220>

<223> A mesterséges szekvencia leirasa: PCR Primer

<400> 12

ttttggatcc accatggcta 20

<210> 13
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<211> 24

<212> DNS

<213> Mesterséges szekvencia

<220>

<223> A mesterséges szekvencia leirdsa: PCR Primer

<400> 13

ttttgccgge actgeccctct tgaa

<210> 14

<211> 24

<212> DNS

<213> Mesterséges szekvencia

<220>

<223> A mesterséges szekvencia leirdsa: PCR Primer

<400> 14

ttttcagctg gacaatggat tggc

<210> 15

<211> 20

<212> DNS

<213> Mesterséges szekvencia

<220>

<223> A mesterséges szekvencia leirasa: PCR Primer

<400> 15

ttttgctagc tggcgaatcc

<210> 16

<211> 30

<212> DNS _
<213> Mesterséges szekvencia
<220>

24

24

20
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<223> A mesterséges szekvencia leirdsa: PCR Primer

<400> 16

ttttggatcc gtgtcccata gtgtttccaa 30

<210> 17

<211> 28

<212> DNS

<213> Mesterséges szekvencia

<220>

<223> A mesterséges szekvencia leirasa: PCR Primer
<400> 17

ttttggatcc gcagtcgtgg ccagtacc 28

<210> 18

<211> 12

<212> DNS

<213> Mesterséges szekvencia

<220>

<223> A mesterséges szekvencia leirasa: inszercios oligonukleo-
tid

<400> 18

ctagtcctag ga 12

<210> 19

<211> 22

<212> DNS

<213> Mesterséges szekvencia

<220>

<223> A mesterséges szekvencia leirasa: PCR Primer
<400> 19

ttttgagcac agagcctcgc ct 22
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<210> 20

<211> 30

<212> DNS

<213> Mesterséges szekvencia

<220>

<223> A mesterséges szekvencia leirasa: részleges kollagén pro-
moter

<400> 20

ttttggatcc ggtgagctgc gagaatagcc 30

<210> 21

<211> 76

<212> DNS

<213> Mesterséges szekvencia

<220>

<223> A mesterséges szekvencia leirasa: részleges kollagén pro-
moter

<400> 21

gggcccccag ccccagccct cccattggtg gaggcecttt tggaggcacc ctagggccag 60
gaaacttttg ccgtat 76

<210> 22

<211> 69

<212> DNS

<213> Mesterséges szekvencia

<220>

<223> A mesterséges szekvencia leirasa: részleges kollagén pro-
moter

<400> 22
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aaatagggca gatccgggct ttattatttt agcaccacgg ccgccgagac cgcgtccgcc 60
ccgcgagca 69

<210> 23

<211> 86

<212> DNS

<213> Mesterséges szekvencia

<220>

<223> A mesterséges szekvencia leirasa: részleges kollagén pro-
moter

<400> 23

tgccctattt atacggcaaa agtttcctgg ccctagggtg cctccaaaag ggcctccacc 60
aatgggaggg ctggggctgg gggccc 86

<210> 24

<211> 55

<212> DNS

<213> Mesterséges szekvencia

<220>

<223> A mesterséges szekvencia leirdsa:PCR Primer
<400> 24

cgcggggcgg acgcggtctc ggcggccgtg gtgctaaaat aataaagccc ggatc 55



|l 125

SZABADALMI IGENYPONTOK

1. Human alfa-galaktozidaz A készitmény, amiben az
emlitett készitmény Ossz-glikanjanak tébb mint 50%-a komplex-
tipusu glikan.

2. Az 1. igénypont szerinti human alfa-galaktozidaz A
glikoprotein, amely készitményt SDS-PAGE-val vagy forditott fazi-
su HPLC-vel mérve legalabb 98%-o0s homogenitasig tisztitunk.

3. Az 1. igénypont szerinti human alfa-galaktozidaz A
glikoprotein, amely készitmény specifikus aktivitasa legalabb
2,0x106 egység/mg fehérje.

4. Az 1. igénypont szerinti human alfa-galaktozidaz A
glikoprotein készitmény, amely készitményt SDS-PAGE-val vagy
forditott fazisi HPLC-vel mérve legalabb 98%-o0s homogenitasig
tisztitunk, és specifikus aktivitasa legalabb 2,0x106 egység/mg
fehérje.

5. Az 1. igénypont szerinti human alfa-galaktozidaz A
glikoprotein készitmény, amely emlitett készitményben az 6ssz-
glikantartalomnak legalabb 67%-a komplex tipusu glikan.

6. Az 1. igénypont szerinti human alfa-galaktozidaz A
glikoprotein készitmény, amely emlitett készitmény atlagosan két
komplex tipusu glikant tartalmaz egy alfa-galaktozidaz A mono-
merre szamitva.

7. Az 1. igénypont szerinti human alfa-galaktozidaz A

glikoprotein készitmény, amely emlitett készitményben az alfa-
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galaktozidaz A glikoformak 6ssz-glikantartalmanak tébb mint
50%-a szialilezve van.

8. Az 1. igénypont szerinti human alfa-galaktozidaz A
glikoprotein készitmény, aholis az alfa-galaktozidaz A-t alfa-ga-
laktozidaz A/emlés expresszios vektor konstrukciéval transzfek-
talt human sejtekbdl izolaljuk.

9. A 8. igénypont szerinti human alfa-galaktozidaz A
glikoprotein készitmény, amiben a transzfektalt human sejtek
szekunder fibroblasztok.

10. Az 1. igénypont szerinti készitmény, amiben az alfa-
galaktozidaz A glikoformak koérulbelul 50-70%-ban 2-4 szialsav
csoportot tartalmaz6é komplex glikanokat tartalmaznak.

11. Egy human alfa-galaktozidaz A glikoprotein készit-
ményt tartalmazé kiszerelési forma, amely készitményt SDS-
PAGE-val vagy forditott fazisi HPLC-vel mérve legalabb 98%-os
homogenitasig tisztitunk, és specifikus aktivitasa legalabb
2,0x10¢ egység/mg fehérje, és az emlitett készitmény a poszt-
transzlaciésan modositott, érett human alfa-galaktozidaz A fehér-
je egy vagy tobb glikoforméjét tartalmazza, és az alfa-galaktozi-
daz A-t alfa-galaktozidaz A/emlds expresszios vektor konstruk-
cioval transzfektalt human sejtekbdl izolaljuk.

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

13. Készitmény, ami egy vagy tobb érett, poszt-transzlaci-
6san modositott human alfa-galaktozidaz A glikoformat tartal-

maz, legalabb 98%-0s homogenitasig tisztitva, specifikus aktivi-
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tasa legalabb 2,0x106 egység/mg fehérje, és ugy allitottuk elf,
hogy az alfa-galaktozidaz A glikoformakat hidroféb kélcsénhatasu
gyantan elvalasztjuk a té6bbi komponenstél, és a készitmény tébb
mint 50%-ban komplex glikant tartalmaz egy alfa-galaktozidaz A
glikoformara szamitva.

14. Készitmény, ami egy vagy tobb érett, poszt-transzlaci-
6san modositott human alfa-galaktozidaz A glikoformat tartal-
maz, legalabb 98%-0s homogenitasig tisztitva, specifikus aktivi-
tasa legalabb 2,0x10¢ egység/mg fehérje, és a készitmény tébb
mint 50% komplex glikant tartalmaz egy alfa-galaktozidaz A
glikoformara szamitva, amit gy allitunk eld, hogy egy mintaban
az alfa-galaktozidaz A glikoformakat a tébbi komponenstél a
kovetkezé csoportba tartozo tisztitasi eljarassal valasztjuk el:
kromatofékuszalé kromatografia, fémkelat affinitas kromatogra-
fia és immunaffinitas kromatografia.

15. Készitmény, ami egy vagy tobb érett, poszt-transzlaci-
6san modositott human alfa-galaktozidaz A glikoformat tartal-
maz, legalabb 98%-0s homogenitasig tisztitva, specifikus aktivi-
tasa legalabb 2,0x106 egység/mg fehérje, és a készitmény tébb
mint 50% komplex glikant tartalmaz egy alfa-galaktozidaz A
glikoformara szamitva, amit az alabbi lépések alkalmazasaval al-
litunk eld:

a) az alfa-galaktozidaz A glikoformakat savas pH-n

egyensulyba hozé pufferben kationcserélé gyantara

kotjk,
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b)

16.

128

a gyantat az egyensulyba hoz6 pufferrel mossuk, hogy
elualjuk a megkotetlen anyagot, és

az alfa-galaktozidaz A glikoformakat elualé oldattal
elualjuk, amit az alabbi csoportbél valasztunk ki: 10-
100 mmol/] séoldat, pH=4-5-re pufferelt séoldat és
ezek kombinacidja.

Készitmény, ami egy vagy tobb érett, poszt-transzlaci-

6san modositott human alfa-galaktozidaz A glikoformat tartal-

maz, megnovekedett oligoszacharid toltéssel, legalabb 98%-os

homogenitasig tisztitva és specifikus aktivitasa legalabb 2,0x106

egység/mg fehérje, és az emlitett keészitmény legalabb 50%

komplex glikant tartalmaz egy alfa-galaktozidaz A glikoformara

szamitva, és az emlitett készitményt az alabbi lépések alkalma-

zasaval allitjuk el6:

a)

b)

egy alfa-galaktozidaz A-t termelé sejtbe egy szialil-
transzferazt kodolé polinukleotidot juttatunk be, vagy
homolég rekombinacioval egy szabalyozo-szekvenciat
juttatunk be, ami egy endogén szialil transzferaz exp-
ressziojat szabalyozza;

az alfa-galaktozidaz A-t termelé sejtet olyan kortl-
meények kozott tenyésztjiuk, ami az alfa-galaktozidaz A
és a szialil-transzferaz expressziojat eredményezik; és
izolaljuk az alfa-galaktozidaz A fehérjét, amely alfa-ga-
laktozidaz A fehérjének a polinukleotidot nem tartal-
mazo6 sejtben elballitott alfa-galaktozidaz A-val 6ssze-

hasonlitva megnétt az oligoszacharid toltése.
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17. A 16. igénypont szerinti készitmény, aminek eloalli-
tasahoz azt a 1épést is alkalmazzuk, amiben a megnétt molekula-
sulyu, toltésu az alfa-galaktozidaz A glikoformakat a c) lépésben
kapott alfa-galaktozidaz A fehérje frakcionalasaval vagy tiszti-
tasaval szelektaljuk.

18. Készitmény, ami egy vagy tobb érett, poszt-transzlaci-
6san modositott human alfa-galaktozidaz A glikoformat tartal-
maz, megnétt foszforilezettséggel, legalabb 98%-0s homogenitasig
tisztitva, specifikus aktivitasa legalabb 2,0x106 egység/mg fehér-
je, és a készitmény tobb mint 50% komplex glikant tartalmaz egy
alfa-galaktozidaz A glikoformara szamitva és az emlitett készit-
meényt az alabbi 1épések alkalmazasaval allitjuk elé:

a) egy alfa-galaktozidaz A-t termel6 sejtbe egy foszforil-
transzferazt ko6dolé polinukleotidot juttatunk be, vagy
homoldég rekombinacioval egy szabalyozo-szekvenciat
juttatunk be, ami egy endogén foszforil transzferaz
expresszidjat szabalyozza;

b) az alfa-galaktozidaz A-t termeld sejtet olyan kortl-
mények kozott tenyésztjiik, ami az alfa-galaktozidaz A
és a foszforil-transzferaz expresszidjat eredményezik;
és

c) izolaljuk az alfa-galaktozidaz A fehérjét, amely alfa-ga-
laktozidaz A fehérjének a polinukleotidot nem tartal-
mazo sejtben eléallitott alfa-galaktozidaz A-val 6ssze-

hasonlitva megnétt a foszforilezettsége.
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19. Készitmény, ami egy vagy tobb érett, poszt-transzlaci-
o6san modositott human alfa-galaktozidaz A glikoformat tartal-
maz, az oligoszacharid lancokon csokkent szamu terminalis
szialsav és galaktoz egységgel, legalabb 98%-os homogenitasig
tisztitva, specifikus aktivitasa legalabb 2,0x10¢ egység/mg fehér-
je, a készitmény té6bb mint 50% komplex glikant tartalmaz egy
alfa-galaktozidaz A glikoformara szamitva és az emlitett készit-
ményt az alabbi lépések alkalmazasaval allitjuk elé:

a) az alfa-galaktozidaz A fehérjét neuraminidazzal hoz-
zuk érintkezésbe, hogy eltavolitsuk a szialsav csoportokat, ami a
terminalis galaktoz egységek exponalodasat eredményezi,

b) az a) lépésben kapott, deszialilezett alfa-galaktozidaz
A fehérjét p-galaktozidazzal kezeljuk, hogy eltavolitsuk az
exponalddott, terminalis galaktoz egységeket; és

aholis a b) lépésben kapott, deszialilezett, degalaktozilezett
alfa-galaktozidaz A fehérje csékkent szamu terminalis szialsav
vagy galaktéz egységet tartalmaz az oligoszacharid lancon, egy
olyan alfa-galaktozidaz A fehérjével Osszehasonlitva, amit nem
hoztunk érintkezésbe neuraminidazzal és (3-galaktozidazzal.

20. Készitmény, ami egy vagy tobb érett, poszt-transzlaci-
6san modositott human alfa-galaktozidaz A glikoformat tartal-
maz, az oligoszacharid lancokon cs6kkent szamu terminalis ga-
laktoz egységgel, legalabb 98%-o0s homogenitasig tisztitva, specifi-
kus aktivitasa legalabb 2,0x106 egység/mg fehérje, a készitmény
tobb mint 50% komplex glikant tartalmaz egy alfa-galaktozidaz A

glikoformara szamitva és az emlitett készitményt ugy allitjuk elé,
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hogy az alfa-galaktozidaz A fehérjét [B-galaktozidazzal hozzuk
érintkezésbe, hogy eltavolitsuk a terminalis galaktoz egységeket,
és a degalaktozilezett alfa-galaktozidaz A fehérje kisebb szamu
terminalis galaktéz egységet tartalmaz az oligoszacharid
lancokon, egy olyan alfa-galaktozidaz A fehérjével 6sszehason-
litva, amit nem hoztunk érintkezésbe B-galaktozidazzal.

21. Készitmény, ami egy vagy tobb érett, poszt-transzlaci-
osan modositott human alfa-galaktozidaz A glikoformat tartal-
maz, legalabb 98%-o0os homogenitasig tisztitva, specifikus aktivi-
tasa legalabb 2,0x106 egység/mg fehérje, és a készitmény tébb
mint 50% komplex glikant tartalmaz egy alfa-galaktozidaz A
glikoformara szamitva, kovalens kotéssel polietilénglikolhoz
(PEG) kapcsolva, aholis a PEG kovalens kotéssel van konjugalva
az alfa-galaktozidaz A glikoformak egy vagy tobb pontjahoz,
amiket az alabbi csoportbél valaszthatunk ki: aminocsoportok,
karboxilcsoportok, szulfhidrilcsoportok és szénhidrat csoportok.

22. Human alfa-galaktozidaz A glikoprotein készitmény,
amit az alabbi eljarassal allitunk elé:

a) biztositunk egy human sejtet, amit genetikailag
modositottunk, hogy egy alfa-galaktozidaz A polipep-
tidet expresszaljon; és

b) a human sejtbdl vagy a human sejt tenyészté
kbézegébdl tisztitjuk az alfa-galaktozidaz A polipep-
tidet.

23. A 22. igénypont szerinti human alfa-galaktozidaz A

glikoprotein készitmény, amely készitményt SDS-PAGE-val vagy

5.
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forditott fazisi HPLC-vel mérve legalabb 98%-os homogenitasig
tisztitunk.

24. A 22. igénypont szerinti human alfa-galaktozidaz A
glikoprotein készitmény, amely készitménynek a specifikus akti-
vitasa legalabb 2,0x106 egység/mg fehérje.

25. A 22. igénypont szerinti human alfa-galaktozidaz A
glikoprotein készitmény, amely készitményt SDS-PAGE-val vagy
forditott fazisi HPLC-vel mérve legalabb 98%-os homogenitasig
tisztitunk, és specifikus aktivitasa legalabb 2,0x10¢ egység/mg
fehérje.

26. A 22. igénypont szerinti human alfa-galaktozidaz A
glikoprotein készitmény, amiben az 6sszes glikannak legalabb a
67%-a komplex tipusu glikan.

27. A 22. igénypont szerinti human alfa-galaktozidaz A
glikoprotein készitmény, ami atlagosan két komplex glikan lancot
tartalmaz egy alfa-galaktozidaz A monomerre szamitva.

28. A 22. igénypont szerinti human alfa-galaktozidaz A
glikoprotein készitmény, amiben az alfa-galaktozidaz A glikofor-
mak 6ssz-glikanjanak tébb mint 50%-a szialilezve van.

29. A 22. igénypont szerinti human alfa-galaktozidaz A
glikoprotein készitmény, aholis a genetikailag modositott human
sejtet egy alfa-galaktozidaz A/emlés expressziés vektor konstruk-
cioval transzfektaljuk.

30. A 22. igénypont szerinti human alfa-galaktozidaz A
glikoprotein készitmény, aholis a genetikailag médositott human

sejtet egy olyan szabalyozé elemet kodolé nukleinsavval transz-
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fektalunk, ami az alfa-galaktozidaz A egy koédolé szekvenciajanak
expresszigjat szabalyozza.

31. A 22. igénypont szerinti human alfa-galaktozidaz A
glikoprotein készitmény, amiben a genetikailag modositott hu-
man sejtek szekunder fibroblasztok.

32. A 22. igénypont szerinti human alfa-galaktozidaz A
glikoprotein készitmény, amely alfa-galaktozidaz A polipeptid
tisztitasa legalabb egy tisztitasi eljarast foglal magaban, amit az
alabbiak kozil valaszthatunk ki: hidroféb koélcsdnhatason
alapulé kromatografia, ionos koélcsénhatason alapulé kromato-
grafia, méretkizarasos kromatografia, kromatofékuszalé6 kroma-
tografia, fémkelat kromatografia és affinitaskromatografia.

33. A 32. igénypont szerinti huméan alfa-galaktozidaz A
glikoprotein készitmény, amely alfa-galaktozidaz A polipeptid
tisztitasa magaban foglalja még az alfa-galaktozidaz A glikoforma
frakcionalasanak lépését is.

34. A 22. igénypont szerinti human alfa-galaktozidaz A
glikoprotein készitmény, aholis az eljaras magaban foglalja a
szialil transzferaz human sejtben valo expresszidjanak lépését is.

35. A 18. igénypont szerinti készitmény, amiben a készit-
mény Ossz-glikantartalmanak legalabb 67%-a komplex tipusu
glikan.

36. A 18. igénypont szerinti készitmény, amiben
atlagosan két komplex glikan jut egy alfa-galaktozidaz A mono-

merre.

.-. :O,..
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37. A 19. igénypont szerinti készitmény, amiben a készit-
mény Ossz-glikan tartalmanak legalabb 67%-a komplex tipusu
glikan.

38. A 19. igénypont szerinti készitmény, amiben
atlagosan két komplex glikan jut egy alfa-galaktozidaz A mono-
merre.

39. A 20. igénypont szerinti készitmény, amiben a készit-
mény Ossz-glikan tartalmanak legalabb 67%-a komplex tipusu
glikan.

40. A 20. igénypont szerinti készitmény, amiben
atlagosan két komplex glikan jut egy alfa-galaktozidaz A mono-
merre.

41. A 21. igénypont szerinti készitmény, amiben a készit-
mény Ossz-glikan tartalmanak legalabb 67%-a komplex tipusa
glikan.

42. A 21. igénypont szerinti készitmény, amiben
atlagosan két komplex glikan jut egy alfa-galaktozidaz A mono-
merre.

43. Eljaras alfa-galaktozidaz A készitmény eloallitasara,
amiben az 6ssz-glikan tartalomnak tébb mint 50%-a komplex ti-
pusu glikan, azzal jellemezve, hogy az alabbi lépéseket alkal-
mazzuk:

a) biztositunk egy human sejtet, amit genetikailag mo-

dositottunk, hogy egy alfa-galaktozidaz A polipeptidet

expresszaljon; és
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b) a human sejtbél vagy a human sejt tenyésztd
kozegébdl tisztitjuk az alfa-galaktozidaz A polipep-
tidet.

44. A 43. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy

a genetikailag modositott human sejteket egy alfa-galaktozidaz
A/emlés expresszios vektor konstrukcioval transzfektaljuk.

45. A 43. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy
a genetikailag moédositott human sejtet egy olyan nukleinsavval
transzfektaljuk, ami az alfa-galaktozidaz A-t kodolo szekvencia
expressziojat szabalyozo elemet kodol.

46. A 43. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy
a genetikailag modositott human sejtek szekunder fibroblasztok.

47. A 43. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy
az alfa-galaktozidaz A polipeptid tisztitasi eljarasa legalabb egyet
tartalmaz az alabbi csoportba tartozo tisztitasi lépésekbdl: hidro-
fob kolcsonhatason alapulé kromatografia, ioncserés kromato-
grafia, méretkizarasos kromatografia, kromatofokuszalasi kroma-
tografia, fémkelat kromatografia és affinitaskromatografia.

48. A 47. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy
az alfa-galaktozidaz A polipeptid tisztitasa magaban foglalja még
egy alfa-galaktozidaz A glikoforma frakcionalasi 1épését is.

49. Gyogyaszati készitmény, ami olyan alfa-galaktozidaz A
készitményt tartalmaz, amiben az 6ssz-glikan tartalomnak tébb
mint 50%-a komplex-tipusu glikan.

50. Az 1. igénypont szerinti készitmény, amiben az 6ssz-

glikan tartalomnak legalabb 67%-a komplex tipusu glikan.
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51. Az 1. igénypont szerinti készitmény, amiben az alfa-
galaktozidaz A készitmény atlagosan két komplex glikant tartal-

maz egy alfa-galaktozidaz A monomerre szamitva.

A meghatalmazott
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1. 4bra

CIGGGCTOTAGCTATGATAAACCGGCAGGA
GATTGGTGGACCTCGCTCTTATACCATCGCA
GTTGCTTCCCTGGGTAAAGGAGTGGOCTGTA
ATCCTGCCTGCTTCATCACACAGCTCCTCOCT
GTGAAAAGGAAGCTAGGATTCTATGAATGGA
CTTCAAGGTTAAGAAGTCACATAAATOCCAC

AGGCACTOTITIGCITCAGCTAGA
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2. abra

ATTGGTCOGOOCCTGAGGTTAATCTTAAAAG

oocAGcrrAccgcdéccmmAmcmrc
OGGTCACOGTGACAATGCAGCTGAGGAACC
CAGAACTACATCTGGGCTGOGCGCTTGCGCT
TCGCTTCCTGACCCTOGTTTCCTGGGACATC
CCTGGGGCTAGAGCACTGGACAATGGATTG

Ncol .
GCAAGGACGOCTACCATGGGCTGGCTGCAC

TGGGAGCGCTTCATGTGCAACCTTGACTGCC
AGGAAGAGCCAGATTCCTGCATCA
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3. abra

CCGCGGGAM TTTATGCTGT COGGTCACCG ‘TGACAMIGCA GCTGAGGAAC CCAGAACTAC
ATCTGOGCTG CGOGCTTOCG CTTOGCTTCC TGGCCCTCGT TTCCTGGGAC ATCCETGGGG
CTAGAGCACT GGACAATGGA TTGGCAAGGA OGCCTACCAT GGGCTGGCTG CACTGGGAGC
TCATGGAGAT GOCAGAGCTC ATGGTCTCAG AAGGCTGGAA GGATGCAGGT TATGAGTACC
TCTOCATTOA TGACTGTTGG ATGGCTCCCC ARAGAGATTC AGAMGGCAGA CTTCAGACAG
ACCCTCAGCG CTTTCCTCAT GGGATTOGCC AGCTAGCTAA TTATGTICAC AGCANAGGAC
TGAAGCTAGG GATTTATGCA GATGTTGGAA ATAAAACCTG CGCAGGCTTC CCTGGGAGTT
TTGGATACTA CGACATTGAT GOCCAGACCT TTGCTGACTG GOGAGTAGAT CTGCTAAAAT
TTGATGOTTG TTACTGTGAC AGTTTOGAAA ATTTGGCAGA TGGTTATAAG CACATGTCCT
TOGCCCTGAA TAGGACTGGC AGAMGCATTS TGTACTCCTG ‘TGAGTOGCCT CTTTATATT
GGCCCTTTCA AAAGCCCAAT TATACAGAAA TCCGACAGTA CTGCAATCAC TGGCGAAATT
TTGCTGACAT TGATGATTOC TGGAAAAGTA TAAAGAGTAT CTTGGACTGG ACATCTTTTA

.
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4. abra

«—— CMV Promoter
col (2363)

'
BcoRX (57 ) SphI (2755)
_ ¥~ cuv tntron
SphI (5432) Ncol (3515)
(3551)

)
hGH szignhlpeptid
a-gal cDNA NcoX (3926)
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EooRT (8803)
BatXT (8598)
hGH 3' UTs

BstXX (7630)

a-gal cDNA N
BglIX (7347)

hGH Intron

p-actin 6' Intron , .o (s

pXAG-28
(11449 bp)
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7. abra

CTOOACAATG GATTGOCAAG GACOCCTACC ATOGOCTOOC TOCACTGOGA

TGCAACCTYG ACTOCCAGCA
ATOOCAGAGC TCATOGTCTC
GATGACTGTT GCATOOCTCC
COCTTTCCTC ATOCCATTCO
OOGATTTATG CAGATCOTTOG
TACGACATTG ATOCOCAGAC
TOTTACTOTQ ACAGTTTOGA
AATAOCACTO OCAGAAQGCAT
CAAAAOCCCA ATTATACAGA
ATTOATGATT CCTOOAAAAG
AGAATTICTTG ATGTTOCTOO
AACTTTCOOC TCAGCTOGAA
GCTCCTTTAT TCATGTCTAA
CAOGATAAQG ACQTAATTOC
AGACAGQOGAG ACAACTTTGCA
OCTATGATAA ACCOGCAOGA
CTOOGTAAAG QAGTOQOCCTO
M AG GOTTCTATGA
ACTATTTTOC TTCAGCTAGA

AGAQOCAGAT TCCTOCATCA

GTOAGAAOCT

ACAAQGCTGO AAOGATOCAQ -OTTATGAGTA

CCAAAGAGAT TCAGAAOOCA
CCAGCTAOCT AATTATATTC
AAATAAAACC TOCOCAGOCT
CTTTOCTGAC TOGAGAGTAQ
AAATTTOOCA OATOGTTATA
TATGTACTCC TATGAGTOOC
AATCCOACAQ TACTGCAATC
TATAAAGAGT ATCTTOGACT
ACCAOOOOOT TOGAATGACC
TCAOCAAGTA ACTCAGCATCO
TGACCTCCOA CACATCAGCC
CATCAATCAQG GACCCCTTOO
AGTGTOOGAA COACCTCTCT
GATTGOTOGA CCTCOCTCTT
TAATCCTOCC TOCTTCATCA
ATOGACTTCA AGGTTAAGAA
AAATACAATG CAGATGTCAT

GACTTCAOQCC
ACAQOCAAAQO
TCCCTOOCAC
ATCTOCTAAA
AGCACATOTC
CTCTTTATAT
ACTOOCGAAA
GOACATCTTT
CAGATATOTT
CCCTCTO00C

Pee eceec oo,

GCGCTTCATG
CTTCATGOAG
CCTYCTOCATT

ACTGAAGCTA
TTTTOQATAC
ATTTGATOQT

TATCATOGCT
AQCTCTCCTT
QTACCAOCTT
CTCQGCTCTA
AQTTOCTTCC
CCCTATOAAA
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9. abra

pGA213C alfa-galaktozidaz A génaktivaciés konstrukcié

sl
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10. abra

A human alfa-galaktozidaz A I6kusz aktivalasa homolog rekombin&ciéval
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