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DESCRIPCION
Nueva enzima altamente funcional que tiene especificidad de sustrato modificada
Campo técnico
La presente invencion se refiere a una proteina recombinante que tiene actividad de a-galactosidasa.

Técnica antecedente

Para la deficiencia enzimatica hereditaria, para la que no se conocen tratamientos radicales hasta la fecha, se ha
estado desarrollando terapia de sustitucion enzimatica en la que se produce una enzima por ingenieria genética y a
continuacion se administra en un vaso sanguineo por goteo intravenoso o similar. Como un ejemplo de deficiencia
enzimatica hereditaria cuya prevalencia es relativamente elevada y que se indica como una enfermedad
especificada (enfermedad intratable), se conoce bien la enfermedad de Fabry (deficiencia de a-galactosidasa
hereditaria, que es una de un grupo de enfermedades genéticas y también se denomina enfermedad lisosomal)
(véase Kenneth J. Dean y col., Fabry Disease, "Practical Enzymology of the Sphingolipidoses”, EE.UU., Aln R. Liss,
Inc., 1997, paginas 173-216).

La enfermedad de Fabry es un trastorno metabdlico de glicolipidos que se desarrolla como sigue a continuacion:
Como resultado de una disminucién de la actividad de una enzima llamada "a-galactosidasa”, que es una de las
enzimas presentes en un lisosoma, que es uno de los organulos intracelulares humanos, y de la deficiencia de la
enzima, el glicolipido denominado globotriaosilceramida (también denominado trihexésido de ceramida), que es un
sustrato in vivo de la enzima, no se descompone ni se acumula en el organismo (por ejemplo, vasos sanguineos,
pieles, cérnea, nervios, rifiones y corazon).

Dado que el gen que codifica la a-galactosidasa se encuentra en el cromosoma X, esta enfermedad tiene un modo
de herencia por el cromosoma X. Por lo tanto, en esta enfermedad, una caracteristica clinica definitiva se observa
principalmente en hemicigoto en machos. Se cree que la "enfermedad de Fabry clasica", que tiene curso clinico
habitual, se desarrolla en aproximadamente uno de cada 40.000 nifios varones. Sintomas tales como dolor en la
mano y en el pie, hipohidrosis, angioqueratoma, y opacidad de la cérnea aparecen durante el periodo juvenil y la
adolescencia; estos sintomas evolucionan y entonces provocan dafio organico sistémico tal como insuficiencia renal,
insuficiencia cardiaca, y trastorno cerebrovascular durante la madurescencia y a partir de ese momento; y éstos se
convierten en la causa de muerte. Ademas, una enfermedad que no adquiere tal curso clinico habitual como la
"enfermedad de Fabry clasica" y que se desarrolla tarde y adquiere un curso relativamente moderado, es una
"variante de la enfermedad de Fabry". En pacientes que tienen este tipo de enfermedad, se observa actividad de
a-galactosidasa residual aunque esta es baja. Como una variante de la enfermedad de Fabry, por ejemplo, se
conoce la "enfermedad de Fabry cardiaca". La acumulacién de glicolipido mencionada anteriormente se produce
principalmente en el corazén. Por lo tanto, se produce hipertrofia cardiaca y se provocan trastornos tales como
insuficiencia cardiaca y arritmia. Por otro lado, en pacientes heterocigotos hembra de Fabry, se observan diversos
tipos de caracteristicas clinicas de acuerdo con las caracteristicas del cromosoma X. De forma especifica, existen
casos que varian de casos graves que son similares a los de los hemicigotos en machos a casos en los que no se
observa basicamente ningun sintoma. Sin embargo, de acuerdo con investigacion reciente, ha quedado claro que la
mayoria de los pacientes heterocigotos hembra de Fabry desarrollan algunos sintomas cuando tienen mayor edad.
Existe un punto de vista segun el cual no se deberian tratar como "vehiculos" sino como "pacientes".

Recientemente, también se ha establecido terapia de sustitucion enzimatica para la enfermedad de Fabry, y una a-
galactosidasa humana recombinante producida en una célula derivada de mamiferos se ha usado ampliamente
como un principio activo de un agente terapéutico de la enfermedad de Fabry en la terapia anterior (véase Eng CM y
col., Am J Hum Genet, 68: 711-722 (2001); Eng CM y col., N Engl J Med, 345: 9-16 (2001); y Schiffmann R y col.,
Proc Natl Acad Sci U.S.A., 97: 365-370 (2000)).

Ademas, también se ha propuesto un procedimiento en el que una a-galactosidasa humana recombinante,
producida usando una célula (por ejemplo, levadura) diferente a una célula animal como un huésped, se usa para el
tratamiento médico (terapia de sustitucion enzimatica) de la enfermedad de Fabry (véase la Publicacion de Solicitud
de Patente Japonesa Sin examinar N° 2002-369692), un procedimiento terapéutico génico en el que una enzima se
sustituye mediante la introduccién de un gen que codifica a-galactosidasa humana en una célula de un tejido
afectado para expresar el gen (véase la Publicacion de Solicitud de Patente Japonesa Sin examinar N° (Traduccion
de la Solicitud de PCT) N° 2002-522509), y similares.

Divulgacion de la invencién

Sin embargo, dado que a menudo se administra un agente enzimatico existente usado en sustitucion enzimatica
para el tratamiento de la enfermedad de Fabry a pacientes que originalmente no tienen una enzima (a-galactosidasa
humana), la enzima contenida en el agente terapéutico se reconoce como una sustancia extrafia en muchos
pacientes administrados con el agente enzimatico, y por lo tanto, se produce un anticuerpo. Como resultado, los
efectos secundarios adversos, principalmente, las reacciones alérgicas se expresan con una frecuencia elevada.
Esto se produce del mismo modo en el caso en el que la enzima se sustituye usando un procedimiento de terapia
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génica.

Ademas, tal agente enzimatico usado en sustitucion enzimatica se administra en los vasos sanguineos, pero la
a-galactosidasa en si misma es inestable en la sangre. Por consiguiente, en la terapia actual, el agente enzimatico
se debe administrar frecuentemente (una vez cada dos semanas), y puede ser necesario aumentar la dosificacion
por administracion. Ademas, la a-galactosidasa humana tiene un namero relativamente pequefio de cadenas de
azucar (cadenas de azucar de tipo N) a la que se puede unir el resto de manosa-6-fosfato (M6P), siendo las
cadenas de azicar necesarias para la a-galactosidasa humana a incorporar en una célula (mas especificamente, en
un lisosoma en una célula) en un érgano afectado. Por lo tanto, es dificil tomar la a-galactosidasa humana de la
sangre e incorporarla en una célula. En particular, la eficacia de incorporacion en el rifion o el corazén, que es el
principal 6rgano afectado en la enfermedad de Fabry, es baja, y por lo tanto el efecto terapéutico para la nefropatia o
cardiopatia es insuficiente. Por consiguiente, con el fin de permitir que una cierta cantidad de enzima se incorpore en
una célula diana en la terapia, se requiere una gran cantidad de enzima. En consecuencia, es necesario administrar
un agente enzimatico usado en sustitucion enzimatica mas frecuentemente y en una cantidad mas elevada. Dicha
terapia supone una gran carga para los pacientes fisica, mental y econdmicamente, y por lo tanto afecta de forma
adversa a la "calidad de vida (QOL)".

Por consiguiente, es un objeto de la presente invencién proporcionar, como una enzima que se puede usar para
sustitucion enzimatica para la enfermedad de Fabry, una proteina que tiene actividad de a-galactosidasa, que no
muestra ningun efecto secundario alérgico adverso, que muestra una estabilidad elevada en sangre (en plasma) y
que se puede incorporar facilmente en una célula de un 6rgano afectado.

Los presentes inventores dirigieron estudios intensos con el fin de resolver los problemas anteriores. Como
resultado, los presentes inventores se centraron en la "a-N-acetilgalactosaminidasa (a-NAGA)", que tiene una
especificidad del sustrato diferente de la de la a-galactosidasa pero que tiene una estructura tridimensional muy
similar a la de la a-galactosidasa como un conjunto. Los presentes inventores han encontrado que cuando la
especificidad del sustrato, especificamente de a-NAGA se convierte con el fin de que tenga actividad de
a-galactosidasa cambiando la estructura del sitio activo de a-NAGA usando una técnica de recombinacion génica, se
puede crear una nueva enzima altamente funcional excelente para tratar la enfermedad de Fabry que se puede usar
para solucionar los problemas mencionados anteriormente. Este hallazgo dio como resultado la finalizacion de la
presente invencion.

En el contexto de la presente invencion se desvela:

(1) Una proteina que tiene actividad adquirida de a-galactosidasa mediante el cambio de la estructura del sitio
activo de la a-N-acetilgalactosaminidasa humana de tipo silvestre.

Un ejemplo de la proteina es una proteina que tiene la especificidad del sustrato de la a-galactosidasa.

(2) Una proteina que tiene actividad de a-galactosidasa,proteina que estd formada por una secuencia de
aminoacidos en la que al menos uno del aminoacido en la posicion 188 y el aminoacido en la posicion 191 en la
secuencia de la a-N-acetilgalactosaminidasa humana de tipo silvestre se sustituye con otro aminoacido o una
secuencia de aminoacidos en la que se suprimen, sustituyen o afiaden uno o varios aminoacidos excepto el
aminoacido en la posicion 188 y el aminoacido en la posicion 191 incluidos en la secuencia de aminoacidos
sustituida.

Un ejemplo de la proteina es una proteina en la que el aminoacido en la posicion 188 esta sustituido con acido
glutamico o acido aspartico en la sustitucion con otro aminoacido.

Ademas, otro ejemplo de la proteina es una proteina en la que el aminoacido en la posicién 191 esta sustituido con
uno seleccionado entre el grupo que consiste en leucina, valina, isoleucina, fenilalanina y metionina en la sustitucion
con otro aminodcido.

Ademas, otro ejemplo de la proteina es una proteina en la que el aminoacido en la posicién 188 esta sustituido con
acido glutamico y el aminoacido en la posicién 191 esta sustituido con leucina en la sustitucion con otro aminoacido.

(3) Una proteina descrita como (a) o (b):
(a) una proteina que contiene una cualquiera de las secuencias de aminoacidos que se describen de (i) a (iii):

(i) una secuencia de aminoacidos formada por el aminoacido en la posicién 18 al aminoacido en la
posicién 411 incluidos en una secuencia de aminoacidos en la que el aminoacido en la posiciéon 188 esta
sustituido con un aminoacido distinto de la serina en la secuencia de aminoacidos que se muestra en la
secuencia N° 2;

(ii) una secuencia de aminoacidos formada por el aminoacido en la posicion 18 al aminoacido en la
posicién 411 incluidos en una secuencia de aminoacidos en la que el aminoacido en la posiciéon 191 esta
sustituido con un aminoacido distinto de la alanina en la secuencia de aminoacidos que se muestra en la
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secuencia N° 2; y

(iii) una secuencia de aminoacidos formada por el aminoacido en la posicion 18 al aminoacido en la
posiciéon 411 incluidos en una secuencia de aminoacidos en la que el aminoacido en la posicion 188 esta
sustituido con un aminoacido distinto de la serina y el aminoacido en la posicién 191 esta sustituido con
un aminoacido distinto de la alanina en la secuencia de aminoacidos que se muestra en la secuencia N°
2;0

(b) una proteina que contiene una secuencia de aminoacidos en la que se suprimen, sustituyen o afiaden uno
o varios aminoacidos distintos del aminoacido o aminoacidos localizados en el sitio o sitios de sustituciéon en
una cualquiera de las secuencias de aminoacidos que se describen de (i) a (iii), y que tiene actividad de
a-galactosidasa.

Un ejemplo de la proteina es una proteina en la que el aminoacido distinto de la serina es acido glutamico o acido
aspartico.

Ademas, otro ejemplo de la proteina es una proteina en la que el aminoacido distinto de la alanina es uno
seleccionado entre el grupo que consiste en leucina, valina, isoleucina, fenilalanina y metionina.

Ademas, otro ejemplo de la proteina es una proteina en la que el aminoacido distinto de la serina es acido glutamico,
y el aminoacido distinto de la alanina es leucina.

Una proteina de acuerdo con la invencion que tiene actividad de a-galactosidasa se describe como (a) o (b):

(a) una proteina que contiene una secuencia de aminoacidos formada por el aminoacido de 18 al aminoacido en
la posiciéon 411 incluidos en una secuencia de aminoacidos que se muestra en la secuencia N° 2 en la que el
aminoacido en la posicién 188 esta sustituido con acido glutamico o acido aspartico y el aminoacido en la
posicion 191 esta sustituido con leucina, valina, isoleucina, fenilalanina o metionina; o

(b) una proteina que contiene una secuencia de aminoacidos que se describe en (a), en la que se sustituyen de
uno a diez aminoacidos distintos de los aminoacidos localizados en los sitios de sustitucién, en la que los
aminoacidos en las posiciones 28 a la 31, los aminoacidos en las posiciones 77 a la 81, los aminoacidos en las
posiciones 117 a 127, los aminoacidos en las posiciones 150 a 158, el aminoacido en la posicién 192, los
aminoacidos en las posiciones 209 a 220, los aminoacidos en las posiciones 242 a 254 y los aminoacidos en las
posiciones 45, 124, 177, 201, 350, 359, y 385 no estan mutados.

En un ejemplo de la proteina de acuerdo con la presente invencion, el aminoacido en la posicion 188 esta sustituido
con acido glutamico, y el aminoacido en la posicién 191 esta sustituido con leucina.

(4) Ademas, en el contexto de la presente invencion se desvela un gen que codifica la proteina de acuerdo con
una cualquiera de las referencias (1) a (3).

(5) Ademas se desvela un gen que contiene ADN que se describe por (a) o (b):
(a) ADN que contiene una cualquiera de las secuencias de bases que se describen de (i) a (iii):

(i) una secuencia de bases formada por las bases en las posiciones 52 a 1.236 incluidas en una
secuencia de bases en la que las bases en las posiciones 562 a 564 estan sustituidas con bases que
representan un codon de un aminoacido distinto de la serina en la secuencia de bases que se muestra en
la secuencia N° 1;

(i) una secuencia de bases formada por las bases en las posiciones 52 a 1.236 incluidas en una
secuencia de bases en la que las bases en las posiciones 571 a 573 estan sustituidas con bases que
representan un codén de un aminoacido distinto de la alanina en la secuencia de bases que se muestra
en la secuencia N° 1; y

(iii) una secuencia de bases formada por las bases en las posiciones 52 a 1.236 incluidas en una
secuencia de bases en la que las bases en las posiciones 562 a 564 estan sustituidas con bases que
representan un coddn de un aminoacido distinto de la serina y las bases en las posiciones 571 a 573
estan sustituidas con bases que representan un codén de un aminodcido distinto de la alanina en la
secuencia de bases que se muestra en la secuencia N° 1; o

(b) ADN que codifica una proteina que tiene actividad de a-galactosidasa y que se hibrida con ADN formado
por una secuencia de bases complementaria con el ADN que contiene una cualquiera de las secuencias de
bases que se describen de (i) a (iii) en una condicién rigurosa, en el que las bases que corresponden a las
bases en los sitios de sustitucion son idénticas a las bases en los sitios de sustitucion.

Un ejemplo del gen es un gen en el que el aminoacido distinto de la serina es acido glutamico o acido aspartico.

Ademas, otro ejemplo del gen es un gen en el que el aminoacido distinto de la alanina es uno seleccionado entre el
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grupo que consiste en leucina, valina, isoleucina, fenilalanina y metionina.

Ademas, otro ejemplo del gen es un gen en el que el aminoacido distinto de la serina es acido glutamico y el
aminodcido distinto de la alanina es leucina.

Un gen de acuerdo con la invencion es un gen que comprende ADN que codifica una proteina de acuerdo con la
presente invencion.

(6) En el contexto de la presente invencion también se desvela un vector recombinante que contiene el gen de
acuerdo con referencia (4) o (5).

Un vector recombinante de acuerdo con la invencién es un vector que comprende el gen de acuerdo con la presente
invencion.

(7) Ademas se desvela un transformante que contiene el vector recombinante de acuerdo con la referencia (6).

Un transformante de acuerdo con la invencién es un transformante no humano que comprende el vector
recombinante de acuerdo con la presente invencion.

(8) Un procedimiento de produccion de una proteina que tiene actividad de a-galactosidasa también se desvela
en el contexto de la presente invencion, en el que la estructura del sitio activo de la a-N-acetilgalactosaminidasa
humana de tipo silvestre se varia de modo que un sustrato de a-galactosidasa se puede unir al sitio activo. (9)
Ademas se desvela un procedimiento de produccion de una proteina que tiene actividad de a-galactosidasa
incluyendo una etapa de cultivo del transformante de acuerdo con la referencia (7), y una etapa de recogida de la
proteina que tiene actividad de a-galactosidasa del producto cultivado resultante.

Un procedimiento de produccién de una proteina que tiene actividad de a-galactosidasa de acuerdo con la invencion
es un procedimiento que comprende una etapa de cultivo del transformante de acuerdo con la invencion, y una
etapa de recogida de la proteina que tiene actividad de a-galactosidasa del producto cultivado resultante.

(10) Ademas se desvela una composicion farmacéutica que contiene la proteina de acuerdo con una cualquiera
de las referencias (1) a (3).

Una composicion farmacéutica de acuerdo con la invencién es una composiciéon farmacéutica que comprende la
proteina de acuerdo con la invencién.

(11) Ademas se desvela un agente terapéutico para la enfermedad de Fabry que contiene la composicion
farmacéutica de acuerdo con la referencia (10) como un principio activo.

Un agente terapéutico para la enfermedad de Fabry de acuerdo con la invencion es un agente terapéutico para la
enfermedad de Fabry que comprende la composicion de acuerdo con la invencién como un principio activo.

(12) Ademas se desvela una composicion farmacéutica que contiene el gen de acuerdo con la referencia (4) o

(®).

Una composicion farmacéutica de acuerdo con la invencion es una composicion farmacéutica que comprende el gen
de acuerdo con la invencion.

(13) Ademas se desvela un agente terapéutico génico para la enfermedad de Fabry que contiene la composicion
farmacéutica de acuerdo con la referencia (12) como un principio activo.

Un agente terapéutico génico para la enfermedad de Fabry de acuerdo con la invencién es un agente terapéutico
génico para la enfermedad de Fabry que comprende la composicién de acuerdo con la invencién como un principio
activo.

(14) Ademas se desvela un procedimiento para tratar la enfermedad de Fabry, en el que la composicion
farmacéutica de acuerdo con la referencia (10) o (12) se administra a un paciente de Fabry.

Breve descripcion de las figuras

La Fig. 1 incluye vistas esquematicas que muestran las estructuras generales tridimensionales de una subunidad
de a-GAL de tipo silvestre y una subunidad de a-NAGA de tipo silvestre.

La Fig. 2A incluye vistas esquematicas que muestran las estructuras del sitio activo de a-GAL de tipo silvestre y
el sitio activo de a-NAGA de tipo silvestre. Observar que los aminoacidos (mostrados con un modelo de barras
(excepto un sustrato)) mostrados en la figura son del mismo tipo de aminoacidos en el caso en el que la
secuencia de aminoacidos del sitio activo de a-GAL de tipo silvestre se compara con a-NAGA de tipo silvestre.

La Fig. 2B incluye vistas esquematicas que muestran las estructuras del sitio activo de a-GAL de tipo silvestre y
el sitio activo de a-NAGA de tipo silvestre. Observar que los aminoacidos (mostrados con un modelo de barras
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(excepto un sustrato)) mostrados en la figura son tipos diferentes de aminoacidos en el caso en el que la
secuencia de aminoacidos del sitio activo de a-GAL de tipo silvestre se compara con la de a-NAGA de tipo
silvestre.

La Fig. 2C incluye vistas esquematicas que muestran aminoacidos que constituyen el sitio activo de a-GAL de
tipo silvestre y aminoacidos que constituyen el sitio activo de a-NAGA de tipo silvestre, y sitios de interaccion de
los aminoacidos con un sustrato.

La Fig. 3 incluye vistas esquematicas que muestran la comparacion entre el nimero de sitios de N-glicosilacion y
posiciones de los mismos en la subunidad de a-GAL de tipo silvestre y los de la subunidad de a-NAGA de tipo
silvestre.

La Fig. 4 incluye vistas esquematicas en las que los sitios de N-glicosilacién (mostrados con un modelo de barras
(excepto un sustrato)) en las subunidades de a-GAL de tipo silvestre y a-NAGA de tipo silvestre se muestran en
las estructuras tridimensionales de las subunidades.

La Fig. 5 es un grafico que muestra los resultados obtenidos por comparacion de la estabilidad de a-GAL en
sangre con la de un mutante de a-NAGA con el tiempo en base a la relacion residual de la actividad de a-GAL.

La Fig. 6(a) es una vista esquematica que muestra un estado en el que a-NAGA de tipo silvestre se une a un
sustrato de a-NAGA, y la Fig. 6(b) es una vista esquematica que muestra un estado en el que a-NAGA
(S188E/A191 I), que es un mutante de a-NAGA, se une a un sustrato de a-GAL.

La Fig. 7 incluye vistas esquematicas que muestran las estructuras del sitio activo de a-NAGA de tipo silvestre y
el sitio activo de a-NAGA (S188E/A191 I), que es un mutante de a-NAGA.

Mejores modos para realizar la invencion

La presente invencion se describira ahora con detalle, pero el alcance de la presente invencién no se limita con las
descripciones que siguen a continuacion. Ademas de los ejemplos que se describen a continuacion, se pueden
realizar diversas modificaciones a la presente invencién sin apartarse del fin de la presente invencion.

Esta descripcion incluye la totalidad de la memoria descriptiva de la Solicitud de Patente Japonesa N° 2005-333660,
que reivindica la prioridad de la presente solicitud. Ademas, todas las publicaciones, por ejemplo, documentos de la
técnica anterior, publicaciones de solicitud de patente sin examinar, publicaciones de patente y otros documentos de
patentes mencionados en la presente descripcion se incorporan en la presente descripcion como referencias.

1. Sumario de la presente invenciéon

La presente invencién proporciona una proteina recombinante que sirve como una nueva enzima altamente
funcional excelente que se puede usar para terapia de sustitucion enzimatica para la enfermedad de Fabry.

Para agentes enzimaticos existentes usados en sustitucion enzimatica para tratar la enfermedad de Fabry, se usa
a-galactosidasa humana recombinante producida en una célula derivada de mamiferos, tales como una célula CHO
(ovario de hamster Chino) o un fibroblasto humano. Sin embargo, el uso de la a-galactosidasa humana
recombinante causa problemas tales como efectos secundarios alérgicos adversos, inestabilidad en la sangre y
eficacia de incorporacion baja en una célula de un érgano afectado, y de este modo coloca una carga muy grande
en pacientes con la terapia real. Por consiguiente, se ha deseado una solucion para estos problemas.

Con el fin de resolver estos problemas, los presentes inventores estudiaron si una enzima, o no, distinta de la
a-galactosidasa (a-GAL) se puede usar como una enzima usada en sustitucion enzimatica para el tratamiento de la
enfermedad de Fabry. De forma especifica, los presentes inventores se centraron en la "a-N-acetilgalactosaminidasa
(a-NAGA)", que es una enzima lisosomal similar a a-GAL (es decir, siendo la localizaciéon de a-NAGA en una célula
la misma que la de a-GAL), que tiene una especificidad del sustrato diferente de la de a-GAL, pero que tiene una
estructura tridimensional muy similar a la de a-GAL como un conjunto.

a-GAL se solia denominar a-galactosidasa A. Se pensaba que existia una isozima denominada a-galactosidasa B
con propiedades bioquimicas que son muy similares a las de a-GAL. Se supo que la a-galactosidasa B presenta una
estabilidad mas elevada que la de a-GAL, pero no tenia la capacidad de descomponer la globotriaosilceramida, que
se acumula en el organismo con la enfermedad de Fabry. A continuacion, se hizo evidente que la a-galactosidasa B
es realmente la a-N-acetilgalactosaminidasa (a-NAGA). Se sabe que la a-NAGA esta codificada por un gen que se
considera que se deriva del mismo gen predecesor desde un gen que codifica a-GAL. EI ADNc del mismo se ha
clonado, y se sabe que el gen que codifica una proteina formada por 411 restos de aminoacidos que contiene un
péptido de sefial formado por 17 restos de aminoacidos. Ademas, cuando la estructura de la a-NAGA humana se
compara con la de la a-GAL humana, la estructura de la a-NAGA humana tiene la homologia de un 57,9 % en
términos del nivel de la secuencia de bases, y un 52,2 % en términos del nivel de la secuencia de aminoacidos.
Ademas, al igual que en la a-GAL humana, la a-NAGA humana es una enzima que existe en forma de un
homodimero.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2547726 T3

En base al conocimiento anterior, los presentes inventores construyeron primero modelos estructurales
tridimensionales de a-NAGA y a-GAL, y compararon las estructuras. Mas especificamente, se construyé un modelo
de estructura tridimensional de la a-NAGA humana con referencia a la informacion de la estructura de a-NAGA de
pollo (ID: 1KTC) registrada en el Banco de Datos de Proteinas (PDB (http://www.rcsb.org/pdb/), y esa estructura se
comparo6 con la estructura tridimensional de la a-GAL humana (ID: 1R47) registrada en PDB. Como resultado, se
encontré que la estructura tridimensional de la a-NAGA humana era muy similar a la estructura tridimensional de la
a-GAL humana en términos tanto de la estructura entera como del sitio activo. Con respecto al sitio activo, para ser
exactos, solamente unos pocos restos de aminoacidos son diferentes entre si. Sin embargo, entre estos restos de
aminoacidos, hay restos de aminoacidos importantes que estan presentes en un sitio de union al sustrato y que
influyen en la diferencia entre la especificidad del sustrato de a-GAL y la especificidad del sustrato de a-NAGA. Se
encontré que, a este respecto, existe una diferencia significativa en la estructura tridimensional entre el sitio activo
de a-GAL vy el sitio activo de a-NAGA.

Por lo tanto, a-NAGA es una enzima que se diferencia de a-GAL en la estructura de una parte del sitio de unién al
sustrato en el sitio activo pero es muy similar a a-GAL en términos de la estructura y en términos de propiedades con
respecto a las otras partes que incluyen el sitio catalitico (véanse las Figs. 1, 2A, y 2B). Por lo tanto, el mecanismo
de reaccion catalitico de a-NAGA es muy similar al mecanismo de reaccion catalitico de a-GAL en términos de, por
ejemplo, los tipos de sustrato de reaccion usados y productos de reaccion producidos.

En consecuencia, tal como se ha descrito anteriormente, los presentes inventores se centraron en a-NAGA y
encontraron que cuando la especificidad del sustrato de a-NAGA se modifica con el fin de que tenga actividad de
a-galactosidasa cambiando la estructura del sitio activo (en particular, el sitio de unién al sustrato) por manipulacion
génica de a-NAGA (por ejemplo, cuando, entre restos de aminoacidos relacionados con el reconocimiento del
sustrato de a-NAGA, los restos de aminoacidos fundamentales se cambian de restos de aminoacidos de tipo
a-NAGA a restos de aminoacidos de tipo a-GAL), se puede crear una nueva enzima altamente funcional excelente
para tratar la enfermedad de Fabry.

Las razones por las que los presentes inventores se centraron en a-NAGA incluyen adicionalmente los siguientes
puntos (i) a (iii):

(i) a-NAGA es la enzima responsable de la enfermedad de Shindler y la enfermedad de Kanzaki (obsérvese que
una enfermedad que se desarrolla debido a anomalias de la misma enzima tal como una enzima que desarrolla
la enfermedad de Shindler y que tiene un fenotipo clinico diferente del de la enfermedad de Shindler se
denomina enfermedad de Kanzaki), y las deficiencias de a-NAGA son una causa del desarrollo de la enfermedad
de Shindler y la enfermedad de Kanzaki. En general, sin embargo, el desarrollo de la enfermedad de Shindler y
la enfermedad de Kanzaki es muy raro incluso en pacientes con Fabry. Por consiguiente, casi todos los
pacientes con Fabry tienen a-NAGA normalmente. Por lo tanto, se cree que incluso cuando una proteina en la
que se modifica solamente la especificidad del sustrato de a-NAGA en la especificidad del sustrato de a-GAL se
administra como un agente enzimatico usado en sustitucion enzimatica, la antigenicidad de la misma aparece en
raras ocasiones como en el caso en el que se administra a-NAGA de tipo silvestre, y por lo tanto basicamente no
existe probabilidad de que se induzca una reaccién inmune adversa tal como un efecto secundario alérgico.

(i) o-NAGA también funciona en forma de un homodimero de forma similar a a-GAL, pero en general, la
estabilidad en la forma de dimero de a-NAGA es mas elevada que la de a-GAL. El modelo de estructura
tridimensional construido por los presentes inventores también apoya esta estabilidad. De forma especifica, se
confirmé que, en el dimero de la a-NAGA humana, se observaron dos enlaces debidos a interaccion
electrostatica entre Asp45 y Arg350 en dos subunidades, mientras que tales enlaces no se observaron en la
a-GAL. Por consiguiente, se cree que, al igual que en a-NAGA, un mutante de a-NAGA también tiene estabilidad
elevada en sangre (en plasma), en comparacién con a-GAL, y es muy adecuado para terapia de sustitucion
enzimatica. Ademas, si la proporcién de dimeros existentes aumenta debido a la estabilidad mencionada
anteriormente, se espera que la eficacia de incorporacion en un lisosoma en una célula también aumente en
relacion al punto (iii) que sigue a continuacion. Ademas, es ventajoso porque, antes de la administracion, el
efecto se puede mantener en forma de una preparacion enzimatica durante un largo periodo de tiempo.

(iii) Es necesario que una enzima usada en terapia de sustitucion enzimatica se pueda incorporar en un lisosoma
en una célula de un érgano afectado. En general, el transporte desde una membrana celular a un lisosoma se
realiza a través de un receptor M6P independiente del calcio, que reconoce la manosa-6-fosfato (M6P) presente
en porciones de cadena de azucar de la enzima. Por consiguiente, una enzima que tiene un gran numero de
cadenas de azucar (cadenas de azucar de tipo N) a las que se puede unir el resto de MBP es preferente porque
se puede conseguir una eficacia de incorporacion elevada en un lisosoma. Con respecto al nimero de las
cadenas de azlUcar mencionadas anteriormente, se ha hecho evidente que, a partir del analisis de la estructura
cristalina por rayos X, en a-GAL, estan presentes tres cadenas de azucar por subunidad (tres posiciones de
Asn139, Asn192, y Asn215; seis cadenas de azucar en el caso en el que se forma dimero). Por el contrario, en
a-NAGA, estan presentes cinco cadenas de azucar por subunidad (diez cadenas de azucar en el caso en el que
se forma un dimero) (véanse las Figs. 3 y 4). Entre estas cadenas de azucar, tres cadenas de azUcar (tres
posiciones de Asn124, Asn177, y Asn201) corresponden a las posiciones de las cadenas de azlcar en a-GAL, y
otras dos cadenas de azicar (dos posiciones de Asn359 y Asn385) son especificas para a-NAGA. Por
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consiguiente, se cree que a-NAGA se toma de la sangre y se incorpora en un lisosoma en una célula de un
organo afectado con una eficacia mas elevada que la que se produce en el caso de a-GAL.

A partir de los puntos de vista mencionados anteriormente, los presentes inventores se centraron en el aminoacido
en la posicion 188 (serina (Ser)) y el aminoacido en la posicion 191 (Ala (alanina)) entre un grupo de restos de
aminoacidos que constituyen el sitio de union al sustrato de a-NAGA. Los presentes inventores prepararon una
enzima recombinante (enzima mutante) en la que la serina en la posicion 188 (Ser) esta sustituida con acido
glutamico (Glu) y la alanina en la posicion 191 esta sustituida con leucina (Leu) (véanse los Ejemplos 1 y 2).
Posteriormente, esta enzima recombinante se expres6 usando un fibroblasto derivado de un paciente con Fabry, se
recogio, y se analizé. Como resultado, se observo una actividad de a-GAL elevada (véase el Ejemplo 2). Ademas, la
estabilidad de esta enzima recombinante en sangre era significativamente mas elevada que la de a-GAL de tipo
silvestre (véase el Ejemplo 3 y la Fig. 5). Mediante el uso de tal enzima recombinante que tiene una especificidad del
sustrato modificada, se puede proporcionar un agente enzimatico usado en sustitucion enzimatica para el
tratamiento de la Enfermedad de Fabry que es superior a los agentes enzimaticos existentes.

Obsérvese que, en la presente descripcion, a menos que se indique de otro modo, los términos "a-galactosidasa" y
"a-GAL" se refieren a "a-galactosidasa A humana", y los términos "a-N-acetilgalactosaminidasa" y "a-NAGA" se
refieren a "o-N-acetilgalactosaminidasa humana". Las expresiones "la posicién 188" y "la posicion 191" representan
posiciones en base a la secuencia de aminoacidos de a-NAGA que se muestra en la secuencia N° 2.

2. Proteina

Una proteina de la presente invencidon es una enzima mutante de a-N-acetilgalactosaminidasa (a-NAGA). Mas
especificamente, la proteina de la presente invencidén es una proteina que tiene actividad adquirida de
a-galactosidasa (a-GAL) mediante el cambio de la estructura del sitio activo (en particular, el sitio de unién al
sustrato) de a-NAGA de tipo silvestre, y preferentemente, una proteina que tiene la especificidad del sustrato de a-
GAL.

En el presente documento, la expresion "tiene actividad adquirida de a-GAL" se refiere a que, en el sitio de unién al
sustrato de a-NAGA, la actividad de unién a un sustrato de a-GAL se convierte en relativamente mas elevada que la
reactividad de unién a un sustrato de a-NAGA. Por consiguiente, el cambio estructural anterior no se limita a un
cambio en la estructura que hace imposible que a-NAGA se una con el sustrato de a-NAGA. Como alternativa, el
cambio en la estructura puede ser un cambio en la estructura que hace que la reactividad de unién al sustrato de
a-GAL sea significativamente mas elevada que la reactividad de union al sustrato de a-NAGA, que originalmente ha
sido de forma relativa significativamente mas elevada que la reactividad de unién al sustrato de a-GAL. Ademas, la
expresion "que tiene la especificidad del sustrato de a-GAL" se refiere a que la estructura (en particular, las
posiciones vy los tipos de restos de aminoacidos que desempefian un papel importante en la reactividad de unién a
un sustrato) del sitio activo de la proteina es la misma que la de a-GAL.

En la presente invencion, la expresion "sustrato de a-GAL" se refiere a un compuesto natural tal como un glicolipido,
por ejemplo, globotriaosilceramida, que tiene un resto de galactosa unido al extremo no reductor mediante un enlace
a, o un compuesto sintético, por ejemplo, 4-metilumbeliferil-a-D-galactésido. La expresion "sustrato de a-NAGA" se
refiere a un compuesto natural tal como un oligosacarido, glicoproteina o glicolipido que tiene un resto de
N-acetilgalactosamina unido al extremo no reductor mediante enlace a, o un compuesto sintético, por ejemplo, 4-
metilumbeliferil-a-N-acetil-D-galactosaminida.

Aqui, se muestra una reaccion catalitica de a-GAL de tipo silvestre mediante la férmula de reaccion (1), y se muestra
una reaccion catalitica de a-NAGA de tipo silvestre mediante la férmula de reaccion (2).

a-GAL L

OH

o OH
OH
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[En la formula (1), cuando el sustrato es un compuesto natural, R representa "un grupo derivado de un complejo de
azucar", y cuando el sustrato es un compuesto sintético, R representa "un grupo 4-metilumbeliferilo”.]

Rr2

oH
HOHzC OH

o NH CH3 + R20H

8]

[En la formula (2), cuando el sustrato es un compuesto natural, R? representa "un grupo derivado de un complejo de
azucar", y cuando el sustrato es un compuesto sintético, R? representa " un grupo 4-metilumbeliferilo”.]

Ejemplos de la proteina que se desvelan el contexto de la presente invencion incluyen preferentemente proteinas
que estan formadas por una secuencia de aminoacidos en la que al menos uno del aminoacido en la posicion 188 y
el aminoacido en la posicion 191 incluidos en la secuencia de aminoacidos de a-NAGA de tipo silvestre esta
sustituido con otro aminoacido (mas preferentemente, una secuencia de aminoacidos en la que tanto el aminoacido
en la posicion 188 como el aminoacido en la posicion 191 estan sustituidos con otros aminoacidos) o una secuencia
de aminoacidos en la que se suprimen, sustituyen, o afiaden uno o varios aminoacidos excepto el aminoacido en la
posicion 188 y el aminoacido en la posicion 191 incluidos en la secuencia de aminoacidos sustituida mencionada
anteriormente, y que tienen actividad de a-GAL. La informacién sobre la secuencia de aminoacido (secuencia N° 2)
de la subunidad de a-NAGA de tipo silvestre (homodimero) y la informacién sobre la secuencia de bases (secuencia
N° 1) que codifican la secuencia de aminoacidos mencionada anteriormente se publican, por ejemplo, como "nimero
de acceso: NM_000262" en GenBank, y se registran como "nombre de entrada: NAGAB_HUMAN", nimero de
acceso: P17050" en Swiss-Prot (disponible en http://tw.expasy.org/uniprot/). De forma analoga, la informacion sobre
la secuencia de aminoacidos (secuencia N° 13) de la subunidad de a-GAL de tipo silvestre (homodimero) y la
informacion sobre la secuencia de bases (secuencia N° 12) que codifica la secuencia de aminoacidos mencionada
anteriormente se publican, por ejemplo, como "ndmero de acceso: NP_000160" en GenBank, y se registran como
"nombre de entrada: AGAL_HUMAN", numero de acceso: P06280" en Swiss-Prot (disponible en
http://tw.expasy.org/uniprot/).

En el presente documento, los ejemplos de la "secuencia de aminoacidos en la que se suprimen, sustituyen, o
afiaden uno o varios aminoacidos" mencionada anteriormente, incluyen preferentemente secuencias de aminoacidos
en las que se suprimen, sustituyen, o afiaden de uno a diez aminoacidos, y preferentemente de aproximadamente
uno a cinco aminoacidos.

Ademas, con respecto a "la proteina formada por una secuencia de aminoacidos en la que se suprimen, sustituyen,
o afiaden uno o varios aminoacidos", es importante que la proteina pueda presentar de forma estable actividad de o-
GAL. Por lo tanto, por ejemplo, todos o algunos de (preferentemente, todos) los aminoacidos en las posiciones 28 a
31, los aminoacidos en las posiciones 77 a 81, los aminoacidos en las posiciones 117 a 127, los aminoacidos en las
posiciones 150 a 158, el aminoacido en la posicion 192, los aminoacidos en las posiciones 209 a 220, y los
aminoacidos en las posiciones 242 a 254 (en particular, los acidos asparticos en las posiciones 156 y 217 (Asp: D)),
todos los cuales se cree que son importantes para el rendimiento de union (crecimiento de unién al sustrato) con un
resto de a-galactosa en un sustrato de a-GAL y la reactividad catalitica hacia el sustrato; el acido aspartico en la
posicion 45 (Asp: D) y la arginina en la posicién 350 (Arg: R), ambos de los cuales se creen que son importantes
para formar un homodimero; y los aminoacidos en las posiciones 124, 177, 201, 359, y 385 (siendo todos
asparagina (Asn: N)), todos los cuales son sitios de uniéon de cadena de azucar de tipo N, son preferentemente
aminoacidos que no estan mutados (suprimidos, sustituidos, o afiadidos) a partir de la secuencia de aminoacidos de
a-NAGA de tipo silvestre.

Con respecto al resto de aminoacido en la posicion 188, el otro resto de aminoacido alternativo no esta limitado en
particular siempre y cuando el resto de aminoacido no sea serina (Ser: S). Por ejemplo, son preferentes acido
glutamico (Glu: E) y acido aspartico (Asp: D), y es mas preferente acido glutamico. De forma analoga, con respecto
al resto de aminoacido en la posicién 191, el otro resto de aminoacido alternativo no esta limitado en particular
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siempre y cuando el resto de aminoacido no sea alanina (Ala: A). Por ejemplo, son preferentes leucina (Leu: 1),
valina (Val: V), isoleucina (lle: 1), fenilalanina (Phe: F), y metionina (Met: M), y leucina es mas preferente. De forma
particularmente preferente, entre éstos, como los aminoacidos alternativos, el aminoacido en la posicion 188 es el
acido glutamico y el aminoacido en la posicidon 191 es la leucina. Obsérvese que, preferentemente, los aminoacidos
después del reemplazo no afectan basicamente a la estructura formada por otros aminoacidos que no estan
sustituidos. A partir de este punto de vista, en una realizacidon de reemplazo particularmente preferente, el resto de
aminoacido en la posicion 188 es el acido glutamico y el resto de aminoacido en la posicion 191 es la leucina.

Mediante la sustitucion del aminoacido en la posicién 188 y el aminoacido en la posicion 191, ambos cuales estan
presentes en el sitio de unién al sustrato, tal como se describe anteriormente, se pueden conseguir los siguientes
efectos. De forma especifica, tal como se hace a modo de ejemplo en la Fig. 6, con respecto al resto de aminoacido
en la posicion 188, se puede retirar la interaccion con el grupo N-acetilo (en particular, el atomo de oxigeno) en el
sustrato de a-NAGA, y ademas, se puede generar una accion de unién con el grupo hidroxilo en el sustrato de a-
GAL. Con respecto al resto de aminoacido en la posicion 191, se puede retirar la interaccion con el grupo N-acetilo
(en particular, el grupo metilo) en el sustrato de a-NAGA, y ademas, se puede limitar el espacio de unién del sustrato
(en particular, el espacio en el que se toma el grupo N-acetilo). Como resultado, la enzima recombinante (proteina
recombinante) obtenida después de la sustitucion de los aminoacidos tiene una reactividad de unién hacia el
sustrato de a-GAL mas elevada que la reactividad de unién hacia el sustrato de a-NAGA, y por lo tanto pueden ser
una enzima que tiene una actividad de a-GAL significativamente mas elevada que la actividad de a-NAGA. Al menos
la enzima recombinante que tiene una secuencia de aminoacidos en la que el aminoacido en la posicion 188 (serina)
esta sustituido con acido glutamico y el aminoacido en la posicion 191 (alanina) esta sustituido con leucina es
particularmente preferente desde el punto de vista en el que se pueden conseguir de forma satisfactoria los efectos
descritos anteriormente.

Ademas, una proteina que se desvela en el contexto de la presente invencién es una proteina que se describe con

(a)o (b):
(a) una proteina que contiene una cualquiera de las secuencias de aminoacidos se describen de (i) al (iii):

(i) una secuencia de aminoacidos formada por el aminoacido en la posicion 18 al aminoacido en la posicion
411 incluidos en una secuencia de aminoacidos en la que el aminoacido en la posicion 188 esta sustituido
con un aminoacido distinto de la serina en la secuencia de aminoacidos que se muestra en la secuencia N° 2;

(ii) una secuencia de aminoacidos formada por el aminoacido en la posicion 18 al aminoacido en la posicion
411 incluidos en una secuencia de aminoacidos en la que el aminoacido en la posiciéon 191 esta sustituido
con un aminoacido distinto de la alanina en la secuencia de aminoacidos que se muestra en la secuencia N°
2;y

(iii) una secuencia de aminoacidos formada por el aminoacido en la posicion 18 al aminoacido en la posicion
411 incluidos en una secuencia de aminoacidos en la que el aminoacido en la posicion 188 esta sustituido
con un aminoacido distinto de la serina y el aminoacido en la posiciéon 191 esta sustituido con un aminoacido
distinto de la alanina en la secuencia de aminoacidos que se muestra en la secuencia N° 2; o

(b) una proteina que contiene una secuencia de aminoacidos en la que uno o varios aminoacidos distintos del
aminoacido o aminoacidos localizados en el sitio o sitios de sustitucién estan suprimidos, sustituidos, o afadidos
en una cualquiera de las secuencias de aminoacidos que se describen de (i) a (iii), y que tiene actividad de a-
galactosidasa.

La secuencia de aminoacidos que se muestra en la secuencia N° 2 es una secuencia de aminoacidos formada por
411 aminoacidos que constituyen a-NAGA de tipo silvestre.

De forma especifica, la proteina que se describe en (a) es una proteina formada por una secuencia de aminoacidos
que contiene una secuencia de aminoacidos que varia del aminoacido en la posiciéon 18 al aminoacido en la posiciéon
411 excluyendo del aminoacido en la posicion 1 al aminoacido en la posicion 17, que constituyen el péptido de sefial
de a-NAGA de tipo silvestre, incluidos en una secuencia de aminoacidos en la que al menos un aminoacido esta
sustituido tal como se describe en (i) a (iii) en la secuencia de aminoacidos que se muestra en la secuencia N° 2. Tal
como se ha descrito anteriormente, cada uno del resto de aminoacido en la posicién 188 y el resto de aminoacido en
la posicion 191 es uno de los aminoacidos que constituyen el sitio de unién al sustrato.

Aqui, un ejemplo preferente de la secuencia de aminoacidos que contiene una secuencia de aminoacidos que varia
desde el aminoacido en la posicién 18 al aminoacido en la posicién 411 es una secuencia de aminoacidos en la que
un péptido de senal esta unido al extremo N de la secuencia de aminoacidos que varia desde el aminoacido en la
posicion 18 al aminoacido en la posicion 411. El péptido de sefial no esta limitado siempre y cuando el péptido de
sefial pueda permitir que la proteina pase a través de una membrana celular de un érgano afectado. Por ejemplo, es
preferente un péptido de sefal de una enzima lisosomal tal como a-NAGA de tipo silvestre o a-GAL de tipo silvestre,
o un péptido de sefal de una secretasa tal como preprotripsina. El péptido de sefial de a-NAGA de tipo silvestre o
a-GAL de tipo silvestre es mas preferente. El péptido de sefial de a-NAGA de tipo silvestre es un péptido formado
por el aminoacido 1 al aminoacido 17 incluidos en la secuencia de aminoacidos de a-NAGA de tipo silvestre que se
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muestra en la secuencia N° 2. El péptido de sefial de a-GAL de tipo silvestre es un péptido formado por el
aminoacido 1 al aminoacido en la posicion 31 incluidos en la secuencia de aminoacidos de a-GAL de tipo silvestre
que se muestran en la secuencia N° 13. El péptido de sefal de la preprotripsina es un péptido formado por la
secuencia de aminoacidos que se muestra en la secuencia N° 15.

Al igual que la proteina que se describe en (a), entre las proteinas que contienen una secuencia de aminoacidos que
se describe en (i), (ii), o (iii), es particularmente preferente una proteina que contiene la secuencia de aminoacidos
que se describe en (iii).

Un ejemplo preferente de la proteina que se describe en (a) es una proteina en la que "el aminoacido distinto de la
serina" que se describe en (i) y (iii) es acido glutamico o acido aspartico. De forma analoga, otro ejemplo preferente
de la proteina que se describe en (a) es una proteina en la que "el aminoacido distinto de la alanina" que se describe
en (ii) y (iii) es uno seleccionado entre el grupo que consiste en leucina, valina, isoleucina, fenilalanina y metionina.

Ademas, un ejemplo particularmente preferente de la proteina que se describe en (a) es una proteina en la que "el
aminoacido distinto de la serina" que se describe en (i) a (iii) es acido glutamico y "el aminoacido distinto de la
alanina" que se describe en (i) a (iii) es leucina. Un ejemplo preferente de la proteina es una proteina (a-NAGA
(S188E/A191 1)) en la que, en la secuencia de aminoacidos de a-NAGA de tipo silvestre (secuencia N° 2), la serina
en la posiciéon 188 esta sustituida con acido glutamico y la alanina en la posicién 191 esta sustituida con leucina
(véase la Fig. 7 y la secuencia N° 4). En general, con respecto a la notacion alfabética de los aminoacidos, un
aminoacido se indica con tres letras (por ejemplo, "Ser") o una letra (por ejemplo, "S"). La letra del alfabeto
localizada antes de un ndmero (por ejemplo, "188") que representa la posicion de un aminoacido del extremo N
representa notacion de una letra de un aminoacido antes de la sustitucion, y la letra del alfabeto convocada después
del numero representa una notacion de una letra de un aminoacido después de la sustitucion. Por consiguiente, la
notacién "S188E" representa el caso en el que la Ser en la posicion 188 esta sustituida con Glu.

La proteina que se describe en (b) no esta limitada siempre y cuando la proteina contenga una secuencia de
aminoacidos en la que uno o varios (por ejemplo, de aproximadamente uno a diez, y preferentemente, de
aproximadamente a cinco) aminoacidos distintos del aminoacido o aminoacidos localizados en el sitio o sitios de
sustitucion se suprimen, sustituyen, o afiaden en una cualquiera de las secuencias de aminoacidos que se describen
de (i) a (iii) incluidas en la proteina que se describe en (a), y tiene una actividad de a-galactosidasa. En el presente
documento, la expresion "el sitio de sustitucion" se refiere, entre los 394 restos de aminoacidos que constituyen las
secuencias de aminoacidos que se describen en (i) a (iii), el resto de aminoacidos que corresponde a la posicion del
aminoacido en la posicién 188 en la secuencia de aminoacidos que se muestra en la secuencia N° 2 (sin embargo,
la secuencia de aminoacidos esta limitada a la secuencia de aminoacidos que se describe en (i) o (iii)), y el resto de
aminoacidos que corresponde a la posicion del aminoacido en la posicién 191 en la secuencia de aminoacidos que
se muestra en la secuencia N° 2 (sin embargo, la secuencia de aminoacidos esta limitada a la secuencia de
aminoacidos que se describe en (ii) o (iii)). Mas especificamente, el resto de aminoacido anterior se refiere al resto
de aminoacido en la posicién 171 en la secuencia de aminoacidos que se describe en (i) o (iii), y el ultimo resto de
aminoacido se refiere al resto de aminoacido en la posicién 174 en la secuencia de aminoacidos que se describe en

(ii) o (iii).

Obsérvese que es importante que la proteina que se describe en (b) sea una proteina que pueda presentar actividad
de a-GAL de forma estable. Por lo tanto, por ejemplo, se cree que los restos de aminoacidos son importantes para el
rendimiento de unién (rendimiento de union al sustrato) con un resto de a-galactosa en un sustrato de a-GAL y la
reactividad catalitica hacia el sustrato son preferentemente restos de aminoacidos que no estan mutados
(suprimidos, sustituidos, o afiadidos) a partir de las secuencias de aminoacidos que se describen en (i) a (iii). Los
ejemplos preferentes de los restos de aminoacidos incluyen, entre los restos de aminoacidos que constituyen las
secuencias de aminoacidos que se describen en (i) a (iii), restos de aminoacidos que corresponden a las posiciones
de los aminoacidos en las posiciones 28 a 31, los aminoacidos en las posiciones 77 a 81, los aminoacidos en las
posiciones 117 a 127, los aminoacidos en las posiciones 150 a 158, el aminoacido en la posicion 192, los
aminoacidos en las posiciones 209 a 220, y los aminoacidos en las posiciones 242 a 254 (en particular, los acidos
asparticos en las posiciones 156 y 217 (Asp: D)) en la secuencia de aminoacidos que se muestra en la secuencia N°
2.

De forma analoga, se cree que los restos de aminoacidos que son importantes para formar un homodimero también
son preferentemente restos de aminoacidos que no estan mutados (suprimidos, sustituidos, o afiadidos) a partir de
las secuencias de aminoacidos que se describen en (i) a (iii). Los ejemplos preferentes de los restos de aminoacidos
incluyen, entre los restos de aminoacidos que constituyen las secuencias de aminoacidos que se describen en (i) a
(iii), restos de aminoacidos que corresponden a las posiciones del aminoacido en la posicidn 45 y el aminoacido en
la posicién 350 (especificamente, el acido aspartico en la posicion 45 (Asp: D) y la arginina en la posicion 350 (Arg:
R)) en la secuencia de aminoacidos que se muestra en la secuencia N° 2.

Ademas, los restos de aminoacidos que son sitios de unidon de cadena de azicar de tipo N también son
preferentemente restos de aminoacidos que no estan mutados (suprimidos, sustituidos, o afiadidos) a partir de las
secuencias de aminoacidos que se describen en (i) a (iii). Los ejemplos preferentes de los restos de aminoacidos
incluyen, entre los restos de aminoacidos que constituyen las secuencias de aminoacidos que se describen en (i) a
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(iii), restos de aminoacidos que corresponden a las posiciones de los aminoacidos 124, 177, 201, 359, y 385 (siendo
todos ellos asparagina (Asn: N)) en la secuencia de aminoacidos que se muestra en la secuencia N° 2.

En la presente invencion, la actividad de a-GAL se puede medir como sigue a continuacién. Por ejemplo, se permite
que una proteina diana se exprese con una célula derivada de mamiferos, tal como una célula CHO o un fibroblasto
humano, y se recoge. A continuacion, la proteina (solucién enzimatica) se mezcla con 4-metilumbeliferil-a-D-
galactosido (un sustrato sintético obtenido a partir de a-D-galactosa y 4-metilumbeliferona (sustrato fluorogénico)), y
se permite que la mezcla reaccione en condiciones acidas. En este caso, se detecta la cantidad de 4-
metilumbeliferona liberada por una cantidad individual de la solucién enzimatica por unidad de tiempo para medir la
actividad de a-GAL.

La actividad de a-NAGA también se puede medir como en la actividad de a-GAL. Se permite que una proteina diana
se exprese y se recoge. A continuacion, la proteina (solucion enzimatica) se mezcla con 4-metilumbeliferil-a-N-acetil-
D-galactosaminida (un sustrato sintético obtenido a partir de a-N-acetil-D-galactosamina y 4-metilumbeliferona
(sustrato fluorogénico)), y se permite que la mezcla reaccione en condiciones acidas. En este caso, se detecta la
cantidad de 4-metilumbeliferona que se puede liberar por unidad de tiempo por una cantidad individual de la solucién
enzimatica para medir la actividad de a-NAGA.

En los procedimientos anteriores para medir la actividad de a-GAL y la actividad de a-NAGA, se pueden usar
diversos tipos de procedimientos de deteccion conocidos para detectar el sustrato fluorogénico. Por ejemplo, es
preferente un procedimiento de deteccién que usa un fluorofotdmetro o similar. La proteina diana se puede expresar
incorporando un gen que codifica la proteina en un vector de expresidon conocido o similar, y a continuacion
introduciendo el vector en una célula. Como los procedimientos de medida, de forma especifica, se pueden usar
preferentemente a modo de ejemplo los procedimientos que se describen en el Ejemplo 3 y en el Ejemplo 4 que
siguen a continuacion.

3. Gen recombinante

Ejemplos preferentes de un gen que codifica la proteina que se ha descrito anteriormente, que se desvelan en el
contexto de la presente invencion incluyen, pero no se limitan a, genes que contienen ADN descrito en (a) o (b) que
sigue a continuacion. Los ADN que se describen en (a) y (b) son preferentemente genes estructurales de la proteina
de la presente invencion. El gen que contiene cualquiera de estos ADN puede consistir totalmente en el ADN. Como
alternativa, el gen puede contener el ADN como una parte del mismo y puede contener adicionalmente otras
secuencias de bases conocidas (tales como un promotor de la transcripcion, la secuencia SD, la secuencia Kozak, y
un terminador) necesarios para la expresion génica. Por lo tanto, el gen no se limita a los mismos.

(a) ADN que contiene una cualquiera de las secuencias de bases que se describen de (i) a (iii);

(i) una secuencia de bases formada por las bases en las posiciones 52 a 1.236 incluidas en una secuencia de
bases en las que las bases “agc” en las posiciones 562 a 564 estan sustituidas con bases que representan un
codén de un aminoacido distinto de la serina en la secuencia de bases que se muestra en la secuencia N° 1;

(ii) una secuencia de bases formada por las bases en las posiciones 52 a 1.236 incluidas en una secuencia
de bases en las que las bases “gcc” en las posiciones 571 a 573 estan sustituidas con bases que representan
un codoén de un aminoacido distinto de la alanina en la secuencia de bases que se muestra en la secuencia
N°1;y

(iii) una secuencia de bases formada por las bases en las posiciones 52 a 1.236 incluidas en una secuencia
de bases en las que las bases “agc” en las posiciones 562 a 564 estan sustituidas con bases que representan
un codon de un aminoacido distinto de la serina y las bases en las posiciones 571 a 573 estan sustituidas con
bases que representan un codén de un aminoacido distinto de la alanina en la secuencia de bases que se
muestra en la secuencia N° 1; o

(b) ADN que codifica una proteina que tiene actividad de a-galactosidasa y que se hibrida con ADN formado por
una secuencia de bases complementaria con el ADN que contiene una cualquiera de las secuencias de bases
que se describen de (i) a (iii) en una condicion rigurosa, en el que las bases que corresponden a las bases en los
sitios de sustitucién que se han descrito anteriormente son idénticas a las bases en los sitios de sustitucion.

En la presente invencion, el término "codén" se requiere no solamente a la triple unién de bases (triplete) de una
secuencia de ARN después de la transcripciéon sino también a la triple unién de bases de una secuencia de ADN.
Por consiguiente, los codones de una secuencia de ADN se indican usando timina (T) en lugar de uracilo (U).

La secuencia de bases mostrada en la secuencia N° 1 es una secuencia de bases formada por 1.236 bases que
codifican a-NAGA de tipo silvestre.

De forma mas especifica, el ADN que se describe en (a) es ADN formado por una secuencia de bases que contiene
una secuencia de bases que varia desde la base en la posicion 52 a la base en la posicion 1.236 excluyendo la base
en la posicion 1 a la base en la posicién 51, que codifican un péptido de sefial de a-NAGA de tipo silvestre, en una
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secuencia de bases en la que las bases estan sustituidas tal como se describe en (i) a (iii) en la secuencia de bases
que se muestra en la secuencia N° 1.

Aqui, un ejemplo preferente de la secuencia de bases que contiene una secuencia de bases que varia desde la base
en la posicion 52 a la base en la posicion 1.236 es una secuencia de bases en la que una secuencia de bases
(polinucleotido) que codifica un péptido de sefial esta unida a la posicion 5’ de la secuencia de bases que varia
desde la base en la posicion 52 a la base en la posicion 1.236. El péptido de sefial no esta limitado siempre y
cuando el péptido de sefial pueda permitir que la proteina pase a través de una membrana celular de un 6rgano
afectado. Por ejemplo, es preferente un péptido de sefial de una enzima lisosomal tal como a-NAGA de tipo silvestre
o0 a-GAL de tipo silvestre, o un péptido de sefial de una secretasa tal como preprotripsina. Un péptido de sefial de a-
NAGA de tipo silvestre o a-GAL de tipo silvestre es mas preferente. Una secuencia de bases que codifica el péptido
de sefial de a-NAGA de tipo silvestre es una secuencia de bases formada por la base en la posicién 1 a la base en
la posicién 51 en la secuencia de bases de a-NAGA de tipo silvestre mostrada en la secuencia N° 1. Una secuencia
de bases que codifica el péptido de sefial de a-GAL de tipo silvestre es una secuencia de bases formada por la base
en la posicién 1 a la base en la posicion 93 en la secuencia de bases de a-GAL de tipo silvestre mostrada en la
secuencia N° 12. Una secuencia de bases que codifica el péptido de sefial de preprotripsina es una secuencia de
bases mostrada en la secuencia N° 14.

Como el ADN que se describe en (a), entre los ADN que contienen la secuencia de bases que se describe en (i), (ii)
o (iii), es particularmente preferente el ADN que contiene la secuencia de bases que se describe en (iii).

Ademas, como el ADN que se describe en (a), es preferente el ADN en el que "las bases que representan un codon
de un aminoacido distinto de la serina" descrito en (i) y (iii) son bases que representan un codén de acido glutamico
o acido aspartico. De forma analoga, como el ADN que se describe en (a), también es preferente el ADN en el que
"las bases que representan un codén de un aminoacido distinto de la alanina" que se describe en (ii) y (iii) son bases
que representan un codon de uno seleccionado entre el grupo que consiste en leucina, valina, isoleucina,
fenilalanina, y metionina. En el presente documento, con respecto a las bases que representan un codon de cada
uno de los aminoacidos mencionados anteriormente (en los que la base colocada en el extremo izquierdo se define
como una base en la posicion 5'), las bases que representan un codén de acido glutamico son "gag" o "gaa"
(preferentemente "gag"), y las bases que representan un codoén de acido aspartico son "gat" o "gac". De forma
analoga, las bases que representan un coddn de leucina son "ctc", "ctt", "cta", o "ctg" (preferentemente "ctc"), las
bases que representan un codén de valina son "gtt", "gtc", "gta", o "gtg", las bases que representan un codon de
isoleucina son "att", "atc", o "ata", las bases que representan un codon de fenilalanina son "ttt" o "ttc", y las bases
que representan un codén de metionina son "atg". Las bases que representan un codén de serina incluyen "agt"
ademas de "agc" mencionado anteriormente. Las bases que representan un codén de alanina incluyen "gct", "gca" y
"gcg" ademas de "gcc" mencionado anteriormente.

Ademas, como el ADN que se describe en (a) mencionado anteriormente, es particularmente preferente el ADN en
el que "las bases que representan un codén de un aminoacido distinto de la serina" que se describe en (i) a (iii) son
bases que representan un coddén de acido glutamico, y "las bases que representan un codon de un aminoacido
distinto de la alanina" que se describen en (i) a (iii) son bases que representan un codoén de leucina. Un ejemplo
preferente de tal ADN es el ADN formado por una secuencia de bases (secuencia N° 3) en la que las bases en las
posiciones 562 a 564, que son bases que representan un codén de serina, incluida la secuencia de bases de
a-NAGA de tipo silvestre (secuencia N° 1) estan sustituidas con bases que representan un codén de acido glutamico
("agc" — "gag"), y las bases en las posiciones 571 a 573, que son bases que representan un codén de alanina,
incluidas en la secuencia de bases de a-NAGA de tipo silvestre (secuencia N° 1) estan sustituidas con bases que
representan un codon de leucina ("gcc" — "ctc"). En este ejemplo, las bases en las posiciones 562 a 564 después de
la sustitucion no se limitan a "gag" mencionado anteriormente y pueden ser otras bases siempre y cuando las bases
representen un coddn de acido glutamico. De forma analoga, las bases en las posiciones 571 a 573 después de la
sustitucién no se limitan a "ctc" mencionada anteriormente y pueden ser otras bases siempre y cuando las bases
representen un codén de leucina.

Tal ADN mutante se puede preparar de acuerdo con un procedimiento de mutagénesis dirigida al sitio que se
describe, por ejemplo, en Molecular Cloning, A Laboratory Manual 22 ed., Cold Spring Harbor Laboratory Press
(1989), Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons (1987-1997). De forma especifica, tal ADN se
puede preparar mediante un procedimiento conocido tal como procedimiento de Kunkel o un procedimiento de
muesca bicatenaria (Gapped duplex) usando un kit para introducir una mutacién usando un procedimiento de
mutagénesis dirigida al sitio. Los ejemplos preferentes del kit incluyen el Kit de Mutagénesis Dirigida al Sitio
QuickChange™ (fabricado por Stratagene), el Sistema de Mutagénesis Dirigida al Sitio GeneTailor™ (fabricado por
Invitrogen Corporation) y el Sistema de Mutagénesis Dirigida al Sitio TaKaRa (por ejemplo, Mutan-K o Mutan-Super
Express Km: fabricado por Takara Bio Inc.).

Como alternativa, como se describe en los Ejemplos que siguen a continuacion, tal ADN se puede preparar
realizando una reaccién en cadena de polimerasa (PCR) en condiciones apropiadas usando un cebador de PCR que
se disefia de modo que se introduce una mutacioén sin sentido para producir bases que representan un codén de un
aminoacido deseado, y usando, como un molde, por ejemplo, ADN que contiene una secuencia de bases que
codifica a-NAGA de tipo silvestre. Los ejemplos preferentes de tal cebador de PCR incluyen cebadores de
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oligonucleétido sintético mostrados en las secuencias N° 8 y 10, que se describen en el Ejemplo 1 que sigue a
continuacion. Una ADN polimerasa usada para la PCR no esta limitada, pero es preferente una ADN polimerasa con
precision elevada. Los ejemplos precedentes de la misma incluyen ADN Polimerasa Pwo (Roche Diagnostics K.K.),
ADN polimerasa Pfu (Promega), ADN polimerasa platinum Pfx (Invitrogen Corporation), ADN polimerasa KOD
(Toyobo Co., Ltd.) y KOD-plus-polimerasa (Toyobo Co., Ltd.). Las condiciones de reaccién para la PCR se pueden
determinar apropiadamente de acuerdo con, por ejemplo, la temperatura 6ptima de la ADN polimerasa usada, y la
longitud y el tipo de ADN a sintetizar. Por ejemplo, en condiciones de ciclo preferentes, un ciclo que consiste en "de
5 a 30 segundos de 90 °C a 98 °C (desnaturalizacion y disociacion térmica) — de 5 a 30 segundos de 50 °C a 65 °C
(hibridacion) — de 30 a 1.200 segundos de 65°C a 80 °C (sintesis y extension)" se realiza un total de 20 a
200 veces.

El ADN que se describe en (b) se puede obtener como sigue a continuacion. Se realiza un procedimiento de
hibridaciéon conocido tal como hibridacién de colonias, hibridaciéon de placas o transferencia de Southern usando
ADN que contiene una cualquiera de las secuencias de bases que se describen de (i) a (iii) (es decir, el ADN que se
describe en (a)), ADN formado por una secuencia de bases complementaria con este ADN, o un fragmento del
mismo como una sonda, y el ADN que se escribe en (b) se puede obtener a partir de una biblioteca de ADNc o una
biblioteca gendémica. Se puede usar una biblioteca preparada mediante un procedimiento conocido. Como
alternativa, se puede usar una biblioteca de ADNc o biblioteca genémica disponible en el mercado. La biblioteca no
se limita a las mismas.

Con respecto a un procedimiento detallado del procedimiento de hibridacion, véase, por ejemplo, Molecular Cloning,
A Laboratory Manual 22 ed. (Cold Spring Harbor Laboratory Press (1989)) si fuera necesario.

La expresion "condicion rigurosa" durante la realizacion de un procedimiento de hibridacion se refiere a una
condiciéon durante el lavado después de la hibridacién, de forma especifica, a una concentracion de sal de un
tampon en el intervalo de 15 a 330 mM y una temperatura en el intervalo de 25 °C a 65 °C, y preferentemente, una
concentracion de sal en el intervalo de 15 a 150 mM y una temperatura en el intervalo de 45 °C a 55 °C. Mas
especificamente, un ejemplo de la condicidn rigurosa es una concentracion de sal de 80 mM y una temperatura de
50 °C. Adicionalmente, ademas de la concentracion de sal, la temperatura y similares, en consideracion de otras
condiciones tales como la concentracion de la sonda, la longitud de la sonda y el tiempo de reaccion, las condiciones
para obtener el ADN que se describe en (b) se pueden determinar de forma apropiada.

El ADN a hibridar tiene una secuencia de bases que tiene una homologia de preferentemente al menos un 40 % o
superior, mas preferentemente un 60 %, ademas preferentemente un 90 % o superior, de forma particularmente
preferente un 95 % o superior, y lo mas preferentemente un 99 % o superior con respecto a la secuencia de bases
del ADN que se describe en (a).

Ademas, en el ADN que se describe en (b), las bases que corresponden a las bases en los sitios de sustitucion que
se han descrito anteriormente son las mismas que las bases en los sitios de sustitucion.

En el presente documento, la expresion "sitios de sustitucion" se refiere a sitios de las sustituciones de bases
realizados en una cualquiera de las secuencias de bases que se describen de (i) a (iii) contenidas en el ADN que se
describe en (a). De forma especifica, la expresion "sitios de sustitucion" se refiere a sitios de bases (triplete) que
representan un codén después del cambio causado por las sustituciones de bases. Mas especificamente, la
expresion "sitios de sustitucion" se refiere, entre 1.185 bases que constituyen las secuencias de bases que se
describen de (i) a (iii), a bases que corresponden a las bases en las posiciones 562 a 564 en la secuencia de bases
que se muestra en la secuencia N° 1 (sin embargo, las secuencias de bases estan limitadas a las secuencias de
bases que se describen en (i) y (iii)), y bases que corresponden a las posiciones de las bases en las posiciones 571
a 573 en la secuencia de bases que se muestra en la secuencia N° 1 (sin embargo, las secuencias de bases estan
limitadas a las secuencias de bases que se describen en (ii) y (iii)). Mas especificamente, las bases anteriores se
refieren a las bases en las posiciones 511 a 513 en las secuencias de bases que se describen en (i) y (iii)
mencionadas anteriormente, y las ultimas bases se refieren a las bases en las posiciones 520 a 522 en las
secuencias de bases que se describen en (ii) y (iii) mencionados anteriormente.

Ademas, la expresion "bases que corresponden ---" en la expresion "bases que corresponden a las bases en los
sitios de sustitucion" se refiere a bases (triplete) que estan localizadas de forma que se enfrentan a bases (triplete)
complementarias a las bases en los sitios de sustitucién en un hibrido preparado por hibridacién del ADN que se
describe en (b) con una hebra complementaria al ADN que se describe en (a). Por ejemplo, cuando la secuencia de
bases del ADN que se describe en (b) no tiene una mutacion tal como supresion o adicion, en comparacion con el
ADN que se describe en (a) (es decir, cuando la longitud (el nimero de bases) del ADN que se describe en (a) es la
misma que la longitud (el nimero de bases) del ADN (b)), las bases en las posiciones 511 a 513 y/o las bases en las
posiciones 520 a 522 en la secuencia de bases del ADN que se describe en (b) son las "bases que corresponden ---"
mencionadas anteriormente en la expresion "bases que corresponden a las bases en los sitios de sustitucion".

Es importante que el ADN que se describe en (b) sea ADN que codifica una proteina que tiene la actividad de
a %GAL. Por lo tanto, por ejemplo, las bases que representan un codén de un resto de aminoacido que se cree que
es importante para el rendimiento de unién (rendimiento de unién al sustrato) con un resto de a-galactosa en un
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sustrato de a-GAL vy la reactividad catalitica hacia el sustrato son preferentemente bases que no estan mutadas
(suprimidas, sustituidas, o afiadidas) a partir de la secuencia de bases que se describe de (i) a (iii). Ejemplos
preferentes de tales bases de la secuencia de bases que se describen de (i) a (iii) incluyen bases que corresponden
a las posiciones de las bases en las posiciones 82 a 93 (4 codones), las bases en las posiciones 229 a 243
(5 codones), las bases en las posiciones 349 con 381 (11 codones), las bases en las posiciones 448 a 474
(9 codones), las bases en las posiciones 574 a 576 (1 coddn), las bases en las posiciones 625 a 660 (12 codones), y
las bases en las posiciones 724 a 762 (13 codones) en la secuencia de bases que se muestra en la secuencia N° 1
entre la secuencia de bases que se describe de (i) a (iii). Entre estas bases, son particularmente preferentes las
bases que corresponden a las bases en las posiciones 466 a 468 y las bases en las posiciones 649 a 651, que
representan codones de restos de aminoacidos de un sitio catalitico.

Ademas, en el ADN que se describe en (b), las bases que representan un codén de un resto de aminoacido que se
cree que es importante para formar un homodimero también son preferentemente bases que no estan mutadas
(suprimidas, sustituidas, o afiadidas) a partir de la secuencia de bases que se describe de (i) a (iii). Ejemplos
preferentes de tales bases de la secuencia de bases que se describen de (i) a (iii) incluyen bases que corresponden
a las posiciones de las bases en las posiciones 133 a 135 y las bases en las posiciones 1.048 a 1.050 en la
secuencia de bases que se muestra en la secuencia N° 1 entre la secuencia de bases que se describe de (i) a (iii).

Ademas, en el ADN que se describe en (b), las bases que representan un codén de un resto de aminoacido que es
un sitio de unién de cadena de azucar de tipo N también son preferentemente bases que no estan mutadas
(suprimidas, sustituidas, o afiadidas) a partir de la secuencia de bases que se describe de (i) a (iii). Ejemplos
preferentes de tales bases de la secuencia de bases que se describen de (i) a (iii) incluyen bases que corresponden
a las posiciones de las bases en las posiciones 370 a 372, las bases en las posiciones 529 a 531, las bases en las
posiciones 601 a 603, las bases en las posiciones 1.075 a 1.077, y las bases en las posiciones 1.153 a 1.155 en la
secuencia de bases que se muestra en la secuencia N° 1 entre la secuencia de bases que se describe de (i) a (iii).

Un ejemplo particularmente preferente del ADN que se describe en (b) es ADN formado por una secuencia de bases
que no es completamente la misma que la secuencia de bases del ADN que se describe en (a) pero en el que la
secuencia de aminoacidos después de la traduccién es completamente la misma que la secuencia de aminoacidos
del ADN que se describe en (a) (es decir, ADN obtenido mediante la realizacién de una mutacion silenciosa en el
ADN que se describe en (a)).

Con respecto a un gen que codifica la proteina de la presente invencion, los codones que corresponden a cada uno
de los aminoacidos después de la traduccion no se ven limitados de forma particular. Por consiguiente, el gen que
codifica la proteina de la presente invenciéon puede contener ADN que representa codones que se usan por lo
general (preferentemente, codones cuya frecuencia de uso es elevada) en mamiferos, tales como los seres
humanos, después de la traduccién. Como alternativa, el gen puede contener ADN que representa codones que por
lo general se usan (preferentemente, codones cuya frecuencia es elevada), por ejemplo, en un microorganismo, tal
como E. coli o levadura, o una planta, después de la transcripcion.

4. Vector recombinante y transformante

Con el fin de expresar la proteina de la presente invencion, en primer lugar, es necesario incorporar el gen de la
presente invencion que se ha descrito anteriormente en un vector de expresién para construir un vector
recombinante. En esta etapa, si fuera necesario, un promotor de la transcripcion, la secuencia SD (en el caso en el
que un huésped es una célula procaridtica) y la secuencia Kozak (en el caso en el que un huésped es una célula
eucariota) se puede unir cadena arriba del gen a incorporar en el vector de expresion con antelacion. Un terminador
se puede unir cadena abajo del mismo con antelacion. Ademas, un potenciador, una sefial de corte y empalme, una
sefial de adicién poli-A, un marcador selectivo, y similares también se pueden unir con antelacion. Los elementos
mencionados anteriormente, tales como un promotor de la transicidon, necesarios para la expresion de un gen
pueden estar contenidos originalmente en el gen. En el caso de que estos elementos estén contenidos originalmente
en el vector de expresion, se pueden usar los elementos contenidos en el vector de expresion. Por lo tanto, la forma
de abuso de estos elementos no esta limitada en particular.

Como un procedimiento para incorporar el gen en un vector de expresion, se pueden usar diversos tipos de
procedimientos que usan una técnica de recombinacion génica conocida, por ejemplo, un procedimiento que usa
una enzima de restriccion, o un procedimiento que usa una topoisomerasa. El vector de expresion no esta limitado
siempre y cuando el vector de expresion pueda mantener un gen que codifica una proteina de la presente invencion.
Ejemplos del vector de expresiéon vector incluyen ADN plasmido, ADN bacteriéfago, ADN de retrotransposoén, un
vector de retrovirus, un ADN de cromosoma artificial. Se puede seleccionar y usar de forma apropiada un vector que
se puede combinar adecuadamente con una célula huésped usada.

Posteriormente, el vector recombinante construido se introduce en un huésped para obtener un transformante y el
transformante se cultiva. Por lo tanto, la proteina de la presente invencion se puede expresar. El término
"transformante” usado en la presente invencion se refiere a un producto en el que un gen extrafio se introduce en un
huésped. Por ejemplo, el transformante incluye un producto en el que un gen extrafio se introduce mediante la
introduccion de ADN plasmido o similar en un huésped (transformacion) y un producto en el que un gen extrafio se

15



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2547726 T3

introduce por infeccion de un huésped con un virus o un fago (transduccion).

El huésped no esta limitando siempre y cuando el huésped pueda expresar una proteina de la presente invencion
después de que el vector recombinante se introduzca dentro de la misma, y se puede seleccionar apropiadamente.
Ejemplos del mismo incluyen huéspedes conocidos tales como células animales, por ejemplo, una célula humanay
una célula de raton, células vegetales, bacterias, levadura y células vegetales.

Cuando se usa una célula animal como un huésped, por ejemplo, un fibroblasto humano, se usa una célula CHO,
una célula COS-7 de mono, Vero, una célula L de raton, una GH3 de rata, una célula FL humana, o similar. Como
alternativa, también se pueden usar células de insecto tal como una célula Sf9 o una célula Sf21.

Cuando se usa una bacteria como un huésped, por ejemplo, se usa E. coli o Bacillus subtfilis.

Cuando se usa levadura como un huésped, por ejemplo, se usa Saccharomyces cerevisiae o Schizosaccharomyces
pombe.

Cuando se usa una célula vegetal como un huésped, por ejemplo, se usara una célula BY-2 de tabaco.

El procedimiento para obtener un transformante no esta limitado y se puede seleccionar de forma apropiada en
consideracion de la combinacion de los tipos de huésped y vector de expresion usados. Los ejemplos preferentes
del procedimiento incluyen un procedimiento de electroporacion, un procedimiento de lipofeccion, un procedimiento
de choque térmico, un procedimiento de polietilenglicol (PEG), un procedimiento de fosfato calcico, un procedimiento
de dietilaminoetil dextrano (DEAE-dextrano) y un procedimiento de infeccion de un virus tal como un virus de ADN o
un virus de ARN.

En el transformante resultante, el tipo de codén de un gen contenido en el vector recombinante no esta limitado. El
tipo de codén puede ser idéntico o diferente del tipo de codén de un huésped que se usa en realidad.

5. Procedimiento de produccion de proteina

Una proteina de la presente invencion se puede producir cambiando la estructura del sitio activo (en particular, el
sitio de unidn al sustrato) de a-NAGA de tipo silvestre de modo que un sustrato de a-GAL se puede unir al mismo. Si
el sustrato de a-GAL se puede unir al sitio activo, el sustrato se puede hidrolizar mediante una catalisis debido al
sitio catalitico de a-NAGA de tipo silvestre.

Tal cambio en la estructura se realiza como sigue a continuacion. Por ejemplo, como se ha descrito anteriormente,
en la secuencia de aminoacidos que constituye el sitio activo (sitio de unién al sustrato) de a-NAGA de tipo silvestre,
(i) la serina en la posicion 188 esta sustituida con otro aminoacido tal como acido glutamico o acido aspartico, (ii) la
alanina en la posicion 191 esta sustituida con otro aminoacido tal como leucina, valina, isoleucina, fenilalanina o
metionina, o (iii) tanto la serina en la posicién 188 como la alanina en la posicién 191 estan sustituidas tal como se
describe en (i) y (ii) mencionados anteriormente mediante una técnica de recombinacion génica. EI cambio en la
estructura se puede conseguir cambiando la estructura tridimensional de las cadenas laterales de los aminoacidos
antes y después de la sustitucion. En consecuencia, la especificidad del sustrato de a-NAGA de tipo silvestre se
puede cambiar. En particular, el cambio en la estructura mencionado anteriormente se realiza preferentemente por
sustitucion de la serina en la posicion 188 con acido glutamico y mediante la sustitucion de la alanina en la posicion
191 con leucina. Por lo tanto, la especificidad del sustrato de a-GAL se puede transmitir a a-NAGA. En el cambio en
la estructura mencionado anteriormente, una sustitucion de aminoacido que causa un cambio en la estructura
tridimensional significativo es la sustitucion de la alanina en la posicion 191, por ejemplo, con leucina. Mas
especificamente, la cadena lateral del aminoacido en la posicién 191 se cambia a partir de "-CH3", que es la cadena
lateral de alanina, hasta una cadena lateral voluminosa, tal como "-CH,-CH(CH3)-CHs", que es la cadena lateral de la
leucina. Como resultado, el espacio del sitio activo en el que se incorpora el grupo N-acetilo en un sustrato de
a-NAGA se limita, disminuyendo de ese modo el rendimiento de unién de la proteina con el sustrato. En su lugar, el
rendimiento de unién con un sustrato de a-GAL aumenta en consecuencia.

La proteina de la presente invencion se puede producir de forma especifica mediante un procedimiento que incluye
una etapa de cultivo del transformante que se ha descrito anteriormente y una etapa de recogida de una proteina
que tiene actividad de a-galactosidasa del producto cultivado resultante. En el presente documento, la expresion
"producto cultivado" se refiere a todos de un sobrenadante de cultivo, células cultivadas, bacterias cultivadas, células
alteradas y bacterias alteradas. El cultivo del transformante se puede realizar de acuerdo con un procedimiento
normal usado para cultivo de un huésped. La proteina diana se acumula en el producto cultivado.

Como un medio usado para el cultivo, se puede usar un medio natural o un medio sintético conocidos siempre y
cuando el medio contenga, por ejemplo, una fuente de carbono, una fuente de nitrégeno y sales inorganicas, todas
las cuales las puede usar el huésped, y el transformante se puede cultivar de forma eficaz.

Con el fin de evitar el desprendimiento de un vector recombinante contenido en el transformante y el
desprendimiento de un gen que codifica una proteina diana, el cultivo se puede realizar en un estado en el que se
aplica una presion selectiva. De forma especifica, en el caso de un marcador selectivo es un gen de resistencia a
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farmacos, se puede afadir un farmaco correspondiente al medio. En el caso en el que un marcador selectivo es un
gen complementario auxotrofico, un factor nutricional correspondiente se puede retirar del medio. Por ejemplo, en el
caso en el que se cultiva un fibroblasto humano transducido con un vector que contiene el gen resistente a G418, se
puede afiadir G418 (sulfato de G418) durante el cultivo, si fuera necesario.

En el caso en el que, por ejemplo, se cultiva un transformante transformado con un vector de expresion en el que se
usa un promotor que se puede inducir como un promotor, se puede afiadir al medio un inductor apropiado (por
ejemplo, isopropil B-D-tiogalactopiranésido (IPTG)), si fuera necesario.

Las condiciones de cultivo del transformante no estan limitadas en particular siempre y cuando la productividad de la
proteina diana y el crecimiento del huésped no se vean interrumpidos. En general, el cultivo se realiza a una
temperatura en el intervalo de 10 °C a 40 °C, y preferentemente en el intervalo de 20 °C a 37 °C de 5 a 100 horas. El
pH se puede ajustar usando un acido inorganico u organico, una solucion alcalina, o similares. Ejemplos del
procedimiento de cultivo incluyen cultivo soélido, cultivo estatico, cultivo con agitacion, y cultivo con agitacion y
aireacion.

Cuando la proteina diana se produce en bacterias o en células, la proteina diana se puede recoger por alteracion de
las bacterias a las células. Como un procedimiento de alteracion de las bacterias o las células, se puede usar, por
ejemplo, un tratamiento a alta presion usando una prensa Francesa o un homogeneizador, un tratamiento
ultrasénico, un tratamiento de molienda usando perlas de vidrio o similares, un tratamiento enzimatico usando
lisozima, celulasa, pectinasa, o similares, un tratamiento de congelacién-descongelacién, un tratamiento con una
solucion y hipotonica, o un tratamiento de induccion de la bacteridlisis usando un fago. Después de la alteracion, el
resto de alteracion (que contiene una fraccion insoluble en un extracto celular) de las bacterias en las células se
puede retirar, si fuera necesario. Ejemplos del procedimiento para retirar el resto incluyen separacion con centrifuga
infiltracion. Ademas, la eficacia de la retirada del resto se puede aumentar usando, por ejemplo, un floculante o una
ayuda de filtro, si fuera necesario. El sobrenadante obtenido después de la retirada del resto es una fraccion soluble
en el extracto celular, y se puede usar como una solucién de proteina en bruto.

Cuando la proteina diana se produce en bacterias o en células, como alternativa, las bacterias o las células se
puede recuperar, por ejemplo, mediante separacién con centrifuga o separacion con membrana, y de este modo, la
proteina se puede usar sin alteracion de las bacterias o las células.

Por el contrario, cuando la proteina diana se produce fuera de bacterias o fuera de células, la solucion de cultivo se
usa sin tratamiento adicional, o las bacterias las células se retiran, por ejemplo, mediante separacién con centrifuga
o filtracién. Posteriormente, la proteina diana se recoge del producto cultivado, por ejemplo, por extraccion mediante
precipitacion con sulfato de amonio, si fuera necesario. Ademas, de acuerdo con las necesidades, la proteina diana
se puede aislar y purificar por didlisis y cromatografia (tal como filtraciéon en gel, cromatografia de intercambio iénico,
o cromatografia por afinidad).

El rendimiento de la produccion de una proteina obtenida por cultivo de un transformante o similar se puede
determinar, por ejemplo, mediante electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecil sulfato sédico (SDS-PAGE) en
términos de las unidades por solucién de cultivo, las unidades por peso en himedo o peso seco de bacterias, las
unidades por proteina en una solucién enzimatica en bruto o similares.

Ademas del sistema de sintesis de proteinas que usa un transformante que se ha descrito anteriormente, se puede
producir una proteina diana usando un sistema de sintesis de proteinas de libre de células en el que no se usan
células vivas.

El sistema de sintesis de proteinas libre de células es un sistema en el que se sintetiza una proteina diana en un
recipiente artificial tal como un tubo de ensayo usando un extracto celular. Un sistema de sintesis de proteinas libres
de células que también se puede usar incluye un sistema de transcripcion libre de células en el que el ARN se
sintetiza usando ADN como un molde.

En este caso, el extracto celular usado tiene su origen preferentemente en la célula huésped que se ha descrito
anteriormente. Ejemplos del extracto celular que se puede usar incluyen extractos que tiene su origen en células
eucariotas y extractos que tiene su origen en células procariotas. Mas especificamente, los ejemplos del extracto
celular incluyen extractos de una célula CHO, un reticulocito de conejo, una célula L de ratén, una célula Hela,
germen de trigo, levadura en gemacion o E. coli. El extracto celular se puede concentrar o diluir para su uso. Como
alternativa, el extracto celular se puede usar sin tratamiento adicional. Por lo tanto, el procedimiento de uso del
extractor celular no esta limitado.

El extracto celular se puede obtener, por ejemplo, por ultrafiltracion, dialisis y precipitacion en polietilenglicol (PEG).

Como alternativa, tal sintesis de proteinas libres de células se puede realizar usando kit disponible en el mercado.
Ejemplos del kit incluyen un kit reactivo PROTEIOS™ (Toyobo Co., Ltd.), Sistema TNT™ (Promega), un dispositivo
para sintesis PG-Mate™ (Toyobo Co., Ltd.) y RTS (Roche Diagnostics K.K.).
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La proteina diana producida o sintesis de proteinas libres de células se puede purificar mediante la seleccion de
medios de forma apropiada tales como cromatografia, como se ha descrito anteriormente.

6. Composicion farmacéutica
(i) Composicion farmacéutica usada como agente enzimatico usado en sustitucion enzimatica o similares

Como se ha descrito anteriormente, la proteina de la presente invencion puede conseguir diversos efectos
excelentes con respecto al tratamiento de la enfermedad de Fabry, y por lo tanto se puede usar como un principio
activo de un agente terapéutico para la enfermedad de Fabry. Es decir, la presente invencion proporciona un agente
terapéutico para la enfermedad de Fabry que contiene una composicion farmacéutica que contiene la proteina de la
presente invencion que se ha descrito anteriormente. Un ejemplo especifico preferente de este agente terapéutico
es un agente enzimatico que se puede usar para terapia de sustitucion enzimatica.

La proteina de la presente invencion, que funciona como un principio activo en la composicion farmacéutica, se
puede usar en forma de una sal, un hidrato, o similar, si fuera necesario. Ademas, la proteina de la presente
invencion se puede usar en un estado en el que se realiza una modificaciéon quimica apropiada en consideracion de
la estabilidad del almacenamiento (en particular, mantenimiento de actividad) como un agente terapéutico. Por lo
tanto, la forma de la proteina de la presente invencion no esta limitada.

La composicion farmacéutica puede contener componentes distintos de la proteina de la presente invencion.
Ejemplos de los otros componentes incluyen diversos componentes farmacéuticos (tales como diversos tipos de
vehiculos farmacéuticamente aceptables) que son necesarios de acuerdo con el uso (la forma de uso) de la
composicion farmacéutica. Los otros componentes se pueden contener de forma apropiada siempre y cuando los
efectos conseguidos por la proteina de la presente invencion y similares no se vean alterados.

En el caso en el que la composicion farmacéutica se usa como un agente enzimatico usado en inducciéon enzimatica,
la relacion de mezcla de la proteina de la presente invencion, y los tipos y relaciones de mezcla de otros
componentes usados se puede determinar de forma apropiada de acuerdo con un procedimiento de preparacion de
un agente enzimatico conocido usado en sustitucion enzimatica (en particular, un agente enzimatico usado en
terapia de sustitucion enzimatica para la enfermedad de Fabry).

El procedimiento para administrar la composicidon farmacéutica no esta limitado. Cuando la composicion
farmacéutica es un agente enzimatico usado en sustitucion enzimatica, por lo general se usa administracion
parenteral tal como goteo intravenoso. En la preparacion farmacéutica que se puede usar en diversos
procedimientos de administracion tales como administracion parenteral, por ejemplo, se puede seleccionar y usar de
forma apropiada un excipiente, una carga, un expansor, un aglutinante, un humectante, un agente disgregante, un
lubricante, un tensioactivo, un dispersante, un tampoén, un conservante, un solubilizante, un antiséptico, un agente
saborizante, un agente balsamico, un agente estabilizante, y un agente de isotonicidad, todos los cuales se usan por
lo general en la produccién de medicamentos, y por lo tanto, la composicion farmacéutica se puede preparar
mediante un procedimiento existente.

La forma de la composicion farmacéutica no esta limitada. Cuando la composicién farmacéutica es un agente
enzimatico usado en sustitucion enzimatica, por lo general se usa una inyeccion intravenosa (incluyendo infusion por
goteo). Por ejemplo, la composicion farmacéutica se puede proporcionar en la forma de, por ejemplo, una ampolla
de una sola dosis o un envase de multiples dosis.

En general, la dosificacion de la composicion farmacéutica se puede determinar de forma apropiada en un amplio
intervalo en consideraciéon no solamente de la relacion de mezcla del principio activo en la preparacion farmacéutica
sino también la edad y peso corporal del sujeto (paciente) al que se va a administrar la composicion farmacéutica, el
tipo de enfermedad, la patologia, la via de administracién, el nimero de administraciones, el plazo de administracion
y similares. En particular, en el caso en el que el agente terapéutico de la presente invenciéon es un agente
enzimatico usado en sustitucién enzimatica, el nimero de veces de administraciéon es preferentemente de
aproximadamente uno cada dos a cuatro semanas. En tal caso, la cantidad de agente enzimatico administrado cada
vez se determina de modo que, por ejemplo, se puede administrar preferentemente de aproximadamente 0,1 a
10 mg/kg, mas preferentemente de aproximadamente 0,1 a 5mg/kg, y ademas preferentemente de
aproximadamente 0,2 a 1 mg/kg de la proteina o similares (encima recombinante) de la presente invencion, que es
un principio activo, con respecto al peso corporal de un paciente.

En la presente invencion, la proteina (encima recombinante) de la presente invencion, que funciona como un
principio activo, tiene una estabilidad excelente en sangre y una eficacia de incorporacion elevada en una célula de
un 6rgano afectado. Por lo tanto, incluso cuando la proteina se usa en una cantidad mas pequefia que la que se usa
en composiciones farmacéuticas conocidas, se puede conseguir el efecto de la sustitucion enzimatica que es el
mismo o mas fuerte que el conseguido con las composiciones farmacéuticas conocidas. Ademas, los efectos
secundarios adversos alérgicos de la proteina de la presente invencion son insignificantes. Por consiguiente, las
cargas fisicas, mentales, y econémicas en pacientes se pueden reducir notablemente.
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(i) Composicion farmacéutica usada como agente terapéutico génico

Como se ha descrito anteriormente, el gen de la presente invencién codifica una proteina de la presente invencion
que puede conseguir diversos efectos excelentes con respecto al tratamiento de la enfermedad de Fabry, y por lo
tanto se puede usar como un principio activo de un agente terapéutico (agente terapéutico génico) de la enfermedad
de Fabry. Es decir, la presente invencion proporciona un agente terapéutico génico para la enfermedad de Fabry
que contiene, como un principio activo, una composicion farmacéutica que contiene el gen de la presente invencion
que se ha descrito anteriormente.

En el caso en el que la composicién farmacéutica se usa como un agente terapéutico génico, se usa un
procedimiento de administracién directamente por inyeccion o un procedimiento de administracién de un vector en el
que se incorpora un acido nucleico. Ejemplos del vector incluyen un vector de adenovirus, un vector de virus
adeno-asociado, un vector de del virus del herpes, un vector de virus vaccinia, un vector de retrovirus y un vector de
lentivirus. Mediante el uso de estos vectores de virus, el agente terapéutico génico se puede administrar con eficacia
elevada. También se puede usar un kit de transferencia génica disponible en el mercado (por ejemplo, nombre del
producto: AdenoExpress, fabricado por Clontech).

Ademas, en el caso en el que la composicion farmacéutica se usa como un agente terapéutico génico, la
composicion se puede introducir en un reticulo endoplasmatico fosfolipidico tal como liposoma, y se puede
administrar el reticulo endoplasmatico. De forma especifica, un reticulo endoplasmatico en el que se mantiene un
gen de la presente invencion se introduce en una célula predeterminada mediante un procedimiento de lipofeccion.
La célula resultante se administra a continuacién, por ejemplo, en una vena o una arteria. Como alternativa, tal
célula se puede administrar por via local en un érgano afectado por la enfermedad de Fabry. Por ejemplo, en el caso
en el que la composicién farmacéutica se administra a un adulto, la dosis es preferentemente de aproximadamente
0,1 ug/kg a 1.000 mg/kg, y mas preferentemente, de aproximadamente 1 ug/kg a 100 mg/kg al dia con respecto al
peso corporal del paciente.

7. Procedimiento de tratamiento de la enfermedad de Fabry

La presente invencion incluye un procedimiento para tratar la enfermedad de Fabry que incluye la administracion de
la composicion farmacéutica a un paciente con Fabry. La presente invencion también incluye el uso de la
composicion farmacéutica para tratar la enfermedad de Fabry, y el uso de la composicion farmacéutica o la proteina
de la presente invencion para producir medicamentos para tratar la enfermedad de Fabry.

La composicion farmacéutica usada en el procedimiento de tratamiento de la presente invenciéon puede ser una
composicion farmacéutica que contiene una proteina de la presente invencion ("seccion 6 (i)" mencionada
anteriormente), una composiciéon farmacéutica que contiene un gen de la presente invencion ("seccion 6 (ii)"
mencionada anteriormente), o una combinacién de estas composiciones farmacéuticas. La composicion
farmacéutica no esta limitada a las mismas, y se puede seleccionar de forma apropiada en consideracion de la
patologia del paciente, la presencia o ausencia de efectos secundarios adversos, el efecto de administracion, y
similares. Aqui, cada una de las composiciones farmacéuticas a administrar a un paciente con Fabry se puede
administrar en forma de uso del agente enzimatico usado en sustitucidon enzimatica o el agente terapéutico génico
que se ha descrito anteriormente.

En particular, cuando las composiciones farmacéuticas se usan en combinacién tal como se ha descrito
anteriormente, por ejemplo, la proporcion de la cantidad de administracion, el nimero de veces de administracion, y
el plazo de administraciéon de cada una de las composiciones farmacéuticas se puede determinar de forma
apropiada de acuerdo con las condiciones de cada paciente. Por ejemplo, un procedimiento de administracion
preferente y una cantidad de administracion preferente de cada una de las composiciones farmacéuticas y similares
son como se han descrito anteriormente.

La presente invencion se describira a continuacion de forma mas especifica usando Ejemplos, pero la presente
invencion no se limita a los mismos.

Ejemplo 1
<Seleccion de sitios de mutacion a introducir en a-N-acetilgalactosaminidasa (a-NAGA)>

Con el fin de disefiar una nueva enzima en la que la especificidad del sustrato de a-NAGA humana se modifica en
una especificidad de sustrato similar a la de la a-GAL humana, se determinaron sitios (posiciones de un aminoacido)
de mutacion a introducir en a-NAGA humana por comparacion y estudio usando modelos estructurales
tridimensionales de proteinas. El procedimiento y resultados de la determinacion se describen a continuacion de
forma especifica.

1. Datos usados
Se usaron los datos de la secuencia de aminoacidos de a-NAGA humana y a-GAL humana que se registran en

Swiss-Prot como se describe a continuacién. Se usaron dos datos estructurales tridimensionales de la proteina de
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a-NAGA de pollo y a-GAL humana que se registran en el Banco de Datos de Proteinas (PDB) como se describe a
continuacion.

(1) Datos de la secuencia de aminoacidos
Base de datos usada: Swiss-Prot (http://tw.expasy.org/uniprot/)

nombre de entrada numero de acceso
" -NAGA Humana NAGAB_HUMAN ' P17050 '
a-GAL Humana AGAL_HUMAN P06280

(2) Datos estructurales tridimensionales de proteina

Base de datos usada: Banco de Datos de Proteinas (PDB) (http://www.rcsb.org/pdb/)

ID de PDB
a-NAGA de Pollo 1KTC (véase 1 a continuacion) I
a-GAL Humana 1R47 (véase 2 a continuacién)

1: Garman SC y col., Structure (Camb), 2002, 10 (3): 425-34.
2: Garman SC y col., J. Mol. Biol., 2004, 19; 337 (2): 319-35.

2. Construcciéon de modelo de estructura tridimensional de a-NAGA humana

La construccion de un modelo de estructura tridimensional de a-NAGA humana se realizé en base a la estructura
tridimensional de a-NAGA de pollo usando un procedimiento de modelado de homologia, que es un procedimiento
existente (véase Sutcliffe MJ y col., Prot. Eng., 1987, 1, 377-84; y Sutcliffe MJ y col., Prot. Eng., 1987, 1, 385-92). La
estructura tridimensional de a-NAGA derivada de pollo (el complejo con un sustrato) registrada en PDB se us6 como
una estructura tridimensional de molde. El grado de emparejamiento (identidad) de aminoacidos entre a-NAGA
humana y a-NAGA de pollo es de un 75 %, que satisface la condicién (identidad = 30 %) para construir un modelo
de estructura tridimensional mediante el procedimiento de modelado de homologia. La construccion de un modelo
de estructura tridimensional mediante el procedimiento de modelado de homologia se realizé6 usando MODELLER,
que es un software existente (que se puede usar accediendo a MODELLER en la Web de CBSU
(http://cbsuapps.tc.cornell.edu/modeller.aspx)). Ademas, se construyd un modelo de un complejo con un sustrato de
a-NAGA humana ajustando un sustrato unido a a-NAGA de pollo en el modelo de estructura tridimensional
construido de a-NAGA humana de acuerdo con la posicion del sustrato unido a a-NAGA de pollo.

3. Comparacion de estructuras tridimensionales que contribuyen a la especificidad del sustrato de a-GAL humana y
la de a-NAGA humana

La estructura tridimensional de a-NAGA humana es similar a la de a-GAL humana, y los dominios cataliticos tanto de
a-NAGA humana como de a-GAL humana tienen una estructura de barril (Ba)s. Los restos de aminoacidos (restos
cataliticos) necesarios para una accion catalitica existente en el sitio activo (incluyendo un sitio catalitico y un sitio de
union al sustrato) se localizan en el lado C-terminal de cada hebra de la estructura de barril (Ba)s. En las Figs. 1y 2,
se muestran las estructuras tridimensionales de a-NAGA humana y a-GAL humana mediante un modelo de bandas,
y los restos de aminoacidos del sitio catalitico y el sitio de unién al sustrato en cada una de las estructuras se
muestran con un modelo de barras. Con el fin de comparar las relaciones posicionales entre un sustrato y los restos
del sitio catalitico y el sitio de unién al sustrato en términos de estructura tridimensional, la estructura tridimensional
de a-NAGA se superpuso en la estructura tridimensional de a-GAL con el procedimiento de superposicion
desarrollado por Kabsch (véase Kabsch W. y col., Acta Crystallogr; 1976: A32, 827-828; y Kabsch W. y col., Acta
Crystallogr; 1978: A34, 922-923). Posteriormente, en el modelo de a-NAGA humana, se seleccionaron restos de
aminoacidos relacionados con la unién del sustrato por extraccion de restos de aminoacidos adyacentes al sustrato.
Los resultados se muestran en la Tabla 1. La columna derecha de la Tabla 1 muestra 14 restos de aminoacidos
seleccionados de a-NAGA humana, y la columna izquierda de la Tabla 1 muestra aminoacidos en a-GAL humana
que corresponden posicionalmente a los 14 restos de aminoacidos.
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Tabla 1
@ -GAL Humana @ -NAGA Humana

Trp47 Trp33
Asp92 Asp78
Asp93 Asp79
Tyr134 Tyri19
Cys142 Cys127
Lys168 Lys154
Aspl170 (%) Asp156 (%)
Cys172 Cys158
Glu203 Ser188
Leu206 Ala191
Tyr207 Tyr192
Arg227 Arg213
Asp231 (%) Asp217 (%)
Asp266 Asp252

(*) resto catalitico

Estos restos de aminoacidos se compararon entre si superponiendo la estructura tridimensional de a-NAGA humana
con la de a-GAL humana para detectar restos que son idénticos entre si y restos que son diferentes entre si. Por lo
tanto, se eliminaron los puntos comunes y los puntos de diferencia en las secuencias de aminoacidos de a-GAL
humana y a-NAGA humana.

4. Puntos en comun entre a-GAL humana y a-NAGA humana

Como resultado, se encontrd que entre los 14 restos extraidos, 12 restos que incluyen Asp156 y Asp217, que son el
sitio catalitico de a-NAGA humana, son idénticos entre a-NAGA y a-GAL. Los atomos en estos restos de
aminoacidos en las estructuras tridimensionales superpuestas también se superponen de forma satisfactoria entre
si, y por lo tanto, se confirmo que las posiciones en las estructuras tridimensionales también son muy similares entre
si. La Fig. 2A muestra posiciones de los restos de aminoacidos en las estructuras tridimensionales, siendo los restos
de aminoacidos comunes a a-NAGA y a-GAL. La Fig. 2C muestra la interaccion entre cada uno de los restos de
aminoacidos y un sustrato. Se cree que todos estos restos estan relacionados con el sustrato mediante un enlace de
hidrégeno o un enlace hidréfobo. Obsérvese que, en la Fig. 2C, los aminoacidos que no estan subrayados son
aminoacidos comunes a a-NAGA y a-GAL, y los aminoacidos subrayados son aminoacidos diferentes entre a-NAGA
y a-GAL.

5. Puntos de diferencia entre a-GAL humana y a-NAGA humana

Hay dos restos que son diferentes entre a-GAL humana y a-NAGA humana (véase la Fig. 2C). En a-GAL, los restos
de aminoacidos que corresponden a Ser188 y Ala191 de a-NAGA eran Glu203 y Leu206, respectivamente. La Fig.
2B muestra posiciones de los restos de aminoacidos que son diferentes entre a-NAGA y a-GAL en la estructura
tridimensional.

Tal como se muestra en la Fig. 2C, en a-GAL, un "grupo -OH (un grupo hidroxilo)" esta unido al atomo de carbono
en la posiciéon 2 del azucar (anillos de seis miembros) en el sustrato de a-GAL, y en a-NAGA, un "grupo -NH-
C(CH3)=0 (un grupo N-acetilo)" esta unido al atomo de carbono en la posicién 2 del azucar (anillos de seis
miembros) en el sustrato de a-NAGA.

Se supone que, en a-NAGA, el grupo hidroxilo de la cadena lateral de Ser188 esta unido al atomo de oxigeno del
grupo N-acetilo en el sustrato por un enlace de hidrégeno, y el grupo metilo de la cadena lateral de Ala191 esta
unido al grupo metilo del grupo N-acetilo en el sustrato hidréfobo. En base a estas suposiciones, se cree que Ser188
y Ala191 de a-NAGA son restos importantes para el reconocimiento del grupo N-acetilo en el sustrato.

Por el contrario, se ha informado que, en a-GAL humana, Glu203 y Leu206, que son diferentes a los restos
correspondientes de a-NAGA, son importantes para reconocer un sustrato de a-GAL (Garman SC y col., J. Mol.
Biol., 2004, 19; 337 (2): 319-35). Ademas, se ha aclarado que, a partir de analisis de estructura cristalina por rayos
X, el grupo carboxilo de la cadena lateral de Glu203 de a-GAL forma un enlace de hidrégeno con el grupo hidroxilo
del sustrato. Ademas, Leu206 de a-GAL es un resto que tiene una cadena lateral voluminosa y ocupa una parte del
espacio del sitio de union al sustrato de a-GAL. Por otro lado, el grupo hidroxilo (en la posicion 2) en el sustrato de
a-GAL es un grupo funcional que no es voluminoso. Es evidente que el grupo hidroxilo es mas pequefio, por
ejemplo, que el grupo N-acetilo en el sustrato de a-NAGA. Por consiguiente, se cree que, en la unién entre a-GAL y
el sustrato, el tamarfio del espacio del sitio de unidn al sustrato de a-GAL es adecuado para el tamafo del grupo
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hidroxilo en el sustrato. En consecuencia, se penso que, en a-GAL, dos restos de Glu203 y Leu206 contribuyen en
gran medida a la especificidad del sustrato.

6. Verificacion de la especificidad del sustrato mediante modelos de estructura tridimensional

Ademas, con el fin de verificar la interaccion de a-NAGA con un sustrato y la interaccion de a-GAL con un sustrato,
se construyeron modelos en los que los sustratos se intercambiaron entre si, es decir, (i) un modelo complejo que
combina el sustrato de a-GAL con a-NAGA, y (ii) un modelo complejo que combina el sustrato de a-NAGA con
a-GAL, para examinar la influencia de los dos restos que son diferentes entre a-NAGA y a-GAL en los sustratos.

De acuerdo con los resultados, en el modelo complejo en el que el sustrato de a-GAL se ajustd en el modelo de
estructura de a-NAGA, la cadena lateral de Ser188 de a-NAGA no interactuaba con el grupo hidroxilo en la posicion
2 del sustrato de a-GAL. Ademas, se formo un espacio de eliminacion entre Ala191 y el sustrato de a-GAL, y por lo
tanto, no se observo interaccion con el grupo hidroxilo. Por otro lado, en el modelo complejo en el que el sustrato de
a-NAGA se ajustd en la estructura de a-GAL, se confirmé que el grupo N-acetilo en la posicién 2 del sustrato de
a-NAGA se une frente a Glu203 y Leu206 de a-GAL. En consecuencia, se predijo que la unién del sustrato estaba
bloqueada por la presencia de estos dos restos.

Estos resultados predichos eran compatibles con los resultados experimentales que se han descrito anteriormente.
Por lo tanto, se mantiene que Ser188 y Ala191 of a-NAGA y Glu203 y Leu206 de a-GAL son importantes para la
especificidad del sustrato de a-NAGA y a-GAL, respectivamente.

7. Sustitucién de resto de aminoacido para la modificacion de especificidad del sustrato de a-NAGA humana a
especificidad del sustrato similar a la de a-GAL humana

Tal como se ha descrito anteriormente, entre a-GAL humana y a-NAGA humana, las secuencias de aminoacidos son
completamente idénticas incluyendo el sitio catalitico excepto para los dos restos que reconocen el grupo funcional
unido al atomo de carbono en la posiciéon 2 del azucar (anillo de seis miembros) en cada uno de los sustratos. Esto
indica que es posible mantener la actividad catalitica tal como es antes de la sustitucion y cambiar solamente la
especificidad del sustrato de a-NAGA especifico a a-GAL especifico o viceversa por sustitucion de estos dos restos
que contribuyen en gran medida a la especificidad del sustrato. Con el fin de cambiar la especificidad del sustrato de
a-NAGA humana y expresar la actividad de a-GAL por a-NAGA, es importante una sustitucion de aminoacidos en
estas dos posiciones. Mediante la sustituciéon de Ser188 de a-NAGA humana con Glu, el reconocimiento mediante
un enlace de hidrégeno con el grupo N-acetilo del sustrato de a-NAGA se puede retirar, y se puede introducir una
interaccion mediante un enlace de hidrégeno a un grupo hidroxilo del sustrato de a-GAL. Ademas, por sustitucion de
Ala191 de a-NAGA humana con Leu, el espacio en el que se va a incorporar un grupo N-acetilo en la unién de un
sustrato de a-NAGA esta ocupado con la cadena lateral voluminosa de Leu, y por lo tanto, la unién del sustrato se
bloquea por este impedimento estérico. Se predijo que, en a-NAGA, se podria retirar el reconocimiento original de un
sustrato de a-NAGA y se podria proporcionar una especificidad elevada con un sustrato de a-GAL mediante los
efectos mencionados anteriormente.

8. Evaluacion del modelo de sustitucion de aminoacidos de a-NAGA humana

En el caso en el que Ser188 de a-NAGA se sustituye con Glu y Ala191 de la misma se sustituye con Leu, con el fin
de confirmar el efecto de la estructura tridimensional periférica, se construyd un modelo de a-NAGA (S188E/A191 |
de a-NAGA) mutante, y la estructura tridimensional del modelo de a-NAGA mutante se comparé con la de a-NAGA
de tipo silvestre. Como resultado, se confirmd que las sustituciones anteriores no afectaban a la estructura
tridimensional formada por restos de aminoacidos periféricos. Por consiguiente, se supuso que en la a-NAGA
mutante en la que estas mutaciones se introdujeron en a-NAGA humana puede existir sin problemas en términos de
la estructura tridimensional.

Ademas, se construyé un modelo complejo en el que un sustrato de a-GAL se ajusto en la estructura de la a-NAGA
mutante. Como resultado, se confirmé que la cadena lateral de Glu188 de la a-NAGA mutante existe dentro de una
distancia en la que la cadena lateral de Glu188 puede formar un enlace de hidrégeno con el grupo hidroxilo en la
posicion 2 del sustrato (véase la Fig. 6(b)). Ademas, en un modelo complejo en el que un sustrato de a-NAGA se
ajusta en la estructura de la a-NAGA mutante, se supuso que el grupo N-acetilo en la posicion 2 del sustrato causa
un impedimento estérico con la cadena lateral de Leu191, y por lo tanto, el modelo complejo tiene una estructura a la
que no se puede unir el sustrato.

De acuerdo con los resultados anteriores, se esperaba que la a-NAGA mutante perdiera la especificidad hacia el
sustrato original de a-NAGA adquiriera una especificidad elevada hacia el sustrato de a-GAL (es decir, la a-NAGA
mutante pierde basicamente la actividad de a-NAGA y adquiere la actividad de a-GAL).

La estructura de la a-NAGA mutante construida (S188E/A191 | de a-NAGA) se muestra en la Fig. 7.

22



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2547726 T3

9. Otros candidatos de sustitucion de aminoacidos de a-NAGA

La modificacién que se ha descrito anteriormente de la especificidad del sustrato se consigue con dos acciones, es
decir, una inhibicion de la unién debida a un impedimento estérico a un sustrato de a-NAGA y la formacién de un
enlace de hidrégeno con un sustrato de a-GAL. Ademas, con respecto a las sustituciones de aminoacidos que se
han descrito anteriormente, se estudid la presencia o ausencia de la posibilidad de sustitucion a otros aminoacidos.

En primer lugar, para la accién de la inhibicién de unién mencionada anteriormente, se realizd una sustitucion con
Leu, que es el mismo aminoacido que en la a-GAL, como un primer candidato. Ademas, como una sustitucion que
consiguioé la misma accion, también era posible una sustitucién con Val, lle, Phe, o Met, que es un resto de
aminoacido hidréfobo.

Ademas, para la accion de la formacion de un enlace de hidrogeno mencionada anteriormente, se realizdé una
sustitucién con Glu, que es el mismo aminoacido que en la a-GAL, como un primer candidato. Ademas, como una
sustitucion que consiguié la misma accion, también era posible una sustitucion con Asp, que también tiene un grupo
carboxilo como Glu.

10. Secuencia de aminoacidos de a-NAGA humana de tipo silvestre y secuencia de aminoacidos de a-NAGA
modificada

La secuencia de aminoacidos de a-NAGA humana de tipo silvestre se muestra en la "secuencia N° 2" y la secuencia
de aminoacidos de la a-NAGA mutante (S188E/A191 | de a-NAGA) se muestra en la "secuencia N° 4".

Ejemplo 2

1. Preparacion de vector de retrovirus de a-N-acetilgalactosaminidasa (a-NAGA)

Un clon de ADNc de a-NAGA (N-acetilgalactosaminidasa de Homo sapiens, alfa, ARN-m, Acceso en Gene Bank:
BC000095, IMAGE: 3504221) se adquiri6 en Open Biosystems. La secuencia de codificacion de a-NAGA se
amplificé por PCR con una composicion de mezcla de reaccion y en una condicion de reaccion y se describe a
continuacion, usando el ADNc de a-NAGA adquirido como un molde con cebadores que se describen a continuacion
y KOD-plus-polimerasa (Toyobo Co., Ltd.).

Cebador 5' de NAGA:

5'-GATGCTGCTGAAGACAGTGCTCTT-3' (secuencia N° 5)
Cebador 3' de NAGA:

5'-TCACTGCTGGGACATCTCCAGGTT-3' (secuencia N° 6)

<Composicién de la mezcla de reaccion>

Molde (10 ng/pl) 1ul
Tampén 10 x 10 ul
dNTP 2,5 mM: 10 pl
MgSO, 25 mM: 4 ul
KOD-plus-polimerasa: 1l
Cebador 5' de NAGA (10 pM): 1ul
Cebador NAGA-3' (10 pM): 1ul
Aqua esterilizada 68 ul
Total: 100 i

<Condicién de reaccion>

La mezcla de reaccién se calenté a 94 °C durante dos minutos. A continuacién, un ciclo que consiste en
"desnaturalizacion y disociacion térmica: 94 °C (15 segundos) — hibridacion: 60 °C (30 segundos) — sintesis y
extension: 68 °C (90 segundos)" se realizé un total de 35 veces y la mezcla de reaccion se enfrié a continuacion
4 °C.

El fragmento de ADN de a-NAGA preparado se purificoé por electroforesis en gel de agarosa.

Un fragmento de ADN de a-NAGA cuyos extremos se fosforilaron con polinucleétido quinasa T4 (NEB) se ligd con
un vector pCX4Neo de retrovirus preparado por escision con una enzima de restriccion Hpa | (extremo Romo) (NEB)
y a continuacion se desfosforild usando Fosfatasa Alcalina, de Intestino de Ternero (NEB) (Tsuyoshi Akagi y col.,
Proc. Natl. Acad. Sci. U S A, 100, 13567-13572 (2003)). pCX4Neo de a-NAGA obtenido por la reaccion de ligacion
se transformo en células competentes para DH5a (Invitrogen Corporation) y se sembré en una placa de LB que
contiene ampicilina. A continuacién se obtuvieron colonias resistentes a ampicilina.
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Cada una de las colonias resistentes resultantes se suspendié en un medio de LB. Se realizé una PCR en las
colonias con una composicion de mezcla de reaccién y en una condicién de reaccién que se describe a
continuacion, usando la suspension de bacterias como un molde con los cebadores que siguen a continuacién y una
Mezcla Maestra para PCR (fabricada por Promega).

Cebador NAGA-5";

5'-GATGCTGCTGAAGACAGTGCTCTT-3' (secuencia N° 5)
Cebador pCX4-3'
5'-AAACCGTTGCTAGCTTAAGTT-3' (secuencia N° 7)

<Composicién de la mezcla de reaccion>

Molde (1 colonia/10 pl): 1 ul
Mezcla Maestra para PCR: 10 ul
Cebador NAGA-5' (10 pM): 0,5 ul
Cebador pCX4-3' (10 pM): 0,5 i
Aqua esterilizada: 8 ul
Total: 20 ul

<Condicién de reaccion>

La mezcla de reaccién se calenté a 95°C durante dos minutos. A continuacién, un ciclo que consiste en
"desnaturalizacion y disociacion térmica: 95 °C (30 segundos) — hibridacion: 55 °C (30 segundos) — sintesis y
extension: 72 °C (90 segundos)" se realizé un total de 40 veces, y la mezcla de reaccién se enfrié a continuacion
4 °C.

Se selecciond un clon en el que se incorpord el ADN de a-NAGA en la direccién directa a partir del producto
amplificado resultante. Mas especificamente, se seleccioné un molde de E. coli en el que se obtuvo un fragmento
amplificado de 1,4 kb como un clon en el que se incorpord el ADN de a-NAGA en la direccion directa. El clon de E.
Coli seleccionado de pCX4Neo de a-NAGA se cultivd para obtener una gran cantidad, es decir, 1 mg o mas
(1 mg/ml), de ADN plasmido de pCX4Neo de a-NAGA.

2. Preparacion de mutante de a-NAGA

Con respecto a S188E/A191 | de a-NAGA, que es un mutante de a-NAGA, en primer lugar, se preparé S188E de
a-NAGA, y a continuacion se prepar6 S188E/A1911 de a-NAGA usando S188E de a-NAGA. Se prepard
S188E/A1911 de a-NAGA con referencia al manual de instrucciones del Sistema GeneTailor de Mutagénesis
Dirigida al Sitio (Invitrogen Corporation), si fuera necesario.

En primer lugar, se metil6 pCX4Neo de a-NAGA (100 ng) con ADN Metilasa (4 U). Se prepar6 S188E de a-NAGA
por amplificacién del ADN con una composicién de mezcla de reaccién y en una condicion de reaccidon que se
describe a continuacioén, usando el pCX4Neo de a-NAGA metilado como un molde con un Cebador S188E-GT-5' de
NAGA (una porcion en la que se introdujo una mutacion sin sentido de S188E que se presenta subrayada) que se
disefio de modo que se introdujo la mutacién sin sentido (S188E) en la que la serina en la posicion 188 (S) se
sustituyd con acido glutamico (E), un Cebador S188E-GT-3' de NAGA, y KOD-plus-polimerasa.

Cebador S188E-GT-5' de NAGA:

5'-CCCATCGCCTTCTCCTGCGAGTGGCCAGCCTATGA-3' (secuencia N° 8)
Cebador S188E-GT-3' de NAGA:
5'-GCAGGAGAAGGCGATGGGGCGGCCTGTG-3' (secuencia N° 9)

<Composicién de la mezcla de reaccion>

Molde (6 ng/ pl): 1 ul
Tampén 10 x: 5 ul
dNTP 2,5 mM: 5 ul
MgSO4 25 mM: 2 pl
KOD-plus-polimerasa: 1 ul
Cebador S188E-GT-5' de NAGA (10 uM): 1 ul
Cebador S188E-GT-3' de NAGA (10 uM): 1 ul
Aqua esterilizada: 34 yl
Total: 50 ul
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<Condicién de reaccion>

La mezcla de reaccién se calenté a 94 °C durante dos minutos. A continuacién, un ciclo que consiste en
“desnaturalizacion y disociacion térmica: 94 °C (15 segundos) — hibridacion: 60 °C (30 segundos) — sintesis y
extension: 68 °C (8 minutos)" se realiz6 un total de 35 veces, y la mezcla de reaccion se enfrié a continuacion 4 °C.

El fragmento de ADN amplificado (S188E pCX4Neo de a-NAGA) se transformo en células competentes para DH5a-
T1 (Invitrogen Corporation) que tiene endonucleasa de McrBC que escinde el ADN metilado. Dado que pCX4Neo de
a-NAGA, que se us6 como un molde, se habia metilado, pCX4Neo de a-NAGA se escindié mediante endonucleasa
de McrBC y no pudo formar colonias. Por otro lado, dado que un plasmido que tiene una mutaciéon S188E no se
habia metilado, el plasmido no se escindié y pudo formar colonias. Las varias colonias formadas a continuacion se
cultivaron, y el ADN de plasmido se extrajo a continuacion y se purifico. La introduccién de la mutacion S188E se
confirmé mediante un procedimiento conocido para determinar una secuencia de bases usando un secuenciador.

A continuacion, se preparé un mutante de S188E/A191 | de a-NAGA por amplificacion mediante PCR con una
composicion de mezcla de reaccion y en una condicidon de reaccién que se describe a continuacion, usando el
S188E pCX4Neo de a-NAGA purificado como un molde con un Cebador A191 I-GT-5' de NAGA (una porcion en la
que se introdujo una mutacion sin sentido de A191 | que se presenta subrayada) que se disefid de modo que se
introdujo la mutacion sin sentido (A191 1) en la que la alanina en la posicién 191 (A) se sustituyd con leucina (L), un
Cebador A191 I-GT-3' de NAGA, y KOD-plus-polimerasa.

Cebador A191 I-GT-5' de NAGA:

5-TTCTCCTGCGAGTGGCCACTCTATGAAGGCGGCCT-3' (secuencia N° 10)
Cebador A191 I-GT-3' de NAGA:
5'-TGGCCACTCGCAGGAGAAGGCGATGGGG-3' (secuencia N° 11)

<Composicién de la mezcla de reaccion>

Molde (6 ng/ pl): 1 ul
Tampén 10 x: 5 ul
dNTP 2,5 mM: 5 ul
MgSO4 25 mM: 2 pl
KOD-plus-polimerasa: 1 ul
Cebador A191 I-GT-5' de NAGA (10 pM): 1 ul
Cebador A191 I-GT-3' de NAGA (10 pM): 1 ul
Agua esterilizada: 34 ul
Total: 50 ul

<Condicién de reaccion>

La mezcla de reaccién se calenté a 94 °C durante dos minutos. A continuacién, un ciclo que consiste en
“desnaturalizacion y disociacion térmica: 94 °C (15 segundos) — hibridacion: 60 °C (30 segundos) — sintesis y
extension: 68 °C (8 minutos)" se realiz6 un total de 35 veces, y la mezcla de reaccion se enfrié a continuacion 4 °C.

El fragmento de ADN amplificado (pCX4Neo S188E/A191 | de a-NAGA) se transformé en células competentes para
DH5a-T1. A continuacion, el ADN plasmido se extrajo y se purificd. La introduccion de la mutacion de A191 | ademas
de la mutacién de S188E se confirmé mediante un procedimiento conocido para determinar usando una secuencia
de bases usando un secuenciador.

3. Preparacion de retrovirus recombinantes que expresan a-GAL, a-NAGA, y S188E/A191 | de a-NAGA

Se adquirieron células de empaquetamiento de retrovirus (N° de Lote de células Phoenix Ampho: HEK293 Rifidn
Embrionario Humano Transformado con F-14727) en la Coleccion Americana de Cultivos Tipo (ATCC) (Coligan, J.
E. y col., Curr. Protocols Immunol., Supl. 31, 10.28.1-10.28.17 (1999)). Las células Phoenix Ampho se cultivaron en
un Medio de Eagle Modificado con Dulbecco (DMEM) (Alta glucosa) + solucion de cultivo de suero bovino fetal
inactivado por calor al 10 % (FBS) a 37 °C y a una concentracién de CO; de un 5 %.

Con el fin de preparar retrovirus recombinantes, se transfectd vector de retrovirus a-GAL pCX4Neo-, a-NAGA
pCX4Neo-, o S188E/A191 | pCX4Neo de a-NAGA en las células Phoenix Ampho. En esa transfeccion, se afiadieron
2 ml de solucién de cultivo OPTI-MEM (Invitrogen Corporation) que contenia 1 pug de vector de retrovirus, 1 ug de
pCLAMP (RK Naviaux y col., J. Virol., 70, 5701-5705 (1996)), y 18 ul de Dofect-GT1 (reactivo de transfeccion;
Dojindo Laboratories) a las células Phoenix Ampho (5 x 10%/placa de 60 mm), y la mezcla se incub6 a 37 °C durante
cuatro horas. Posteriormente, el medio de cultivo se cambié a un medio de cultivo normal, y la mezcla resultante se
cultivd durante 48 horas. Después del cultivo, el sobrenadante se recogié y se centrifugd a 1.000 rpm durante 10
minutos. Los retrovirus recombinantes contenidos en el sobrenadante se distribuyeron y se almacenaron a -80 °C.
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4. Establecimiento de cepa celular que expresa de forma estable fibroblastos derivados de paciente con Fabry
(F377) que expresa a-GAL-, a-NAGA-, o S188E/A191 | de a-NAGA

Cada uno de los retrovirus recombinantes que expresan a-GAL, a-NAGA, y S188E/A191 | de a-NAGA preparados
en la seccién 3 mencionada anteriormente se infectaron en fibroblastos humanos (células F377) derivados de un
paciente con Fabry para establecer células de expresion de forma estable. Especificamente, el establecimiento se
consiguioé mediante la realizacion de las siguientes etapas (i) a (v):

(i) Se sembraron 1 x 10° células F377 en una placa de 60 mm y se cultivaron a 37 °C durante una noche.

(i) Se afadié Polybrene (Sigma H-9266, Bromuro de Hexadimetrina) al medio de cultivo de modo que la
concentracion final de Polybrene era de 2 ug/ml, y el cultivo se realizé a 37 °C durante 30 minutos.

(iii) Se retir6 el medio de cultivo. Posteriormente, se afiadié 1 ml de una solucion de virus y se adsorbi6 a 37 °C
durante 60 minutos.

(iv) Se retir6 la solucion de virus. Posteriormente, se afiadieron 5 ml de un medio de cultivo y el cultivo se realizé
durante una noche.

(v) El cultivo se realizé con un medio selectivo en el que se afiadiéo G418 (250 pg/ml) a un medio de cultivo. Por
lo tanto, se establecieron células F377 resistentes a G418. El medio selectivo se cambié una vez cada tres dias
durante 14 dias o mas. Se confirmé si la célula establecida expresaba o no la proteina diana por la actividad
enzimatica y un procedimiento de transferencia de Western (seccién 5 a continuacion).

5. Confirmacion de expresion de proteina diana mediante procedimiento de transferencia de Western

Con el fin de examinar si las células F377 que expresan a-NAGA o S188E/A1911 de a-NAGA o no que se
establecian usando retrovirus expresaban la proteina diana, se realizd transferencia de Western. Se preparé un
anticuerpo policlonal anti-a-NAGA obtenido con un procedimiento conocido de preparacién de un anticuerpo como
un anticuerpo usado en esta transferencia de Western.

Se prepararon muestras para la transferencia de Western como sigue a continuacion. Las células F377 que
expresan a-NAGA o S188E/A191 | de a-NAGA cultivadas en una placa de 60 mm se recuperaron temporalmente, y
se volvieron a suspender en un tampon de lisis de Triton-X (Tris-HCI 50 mM a pH 7,4, NaCl 150 mM, y Triton-X al
1 %). La suspension se sometio a continuaciéon a un tratamiento ultrasénico, y se centrifugd a 12.000 rpm durante
cinco minutos. El sobrenadante se recuperé y se us6 como una muestra. Se realiz6 SDS-PAGE como sigue a
continuacion. Se midié la concentracién de la proteina de la muestra. Posteriormente, se afadié un volumen
equivalente de 2 x tampon de muestra de SDS (Tris-HCI 62,5 mM a pH 6,8, SDS al 4 %, glicerol al 30 % y azul de
bromofenol al 0,2 % (BPB)) a la muestra que contenia 5 ug de la proteina. La mezcla se hirvié durante cinco minutos
y la muestra resultante se aplicéd a continuacion a un gel de un 4 % a un 20 % (PAG mini: Daiichi Pure Chemicals
Co., Ltd.). Se realiz6 electroforesis a una corriente constante de 30 mA durante dos horas.

Después de la electroforesis, con el fin de transferir la proteina a una membrana de difluoruro de polivinilo (PVDF)
(Immobilon-P, MILLIPORE), el gel se sumergié en un tampoén de transferencia (Tris-HCI 25 mM a pH 8,3, glicano
192 mM y metanol al 20 %) durante 20 minutos y se colocd en una membrana que PVDF equilibrada con el tampoén
de transferencia. La transferencia se realizé a continuaciéon usando una unidad de transferencia semiseca TE 70 de
Hoefer (Amersham Biosciences) a una corriente constante de 60 mA durante una hora.

Después de la finalizacion de la transferencia, la membrana se bloqued con un tampdn de bloqueo (leche desnatada
al 5% en Solucién Salina Tamponada con Tris (TBS) (Tris-HClI 50 mM a pH 7,4 y NaCl 100 mM)) durante 30
minutos. A continuacion se afiadié a la misma un anticuerpo policlonal anti-NAGA (anticuerpo primario) diluido 500
veces con el tampon de bloqueo, y se realizé incubacién a 4 °C durante una noche.

La membrana obtenida después de la incubacién con el anticuerpo primario se lavé con TBS durante cinco minutos.
Este lavado se realizd tres veces. A continuacion se afiadid a la misma un anticuerpo marcado con HRP de IgG
anti-conejo (anticuerpo secundario; Amersham Biosciences) diluido 5.000 veces con el tampoén de bloqueo, y se
realizé una incubacién a temperatura ambiente durante una hora.

La membrana obtenida después de la incubacién con el anticuerpo secundario se lavé con TBS durante cinco
minutos. Este lavado se realizé tres veces. Se afiadié reactivo de coloraciéon de quimioluminiscencia potenciada
(ECL) (Nacalai Tesque, Inc.) a la misma, y la reaccion se realizé a temperatura ambiente durante dos minutos.
Posteriormente, la membrana se reveld poniéndola en contacto con ECL HyperfiImT'vI en una habitacién oscura
durante un minuto.

De acuerdo con los resultados, se confirmé que las células F377 que expresan a-NAGA establecidas y células F377
que expresan S188E/A1911 de a-NAGA expresaban a-NAGA de tipo silvestre con un peso molecular de
aproximadamente 45 kD y un a-NAGA mutante (S188E/A191 | de a-NAGA), respectivamente.
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Ejemplo 3
<Transicion de actividad enzimatica de mutante de a-NAGA >

El hecho de que el a-NAGA mutante (S188E/A191 | de a-NAGA) habia adquirido la especificidad del sustrato de
a-GAL se confirmd con el siguiente procedimiento.

En primer lugar, se introdujo un gen de a-NAGA de tipo silvestre o un gen de S188E/A191 | de a-NAGA en
fibroblastos (F377) derivados de un paciente con Fabry, y se midieron la actividad de a-GAL y la actividad de
a-NAGA. Se usaron células F377 como un control negativo de la actividad de a-GAL, y se usaron fibroblastos (F652)
derivados de un paciente con enfermedad de Kanzaki (deficiencia de a-NAGA) como un control negativo de la
actividad de a-NAGA. Ademas, se usaron fibroblastos (F592) derivados de un sujeto normal como un control positivo
de la actividad enddgena de a-GAL y la actividad de a-NAGA.

Las células cultivadas en una placa de 60 mm se recuperaron y se volvieron a suspender en agua Milli-Q. La
suspension se sometid a continuacién a un tratamiento ultrasénico para preparar un homogenado celular. Este
homogenado se usé como una muestra de una solucion enzimatica. La actividad enzimatica se determiné usando un
sustrato sintético formado por un derivado de 4-metilumbeliferona (4-MU), que es un sustrato fluorogénico, midiendo
la cantidad de 4-MU liberado por 1 ml de la solucién enzimatica por hora como una intensidad de la fluorescencia.
De forma mas especifica, se usé 4-MU-a-D-galactésido (4-MU-a-GAL; Calbiochem, CA) como el sustrato sintético
de a-GAL. Se us6 4-MU-a-N-acetil-D-galactosaminida (4-MU-a-NAGA; Moscerdam Substrates, Rotterdam) como el
sustrato sintético de a-NAGA. En la medida de la actividad de a-GAL, como un inhibidor de a-NAGA, que reacciona
con 4-MU-a-GAL al mismo tiempo, se afiadié N-acetil-D-galactosamina (Sigma, MO) a la solucién de sustrato con
antelacién de modo que la concentracion final de la misma era 117 mM.

Se afiadié un tampdn de Mcllvain (acido citrico/acido fosférico, pH 4,6, 60 ul) que contenia 4-MU-a-GAL 5 mM o un
tampoén de Mcllvain (acido citrico/acido fosférico, pH 4,7, 40 pl) que contenia 4-MU-a-NAGA 1 mM a una solucién
enzimatica (10 pyl) y se mezcld, y se realizé6 una reaccion a 37 °C durante 30 minutos. La reaccion se termind
mediante la adicién de un tampdn de Glicina 0,2 M (pH 10,7, 700 pl). Con el fin de detectar la cantidad de 4-MU
liberado, se midi6 la cantidad de 4-MU a una longitud de onda de excitacion de 365 nm y a una longitud de onda de
fluorescencia de 450 nm usando un espectrofluorofotémetro. La actividad especifica a-GAL o a-NAGA se determind
dividiendo entre la concentracion de proteina (mg/ml) de la soluciéon enzimatica. La actividad especifica se definid
como una actividad enzimatica en células.

De acuerdo con los resultados de la medida de la actividad enzimatica, S188E/A191 | de a-NAGA, que se habia
sometido a una doble mutacion de S188E/A191 |, presentaba actividad de a-GAL elevada. Este resultado mostraba
que S188E/A191 | de a-NAGA adquiria la especificidad del sustrato de a-GAL.

Los resultados se muestran en la Tabla 2.

Tabla 2

Transicion de actividad enzimatica de nmtante de c-NAGA

transfeccion  mutacion Actividad de o-GAL  Actividad de o-HAGA
F592 Control normal - = 112 252
F652 Enfermedad de Kanzaki - - 40 0
F37T Enfermedad de Fabry = = 2 233
G-NAGA tipo silvestre 13 1265
a-MNAGA S18BE/AI191L 852 105

(nmolhimg de proteina)

Ejemplo 4
<Estabilidad de mutante de a-NAGA en sangre (en plasma)>

La estabilidad del mutante de a-NAGA en sangre (en plasma) se confirmé con un procedimiento que sigue a
continuacion.

En primer lugar, se preparé una solucion enzimatica de S188E/A191 | de a-NAGA como en el Ejemplo 3. Ademas,
como un control, se preparo otra solucién enzimatica de la misma forma que la solucién enzimatica anterior usando
células preparadas por introduccién de un gen de a-GAL de tipo silvestre en F377. Se afiadio plasma (50 pl) de un
sujeto normal a cada una de las soluciones esquematicas (50 ul) y se mezclé. A continuacion comenzé una reaccion
a 37 °C, y se tomaron muestras de 10 pl de la mezcla de reaccioén a intervalos para medir la actividad de a-GAL. La
actividad enzimatica se midié como en el Ejemplo 3. La actividad de a-GAL de una muestra de la que se tomo una
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muestra en el tiempo de mezcla de la solucion enzimatica con plasma se defini6 como el patron (100 %), y se
representé una disminucioén de la actividad enzimatica con el tiempo como un porcentaje.

De acuerdo con los resultados, S188E/A1911 de a-NAGA presentaba una capacidad de mantenimiento de la
actividad de a-GAL con el tiempo en sangre (en plasma) excelente, en comparacion con a-GAL de tipo silvestre.
Este resultado mostraba que S188E/A191 | de a-NAGA tenia una estabilidad elevada en sangre.

Los resultados se muestran en la Tabla 3. Ademas, se muestra representaciones de los resultados en la Fig. 5.

Tabla 3

Ensayos de estabilidad de mutante de a-NAGA en sangre

Tiempo de incubacién Actividad relativa de a-GAL (%)
{h} o -GAL (tipo silvestre) a-NAGA (S188E/A181L)
0 100 100
0.25 23 15
0,5 7 60
1 2 42
2 0 21
] 0 13

Aplicabilidad industrial

De acuerdo con la presente invencioén, se puede proporcionar una proteina que tiene actividad de a-galactosidasa y
que es ventajosa porque no se muestra efecto secundario adverso alérgico, la estabilidad en sangre es elevada, y la
proteina se puede incorporar facilmente en una célula de un érgano afectado. Esta proteina es muy util como nueva
enzima altamente funcional excelente para la terapia para la enfermedad de Fabry.

Ademas, la presente invencion proporciona un gen que puede codificar la proteina mencionada anteriormente, un
vector recombinante que contiene el gen, un transformante o transductor que contiene el vector recombinante, y un
procedimiento de produccion de la proteina. Ademas, se puede proporcionar un agente terapéutico para la
enfermedad de Fabry que contiene la proteina.

TEXTO LIBRE DE LISTADO DE SECUENCIAS

Secuencia N° 3: ADN recombinante
Secuencia N° 4: proteina recombinante
Secuencia N° 5: ADN sintético
Secuencia N° 6: ADN sintético
Secuencia N° 7: ADN sintético
Secuencia N° 8: ADN sintético
Secuencia N° 9: ADN sintético
Secuencia N° 10: ADN sintético
Secuencia N° 11: ADN sintético

LISTADO DE SECUENCIAS
<110> Tokyo Metropolitan Organization for Medical Research Seiichi, Aikawa Fumiko, Aikawa

<120> Una enzima nueva y altamente funcional obtenida por conversion de una especificidad de sustrato de
una enzima

<130> P05-0213

<150> JP 2005-333660
<151> 18-11-2005

<160> 15
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<170> PatentIn versioén 3.3

<210>1

<211> 1236
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<220>

<221 > CDS
<222> (1)..(1236)

<400> 1

atg cig ctg aag aca gtg ctc ttg ctg gga cat gig gee cag gtg ctg 48
Met Leu Leu Lys Thr Val Leu Leu Leu Gly His Val Ala GIn Val Leu
1 5 10 15

-atg ctg gac aat ggg ctc ctg cag aca cca ccc atg gec tgg ctg gec 96
‘Met Leu Asp Asn Gly Leu Leu Gln Thr Pro Pro Met Gly Trp Leu Ala

20 25 30

tgg gaa cgc e cge tge aac att aac tgt gat gag gac cca aag aac ' 144
Trp Glu Arg Phe Arg Cys Asn Iie Asn Cys Asp Glu Asp Pro Lys Asn
35 : 40 45 '

tgc ata agt gaa cag cic ttc atg gag atg gct gac cgg atg gea cag 192

Cys Ile Ser Glu GIn Leu Phe Met Glu Met Ala Asp Arg Met Ala Gln
50 55 60

gat gga 1gg cgg gac atg ggc tac aca tac cta aac att gat gac tgc 240

Asp Gly Trp Arg Asp Met Gly Tyr Thr Tyr Leu Asn lle Asp Asp Cys

65 70 75 - 80

tgg atc gge gat cge gat gee agt gge cge ctg atg cca gat ccc aag 288
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Trp Hle Gly Gly Arg Asp Ala Ser Gly Arg Leu Met Pro Asp Pro Lys
85

90 95
cge ttc cct cat gge att cct tic ctg got gaé tac git cac tcc ctg 336
Arg Phe Pro His Gly Ile Pro Phe Leu Ala Asp Tyr Val His Ser Leu
100 _ 105 . 110

gac otg aag ttg get ate tac geg gac atg gEe aac tic acc tge atg 384
Gly Leu Lys Leu Gly lie Tyr Ala Asp Met Gly Asn Phe Thr Cys Met

115 120 125
ggt tac ¢ca ggc acc aca ctg gac aag gtg gtc cag gat gt cag acc 432
Gly Tyr Pro Gly Thr Thr Leu Asp Lys Val Val Gin Asp Ala Gln Thr
130 135 : 140

ttc gcc gag (g aag gta gac atg cic aag ctg gat gec tgce tic tce 480
Phe Ala Glu Trp Lys Val Asp Met Leu Lys Leu Asp Gly Cys Phe Ser
145 ) 150 155 160

acc ¢Ce gag gag cgg gec cag gag tac ¢cC aag atg get got gee ctg 528
Thr Pro Glu Glu Arg Ala Gin Gly Tyr Pro Lys Met Ala Ala Ala Leu
165 170 175.

aat gee aca gge cge cec ate gece tic toe tge age tgg cca goc tat 576
Asn Ala Thr Gly Arg Pro lle Ala Phe Ser Cys Ser Trp Pro Ala Tyr
180 185 190

gaa ggc ggc cic ccc cca agg gtg aac tac agt ctg ctg geg gac atc 624
Glu Gly Gly Leu Pro Pro Arg Val Asn Tyr Ser Leu Leu Ala Asp Ile
195 200 205

tgc aac cfc tgg cgt aac tat gat gac atc cag gac tce tgg tgg age 672
Cys Asn Leu Trp Arg Asn Tyr Asp Asp lle GIn Asp Ser Trp Trp Ser
210 215 220 '

gtg cte tec atc ctg aat tgg ttc gig gag cac cag gac ata ctg cag 720
Val Leu Ser lle Leu Asn Trp Phe Val Glu His Gin Asp lle Lev Gin
225 230 235 240

cca gtg gee gge cct ggg cac tgg aat gac ¢ct gac atg ctg cte att 768 .
Pro Val Ala Gly Pro Gly His Trp Asn Asp Pro Asp Met Leu Leu Ile
245 . 250 255

ggg aac (it ggt cic age tta gag caa tcc Cgg gec cag atg gee ctg 816
Gly Asn Phe Gly Leu Ser Leu Glu Gin Ser Arg Ala Gin Met Ala Leu
260 265 . 270

tgg acg gig ctg gca gec cee cic ttg atg tee aca gac ctg cgt ace 864
Trp Thr Val Leu Ala Ala Pro Leu Leu Met Ser Thr Asp Leu Arg Thr
275 280 285
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atc tcc gee cag aac atg gac att ctg cag aat cca cic atg atc aaa 912
lle Ser Ala Gln Asn Met Asp [le Leu Gin Asn Pro Leu Met Ile Lys
290 295 300

atc aac cag gat ccc tta gge atc cag gga cge agg att cac aag gaa 960
Ile Asn Gin Asp Pro Leu Gly Ile GIn Gly Arg Arg lie His Lys Glu
305 310 315 _ 320

aaa tct cic atc gaa gtg tac atg cgg cct cig tce aac aag get age 1008
Lys Ser Leu lle Glu Val Tyr Met Arg Pro Leu Ser Asn Lys Ala Ser
325 330 335

gec tta gte ttc ttc age tge agg acc gat atg cct tat cge tac cac 1056
Ala Leu Val Phe Phe Ser Cys Arg Thr Asp Met Pro Tyr Arg Tyr His
340 345 350 '

tcc tece ctt gge cag ctg aac ftc acc ggg tet gtg ata tat gag gee 1104
Ser Ser Leu Gly Gln Leu Asn Phe Thr Gly Ser Val Ile Tyr Glu Ala
355 360 . 365

cag gac gtc tac tca ggt gac atc atc agt ggc ctc cga gat gaa acc 1152
Gln Asp Val Tyr Ser Gly Asp lle lle Ser Gly Leu Arg Asp Glu Thr
370 ' 375 380

aac ttc aca gtg atc atc aac cct tca ggg gta gtg atg tgg tac ctg 1200
Asn Phe Thr Val lle Ile Asn Pro Ser Gly Val Val Met Trp Tyr Leu - .
385 390 395 400

tat ccc atc aag aac ctg gag atg tcc cag cag tga 1236
Tyt Pro Ile Lys Asn Leu Glu Met Ser GIn Gin
405 410

<211> 411
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 2

Met Leu Leu Lys Thr Val Leu Leu Leu Gly His Val Ala Gln Val Leu
1 5 10 15

Met Leu Asp Asn Gly Leu Leu Gin Thr Pro Pro Met Gly Trp Leu Ala
20 25 30

Trp Glu Arg Phe Arg Cys Asn Ile Asn Cys Asp Glu Asp Pro Lys Asn
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35 40 45

Cys lle Ser Glu G!n Leu Phe Met Glu Met Ala Asp Arg Met Ala Gin
50 55 60

Asp Gly Trp Arg Asp Met Gly Tyr Thr Tyr Leu Asn Ile Asp Asp Cys
65 70 75 80

Trp He Gly Gly Arg Asp Ala Ser Gly Arg Leu Met Pro Asp Pro Lys
85 90 95

Arg Phe Pro His Gly Ile Pro Phe Leu Ala Asp Tyr Val His Ser Leu
100 105 110

Gly Leu Lys Leu Gly Ile Tyr Ala Asp Met Gly Asn Phe Thr Cys Met
115 120 . 125

Gly Tyr Pro Gly Thr Thr Leu Asp Lys Val Val Gin Asp Ala GIn Thr
130 : 135 140

Phe Ala Glu Trp Lys Val Asp Met Leu Lys Leu Asp Gly Cys Phe Ser
145 - 150 155 , 160

Thr Pro Glu Glu Arg Ala Gin Gly Tyr Pro Lys Met Ala Ala Ala Leu
165 170 175

Asn Ala Thr Gly Arg Pro Ile Ala Phe Ser Cys Ser Trp Pro Ala Tyr
180 185 190

Glu Gly Gly Leu Pro Pro Arg Val Asn Tyr Ser Leu Leu Ala Asp Ile
195 200 _ 205

Cys Asn Leu Trp Arg Asn Tyr Asp Asp Ile GIn Asp Ser Trp Trp Ser
210 215 220

Val Leu Ser Ile Leu Asn Trp Phe Val Glu His Gin Asp lle Leu Gin
225 230 235 : 240
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Pro Val Ala Gly Pro Gly His Trp Asn Asp Pro Asp Met Leu Leu lle
245 250 . 255

Gly Asn Phe Gly Leu Ser Leu Glu Gin Ser Arg Ala Gln Met Ala Lex
260 265 270

Trp Thr Val Leu Ala Ala Pro Leu Leu Met Ser Thr Asp Leu Arg Thr
275 280 285

He Ser Ala Gln Asn Met Asp lle Leu Gin Asn Pro Leu Met He Lys
290 295 300

lle Asn Gin Asp Pro Leu Gly Ile GIn Gly Arg Arg lle His Lys Glu
305 310 315 320

Lys Ser Leu Ile Glu Val Tyr Met Arg Pro Leu Ser Asn Lys Ala Ser
325 330 335

Atla Leu Val Phe Phe Ser Cys Arg Thr Asp Met Pro Tyr Arg Tyr His
340 345 350

Ser Ser Leu Gly Gln Leu Asn Phe Thr Gly Ser Val lle Tyr Glu Ala
355 360 365

Gln Asp Val Tyr Ser Gly Asp Ile Ile Ser Gly Leu Arg Asp Glu Thr
370 375 380

Asn Phe Thr Val Ile lle Asn Pro Ser Gly Val Val Met Trp Tyr Leu
385 390 395 400

Tyr Pro Ile Lys Asn Leu Glu Met Ser Gin Gln
405 410

<213> Artificial
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<223> ADN recombinante

<220>

<221> CDS
<222> (1)..(1236)

<400> 3

atg ctg ctg aag aca gtg ctc ttg ctg gga cat gtg gee cag gtg ctg 48
Met Leu Leu Lys Thr Val Leu Leu Leu Gly His Val Ala Gin Val Leu
1 5 10. 15

atg ctg gac aat ggg ctc ctg cag aca cca ccc atg gge tgg ctg gee 96
Met Leu Asp Asn Gly Leu Leu Gin Thr Pro Pro Met Gly Trp Leu Ala
20 25 30

tgg gaa cge tte cgé tge aac att aac tgt gat gag gac cca aag aac 144
Trp Glu Arg Phe Arg Cys Asn lle Asn Cys Asp Glu Asp Pro Lys Asn
35 40 45

tgc ata agt gaa cag clc tic atg gag atg gct gac cgg atg gca cag 192
Cys lle Ser Glu Gin Leu Phe Met Glu Met Ala Asp Arg Met Ala Gln
50 55 60

gat gga tgg cgg gac atg gec tac aca tac cta aac att gat gac tge - 240
Asp Gly Trp Arg Asp Met Gly Tyr Thr Tyr Leu Asn lle Asp Asp Cys
65 70 75 80

tgg atc ggc ggf cge gat gee agt gge cge ctg atg cca gat cce aag 288
Trp Nle Gly Gly Arg Asp Ala Ser Gly Arg Leu Met Pro Asp Pro Lys

85 0 95
cge tc cot cat gge att oot tte ctg gt gac tac gtt cac tce ctg 336
Arg Phe Pro His Gly lle Pro Phe Leu'Ala Asp Tyr Val His Ser Leu
100 105 110

ggc ctg aag tig ggt atc tac geg gac atg gge aac tte acc tgc atg 384
Gly Leu Lys Leu Gly Ile Tyr Ala Asp Met Gly Asn Phe Thr Cys Met
115 120 _ 125

ggt tac cca gge ace aca ctg gac aag gig gte cag gat get cag acc 432

Gly Tyr Pro Gly Thr Thr Leu Asp Lys Val Val Gln Asp Ala Gln Thr
130 135 ' 140

ttc gce gag tgg aag gta gac atg ctc aag ctg gat gge tge ttc tee 480

Phe Ala Glu Trp Lys Val Asp Met Leu Lys Leu Asp Gly Cys Phe Ser

145 ' 150 155 160

acc ccc gag gag cgg gee cag ggg tac cee aag atg get get gee ctg 528
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Thr Pro Glu Glu Arg Ala Gin Gly Tyr Pro Lys Met Ala Ala Ala Leu
165 170 T 175

aat gce aca gge cge cee ate gec tie tee tge gag tgg cca cte tat 576
Asn Ala Thr Gly Arg Pro Ile Ala Phe Ser Cys Glu Trp Pro Leu Tyr
180 185 190

gaa gge gge oic ¢CC cca agg gig aac tac agt ctg ctg geg gac ate 624
Glu Gly Gly Leu Pro Pro Arg Val Asn Tyr Ser Leu Leu Ala Asp Ile
195 : 200 205

tgc aac cic tgg cgt aac tat gat gac atc cag gac tcc tgg tgg age ' 672
Cys Asn Leu Trp Arg Asn Tyr Asp Asp Ile GIn Asp Ser Trp Trp Ser
210 215 220

gtg ctc tce atc ctg aat tgg tic gig gag cac cag gac ata ctg cag 720
Val Leu Ser Ile Leu Asn Trp Phe Val Glu His Gin Asp lle Leu Gin
225 230 235 240

cca gig gee gec oot ggg cac tgg aat gac cct gac atg ctg ctc att 768
Pro Val Ala Gly Pro-Gly His Trp Asn Asp Pro Asp Met Leu Leu lle
245 250 255

gg8g aac ttt ggt ctc age tta gag caa tcc ¢gg gec cag atg gee ctg 816
Gly Asn Phe Gly Leu Ser Leu Glu GlIn Ser Arg Ala Gln Met Ala Leu
: 260 265 270

tgg acg gig ctg gea goe ccc cie ttg atg tee aca gac ctg cgt ace 864
Trp Thr Val Leu Ala Ala Pro Leu Leu Met Ser Thr Asp Leu Arg Thr
275 280 285 |

atc tce gee cag aac atg gac att ctg cag aat cca ctc atg atc aaa 912
Ile Ser Ala Gln Asn Met Asp lle Leu Gin Asn Pro Leu Met Ile Lys
290 295 300

atc aac cag gat ccc tta gge atc cag gga cge agg att cac aag gaa 960
Ile Asn Gln Asp Pro Leu Gly lle GIn Gly Arg Arg Ile His Lys Glu
305 3i0 315 320

aaa tct ctc atc gaa gtg tac atg cgg cct ctg tec aac aag get age 1008
Lys Ser Leu lle Glu Val Tyr Met Arg Pro Leu Ser Asn Lys Ala Ser
325 330 335

gcc tta gte tic ttc age tge agg acc gat atg cct tat cge tac cac 1056
Ala Leu Val Phe Phe Ser Cys Arg Thr Asp Met Pro Tyr Arg Tyr His
340 345 350

tce (ce cit gge cag ctg aac ttc acc ggg tot gtg ata tat gag gec 1104
Ser Ser Leu Gly GIn Leu Asn Phe Thr Gly Ser Val lle Tyr Glu Ala
355 360 365
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cag gac gic tac tca ggt gac atc atc agt gge ctc cga gat gaa acc 1152
Gln Asp Val Tyr Ser Gly Asp He lle Ser Gly Leu Arg Asp Glu Thr
370 375 380

aac ttc aca gtg atc atc aac cct tea ggg gla gig atg tgg tac ctg 1200
Asn Phe Thr Val lle Ile Asn Pro Ser Gly Val Val Met Trp Tyr Leu
385 390 395 400

tat cce alc aag aac ctg gag atg tcc cag cag tga 1236
Tyr Pro lle Lys Asn Leu Glu Met Ser Gin Gln
405 410

<211> 411
<212> PRT
<213> Artificial

<220>

<223> proteina recombinante

<400> 4

Met Leu Leu Lys Thr Val Leu Leu Leu Gly His Val Ala GIn Val Leu
1 5 10 15

Met Leu Asp Asn Gly Leu Leu Gin Thr Pro Pro Met Gly Trp Leu Ala
20 25 ' 30

Trp Glu Arg Phe Arg Cys Asn Ile Asn Cys Asp Glu Asp Pro Lys Asn
35 40 45

Cj/s lle Ser Glu GlIn Leu Phe Met Glu Met Ala Asp Arg Met Ala Gin
50 55 ' 60 '

Asp Gly Trp Arg Asp Met Gly Tyr Thr Tyr Leu Asn Ile Asp Asp Cys
65 70 75 80

Trp lle Gly Gly Arg Asp Ala Ser Gly Arg Leu Met Pro Asp Pro Lys
85 .90 95

Arg Phe Pro His Gly lle Pro Phe Leu Ala Asp Tyr Val His Ser Len
100 - 105 110
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Gly Leu Lys Leu Gly Ile Tyr Ala Asp Met Gly Asn Phe Thr Cys Met
115 120 125

Gly Tyr Pro Gly Thr Thr Leu Asp Lys Val Val Gln Asp Ala Gln Thr
130 135 140

Phe Ala Glu Trp Lys Val Asp Met Leu Lys Leu Asp Gly Cys Phe Ser -
145 - 150 155 160

Thr Pro Glu Glu Arg Ala Gin Gly Tyr Pro Lys Met Ala Ala Ala Leu
165 170 175

Asn Ala Thr Gly Arg Pro Ile Ala Phe Ser Cys Glu Trp Pro Leu Tyr
180 185 190

Glu Gly Gly Leu Pro Pro Arg Val Asn Tyr Ser Leu Leu Ala Asp Ile
195 200 205

Cys Asn Leu Trp Arg Asn Tyr Asp Asp Ile Gln Asp Ser Trp Trp Ser
210 215 220

Val Leu Ser Ile Leu Asn Trp Phe Val Glu His GIn Asp Ile Leu Gln
225 230 235 _ 240

Pro Val Ala Gly Pro Gly His Trp Asn Asp Pro Asp Met Leu Leu [le.
245 : 250 255

Gly Asn Phe Gly Leu Ser Leu Glu Gln Ser Arg Ala Gln Met Ala Leu
260 - 265 270

Trp Thr Val Leu Ala Ala Pro Leu Leu Met Ser Thr Asp Leu Arg Thr
275 280 285 '

Ile Ser Ala Gin Asn Met Asp Ile Leu Gln Asn Pro Leu Met Ile Lys
290 295 300
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<211> 24
<212> ADN

ES 2 547 726 T3
Ile Asn Gln Asp Pro Leu Gly Ile Gin GI)7 Arg Arg lle His Lys Glu .
305 310 315 _ 320

Lys Ser Leu Ile Glu Val Tyr Met Arg Pro Leu Ser Asn Lys Ala Ser
325 330 335

Ala Leu Val Phe Phe Ser Cys Arg Thr Asp Met Pro Tyr Arg Tyr His
340 345 350

Ser Ser Leu Gly Gln Leu Asn Phe Thr Gly Ser Val Ile Tyr Glu Ala
355 360 365

Gln Asp Val Tyr Ser Gly Asp lle Ile Ser Gly Leu Arg Asp Glu Thr
370 375 380

Asn Phe Thr Val Ile Ile Asn Pro Ser Gly Va! Val Met Trp Tyr Leu
385 . 390 395 400

Tyr Pro Ile Lys Asn Leu Glu Met Ser Gin Gln
405 410

<213> Artificial

<220>

<223> ADN sintético

<400> 5

gatgctgctg aagacagtgc tctt 24

<210>6

<211> 24
<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> ADN sintético

<400> 6

tcactgctgg gacatctcca ggtt 24

<210>7

<211>21
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<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> ADN sintético

<400>7
aaaccgttgc tagcttaagt t 21

<210> 8
<211>35
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> ADN sintético

<400> 8
cccatcgcct tetcetgega gtggccagcec tatga

<210>9
<211> 28
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> ADN sintético

<400> 9
gcaggagaag gcgatggggc ggcctgtg

<210> 10
<211>35
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> ADN sintético

<400> 10
ttctcctgeg agtggcecact ctatgaaggce ggect

<210> 11
<211> 28
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> ADN sintético

<400> 11
tggccactcg caggagaagg cgatgggg

35

28

35

28
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<210> 12

<211> 1290

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>
<221> CDS
<222> (1)..(1290)

<400> 12

atg cag ctg agg aac cca gaa cta cat ctg ggc tge geg ctt geg ctt 48
Met GIn Leu Arg Asn Pro Glu Leu His Leu Gly Cys Ala Leu Ala Leu
1 5 10 15

cgc ttc ctg gee cte gt toc tgg gac ate cct ggg get aga gea ctg 96
Arg Phe Leu Ala Leu Val Ser Trp Asp Ile Pro Gly Ala Arg Ala Leu
20 25 30

gac aat gga ttg gea agg acg cct ace atg gge tgg ctg cac tgg gag 144
Asp Asn Gly Leu Ala Arg Thr Pro Thr Met Gly Trp Leu His Trp Glu

35 40 45
cgce ttc atg tge aac ctt gac tge cag gaa gag cca gat tec tge atc 192
Arg Phe Met Cys Asn Leu Asp Cys Gin Glu Glu Pro Asp Ser Cys lle
50 55 _ 60 :

agt gag aag ctc ttc atg gag atg gca gag ctc atg gtc tca gaa gge 240
Ser Glu Lys Leu Phe Met Glu Met Ala Glu Leu Met Val Ser Glu Gly
65 70 75 80

tgg aag gat gca ggt tat gag tac ctc tge att gat gac tgt tgg atg 288
Trp Lys Asp Ala Gly Tyr Glu Tyr Leu Cys 1le Asp Asp Cys Trp Met

85 90 95
gct ccc caa aga gat tca gaa gge aga it cag gea gac cct cag cge 336
Ala Pro Gln Arg Asp Ser Glu Gly Arg Leu Gln Ala Asp Pro Gln Arg
100 105 - ho

40



ES 2547726 T3

ttt cct cat ggg att cge cag cta gt aat tat gtt cac agce aaa gga 384
Phe Pro His Gly Ile Arg Gln Leu Ala Asn Tyr Val His Ser Lys Gly
115 120 125

ctg aag cta ggg att tat gca gat gtt gga aat aaa acc tge gea ggce 432

Leu Lys Leu Gly lle Tyr Ala Asp Val Gly Asn Lys Thr Cys Ala Gly
130 135 140

ttc cct ggg agt ttt gga tac tac gac att gat gcc cag acc ttt get 480

Phe Pro Gly Ser Phe Gly Tyr Tyr Asp Ile Asp Ala Gin Thr Phe Ala

145 150 : 155 160

gac tgg gga gta gat ctg cta aaa ttt gat ggt tgt tac tgt gac agt 528
Asp Trp Gly Val Asp Leu Leu Lys Phe Asp Gly Cys Tyr Cys Asp Ser

165 170 - 175
ttg gaa aat ttg gca gat ggt tat aag cac atg tcc ttg gec ctg aat 576
Leu Glu Asn Leu Ala Asp Gly Tyr Lys His Met Ser Leu Ala Leu Asn
180 185 190

agg act ggc aga agc att gtg tac tce tgt gag tgg cct ctt tat atg 624
Arg Thr Gly Arg Ser Ile Val Tyr Ser Cys Glu Trp Pro Leu Tyr Met
195 200 205

tgg ccc ttt caa aag ccc aat tat aca gaa atc cga cag tac tgc aat 672
Trp Pro Phe Gln Lys Pro Asn Tyr Thr Glu Ile Arg Gln Tyr Cys Asn
210 215 220

cac tgg cga aat ttt gct gac att gat gat tcc tgg aaa agt ata aag 720
His Trp Arg Asn Phe Ala Asp Ile Asp Asp Ser Trp Lys Ser Ile Lys
225 230 _ 235 240

agi atc ttg gac tgg aca tct ttt aac cag gag aga att gtt gat gtt 768
Ser Ile Leu Asp Trp Thr Ser Phe Asn Gln Glu Arg Ile Val Asp Val
245 250 255

gct gga cca ggg ggt tgg aat gac cca gat atg tta gtg att gge aac 816
Ala Gly Pro Gly Gly Trp Asn Asp Pro Asp Met Leu Val Ile Gly Asn
260 265 270

ttt ggc ctc agce tgg aat cag caa gta act cag atg gcc cte tgg get 864
Phe Gly Leu Ser Trp Asn Gln Gln Val Thr Gln Met Ala Leu Trp Ala
275 280 285
atc atg gct gt cct tta ttc atg tct aat gac ctc cga cac atc age 912
Ile Met Ala Ala Pro Leu Phe Met Ser Asn Asp Leu Arg His lle Ser
290 295 300
cCt caa gcc aaa gct ctc ctt cag gat aag gac gta att gcc atc aat 960
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Pro Gin Ala Lys Ala Leu Leu Gln Asp Lys Asp Val lle Ala lle Asn
305 - 310 315 - 320

cag gac ccc ttg gge aag caa ggg tac cag ctt aga cag gga gac aac ~ 1008
Gin Asp Pro Leu Gly Lys Gin Gly Tyr Gin Leu Arg Gln Gly Asp Asn
325 330 335

ttt gaa gtg tgg gaa cga cct cte tea ggé tta gee tgg get gta get 1056
Phe Glu Val Trp Glu Arg Pro Leu Ser Gly Leu Ala Trp Ala Val Ala
340 345 350

atg ata aac cgg cag gag att ggt gga cct cgc tct tat ace atc geca 1104
Met Ile Asn Arg Gln Glu Ile Gly Gly Pro Arg Ser Tyr Thr lle Ala
355 : 360 365 '

gtt get tce ctg ggt aaa gga gtg gec tgt aat cct gee tge te ate 1152
Val Ala Ser Leu Gly Lys Gly Val Ala Cys Asn Pro Ala Cys Phe lle
370 375 380 '

aca cag CIc ctc cct gtg aaa agg aag cta ggg ttc tat gaa tgg act 1200.
Thr GIn Leu Leu Pro Val Lys Arg Lys Leu Gly Phe Tyr Glu Trp Thr
385 390 395 400

tca agg tta aga agt cac ata aat ccc aca ggc act gtt ttg ctt cag 1248
Ser Arg Leu Arg Ser His lie Asn Pro Thr Gly Thr Val Leu Leu Glin
405 410 415

cta gaa aat aca atg cag atg tca tta aaa gac tta ctt taa 1290
Leu Glu Asn Thr Met Gin Met Ser Leu Lys Asp Leu Leu
420 425

<210>13

<211> 429

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 13

Met GIn Leu Arg Asn Pro Glu Leu His Leu Gly Cys Ala Leu Ala Leu
1 5 10 15

Arg Phe Leu Ala Leu Val Ser Trp Asp lle Pro Gly Ala Arg AlaLeu
20 25 30

Asp Asn Gly Leu Ala Arg Thr Pro Thr Met Gly Trp Leu His Trp Glu
35 40 45
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Arg Phe Met Cys Asn Leu Asp Cys Gln Glu Glu Pro Asp Ser Cys lle
50 55 60 :

Ser Glu Lys Leu Phe Met Glu Met Ala Glu Leu Met Val Ser Glu Gly
65 _ 70 " 75 80

Trp Lys Asp Ala Gly Tyr Glu Tyr Leu Cys lle Asp-Asp Cys Trp Met
_ 8S : 90 : 95

Ala Pro Gln Arg Asp Ser Glu Gly Arg Leu Gln Ala Asp Pro Gln Arg
100 105 110

Phe Pro His Gly Ile Arg Gin Leu Ala Asn Tyr Val His Ser Lys Gly
11s 120 : 125

Leu Lys Leu Gly Ile Tyr Ala Asp Val Gly Asn LyS Thr Cys Ala Gly
130 135 140

Phe Pro Gly Ser Phe Gly Tyr Tyr Asp Ile Asp Ala Gln Thr Phe Ala
145 150 155 160

Asp Trp Gly Val Asp Leu Leu Lys Phe Asp Gly Cys Tyr Cys Asp Ser
165 170 175

Leu Glu Asn Leu Ala Asp Gly Tyr'Lys His Met Ser Leu Ala Leu Asn
180 ' 185 190

Arg Thr Gly Arg Ser lle Val Tyr Ser Cys Glu Trp Pro Leu Tyr. Met
195 200 - 205

Trp Pro Phe Glin Lys Pro Asn Tyr Thr Glu lle Arg Gln Tyr Cys Asn
210 215 ' 220

His Trp Arg Asn Phe Ala Asp lle Asp Asp Ser Trp Lys Ser Ile Lys
225 230 - 235 240

Ser lle Leu Asp Trp Thr Ser Phe Asn Gin Glu Arg Ile Val Asp Val
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245 : 250 255

Ala Gly Pro Gly Gly Trp Asn Asp Pro Asp Met Leu Val Ile Gly Asn
260 265 270

Phe Gly Leu Ser Trp Asn GIn Gin Val Thr Gln Met Ala Leu Trp Ala
275 280 285

lle Met Ala Ala Pro Leu Phe Met Ser Asn Asp Leu Arg His Ile Ser
290 295 300

Pro Gin Ala Lys Ala Leu Leu Gln Asp Lys Asp Val lle Ala Ile Asn
305 310 315 320

Gln Asp Pro Leu Gly Lys Gln Gly Tyr Gin Leu Arg Gln Gly Asp Asn
325 : 330 335

Phe Glu Val Trp Glu Arg Pro Leu Ser Gly Leu Ala Trp Ala Val Ala

340 345 350

Met Ile Asn Arg Gln Glu Ile Gly Gly Pro Arg Ser Tyr Thr Ile Ala
355 360 365

Val Ala Ser Leu Gly Lys Gly Val Ala Cys Asn Pro Ala Cys-Phe lle
370 375 380

Thr Gln Leu Leu Pro Val Lys Arg Lys Leu Gly Phe Tyr Glu Trp Thr
385 390 395 400

Ser Arg Leu Arg Ser His Ile Asn Pro Thr Gly Thr Val Leu Leu Gln
405 410 - 415

Leu Glu Asn Thr Met Gln Met Ser Leu Lys Asp Leu Leu
420 425

<212> ADN
<213> Homo sapiens
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<220>
<221> CDS
<222> (1)..(45)

<400> 14
atg tct gea ctt ctg atc cta get ctt gtt gga get gea gtt get 45
Met Ser Ala Leu Leu Ile Leu Ala Leu Val Gly Ala Ala Val Ala
! 5 10 15

<210> 15

<211>15

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 15

Met Ser Ala Leu Leu Ile Leu Ala Leu Val Gly Ala Ala Val Ala
1 S 10 15
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REIVINDICACIONES
1. Una proteina que tiene actividad de a-galactosidasa descrita en (a) o (b):

(a) una proteina que contiene una secuencia de aminoacidos formada por el aminoacido en la posiciéon 18 al
aminoacido en la posicion 411 incluidos en una secuencia de aminoacidos que se muestra en la secuencia N° 2
en la cual el aminoacido en la posicion 188 esta sustituido con acido glutamico o acido aspartico y el aminoacido
en la posicion 191 esta sustituido con leucina, valina, isoleucina, fenilalanina o metionina; o

(b) una proteina que contiene una secuencia de aminoacidos descrita en (a), en la cual de uno a diez
aminoacidos distintos de los aminoacidos localizados en los sitios de sustitucion estan sustituidos, en la que los
aminoacidos en las posiciones 28 a 31, los aminoacidos en las posiciones 77 a 81, los aminoacidos en las
posiciones 117 a 127, los aminoacidos en las posiciones 150 a 158, el aminoacido en la posicion 192, los
aminoacidos en las posiciones 209 a 220, los aminoacidos en las posiciones 242 a 254 y los aminoacidos en las
posiciones 45, 124, 177, 201, 350, 359 y 385 no estan mutados.

2. La proteina de acuerdo con la reivindicacién 1, en la que el aminoacido en la posicion 188 esta sustituido con
acido glutamico y el aminoacido en la posicién 191 esta sustituido con leucina.

3. Un gen que comprende ADN que codifica la proteina de acuerdo con las reivindicaciones 1 o 2.
4. Un vector recombinante que comprende el gen de acuerdo con la reivindicacion 3.
5. Un transformante no humano que comprende el vector recombinante de acuerdo con la reivindicacion 4.

6. Un procedimiento de produccién de una proteina que tiene actividad de a-galactosidasa, que comprende una
etapa de cultivo del transformante de acuerdo con la reivindicacion 5 y una etapa de recogida de la proteina que
tiene actividad de a-galactosidasa del producto cultivado resultante.

7. Una composicién farmacéutica que comprende la proteina de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones
1a2.

8. Un agente terapéutico para la enfermedad de Fabry que, como un principio activo, comprende la composicion de
acuerdo con la reivindicacion 7.

9. Una composicion farmacéutica que comprende el gen de acuerdo con la reivindicacion 3.

10. Un agente terapéutico génico para la enfermedad de Fabry que, como un principio activo, comprende la
composicion de acuerdo con la reivindicacién 9.

11. Uso de la proteina de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 2 o el gen de acuerdo con la
reivindicacion 3 para la produccion de un medicamento para el tratamiento de la enfermedad de Fabry.

12. La proteina de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 2 para su uso en el tratamiento de la
enfermedad de Fabry.

13. El gen de acuerdo con la reivindicacion 3 para su uso en el tratamiento de la enfermedad de Fabry.
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