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MEAVAVABAV GVLLLAGAGG AAGDEAREAR AVRALVARLL GPGPAADFSV SVERALAAKE 50
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LGLTQAEIN i R DGPLPPSHI XQLYLQRRVL DQMRSFGNIP 20
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WGPAQIRAVL LDLFAZSQPV YTRTASFQSQ PRIWCMLENF G 29
RLEPNSTMVG NEVVYSLMAE LGHRKDEVED LARWVTSHRR, 480

RLLLRS VYNCSGEACR S PSLOMNTSTH Y% 540

RLLLTSAPSL ATSPAFRYDL LDL LVSLYYEEAR SAVLSKELAS LLRACGVL 600
ELLPALDEVL ASDSRFLL WLEQARARAY SEAEADFYEQ NSRYCLTLWG PEGNILDYAN 660
KQLAGLVANY YTPRWRLFLE ALVDSVAQGI PFOQHQFDRN VFQLEQKFVL SKQRYPSQPR 720
GDTVDLAKKI FLKYYPRWVA GSH 743

(SEQ TP No:1)



» 1/101

PROTEINA NAGLU RECOMBINANTE HUMANA E USOS DA MESMA
REFERENCIA CRUZADA PARA PEDIDOS RELACIONADOS

[1] Este pedido refere-se e reivindica prioridade do Pedido
Provisério US 61/546.248, depositado em 12 de outubro de 2011,
todo o conteudo do qual é expressamente incorporado aqui por esta
referéncia.

FUNDAMENTOS DA INVENCAO

[2] Sindrome de Sanfilippo B ¢é uma doenga de depdsito
lisossdmico autossdmica recessiva (LSD) causada por uma
deficiéncia de uma enzima lisossémica conhecida como N-acetil-
alfa-D-glicosaminidase (NaGlu) . NaGlu é  necessdria para a
degradacdo do sulfato de heparan como parte da reparticdo gradual
de glicosaminoglicanos (GAG) no lisossoma. A deficiéncia ou
auséncia de NaGlu leva ao acumulo e excrecdo urindria de sulfato
de heparan. Com mais de 70 diferentes mutag¢des identificadas até a
data, Sindrome de Sanfilippo B apresenta extensa heterogeneidade
molecular e genética.

[3] Aproximadamente 1 de 200.000 nascimentos ¢é afetado pela
Sindrome de Sanfilippo B e a deficiéncia se manifesta
principalmente em criangas pequenas. Apdés o intervalo inicial sem
sintomas, os pacientes que sofrem da Sindrome de Sanfilippo B
geralmente presente com um retardo do desenvolvimento mental e
problemas comportamentais, seguidos pelo declinio intelectual
progressivo resulta em grave retardo mental, deméncia e doenca
motora. A aquisigdo da fala é lenta e incompleta. Os pacientes
profundamente afetados podem apresentar desenvolvimento psicomotor
e desenvolvimento da fala atrasados tdo cedo quanto aos 2 anos de
idade. A doenga normalmente progride para o aumento de disturbios
comportamentais e disturbios do sono. Embora as caracteristicas
clinicas sejam principalmente neuroldgicas, os pacientes muitas
vezes desenvolvem diarreia, dentes cariados, figado e baco
aumentados, articulagdes rigidas, hirsutismo e/ou pelos grossos e

podem apresentar problemas de coagulagdo do sangue. No estégio
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e desenvolvem dificuldades de deglutigdo e convulsdo. O tempo de
vida de uma crianca afetada normalmente ndo se estende além do fim
da adolescéncia até o inicio dos anos vinte.

[4] Abordagens diferentes foram tentadas para fornecer a
enzima ausente em pacientes. Para produzir NaGlu para terapia de
reposigdo enzimatica (ERT), NaGlu humana foi expressa em diversos
sistemas de cultura de células de mamiferos. No entanto, em
contraste com o NaGlu de ocorréncia natural que trafica para a
lisossoma intracelularmente, as proteinas NaGlu recombinantes
produzidas e secretadas de células de mamiferos demonstraram
conter auséncia ou apenas uma pequena quantidade de manose-6-
fosfato (M6P). A auséncia ou escassez de fracgcdes de M6P na NaGlu
secretada demonstrou prevenir sua internalizagdo eficiente em
células-alvo (por exemplo, fibroblastos de pele humana), que
possuem receptores de M6P na superficie de suas membranas
plasmaticas (ver, Zhao et al, Protein Expression and Purification,
18:202-211 (2000); e Weber et al, Protein Expression and
Purification, 21:251-259 (2001)). O baixo grau de fosforilacdo foi
visto na NaGlu de camundongo secretada expressa em células CHO,
NaGlu humana secretada expressa em células HeLa, NaGlu humana
secretada expressa em fibroblastos humanos e NaGlu humana
secretada expressa na linhagem celular 293 de rim embrionario
humano (HEK) (ver, Zhao et als; Protein Expression and
Purification, 19:202-211 (2000) ; Yogalingam et al, Biochim
Biophys. Acta 1502: 415-425; e Weber et al, Protein Expression and
Purification, 21 :251-259 (2001)). A fosforilacdo ausente ou fraca
de N-glicanos nas proteinas NaGlu secretadas a partir das células
de mamiferos impde um grande obstdculo para o desenvolvimento de
uma proteina NaGlu humana recombinante apropriada para terapia de
reposigdo enzimatica uma vez que todas as tentativas acima
mencionadas ndo foram capazes de produzir uma enzima que é
eficientemente absorvida pelas células alvo uma vez que a

concentragdo das proteinas interiorizadas, se detectavel, era
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Protein Expression and Purification, 19:202-211 (2000)). Atée a
data, nenhum produto aprovado estd disponivel para o tratamento da
Sindrome de Sanfilippo B.

[5] A administracéo direta da proteina NaGlu humana
recombinante produzida por célula de mamiferos (rhNaGlu) contendo
a sequéncia de aminod&cidos nativa no sistema nervoso central (CNS)
(por exemplo, administragdo intratecal no fluido cerebrospinal
(CSF)) de camundongos deficientes em NaGlu é tentada, mas nao
demonstrou sucesso na biodistribuigdo da enzima para o cérebro
devido & acumulagdo excessiva de ©proteina no revestimento
ependimdrio dos ventriculos, bem como a falta de residuos de M6P
necessarios para a absorcdo celular eficiente. Da mesma forma, a
administracdo sistémica (ou seja, injec¢do intravenosa (IV)) de
rhNaGlu produzida por célula de mamiferos contendo a sequéncia de
aminoacidos nativa também falhou em demonstrar localizacdo bem
sucedida da proteina no cérebro. Além dos riscos conhecidos
associados com a administracgcdo intratecal altamente invasiva,
estes obstaculos no direcionamento de rhNaGlu para o cérebro séo
um desafio muito grande para conseguir uma terapia eficaz para o
tratamento da Sindrome de Sanfilippo B.

[6] Portanto, hé& uma necessidade de fornecer uma proteina
NaGlu estdvel que é enzimaticamente ativa e tem propriedades
fisicas que permitem que a proteina atravesse a barreira hemato-
encefdlica (BBB) e para internalizagao efetiva da proteina para os
lisossomos das células alvo. HA& também uma necessidade de uma
plataforma de produgdo de proteina robusta e de alta expressdao que
pode fornecer uma NaGlu humana recombinante que efetivamente
atravessa a barreira hemato-encefédlica e é eficientemente
internalizada nas células alvo humanas.

SUMARIO DA INVENGAO

[7] A presente invengdo é desenhada para composigdes
compreendendo proteina NaGlu recombinante humana (rhNaGlu) util

para terapia, por exemplo, no tratamento da Sindrome de Sanfilippo
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inesperada, que a rhNaGlu aqui descrita tem um ou mais padrdes de
glicosilagdo que permitem que a rhNaGlu atravesse de forma
eficiente a barreira hemato-encefalica (BBB), e seja absorvida em
células dentro do sistema nervoso central (CNS) de animais
deficientes na enzima, resultando em um aumento dramatico na
atividade da N-acetilglicosaminidase no cérebro, bem como uma
redugcdo dos niveis de substrato. Além disso, a rhNaGlu aqui
descrita € eficientemente absorvida em uma célula de mamifero (por
exemplo, célula humana), resultando em uma atividade enzimatica
aumentada em comparagdo com proteinas NaGlu produzidas e
secretadas de células de mamiferos ndo modificadas que ndo sdo
projetadas para produzir glicosilagdo especifica. A absorcéo
celular aumentada da proteina NaGlu também fornece beneficios para
0 uso em terapia de reposigdo enzimdtica para um paciente humano
que sofre de Sindrome de Sanfilippo B por minimizar a necessidade
de um aumento da quantidade e frequéncia de dose e, desse modo,
reduzindo o risco potencial de imunogenicidade.

[8] A proteina rhNaGlu descrita aqui contém uma quantidade
suficiente de oligossacarideos (por exemplo, manose e manose
fosforilada (ou seja, M6P)) para permitir a eficiente absorcdo
celular através da manose e/ou endocitose mediada por receptores
de M6P e seja corretamente direcionada em células humanas. Em uma
modalidade, a rhNaGlu contém pelo menos um mol de proteina, por
exemplo, 1, 2, 3, 4, 5 ou 6 moles de M6P por mole de proteina. Em
uma modalidade, rhNaGlu pode ser internalizada em uma célula
humana deficiente em NaGlu de forma que a proteina internalizada
totalmente (100% ou mais) restaura os niveis normais (ou seja,
niveis de tipo selvagem) da atividade de ©NaGlu na célula
deficiente em NaGlu.

[9] Também sdo revelados aqui métodos para produzir um
aviario transgénico que expressa rhNaGlu que se beneficie da
fosforilagdo da manose. Em particular, um aviario transgénico que

expressa a proteina rhNaGlu nas células de oviduto, secreta no
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aviarios que contém essa rhNaGlu também estdo incluidos na
presente invencgdo.

[10] A presente invengdo também contempla vetores e células
hospedeiras que contém um transgene que codifica rhNaGlu, bem como
composiglSes farmacéuticas compreendendo rhNaGlu para ser usado na
aplicagdo dessa rhNaGlu para o tratamento da Sindrome de

Sanfilippo B.

[11] Em um aspecto, a 1invencdo fornece uma composicdo
compreendendo uma mistura isolada de N-acetil-alfa-D-
glicosaminidase (rhNaGlu) recombinante humana compreendendo a

sequéncia de amino&cidos 24-743 de SEQ ID NO:1, em que pelo menos
10% da rhNaGlu na mistura compreende pelo menos uma estrutura de
glicano contendo manose-6-fosfato (M6P). Em uma modalidade, a
rhNaGlu contendo M6P é capaz de ser absorvida em uma célula de
mamifero deficiente em NaGlu de forma que rhNaGlu internalizado
restaura pelo menos 50%, 60%, 70%, 80%, 90% ou 100% da atividade
normal de NaGlu observada em uma célula de mamifero de tipo
selvagem do mesmo tipo. Em outra modalidade, a estrutura de
glicano € um glicano N-ligado.

[12] Em uma modalidade, a rhNaGlu contém pelo menos 1 mol de
M6P por mole de proteina. Em outra modalidade, a rhNaGlu contém
entre cerca de 1 e cerca de 6 moles de M6P por mole de proteina.
Em outra modalidade, a rhNaGlu contém cerca de 2 moles de M6P por
mole de proteina. Ainda em outra modalidade, a rhNaGlu contém
cerca de 3 moles de M6P por mole de proteina. Em outra modalidade,
a rhNaGlu contém cerca de 4 moles de M6P por mole de proteina. Em
outra modalidade, a rhNaGlu contém cerca de 5 moles de M6P por
mole de proteina. Ainda em outra modalidade, a rhNaGlu contém
cerca de 6 moles de M6P por mole de proteina.

[13] Em uma modalidade, a célula mamifera deficiente em NaGlu
€ uma célula humana. Em outra modalidade, a célula humana
deficiente em NaGlu é um fibroblasto da pele, um hepatécito ou um

macréfago. Em uma modalidade, a célula humana deficiente em NaGlu
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[14] Em uma modalidade, a rhNaGlu é efetivamente liberada ao
cérebro de um mamifero contendo deficiéncia de NaGlu quando
administrada sistemicamente. Em uma modalidade particular, a
rhNaGlu é efetivamente liberada ao cérebro de um mamifero contendo
deficiéncia de NaGlu quando administrada por via intravenosa. Em
uma modalidade, a rhNaGlu é efetivamente liberada ao cérebro de um
mamifero contendo deficiéncia de NaGlu quando administrada por via
intratecal.

[15] Em uma modalidade, a rhNaGlu contendo M6P é internalizada
por uma célula deficiente em NaGlu e restaura pelo menos 100% da
atividade normal de NaGlu in vivo. Em uma modalidade, a rhNaGlu
contendo M6P contém pelo menos 25 moles de manose por mole de
proteina.

[16] Em uma modalidade, pelo menos 20%, 30%, 40%, 50%, 60%,
70%, 80%, 90% ou 95% da rhNaGlu na mistura contém M6P. Em outra
modalidade, pelo menos 20% da rhNaGlu na mistura contém pelo menos
um M6P. Em outra modalidade, pelo menos 30% da rhNaGlu na mistura
contém pelo menos um M6P. Em outra modalidade, pelo menos 40% da
rhNaGlu na mistura contém pelo menos um M6P. Em outra modalidade,
pelo menos 50% da rhNaGlu na mistura contém pelo menos um M6P. Em
outra modalidade, pelo menos 60% da rhNaGlu na mistura contém pelo
menos um M6P.

[17] Em outro aspecto, a invengdo fornece uma composicdo
compreendendo uma mistura isolada de N-acetil-alfa-D-
glicosaminidase (rhNaGlu) recombinante humana compreendendo a
sequéncia de aminoacidos 24-743 de SEQ ID NO:1, em que a mistura
compreende uma quantidade suficiente de rhNaGlu contendo uma ou
mais estruturas glicano compreendendo manose-6-fosfato (M6P) de
forma que a rhNaGlu contendo M6P é internalizada em uma célula de
mamifero contendo deficiéncia de NaGlu através de endocitose
mediada por receptores de M6P e restaura pelo menos 50% da
atividade da NaGlu observada em uma célula de tipo selvagem do

mesmo tipo que expressa NaGlu enddgena. Em uma modalidade, a
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glicosilada O-ligada.

[18] Em uma modalidade, a rhNaGlu compreende pelo menos 1 mol
de M6P por mole de rhNaGlu. Em outra modalidade, a rhNaGlu
compreende cerca de 1, 2, 3, 4, 5 ou 6 moles de M6P por mole de
rhNaGlu. Em outra modalidade, a rhNaGlu compreende cerca de 3
moles de M6P por mole de rhNaGlu. Em outra modalidade, a rhNaGlu
compreende cerca de 4 moles de M6P por mole de rhNaGlu.

[19] Em uma modalidade, a rhNaGlu compreende manose. Em outra
modalidade, a rhNaGlu compreende N-acetilglicosamina (GlcNAc). Em
outra modalidade, a rhNaGlu compreende galactose. Em outra
modalidade, a rhNaGlu compreende N-acetilgalactosamina (GalNAc).
Em outra modalidade, a rhNaGlu ndo contém fucose. Em outra
modalidade, a rhNaGlu ndo contém glicose. Em uma modalidade, a
rhNaGlu restaura pelo menos 60, 70, 80, 90, 95 ou 100% da
atividade enzimdtica de NaGlu normal.

[20] Em outra modalidade, a rhNaGlu é efetivamente liberada ao
cérebro de um mamifero contendo deficiéncia de NaGlu quando
administrada sistemicamente. Em uma modalidade, a rhNaGlu ¢&
efetivamente liberada ao cérebro de um mamifero contendo
deficiéncia de NaGlu quando administrada por via intravenosa. Em
uma modalidade, a rhNaGlu é efetivamente liberada ao cérebro de um
mamifero contendo deficiéncia de NaGlu quando administrada por via
intratecal.

[21] Em uma modalidade, a célula mamifera deficiente em NaGlu
€ uma célula humana. Em outra modalidade, a célula humana é um
fibroblasto da pele, um hepatécito ou um macréfago. Em uma
modalidade, a célula humana deficiente em NaGlu ¢é uma célula
neuronal.

[22] Em uma modalidade, a rhNaGlu é uma proteina de fusdo
compreendendo uma segunda fragcdo. Em uma modalidade, a segunda
fracdo é um polipeptideo. Em outra modalidade, o polipeptideo é
selecionado do grupo que consiste em ligante do receptor de

transferrina (TfRL), ligante do receptor de fator de crescimento
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de baixa densidade (LDL) e residuos de aminodcidos &cidos (ARAA).

[23] Em uma modalidade, a rhNaGlu é produzida a partir de um
aviario transgénico. Em uma modalidade, o avidrio transgénico é
uma galinha, um peru, um pato ou uma codorna. Em uma modalidade, o
aviario transgénico é uma galinha. Em uma modalidade, a rhNaGlu é
produzida a partir de uma célula do oviduto.

[24] Em outro aspecto, a invengdo fornece uma composicdo
compreendendo uma N-acetil-alfa-D-glicosaminidase (rhNaGlu) humana
recombinante isolada compreendendo uma ou mais estruturas de
glicano contendo quantidade suficiente de manose-6-fosfato (M6P)
que permite a internalizagdo da rhNaGlu em uma célula de mamifero
tendo deficiéncia de NaGlu através de endocitose mediada por
receptores de M6P, de forma que quando internalizada in vivo, a
rhNaGlu restaura pelo menos 50% da atividade de NaGlu observada em
uma célula de tipo selvagem do mesmo tipo que expressa NaGlu
enddgena.

[25] Em uma modalidade, a proteina rhNaGlu é glicosilada N-
ligada. Em outra modalidade, a proteina rhNaGlu é glicosilada O-
ligada. Em uma modalidade, a rhNaGlu compreende cerca de 2, 3, 4,
5 ou 6 moles de M6P por mole de rhNaGlu.

[26] Em uma modalidade, a rhNaGlu é efetivamente liberada ao
cérebro de um mamifero contendo deficiéncia de NaGlu quando
administrada sistemicamente. Em outra modalidade, a rhNaGlu &
efetivamente liberada ao cérebro de um mamifero contendo
deficiéncia de NaGlu quando administrada por via intravenosa. Em
uma modalidade, a rhNaGlu é efetivamente liberada ao cérebro de um
mamifero contendo deficiéncia de NaGlu quando administrada por via
intratecal.

[27] Em outro aspecto, a 1inveng¢do fornece um aviario
transgénico compreendendo um transgene contendo um promotor
operacionalmente ligado a wuma sequéncia de 4&cido nucleico que
codifica uma NaGlu humana recombinante (rhNaGlu), que o transgene

é contido no genoma do aviadrio transgénico e expressa em uma
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do oviduto do aviario transgénico, secretada no lumen do oviduto e
depositada na clara do ovo de um ovo do avidrio transgénico.

[28] Em uma modalidade, a rhNaGlu compreende cerca de 2, 3, 4,
ou 6 moles de M6P por mole de rhNaGlu. Em outra modalidade, o
componente de promotor é um promotor especifico de oviduto. Em
outra modalidade, o promotor especifico de oviduto é um promotor
de ovalbumina. Ainda em outra modalidade, o avidrio transgénico é
selecionado do grupo que consiste em uma galinha, um peru, um pato
e uma codorna.

[29] Em outro aspecto, a invengdo fornece um ovo produzido
pelo aviario transgénico da invencé&o.

[30] Ainda em outro aspecto, a invengdo fornece um método para
produzir uma NaGlu humana recombinante (rhNaGlu) compreendendo: a)
produzir um avidrio transgénico compreendendo um transgene
contendo um componente de promotor operacionalmente ligado a uma
sequéncia de acido nucleico que codifica a rhNaGlu estabelecida na
24-743 de SEQ ID NO:1, em que o transgene é contido no genoma do
aviario transgénico e expresso em uma célula do oviduto, de forma
que a rhNaGlu ¢é glicosilada na célula do oviduto do avidrio
transgénico, secretada no lumen do oviduto e depositada em clara
do ovo de um ovo posto pelo avidrio transgénico; e b) isolar a
rhNaGlu da clara do ovo.

[31] Em uma modalidade, o componente de promotor & um promotor
especifico de oviduto. Em outra modalidade, o promotor especifico
de oviduto é um promotor de ovalbumina. Em uma modalidade, o
avidrio é selecionado do grupo que consiste em uma galinha, um
peru, um pato e uma codorna. Em uma modalidade, o avidrio &
galinha.

[32] Em outro aspecto, a invencéo fornece um vetor
compreendendo uma sequéncia de nucleotideos que codifica uma NaGlu
humana operacionalmente ligada a um promotor de ovalbumina. Em
outro aspecto, a invengao fornece uma célula hospedeira

compreendendo ©o vetor da invengdo. Em outro aspecto, a invencéo
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acido nucleico de 5232-10248 da SEQ ID NO:4.

[33] Em um aspecto, a 1invengdo fornece uma formulacdo
farmacéutica compreendendo uma composigdo da invengédo em
combinacédo com um carreador, diluente ou excipiente
farmaceuticamente aceitével.

[34] Em outro aspecto, a invencdo fornece uma composicgéo
compreendendo proteina NaGlu humana recombinante que atravessa a
barreira hemato-encefdlica de um mamifero contendo deficiéncia de
NaGlu quando administrada por via intravenosa.

[35] Ainda em outro aspecto, a inveng¢do fornece um método para
tratar um sujeito que sofre de deficiéncia de NaGlu, o método
compreendendo administrar ao sujeito uma quantidade
terapeuticamente eficaz da composicdo da invencdo.

[36] Ainda em outro aspecto, a invengdo fornece um método para
liberar proteina NaGlu humana recombinante para o cérebro de um
sujeito que sofre de deficiéncia de NaGlu, o método compreendendo
administrar por via intravenosa proteina NaGlu humana recombinante
ao sujeito.

[37] Em outro aspecto, a invengdo fornece um método para
transportar uma proteina NaGlu humana recombinante da circulacédo
através da barreira hemato-encefdlica em uma quantidade
terapeuticamente eficaz, o método compreendendo administrar por
via intravenosa uma proteina NaGlu humana recombinante para um
sujeito contendo deficiéncia de NaGlu.

[38] Em uma modalidade, a deficiéncia de NaGlu é Sindrome de
Sanfilippo B. Em outra modalidade, o sujeito & um ser humano.

[39] Em outra modalidade, a proteina NaGlu recombinante humana
é administrada por via intravenosa ao sujeito em uma dose de cerca
de 0,5 a cerca de 50 mg/kg de peso corporal. Em outra modalidade,
a proteina NaGlu humana recombinante ¢é administrada por via
intravenosa ao sujeito em uma dose de cerca de 1 a cerca de 30
mg/kg de peso corporal. Em outra modalidade, a proteina NaGlu

humana recombinante é administrada por via intravenosa ao sujeito
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[40] Ainda em outra modalidade, a proteina NaGlu humana
recombinante é administrada por via intratecal ao sujeito. Em uma
modalidade, a proteina NaGlu humana recombinante ¢é administrada
por via intratecal em uma dosagem de pelo menos cerca de 0,3, 0,4,
0,5 0,6, 0,7, 0,8 ou 0,9 mg/kg de peso corporal. Em outra
modalidade, a proteina NaGlu humana recombinante ¢é administrada
por via intratecal em uma dosagem de cerca de 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7,
8, 9, ou 10 mg/kg de peso corporal. Em outra modalidade, a
proteina NaGlu humana recombinante ¢é administrada por via
intratecal em uma dosagem de cerca de 10 a cerca de 30 mg/kg de
peso corporal.

[41] Em outra modalidade, a quantidade terapeuticamente eficaz
€ uma quantidade eficaz para reduzir os niveis de sulfato de
heparan no cérebro, nos rins ou no figado do sujeito. Em outra
modalidade, a quantidade terapeuticamente eficaz é uma quantidade
eficaz para aumentar os niveis de atividade de NaGlu no cérebro ou
no figado do sujeito.

[42] Em outra modalidade, o) método ainda compreende
administrar um segundo agente terapéutico. Em uma modalidade, o
segundo medicamento & um imunossupressor.

BREVE DESCRIGAO DAS FIGURAS

[43] A Fig. 1 mostra a sequéncia de aminodcidos da NaGlu
recombinante humana (residuos de aminodcidos 1-23, peptideo
sinal).

[44] A Fig. 2 mostra a sequéncia de Acido nucleico (cDNA) de
NaGlu recombinante humana, incluindo a sequéncia de &cido nucleico
que codifica o peptideo sinal.

[45] A Fig. 3 mostra a sequéncia de acido nucleico de promotor
de ovalbumina 1,1 kb.

[46] As Figs. 4A-D mostram a sequéncia de &cido nucleico do
vetor pSIN-OV-1.1-I-rhNaGlu usado na transgénese de um aviédrio.

[47] A Fig. 5 €& uma representagdo esquemdtica do vetor pSIN-

OV-1.1-I-rhNaGlu.
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e purificada a partir de clara do ovo de um Gallus transgénico.

[49] A Fig. 7 mostra a concentracdo média de rhNaGlu
depositada na clara do ovo de Gallus transgénico.

[50] A Fig. 8 mostra um perfil de oligossacarideo de rhNaGlu
produzida a partir de um Gallus transgénico usando HPAEC-PAD.

[51] A Fig. 9 mostra a andlise de absorgdo de rhNaGlu por
fibroblastos de pele humana (MPS 1IIIB, deficiente em NaGlu;
Normal, fibroblastos de pele humana de tipo selvagem; 1U de
atividade enzimatica = nmol de proteina/hr).

[52] A Fig. 10 mostra andlise de inibicdo de absorcgdo de
rhNaGlu (Gallus) usando diferentes concentracdes de monossacarideo
M6P (1lU de atividade enzimdtica = lumol de proteina/min).

[53] A Fig. 11 mostra uma representacdo esquemdtica do vetor
pTT22 contendo um constructo de fusdo de NaGlu humana recombinante
(AAA-NaGlu: residuos &acidos de aminodcidos fundidos & extremidade
N-terminal do NaGlu inteiro).

[54] A Fig. 12 mostra uma representagdo esquemadtica do vetor
pTT22 contendo um constructo de fusdo de NaGlu humana recombinante
(NaGlu-TfRL: ligante de receptor de transferrina fundido ao C-
terminal da NaGlu inteira).

[55] A Fig. 13 mostra a atividade enzimadtica da AAA-NaGlu
produzida a partir de HEK293 em comparagdo com rhNaGlu produzida a
partir de Gallus.

[56] A Fig. 14 mostra a atividade enzimdtica da NaGlu-TfRL
produzida a partir de HEK293 em comparagdo com AAA-NaGlu produzida
a partir de HEK293.

[57] A Fig. 15 mostra os niveis de absorgcdo de rhNaGlu
(Gallus) em uma linhagem celular de macréfagos (NR8383) ao longo
do tempo (48 horas). A atividade de NaGlu celular foi medida em
unidades/mg de proteina.

[58] A Fig. 16 mostra niveis de substrato sulfato de heparan
(ng/mg de tecido) no rim de camundongos naglu (7/7) apés

administragdao intravenosa de veiculo (KO); rhNaGlu gallus em uma
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concentragdo de dosagem de 27 mg/kg. Camundongos de tipo selvagem
(WT) ndo foram tratados.

[59] A Fig. 17 mostra niveis de substrato sulfato de heparan
(ng/mg de tecido) no cérebro de camundongos naglu (_F) apoés
administragdo intravenosa de veiculo (KO); rhNaGlu gallus em uma
concentracdo de dosagem de 6,25 mg/kg; ou rhNaGlu gallus em uma
concentracdo de dosagem de 27 mg/kg. Camundongos de tipo selvagem
(WT) ndo foram tratados.

[60] A Fig. 18 mostra niveis de substrato sulfato de heparan
(ng/mg de tecido) no figado de camundongos naglu (7/7) apés
administragdo intravenosa de veiculo (KO); rhNaGlu gallus em uma
concentragdo de dosagem de 6,25 mg/kg; ou rhNaGlu gallus em uma
concentracdo de dosagem de 27 mg/kg. Camundongos de tipo selvagem
(WT) ndo foram tratados.

[61]] A Fig. 19 mostra niveis de substrato sulfato de heparan
(ng/mg de tecido) no cérebro de camundongos naglu (7/7) apés
administragdo intratecal de veiculo (KO) ou rhNaGlu gallus em uma
concentragcdo de dosagem de 0,31 mg/kg. Camundongos de tipo
selvagem (WT) ndo foram tratados.

DESCRIGCAO DETALHADA DA INVENGAO

[62] A presente invengdo fornece composig¢des compreendendo
proteina NaGlu humana recombinante (rhNaGlu) Util para terapia,
por exemplo, no tratamento de doengas associadas a NaGlu, por
exemplo, Sindrome de Sanfilippo B. A presente invencdo é baseada
na descoberta que a proteina rhNaGlu descrita aqui contém uma
quantidade suficiente de oligossacarideos (por exemplo, manose e
manose fosforilada (ou seja, M6P)) para permitir a eficiente
absorgdo celular através da manose e/ou endocitose mediada por
receptores de M6P e seja corretamente direcionada em células
humanas. Uma vez que a rhNaGlu da invengdo é mais eficientemente
absorvida em uma célula humana, a rhNaGlu da inveng¢do apresenta
atividade enzimatica aumentada em comparagdo com proteinas NaGlu

produzidas e secretadas de células de mamiferos ndo modificadas
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Adicionalmente, a rhNaGlu aqui descrita tem um ou mais padrdes de
glicosilagcdo que permitem que a rhNaGlu atravesse de forma
eficiente a barreira hemato-encefdlica (BBB) quando administrada
por via intravenosa. A absorgdo celular aumentada da proteina
rhNaGlu da invengdo minimiza a necessidade de dosagens grandes e
frequentes, desse modo reduzindo 0 risco potencial de
imunogenicidade.

[63] Algumas das definigdes e abreviaturas usadas aqui incluem
as seguintes: aa, aminoacidos; bp, pares de base; CDS, sequéncia
de codificagdo; cDNA, DNA complementar a um RNA; GalNAc, N-
acetilgalactosamina; Gal, galactose; GlcNac, N-acetilglicosamina;
nt, nucleotideos; kb 1.000 pares de bases; pg, micrograma; mL,
mililitro; ng, nanograma; e nt, nucleotideo.

[64] Certas definigdes sdo estabelecidas para ilustrar e
definir o sentido e o escopo dos varios termos usados para
descrever a invengdo aqui.

[65] O termo “aviario” como usado aqui se refere a qualquer
espécie, subespécie ou variedade do organismo da classe taxonémica
ava, como, entre outros, galinha, peru, pato, ganso, codorna,
faisbdes, papagaios, tentilhdes, falcodes, COorvos e ratitas,
incluindo avestruz, emu e casuar. O termo inclui as diversas
variedades conhecidas como Gallus gallus, ou galinhas, (por
exemplo, White Leghorn, Brown Leghorn, Barred-Rock, Sussex, New
Hampshire, Rhode Island, Ausstralorp, Minorca, Amrox, California
Gray, Italian Partridge-colored), bem como variedades de perus,
faisbes, codornas, pato, avestruzes e outras aves de capoeira
comumente produzidas em quantidades comerciais.

[66] As frases “baseado em” e ‘“derivado a partir de”
normalmente significam obtidas a partir de, no todo ou em parte.
Por exemplo, um vetor retroviral sendo baseado em ou derivado a
partir de um retrovirus particular ou baseado em uma sequéncia de
nucleotideos de um retrovirus particular significa que o genoma do

vetor retroviral contém uma parte substancial da sequéncia de



f 15/101

substancial pode ser uma sequéncia particular de gene ou
nucleotideos como a sequéncia de nucleotideos que codifica as
proteinas gag, pol e/ou env ou outras sequéncias de nucleotideos
estruturais ou funcionais do genoma do virus como sequéncias que
codificam as repetigdes terminais 1longas (LTRs) ou pode ser
substancialmente o genoma completo do retrovirus, por exemplo, a
maior parte (por exemplo, mais de 60% ou mais de 70% ou mais de
80% ou mais de 90%) ou a totalidade do genoma do retrovirus, como
serad evidente pelo contexto na especificacdo como o conhecimento
de um especialista na técnica. Exemplos de vetores retrovirais que
sdo baseados em ou derivados de um retrovirus sd3o os vetores
retrovirais NL (por exemplo, NLB) que sdo derivados do retrovirus
leucose aviaria (“ALV”), conforme revelado em Cosset et al |,
Journal of Virology (1991) vol. 65, p 3388-3394.

[67] O termo “sequéncia codificadora” e “regido codificadora”
conforme usado aqui se refere a sequéncias de nucleotideos e
sequéncias de acidos nucleicos, incluindo o RNA e DNA, que
codifica informagdo genética para a sintese de um RNA, uma
proteina ou qualquer parte de um RNA ou proteina.

[68] Sequéncias de nucleotideos que naturalmente ndo fazem
parte do genoma de um organismo particular ou sdo introduzidas em
um sitio ndo nativo no genoma do organismo sdo referidos como
sequéncias de nucleotideos “estranhas”, sequéncias de nucleotideos
“heterélogas”, sequéncias de nucleotideos “recombinantes” ou
sequéncias de nucleotideos “exdgenas”. Além disso, uma sequéncia
de nucleotideos que foi isolada e em seguida reintroduzida do
mesmo tipo (por exemplo, mesma espécie) de organismo ndo é
considerada como sendo uma parte de ocorréncia natural do genoma
de um organismo particular e, portanto, é considerada exdgena ou
heterdloga. "“Proteinas heterdlogas” ou “proteinas exdégenas” podem
ser proteinas codificadas por sequéncias de nucleotideos
estranhos, heterdélogos ou exdégenos e, portanto, muitas vezes ndo

sdo naturalmente expressas em uma célula do organismo hospedeiro.
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“estranho”, tendo como referéncia os acidos nucleicos, como o DNA
e RNA, sdo usados de modo intercambidvel e referem-se a &cido
nucleico que ndo ocorre naturalmente como parte de um cromossomo,
um genoma ou célula em que estiver presente ou que sdo encontrados
em locais e/ou em quantidades que diferem do locais e/ou
quantidades em que ele ocorre na natureza. Pode ser 4&cido
nucleico, cromossomo ou célula que ndo sdo enddégenos ao genoma e
foram exogenamente introduzidos no genoma, cromossomo ou célula.
Exemplos de DNA heterdélogo incluem, entre outros, DNA que codifica
um produto do gene ou produtos do gene de interesse, por exemplo,
para a produgdo de uma proteina codificada. Exemplos de DNA
heterbélogo incluem, entre outros, o DNA que codifica proteinas
marcadoras rastredveis, DNA que codifica proteinas terapéuticas.
Os termos “heterdélogos” e “exdgenos” podem se referir a uma
biomolécula como um &acido nucleico ou uma proteina que ndo é
normalmente encontrada em uma determinada célula, tecido ou
substancia produzida por um organismo ou ndo ¢é normalmente
encontrada em wuma determinada célula, tecido ou substéncia
produzida pelo organismo em quantidade ou localizagdo igual a
encontrada para ocorrer naturalmente. Por exemplo, uma proteina
que é heterdloga ou exbégena de um ovo é uma proteina que
normalmente ndo é encontrada no ovo.

[70] O termo “constructo” conforme usado aqui se refere a uma
sequéncia de nucleotideos 1linear ou circular como DNA que foi
montada a partir de mais de um segmento da sequéncia de
nucleotideos que foi isolada a partir de uma fonte natural ou foi
sintetizada quimicamente, ou combina¢des das mesmas.

[71] O termo “complementar” conforme usado aqui se refere a
duas moléculas de 4acido nucleico que podem formar interacdes
especificas com outras. Nas interag¢des especificas, uma base
adenina dentro de uma fita de um &cido nucleico pode formar duas
ligagbes de hidrogénio com timina dentro de uma segunda fita de

-

dcido nucleico quando as duas fitas de A&cidos nucleicos sdo de
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guanina dentro de uma fita de um &cido nucleico pode formar trés
ligagdes de hidrogénio com citosina dentro de uma segunda fita de
acido nucleico quando as duas fitas de &cidos nucleicos sdo de
polaridades opostas. Acidos nucleicos complementares conforme
referidos aqui, podem ainda compreender bases modificadas em que
uma adenina modificada pode formar ligagdes de hidrogénio com uma
timina ou uma timina modificada, e uma citosina modificada pode
formar 1liga¢des de hidrogénio com uma guanina ou uma guanina
modificada.

[72] O termo “expresso” ou “expressdo” aqui se refere a
transcrigdo de uma sequéncia codificadora para produzir uma
molécula de RNA pelo menos complementar em parte a uma regido de
uma das duas fitas de acido nucleico da sequéncia codificadora. O
termo “expresso” ou Vexpressao” conforme usado aqui pode se
referir a tradugdo de um mRNA para produzir uma proteina ou
peptideo.

[73] O termo “wetor de expressdo” conforme usado aqui se
refere a um vetor de &acido nucleico que compreende uma regido de
controle de expressdo génica, como um promotor ou um componente do
promotor, operacionalmente ligada a uma sequéncia de nucleotideos
que codifica pelo menos um polipeptideo.

[74] O termo “fragmento” conforme usado aqui pode se referir
a, por exemplo, a uma parte com pelo menos cerca de 10, 20, 50,
75, 100, 150, 200, 250, 300, 500, 1000, 2000, 5000, €.000, §.000Q,
10.000, 20.000, 30.000, 40.000, 50.000 ou 60.000 nucleotideos de
tamanho de um A&acido nucleico que foi construido artificialmente
(por exemplo, por sintese quimica) ou por clivagem de um produto
natural em varios pedagos, usando as endonucleases de restrigcdo ou
cisalhamento mecédnico, ou enzimaticamente, por exemplo, por PCR ou
qualquer outra técnica de polimerizagdo conhecida, ou expressa em
uma célula hospedeira pela tecnologia de acido nucleico
recombinante, conhecida por um especialista na técnica. O termo

“fragmento” conforme usado aqui também pode se referir a, por
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residuos de aminodcidos menos do que uma sequéncia de aminoacidos
inteira para NaGlu (ou seja, sequéncia de aminodcidos 24-743 da
SEQ ID NO:1), cuja parte é clivada de uma sequéncia de aminodcidos
de ocorréncia natural por clivagem proteolitica por pelo menos uma
protease, ou é uma parte da sequéncia de aminodcidos de ocorréncia
natural sintetizada por métodos quimicos ou usando a tecnologia do
DNA recombinante (por exemplo, expressa de uma parte da sequéncia
de nucleotideos que codifica a sequéncia de aminodcidos de
ocorréncia natural) conhecida por uma especialista na técnica.
“Fragmento” pode também se referir a uma parte, por exemplo, de
cerca de 50%, cerca de 60%, cerca de 70%, cerca de 80%, cerca de
90%, cerca de 95% ou cerca de 99% de uma sequéncia de aminodcidos
ou sequéncia de nucleotideos particular.

[75] “Parte funcional” e “fragmento funcional” podem ser
usados de modo intercambiavel e conforme usado aqui significa uma
parte ou fragmento de um todo capaz de executar, no todo ou em
parte, uma fungdo do todo. Por exemplo, uma parte biologicamente
funcional de uma molécula significa uma parte da molécula que
executa uma fungdo bioldégica da molécula inteira ou intacta.
Partes funcionais podem ser de qualquer tamanho util. Por exemplo,
um fragmento funcional pode variar em tamanho de cerca de 20 bases
de comprimento a um comprimento igual a todo o comprimento da
sequéncia especificada menos um nucleotideo. Em outro exemplo, um
fragmento funcional pode variar em tamanho de cerca de 50 bases de
comprimento a um comprimento igual a todo o comprimento da
sequéncia especificada menos um nucleotideo. Em outro exemplo, um
fragmento funcional pode variar em tamanho de cerca de 50 bases de
comprimento a cerca de 20 kb de comprimento. Em outro exemplo, um
fragmento funcional pode variar em tamanho de cerca de 500 bases
de comprimento a cerca de 20 kb de comprimento. Em outro exemplo,
um fragmento funcional pode variar em tamanho de cerca de 1 kb de
comprimento a cerca de 20 kb de comprimento. Em outro exemplo, um

fragmento funcional pode variar em tamanho de cerca de 0,1 kb de
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fragmento funcional pode variar em tamanho de cerca de 20 bases kb
de comprimento a cerca de 10 kb de comprimento.

[76] O termo “totalmente transgénico” ou “linhagem germinativa
transgénica” refere-se a um animal como um avidrio que contém pelo
menos uma cépia de um transgene em essencialmente todas as suas
células.

[77] O termo “regido de controle de expressdo génica” conforme
usado aqui se refere a sequéncias de nucleotideos que estdo
associadas com uma sequéncia codificadora e que regulam, no todo
ou em parte, a expressdo da sequéncia codificadora, por exemplo,
regulam, no todo ou em parte, a transcricdo da sequéncia.
codificadora. As regides de controle de expressdo génica podem ser
isoladas de uma fonte de ocorréncia natural ou podem ser
sintetizadas quimicamente e podem ser incorporadas em um vetor de
dcido nucleico para permitir transcricdo regulada em células
apropriadas. As “regides de controle de expressdo génica” podem
preceder, mas ndo estdo limitadas a preceder, a regido de uma
sequéncia de é&cido nucleico que estd na regido 5’ da extremidade
de uma sequéncia codificadora que pode ser transcrita em mRNA.

[78] Conforme usado aqui, “células hospedeiras” se refere a
células que abrigam os vetores construidos usando técnicas de DNA
recombinante e que codificam pelo menos um gene heterélogo.

[79] O termo “acido nucleico isolado” aqui abrange, por
exemplo, (a) um DNA que tem a sequéncia de parte de uma molécula
gendmica de ocorréncia natural, mas ndo é flanqueada por pelo
menos uma das sequéncias que flanqueiam a parte da molécula no
genoma da espécie em que ocorre naturalmente; (b) um &cido
nucleico que foi incorporado em um vetor ou no DNA gendmico de um
procarionte ou eucarionte de forma que o vetor resultante ou DNA
gendémico ndo ¢é idéntico ao DNA de ocorréncia natural do qual o
acido nucleico foi obtido; (c) uma molécula separada como um cDNA,
um fragmento gendmico, um fragmento produzido pela reacdo em

cadeia da polimerase (PCR), reacgcdo em cadeia da ligase (LCR) ou



' 20/101

nucleotideos recombinante que faz parte de um gene hibrido, ou
seja, um gene que codifica uma proteina de fusdo e (e) uma
sequéncia de nucleotideos recombinante que faz parte de uma
sequéncia hibrida que ndo é de ocorréncia natural. Moléculas
isoladas de acido nucleico da presente invengdo podem incluir, por
exemplo, variantes alélicas naturais, bem como moléculas de &cido
nucleico modificadas por delecgdes, insercdes, inversdes ou
substitui¢des de nucleotideos.

[80] O termo “acido nucleico” conforme usado aqui se refere a
qualquer matriz linear ou sequencial de nucleotideos e
nucleosideos, por exemplo, cDNA, DNA gendmico, mRNA, tRNA,
oligonucleotideos, oligonucleosideos e derivados dos mesmos. Para
facilitar a discussdo, A&acidos nucleicos de ocorréncia ndo natural
podem ser referidos aqui como constructos. Os &cidos nucleicos
podem incluir vetores de plasmideo bacteriano, incluindo vetores
de expressao, clonagem, cosmideo e de transformacdo, como, vetores
virais animais, como, entre outros, adenovirus modificado, virus
influenza, virus da poliomielite, virus da variola, retrovirus
como vetor retroviral de virus da leucose aviaria (ALV), um vetor
retroviral de virus da leucemia murina (MLV) e um vetor de
lentivirus e semelhantes e fragmentos dos mesmos. Além disso, o
acido nucleico pode ser uma LTR de um vetor retroviral de virus da
leucose aviaria (ALV), um vetor retroviral do virus da leucemia
murina (MLV), ou um vetor de lentivirus e fragmentos dos mesmos.
Acidos nucleicos também podem incluir vetores NL como NLB, NLD e
NLA e fragmentos dos mesmos e oligonucleotideos sintéticos como
DNA ou RNA quimicamente sintetizados. Os &cidos nucleicos podem
incluir nucleotideos e nucleosideos modificados ou derivatizados
como, entre outros, nucleotideos halogenados como, entre outros,
S5-bromouracil e nucleotideos derivatizados como nucleotideos
marcados com biotina.

[81] Conforme usado aqui, os termos “glicano,” “estrutura de

glicano”, “fracdo de glicano”, “oligossacarideo”, “estrutura de
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glicosilacdo” e “estrutura de glicosilacdo” tém essencialmente o
mesmo significado e cada um se refere a uma ou mais estruturas que
sdo formadas a partir de residuos de agucar e estdo ligados a
proteina glicosilada como NaGlu humana. Por exemplo, “N-glicano”
ou “glicano N-ligado” referem-se a uma estrutura de glicano ligada
a um nitrogénio de cadeias laterais de asparagina ou arginina da
proteina glicosilada. “0O-glicano” ou “glicano O-ligado” referem-se
a uma estrutura de glicano ligada ao oxigénio da hidroxila da
cadeia lateral da serina, treonina, tirosina, hidroxilisina ou
hidroxiprolina da proteina glicosilada.

[82] Os termos “vetor” e “vetor de A&cido nucleico” conforme
usados aqui se referem a uma molécula de &cido nucleico viral ou
plasmideo de fita dupla ou simples natural ou sintético que pode
ser transfectado ou transformado em células e replicar
independentemente de, ou dentro do genoma da célula do hospedeiro.
Un vetor de fita simples circular pode ser linearizado por
tratamento com uma enzima de restrigdo apropriada baseado na
sequéncia de nucleotideos do vetor. Um &cido nucleico pode ser
inserido em um vetor cortando o vetor com enzimas de restricdo e
ligando as pegas desejadas juntas, como é entendido na técnica. Um
vetor tipico pode ser composto dos seguintes elementos
operativamente ligados em distdncias apropriadas para permitir a
expressdo de gene funcional: origem de replicacdo, promotor,
potencializador, sequéncia lider do mRNA 5’, sitio de ligacgdo
ribossomal, cassete de 4cido nucleico, sitios de poliadenilacdo e
terminagdo e sequéncias de marcador seleciondveis. Um ou mais
desses elementos podem ser omitido em aplicag¢des especificas. O
cassete do &cido nucleico pode incluir um sitio de restricdo para
a insercdo da sequéncia de &cido nucleico a ser expressa. Em um
vetor funcional, o cassete do &cido nucleico contém a sequéncia de
acido nucleico a ser expressa incluindo sitios de inicio e término
de tradugdo. Um intron opcionalmente pode ser incluido no

constructo, por exemplo, 5’ para a sequéncia codificadora. Um
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situe no vetor com as sequéncias reguladoras apropriadas, o
posicionamento e orientacdo da sequéncia codificadora em relacdo
as sequéncias de controle sendo de forma que a sequéncia
codificadora seja transcrita sob o “controle” das sequéncias
reguladoras ou de controle. A modificacdo das sequéncias
codificadoras da proteina particular de interesse pode ser
desejavel para atingir este fim. Por exemplo, em alguns casos,
pode ser necessario modificar a sequéncia para que essa possa ser
ligada para as sequéncias de controle com a orientacdo apropriada,
ou para manter o quadro de leitura. As sequéncias de controle e
outras sequéncias reguladoras podem ser ligadas & sequéncia
codificadora antes da insergdo em um vetor. Alternativamente, a
sequéncia codificadora pode ser clonada diretamente em um vetor de
expressdao que ja contém as sequéncias de controle e um sitio de
restrigdo apropriado que estd no quadro de leitura com e sob o
controle regulatério das sequéncias de controle.

[83] O termo “operacionalmente ligado” refere-se a um arranjo
de elementos em que os componentes descritos sdo configurados de
forma a executar a sua fungdo normal. Regides de controle de
expressdo génica ou promotores (por exemplo, componentes de
promotor) operacionalmente ligados a uma sequéncia codificadora
sdo capazes de efetuar a expressdo da sequéncia codificadora. As
sequéncias de controles ou promotor ndo precisam ser contiguos com
a sequéncia codificadora, desde que eles funcionem para direcionar
a expressdo dos mesmos. Assim, por exemplo, sequéncias transcritas
ainda ndo traduzidas de intervengdo podem estar presentes entre
uma sequéncia de promotor e a sequéncia codificadora e a sequéncia
do promotor pode ainda ser considerada “operacionalmente ligada” a
sequéncia codificadora.

[84] “Superexpressao”, conforme wusado aqui, refere-se a
produgdo de um produto de gene em organismos transgénicos que
excede os niveis de produgdo em organismos normais ou nédo

transformados.
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tecido de um oviduto avidrio, como o magno, por exemplo, células
da gléndula tubular, onde as proteinas sdo produzidas com
oligossacarideos N-ligados que contém uma quantidade aumentadas de
manose e manose-6-fosfato (M6P) e substancialmente reduzidas
quantidades de galactose e/ou &acido sidlico em relacdo a das
proteinas produzidas em outros tecidos do aviadrio como tecido
renal ou hepatico.

[86] O termo ‘“promotor especifico para oviduto”, conforme
usado aqui se refere a promotores e componentes de promotor que
sdo funcionais, ou seja, fornecem transcrigdo de uma sequéncia
codificadora, em grande medida, por exemplo, primariamente (ou
seja, mais de 50% do produto de transcrigdo produzido no animal
por um tipo de promotor particular sendo produzido em células de
oviduto) ou exclusivamente em células de oviduto de um péssaro.
Exemplos de promotores especificos de oviduto incluem, entre
outros, promotor de ovalbumina, promotor ovomucoide, promotor
ovoinibidor, promotor de lisozima e promotor de ovotransferrina e
partes funcionais desses promotores, por exemplo, componentes de
promotor. Limitando a expressdo da proteina NaGlu para o magno
usando os promotores especificos de oviduto, os efeitos
fisiolégicos deletérios ao passaro como resultado da expressdo
destas enzimas em outros tecidos do padssaro podem ser minimizados.

[87] Os termos “identidade de sequéncia por cento,”
“identidade por cento”, “% de identidade”, “homologia de sequéncia
por cento”, “homologia por cento”, "% de homologia” =
“similaridade de sequéncias por cento” podem cada um se referir ao
grau de combinagdo entre duas sequéncias de A&acidos nucleicos ou
duas sequéncias de aminoacidos. Essa combinagdo de sequéncia pode
ser determinada usando o algoritmo de Karlin & Altschul (1990)
Proc. Natl. Acad. Sci. 87: 2264-2268, modificado como em Karlin &
Altschul (1993) Proc. Natl. Acad. Sci. 90: 5873-5877. Esse
algoritmo é incorporado nos programas NBLAST e XBLAST de Altschul
et al. (1990) T. Mol. Biol. Q15: 403-410. As pesquisas de
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escore=100, wordlength=12 para obter sequéncias de nucleotideos
hombélogas as moléculas de &cido nucleico da invengdo. As pesquisas
de proteina BLAST sdo realizadas com o programa XBLAST, escore =
50, wordlength = 3, para obter sequéncias de aminodcido homélogas
a uma sequéncia de aminoacidos de referéncia. Para obter
alinhamentos com lacunas para fins de comparagdo, Gapped BLAST
pode ser utilizado conforme descrito em Altschul et al. (1997)
Nucl: Acids Res. 25: 3389-3402. Ao utiliza os programas de BLAST,
Gapped BLAST, os parametros padrdo dos respectivos programas (por
exemplo, XBLAST e NBLAST) sdo usados. Outros algoritmos, programas
e configuragdes padrdo também podem ser apropriados como, entre
outros, o GCG-Sequence Analysis Package do Reino Unido Human
Genome Mapping Project Resource Centre que inclui programas para
comparagdes de sequéncia de aminocdcidos ou nucleotideo. Uma
sequéncia pode ser pelo menos 50%, 60%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%,
91%, 92%, 93%, 94%, 095%, 96%, 97%, 98%, 99% ou mais idéntica a
outra sequéncia, por exemplo, a sequéncia da proteina NaGlu
identificada aqui.

[88] O termo “derivado aviario” refere-se a uma composicdo ou
substancia produzida por ou obtida de um pé&ssaro, aves de capoeira
ou aviario. “Aviario” refere-se a aves que podem ser mantidos como
animais de pecuaria, incluindo, entre outros, galinhas, pato,
peru, codorna e ratitas. Por exemplo, “derivado avidrio” pode se
referir a derivados de galinha, derivados de peru e/ou derivados
de codornas.

[89] Os termos “polinucleotideo,” “oligonucleotideo”,
“sequéncia de nucleotideos” e “sequéncia de &cido nucleico” podem
ser usados de modo intercambidvel aqui e incluem, entre outros,
sequéncias codificadoras, ou seja, polinucleotideos ou sequéncias
de acido nucleico, que sao transcritas e traduzidas em
polipeptideos in vitro ou in vivo quando colocadas sob o controle
de sequéncias reguladoras ou de controle apropriadas; sequéncias

controladoras, por exemplo, inicio de tradugdo e cdbddons de parada,
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poliadenilacéo, sitios de 1ligagdo do fator de transcricéo,
sequéncias de terminagdo da transcrigdo, dominios reguladoras a
montante e a jusante, potencializadores, silenciadores, sequéncias
de DNA para a qual uma transcrigdo de fator se liga e altera a
atividade de um promotor de gene positivamente (inducdo) ou
negativamente (repressdo) e semelhantes. Nenhuma limitacdo quanto
ao tamanho ou origem sintética é sugerida pelos termos aqui
descritos.

[90] Conforme usado aqui, 0s termos “polipeptideo” o
“proteina” referem-se a um polimero de aminodcidos, por exemplo,
trés ou mais aminoacidos, em uma matriz serial, ligados através de
ligagdes peptidicas. O termo “polipeptideo” inclui proteinas,
fragmentos de proteina, andlogos de proteina, oligopeptideos e
semelhantes. O termo “polipeptideos” inclui polipeptideos conforme
definido acima que sdo codificados pelos &cidos nucleicos,
produzidos com a tecnologia recombinante (por exemplo, isolado de
um passaro transgénico), ou sintetizados. O termo “polipeptideos”
ainda contempla polipeptideos conforme definido acima que incluem
aminoacidos quimicamente modificados ou aminodcidos covalentemente
ou ndo covalentemente ligados aos ligantes de marcacdo.

[91] O termo “promotor”, conforme usado aqui se refere a uma
sequéncia de DNA Gtil para iniciar a transcricdo por uma
polimerase de RNA em uma célula avidria. Um “componente de
promotor” €& wuma sequéncia de DNA gque pode, por si sé ou em
combinagdo com outras sequéncias de DNA, efetuar ou facilitar a
transcricéo. Componentes de promotor podem ser fragmentos
funcionais dos promotores.

[92] Os termos “acido nucleico recombinante” e “DNA
recombinante” conforme usados aqui se referem a combinagdes de
pelo menos duas sequéncias de A&cidos nucleicos que ndo séo
encontradas naturalmente em uma célula eucarionte ou procarionte.
As sequéncias de &cidos nucleicos podem incluir, entre outros,

vetores de acido nucleico, elementos reguladores de expressdo de
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quando expressas conferem resisténcia aos antibiéticos, sequéncias
codificadoras de proteinas e semelhantes. O termo “polipeptideo
recombinante”, deve incluir um polipeptideo produzido por técnicas
de DNA recombinante de forma que é distinto de um polipeptideo de
ocorréncia natural em sua localizagdo, pureza ou estrutura.
Geralmente, esse polipeptideo recombinante estard presente em uma
célula em uma quantidade diferente da normalmente observada na
natureza.

[93] Conforme wusado aqui, o termo sequéncias ou elementos
“reguladores” incluem promotores, potencializadores, terminadores,
cédons de parada e outros elementos que podem controlar a
expressdo génica.

[94] Um “retrovirus”, “particula retroviral”, “particula
transdutora,” ou “particula de transducdo” refere-se a um virus de
replicagcdo defectiva ou replicagdo competente capaz de transduzir
DNA ou RNA ndo viral em uma célula.

[95] Um “vetor SIN” refere-se a um vetor de autoinativacdo. Em
particular, um vetor SIN é um vetor retroviral contendo um genoma
alterado de forma que a integragdo no DNA gendmico da célula alvo
(por exemplo, células de embrido aviarias), o 5’ LTR do vetor
retroviral integrado ndo funcionard como um promotor. Por exemplo,
uma parte ou o todo da sequéncia de nucleotideo do vetor
retroviral que resulta na regido U3 do 5’ LTR do vetor retroviral
uma vez integrado pode ser deletada ou alterada a fim de reduzir
ou eliminar a atividade de promotor do 5’ LTR. Em certos exemplos,
a delecdo da CAAT box e/ou TAATA box de U3 de 5’ LTR pode resultar
em um vetor SIN, conforme é entendido na técnica.

[96] O termo “fita senso” conforme usado aqui se refere a uma
molécula de DNA de fita simples do DNA gendémico que pode ser
transcrita em RNA e traduzida para o produto polipeptideo natural
do gene. O termo “fita antissenso” conforme usado aqui se refere a
molécula de DNA de fita simples de um DNA gendmico que &

complementar com a fita senso do gene.
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uma substdncia que, no todo ou em parte, torna-se uma droga. Em
particular, “proteinas terapéuticas” e “proteinas farmacéuticas”
incluem uma sequéncia de aminodcidos que, no todo ou em parte
torna-se uma droga.

[98] Os termos “promotor, ” “sequéncia reguladora de
transcrigcdo” e “componente de promotor” conforme usados aqui se
referem ao nucleotideo que regula a expressdo transcricional de
uma sequéncia codificadora. Sequéncias reguladoras de transcricéo
exemplares incluem elementos potencializadores, elementos de
resposta hormonal, elementos de resposta de esteroides, elementos
reguladores negativos e semelhantes. A “sequéncia reguladora de
transcrigdao” pode ser isolada e incorporada em um vetor para
permitir transcrigdo regulada em células apropriada de partes do
DNA vetor. A "“sequéncia reguladora de transcrigdo” pode preceder,
mas ndo apenas preceder, a regido de uma sequéncia de 4&cido
nucleico que estad na regido 5’ da extremidade de uma sequéncia
codificadora de proteina que ¢é transcrita em mRNA. Sequéncia
reguladora transcricional também pode ser localizada dentro de uma
regido codificadora de proteina, por exemplo, nas regides de um
gene que sdo identificadas como regides “intron”.

[99] Os termos “transformagdo” e “transfecgcdo” conforme usados
aquli se referem ao processo de insercg¢do de um &cido nucleico em um
hospedeiro. Muitas técnicas sdo bem conhecidas para os
especialistas para facilitar a transformagdo ou transfecgcdo de um
acido nucleico em um organismo procarionte ou eucarionte. Esses
métodos envolvem uma variedade de técnicas, como tratar as células
com certas concentragdes de sal, por exemplo, entre outros, sal de
cdlcio ou magnésio, ou expondo as células para um campo elétrico,
material detergente ou lipossoma, para tornar a célula hospedeira
em células competentes para a absorgdo das moléculas de &cido
nucleico.

[100] Conforme wusado aqui, um “animal transgénico” ¢é

qualquer animal ndo humano, como uma espécie avidria, incluindo a
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nucleico heterélogo introduzido por meio de intervencdo humana,
como através de técnicas transgénicas conhecidas (ver, por
exemplo, Publicagdo de Patente US 2007/0243165, publicado em 18 de
outubro de 2007, cuja revelagdo é incorporada em sua totalidade
aqui como referéncia) incluindo aquelas reveladas aqui. O &cido
nucleico é introduzido em um animal, direta ou indiretamente pela
introdugdo em uma célula (por exemplo, ovo ou célula de embrido),
por meio de manipulagdo genética deliberada, como por microinjecéao
ou por infecgdo com um virus recombinante. O termo manipulacédo
genética ndo inclui cruzamentos cléassico, ou fertilizacdo in
vitro, mas em vez disso é direcionada para a introducdo de uma
molécula de DNA recombinante. Esta molécula pode ser integrada
dentro de um cromossoma, ou pode ser DNA de replicacéao
extracromossomal. No animal transgénico tipico, o transgene pode
causar que as células expressem uma forma recombinante da proteina
ou polipeptideo alvo. Os termos “animal quimérico” ou “animal
mosaico” sdo usados aqui para se referir a animais em que um
transgene é encontrado, ou em que a sequéncia de nucleotideo
recombinante é expressa, em algumas, mas nem todas as células do
animal. Um animal quimérico de linhagem germinativa contém um
transgene em suas células germinativas e pode dar origem a uma
prole de animal transgénico em que a maioria ou todas as células
da prole vdo conter o transgene.

[101] Conforme usado aqui, o termo “transgene” significa
uma sequéncia de acido nucleico (que codifica, por exemplo, uma
proteina NaGlu humana) que é Dparcialmente ou totalmente
heterdloga, ou seja, estranha para o animal ou célula em que é
introduzida, ou, ¢é total ou parcialmente homéloga a um gene
enddégeno do animal transgénico ou célula em que sdo introduzidos,
mas que € projetado para ser inserido, ou é inserido no genoma
animal ou da célula, de forma a alterar o genoma do organismo em
que esta inserido (por exemplo, estd inserido em um local que

difere do local do gene natural ou seus resultados de insercdo em
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[102] Conforme usado aqui, o termo “terapia de reposicao
enzimatica (ERT)” refere-se a uma estratégia terapéutica para
corrigir uma deficiéncia de wenzima em um sujeito pela
administragdo da enzima ausente para um sujeito. Para a terapia de
reposicéo enzimatica de lisossomos ser eficaz, a enzima
terapéutica deve ser liberada para os lisossomos nas células
apropriadas nos tecidos onde o defeito de armazenamento é
manifestado. Em uma modalidade, a enzima pode ser administrada ao
sujeito por via intravenosa, intratecal, intracerebral,
intraventricular, ou intraparenquimal. Em uma modalidade, a enzima
€ capaz de atravessar a barreira hemato-encefalica (BBB). Sem a
intengdo de ser limitado pelo mecanismo, acredita-se que a medida
que © sangue perfunde os tecidos do pacientes, a enzima ¢é
absorvida pelas células e transportada para o lisossomo, onde a
enzima age para eliminar o material que se acumulou nos lisossomos
devido a deficiéncia da enzima.

A Composigdo da NaGlu

{103] A presente invengdo fornece novas composicdes de
NaGlu humana recombinante (rhNaGlu ou NaGlu) (sequéncia de
aminodcidos 24-743 estabelecida na SEQ ID NO:1) contendo padrdes
de glicosilagdo que conferem uma absorgdo celular aumentada e uma
atividade subcelular aumentada que sdo particularmente uteis para
terapia, por exemplo, no tratamento da Sindrome de Sanfilippo B
(mucopolissacaridose (MPS) IIIB).

[104] Em alguns aspectos, a composigdo pode ser uma
mistura isolada de rhNaGlu compreendendo a sequéncia de
aminoacidos 24-743 de SEQ ID NO:1. Em uma modalidade, a mistura
contém uma quantidade suficiente de rhNaGlu contendo no minimo uma
estrutura de glicano que contém manose fosforilada (por exemplo,
M6P) ou manose de forma que a rhNaGlu contendo M6P ou manose é
internalizada em uma célula humana deficiente em NaGlu e restaura
pelo menos 50% de atividade NaGlu observada em uma célula humana

de tipo selvagem do mesmo tipo que ativamente expressa NaGlu
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70%, 80%, 90%, 91%, 092%, 93% 94%, 95%, 96%, 97%, 98% ou 99% das
rhNaGlu na mistura contém pelo menos uma estrutura de glicano
contendo manose fosforilada e/ou manose. Em uma modalidade, pelo
menos 10% das rhNaGlu na mistura contém pelo menos uma estrutura
de glicano contendo manose fosforilada e/ou manose. Em uma
modalidade, pelo menos 20% das rhNaGlu na mistura contém pelo
menos uma estrutura de glicano contendo manose fosforilada e/ou
manose. Em uma modalidade, pelo menos 30% das rhNaGlu na mistura
contém pelo menos uma estrutura de glicano contendo manose
fosforilada e/ou manose. Em uma modalidade, pelo menos 30% das
rhNaGlu na mistura contém pelo menos uma estrutura de glicano
contendo manose fosforilada e/ou manose. Em uma modalidade, pelo
menos 40% das rhNaGlu na mistura contém pelo menos uma estrutura
de glicano contendo manose fosforilada e/ou manose. Em uma
modalidade, pelo menos 50% das rhNaGlu na mistura contém pelo
menos uma estrutura de glicano contendo manose fosforilada e/ou
manose. Em uma modalidade, pelo menos 60% das rhNaGlu na mistura
contém pelo menos wuma estrutura de glicano contendo manose
fosforilada e/ou manose.

[105] Em alguns aspectos, a NaGlu contém uma ou mais
estrutura de glicano N-ligada. A NaGlu contém pelo menos uma
manose fosforilada (por exemplo, M6P ou bis-M6P) que permite que a
proteina seja reconhecida pelo receptor de manose-6-fosfato (M6P
do receptor) e posteriormente absorvida em uma célula humana,
incluindo, entre outros, um fibroblastos da pele, uma endotelial,
uma celula neuronal, um hepatécito, um macréfago ou qualquer
célula que expressa receptor de M6P na superficie da célula
através de endocitose mediada por receptores de M6P. Em uma
modalidade, a NaGlu contém pelo menos uma manose (Man). Em outra
modalidade, a NaGlu contém pelo menos uma N-acetilglicosamina
(G1lcNAc) .

[106] Em alguns aspectos, a NaGlu contém um estrutura de

glicano compreendendo uma manose fosforilada (M6P). Conforme usado
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inclui manose mono e bisfosforilada. Em uma modalidade, a M6P esta
presente em uma concentragdo que é cerca de 1, cerca de 2, cerca
de 3, cerca de 4, cerca de 5 ou cerca de 6 moles por mole de
proteina. Em uma modalidade, a NaGlu contém M6P em uma
concentracdo que é cerca de 2, cerca de 3, cerca de 4, ou cerca de
S5 moles por mole de proteina. Em uma modalidade, a NaGlu contém
M6P em uma concentragdo que é cerca de 2 moles por mole de
proteina. Em uma modalidade, a NaGlu contém M6P em uma
concentragdo que € cerca de 3 moles por mole de proteina. Em uma
modalidade, a NaGlu contém M6P em uma concentragdo que é cerca de
4 moles por mole de proteina. Em uma modalidade, a NaGlu contém
M6P em uma concentragdo que é cerca de 5 moles por mole de
proteina. Em uma modalidade, a NaGlu contém M6P em uma
concentragdo que é cerca de 6 moles por mole de proteina.

[107] Em alguns aspectos, a rhNaGlu contém uma quantidade
suficiente de M6P para absorcdo celular em uma célula humana
contendo um receptor de M6P na superficie das células através de
endocitose mediada por receptores de M6P. Em uma modalidade, uma
quantidade suficiente de M6P para absorcdo em uma célula humana é
cerca de 1, 2, 3, 4, 5 ou 6 moles por mole de proteina. A rhNaGlu
pode ser internalizada em uma célula humana deficiente em NaGlu de
forma que a proteina internalizada restaura totalmente (100% ou
mais) um nivel normal de atividade de NaGlu na célula humana
deficiente em NaGlu. Em uma modalidade, a proteina rhNaGlu
internalizada restaura totalmente um nivel normal de atividade de
NaGlu na célula humana em uma concentragdo que é pelo menos 0,5,
o,6, 0,7, 0,8, 0,9 ou 1,0 pg/mL. Em uma modalidade, a proteina
internalizada restaura totalmente um nivel normal de atividade de
NaGlu na célula humana deficiente em NaGlu em uma concentracido que
é pelo menos 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 ou 10 ng/mL. Em uma
modalidade, a proteina internalizada restaura totalmente um nivel
normal de atividade de NaGlu na célula humana em uma concentracdo

que €& pelo menos 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 ou 100 pg/mL.
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nivel de atividade de NaGlu medido em uma célula humana de tipo
selvagem do mesmo tipo que expressa ativamente uma enzima NaGlu
normal.

[108] Em alguns aspectos, a rhNaGlu pode ser internalizada
em uma célula humana deficiente em NaGlu de forma que a proteina
restaura pelo menos cerca de 50%, cerca de 60%, cerca de 70%,
cerca de 80%, cerca de 90% ou cerca de 95% da atividade de NaGlu
de uma célula humana normal do mesmo tipo. Em algumas modalidades,
a rhNaGlu pode ser internalizada em uma célula humana deficiente
em NaGlu de forma que a rhNaGlu internalizada fornece uma
atividade enzimdtica maior do que a observada em uma célula humana
normal do mesmo tipo. Em uma modalidade, a rhNaGlu é internalizada
em uma célula humana deficiente em NaGlu de forma que a rhNaGlu
internalizada fornece cerca de 2, cerca de 3, cerca de 4, cerca de
5, cerca de 6, cerca de 7, cerca de 8, cerca de 9 e cerca de 10
vezes maior atividade do que a observada em uma célula humana
normal do mesmo tipo. Em uma modalidade, a rhNaGlu é internalizada
em uma célula humana deficiente em NaGlu de forma que a rhNaGlu
internalizada fornece cerca de 15, cerca de 20, cerca de 25, cerca
de 30, cerca de 40, cerca de 50, cerca de 60, cerca de 70, cerca
de 80, cerca de 90 ou cerca de 100 vezes maior atividade do que a
observada em uma célula humana normal.

[109] Em uma modalidade, a célula humana deficiente em
NaGlu é qualquer célula humana deficiente em NaGlu que expressa um
ou mais receptores de M6P na superficie da célula. Em uma
modalidade, a célula humana deficiente em NaGlu é um fibroblasto
ITIB mucopolissacaridose (MPS) humano que acumula sulfato de
heparan. Em uma modalidade, a célula humana deficiente em NaGlu é
um hepatécito. Em uma modalidade, a célula humana deficiente em
NaGlu €& uma célula neuronal. Em uma modalidade, a célula humana
deficiente em NaGlu é uma célula endotelial. Em uma modalidade, a
célula humana deficiente em NaGlu é um macréfago.

[110] Em alguns aspectos, a absorcdo de rhNaGlu em uma



33/101

cerca de 3, cerca de 4, cerca de 5, cerca de 6, cerca de 7, cerca
de 8, cerca de 9 ou cerca de 10 mM de monossacarideo Mé6P
concorrente. Em alguns aspectos, a absorcdo celular de rhNaGlu é
inibida pela presenga de cerca de 0,1, cerca de 0,2, cerca de 0,3,
cerca de 0,4, cerca de 0,5, cerca de 0,6, cerca de 0,7, cerca de
0,8, cerca de 0,9 ou cerca de 1,0 mM de monossacarideo M6P. Em uma
modalidade, a absorgdo celular de rhNaGlu é inibida pela presenca
de cerca de 0,01, cerca de 0,02, cerca de 0,03, cerca de 0,04,
cerca de 0,05, cerca de 0,06, cerca de 0,07, cerca de 0,08 ou
cerca de 0,09 mM de monossacarideo M6P.

[111] Em alguns aspectos, a rhNaGlu contém manose em sua
estrutura de glicano em uma concentragdo que é cerca de 17, 18,
13, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 2B, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34 ou
35 moles por mole de proteina. Em uma modalidade, a rhNaGlu tem
manose em uma concentragdo que é cerca de 20, 21, 22, 23, 24, 25,
26, 27, 28, 29 ou 30 moles por mole de proteina. A rhNaGlu contém
manose em uma concentragdao que é cerca de 22, 23, 24, 25, 26, 27
ou 28 moles por mole de proteina. A rhNaGlu contém manose em uma
concentragdo que € cerca de 24 moles por mole de proteina. A
proteina rhNaGlu contém manose em uma concentracdo que é cerca de
25 moles por mole de proteina. A rhNaGlu contém manose em uma
concentragdo que €& cerca de 26 moles por mole de proteina. A
rhNaGlu contém manose em uma concentragdo que é cerca de 27 moles
por mole de proteina. Em uma modalidade, a rhNaGlu tem manose em
uma concentracdo que é entre cerca de 20 e cerca de 30 moles por
mole de proteina.

[112Z] Em alguns aspectos, a rhNaGlu compreende N-
acetilglicosamina (GlcNAc). Em uma modalidade, a rhNaGlu contém
GlcNAc em uma concentragdo que é entre cerca de 28 e cerca de 42
moles por mole de proteina. Em uma modalidade, a NaGlu tem GlcNAc
em uma concentragdo que é entre cerca de 30 e cerca de 40 moles
por mole de proteina. Em uma modalidade, a proteina NaGlu

compreende GlcNAc em uma concentragdo que é entre cerca de 32 e
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proteina NaGlu compreende GlcNAc em uma concentragcdo que é entre
cerca de 34 e cerca de 36 moles por mole de proteina. Em uma
modalidade, a proteina NaGlu tem GlcNAc em uma concentragdo que é
cerca de 35 moles por mole de proteina. Em uma modalidade, a
proteina rhNaGlu contém GlcNAc em uma concentracdo que é cerca de

30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39 ou 40 moles por mole de

proteina.
L1130 Em alguns aspectos, a rhNaGlu contém N-
acetilgalactosamina (GalNAc) e/ou galactose (Gal). A presenca de

GalNAc e Gal normalmente indica que a NaGlu pode conter uma ou
mais estruturas de glicano O-ligada que sdo adicionadas a proteina
no compartimento de Golgi. Nesse sentido, a presente invencédo
opcionalmente inclui uma composigdo compreendendo uma NaGlu humana
recombinante que contém uma ou mais estrutura de glicano O-ligada.

[114] Em uma modalidade, a rhNaGlu contém galactose em uma
concentragcdo que é cerca de 1, 2, 3, 4, 5, 6 ou 7 moles por mole
de proteina. Em uma modalidade, a rhNaGlu tem galactose em uma
concentragdo que é cerca de 2, 3, 4, 5 ou 6 moles por mole de
proteina. Em uma modalidade, a rhNaGlu tem galactose em uma
concentragdo que é cerca de 3 moles por mole de proteina. Em uma
modalidade, a rhNaGlu tem galactose em uma concentragdo que &
cerca de 4 moles por mole de proteina.

[115] Em uma modalidade, a NaGlu compreende pelo menos uma
molécula de GalNAc por mole de proteina. Em uma modalidade, a
NaGlu compreende GlcNAc em uma concentragdo que é cerca de 1 ou 2
moles por mole de proteina.

[116] Em uma modalidade, a NaGlu ndo contém fucose. Ainda
em outra modalidade, a NaGlu ndo contém glicose. Ainda em outra
modalidade, rhNaGlu ndo contém fucose nem glicose.

[117] A presente invengdo também contempla composigdes de
proteinas rhNaGlu modificadas produzidas a partir de sequéncias de
acidos nucleicos modificadas de rhNaGlu. As sequéncias de A&acidos

nucleicos modificadas incluem deleg¢des, insercdes ou substituicdes
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codifica um polinucleotideo ou polipeptideo funcionalmente
equivalente. A proteina codificada pode também conter delecdes,
insergdes ou substituigdes de residuos de aminodcidos que produzem
uma mudanga silenciosa e resultam em uma proteina ou polipeptideo
funcionalmente equivalente. Substituicdes de aminoéacido
deliberadas podem ser feitas com base na semelhanca de polaridade,
carga, solubilidade, hidrofobicidade, hidrofilicidade, e/ou a
natureza anfipatica dos residuos enquanto a atividade bioldégica de
NaGlu é mantida. Por exemplo, os aminoacidos carregados
negativamente podem incluir &cido aspdrtico e &cido glutamico;
aminoacidos carregados positivamente podem incluir 1lisina e
arginina; e aminoacidos com grupos de cabeg¢a polares descarregados
contendo valores semelhantes de hidrofilicidade podem incluir
leucina, isoleucina e valina; glicina e alanina; asparagina e
glutamina; serina e treonina; fenilalanina e tirosina.

[118] Em outros aspectos, a rhNaGlu pode ser modificada de
forma que a mesma contenha uma fragdo adicional ou segundo
peptideo. Embora proteina NaGlu ndo modificada possa atravessar a
barreira hemato-encefdlica em uma concentracdo sérica elevada, as
modificagdes da proteina podem ser realizadas para aumentar a
eficiéncia do direcionamento para o sistema de nervoso central
(CNS). Em uma modalidade, ligante do receptor de transferrina
(TERL) pode ser ligado & NaGlu humana em N- ou C-terminal da
proteina NaGlu. Um exemplo ndo limitante de TrRL é THRPPMWSPVWP
(SEQ ID NO:5). Em uma modalidade, o 1ligante do receptor de
transferrina pode ser ligado ao C-terminal da NaGlu humana da
proteina NaGlu. Em outra modalidade, a NaGlu humana é fundida ao
ligante do receptor do fator de crescimento semelhante & insulina
(IGF2R) no N- ou C-terminal da proteina NaGlu. Ainda em outra
modalidade, a proteina NaGlu esta fundida ao ligante do receptor
de lipoproteina de baixa densidade (LDL) no N- ou C-terminal da
proteina NaGlu. Em uma modalidade, a proteina NaGlu estd fundida a

um trecho de cinco a dez residuos acidos de aminodcidos
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acido aspartico (D) ou &cido glutdmico (E).

[119] Em uma modalidade, a rhNaGlu ¢é produzida em um
aviario transgénico que <contém um transgene que codifica a
proteina NaGlu. Em uma modalidade, a rhNaGlu é produzida em uma
célula do oviduto (por exemplo, uma célula de glandula tubular) de
um aviario transgénico (por exemplo, galinha (Gallus). Em uma
modalidade, a rhNaGlu é glicosilada na célula do oviduto (por
exemplo, célula de gléndula tubular) do avidrio transgénico. Em
uma modalidade, a rhNaGlu tem um padrdo de glicosilagdo resultante
da rhNaGlu sendo produzida em uma célula do oviduto de um aviario
transgénico. Em uma modalidade, a rhNaGlu pode ser isolada e
purificada a partir do contetdo dos ovos de casca dura posto pelo
aviario transgénico. Em uma modalidade, a rhNaGlu pode ser isolada
e purificada a partir da clara do ovo do avidrio transgénico.

[120] A presente invengdo também inclui composig¢ées de uma
mistura isolada de proteinas NaGlu, como uma mistura de um ou mais
fragmentos e rhNaGlu inteiro (por exemplo, 24-743 estabelecido na
SEQ ID NO:1). Em uma modalidade, uma parte substancial da mistura
contém M6P fosforilado. Em uma modalidade, pelo menos 10%, 20%,
30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 85%, 90% 95%, 97%, 98% ou 99% de
rhNaGlu na mistura contém M6P. Ainda em outra modalidade, pelo
menos 50% da rhNaGlu isolada na mistura contém M6P. Ainda em outra
modalidade, pelo menos 60% da rhNaGlu isolada na mistura contém
M6P. Ainda em outra modalidade, pelo menos 70% da rhNaGlu isolada
na mistura contém M6P. Ainda em outra modalidade, pelo menos 80%
da rhNaGlu isolada na mistura contém M6P. Ainda em outra
modalidade, pelo menos 90% da rhNaGlu isolada na mistura contém
M6P. Ainda em outra modalidade, pelo menos 95% da rhNaGlu isolada
na mistura contém M6P. Ainda em outra modalidade, pelo menos 96%
da rhNaGlu isolada na mistura contém M6P. Ainda em outra
modalidade, pelo menos 97% da rhNaGlu isolada na mistura contém
M6P. Ainda em outra modalidade, pelo menos 98% da rhNaGlu isolada

na mistura contém M6P. Ainda em outra modalidade, pelo menos 99%
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[121] Opcionalmente, a proteina rhNaGlu produzida a partir
de um sistema de expressdo avidria ou de mamifero (por exemplo,
CHO, HEK293 ou linhagem celular do fibroblasto da pele humana)
pode ser ainda modificada para atingir um padrdo de glicosilacédo
favoravel (ou seja, uma maior quantidade de M6P) para absorcido
celular mantendo a atividade biolbégica. M6P terminal adicional
pode ser introduzido para a rhNaGlu pelos métodos gerais aplicados
a outras hidrolases, conforme descrito na Patente US 6.679.165,
Patente US 7.138.262, ou Patente US 2009/0022702, os ensinamentos
inteiros de <cada um dos quais s&o incorporados aqui como
referéncia. Por exemplo, um composto oligossacarideo manopiranosil
altamente fosforilado pode ser derivatizado com um composto
quimico que contém um grupo reativo & carbonila, seguido de
oxidagcdo da proteina rhNaGlu para gerar o grupo carbonila
(aldeido) em uma estrutura de glicano da proteina, e reagindo a
proteina NaGlu oxidada com o] glicano com o) composto
oligossacarideo manopiranosil altamente fosforilado derivatizado
para formar um novo composto contendo ligagdo de hidrazina.

II. Vetores

[122] Métodos que sdo bem conhecidos para os especialista
na técnica podem ser usados para construir os vetores da expressao
contendo as sequéncias que codificam NaGlu e elementos de controle
transcricional e traducional apropriados. Esses métodos incluem
técnicas de DNA recombinante in vitro, técnicas sintéticas e
recombinagdo genética in vivo. Essas técnicas sdo descritas, por
exemplo, em Sambrook, J. et al. (1989) Molecular Cloning, A
Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Press, Plainview, N.Y., e
Ausubel, F. M. et al. (1989) Current Protocols 1in Molecular
Biology, John Wiley & Sons, New York, N.Y., cujos ensinamentos
totais sdo incorporados aqui como referéncia.

[123] Uma variedade de sistemas de expressao de
hospedeiro/vetor pode ser utilizada para expressar sequéncias do

dcido nucleico que codificam rhNaGlu. Estes incluem, entre outros,
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expressdo de DNA bacteridfagos, de plasmideo ou cosmideo; levedura
transformada com vetores de expressdo de levedura; sistemas de
células de inseto infectados com vetores de expressdo do virus
(por exemplo, baculovirus) ou com vetores de expressao bacteriana
(por exemplo, plasmideos Ti ou pBR322); ou sistemas de cultura de
células de mamiferos (por exemplo, vetor pTT22). Exemplos né&o
limitantes do vetor pTT22 contendo cDNA de NaGlu humana fundido a
uma sequéncia de &cido nucleico que codifica residuo de aminoacido
acido e TfRL sdo mostrados nas Figs. 11 e 12.

[124] Regides de codificagdo de polinucleotideos e &cidos
nucleicos da presente invengdo podem ser associados com regides
adicionais de codificagdo que codificam peptideos secretores ou
sinal, que direcionam a secregdo de um polipeptideo codificado por
um polinucleotideo da presente invengdo. De acordo com a hipétese
do sinal, as proteinas secretadas pelas células de vertebrados
(por exemplo, aviario ou mamifero) tém uma sequéncia de peptideo
sinal ou lider secretora que é clivada a partir da proteina madura
uma vez que foi iniciada a exportacdo da crescente cadeia de
proteina através do reticulo endoplasmdtico rugoso (ER). Os
especialistas na técnica estdo cientes que os polipeptideos
produzidos no ER por células de vertebrados geralmente tem um
peptideo sinal fundido ao N-terminal do polipeptideo, o qual é
clivado do polipeptideo completo ou “inteiro” para produzir uma
forma secretada ou “madura” do polipeptideo. Em certas
modalidades, o peptideo sinal nativo, por exemplo, o
MEAVAVAAAVGVLLLAGAGGAAG (1-23 da SEQ ID NO:1) peptideo sinal de
NaGlu humana € usado, ou um derivado funcional dessa sequéncia que
mantém a capacidade de direcionar a secregdo do polipeptideo que
estd operacionalmente associado com o mesmo. Alternativamente, um
peptideo sinal heterdlogo (por exemplo, um peptideo sinal
heterélogo de mamifero ou avidrio), ou um derivado funcional do
mesmo, pode ser usado. Por exemplo, a sequéncia lider de tipo

selvagem pode ser substituida com a sequéncia 1lider de, por
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glicuronidase de camundongo.

[125] Os elementos de controle ou sequéncias reguladoras
podem inclui as regides ndo traduzidas dos potencializadores de
vetor, promotores, regides ndo traduzidas 5’e 3’ que interagem com
proteinas celulares do hospedeiro para realizar a transcricdo e
traducdo. Esses elementos podem variar em sua forca e
especificidade. Dependendo do sistema de vetor e célula hospedeira
utilizada, qualquer numero de elementos de tradugdo e transcricao
apropriados podem ser usados. Por exemplo, quando é clonado em
sistemas bacterianos, promotores induziveis como o promotor lac-2
hibrido do fagomideo Bluescript™ (Stratagene, LaJolla, California)
ou plasmideo pSportl™ (Gibco BRL) e semelhantes podem ser usados.
Em sistemas de células de mamiferos, os promotores de genes de
mamiferos ou de virus de mamiferos sdo preferenciais. Se for
necessario gerar uma linhagem de células que contém varias cépias
da sequéncia que codifica NaGlu, vetores baseados em SV40 ou EBV
podem ser usados também com um marcador apropriado selecionavel
como puromicina e ampicilina (ver, por exemplo, as Figs. 11 e 12).

[126] Quando a rhNaGlu ¢ ©produzida em um aviario
transgénico, a presente invencdo contempla que a sequéncia de
rhNaGlu seja posicionada a jusante de um promotor de forma que a
sequéncia que codifica a rhNaGlu possa ser expressa de forma
especifica para tecido em um avidrio transgénico. Por exemplo, o
promotor pode ser um promotor especifico de oviduto que é
amplamente, mas ndo inteiramente, especifico para o magno, como o
promotor especifico de oviduto, incluindo, entre outros,
promotores de ovalbumina, lisozima, conalbumina, ovomucoide,
ovomucoide, ovomucina e ovotransferrina. Em uma modalidade, o
promotor € um promotor de ovalbumina, um promotor de lisozima, um
promotor de conalbumina, um promotor ovomucoide, um promotor de
ovomucina e/ou um promotor de ovotransferrina ou qualquer parte
funcional dos mesmos.

[127] Alternativamente, um promotor constitutivo pode ser
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um aviario. Neste caso, a expressdo ndo é limitada para o magno; a
expressdo também ocorre em outros tecidos dentro do aviadrio (por
exemplo, sangue). O uso desse transgene, que inclui um promotor
constitutivo e a sequéncia codificadora de NaGlu, também é
apropriado para efetuar ou direcionar a expressdo de uma proteina
no oviduto e a subsequente secrecdo da proteina dentro do évulo.
Em uma modalidade, o promotor constitutivo pode ser, por exemplo,
um promotor de citomegalovirus (CMV), um promotor de virus de
sarcoma de Rous (RSV), um promotor de virus de leucemia murina
(MLV) e promotor de p-actina. Em uma modalidade, o promotor & um
promotor de CMV, um promotor de MDOT, um promotor de RSV, um
promotor de MLV ou um promotor de virus de tumor mamario de
camundongo (MMTV) de qualquer parte funcional dos mesmos.

[128] A invengdo também contempla qualquer fragmento ou
componente Util dos promotores aqui descritos. O promotor pode ser
pelo menos um segmento, fragmento ou componente de uma regido
promotora, como um segmento da regido promotora de ovalbumina,
lisozima, conalbumina, ovomucoide, ovomucina, ovotransferrina,
CMV, RSV ou MLV. Em uma modalidade preferencial, o promotor é um
segmento da regido promotora especifica de oviduto que contém
elementos essenciais para a expressdo direta da sequéncia
codificadora nas células da glandula tubular. Por exemplo,
incluidos no escopo da presente invengdo estdo um segmento, parte
ou fragmento de um promotor especifico de oviduto e/ou condensado
dos elementos reguladores «criticos do promotor especifico de
oviduto para que mantenha as sequéncias necessarias para expressdo
em células da glé&ndula tubular do magno do oviduto. Em uma
modalidade, um segmento da regido promotora de ovalbumina é usado.
Este segmento compreende a regido de flanqueamento 5’ do gene da
ovalbumina.

[129] Um vetor que contém a sequéncia codificadora para
NaGlu humana pode ser usado para transferir células da blastoderme

de wuma célula aviaria ou de mamifero para gerar integracdes
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de ceélulas de mamifero ou avidrio transgénico de linhagem
germinativa. Um exemplo ndo limitante desse vetor é mostrado nas
Figs. 4A-D e 5. No sistema de expressdo de avidrio, a sequéncia
codificadora de NaGlu humana é operacionalmente 1ligada a um
promotor em uma relacdo posicional para expressar a sequéncia
codificadora em um avidrio transgénico, particularmente na célula
de glandula tubular do magno do oviduto aviario, de forma que a
proteina NaGlu humana recombinante é expressa e depositada na
clara do ovo de um ovo de casca dura posto pelo aviario
transgénico. Vetores e métodos apropriados adicionais para
preparar vetores para expressar rhNaGlu em um sistema aviario
também s&do revelados na Patente US 6.730.822; Patente US
6.825.396; Patente US 6.875.588; Patente US 7.294.507; Patente US
T821.5913 Patente Us 7.534.929; Publicacgéo U No.
2008/0064862A1; e Publicagdo de Patente US2006/0185024, cujos
ensinamentos s&do incorporados aqui como referéncia. Exemplos n&o
limitantes de outros promotores que também podem também ser uteis
na presente invengdo incluem promotores Pol III (por exemplo,
promotores tipo 1, tipo 2 e tipo 3 Pol III) como promotores H1,
promotores U6, promotores de tRNA, promotores de RNase MPR e
partes funcionais de cada um desses promotores. Normalmente,
sequéncias de terminagdo funcionais s&o selecionadas para uso na
presente invengdo em conformidade com o promotor que é empregado.
[130] Em uma modalidade, o vetor é um vetor retroviral, em
que a sequéncia codificadora e o promotor sdo ambos posicionados
entre os LTRs 5’ e 3" do vetor retroviral. Em uma modalidade util,
os LTRs ou vetor retroviral sdo derivados de um virus de leucose
aviaria (ALV), um virus de leucemia murina (MLV) ou um lentivirus.
Um retrovirus util para introduzir aleatoriamente um transgene no
genoma do aviario €é o ALV deficiente de replicacdo, o MLV
deficiente de replicagdo ou o lentivirus deficiente de replicacdo.
[131] A presente invengdo também contempla o uso de

vetores de autoinativacgdo (SIN). Vetores SIN podem ser uteis para
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aviario transgénico. Este efeito pode ser ainda potencializado o
vetor SIN ndo contém qualquer cassete marcador seleciondvel com um
promotor funcional (vetor negativo SIN/SC). Em uma modalidade, um
vetor SIN €& um vetor retroviral contendo genoma alterado de forma
que o 5’' LTR do vetor retroviral integrado ndo funciona como um
promotor. Em uma modalidade exemplar, uma parte ou o todo da
sequéncia de nucleotideo do vetor retroviral que resulta na regido
U3 do 5" LTR do vetor retroviral uma vez integrado pode ser
deletada ou alterada a fim de reduzir ou eliminar a atividade de
promotor do 5’ LTR. Um exemplo ndo limitante do vetor SIN que
contém uma regido promotora de ovalbumina fundida & sequéncia
codificadora de rhNaGlu humana é mostrado nas Figs. 4A-D e 5.
Componentes funcionais do vetor também estdo tabuladas na Tabela
Tabela 1. Componentes funcionais em pSIN-OV-1.lkb-I-rhNaGlu

Componentes funcionais Sequéncia de Nucleotideo na SEQ ID NO:4
sitio poli A 634-639
gag parcial 692-945
LTR (RAV2) 1243-1588
LTR parcial (RAV2) 4691-4863
ALY CTE 4899-4986
Promotor de Ovalbumina 1,1 kb 5232-6363
DHS I 5334-5714
DHS I 6064-6364
ExonlL 6364-6410
intron1 6411-7999
NaGlu 8017-10248
[132] Qualquer um dos vetores aqui descritos pode incluir

uma sequéncia que codifica um peptideo sinal que direciona a
secregao da proteina expressa pela sequéncia codificadora do vetor
a partir de, por exemplo, as células da glandula tubular do
oviduto de um avidrio. Onde uma proteina NaGlu humana recombinante
ndo seria de outra forma secretada, o vetor contendo a sequéncia
codificadora € modificado para compreender uma sequéncia de DNA

compreendendo cerca de 60 bp que codifica um peptideo sinal de,
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peptideo sinal é inserida no vetor de forma que estd localizada no
N-terminal da proteina rhNaGlu codificada pelo DNA.

[133] Além disso, as sequéncias codificadoras de vetores
usados em qualquer um dos métodos da presente invencdo podem ser
fornecidas com uma regido 3’ ndo traduzida (3’ UTR) para conferir
estabilidade ao RNA produzido. Quando uma 3’ UTR é adicionada a um
vetor retroviral, a orientagdo do promotor, a sequéncia
codificadora e a 3’ UTR é preferencialmente invertida em relacdo a
diregcdo da 3’ UTR, de forma que a adig¢do da 3’ UTR ndo interfira
com a transcrigcdo do RNA gendmico inteiro. Em uma modalidade, a 3’
UTR pode ser a do gene de ovalbumina, gene de lisozima ou qualquer
3" UTR que é funcional em uma célula do magno, ou seja, a regido
tardia SV40.

III. Aviarios transgénicos

[134] Os transgenes aqui descritos podem ser introduzidos
em células de blastoderme embriondrio avidrio para produzir uma
galinha transgénico, peru transgénico, codorna transgénico e
outras espécies aviarias que carregam o transgene que codifica
NaGlu humana recombinante no genoma de seu tecido de linhagem
germinativa. Em um aspecto da invengdo, um avidrio transgénico que
produz rhNaGlu é criado por transdugcdo de células embriondrias de
blastoderme com particulas retrovirais defectivos de replicacdo ou
competentes de replicagdo carregando o transgene entre as 5’ e 3’
LTRs do vetor retroviral. Por exemplo, um vetor retroviral do
virus da leucose avidria (ALV) ou um vetor retroviral do virus da
leucemia murina (MLV) podem ser usados. Uma cépia de RNA do vetor
retroviral modificado empacotado em particulas virais pode ser
usada para infectar blastodermes embriondrios que se desenvolvem
em avidrios transgénicos.

[135] Pelos métodos da presente invengdo, transgenes podem
ser introduzidos em células embriondrias de blastoderme de varias
espécies aviarias. Por exemplo, os métodos podem ser aplicados

para produzir uma galinha transgénico, peru transgénico, codorna
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carregam o transgene no genoma de seu tecido de linhagem
germinativa para produzir proteinas da invencdo. As células de
blastoderme normalmente sdo células de fase VII-XII, conforme
definido por Eyal-Giladi and Kochav (1976) ou equivalente dos
mesmos. Em uma modalidade preferencial, as células de blastoderme
estdo na ou perto da fase X.

[136] Em um método de transfectar células de blastoderme,
um vetor baseado em retrovirus empacotado pode ser usado para
liberar o vetor em células embriondrias de blastoderme para que o
vetor seja integrado no genoma do avidrio. Essas particulas virais
(ou seja, as particulas de transdugdo) sdo produzidas para o vetor
e tituladas para determinar a concentragdo apropriada que pode ser
usada para injetar os embrides. Em uma modalidade, os ovos
avidrios estdo em janelas de acordo com o procedimento descrito na
Patente US 5.897.998, cuja divulgagdo é incorporada aqui como
referéncia em sua totalidade, e os ovos sd3o injetados com
particulas transdutoras na ou perto da fase X.

[137] Os aviarios transgénicos da invengdo que produzem
rhNaGlu sdo desenvolvidos a partir das células de blastoderme nas
quais o vetor foi introduzido. O embrido resultante se desenvolve
e o filhote amadurece. Nesta fase, o avidrio transgénico produzido
a partir de células de blastoderme é conhecido como fundador e é
quimérico com relagdo as células que carregam o transgene e ¢é
chamado de GO. Os aviédrios fundadores GO sd3o normalmente
quiméricos para cada transgene inserido. Ou seja, apenas algumas
das células do péssaro transgénico GO contém o transgene. Alguns
fundadores carregam o transgene em células da glédndula tubular no
magno de seus ovidutos. Estes avidrios expressam a proteina
rhNaGlu codificada pelo transgene em seus ovidutos. A proteina
NaGlu também pode ser expressa em outros tecidos (por exemplo,
sangue), além do oviduto. Alguns fundadores sd3o fundadores de
linhagem germinativa que carregam o transgene no genoma dos

tecidos de linhagem germinativa e também podem carregar o
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expressam a proteina exdgena.

[138] O aviario transgénico pode carregar o transgene em
sua linhagem germinativa fornecendo transmissdo do transgene
exdgeno para a prole avidria estavel de forma mendeliana. A
geragdo GO é normalmente hemizigoto para o transgene que codifica
rhNaGlu. A geracdo GO pode ser criada ©para animais nédo
transgénicos para dar origem a prole transgénica Gl que também &
hemizigota para o transgene e contém o transgene em essencialmente
todas as células da ave. A prole hemizigota Gl pode ser criada
para animais ndo transgénicos dando origem & prole hemizigota G2
ou pode ser criada juntamente para dar origem a prole homozigota
G2 para o transgene. Substancialmente todas as células de aviarios
que sdo positivos para o transgene que sdo derivadas da prole Gl
contém o transgene. Em uma modalidade, a prole hemizigota G2 da
mesma linha pode ser criada para produzir a prole homozigota G3
para o transgene. Em outra modalidade, animais hemizigotos GO ou
Gl, por exemplo, sdo criados juntos para dar origem & prole Gl
homozigota contendo duas cépias dos transgenes em cada célula do
animal. Estes s&do apenas exemplos de certos métodos de reproducdo
Gteis e a presente invencdo contempla o emprego de qualquer método
de reprodugdo util como aqueles conhecidos por especialistas na
técnica.

IV. Producdo de rhNaGlu

[139] A rhNaGlu pode ser produzida usando um avidrio
transgénico que contém no genoma um transgene que codifica
rhNaGlu. Em uma modalidade, o avidrio transgénico é uma galinha,
codorna, pato ou peru de linhagem germinativa transgénica. Em uma
modalidade particularmente Util, a invengdo ¢é projetada para
produzir NaGlu que pode ser produzida no oviduto de uma galinha.

[140] A produgao de rhNaGlu com ou sem modificacdo no
sistema aviadrio (por exemplo, no oviduto avidrio) estd dentro do
escopo da invengdo. Em uma modalidade, a rhNaGlu ndo modificada

compreende a sequéncia de aminoacido de tipo selvagem (24-743 da
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permite a eficiente absorgcdo pelas células humanas. Em outra
modalidade, a proteina modificada pode ser uma proteina de fusido
de rhNaGlu contendo um padrdo de glicosilagdo (ou seja, M6P) que
permite a eficiente absorgdo pelas células humanas.

[141] Um vetor aviario apropriado que contém uma sequéncia
de acido nucleico que codifica uma proteina NaGlu operacionalmente
ligada a um promotor especifico de tecido ou constitutivo que
direciona a expressdo da sequéncia codificadora no oviduto da
galinha é introduzido em células embriondrias de galinha na ou
perto da fase X conforme descrito aqui. As células embrionarias
transformadas sdo incubadas sob condigdes que contribuem para
incubagdo dos filhotes vivos. Os filhotes vivos sdo nutridos em
galinhas quiméricas maduras que sdo acasaladas com um frango n&o
transgénico naturalmente ou através de inseminacdo artificial. Um
frango transgénico é identificado pela triagem da progénie para
incorporacdo da linhagem germinativa da sequéncia codificadora de
proteina. A progénie transgénica pode ser acasalada com outro
frango transgénico ou ndo transgénico para produzir uma galinha
transgénica totalmente de linhagem germinativa que pde ovos.

[142] A rhNaGlu pode ser produzida de forma especifica de
tecido. Por exemplo, a rhNaGlu pode ser expressa no oviduto,
sangue e/ou outras células ou tecidos do aviario transgénico. Em
uma modalidade, a NaGlu é expressa nas células da glandula tubular
do magno do oviduto do avidrio transgénico, secretado para o lumen
do oviduto e depositado na clara do ovo. Em uma modalidade, a
clara do ovo contendo rhNaGlu é coletada e armazenada a granel em
uma temperatura que varia de 4°C a -20°C. A NaGlu ¢é, entdo,
isolada e purificado a partir do contelido dos ovos usando varios
métodos conhecidos na técnica.

[143] Um aspecto da presente invencdo refere-se aos ovos
de casca dura avidrios (por exemplo, ovos de casca dura de
galinha) que contém a proteina rhNaGlu. A rhNaGlu produzida e

secretada pelo aviario transgénico ¢é glicosilada de forma
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pode estar presente em qualquer quantidade Gtil. Em uma
modalidade, a proteina estd presente em uma quantidade em um
intervalo de entre cerca de 0,01 pug por ovo de casca dura e cerca
de 1 grama por ovo de casca dura. Em outra modalidade, a proteina
esta presente em uma quantidade em um intervalo de entre cerca de
1l pg por ovo de casca dura e cerca de 1 grama por ovo de casca
dura. Por exemplo, a proteina pode estar presentes em uma
quantidade em um intervalo de entre cerca de 10 pg por ovo de
casca dura e cerca de 1 grama por ovo de casca dura (por exemplo,
um intervalo de entre cerca de 10 pg por ovo de casca dura e cerca
de 400 miligramas por ovo de casca dura).

[144] Em uma modalidade, a rhNaGlu estd presente na clara
do ovo. Em uma modalidade, a rhNaGlu estd presente em quantidade
em um intervalo de entre cerca de 1 ng por mililitro de clara do
ovo e cerca de 0,2 grama por mililitro de clara do ovo. Por
exemplo, a rhNaGlu pode estar presente em quantidade em um
intervalo de entre cerca de 0,1 pg por mililitro de clara do ovo e
cerca de 0,2 grama por mililitro de clara do ovo (por exemplo, a
rhNaGlu pode estar presente em quantidade em um intervalo de entre
cerca de 1 pg por mililitro de clara do ovo e cerca de 100
miligramas por mililitro de clara do ovo. Em uma modalidade, a
rhNaGlu esta presente em quantidade em um intervalo de entre cerca
de 1 pg por mililitro de clara do ovo e cerca de 50 miligramas por
mililitro de clara do ovo. Por exemplo, a rhNaGlu pode estar
presente em quantidade em um intervalo de cerca de 1 ug por
mililitro de clara do ovo e cerca de 10 miligramas por mililitro
de clara do ovo (por exemplo, a rhNaGlu pode estar presente em uma
quantidade em um intervalo de cerca de 1 pg por mililitro de clara
do ovo e cerca de 1 miligrama por mililitro de clara do ovo). Em
uma modalidade, a rhNaGlu estd presente em uma quantidade de mais
de 0,1 pg por mililitro de clara do ovo. Em uma modalidade, a
rhNaGlu estd presente em uma quantidade de mais de 0,5 ug por

mililitro de clara do ovo. Em uma modalidade, a rhNaGlu estéa
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do ovo. Em uma modalidade, a proteina estd presente em uma
guantidade de mais de 1,5 pg por mililitro de clara do ovo. Em uma
modalidade, a rhNaGlu estd presente em uma quantidade de mais de
0,5 pg por mililitro de clara do ovo. Em uma modalidade, a
proteina esté presente em uma quantidade de mais de 0,1 ug por
mililitro de clara do ovo.

[145] Em uma modalidade, a rhNaGlu estd presente em uma
quantidade de 20 mg/L, 30mg/L, 40mg/L, 50 mg/L, 60 mg/L, 70 mg/L,
80 mg/L, 90 mg/L, 100 mg/L, 120 mg/L, 130 mg/L, 140 mg/L, 150
mg/L, 160 mg/L, 170 mg/L, 200 mg/L, 300mg/L, 400 mg/L, 500 mg/L,
600 mg/L, 700 mg/L, 800 mg/L, 900 mg/L, ou 1.000 mg/L de clara do
ovo. Em uma modalidade, a rhNaGlu estd presente em uma quantidade
de cerca de 100 mg/L de clara do ovo. Em uma modalidade, a rhNaGlu
esta presente em uma quantidade de cerca de 200 mg/L de clara do
ovo.

V. Células Hospedeiras

[146] A presente invengdo também contempla rhNaGlu
produzida em qualquer sistema de expressdo de proteina util,
incluindo, entre outros, cultura de células (por exemplo, células
aviaria, células CHO, células HEK293 e células COS), leveduras,
bactérias e plantas.

[147] Uma cepa de célula hospedeira pode ser escolhida por
sua capacidade de modular a expressdo das sequéncias inseridas ou
para processar a NaGlu expressa da forma desejada. Essas
modificagdes do polipeptideo de NaGlu incluem, entre outras,
glicosilacaéo, fosforilagdo ou 1lipidacédo. Células hospedeiras
diferentes como CHO, COS, HelLa, MDCK, HEK293 e W138, que tém
maquinaria celular especifica e mecanismos caracteristicos para
essas atividades poés-traducionais, podem ser escolhidas para
garantir a correta modificagdo e processamento da proteina de
fusdo da presente invengdo. Uma linhagem de células de tumor
aviario também ¢é contemplada como uma célula hospedeira para

expressar o polipeptideo da presente invengdo. Exemplos de
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célula tumoral do oviduto avidrio) sdo descritos em na Publicacao
de Patente US 2009/0253176, cujos ensinamentos completos sdo
incorporados aqui como referéncia.

VI. Composigdes Farmacéuticas

[148] A presente invengdo também apresenta composigdes
farmacéuticas compreendendo rhNaGlu isolada e substancialmente
purificada ou um sal farmaceuticamente aceitdvel da mesma.

[149] As proteinas NaGlu humanas recombinantes podem ser
administradas usando um ou mais carreadores, por exemplo, como
parte de wuma formulagdo farmacéutica, ou sem carreador. Os
carreadores devem ser “aceitéaveis”, no sentido de serem
compativeis com os outros ingredientes da formulagcdo e n&o
prejudiciais ao destinatdrio dos mesmos. Composicdes compreendendo
esses carreadores, incluindo moléculas compostas, sdo formuladas
pelos métodos convencionais conhecidos (ver, por exemplo,
Remington’s Pharmaceutical Sciences, 14th Ed., Mack Publishing
Co., Easton, Pa.), cujos ensinamentos completos sdo incorporados
aqui como referéncia. O carreador pode incluir um diluente. Em uma
modalidade, o carreador farmacéutico pode ser um liquido e a
proteina pode ser sob a forma de uma solugdo. O carreador
farmacéutico pode ser cera, gordura ou Alcool. Em outra
modalidade, o carreador farmaceuticamente aceitdvel pode ser um
s6élido na forma de um pd, um pd liofilizado ou um comprimido. Em
uma modalidade, o carreador pode compreender um lipossoma ou uma
microcéapsula.

[150] Em algumas modalidades, uma composicdo farmacéutica
compreendendo proteina NaGlu humana recombinante ainda compreende
um tampdo. Tampdes exemplares incluem tampdes de acetato, fosfato,
citrato e glutamato. Tampdes exemplares também incluem citrato de
litio, citrato de sédio, citrato de potédssio, citrato de calcio,
lactato de litio, lactato de sédio, lactato de potassio, lactato
de céalcio, fosfato de 1litio, fosfato de sédio, fosfato de

potassio, fosfato de célcio, maleato de litio, maleato de sédio,
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tartarato de sédio, tartarato de potassio, tartarato de célcio,
succinato de 1litio, succinato de sédio, succinato de potéssio,
succinato de calcio, acetato de litio, acetato de sédio, acetato
de potassio, acetato de cdlcio e misturas dos mesmos. Em algumas
modalidades, o tampdo é citrato trissédico dihidratado. Em algumas
modalidades, o tampdo é &cido citrico mono-hidratado. Em algumas
modalidades, uma composigéo farmacéutica compreende citrato
trissdédico desidratam e &cido citrico dihidratado.

[151] Em algumas modalidades, uma composigcdo farmacéutica
compreendendo a proteina NaGlu humana recombinante ainda
compreende um estabilizador. Estabilizadores exemplares incluem
albumina, trealose, aclcares, aminoacidos, poliois,
ciclodextrinas, sais como cloreto de sédio, cloreto de magnésio e
cloreto de calcio, lioprotetores e misturas dos mesmos. Em algumas
modalidades, uma composigdo farmacéutica compreende albumina de
soro humano.

[152] Em algumas modalidades, é aconselhdvel adicionar um
surfactante a composigdo farmacéutica. Surfactantes exemplares
incluem surfactantes ndo idnicos como Polissorbatos (por exemplo,
Polissorbatos 20 ou 80); poloxdmeros (por exemplo, Poloxamero
188); Triton; sulfato dodecil de sdédio (SDS); sulfato lauril de

sédio; glicosideo octil de sédio; lauril, miristil, 1linoleil ou

estearilsulfobetaina; lauril, miristdil, linoleil ou
estearilsarcosina; linoleil, miristil ou cetilbetaina;
lauroamidopropil, cocamidopropil, linoleamidopropil,

miristamidopropil, palmidopropil ou 1isoestearamidopropilbetaina
(por exemplo, lauroamidopropil); miristamidopropil, palmidopropil
ou isostearamidopropildimetilamina; sédio metil cocoil ou dissédio
metil ofeiltaurato; e a série MONAQUAT™ (Mona Industries, Inc.,
Paterson, N.J:) ; polietileno glicol, polipropil glicel e
copolimeros de etileno e propileno glicol (por exemplo, Pluronics,
PF68, etc.). Normalmente, a quantidade de surfactante adicionada é

tal que reduz a agregagdo da proteina e minimiza a formacdo de
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estar presente em uma formulagdo em uma concentracdo de cerca de
0,001 - 0,5% (por exemplo, cerca de 0,005 - 0,05%, ou 0,005 -
0,01%). Em particular, um surfactante pode estar presente em uma
formulagdo em uma concentragdo de aproximadamente 0,005%, 0, 01%;
o,02%, O0,1%, 0,2%, 0,3%, 0,4%, ou 0,5%, etc. Intervalos e valores
intermedidrios aos intervalos e valores acima recitados também
estdo previstos para ser parte da invencdo.

[153] Em algumas modalidades, composicdes farmacéuticas
apropriadas da invencdo podem ainda incluir um ou mais agentes de
volume, em particular, para formulacdes liofilizadas. Um “agente
de volume” é um composto que adiciona a massa & mistura
liofilizada e <contribui para a estrutura fisica do bolo
liofilizado. Por exemplo, um agente de volume pode melhorar a
aparéncia do bolo 1liofilizado (por exemplo, bolo liofilizado
essencialmente uniforme). Agentes de volume apropriados incluem,
entre outros, cloreto de sdédio, lactose, manitol, glicina,
sacarose, trealose, hidroxietil amido. Concentragdes exemplares de
agentes de volume sdo de cerca de 1% a cerca de 10% (por exemplo,
1,0%, 1,5%, 2,0%, 2,5%, 3,0%, 3,5%, 4,0%, 4,5%, 5,0%, 5,5%, 6,0%,
6,5%, 7,0%, 7,5%, 8,0%, 8,5%, 9,0%, 9,5% e 10,0%). Intervalos e
valores intermedidrios aos intervalos e valores acima recitados
também estdo previstos para ser parte da invencdo. As composigdes
farmacéuticas podem ser na forma de um pé liofilizado estéril para
injecdo apds reconstituigdo com um diluente. O diluente pode ser
dgua para injegdo, 4&gua bacteriostdtica para injecdo ou solucgéo
salina estéril. O p6 liofilizado pode ser produzido por
liofilizagdo de uma solugdo da proteina de fusdo para produzir a
proteina na forma seca. Conforme ¢é conhecido na técnica, a
proteina liofilizada em geral possui estabilidade aumentada e uma
vida atil mais longa do que uma solugdo liquida da proteina.

[154] Formulacdes farmacéuticas incluem aquelas
apropriados para administracdo oral, retal, nasal, tépica

(incluindo bucal = sublingual), parenteral ou vaginal.
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incluem aquelas apropriadas para administragdo por injecdo

incluindo administracéo intratecal, intraparenquimal
intracerebral, intraventricular, intramuscular, subcuténea e
venosa. Em uma modalidade, as formulagdes da invengdo sdo

apropriadas para administragdo intravenosa. Em outra modalidade,
as formulagbes da invengdo sdo apropriadas para administracdo
intratecal. As formulagdes farmacéuticas da invencdo também
incluem aquelas apropriadas para administragcdo por inalacdo ou
insuflacgéo. As formulagdes podem, eventualmente, ser
convenientemente apresentadas em unidades farmacéuticas discretas
e podem ser preparadas por qualquer um dos métodos conhecidos na
técnica de farmacia. Os métodos de produgdo de formulacgdes
farmacéuticas normalmente incluem a etapa colocar as proteinas
terapéuticas em associagdo com os carreadores liquidos ou
carreadores sélidos finamente divididos ou ambos e em seguida, se
necessario, transformar o produto na formulacdo desejada.

[155] A proteina NaGlu humana recombinante da invencéo
também pode ser formulada para administragdo parenteral (por
exemplo, por injegdo, por exemplo injecdo em bolus ou infusao
continua) e pode ser apresentada na forma de dose farmacéutica em
ampolas, seringas pré-cheias, infusdo de volume pequeno ou em
recipientes de doses multiplas com um conservante adicionado. As
proteinas terapéuticas podem ser injetadas por, por exemplo,
injegdes subcutéaneas, injecdes intramusculares, injecgdes
intratecais, injegdes intracerebrais, inje¢des intraparenquimais,
inje¢des intraventriculares e injegdes ou infusdes intravenosas
(IV).

[156] Em uma modalidade, a proteina NaGlu humana
recombinante é administrada por via intravenosa por infusdo IV por
qualquer método util. Em um exemplo, a proteina NaGlu humana
recombinante pode ser administrada por infusdo intravenosa através
de uma linha periférica. Em outro exemplo, a proteina NaGlu humana

recombinante pode ser administrada por infusdo intravenosa através
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a proteina NaGlu humana recombinante pode ser administrada por
infusdo intravenosa, facilitada por uma mAquina de infusédo
ambulatorial conectada a uma porta de acesso vascular venoso. Em
uma modalidade de infusdo intravenosa, a medicacdo é administrada
por um periodo de 1 a 8 horas dependendo da quantidade de
medicamento a ser infundido e histérico do paciente relacionado
com reagdo de infusdo anterior, conforme determinado por um médico
especialista na técnica. Em outra modalidade, a proteina NaGlu
humana recombinante é administrada por via intravenosa por injecéo
IV. Em outra modalidade, a proteina NaGlu humana recombinante pode
ser administrada através de injeg¢do intraperitoneal ou intratecal.

[157] Em algumas modalidades, as proteinas terapéuticas
sdo administradas por infusdo, e a infusdo pode ocorrer durante um
periodo de tempo prolongado, por exemplo, 30 minutos a 10 horas.
Assim, a infusdo pode ocorrer, por exemplo, durante um periodo de
cerca de 1 hora, a cerca de 2 horas, cerca de 3 horas, cerca de 4
horas ou cerca de 5 horas. A infusdo também pode ocorrer em varias
taxas. Assim, por exemplo, a taxa de infusdo pode ser cerca de 1
mL por hora a cerca de 20 mL por hora. Em algumas modalidades, a
taxa de infusdo é 5 mL a 10 mL por hora. Em uma modalidade, a taxa
de infusde & 1, 2, 3, 4, &, 8, ¥, 8, B8, 10, 11, 12, 13, 14, 185,
16, 17, 18, 19 ou 20 mL por hora. Em uma modalidade, a taxa de
infusdo é de 0,1 a 5 mg/kg/hr. Em uma modalidade, a taxa de
infusdao é de cerca de 0,1, cerca de 0,2, cerca de 0,3, cerca de
0,5, cerca de 1,0, cerca de 1,5, cerca de 2,0 ou cerca de 3
mg/kg/hr. Intervalos e valores intermedidrios aos intervalos e
valores acima recitados também estdo previstos para ser parte da
invencédo.

[158] As proteinas terapéuticas podem tomar formas como
suspensdes, solu¢des ou emulsdes em veiculos oleosos ou aquosos, e
podem conter agentes de formulagdo como agentes de suspensdo,
estabilizagdo e/ou dispersdo. A proteina NaGlu humana recombinante

pode ser em forma de pd, obtida por isolamento asséptico de sdélido
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veiculo apropriado, por exemplo, &gua estéril, apirégena, antes do
uso.

[159] Formulagcdes em conformidade com a presente invencdo
podem ser avaliadas com base na andlise de qualidade de produto,
tempo de reconstituicgéao (se liofilizadas), qualidade de
reconstituigdo (se liofilizadas), alto peso molecular, umidade e
temperatura de transigdo vitrea. Normalmente, a andlise de
produtos e qualidade de proteina inclui anélise da taxa de
degradagdo de produtos usando métodos, incluindo, entre outros,
HPLC de exclusdo de tamanho (SE-HPLC), HPLC de troca de céation
(CEX-HPLC), difracdo de raios X (XRD) calorimetria de varredura
diferencial modulada (mDSC), HPLC de fase reversa (RP-HPLC),
espalhamento de 1luz multi-angulo (MALS), fluorescéncia, absorcdo
ultravioleta, nefelometria, eletroforese capilar (CE), SDS-PAGE e
combinagdes das mesmas. Em algumas modalidades, a avaliacdo do
produto em conformidade com a presente invencdo pode incluir uma
etapa de avaliagdo da aparéncia (aparéncia de bolo ou liquida).

[160] Geralmente, as formulacgdes (liofilizadas ou em
solugcdo aquosas) podem ser armazenadas por longos periodos de
tempo em temperatura ambiente. A temperatura de armazenamento
normalmente pode variar de 0°C a 45°C (por exemplo, 4°C, 20°C,
25°C ou 45°C). As formulagdes podem ser armazenadas por um periodo
de meses a um periodo de anos. O tempo de armazenamento geralmente
serd de 24 meses, 12 meses, 6 meses, 4,5 meses, 3 meses, 2 meses
ou 1 més. As formulagdes podem ser armazenadas diretamente no
recipiente usado para administracdo, eliminando etapas de
transferéncia. Intervalos e valores intermedidrios aos intervalos
e valores acima recitados também estdo previstos para ser parte da
invencdo.

[161] As formulagdes podem ser armazenadas diretamente no
recipiente de 1liofilizagdo (se 1liofilizado), o que também pode
funcionar como frasco de reconstituigdo, eliminando etapas de

transferéncia. Alternativamente, formulacdes de produto



55/101

armazenamento. O armazenamento em geral deve evitar circunsténcias
que levam a degradagdo das proteinas, incluindo, entre outros, a
exposigdo a luz solar, radiacdo UV, outras formas de radiacdo
eletromagnética, calor ou frio excessivo, choque térmico répido e
choques mecanicos. As composigdes farmacéuticas de acordo com a
invengcdo também podem conter outros ingredientes ativos como
agentes imunossupressores, agentes antimicrobianos ou

conservantes, discutidos em mais detalhes abaixo.

VII. Métodos de Tratamento

[162] A presente invencdo também fornece métodos de
tratamento de doencgas associadas com NaGlu, por exemplo, Sindrome
de Sanfilippo B. NaGlu recombinante empregada em conformidade com
a invengdo inclui NaGlu recombinante que pode ser produzida em
qualquer sistema de expressdo de proteinas Gtil incluindo, entre
outros, cultura de célula (por exemplo, células CHO, células COS),
bactérias como E. coli, animais transgénicos como mamiferos e aves
(por exemplo, galinhas, patos e peru) e sistemas de planta (por
exemplo, plantas daninhas de tabaco e pato). Em uma modalidade, a
NaGlu recombinante é produzida em um animal transgénico, como um
aviario.

[163] Em uma modalidade, o) método compreende a
administragdo ao sujeito de uma proteina NaGlu humana recombinante
(rhNaGlu), por exemplo, uma proteina NaGlu humana recombinante
contendo uma quantidade suficiente de oligossacarideos (por
exemplo, manose e manose fosforilada (ou seja, M6P)), em uma
guantidade suficiente para tratar (por exemplo, reduzir, amenizar)
ou impedir que um ou mais sintomas da deficiéncia de NaGlu ou
doenga associada a NaGlu. A proteina NaGlu humana recombinante
pode ser administrada terapeuticamente ou profilaticamente, ou
ambos. A proteina NaGlu humana recombinante (rhNaGlu) pode ser
administrada ao sujeito, sozinha ou em combinagcdo com outras
modalidades terapéuticas conforme descrito aqui.

[164] Os termos “eratar?; “tratando” e “tratamento”
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ou sintoma, impedindo um sintoma adicional, atenuando ou impedindo
uma causa subjacente de um sintoma, inibindo uma doenca ou
condigdo, detendo o desenvolvimento de uma doenca ou condicgéo,
aliviando uma doenga ou condigdo, causando regressdo de uma doenca
ou condigdo, aliviando uma condigdo causada pela doenca ou
condigdo, ou parando um sintoma da doenca ou condicéo
profilaticamente e/ou apbés o sintoma ocorrer.

[165] “Dose terapeuticamente eficaz” conforme usado aqui
se refere a dose (por exemplo, quantidade e/ou intervalo) de droga
necessaria para produzir uma resposta terapéutica pretendida (por
exemplo, redugdo dos niveis de sulfato de heparan e/ou aumento da
atividade de NaGlu em um tecido-alvo). Uma dose terapeuticamente
eficaz refere-se a uma dose que, em comparagdo com um sujeito
correspondente que ndo recebeu essa dose, resulta em tratamento
melhorado, cura, prevengdo ou melhora de uma doenca, disturbio, ou
efeito colateral ou uma diminuigdo da taxa da ocorréncia ou avanco
de uma doenca ou distirbio. O termo também inclui no seu escopo,
doses eficazes para melhorar as fungdes fisiolébgicas.

[166] Conforme usado aqui, o termo “sujeito” ou “paciente”
destina-se a incluir os animais humanos e ndo humanos. Os animais
ndo humanos incluem todos os vertebrados, por exemplo, mamiferos e
ndao mamiferos, como primatas ndo humanos, ovelhas, cées, gatos,
vacas, cavalos, galinhas, anfibios e répteis. Sujeitos
preferenciais incluem seres humanos contendo uma deficiéncia de
NaGlu ou doenga associada a NaGlu.

[167] Conforme usado aqui, uma “doenca associada & NaGlu”
€ uma doenga ou condigdo que é mediada pela atividade de NaGlu ou
esta associada a expressdo anormal ou atividade de NaGlu. Um
exemplo de uma doenga associada & NaGlu inclui, entre outras,
deficiéncia de NaGlu como Sindrome de Sanfilippo B (também
conhecida como mucopolissacaridose tipo IIIB).

[168] Os métodos terapéuticos da presente invencdo incluem

qualquer via de administragdo que facilita a absorcdo ou
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6rgdos pertinentes. Em uma modalidade, os métodos da invencédo
incluem liberagdo da proteina NaGlu humana recombinantes da
invengdo para o CNS (sistema nervoso central), rim, ou figado de
um sujeito para o tratamento de uma doenga associada & NaGlu (por
exemplo, deficiéncia de NaGlu). Por exemplo, a proteina NaGlu
humana recombinante pode ser administrada ao paciente por via
intravenosa (por exemplo, através de injecdo intravenosa ou
infusdo intravenosa) e surpreendentemente, atravessa a barreira
hemato-encefalica (BBB) do sujeito contendo deficiéncia de NaGlu.
Em outra modalidade da invencéo, a proteina NaGlu humana

recombinante € administrada para o paciente por via intratecal.

A. Dispositivo para Liberacdo Intratecal
[169] Varios dispositivos podem ser usados para liberacdo
intratecal de acordo <com a presente invencédo. Em algumas

modalidades, um dispositivo para administracdo intratecal contém
uma porta de acesso ao fluido (por exemplo, porta injetdvel); um
corpo oco (por exemplo, cateter) contendo um primeiro orificio de
fluxo em comunicagdo fluida com a porta de acesso ao fluido e um
segundo orificio de fluxo configurado para insercdo na medula
espinhal; e um mecanismo de seguranga para garantir a insercdo do
corpo oco na medula espinhal. Como um exemplo ndo limitante, um
mecanismo de seguranga apropriado contém uma ou mais cabecas
montadas na superficie do corpo oco e um anel suturado ajustavel
sobre as uma ou mais cabegas para impedir que o corpo oco (por
exemplo, cateter) escorregue para fora da medula espinhal. Em
varias modalidades, a porta de acesso ao fluido compreende um
reservatdério. Em algumas modalidades, a porta de acesso ao fluido
¢ compreende uma bomba mecdnica (por exemplo, uma bomba de
infusdo). Em algumas modalidades, um cateter implantado estéa
ligado a um reservatério (por exemplo, para a liberacdo de bolus),
ou uma bomba de infusdo. A porta de acesso ao fluido pode ser
implantada ou externa.

11700 Em algumas modalidades, a administracdo intratecal
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através de um sistema de liberagcdo de porta-cateter (ou seja,
infusdo ou bolus). Em algumas modalidades, o cateter é inserido
entre as laminas das vértebras lombares e a ponta é enfiada no
espago tecal para o nivel desejado (geralmente L3-L4).

[171] Em relagdo a administracdo intravenosa, um volume de
dose unica apropriado para administracdo intratecal & normalmente
pequeno. Normalmente, a liberagdo intratecal de acordo com a
presente invencdo mantém o equilibrio da composigcdo do CSF bem
como a pressdo intracraniana do sujeito. Em algumas modalidades, a
liberacdo intratecal é realizada sem a remogdo correspondente do
CSF de um sujeito. Em algumas modalidades, um volume apropriado de
dose uUnica pode ser, por exemplo, menos de cerca de 10 mL, 8ml, 6
mL, 5 mL, 4 mL, 3 mL, 2 mL, 1,5 mL, 1 mL ou 0,5 mL. Em algumas
modalidades, um volume apropriado de dose Unica pode ser cerca de
0,55 mL, 0,5-4 mL, 0,5-3 mL, 0,5-2 mL, 0,5-1 mL, 1-3 ml, 1-5 mL,
1,5-3 mL, 1-4 mL ou 0,5-1,5 mL. Em algumas modalidades, a
liberagdo intratecal de acordo com a presente invencdo envolve uma
etapa de remogdo de uma quantidade desejada de CSF primeiro. Em
algumas modalidades, menos de cerca de 10 mL (por exemplo, menos
de cerca de 9 mL, 8ml, 7 mL, 6 ml,, 5 mL, 4 mL, 3 mL, 2 #nbL; 1 mL)
de CSF é primeiro removido antes da administracdo intratecal.
Nesses casos, um volume apropriado de dose Unica pode ser, por
exemplo, mais de cerca de 3 mL, 4 mL, 5 mL, 6 mL, 7 mL, 8ml, 9 mL,
10 mL, 15 mL ou 20 mL. Intervalos e valores intermedidrios aos
intervalos e valores acima recitados também estdo previstos para
ser parte da invencdo.

[172] Varios outros dispositivos podem ser usados para
efetuar a administragdo intratecal de uma composigdo terapéutica.
Por exemplo, as formulagdes contendo enzimas desejadas podem ser
administradas wusando um reservatédrio Ommaya que €& em comum uso
para administrar por via intratecal drogas para carcinomatose
meningea (Lancet 2: 983-84, 1963). Mais especificamente, neste

método, um tubo ventricular ¢é inserido através de um buraco
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instalado sob o couro cabeludo, e o reservatdédrio é perfurado por
via subcutédnea para liberar por via intratecal a enzima particular
sendo substituida, que ¢é injetada no reservatério. Outros
dispositivos para administragdo intratecal de composigcdes ou
formulagdes terapéuticas para um individuo sd3o descritos na
Patente US 6.217.552, cujo conteudo completo, uma vez gque se
relacionam com estes dispositivos, é incorporado aqui como
referéncia. Alternativamente, a droga pode ser administrada por
via intratecal, por exemplo, por uma uUnica injecdo ou infusdo
continua. Deve ser entendido que o tratamento de dosagem pode ser
na forma de uma administragdo de dose tnica ou multiplas doses.

[173] Para injecdo, as formulagdes da invengdo podem ser
formuladas em solugdes liquidas. Além disso, a enzima NaGlu pode
ser formulada em forma sélida e redissolvida ou suspensa
imediatamente antes do uso. As formas liofilizadas também estdo
incluidas. A injegdo pode ser, por exemplo, sob a forma de uma
injecdo em bolus ou infusdo continua (por exemplo, usando bombas
de infusdo) da enzima NaGlu.

[174] Em uma modalidade da invengdo, a enzima NaGlu é
administrada por injegdo cérebro-ventricular lateral no cérebro de
um sujeito. A injegdo pode ser feita, por exemplo, através de um
orificio de trépano feito no crénio do sujeito. Em outra
modalidade, a enzima e/ou outra formulagdo farmacéutica é
administrada através de uma derivacgdo cirurgicamente inserida no
ventriculo cerebral de um sujeito. Por exemplo, a injecdo pode ser
feita nos ventriculos laterais, que s&o maiores. Em algumas
modalidades, a injegdo no terceiro e quarto ventriculos menores
também pode ser feita.

[175] Ainda em outra modalidade, as composicdes
farmacéuticas wusadas na presente invencdo sdo administradas
através de injegdo na cisterna magna ou area lombar de um sujeito.

[176] Em outra modalidade do método da invencdo, a

formulacdo farmaceuticamente aceitavel fornece liberacdo
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composigdo farmacéutica usada na presente invencdo, para um
sujeito por pelo menos uma, duas, trés, quatro semanas ou periodos
maiores de tempo apdés a formulagido farmaceuticamente aceitédvel ser
administrada ao sujeito.

[177] Conforme usado aqui, o termo “liberacdo sustentada”
refere-se a liberacgdo continua de uma formulacdo farmacéutica da
invengdo in vivo durante um periodo de tempo apés a administracgéo,
preferencialmente pelo menos vArios dias, uma semana ou varias
semanas. Liberacdo sustentada da composicdo pode ser demonstrada
por, por exemplo, o efeito terapéutico continuado da enzima ao
longo do tempo (por exemplo, liberagdo sustentada da enzima pode
ser demonstrada por quantidade reduzida continuada de granulos de
armazenamento no sujeito).

[178] Alternativamente, a liberacdo sustentada da enzima
pode ser demonstrada pela detecg¢do da presenca da enzima in vivo
ao longo do tempo.

B. Liberag¢do Intravenosa

[179] Conforme discutido acima, uma das caracteristicas
surpreendentes da presente invengdo é que as proteinas NaGlu
humanas recombinantes da invengdo sdo capazes de efetivamente e
amplamente difundir através da barreira hemato-encefdlica (BBB) e
a superficie do cérebro e penetrar em varias camadas ou regides do
cérebro, incluindo regides profundas do cérebro, quando
administradas por via intravenosa. Os métodos da presente invencg&do
efetivamente liberam as proteinas rhNaGlu para varios tecidos,
neurdénios ou células do sistema nervoso central (CNS), que sao
dificilmente direcionadas pelos métodos existentes de liberacido
para o CNS. Além disso, os métodos da presente invencdo liberam
quantidades suficientes das proteinas NaGlu humanas recombinantes
para o fluxo de sangue e varios 6rgdos periféricos e tecidos.

[180] “Injegdo intravenosa,” muitas vezes <clinicamente
conhecida como IV push ou injegdo em bolus, refere-se a uma via de

administragdo em que uma seringa é conectada ao dispositivo de
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rapidamente e ocasionalmente até um periodo de 15 minutos se puder
causar irritacdo da veia ou um efeito muito rédpido. Uma vez que um
medicamento foi injetado no fluxo de fluido do tubo de IV, deve
haver algum meio de garantir que ele saia do tubo para o paciente.
Geralmente isso é feito permitindo que o fluxo de fluido flua
normalmente e, assim, leve o medicamento para a corrente
sanguinea. No entanto, em alguns casos, uma segunda injecdo de
fluido, as vezes chamada de “flush” é usada apds a primeira
injegcdo para facilitar a entrada do medicamento na corrente
sanguinea.

[181] “Infusdo intravenosa” refere-se a uma via de
administragdo em que a medicagdo ¢é liberada durante um periodo
prolongado de tempo. Por exemplo, a medicacdo pode ser liberada a
um paciente durante um periodo de tempo entre 1 e 8 horas. A
medicacdo pode também ser liberada a um paciente durante um
periodo de cerca de 1, a cerca de 2, cerca de 3, cerca de 4, cerca
de 5, cerca de 6, cerca de 7 ou cerca de 8 horas. Para realizar
uma infusdo intravenosa, um gotejamento por gravidade IV ou uma
bomba IV pode ser usada. A infusdo IV é normalmente usada quando
um paciente requer medicamentos somente em determinados momentos e
ndo necessita de fluidos intravenosos adicionais (por exemplo,
solugdes de agua que podem conter sédio, cloreto, glicose ou
qualquer combinagdoc dos mesmos) como as que restauram eletrélitos,
glicose sanguinea e a perda de &agua.

C. Tecidos alvo

[182] Em algumas modalidades, a rhNaGlu da invencido &
liberada ao sistema nervoso central (CNS) de um sujeito. Em
algumas modalidades, a rhNaGlu da inveng¢do é liberada a um ou mais
dos tecidos alvo do cérebro, medula espinhal, e/ou érgéos
periféricos. Conforme usado aqui, o termo “tecido alvo” refere-se
a qualquer tecido que é afetado pela doenca associada & NaGlu a
ser tratada ou qualquer tecido em que a NaGlu deficiente ¢é

normalmente expressa. Em algumas modalidades, os tecidos alvo
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anormalmente alta de substrato da enzima, por exemplo, armazenado
nos lisossomos celulares do tecido, em pacientes que sofrem de ou
sdo suscetiveis a doenga associada & NaGlu. Em algumas
modalidades, os tecidos alvo incluem aqueles tecidos que exibem
uma patologia, sintoma ou recurso associado a doenca. Em algumas
modalidades, os tecidos alvo incluem aqueles tecidos em que a
NaGlu deficiente ¢é normalmente expressa em um nivel elevado.
Conforme usado aqui, um tecido alvo pode ser um tecido alvo do
cérebro, um tecido alvo da medula espinhal e/ou um tecido alvo
periférico. Tecidos alvo exemplares sdo descritos em detalhes
abaixo.

D. Tecidos Alvo do Cérebro

[183] Em geral, o cérebro pode ser dividido em diferentes
regides, camadas e tecidos. Por exemplo, o tecido meningeo é um
sistema de membranas que envolve o sistema nervoso central,
incluindo o cérebro. As meninges contém trés camadas, incluindo a
dura-mater e aracnoide-mater e pia-mater. Em geral, a principal
funcdo das meninges e do 1liquido cerebrospinal é proteger o
sistema nervoso central. Em algumas modalidades, uma proteina
terapéutica em conformidade com a presente invencdo é liberada a
uma ou mais camadas das meninges.

[184] O cérebro tem trés subdivisdes principais, incluindo
O cérebro, cerebelo e tronco cerebral. Os hemisférios cerebrais,
que se situam acima da maioria das outras estruturas do cérebro e
sdo cobertos com wuma camada cortical. Por baixo do cérebro
encontra-se o tronco cerebral, que se assemelha a uma haste na
qual o cérebro estd ligado. Na parte de tréds do cérebro, abaixo do
cérebro e atrads do tronco cerebral, estd o cerebelo.

[185] O diencéfalo, que estd localizado perto da linha
média do cérebro e acima do mesencéfalo, contém o talamo,
metatalamo, hipotélamo, epitdlamo, pré-tdlamo e pretectum. O
mesencéfalo, também chamado de cérebro médio, contém o tectum,

tegumento, mesocoelia ventricular e pedinculos cerebrais, o nucleo
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associado com a visdo, audigdo, coordenacdo motora, sono/vigilia,
alerta e regulacdo da temperatura.

[186] As regides dos tecidos do sistema nervoso central,
incluindo o <cérebro, podem ser caracterizadas com base na
profundidade dos tecidos. Por exemplo, os tecidos do CNS (por
exemplo, cérebro) podem ser caracterizados como tecidos
superficiais ou rasos, tecidos de profundidade média, e/ou tecidos
profundos.

[187] De acordo com a presente invengdo, a rhNaGlu da
invengdo pode ser liberada a qualquer tecido alvo do cérebro
apropriado com uma doenca particular a ser tratada em um sujeito.
Em algumas modalidades, a rhNaGlu da invencdo é liberada ao tecido
alvo do cérebro superficial ou raso. Em algumas modalidades, a
rhNaGlu da invengdo é liberada ao tecido alvo do cérebro de
profundidade média. Em algumas modalidades, a rhNaGlu da invencao
€ liberada ao tecido alvo do cérebro profundo. Em algumas
modalidades, a rhNaGlu da invengdo é liberada para uma combinacdo
de tecido alvo do cérebro de superficie ou raso, tecido alvo do
cérebro de profundidade média, e/ou tecido alvo do cérebro
profundo. Em algumas modalidades, a rhNaGlu da invencdo é liberada
a um tecido cerebral profundo pelo menos 4mm, 5mm, 6mm, 7mm, 8mm,
9mm, 10mm ou mais abaixo (ou interno a) da superficie externa do
cérebro. Intervalos e valores intermedidrios aos intervalos e
valores acima recitados também estdo previstos para ser parte da
invencédo.

(188] Em algumas modalidades, a rhNaGlu da invencdo &
liberada a um ou mais tecidos do cérebro superficiais ou rasos. Em
algumas modalidades, os tecidos alvo superficiais ou rasos do
cérebro estdo localizados dentro de 4 mm da superficie do cérebro.
Em algumas modalidades, os tecidos alvo superficiais ou rasos do
cérebro sdo selecionados de tecidos pia-mater, tecidos de fita
cortical cerebral, hipocampo, espago de Virchow-Robin, vasos

sanguineos dentro do espago VR, o hipocampo, partes do hipotalamo
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bulbo olfatdério e projegdes e combinag¢des dos mesmos.

[189] Em algumas modalidades, a rhNaGlu da invencdo é
liberada a um ou mais tecidos do cérebro profundos. Em algumas
modalidades, os tecidos alvo superficiais ou rasos do cérebro
estdo localizados pelo menos 4 mm (por exemplo, 5mm, 6mm, 7mm,
8mm, 9mm ou 10mm) abaixo (ou interno) a superficie do cérebro. Em
algumas modalidades, os tecidos alvo profundos do cérebro incluem
a fita cortical cerebral. Em algumas modalidades, os tecidos alvo
profundos do cérebro incluem um ou mais do diencéfalo (por
exemplo, o hipotalamo, talamo, pré-talamo ou subtalamo),
metencéfalo, nucleos lentiforme, os génglios basais, caudado,
putémen, amigdala, globus pallidus e combina¢des dos mesmos.

[190] Em algumas modalidades, a rhNaGlu da invencdo &
liberada a um ou mais tecidos do cerebelo. Em certas modalidades,
0 um ou mais tecidos alvo do cerebelo sdo selecionados a partir do
grupo que consiste em tecidos da camada molecular, tecidos da
camada de <células de Purkinje, tecidos da camada de células
Granulares, pedinculos cerebelares e combinagdo dos mesmos. Em
algumas modalidades, agentes terapéuticos (por exemplo, enzimas)
sdo liberados em um ou mais tecidos profundos do cerebelo
incluindo, entre outros, tecidos da camada de células de Purkinije,
tecidos da camada de células Granulares, tecido da substéancia
branca cerebelar profundo (por exemplo, profundo em relagdo a
camada de células Granulares) e tecidos do nucleo cerebelar
profundo.

[191] Em algumas modalidades, a rhNaGlu da invencdo &
liberada a um ou mais tecidos do tronco cerebral. Em algumas
modalidades, o um ou mais tecidos alvo do tronco cerebral incluem
tecidos de substancia branca do tronco cerebral e/ou tecido de
nucleos do tronco cerebral.

[192] Em algumas modalidades, a rhNaGlu da invencdo &
liberada para varios tecidos cerebrais, incluindo, entre outros,

massa cinzenta, substéncia branca, 4&reas periventriculares, pia-
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coértex cerebral, camada molecular, regido putamen/caudado,
mesencéfalo, regides profundas da ponte ou medula e combinacdes
dos mesmos.

[193] Em algumas modalidades, a rhNaGlu da invencdo é
liberada para véarias células do cérebro, incluindo, entre outros,
neurdnios, células gliais, células perivasculares e/ou células
meningeas. Em algumas modalidades, uma proteina terapéutica é
liberada para oligodendrécitos da substé&ncia branca profunda.

E. Tecido Alvo da Medula Espinhal

[194] Em geral, as regides ou os tecidos da medula
espinhal podem ser caracterizados com base na profundidade dos
tecidos. Por exemplo, os tecidos da medula espinhal podem ser
caracterizados como tecidos superficiais ou rasos, tecidos de
profundidade média, e/ou tecidos profundos.

[195] Em algumas modalidades, a rhNaGlu da invencdo é
liberada a um ou mais tecidos da medula espinhal superficiais ou
rasos. Em algumas modalidades, os tecidos alvo superficiais ou
rasos da medula espinhal estdo localizados dentro de 4 mm da
superficie da medula espinhal. Em algumas modalidades, um tecido
alvo superficial ou raso da medula espinhal contém pia-mater e/ou
0s tratos de substancia branca.

[196] Em algumas modalidades, a rhNaGlu da invencdo ¢é
liberada a um ou mais tecidos da medula espinhal profundos. Em
algumas modalidades, os tecidos alvo profundos da medula espinhal
estdo localizados internos a 4 mm da superficie da medula
espinhal. Em algumas modalidades, um tecido alvo profundo da
medula espinhal contém células da substdncia cinzenta e/ou
ependimarias da medula espinhal.

[1927] Em algumas modalidades, as enzimas de substituicdo
(por exemplo, uma proteina de fusdo NaGlu) sdo liberadas para os
neurdnios da medula espinhal.

F. Tecidos Alvo Periféricos

[198] Conforme usado aqui, &érgdos ou tecidos periféricos
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sistema nervoso central (CNS). Tecidos alvo periféricos podem
incluir, entre outros, sistema sanguineo, figado, rim, coracéo,
endotélio, medula éssea e células derivadas da medula éssea, baco,
pulmdo, linfonodos, osso, cartilagem, ovario e testiculo. Em
algumas modalidades, a rhNaGlu da invencdo é liberada a um ou mais
tecidos alvo periféricos.

G. Biodistribuigdo e Biodisponibilidade

[199] Em varias modalidades, uma vez que é liberada ao
tecido alvo, a rhNaGlu da invencdo é localizada intracelularmente.
Por exemplo, a rhNaGlu da invengdo pode ser localizada nos exéns,
axénios, lisossomos, mitocdndrias ou vactolos de uma célula-alvo
(por exemplo, neurdnios como células de Purkinje). Por exemplo, em
algumas modalidades, a rhNaGlu da invengdo demonstra dindmica de
translocagdo de forma que a rhNaGlu se move dentro do espacgo
perivascular (por exemplo, por mecanismos convectivos assistidos
por pulsacdo). Além disso, mecanismos de transporte axonal ativos
em relagdo a associagdo da enzima ou proteina administrada com
neurofilamentos podem também contribuir para ou de outras forma
facilitar a distribuigdo das proteinas rhNaGlu da invencdo nos
tecidos mais profundos do sistema nervoso central.

[200] Em algumas modalidades, a rhNaGlu da invencéo
liberada de acordo com a presente invengdo pode alcancar niveis ou
atividades eficazes terapeuticamente ou clinicamente em varios
tecidos alvo aqui descritos. Conforme usado aqui, um nivel ou
atividade terapeuticamente ou clinicamente eficaz é um nivel ou
atividade suficiente para conferir um efeito terapéutico em um
tecido alvo. O efeito terapéutico pode ser objetivo (ou seja,
mensuravel por algum teste ou marcador) ou subjetivo (ou seja, o
sujeito da uma indicagdo de ou sente um efeito). Por exemplo, um
nivel ou atividade terapeuticamente ou clinicamente eficaz pode
ser um nivel ou atividade enzimdtica que ¢é suficiente para
amenizar os sintomas associados com a doenga no tecido alvo (por

exemplo, armazenamento GAG).



67/101

liberada de acordo com a presente invengdo pode alcancar um nivel
ou atividade enzimatica que é pelo menos 5%, 10%, 20%, 30%, 40%,
50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 91 %, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%
ou 99% do nivel ou atividade normal da enzima NaGlu correspondente
no tecido alvo. Em algumas modalidades, a rhNaGlu da invencéo
liberada de acordo com a presente invencdo pode alcancar um nivel
ou atividade enzimatica que ¢é aumentada em pelo menos 1 vez, 2
vezes, 3 vezes, 4 vezes, 5 vezes, 6 vezes, 7 vezes, 8 vezes, 9
vezes ou 10 vezes em comparagdo com um controle (por exemplo,
niveis ou atividades endégenas sem tratamento). Em algumas
modalidades, a rhNaGlu liberada de acordo com a presente invencdao
pode alcangar um aumento do nivel ou atividade enzimatica pelo
menos cerca de 10 nmol/h/mg, 20 nmol/h/mg, 40 nmol/h/mg, 50
nmol/h/mg, 60 nmol/h/mg, 70 nmol/h/mg, 80 nmol/h/mg, 90 nmol/h/mg,
100 nmol/h/mg, 150 nmol/h/mg, 200 nmol/h/mg, 250 nmol/h/mg, 300
nmol/h/mg, 350 nmol/h/mg, 400 nmol/h/mg, 450 nmol/h/mg, 500
nmol/h/mg, 550 nmol/h/mg ou 600 nmol/h/mg em um tecido alvo.
Intervalos e valores intermedidrios aos intervalos e valores acima
recitados também estdo previstos para ser parte da invencdo.

[202] Em algumas modalidades, os métodos inventivos de
acordo com a presente invengdo sdo particularmente uteis para o
direcionamento da regido lombar. Em algumas modalidades, a rhNaGlu
liberada de acordo com a presente invencdo pode alcancar um
aumento do nivel ou atividade enzimdtica na regido lombar de pelo
menos cerca de 500 nmol/h/mg, 600 nmol/h/mg, 700 nmol/h/mg, 800
nmol/h/mg, 900 nmol/h/mg, 1000 nmol/h/mg, 1500 nmol/h/mg, 2000
nmol/h/mg, 3000 nmol/h/mg, 4000 nmol/h/mg, 5000 nmol/h/mg, 6000
nmol/h/mg, 7000 nmol/h/mg, 8000 nmol/h/mg, 9000 nmol/h/mg, ou
10.000 nmol/h/mg. Intervalos e valores intermediarios aos
intervalos e valores acima recitados também estdo previstos para
ser parte da invencdo.

[203] Em geral, agentes terapéuticos (por exemplo, a

rhNaGlu) liberados de acordo com a presente invencdo tém meia vida
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espinhal e ¢rgdos periféricos. Em algumas modalidades, a rhNaGlu
liberada de acordo com a presente invenc¢do pode ter uma meia vida
de pelo menos cerca de 30 minutos, 45 minutos, 60 minutos, 90
minutos, 2 horas, 3 horas, 4 horas, 5 horas, 6 horas, 7 horas, 8
horas, 9 horas, 10 horas, 12 horas, 16 horas, 18 horas, 20 horas,
25 horas, 30 horas, 35 horas, 40 horas, até 3 dias, até 7 dias,
até 14 dias, até 21 dias ou até um més. Em algumas modalidades, a
rhNaGlu liberada de acordo com a presente invencdo pode manter
nivel ou atividade detectével no CSF ou corrente sanguinea apés 12
horas, 24 horas, 30 horas, 36 horas, 42 horas, 48 horas, 54 horas,
60 horas, 66 horas, 72 horas, 78 horas, 84 horas, 90 horas, 96
horas, 102 horas ou uma semana apdés a administracdo. Nivel ou
atividade detectdvel pode ser determinada usando varios métodos
conhecidos na técnica. Intervalos e valores intermedidrios aos
intervalos e valores acima recitados também estdo previstos para
ser parte da invengdo. Em certas modalidades, a rhNaGlu liberada
de acordo com a presente invengdo alcanga uma concentragdo de pelo
menos 30ug/mL nos tecidos do CNS e células do sujeito apés a
administragdo (por exemplo, uma semana, 3 dias, 48 horas, 36
horas, 24 horas, 18 horas, 12 horas, 8 horas, 6 horas, 4 horas, 3
horas, 2 horas, 1 hora, 30 minutos, ou menos apds a administracdao
da composigdo farmacéutica ao sujeito). Em certas modalidades, a
rhNaGlu liberada de acordo com a presente invencdo alcanca uma
concentragdo de pelo menos 2 ug/mL, pelo menos 15 ug/mL, pelo
menos 1 pg/mL, pelo menos 7 pg/mL, pelo menos 5 ug/mL, pelo menos
2 pg/mL, pelo menos 1 pg/mL ou pelo menos 0,5 npg/mL nos tecidos
alvo ou células do sujeito (por exemplo, tecidos ou do cérebro
neurdnios) apés a administragdo para esse sujeito (por exemplo,
uma semana, 3 dias, 48 horas, 36 horas, 24 horas, 18 horas, 12
horas, 8 horas, 6 horas, 4 horas, 3 horas, 2 horas, 1 hora, 30
minutos, ou menos apdés a administragdo dessas composigdes
farmacéuticas ao sujeito). Intervalos e valores intermedidrios aos

intervalos e valores acima recitados também estdo previstos para
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H. Tratamento da Sindrome de Sanfilippo

[204] Sindrome de Sanfilippo, ou mucopolissacaridose III
(MPS-III), € wum distirbio genético raro caracterizado pela
deficiéncia de enzimas envolvidas na degradacgdao de
glicosaminoglicanos (GAG). Na auséncia de enzima, moléculas GAG
parcialmente degradadas ndo podem ser removidas do corpo em se
acumulam nos lisossomos de varios tecidos, resultando em disfuncéo
somatica generalizada progressiva (Neufeld e Muenzer, 2001).

[205] Quatro formas distintas de MPS III, designadas MPS
ITIA, B, C e D, foram identificadas. Cada uma representa uma
deficiéncia em uma das quatro enzimas envolvidas na degradacdo do
sulfato de heparan GAG. Todas as formas incluem vArios graus dos
mesmos sintomas clinicos, incluindo caracteristicas faciais
grosseiras, hepatoesplenomegalia, embagamento corneal e
deformidades esqueléticas. Mais notavelmente, no entanto, é a
grave e progressiva perda da capacidade cognitiva, que estéa
vinculada ndo apenas ao acumulo de sulfato de heparan nos
neurdnios, mas também a elevagdo subsequente dos gangliosideos
GM2, GM3 e GD2 causada pelo acumulo de GAG primario (Walkley
1998).

[206] Mucopolissacaridose tipo IIIB (MPS IIIB; Sindrome de
Sanfilippo B) € wum distirbio autossémico recessivo que se
caracteriza por uma deficiéncia da enzima alfa-N-acetil-
glicosaminidase (NaGlu). Na auséncia desta enzima, sulfato de
heparan GAG se acumula nos lisossomos dos neurdnios e células
gliais, com menor acumulo fora do cérebro.

[207] Uma caracteristica clinica definidora da doenca é a
degeneracdao do sistema de nervoso central (CNS), que resulta em
perda de, ou incapacidade de atingir, marcos avancados do
desenvolvimento. O declinio cognitivo progressivo culmina em
deméncia e mortalidade prematura. A doenca manifesta-se
tipicamente em criangas pequenas, € a expectativa de vida de um

individuo afetado geralmente ndo se estende para além do fim da
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[208] As composigdes e métodos da presente invengdo podem
ser usados para tratar de forma eficaz os individuos que sofrem de
ou sdo suscetiveis a Sindrome de Sanfilippo B. Os termos, “tratar”
ou “tratamento”, conforme usado aqui, referem-se & melhoria de um
ou mais sintomas associados com a doenga, prevencdo ou o atraso do
inicio de um ou mais sintomas da doenca, e/ou diminuicdo da
gravidade ou frequéncia de um ou mais sintomas da doenca.

[209] Em algumas modalidades, o tratamento refere-se &
parcial ou total redugdo, melhora, alivio, inibicdo, atraso do
inicio, redugdo da gravidade e/ou incidéncia de comprometimento
neurolégico em paciente com Sindrome de Sanfilippo B. Conforme
usado aqui, o termo “comprometimento neurolégico” inclui varios
sintomas associados com o comprometimento do sistema nervoso
central (por exemplo, o cérebro e medula espinhal). Os sintomas do
comprometimento neurolégico podem incluir, por exemplo, atraso de
desenvolvimento, comprometimento cognitivo progressivo, perda de
audicdo, desenvolvimento prejudicado da fala, déficits em
habilidades motoras, hiperatividade, agressividade e/ou disturbios
do sono, entre outros.

[210] Assim, em algumas modalidades, o tratamento refere-
se a diminuigdo do depésito lisossdmico (por exemplo, de GAG) em
varios tecidos. Em algumas modalidades, o tratamento se refere a
diminuigdo do depdsito lisossémico em tecidos alvo no cérebro,
neurdénios da medula espinhal, e/ou tecidos alvo periféricos. Em
certas modalidades, doengas de depdésito lisossémico sdo diminuidas
em cerca de 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%,
60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 100% ou mais em comparagado
com um controle. Em algumas modalidades, doencas de depésito
lisossdémico sdo reduzidas em pelo menos 1 vez, 2 vezes, 3 vezes, 4
vezes, 5 vezes, 6 vezes, 7 vezes, 8 vezes, 9 vezes ou 10 vezes em
comparagdo com um controle. Em algumas modalidades, o depdsito
lisossémico é determinada pela coloracdo de LAMP-1. Intervalos e

valores intermedidrios aos intervalos e valores acima recitados



71/101

[211] Em algumas modalidades, o tratamento refere-se a
reduzida vacuolizacdo nos neurdnios (por exemplo, neurdénios
contendo células de Purkinje) . Em certas modalidades, a

vacuolizagdo nos neurdnios é diminuida em cerca de 5%, 10%, 15%,
20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%,
85%, 90%, 95%, 100% ou mais em comparacdo com um controle. Em
algumas modalidades, a vacuolizacdo é diminuida em pelo menos 1
vez, 2 vezes, 3 vezes, 4 vezes, 5 vezes, 6 vezes, 7 vezes, 8
vezes, 9 vezes ou 10 vezes em comparagdo com um controle.
Intervalos e valores intermedidrios aos intervalos e valores acima
recitados também estdo previstos para ser parte da invencdo.

[£12] Em algumas modalidades, o tratamento refere-se ao
aumento da atividade da enzima NaGlu em varios tecidos. Em algumas
modalidades, o tratamento se refere ao aumento da atividade da
enzima NaGlu em tecidos alvo no cérebro, neurdnios da medula
espinhal, e/ou tecidos alvo periféricos. Em algumas modalidades, a
atividade da enzima NaGlu é aumentada em cerca de 5%, 10%, 15%,
20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%,
85%, 90%, 95%, 100%, 200%, 300%, 400%, 500%, 600%, 700%, 800%,
900% 1000% ou mais em comparagdo com um controle. Em algumas
modalidades, a atividade da enzima NaGlu é aumentada em pelo menos
1l vez, 2 vezes, 3 vezes, 4 vezes, 5 vezes, 6 vezes, 7 vezes, 8
vezes, 9 vezes ou 10 vezes em comparagdo com um controle. Em
algumas modalidades, a atividade enzimatica aumentada de NaGlu é
pelo menos cerca de 10 nmol/h/mg, 20 nmol/h/mg, 40 nmol/h/mg, 50
nmol/h/mg, 60 nmol/h/mg, 70 nmol/h/mg, 80 nmol/h/mg, 90 nmol/h/mg,
100 nmol/h/mg, 150 nmol/h/mg, 200 nmol/h/mg, 250 nmol/h/mg, 300
nmol/h/mg, 350 nmol/h/mg, 400 nmol/h/mg, 450 nmol/h/mg, 500
nmol/h/mg, 550 nmol/h/mg, 600 nmol/h/mg ou mais. Em algumas
modalidades, a atividade enzimdtica NaGlu ¢é aumentada na regido
lombar. Em algumas modalidades, a atividade enzimdtica NaGlu
aumentada na regido lombar é pelo menos cerca de 2000 nmol/h/mg,
3000 nmol/h/mg, 4000 nmol/h/mg, 5000 nmol/h/mg, 6000 nmol/h/mg,



72/101

ou mais. Intervalos e valores intermedidrios aos intervalos e
valores acima recitados também estdo previstos para ser parte da
invencgédo.

[213] Em certas modalidades, o tratamento de acordo com a
presente invengdo resulta em uma redugdo (por exemplo, cerca de
5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 40%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%,
80%, 90%, 95%, 97.5%, 99% ou mais redugdo) ou uma eliminacéo
completa de presenga, ou, alternativamente, o acumulo, de um ou
mais marcadores biolégicos ou patoldgicos que estdo associados com
a doenca associada a NaGlu. Essa redugdo ou eliminacdo pode ser
particularmente evidente nas células e tecidos do CNS (por
exemplo, neurdnios e oligodendrécitos). Por exemplo, em algumas
modalidades, a administragdo a um sujeito das composigdes
farmacéuticas da presente invengdo demonstra ou alcanca uma
reducdo no acumulo da proteina de membrana associada ao
biomarcador lisossomal 1 (LAMPl) nas células do CNS e tecidos do
sujeito (por exemplo, no cértex cerebral, cerebelo, nticleo caudado
e putémen, substancia branca e/ou té&lamo). LAMP1 ¢é uma
glicoproteina altamente expressa nas membranas lisossomais e sua
presenga ¢é elevada em muitos pacientes com um distirbio de
depdésito lisossdmico (Meikle et al, Clin. Chem. (1997) 43: 1325-
1335). A presenga ou auséncia de LAMP 1 em pacientes (por exemplo,
conforme determinado pela coloragdo de LAMP) com uma doenca de
depbésito lisossdémico, portanto, pode fornecer um indicador uUtil da
atividade dos 1lisossomos e um marcador para o diagnéstico e
monitoramento de doengas de depdésito lisossdmico.

[214] Nesse sentido, algumas modalidades da presente
invencdo referem-se aos métodos de redugdo ou, de outra forma,
eliminagcdo da presenga ou acumulo de um ou mais marcadores
bioldégicos ou patoldégicos associados com a doenca associada a
NaGlu. Da mesma forma, algumas modalidades da invencdo se refere
aos métodos para aumentar a degradagdo (ou a taxa de degradacdo)

de um ou mais marcadores patoldégicos ou bioldégicos (por exemplo,
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[215] Em algumas modalidades, o tratamento refere-se a
diminuigdo da progressdo da perda da capacidade cognitiva. Em
certas modalidades, a progressdo da perda da capacidade cognitiva
€ diminuida em cerca de 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%,
45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 100% ou
mais em comparagdo com um controle. Em algumas modalidades, o
tratamento refere-se a diminuigdo do atraso de desenvolvimento. Em
certas modalidades, o atraso de desenvolvimento ¢é diminuido em
cerca de 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%,
60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 100% ou mais em comparacao
com um controle. Intervalos e valores intermediarios aos
intervalos e valores acima recitados também estdo previstos para
ser parte da invengdo.

[21.6] Em algumas modalidades, o tratamento refere-se a
sobrevivéncia aumentada (por exemplo, tempo de sobrevivéncia). Por
exemplo, o tratamento pode resultar em um aumento da expectativa
de vida de um paciente. Em algumas modalidades, o tratamento de
acordo com a presente inveng¢do resulta em um aumento da
expectativa de vida de um paciente em mais de cerca de 5%, cerca
de 10%, cerca de 15%, cerca de 20%, cerca de 25%, cerca de 30%,
cerca de 35%, cerca de 40%, cerca de 45%, cerca de 50%, cerca de
55%, cerca de 60%, cerca de 65%, cerca de 70%, cerca de 75%, cerca
de 80%, cerca de 85%, cerca de 90%, cerca de 95%, cerca de 100%,
cerca de 105%, cerca de 1 10%, cerca de 115%, cerca de 120%, cerca
de 125%, cerca de 130%, cerca de 135%, cerca de 140%, cerca de
145%, cerca de 150%, cerca de 155%, cerca de 160%, cerca de 165%,
cerca de 170%, cerca de 175%, cerca de 180%, cerca de 185%, cerca
de 190%, cerca de 195%, cerca de 200% ou mais, em comparacgdo com a
expectativa de vida média de um ou mais individuos de controle com
doenga semelhante sem tratamento. Em algumas modalidades, o
tratamento de acordo com a presente invencdo resulta em um aumento
da expectativa de vida de um paciente por mais de cerca de 6

meses, cerca de 7 meses, cerca de 8 meses, cerca de 9 meses, cerca
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anos, cerca de 3 anos, cerca de 4 anos, cerca de 5 anos, cerca de
6 anos, cerca de 7 anos, cerca de 8 anos, cerca de 9 anos, cerca
de 10 anos ou mais, em comparagdo com a expectativa de vida média
de um ou mais individuos de controle com doenca semelhante sem
tratamento. Em algumas modalidades, o tratamento de acordo com a
presente invengdo resulta na sobrevivéncia de longo prazo de um
paciente. Conforme usado aqui, o termo “sobrevivéncia de longo
prazo” se refere a um tempo de sobrevivéncia ou expectativa de
vida maior do que cerca de 40 anos, 45 anos, 50 anos, 55 anos, 60
anos, ou mais. Intervalos e valores intermedidrios aos intervalos
e valores acima recitados também estdo previstos para ser parte da
invencgédo.

[217] Os termos, “melhorar”, “aumentar” ou “reduzir”,
conforme usados aqui, indicam valores que sdo relativos para um
controle. Em algumas modalidades, um controle apropriado é uma
medida basal, como uma medida no mesmo individuo antes do inicio
do tratamento descrito aqui, ou uma medida em um individuo de
controle (ou varios individuos de controle) na auséncia de
tratamento descrito aqui. Um “individuo de controle” é um
individuo afligido com Sindrome de Sanfilippo B, que possui
aproximadamente a mesma idade e/ou género do individuo que esta
sendo tratado (para assegurar que as fases da doenca no individuo
tratado e nos individuos de controle sdo comparaveis).

[218] O individuo (também referido como “paciente” ou
“sujeito”) sendo tratado é um individuo (feto, bebé&, crianca,
adolescente ou adulto humano) contendo Sindrome de Sanfilippo B ou
com potencial para desenvolver Sindrome de Sanfilippo B. O
individuo pode ter expressdo e/ou atividade de NaGlu endégena
residual ou nenhuma atividade mensurdvel. Por exemplo, o individuo
contendo Sindrome de Sanfilippo B pode ter niveis de expressdo de
NaGlu que estdo a menos de cerca de 30-50%, menos de cerca de 25-
30%, menos de cerca de 20-25%, menos de cerca de 15-20%, menos de

cerca de 10-15%, menos de cerca de 5-10%, menos de cerca de 0,1-5%
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intermedidrios aos intervalos e valores acima recitados também
estdo previstos para ser parte da invencéo.

[219] Em algumas modalidades, o individuo é um individuo
que foi recentemente diagnosticado com a doenca. Normalmente, o
tratamento precoce (tratamento com inicio logo que possivel apéds o
diagnéstico) € importante para minimizar os efeitos da doenca e
maximizar os beneficios do tratamento.

x. Terapias de Combinacdo

[220] As proteinas NaGlu humanas recombinantes, por
exemplo wuma proteina NaGlu humana recombinante contendo uma
quantidade suficiente de oligossacarideos (por exemplo, manose e
manose fosforilada (ou seja, M6P)), podem ser usadas sozinhas ou
em combinagdo para tratar doengas associadas a NaGlu (por exemplo,
Sindrome de Sanfilippo B). Deve ser entendido que as proteinas
NaGlu humanas recombinantes da invengdo podem ser usadas sozinhas
ou em combinagdo com um procedimento adicional, por exemplo,
procedimento cirdrgico, ou agente, por exemplo, um agente
terapéutico, o procedimento adicional ou agente sendo selecionado
pelo especialista na técnica para sua finalidade pretendida. Por
exemplo, © procedimento adicional ou agente pode ser um
procedimento terapéutico ou agente reconhecido na técnica como
sendo Util para tratar a doenga ou condigdo sendo tratada pela
proteina NaGlu humana recombinante da presente invencdo. O
procedimento adicional ou agente também pode ser um agente que
transmite um atributo benéfico a composigdo terapéutica, por
exemplo, um agente que afeta a viscosidade da composicédo.

[221] Também deve ser entendido que as combinag¢des que sdo
incluidas dentro desta invengdo sdo essas combinagdes Uteis para a
sua finalidade. Os agentes e os procedimentos descritos abaixo s&o
para fins ilustrativos e ndo se destinam a ser um fator limitante
para a presente invengdo. As combinag¢des, que fazem parte da
presente invencgéo, podem ser as proteinas NaGlu humanas

recombinantes da presente invengdo e pelo menos um agente
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combinagdo também pode incluir mais de um agente ou procedimento
adicional, por exemplo, dois ou trés agentes adicionais se a
combinacdo é de forma que a composigdo formada pode executar sua
fungdo pretendida.

[222] A terapia de combinagdo pode incluir procedimentos
cirurgicos, terapia genética ou terapia de reposicdo enzimatica.
Além disso, a proteina NaGlu humana recombinante pode ser
coformulada com um ou mais agentes terapéuticos adicionais, por
exemplo, outras proteinas recombinantes ou anticorpos ou drogas
capazes de impedir ou reduzir o acumulo de substratos nédo
degradados (por exemplo, terapia de redugdo de substrato).

[223] Em uma ou mais modalidades, a terapia de combinacdo
pode incluir coadministragdo com imunossupressores, conforme
discutido em mais detalhes abaixo. Os imunossupressores como,
entre outros, anti-histaminicos, corticosteroides, sirolimus,
voclosporina, ciclosporina, metotrexato, anticorpos direcionados
ao receptor IL-2, anticorpos direcionados ao receptor de células
T, anticorpos direcionados ao receptor TNF-alfa ou proteinas de
fusdo (por exemplo, infliximabe, etanercept ou adalimumab), CTLA-
4-Ig (por exemplo, abatacept), anticorpos anti-0X-40 podem também
ser administrados antes, durante ou apés a administracdo de uma
proteina recombinante humana, como uma proteina NaGlu humana
recombinante, por exemplo, se uma resposta imune de reacdo
anafildtica ou adversa ¢é esperada ou experimentada por um
paciente.

J. Imunogenicidade

[224] As composigdes farmacéuticas da presente invencdo
sdo caracterizadas por suas tolerabilidades. Conforme usado aqui,
os termos “toleraveis” e “tolerabilidade” referem-se a capacidade
de as composicgdes farmacéuticas da presente invengdo ndo
provocarem uma reag¢do adversa no sujeito a quem essa composicdo é
administrada, ou, alternativamente ndo provocar uma reagdo adversa

grave no sujeito a quem essa composigdo é administrada. Em algumas
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bem toleradas pelo sujeito a quem essas composicdes sdo
administradas.

[225] Geralmente, a administracdo de uma proteina rhNaGlu
de acordo com a presente invengdo ndo resulta em efeitos adversos
graves no sujeito. Conforme usado aqui, induzir efeitos adversos
graves inclui, entre outros, resposta imune substancial,
toxicidade ou morte. Conforme usado aqui, o termo “resposta imune
substancial” refere-se a respostas imunes graves ou sérias, como
respostas imunes de célula T adaptativas.

[226] Assim, em muitas modalidades, os métodos inventivos
de acordo com a presente invengdo ndoc envolvem terapia
imunossupressora simulténea (ou seja, qualquer terapia
imunossupressora usada como pré-tratamento/pré-condicionamento ou
em paralelo ao método). Em algumas modalidades, os métodos
inventivos de acordo com a presente invencdo ndo envolvem uma
indugcdo da tolerédncia imune no sujeito a ser tratado. Em algumas
modalidades, os métodos inventivos de acordo com a presente
invengdo ndo envolvem um pré-tratamento ou pré-condicionamento do
sujeito usando agente imunossupressor de células T.

[227] No entanto, em algumas modalidades, um sujeito monta
uma resposta imune apds ser administrada a rhNaGlu da invencédo.
Assim, em algumas modalidades, pode ser Util tornar o sujeito que
recebe a rhNaGlu da invengdo tolerante para a terapia de reposicdo
enzimdtica. A tolerédncia imune pode ser induzida usando varios
métodos conhecidos na técnica. Por exemplo, um regime inicial de
30-60 dias de um agente imunossupressor de células T como a
ciclosporina A (CsA) e um agente antiproliferativo, como,
azatioprina (Aza), combinado com infusdes intratecais semanais de
baixas doses de uma enzima de substituigdo desejada pode ser
usado.

[228] Qualquer agente imunossupressor conhecido pelo
especialista na técnica pode ser empregado em conjunto com uma

terapia de combinacdo da invengdo. Esses agentes imunossupressores
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agentes anti-TNF como etanercept (ver, por exemplo, Moder, 2000,
Ann. Allergy Asthma Immunol. 84, 280-284; Nevins, 2000, Curr.
Opin. Pediatr. 12, 146-150; Kurlberg et al., 2000, Scand. J.
Immunol. 51, 224-230; Ideguchi et al., 2000, Neuroscience 95, 217-
226; Potteret al., 1999, Ann. N.Y. Acad. Sci. 875, 159-174; Slavik
et al., 1999, Immunol. Res. 19, 1-24; Gaziev et al., 1999, Bone
Marrow Transplant. 25, 689-696; Henry, 1999, Clin. Transplant. 13,
209-220; Gummert et al., 1999, J. Am. Soc. Nephrol. 10, 1366-1380;
Qi et al., 2000, Transplantation 69, 1275-1283). O anticorpo
antirreceptor IL2 (a-subunidade) daclizumab (por exemplo,
Zenapax™), que se demonstrou eficaz em pacientes transplantados,
também pode ser usado como um agente imunossupressor (ver, por
exemplo, Wiseman et al., 1999, Drugs 58, 1029-1042; Beniaminovitz
et al., 2000, N. Engl J. Med. 342, 613-619; Ponticelli et al.,
1999, Drugs R. D. 1, 55-60; Berard et al., 1999, Pharmacotherapy
19, 1 127-1 137; Eckhoff et al., 2000, Transplantation 69, 1867-
1872; Ekberg et al., 2000, Transpl. Int. 13, 151-159). Agentes
imunossupressores adicionais incluem, entre outros, ligantes anti-
CDh2 (Branco et als; 1999, Transplantation 68, 1588-1596;
Przepiorka et al., 1998, Blood 92, 4066-4071), anti-CD4 (Marinova-
Mutafchieva et al., 2000, Arthritis Rheum. 43, 638-644; Fishwild
et al., 1999, Clin. Immunol. 92, 138-152), e anti-CD40 (Hong et
al., 2000, Semin. Nephrol. 20, 108- 125; Chirmule et al., 2000, J.
Virol. 74, 3345-3352; Ito et al., 2000, J. Immunol. 164, 1230-
1235} .

[229] Em outras modalidades, a invencdo inclui métodos
compreendendo a coadministragdo das proteinas NaGlu da presente

invengdo com agentes que diminuem ou suprimem uma resposta imune

para a proteina NaGlu, por exemplo, imunossupressores. Os
imunossupressores como, entre outros, anti-histaminicos,
corticosteroides, sirolimus, voclosporina, ciclosporina,

metotrexato, anticorpos direcionados ao receptor IL-2, anticorpos

direcionados ao receptor de células T, anticorpos direcionados ao
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etanercept ou adalimumab), CTLA-4-Ig (por exemplo, abatacept),
anticorpos anti-O0X-40 podem também ser administrados antes,
durante ou apbés a administragdo de uma proteina recombinante
humana, como uma proteina NaGlu humana recombinante, por exemplo,
se uma resposta imune de reacgdo anafildtica ou adversa é esperada
ou experimentada por um paciente.

[230] Em uma modalidade, a invencéao fornece um
procedimento de pré-tratamento para minimizar ou impedir quaisquer
reacgdes anafilaticas potenciais que podem incorrer pela
administragdo da proteina recombinante em conformidade com a
invengdo. Em uma modalidade, para impedir uma reacdo anafilética
potencial, um antagonista dos receptores H-1, também conhecido
como um anti-histaminico (por exemplo, difenidramina) e
administrado ao paciente. Em uma modalidade, o antagonista de
receptor de H-1 ¢é administrado em uma dose de cerca de 1 mg a
cerca de 10 mg por quilograma de peso corporal. Por exemplo, um
anti-histaminico pode ser administrado em uma dose de cerca de 5
mg por quilograma. Em uma modalidade, o anti-histaminico é
administrado em uma dose de entre cerca de 0,1 mg e cerca de 10 mg
por quilograma de peso corporal. Em uma modalidade, o anti-
histaminico é administrado em uma dose de entre cerca de 1 mg e
cerca de 5 mg por quilograma de peso corporal. Por exemplo, a dose
pode ser de 1 mg, 2 mg, 3 mg, 4 mg ou 5 mg por quilograma de peso
corporal. O anti-histaminico pode ser administrado por qualquer
método util. Em uma modalidade, o anti-histaminico é administrado
por via intravenosa. Em outra modalidade, o anti-histaminico &
administrado em cépsulas farmaceuticamente aceitdveis.

[231] A administragdo do anti-histaminico pode ser antes
da administragcdo da NaGlu recombinante em conformidade com a
invengdo. Em uma modalidade, o antagonista de receptor H-1 &
administrado cerca de 10 a cerca de 90 minutos, por exemplo, cerca
de 30 a cerca de 60 minutos antes da administracdo de NaGlu

recombinante. 0 antagonista dos receptores H-1 pode ser
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acesso vascular. Em uma modalidade, o) anti-histaminico &
administrado cerca de 90 minutos antes da administracdo de NaGlu
recombinante. Em uma modalidade, o anti-histaminico é administrado
entre cerca de 10 e cerca de 60 minutos antes da administracdo de
NaGlu recombinante. Em outra modalidade, o anti-histaminico é
administrado entre cerca de 20 e cerca de 40 minutos antes da
administragdo de NaGlu recombinante. Por exemplo, o anti-
histaminico pode ser administrado 20, 25, 30, 35 ou 40 minutos
antes da administracdo de NaGlu recombinante.

[232] Em uma modalidade, o anti-histaminico administrado é
difenidramina. Qualquer anti-histaminico Gtil pode ser usado.
Esses anti-histaminicos incluem, entre outros, clemastina,
doxilamina, loratidina, desloratidina, fexofenadina, feniramina,
cetirizina, ebastina, prometazina, clorfeniramina, levocetirizina,
olopatadina, quetiapina, meclizina, dimenidrinato, embramina,
dimetideno e dexclorfeniramina.

[233] Em outra modalidade, com referéncia a infusédo
intravenosa, o potencial para reagbdes anafildticas pode ser
reduzido pela administragdo de infusdes usando um protocolo de
arranque. Neste contexto, um protocolo de arranque refere-se ao
aumento lento da taxa de infusdo ao 1longo da infusdo para
dessensibilizar o paciente para a infusdo da medicacdo.

K. Administracéo

[234] Os métodos da presente invencéo contemplam
administragdes uUnicas bem como varias de uma quantidade
terapeuticamente eficaz da rhNaGlu da invencdo aqui descrita. A
rhNaGlu da invengdo pode ser administrada em intervalos regulares,
dependendo da natureza, gravidade e extensdo da condicdo do
sujeito. Em algumas modalidades, uma quantidade terapeuticamente
eficaz da proteina rhNaGlu da presente invengdo pode ser
administrada por via intravenosa ou intratecal periodicamente em
intervalos regulares (por exemplo, uma vez por ano, uma vez a cada

seis meses, a cada cinco meses, uma vez a cada trés meses,
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quinzenal (uma vez a cada duas semanas) ou semanal).

[235] Em algumas modalidades, a administracdo intratecal
pode ser usada em conjunto com outras vias de administracdo (por
exemplo, por via intravenosa, subcutéanea, intramuscular,
parenteral, transdérmica, ou transmucosal (por exemplo, por via
oral ou nasal)). Em algumas modalidades, essas outras vias de
administragcdo (por exemplo, administrag¢do intravenosa) podem ser
realizadas ndo mais frequente do que quinzenalmente, mensalmente,
uma vez a cada dois meses, uma vez cada trés meses, uma vez a cada
quatro meses, uma vez a cada cinco meses, uma vez a cada seis
meses, administracdo anual.

[236] Conforme usado aqui, o} termo “quantidade
terapeuticamente eficaz” é largamente determinado com base na
quantidade total do agente terapéutico contido nas composicdes
farmacéuticas da presente invengdo. Geralmente, uma quantidade
terapeuticamente eficaz é suficiente para alcancar um beneficio
significativo para o sujeito (por exemplo, tratando, modulando,
curando, impedindo e/ou melhorando a doenca ou condicédo
subjacente). Por exemplo, uma quantidade terapeuticamente eficaz
pode ser uma quantidade suficiente para atingir um efeito
terapéutico e/ou profildtico desejado, como uma quantidade
suficiente para modular receptores de enzima lisossédmicos ou suas
atividades para assim tratar essa doenca de depdsito lisossdmico
ou sintomas da mesma (por exemplo, uma redugdo ou eliminacdo da
presenga ou incidéncia de “corpos de zebra” ou vacuolizacdo
celular apdés a administragdo das composi¢des da presente invencdo
a um sujeito). Geralmente, a quantidade de um agente terapéutico
(por exemplo, a rhNaGlu da invengdo) administrada a um sujeito em
necessidade da mesma dependerd das caracteristicas do sujeito.
Essas caracteristicas incluem a condigdo, gravidade da doenca,
saude geral, idade, sexo e ©peso corporal do sujeito. Um
especialista na técnica serd rapidamente capaz de determinar as

doses apropriadas dependendo destes e outros fatores relacionados.
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opcionalmente, ser empregados para identificar os intervalos de
dosagem ideais.

[237] Uma quantidade terapeuticamente eficaz é geralmente
administrada em um regime de dosagem que pode compreender varias
doses unitarias. Para qualquer proteina terapéutica particular,
uma quantidade terapeuticamente eficaz (e/ou uma dose unitéaria
apropriada dentro de um regime de dosagem eficaz) pode variar, por
exemplo, dependendo da via de administragdo, em combinacdo com
outros agentes farmacéuticos. Além disso, a quantidade
terapeuticamente eficaz especifica (e/ou dose wunitaria) para
qualquer paciente particular pode depender de uma variedade de
fatores, incluindo o disturbio a ser tratado e a gravidade do
distdrbio; a atividade do agente especifico farmacéutico
empregado; a composigdo especifica empregada; a idade, peso
corporal, saude geral, sexo e dieta do paciente; o tempo de
administragdo, a via de administragdo, e/ou taxa de excrecdo ou
metabolismo da proteina de fusdo especifica empregada; a duracédo
do tratamento; e fatores semelhantes como é bem conhecido nas
técnicas médicas.

[238] Em algumas modalidades, os 1intervalos de dose
terapéuticos eficazes variam de cerca de 0,005 mg/kg de peso
corporal a 500 mg/kg de peso corporal, por exemplo, de cerca de
0,005 mg/kg de peso corporal a 400 mg/kg de peso corporal, de
cerca de 0,005 mg/kg de peso corporal a 300 mg/kg de peso
corporal, de cerca de 0,005 mg/kg de peso corporal a 200 mg/kg de
peso corporal, de cerca de 0,005 mg/kg de peso corporal a 100
mg/kg de peso corporal, de cerca de 0,005 mg/kg de peso corporal a
90 mg/kg de peso corporal, de cerca de 0,005 mg/kg de peso
corporal a 80 mg/kg de peso corporal, de cerca de 0,005 mg/kg de
peso corporal a 70 mg/kg de peso corporal, de cerca de 0,005 mg/kg
de peso corporal a 60 mg/kg de peso corporal, de cerca de 0,005
mg/kg de peso corporal a 50 mg/kg de peso corporal, de cerca de

0,005 mg/kg de peso corporal a 40 mg/kg de peso corporal, de cerca
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cerca de 0,005 mg/kg de peso corporal a 25 mg/kg de peso corporal,
de cerca de 0,005 mg/kg de peso corporal a 20 mg/kg de peso
corporal, de cerca de 0,005 mg/kg de peso corporal a 15 mg/kg de
peso corporal, de cerca de 0,005 mg/kg de peso corporal a 10 mg/kg
de peso corporal. Os intervalos e valores intermédios aos
intervalos e valores acima citados (por exemplo, 10-50 mg/kg, 1-5
mg/kg, 2-8 mg/kg, 5-10 mg/kg, 0,1-10 mg/kg, 0,3-30 mg/kg, 0,3-50
mg/kg, 0,5-10 mg/kg, 5-30 mg/kg ou 6-27 mg/kg) também estdo
previstos para ser parte da invengéo.

[239] Em algumas modalidades, a dose terapéutica eficaz é
maior que ou pelo menos cerca de 0,1 mg/kg de peso corporal, maior
que ou pelo menos cerca de 0,2 mg/kg de peso corporal, maior gque
ou pelo menos cerca de 0,3 mg/kg de peso corporal, maior que ou
pelo menos cerca de 0,4 mg/kg de peso corporal, maior que ou pelo
menos cerca de 0,5 mg/kg de peso corporal, maior que ou pelo menos
cerca de 1,0 mg/kg de peso corporal, maior que ou pelo menos cerca
de 3 mg/kg de peso corporal, maior que ou pelo menos cerca de 5
mg/kg de peso corporal, maior que ou pelo menos cerca de 6 mg/kg
de peso corporal, maior que ou pelo menos cerca de 7 mg/kg de peso
corporal maior que ou pelo menos cerca de 10 mg/kg de peso
corporal, maior que ou pelo menos cerca de 15 mg/kg de peso
corporal, maior que ou pelo menos cerca de 20 mg/kg de peso
corporal, maior que ou pelo menos cerca de 30 mg/kg de peso
corporal, maior que ou pelo menos cerca de 40 mg/kg de peso
corporal, maior que ou pelo menos cerca de 50 mg/kg de peso
corporal, maior que ou pelo menos cerca de 60 mg/kg de peso
corporal, maior que ou pelo menos cerca de 70 mg/kg de peso
corporal, maior que ou pelo menos cerca de 80 mg/kg de peso
corporal, maior que ou pelo menos cerca de 90 mg/kg de peso
corporal, maior que ou pelo menos cerca de 100 mg/kg de peso
corporal. Intervalos e valores intermediarios aos intervalos e
valores acima recitados também estdo previstos para ser parte da

invencéo.
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pode também ser definida por mg/kg de peso de cérebro. Como um
especialista na técnica apreciaria, os pesos do cérebro e peso
corporal podem ser correlacionados (ver, por exemplo, Dekaban AS.
“Changes in brain weights during the span of human life: relation
of brain weights to body heights and body weights,” Ann Neurol
1978; 4:345-56).

[241] Em algumas modalidades, a dose terapéutica eficaz
pode também ser definida por mg/l5 cc de CSF. Como um especialista
na técnica apreciaria, doses terapeuticamente eficazes com base no
peso do cérebro e peso corporal podem ser convertidos em mg/l5 cc
de CSF. Por exemplo, o volume de CSF em humanos adultos é cerca de
150 mL (Johanson CE, et al. “Multiplicity of cerebrospinal fluid
functions: New challenges in health and disease,” Cerebrospinal
Fluid Res. 2008 May 14;5: 10). Portanto, injec¢des de dose Unica de
0,1 mg a 50 mg de proteina para adultos seria doses de cerca de
0,01 mg/1l5 cc de CSF (0,1 mg) a 5,0 mg/l5 cc de CSF (50 mg) em
adultos.

[242] Deve ser ainda entendido que, para qualquer sujeito
particular, os esquemas de dosagem especificos devem ser ajustados
ao longo do tempo de acordo com a necessidade individual e o
julgamento profissional da pessoa administrando ou supervisionando
a administracdo da terapia de reposigdo enzimadtica e que os
intervalos de dosagem aqui estabelecidos sdo exemplares apenas e

ndo se destinam a limitar o escopo ou prética da invencgdo

reivindicada.
VIII. Kits
[243] A presente invengdo ainda fornece kits ou outros

artigos de fabricagdo que contém a NaGlu humana recombinante da
presente invengdo e fornecem instrugdes para sua reconstituicdo
(se liofilizado) e/ou uso. Kits ou outros artigos de fabricacdo
podem incluir um recipiente, um cateter e quaisquer outros
artigos, dispositivos ou equipamentos Uteis na administracédo

intratecal e cirurgia associada. Recipientes apropriados incluem,
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pré-preenchidas), ampolas, cartuchos, reservatdédrios ou lyo-jetcts.
O recipiente pode ser formado a partir de uma variedade de
materiais como vidro ou plastico. Em algumas modalidades, um
recipiente é uma seringa pré-preenchida. Seringas pré-preenchidas
apropriadas incluem, entre outras, seringas de vidro de
borosilicato com silicone cozido, revestimento, seringas de vidro
de borosilicato com silicone pulverizado, ou seringas de resina
plastica sem silicone.

[244] Normalmente, um rétulo no, ou associado com, ©
recipiente pode indicar instrug¢des para uso e/ou reconstituicgdo.
Por exemplo, o rétulo pode indicar que a formulacdo é
reconstituida para concentragdes de proteina conforme descritas
acima. O rétulo pode indicar ainda que a formulacdo é util ou
destina-se para, por exemplo, administragdo intravenosa ou
intratecal. Em algumas modalidades, um recipiente pode conter uma
inica dose de uma formulagdo estavel que contém uma enzima de
substituigdo (por exemplo, uma proteina NaGlu recombinante). Em
varias modalidades, uma dose uUnica da formulacgdo estavel esté
presente em um volume menor que cerca de 15 mL, 10 mL, 5,0 mL, 4,0
mL; 3,5 nl, 3;0 mL, 2;5 nl, 2,0 mL, 1,5 ml, 1,0 mL ou 0,5 mk.
Alternativamente, um recipiente mantendo a formulagdo pode ser um
frasco multi-uso, que permite administragdes repetidas (por
exemplo, de 2-6 administracgdes) da formulagdo. Os kits ou outros
artigos de fabricagdo ainda podem incluir um segundo recipiente
compreendendo um diluente apropriado (por exemplo, BWFI, solucgdo
salina, solugdo salina tamponada). Apdés misturar o diluente e a
formulagdo, a concentragdo final de proteina na formulacgdo
reconstituida serd geralmente pelo menos 1 mg/mL (por exemplo,
pelo menos 5mg/mL, pelo menos, 10 mg/mL, pelo menos 25 mg/mL, pelo
menos 50 mg/mL, pelo menos 75 mg/mL, pelo menos 100 mg/mL) .

[245] Os kits e outros artigos de fabricagdo aonde podem
incluir outros materiais desejaveis do ponto de vista comercial e

de usuéario, incluindo outros tampdes, diluentes, filtros, agulhas,



86/101

valores intermediarios aos intervalos e valores acima recitados
também estdo previstos para ser parte da invencao.

EXEMPLOS

[246] Os seguintes exemplos especificos destinam-se a
ilustrar a invengdo e ndo devem ser interpretados como limitando o
escopo das reivindicagbes. O conteido de todas as figuras e todas
as referéncias, patentes e pedidos de patente publicados citados
ao longo deste pedido, bem como as Figuras, ¢é expressamente
incorporado aqui como referéncia em sua totalidade.

Exemplo 1

Purificagdo de rhNaGlu

[247] A proteina rhNaGlu foi purificada usando métodos
conhecidos técnica. Clara do ovo (EW) contendo rhNaGlu foi
solubilizada em pH 6 durante a noite e clarificada através de
centrifugagdo e/ou filtragcdo de profundidade. A EW foi ajustada
com 1 M de tampdo NaOAc (pH 4) para pH 6. Para o processo de
filtragcao de profundidade, filtro T2600 (Pall™, 40 um) foi usado
como uma 1° filtragdo e entdo PDF1 (Pall™, K200P, 15 um + EKS,
0,22 um) como uma 2® etapa de filtracdo. Os filtros sdo de
membrana de uso Unico com capacidade otimizada de 60 L EW/m® para
cada filtro. O volume de espera da membrana é de 2 L/m? para T2600
e 4-5 L/m? para PDFl. No processo, o volume de espera foi
descartado antes de o EW filtrado ser coletado. O tampdo (20 mM
Fosfato/137 mM NaCl, pH 6) equivalente ao volume de espera da
membrana foi usado para captar a EW sobressalente nos filtros.

[248] Uma coluna de fenil-HIC (cromatografia de interacdo
hidrofébica) foi aplicada como uma etapa de captura. Uma vez que a
maioria das proteinas da clara do ovo sdo hidrofilicas, 99% das
proteinas da clara do ovo passaram através da coluna HIC pelo
fluxo. rhNaGlu tem uma maior 1ligagdo de hidrofobicidade para
fenil-HIC.

[249] A clara do ovo contendo rhNaGlu foi carregada na

coluna com uma razdo de 30:1. Apds a conclusdo do carregamento, a
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PH 6 e tampdo Tris 5 mM, pH 7,2. rhNaGlu foi eluida com 30% de
propileno glicol, pH 7,2. Apdés a conclusdo do carregamento, a
coluna foi lavada com tampdo de equilibrio e tampdo fosfato 5 mM
(pH 6). rhNaGlu foi eluida com 30% de propileno glicol com tampdo
Tris 5 mM (pH 7,2). A capacidade de 1ligacdo da coluna ¢é de
aproximadamente 4,5 mg/mL. A pureza de rhNaGlu através da coluna
de fenil-HIC pode ser alcancada para >95% (950 aumentos de tempo) .
A recuperagdo é de aproximadamente 80% com 30% de eluicdo de
propileno glicol.

[250] A fracdo de rhNaGlu eluida foi ajustada para pH 5
com 1 M de acido acético e entdo carregada em uma coluna de
GigaCap S (EW: tamanho de coluna=10: 1). A coluna foi equilibrada
com tampdo NaOAc 50 mM (pH 5). Apdés a conclusdo do carregamento, a
coluna foi lavada com o tampdo de equilibrio. A rhNaGlu foi eluida
com 50mm NaOAc/60 mM NaCl (pH 5).

[251] A caracterizacdo de proteinas foi realizada usando
rhNaGlu purificada. O peso molecular de rhNaGlu (~90 kDa)
purificada a partir da clara do ovo foi analisado em SDS-PAGE
(Fig. 6). O nivel de expressdo média de rhNaGlu na clara do ovo é
mostrado na Fig. 7. As caracteristicas da rhNaGlu produzida a

partir do avidrio transgénico estdo resumidas na Tabela 2.

Tabela 2.
rhNaGlu (Gallus)
Peso Molecular Aparente ~90 kDa
pI €,1-6, 9
Estabilidade de pH pH 5-8
Estabilidade na Clara de Ovo |> 50 dias

Exemplo 2
Estabilidade de rhNaGlu na clara do ovo

[252] Um dnico ovo foi rachado 7 dias apés ser posto e
analisado para a atividade. Os conteldos foram divididos ao meio e

cada metade foi submetida ao clareamento de clara do ovo padrdo.
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armazenadas a 4°C e -20°C para estabilidade da atividade
enzimatica. rhNaGlu na clara do ovo mostrou atividade enzimética
estavel pelo menos por até 50 dias.

[253] Foi avaliada a estabilidade do ciclo de
congelamento/descongelamento. A rhNaGlu purificada foi congelada
em nitrogénio liquido por 10 segundos e descongelada a 37 °C por 2
min. A atividade de enzima ndo mostrou alteragdo para 10 ciclos.

[254] A rhNaGlu purificada foi dialisada em diferentes
tampdes de pH para medir a estabilidade da enzima pura. Os
resultados mostraram que rhNaGlu pura manteve-se estdvel entre pH
5-8 por 12 dias.

Exemplo 3

Cria¢do de Perfil de Oligossacarideo

[255] Manose-6-fosfato (M6P) é um monossacarideo terminal
de oligossacarideos N-ligados que ¢é uma parte importante da
estrutura tercidria da glicoproteina e, quando incorporado no
oligossacarideo final da glicoproteina, é reconhecido pelo e
ligado aos receptores de M6P presentes na superficie das células,
permitindo posteriormente a internalizagdo nos lisossomos. Assim,
M6P & um epitopo eficaz para o direcionamento de glicoproteinas
para os lisossomos.

[256] A analise da glicosilagdo da proteina é uma parte
importante da caracterizacdo da glicoproteina. Os oligossacarideos
podem estar ligados a uma proteina através de uma serina ou uma
treonina como glicanos O-alinhados ou através de uma asparagina
como glicanos N-ligados.

[2571] Para analisar a estrutura de oligossacarideos,
varias técnicas cromatograficas e espectroscédpicas foram
realizadas. Cromatografia de troca de &nion de alto desempenho com
detecgdo amperométrica pulsada (HPAEC-PAD) foi empregada. Usando
esta técnica, os oligossacarideos rapidamente foram separados em
grupos gerais com base na carga (ou seja, neutros, levemente

carregados, ou multiplamente carregados) e suas estruturas foram
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[258] Todos os métodos foram baseados em protocolos
descritos por Hardy e Townsend (Hardy, M. R., and Townsend, R. R.,
"High-pH anion-exchange chromatography of glycoprotein-derived
carbohydrates”, 1994, Methods Enzymol. 230: 208-225). As amostras
purificadas de rhNaGlu derivadas de avidrio transgénico foram
dialisadas usando um Tubo-O-Dialisador contra &gua nanopura a 4°C
por cerca de 24 horas para remover sais e outros contaminantes. A
agua nanopura foi substituida quatro vezes durante o periodo
inteiro de didlise. Apdés a didlise, cada uma das amostras foi
dividida em trés aliquotas. A aliquota destinada para andlise de
agucares neutros e amino foi hidrolisada com 2 N A&cido
trifluoroacético (TFA) a 100°C por 4 horas e a aliquota para a
andlise de manose-6-fosfato foi hidrolisada com 6,75 N TFA a 100°C
por 1,5 horas. Os hidrolisados foram entdo secos sob N,
redissolvidos com 50 pL Hz0, sonicados por 7 min em gelo e
transferidos para um frasco de injecédo.

[259] Uma mistura de padrdes para aglcares neutros e amino
e para manose-6-fosfato com um numero conhecido de moles foi
hidrolisada da mesma maneira e ao mesmo tempo que a amostra.
Quatro diferentes concentragdes da mistura padrdo de acgucares
neutros e amino e manose-6-fosfato foram preparadas para
estabelecer uma equagdo de calibracdo. O numero de moles de cada
agucar na amostra foi quantificado por interpolacdo linear da
equagdo de calibracdo.

[260] O perfil de oligossacarideo e manose-6-fosfato foram
analisados separadamente por HPAEC-PAD. O controle do instrumento
e aquisigdo de dados foram realizados usando o software Dionex
chromeleon. A analise HPAEC-PAD de rhNaGlu hidrolisada detectou
M6P. A quantidade medida média de M6P foi 3,8 npg (CV 3,7%) por 210
pg de proteina hidrolisada. A conversdo para moles resultou em
13,4 nmol de M6P por 2,8 nmol de proteina, o que foi equivalente a
uma taxa de 3,2 moles de M6P por mole de proteina.

[261] O perfil de oligossacarideo também foi obtido para
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demonstraram boa repetibilidade da reacdo F PNGase na amostra
Unica. Grupos de pico foram observados em regides correspondentes
aos oligossacarideos neutros (~10 min a ~20 min). Um grupo de
picos significativamente menores de eluigdo entre ~25 e ~35 min
também foram observados, que foram possivelmente atribuidos a
espécies ligeiramente carregadas.

[262] Os resultados da analise da composigéo de
monossacarideos obtidos de amostras de rhNaGlu produzidos a partir
de um avidrio transgénico (Gallus) estdo resumidos na Tabela 3,
que tabula a razdo molar média de cada monossacarideo analisado

para rhNaGlu.

Tabela 3. Razdes molares de monossacarideo em rhNaGlu
(Gallus)

N-acetilgalactosamina (GalNAc) |[1,1

N-acetilglicosamina (GlcNAc) 35,6

Galactose (Gal) 47

Manose (Man) 25,5

Manose-6-fosfato (M6P) 3,2

Fucose Nao detectado

Glicose Ndao detectado

*mole de monossacarideo por mole de proteina

Exemplo 4

Absorg¢do Celular em Fibroblastos

[263] Fibroblastos humanos de tipo selvagem e fibroblastos
humanos com mucopolissacaridose III B (deficiente em NaGlu) foram
colocados em uma placa de 24 pocgos (2,5x10% células por pogo) e
incubados durante a noite a 37°C em 5% CO,. Meio condicionado
contendo meio basal do fibroblasto e kit de crescimento de
fibroblasto contendo pouco soro foi usado. Varias quantidades de
rhNaGlu (30, 10, 3,0, 1,0, 0,3 e 0 pg/mL) foram coincubadas por 24
horas a 37°C com 5% de CO, para determinar os niveis de absorcao
celular de fibroblastos humanos (ver, Fig. 9). Os pogos foram

lavados trés vezes com PBS. 100 pL de tampdo de lise foram
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lisado celular foi transferido em tubo de centrifuga de 1,5 mL. Um
ciclo de congelamento e descongelamento foi realizado. O 1lisado
celular foi centrifugado a 10.000 rpm por 10 min. 25puL de
sobrenadante foram usados para o ensaio. O tempo de ensaio foi de
2 horas. A atividade de enzima foi medida wusando os métodos
conhecidos na técnica e de acordo com os métodos descritos em
Marsh et al., Clinical Genetics (1985) 27: 258-262, Chow et al.,
Carbohydrate Research (1981) 96:87-93; Weber et al., Protein
Expression and Purification, (2001)21:251-259).

[264] Conforme mostrado na Fig. 9, o controle negativo (ou
seja, MPS IIIB) ndo apresentou qualquer atividade NaGlu enquanto o
controle positivo (ou seja, fibroblasto humano de tipo selvagem)
mostrou atividade NaGlu. As células de MPS IIIB tratadas com 0,3
pg/mL de rhNaGlu apresentaram cerca de 50% do nivel normal de
atividade observado nas células de fibroblasto de tipo selvagem.
As células de MPS IIIB tratadas com 1 upg/mL de rhNaGlu
demonstraram atividade NaGlu que foi cerca de 4 vezes maior que a
observada nas células de tipo selvagem. Surpreendentemente, as
células de MPS IIIB tratadas com 30 pg/mL de rhNaGlu demonstraram
atividade NaGlu que foi cerca de 40 vezes maior que a observada
nas células de tipo selvagem. Este resultado indicou que rhNaGlu
produzida a partir de wum avidrio transgénico (Gallus) foi
eficientemente internalizada em fibroblastos humanos em alto
nivel.

[265] Para determinar se a internalizacdo da rhNaGlu é
através de endocitose mediada por receptor de M6P, ensaios de
inibigdo de M6P foram realizados. Para os ensaios de inibicdo de
M6P, varias concentracdes de M6P livre foram adicionadas aos
fibroblastos humanos MPS IIIB tratados com 30 ug/mL de rhNaGlu e a
atividade enzimatica foi medida conforme descrito acima. Conforme
mostrado na Fig. 10, os fibroblastos humanos MPS IIIB ndo
apresentam qualquer atividade NaGlu, sugerindo inibigdo eficaz de

absorgcdo de NaGlu pelo M6P livre. Em contraste, fibroblastos
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apresentaram um alto nivel de atividade enzimdtica, sugerindo que
a proteina foi eficientemente internalizada nos fibroblastos
deficientes em NaGlu e manteve a atividade. Esta atividade
enzimadtica foi inibida pela presenga de monossacarideo de M6P no
meio na concentragdo de 0,03 mM e superior. A presenca de
monossacarideo 1lmM de M6P em meio condicionado inibiu mais de 90%
da absorgdo celular da proteina.

[266] Estes resultados indicaram que a rhNaGlu produzida a
partir de um aviario transgénico foi eficientemente internalizada
em fibroblastos MPS IIIB através de endocitose mediada por
receptores de M6P e a rhNaGlu competiu com monossacarideos M6P
para o reconhecimento pelo receptor. Os resultados foram
consistentes com a andlise de glicano que revelou a presenga das
estruturas de M6P na rhNaGlu produzida a partir do aviéario
transgénico.

Exemplo 5

Geragdo de Proteinas de Fusdo NaGlu Ativas

[267] Dois constructos de fusdo rhNaGlu diferentes foram
projetadas para validar a viabilidade de expressar proteinas de
fusdo rhNaGlu no sistema de expressdo avidrio.

[268] Em um constructo, uma sequéncia de acido nucleico
que codifica 8 residuos de aspartato consecutivos (DDDDDDDD) foi
fundida a sequéncia de acido nucleico que codifica a proteina
NaGlu na extremidade 5’ da sequéncia de cDNA de NaGlu inteira (SEQ
ID NO:2) usando a tecnologia de PCR = DNA recombinante
convencional. Em outro constructo, uma sequéncia de acido nucleico
que codifica TfRL (ou seja, THRPPMWSPVWP; SEQ ID NO:5) foi fundida
a sequéncia de &acido nucleico que codifica NaGlu na extremidade 3’
da sequéncia de cDNA de NaGlu inteira. Cada constructo foi
inserido no vetor de expressdo pTT22 usando sitios de restricéo
EcoRI e HindIITI. Os vetores resultantes foram cada um
transfectados em células de rim humano embrionadrio (HEK) 293 e

clones estaveils que expressam altos niveis de proteinas de fuséo
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residuos de &acido aspéartico consecutivos no N-terminal (AAA-NaGlu)
e uma proteina rhNaGlu fundida ao 1ligante do receptor de
transferrina (TfRL) no C-terminal (NaGlu - TfRL) foram isoladas a
partir do meio condicionado.

[269] A atividade enzimatica da AAA-NaGlu e NaGlu-TfRL foi
medida usando os métodos conhecidos na técnica (ver, por exemplo,
Marsh et al., Clinical Genetics (1985) 27:258-262; Chow et al.,
Carbohydrate Research, (1981) 96:87-93; Weber et al., Protein
Expression and Purification (2001) 21 :251-259; Neufeld et al.,
Protein Expression and Purification (2000) 19:202-211 ; e Weber et
al., Human Molecular Genetics (1996) 5:771-777.

[270] Conforme mostrado nas Figs. 13 e 14, as proteinas de
fusdo AAA-NaGlu e NaGlu-TfRL produzidas a partir de células HEK293
mostraram altos niveis de atividade enzimdtica. Estes resultados
confirmaram a possibilidade que esses constructos podem ser usados
para produzir proteinas de fusdo NaGlu que tém niveis aumentados
de manose fosforilada enquanto mantém atividade enzimadtica de um
sistema de expressdo de aviario transgénico.

Exemplo 6

Absorgdo Celular em Macrdfagos

[271] A internalizagdo de rhNaGlu produzida a partir de
Gallus em células de macréfagos humanos também foi medida. Células
de macréfagos NR8383 foram incubadas com 10ug/mL de rhNaGlu em
meios de crescimento F12 por 0, 4, 8, 24, 32 e 48 horas a 37 °C
com 5% de CO,.As amostras foram recuperadas e lavadas com PBS antes
da lise. 2,5 x 10° células foram lisadas em 1 mL de tampdo de lise
(10mM de Na Fosfato pH6,0, 0,05% NP40) e lisados transferidos em
tubos de centrifuga de 1,5 mL e centrifugados a 10.000 rpm por 10
min. A concentracgcdo de proteina foi determinada através do ensaio
de Bradford e aliquotas foram congeladas para ensaios de enzima
NaGlu.

[272] A atividade enzimdtica foi medida usando métodos

padrdo. 25mM de substrato (4-metilumbeliferil 2-Acetamido-2-deoxi-
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formar um estoque de substrato de trabalho. As diluigdes de
amostras foram preparadas em tampdo do ensaio (1% de albumina de
soro bovino). 25pL de acetato de sdédio 200mM foram distribuidos
aos pogos de uma placa multi-pogos. 25pL do padrdo e 25uL das
amostras foram adicionadas aos pogos designados. 50uL do estoque
de substrato de trabalho foram adicionados a cada pogo e a placa
foi delicadamente tampada para misturar. A placa foi selada com
pelicula adesiva e incubada a 37°C por 30 minutos. A reacdo foi
entdo encerrada pela adigdo de 50pL da solugdo de paragem (1M
glicina pH 12,5). A placa foi colocada em um leitor de microplacas
usando um fundo de fluorescéncia e a intensidade foi medida em uma
excitagcdo de 360nm e uma emissdo de 460nm. O nivel de 4-
metilumbeliferona (4-MU) 1liberado foi medido por comparagdo com
padrdes de 4-MU em 0,25 mM, 0,125 mM, 0,0625 mM, 0,0312 mM, 0,0156
mM e 0,0078 mM.

[273] Conforme mostrado na Fig. 15, os niveis da atividade
de NaGlu em macréfagos incubados com 10pg/mL de rhNaGlu aumentaram
quase linearmente ao longo de um periodo de 48 horas: A absorcgdo
de rhNaGlu por macréfagos foi um pouco lenta, mas constante
durante todo o periodo de tempo medido. A absorgdo relativamente
lenta, prolongada da atividade de NaGlu (em comparag¢do com outras
enzimas lisossémicas contendo M6P e/ou manose em suas estruturas
de glicosilacgédo) foi inesperada e surpreendente. Igualmente
surpreendente e 1inesperado foi que uma grande quantidade de
proteinas rhNaGlu foi absorvida em macrdéfagos durante o periodo de
tempo prolongado, resultando em niveis de atividade enzimatica
intracelular, pelo menos, 10, 50, 100, 200, 300, 500, ou até mesmo
1.000 vezes mailores que os niveis basais observados em macrdéfagos
de tipo selvagem ndo expostos a rhNaGlu. Os resultados demonstram
que rhNaGlu é extremamente estdvel em ambientes extracelulares,
bem como intracelulares. Além disso, estes resultados sugerem que
rhNaGlu pode possuir caracteristicas fisico-quimicas que permitem

maiores meias vidas séricas (por exemplo, maior circulagdo) e
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para absorgdo potencializada no sistema nervoso central (CNS).

Tabela 4. Sumario das Caracteristicas de NaGlu

rhNaGlu NaGlu NaGlu humana
produzida humana produzida
por avidario |natural por CHO
(gallus)
Peso Molecular |~85 - ~90 ~86 13 — =89
Aparente (kDa)
Atividade >1,000 ~500 w1, 087
enzimatica
(nmol/min/mg)
Manose-6- Alta Alta Nenhuma ou
fosfato muito baixa
Exemplo 7

Administragdo de rhNaGlu em Camundongos Deficientes em NaGlu
[274] Camundongos nulos homozigdéticos foram gerados a

partir de casais da cepa B6.129S6-NaGlu ™™Efr/g,

Camundongos do
tipo selvagem foram gerados da mesma maneira. A genotipagem foi
realizada de acordo com um protocolo padrdo de PCR. E descrito na
técnica que no nascimento os camundongos nulos naglu(™")
homozigotos s&o viaveis, normais em tamanho, e ndo apresentam
quaisquer anormalidades fisicas ou comportamentais brutas, embora
nao apresentem NaGlu em todos os tecidos (ver, Li et al., (1999)
Proc, Natl. Acad. Sci. USA 96: 14505-14510). Em um més de idade,
os macréfagos vacuolados sdo encontrados na maioria dos tecidos.
As células epiteliais nos rins e neurdnios em algumas partes do
cérebro também sdo afetadas. A vacuolizagdo torna-se mais
proeminente com a idade. Em 4-5 meses, os camundongos mostram
comportamento anormal em um teste de campo aberto. Os animais mais
velhos podem ter retengdo urindria e dificuldade em andar. A
expectativa de vida tipica de camundongos nulos naglu™/"

homozigotos é de 8-12 meses (ver, Li et al., (1999) Proc, Natl.

Acad. Sci. USA 96: 14505-14510).
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[275] A administragdo intravenosa do veiculo e artigo de
teste por injecdo na veia da cauda foi realizada como segue. Antes
da injegdo a vasodilatagdo foi alcancada aquecendo suavemente o
animal com uma la&mpada incandescentes ou por imersdo da cauda em
agua quente, cerca de 43°C. O animal foi entdo colocado no
dispositivo de retengdo. A superficie da cauda foi desinfectada
com isopropanol 70% antes da injegdo. As veias laterais da cauda
estdo localizadas logo abaixo da pele e sdo identificadas na parte
distal da cauda com a aplicagdo de tensdo. Uma agulha 27G, bisel
para cima, foi inserida na veia para 3 a 4 mm. O veiculo ou artigo
de teste foli entdo administrado como uma injecdo em bolus lenta
durante um periodo de dez segundos, conforme evidenciado pela
compensagdo observada da veia a medida que o liquido administrado
momentaneamente ocupa o espago vascular. Apds a remogdo da agulha,
pressdao suave foi aplicada ao 1local de pungdo para fornecer
hemostasia. O animal foi monitorado imediatamente apébés o
procedimento, para garantir a atividade normal.

Administragdao Intratecal (IT)

[276] A administragdo intratecal de veiculo e artigo de
teste por injegdo de pungdo lombar foi realizada da seguinte
forma. Antes da injeg¢do, os animais foram anestesiados usando
isoflurano que foi mantido através do cone de nariz durante todo o
procedimento. O local da injegdo foi preparado pela raspagem do
pelo, conforme necessario, antes de cada injec¢do. O animal foi
colocado de brugos em uma plataforma, garantindo que os membros
posteriores fossem espalhados na plataforma formando uma curva
convexa nas costas dos animais. A superficie das costas foi limpa
com 70% de isopropanol e seca pelo ar antes da injecdo. A coluna
vertebral e ossos do quadril foram palpados para localizar a
margem L4-L5 ou L5-L6. Uma agulha 30G, bisel voltado cranialmente,
foi 1inserida no espago intervertebral. O posicionamento foi
confirmado pela observagdo de um movimento da cauda. O veiculo ou

artigo de teste foi entdo administrado como injegdo em bolus. O
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apdés o procedimento para assegurar a atividade normal e o uso dos

membros.

Resultados

[277] Aos camungondos naglu”’” com doze semanas (B6.129S6-
Naglu®™F®f/J) foram administrados rhNaGlu (Gallus) em niveis de

dose de 6,75 ou 27 mg/kg através de injecdo na veia da cauda
(administragdo IV), uma vez em dias alternados, para um total de 5
doses (em concentracdes rhNaGlu L AR5 ou 4,5 mg/mL,
respectivamente). Da mesma forma, camungondos naglu™”~ com doze
semanas foram administrados com rhNaGlu (Gallus) em uma dose de
0,31 mg/kg através de injegdo de pung¢do lombar (administracdo IT),
em dias alternados, por um total de 5 doses em concentrag¢des NaGlu
de 1,54 mg/mL. O veiculo (tampdo de fosfato 10 mM, 150 mM NaCl e
0,02% Tween80, pH 5,5-5,8) foi administrado a camundongos nocaute
naglu™”~ na mesma concentracdo de dose por 5 doses em dias
alternados. Camundongos nocaute naglu™” de tipo selvagem néo
tratados também foram mantidos pela duracdo do estudo.

[278] Os animais foram sacrificados 4 horas apdés a quinta
e Ultima injegdo. Todos os animais foram autopsiados e o figado,
cérebro, bago, coragdo, pulmdo e rins foram extirpados. Cada érgéo
foi dividido sagitalmente, fornecendo amostras para armazenamento
congelado (-80°C) e fixado em formalina.

[279] As amostras de tecido foram analisadas para: (1)
concentragdo de sulfato de heparan usando um método analitico com
base na analise de SAX-HPLC de dissacarideos de sulfato de
heparan; e (2) atividade da enzima a-N-acetilglicosaminidase usando
um ensaio de atividade enzimdtica baseado em célula.

[280] A avaliagdo histopatoldgica do tecido de cérebro,
figado, rim, bago, coragdo e pulmido foi realizada usando amostras
de tecido fixadas em formalina, incorporadas em parafina,
seccionadas em 4 um, montadas em laminas e <coradas com
hematoxilina e eosina (H&E).

[281] Apbés a administragdo intravenosa repetida (5 doses
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naglu™” em niveis de doses de 6,25 e 27 mg/kg de peso corporal,
houve uma aparente diminuigdo dose-dependente da concentracdo de
Sulfato de Heparan no cérebro, figado e rim de camundongos naglu™’~
(Tabela 5; Figs. 16-18). A atividade de o-N-acetilglicosaminidase
relativa foi aumentada no cérebro e no figado apbés a administracdo
intravenosa (Tabela 6). Estes resultados foram inesperados e
surpreendentes, pois as atividades enzimadticas de NaGlu e
depuragdo do substrato resultante foram observadas no cérebro dos
camundongos naglu”' tratados com a administragdo IV, sugerindo que
rhNaGlu (Gallus) administrada sistemicamente foi distribuida para
o cérebro de camundongos naglu™”” e foi eficaz para obter eficacia
mesmo na presenga da barreira hemato-encefadlica (BBB).

[282] Apbés a administracdo intratecal (5 doses durante um
periodo de 10 dias) de rhNaGlu (Gallus) para camundongos naglu™’~
com um nivel de dose de 0,31 mg/kg, houve uma diminuicdo da
concentragdo de Sulfato de Heparan no cérebro de camundongos naglu”
/= (Tabela 5; Fig. 19), sugerindo que rhNaGlu (Gallus) foi
direcionada para o cérebro e é eficaz na reducdo do substrato
acumulado no cérebro de camundongos naglu™’~.

Tabela 5: Nivel de Substrato no tecido (rhNaGlu Gallus)
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Sulfatode]
Idadedo Heparan
.| Nimero | sacrificio Dase | vio | vgmgde
Tecido do Animal| Genétipo | (sem.) |Tratamento| (mg/kg) tecido | média | s
RIM 253 WT 4 na - - 0.1
185 wr 12 na . . 0.045 00725 | 0.038891
178 KO 12 na - - 1.882
2 KO 4 na - - 1.687
145 KO 13 ™ . - | 1908
474 KO 13 veiculo 0 v 1.501
479 KO 13 veiculo 0 v 1.983
484 KO 13 weiculo 0 v 1839 | 1.799333 | 0.1759%08
487 KO 13 thNaGlu__ | 625 v 0.928
49 KO 13 rthNaGlu 625 v 0.737 0.8325 | 0.135057
481 KO 13 thNaGlu 27 v 0.591
485 KO 13 chNaGlu 27 v 0311
490 KO 13 thNaGlu 27 v 0.585 | 0495667 | 0.159954
86 KO 13 viculo [ I 2.108
9] KO 14 veiculo 0 IT 1704 1.9048 | 028385
94 KO 14 thNaGlu 031 I 1.324
101 KO 14 thNaGlu 031 I 2.233 L1788 | 064276
FIGADO 253 WT 4 na - - 0.048
155 wT 3 na - . 0.092 0.0685 | 0.033234
K] wT 4 na . a 0.045
178 KO 12 na - - 185
242 KO 4 na - = 2.263 20565 | 0292038
258 KO 4 na . 185
414 KO 13 veiculo 0 v 1822
47 KO 13 veiculo 0 v 1.981
484 KO 11 vaiculo 0 v 2,008 1961667 | 0.16571799
487 KO 13 _hNaGlu 625 v 0748
492 KO 13 thNaGlu 635 I\ 0.444
504 KO 13 chNaGlu 625 v 0.494 0.562 | 0.163009
481 KO 13 thNaGlu P24 v 0491
483 KO 13 thiNaGlu 7 v 0.172 0.3315 | 0.225%67
CEREERO | 253 wT 4 na . . 0.021
155 Wr 12 na - - 0.013
243 wr 4 na - . 0.014308
10 WT 36 na . . 0.012649 | 0015239 | 0.003906
239 KO - ] 5 . 0.093
178 KO 12 na - . 0.084
242 KO 4 na . . 0.099
255 KO 4 na . - 0,094538
168 KO 24 na - - 0.084015
474 KO 13 vaiculo 0 IV | 0085447
479 KO 13 veiculo v 0,072
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484 KO 13 veiculo 0 v 0.073 | 0.085875 | 0.009972
487 KO 13 thNaGlu 625 v 0.045
492 KO 13 hiNaGlu 625 v | 0044119
S04 KO 13 hNaGlu 625 v 0044 | 0044373 | 0.000546
481 KO 13 hNaGlu 7 v__| 001779
485 KO 13 NGl 2 Iv__| 0016668
49 KO 13 thNaGlu 7 v 0028 | 0.020821 | 0.006242
6 KO 15 veiculo 0 IT__| 0094521
o KO 4 veiculo 0 I | 0072623 | 0.053872 | 0.015484
kAl KO 14 NGl 031 IT__| 0038866
101 KO 14 hNaGlu 031 IT_ | 0025229 | 0033548 | 0.007521
na: Nao aplicavel (camundongos foram ndo tratados).

Tabela

6: Atividade enzimdtica do tecido

proteina U/NG)

Atividade
Idade do Enzimaitica
Nimero dd Sacrificio Dose (Ulug de
Tecido | Animal | Genétipo | (sem.) |Tratamento (mg/kg) | Via proteina)
CEREBRO 253 WT 4 na - 1.1
178 KO 12 na - - 0
474 KO 13 veiculo 0 v_ 0
479 KO 13 veiculo 0 v 0
484 KO 13 veiculo 0 v 0.575
487 KO 13 rhNaGlu 6.25 v 10.58
492 KO 13 rhNaGlu 625 v S.066666667
504 KO 13 rhNaGilu 6.25 v 4.033333333
481 KO 13 rhNaglu 27 IV__| §7.91666667
485 KO 13 rhNaGilu 27 v 90.15
490 KO 13 rhNaGlu 27 v 17.35
FIGADO| 253 WT 4 na . 36.69
178 KO 12 na - . 0
474 KO 13 veiculo 0 v 0
479 KO 13 veiculo 0 v 0
484 KO 13 veiculo 0 v 0
487 KO 13 rhNaGlu 6.25 v s12.92
492 KO 13 rhNaGlu 6.25 IV 378.803
504 KO 13 hNaGlu_| 625 | IV 607.9225
481 KO 13 rhNaGlu 27 IV 659.6825
485 KO 13 rhNaGlu 27 v 654.2475
490 KO 13 rhNaGlu 27 v 677.8725
na: ndo aplicéavel (camundongos foram ndo tratados)
[283] Cada exemplo no relatdério descritivo

acima

(rhNaGlu Gallus;

é
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invengdo. Na verdade, serd evidente para os especialista na
técnica que varias modificagdes, combinac¢des, adigdes, exclusdes e
variagdes podem ser feitas na presente invencdo sem se afastar do
escopo ou espirito da invengdo. Por exemplo, as caracteristicas
ilustradas ou descritas como parte de uma modalidade podem ser
usadas em outra modalidade para produzir ainda outra modalidade.
Pretende-se que a presente invengdo cubra essas modificacdes,
combinag¢des, adigdes, exclusdes e variacgdes.

[284] Todas as publicag¢des, patentes, pedidos de patentes,
sitios na internet, e nuUmeros de acessdo/sequéncias de bancos de
dados (incluindo sequéncias de polinucleotideo e polipeptideo)
aqui citados sdo aqui incorporados como referéncia em suas
totalidades para todos os fins na mesma medida como se cada
publicagdo individual, patente, pedido de patente, sitio na
internet, ou numeros de acesso/sequéncias de bancos de dados
fossem especificamente e individualmente indicados para serem

incorporados como referéncia.
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REIVINDICACOES

1. Composicéao,
compreende uma
recombinante humana

aminodcidos é estabelecida em 24-743 de SEQ ID NO:1,

caracterizada

(rhNaGlu)

pelo fato de que
N-acetil-alfa-D-glicosaminidase
cuja sequéncia de

em

que dita rhNaGlu compreende uma quantidade suficiente de

estruturas de glicano
(M6P) de forma que
internalizada em uma

compreendendo manose-6-fosfato
dita rhNaGlu contendo Mo6P &
célula de mamifero tendo

deficiéncia em NaGlu através de endocitose mediada por

receptor de M6P e restaura pelo menos 50%

de NaGlu observada em uma célula de tipo

de atividade

selvagem do

mesmo tipo que expressa NaGlu enddgena.

2. Composicédo, de
caracterizada pelo fato

pelo menos 1 mole de M6P

acordo com a Reivindicacédo 1,
de que dita rhNaGlu compreende

por mole de rhNaGlu.

3. Composicdo, de acordo com a Reivindicacao 1,
caracterizada pelo fato de que dita rhNaGlu compreende
manose.

4. Composicdo, de acordo com a Reivindicacao 1,
caracterizada pelo fato de que dita rhNaGlu compreende
N-acetilglicosamina (G1cNAc).

5. Composicdo, de acordo com a Reivindicacao 1,
caracterizada pelo fato de que dita rhNaGlu compreende
galactose.

6. Composicdo, de acordo com a Reivindicacao 1,
caracterizada pelo fato de que dita rhNaGlu compreende
N-acetilgalactosamina (GalNAc).

7. Composicdo, de acordo com a Reivindicacao 1,
caracterizada pelo fato de que dita célula de mamifero

deficiente em NaGlu é uma célula humana.
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8. Composicdo, de acordo com a Reivindicacao 7,
caracterizada pelo fato de que dita célula humana é um
fibroblasto da pele, uma célula neuronal, um hepatdcito
ou um macréfago.

9. Composicdo, de acordo com a Reivindicacao 1,
caracterizada pelo fato de que dita rhNaGlu é produzida
a partir de uma célula do oviduto de um aviario
transgénico.

10. Composicao, de acordo com a Reivindicacdo 1
caracterizada pelo fato de que quando internalizada 1in
vivo, dita rhNaGlu restaura pelo menos 50% da atividade
de NaGlu observada em uma célula do tipo selvagem do
mesmo tipo expressando NaGlu enddgena.

11. Composicdo, de acordo com a Reivindicacdo 1 ou
10, caracterizada pelo fato de que dita proteina rhNaGlu
é glicosilada N-ligada.

12. Composicdo, de acordo com a Reivindicacadao 1 ou
10, caracterizada pelo fato de gque dita proteina rhNaGlu
é glicosilada O-ligada.

13. Composicdao, de acordo com a Reivindicacao 1 ou
10, caracterizada pelo fato de que dita rhNaGlu
compreende cerca de 2, 3, 4, 5 ou 6 moles de M6P por
mole de rhNaGlu.

14. Uso de uma composicdo conforme definida em
qualgquer uma das reivindicacdes 1 a 13, caracterizado
pelo fato de ser na fabricacdo de um medicamento para o
tratamento da deficiéncia em NaGlu.

15. Uso, de acordo com a Reivindicacao 14,
caracterizado pelo fato de gque o mmedicamento é

administrado sistemicamente de tal modo que dita rhNaGlu
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é efetivamente liberada ao cérebro de um mamifero tendo
deficiéncia de NaGlu.

16. Uso, de acordo com a Reivindicacao 14,
caracterizado pelo fato de que o0 medicamento é
administrado por via 1intravenosa de tal modo gque dita
rhNaGlu ¢é efetivamente liberada ao cérebro de um
mamifero tendo deficiéncia de NaGlu.

17. Vetor, caracterizado pelo fato de que
compreende uma sequéncia de nucleotideos que codifica
uma NaGlu humana operacionalmente ligada a um promotor
de ovalbumina.

18. Célula hospedeira, caracterizada pelo fato de
que compreende o vetor da Reivindicacdo 17.

19. Formulagcdo farmacéutica, caracterizada ©pelo
fato de que compreende uma composicdo comforme definida
na Reivindicacdo 1 a 13, em combinacdo com um carreador,
diluente ou excipiente farmaceuticamente aceitéavel.

20. Uso, de acordo com a Reivindicacéao 14
caracterizado pelo fato de gque dita deficiéncia em NaGlu
¢ Sanfilippo B.

21. Uso, de acordo com a Reivindicacao 14,
caracterizado pelo fato de que 0 medicamento é
administrado em qgquantidade terapeuticamente eficaz a um
sujeito humano.

22. Uso, de acordo com a Reivindicacéo 21,
caracterizada pelo fato de que o medicamento contendo a
dita proteina rhNaGlu humana recombinante é administrado
por via intravenosa em uma dose de cerca de 1 a cerca de
30 mg/kg de peso corporal.

23. Uso, de acordo com a Reivindicacéao 14,

caracterizada pelo fato de que o medicamento contendo a
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dita proteina NaGlu humana recombinante ¢é administrado
por via intratecal ao sujeito humano.

24. Uso, de acordo com a Reivindicacéao 14,
caracterizada pelo fato de que dita quantidade
terapeuticamente eficaz do medicamento é uma quantidade
eficaz para reduzir os niveis de sulfato de heparan no
cérebro, nos rins ou no figado do sujeito.

25. Uso, de acordo com a Reivindicacéao 14,
caracterizada pelo fato de que dita quantidade
terapeuticamente eficaz do medicamento é uma quantidade
eficaz para aumentar a atividade de NaGlu no cérebro ou
no figado do sujeito.

26. Uso, de acordo com a Reivindicacéo 14,
caracterizada pelo fato de que 0o medicamento é
adicionalmente administrado com um segundo agente
terapéutico.

27. Uso, de acordo com a Reivindicacéao 26,
caracterizada pelo fato de que o segundo agente

terapéutico é um imunossupressor.
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Sequéncia de Aminoacidos NaGlu Humana (peptideo sinal: 1-23, sublinhado)

MEAVAVARAV GVLLLAGAGG AAGDEAREAR AVRALVARLL GPGPRADFSV SVERALAAKP
GLDTYSLGGG GARRVRVRGS TGVAARAGLH RYLRDFCGCH VAWSGSQLRL FRPLPAVPGE
LTEATENRYR YYQNVCTQSY SFVWWDWARW ERETDWMALN GINLALANSG QEAIWNQRVYL
ALGLTOAEIN EFPTGPAFLA WGRMCGNLHTW DGPLPPSWHI XQLYLQHRVL DOMRSFGMTIP
VLPAFAGHVE EAVTIRVFPQV NVTKNMGSRWGH PNCEYSCSFL LAPEDPIFPI IGSLFLRELI
KEFGIDHIYG ADTFNEMCPP SSEPSYLAAR TTAVYEAMTA VDTERVWLLIQ GWLFQEQPQF
WGPAQIRAVL GAVPRGRLLYV LDLFABSQPV YTRTASFQGQ PFIWCMLHNZ GGNHGLFGAL
EAVNGGPEAA RLFPNSTMVG TGMAPEGISQ NEVVYSIMAE LGWRKDEVPD LAAWVTSFRR
RRYGVSHPDA GAAWRLLLRS VYNCSGERCR GHNRSPELVRR PSLOMNTSIW YNRSDVFEAR
RLLLTSAPSL ATSPAFRYDL LDLTRQAVQE LVSLYYEEAR SAYLSKELAS LLRAGGVIAY
ELLPALDEVL ASDSRFLLGS WLEQARAAAV SEAEADFYE(Q NSRYQLILWG PEGNILDYAN
KQLAGLVANY YTPRWRLFLE ALVDSVAQGI PFQQHQFDRN VFQLEQAFVL SKQRYPS(OPR
GDTVDLAKRI FLKYYPRWVA GEW

{SRQ ID NOG:1)

Fig. 1
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189
240
300
360
429
4590
540
600
660
720
743
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Sequéncia Codificadora NaGlu Humana (cDNA)

atggagyegy tggoggtyge cgegucagsy ggggtectte
gcggcaggcy acgaggeceg 4gagycggey geegtgoggy

gggccaggee
goettggaca
acgggcgtoy
gtggeetggt
ctgaccgagg
tetttegtgt
gacateaace

cetigggee
tgggggcgaa
aagcagetit

cegeggecyga cttcteegty
cctacagect gggcggegye
£agcegecge guggctgcac
ceggetetea gotgegeoty
ccacgeecaa ¢aggraceac
ggtgggactg ggccoagrag

tcgatggage
ggegeggege
cgetacctge
cegeggeeac
tattaccaga
gagcgagaga

teorggeegg
cgctegtgge
gegetetgge
gegtycggat

ggeeaggase
coggetgety
tgecazgeey
gegesgctee

gcgacttetg tggctgecac
tgecageegt geegagagay
atgtgtgcac geaaagcetac
tagactggat gqogctgaat

tggcactyge
tgacecagye
tgggcaacct
atctgcagea

atggaacgge caggagacca
agagatcaat gagttettta
geacacctgy gatggeceee
ccgggtectyg gaccagatge

gtgctgecty cattegeggg goatghicee gaggetgtea

aatgtcacga
ctggetecyy

agatgggeag
aagacceeat

ttggguccac tttasctgtt
attcecccate atcgggagee

aaagagttty gcacagacca catctatggyg gecgacactt

tecteagage
gtggatactg
taggggcccy
ccggacctgt
coetteatet
gaggecygtga
acgggcatygy
ctgggctgye
cggeggtaty
gtgtacaact
cegtoectae
cggotgetge
ctggacctea
agegeetatce
gagetygetye
tggctagage
aacagecget
aagcagetyg
gegetggttg
gteticcaac
ggagacacty
gactettggt

{SEQ ID NO:

gctectatet
aggctatatg
£0Cagateag
rtgctgagag
ggtgeatygct
acggagaeee
CCCeCgaggy
gaaaggacce
gggtetecca
geteogggga
agatgaatac
tcacatetge
cteggeagac
tgageaagga
cggcactyga
aggceocgage
accagetgac
Cggagtiggt
acagtgtggce
£ggageagyc
£ggaceLyge
gatt

2)

£QoCycagee accactyccy
getgetecaa ggetggetet
ggctgtgctg gaagetgtge
cLageetgtg tataccegea
gcacaacttt gggggaaate
agaageigee egectetice
catcagecag aacdaagtgg
agtgccagat ttggeagect
ceeggacgea ggggcagegt
ggcatycayy ggncacaate
cagcatetgy tacaacegat
teoctecetyg gecascagee
agtgcaggag ctqotcaget
gctggectee ttgttgagay
cgaggtocty getagtgaca
ageggcagtc agtgaggeeg
cttgtaggay ccagaaggea
ggecaactac tacaccocte
ceagggcatce cetttccaac
cttegticte agcaagcaga
caagaagatce ttceteaaat

Fig. 2

tetygeagey
ctggtectyge
tgeeececte
getoctregq
ccagggratt
cctactectyg
teotetigeg
tcaatgagat
tetatgagge
tecageaces
coegtygecyg
ctgectentt
atggteettt
ccaactorac
tctatteoct
gggtgaccag
ggaggctact
gtageeoget
clgatgigte
cegecthesy
tgtattarga
ctggaggcgt
gocgettett
aggccgattt
acarcctgga
gelggegact
agcaccagtt
ggtaccceag
attageceey

ggtataccty
cticttguca
ctygeacate
cargaccoea
ceocteaggte
ctectbectt
agagetgate
gcagecacet
catgactacs
geegeagtte
cctectgatt
ccaaggocag
tggagectty
aatggtagac
garggetoag
ctitgeegee
gcteeggags
ggtcagyes

tgaggectyy
ctacgacoty
ggaggeaaga
cetggectat
gerggglagc
ctacgageay
ctatgeeasc
tticctggag
tgacazaaat
ccageegega
cLgagtygee
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gttctgetgt ttgctctaga caactcagag ttcaccatgg aggcggrggc ggtggocgcg

g9cCgaggce gggg3cgcgg caggcgacga ggcccegggag
cgtggeeeyg ctgetgagge caggeceege ggccgactte

gegatggggg tectictect
§Cggcygecy tgegggcyet
tecgtgtegy tggagegege
ggcggeggcy cggcgegegt
ctgcaccget acctgegega
cgectgeege ggecactgec
taccgetatt accagaatgt
cggtgggage gagagataga
ageggecagy aggecatcety
atcaatgagt tcttiactgg
acctgggatg geceectgee
gtcctggace agatgegcete
gttecegagy ctgtcaccag
ggccacttta actgttecta
¢cceateateg ggagectett
tatggggeeg acacttteaa

cagceacca ctgecgteta
ctecaagget ggetctteea
gtgctyggay ctgtygcceey
cctgtgtata cccgeactge
aacttiggayg gaaatcatgyg

ctgeecgee betteocccaa
agccagaacqg aagtggteta
ccagatttgg cageectgggt
gacgcagggyg cagegtggag

tctgactgee
gcgggtgeac
cttctgtgge

aagcogagct

tggacaccta

cagectggge

ggetceacgg gegtggeage cgecgeggey
tgccacgtgg cctggtocgg ctetcagetg

agcegtgecg ggggagetga
gtgcacgcaa agctactett
ctggatggeg ctgaatggea

ccgaggecac geccaacagg

tegtgtagty ggactgggee
tcaacctyge actggeatagy

tgcaggggee
atctggtaca
tccctggeca
caggagctgy
gectecttgt
gtgctggcta
gcagtcagty
tgggggccay
aactactaca
ggcatcectt
gttctcagea
aagatcttce

{SEQ ID NO:

acaatcgtag
accgatctga
ccageccege
tcagcttgta
tg9agagctyy
gtgacageeg
aggeegaggce
aaggcaacat
ccectcgetg
tccaacagea
agcagaggta
tcaaatatta

4)

gcagegogy
tectgeette
ceeetectag
cttcggeatg
ggtgttecect
cteetgetee
cttgegagay
tgagatgcag
tgaggecoatg
gcacgageceg
tggeegecte
ctcettecaa
tectrtregga
cteccacaakg

tacctggeet
ttggcategg
cacatcaagc
accccagtgce

tgggcectgac
ggcgaatogg
agctttatct
tgcetgeatt

ccaggcagag
caacctgeac
gcageaccag
cgcggggcat

caggtcaatg tcacgaagat gggcagttgg

ttectictgy
ctgatcaaag
cecaceticet
actgcagtgg
cagttctggg
ctggttetgg
ggccageect

gccttggagg
gtaggcacgg

cteceggaaga
agtttggcac
cagagcecte
atactgaggc
ggcccgeeca
acctgtttge
tcatctggtg
ccgtgaacyg
gcatggooce

ccccatatte
agaccacatc
ctatcttgee
tgtgtggctg
gatcagggct
tgagagccag
catgctgcac
aggcccagaa
cgagggcate

ttocctecatg getgagetgg getggegaaa ggacccagty

gaccagetit
gctactgete
cceqgetggte
tgrgtttgag
ctteegetac

gcegeeegge
cggagtgtgt
aggcggecgt
gectggegge
gacctgctgg

ggtatggggt

ctcecaceeg

ttatgaggag gcaagaagceqg
aggcgtectyg gectatgage
cticttgetg ggcagetage
cgatttctac gagcagaaca
cctggactat gccaacaagce
gcagetttte ctggaggege
ccagtttgac aaaaatgtct
ceeagecag cegegagyayg
cceecgetgg gtggeeaget

Fig. 4D

acaactgcte cggggaggca
ccctacagat gaataccage
tgctgeteac atctgeteee
acctcactcg gcaggeagtg
cctatctgag caaggagetyg
tgctgeegge actggacgag
tagagcagge ccgageages
gcegetacca getgaccttg
agetggceggg griggtgyce
tggttgacag tgtggeccag
tecaactgga geaggectte
acactgtgga cctggccaag
cttggtgatt cgaagce

8040
8100
8i60
B220
8230
83490
8400
8460
8520
3580
8640
87G0
§760
8820
gg8890
8940
9000
2060
9120
9180
9240
9300
9360
9420
9480
9540
9600
9660
9720
9789
2840
9800
99690
10020
10080
19340
10200
10256



promotor1,1kb OV

gtraagtcct
aaggaaggaqg
agtaaticty
tactitttte
actgtitgte
taoctattgta
attcctetgt
aagtteatat
ttegetgiat
tttaaatatt
ctecticaca
cttgtictca
atcazatgaa
taattgctaa
cccattatet
tccecatccaa
ttzaasacta
acccaatece
gggtgggtea

cagactiggce
agaaacaaaa
cttaacagag
ccecattitt

aattctatta

tattatgatt
catcbycecag
cataaaceaca
¢eteagaata
ccaactatag
tgcacgeite
cttatgtect
acagactict
ttatgteLee
gatigtaact
cagtectgat
atatttgcte
attazatgat
caaticagac

13 ]

aaggagaatg
gdaaatggoa
attgcagtaa
agaatcasaca
tttcaataca
gtceectegaa
gecattaagh
tttgaaatiyg
agagtttgtt
gaaagasagt
tttatttcte

3/19

tagatitcea
ctgactazac
tetetatota
gtgcttitaca
gaacaatage
ccatgeacac
tattcatgga
agtatigtet
ataasgecatt
gtgtctgere
ctattitgte

gtctagegtg getcagatge
ggtctgttac tacaaccata
catcteraag giteccacat
gazgcteaal ggaacatgaqg
ggattagcag aacaggraga
tccattcaat ccaaaatgga
ttetatggty toaaagatca
tatatattoe ceagggenea

Fig. 3

cagtatatat
ticagetagt
tgtectgasy
gaggtcagaa
rtotataact
tectecaget
agatctttga
tgcattgtat
cacacceata
ticactctag
aagezaaataa
acattgtaca
gtaataagca
rrttetgrtt
caatatrree
aaacacatty
cctattgaaa
gacttetgaa
gecagtgtet

gtittcacaa
ggiataggaa
aattatgttg
tggtttettt
gaaatatatt
gaatttcaca
ggaacactge
goagctatgt
aaaagatags
teciecagtiog
taggtcaagt
tacaagaagg
cactaactaa
tortaaagat
cagtcttcte
ttacccagaa
ctaaaatcta
gggaacctygt
gt
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Aval (9891)
Aval (9350)
rhNaGlu
PSti (9037)
Aval (8765) dSA
Pstl (8694) PoliA
Apall(8422) AATAAA
Smal (8096) Extremidade de 3’ UTR
Aval (8094) //  Aval (691)
Xmal (8094) BamHlI (789)
Neol (8016) Xmal (801)
Aval (801)

EcoRi (7697) \"\

EcoRI(7211)
intron 1 f

EcoRl (6753) r

\\\ Smal (803)
\ gag parcial
\\ doador splice
\_ sequéncia presente

pSIN-OV-1.1-I-rhNaGlu

A
Af)aU (6722) : 10256bp em pTombak
Hindill (6590)\\ Psti (1081)
ExonL \\ Apall (1313)
OV +1 \) EcoRl (1393)
OV TATA N R{RAV2)
DHsS i Reverso
promotor 1,1kb OV i ' Apall (2544)
DHS II Apall (3790)
Inicio do promotor 1,1 M13-20

Apall (4761)
. LTR parcial (RAV2)
Hogness Box
EcoRl (4841)

Extra G
ALVCTE

Inicio do promotor 1,1 OV

Fig. 5
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pSIN-OV-1.1--rhNaGlu

ggccgcaaga
atcagggata
ttaattcaga
cctttacaca
tcacagtact
gaguaaaaat
tagtecactca
aagacaattg
atgcattata
gttggeaaat
cttatgaaty
ttcacttgta
teeccaggtt
ggtaatggga
cttttgtaac
ataggtectta
cgaccggast
ctigettece
gtagggece
gggteategt
ghggeagace
atgcatgtac
aagtgtggtyga
tctgoaatge
aacaagygcac

agaaagctga
azatgaazag
aaazaaatca
gagtaatact
gagtcatcac
gcageetice
agatchetea
cthgttcict
asagtettat
atggtatatt
tgctetttty
gtatitgaag
tttaactcte
Leecaggace
agggacaaca
£acygegyacy
cacgragage
gtecticcaac
cteegacqee
cegeteeeey
actazteect
tcgtagtegt
atggtcaaat
ggaattcagt
gatcatacca
gettrttete teettataag
ctacaggagt attgcataag
atcetgaggy gactoctaac
ttgtececte agtcaagect
attatccgta geattatitc

ccaagtcta caagtttact
taccartgeg cgetiggegt
getcacaatt ccacacaaca
atgagtgagce taactcacat
cctgtegbye cagetgeatt
tgggcgctet tecgettect

aaaactetat
tatgttatct
gadagazatt
ggtaacteat
actgaaaaat
aattaagcca
gattaastra
gtgttectgs
aattcacatt
actaticaas
ttectttaat
gtaccggatc
cegatttteoe
coagggaata
tageecctat
aaatcacctt
aaccggaate
gactctotaa
acteagetic
aataagegay

aacgatcaey

cagggastea
ggcgtttatt

ggttcgteca

cgatcatacc
gcatgtiget
actacattte
cgegtacaac
tgocegtae
ctagcagtca
attcagegac
aatcatggtc
tacgagoeay
taattgegrt
aatgaatcuy
cgcotcactga

Fig.4A
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cecttecaac
getgeateca
acactgtgag
ggatgaagge
agcaacctgat
gatatctata
tcaactgtca
tactacaagg
teteectasa
tigttitect
cataatazaa
togagecgee
aagtaccata
taagtetgey
trecttetta
tatgacgaet
2CHCCLeey

gtteteggta
kgecetecta
acggatgagy
teggsgteac
acggteegge
gtatcgaget
atccgeotta
accttactee
aacteategt
CCCCLoCCLs
£gaageeeeyg
aacccgatte
tcagagctac
ctectatatt
atagcetgtit
aagcataaag
gcgeteacty

aagacccaga
gacttcataa
aacaggtyca
tiaagggaat
acatcageay
tgaccasget
ccagceatte
ctettectyga
ctttgactca
tgtacccata
acatgtitaa
ttcaatgeoce
gceegetgag
ggggacgtaa
gaaggagagy
teeatgettg
tggaccgete
gggtatgtg
ageegeages
acaggatege
canatgaayc
catcaacceea
aggcactiaa
gacccgrctyg
caccaatcgg
racataagea
tygcaaaagey
cetttegect
gcaagectty
agaagatact
cegegtacca
cctgtgtgas
Lgtaaagect
ceogetLtee

gcactgtagt
aagetogage
atrcactttt
gaaattggac
aaggtttatyg
getecagaat
ctatgetgac
cttectaaag
atcatggtat
tgtaatggst
gcaaacactt
cCaaaaccaa
agagegecge
gcaaceotte
ttoteecygea
ateeaccagy
agregtegygy
gceocectgra
geetctacts
cacgoogeet
ctictgctte
ggtgcacace
atacaatatc
ttgeettect
catgcacgat
tgttgeaaga
agactactat
agacatgete
cectecocac
ctatgetata
goegatcaat
atigttatee
ggggtgecta
agregggaas

ccaacgrgeg gggagaggcy gtittgcgtat
ctegetgege teggtegttc ggetgegacy

60
120
189
240
3090
360
420
489
540
660
669
720
780
840
)
960

1020
1080
1340
1200
1269
1320
1389
1449
1500
15690
1620
1680
1749
1889
1869
1920
1989
2049
2200
2169
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agcoggtates
aggaaagasc
geragegttt
tcagaggtay
cetegtgege
ttegggaage
cgttegetee
ateccggtasc
agccactggt
gtggtggect
geeagttace
tageogtggt
agatectity
gattttggtc
aagttttaaa
aatcagtgag
ceceegtegtg
gataccgeya
aagageegay
ttgccggyeaa
tgctacaggc
ccaacgatca
cggtectecy
agcactgcat
gtactcaace
gtcaatacyg
acgtrettey
acceactegt
agcaaaaaca
aastactcata
gagcagatac
teccegaasaa
ggttacgege
crtocettee
ccetitagygy
tgatggttca
gtecacgtte
ggtctatict
gctgattiaa
tegeeattea
cgecagetgg
roccagteac
ggggtcacca
ggtcoggeca
atcgagctag
cegtoecect
acaaccgasy
gttacgacce
agtcatcaga

geheacteaa
atgtgagcaa
ttccatagge
cgasaccega
teLectgtte
gtggegetit
aagetggact
tategtettyg
aacaggatta
aactacggct
tteggaaaaa
tttertgitt
atctitteta
atgagattat
tcaatctaaa
geacctatet
tagataacta
gacceacyget
Ccgcagaagty
gctagagtaa
atcgrggigt
agocgagita
atcgttatca
agttcteita
aggteatict
gataataccy
gggcgaaaac
gcacccaact
ggaaggcaaa
cterecttt
gtatitgaat
gtgecacety
agegtygacea
tttetegeea
tteoegattta
cgtagtggge
Lttaatagtyg
tttgatttat
Caazaatita
ggctgegeaa
Cgaaagygga
gacgttgiaa
aatgaagcct
tcaacccagy
gcacttazat
cectatgeaa
CCCCyCLitt
gattogcaay
gctacagaag

aggegataat
aaggecoagea
teocgeeceee
caggactata
cgacectgee
cteatagere
gtgtgcacga
agtccaacce
gcagagegag
acactagaag
gagttggtag
geaagcagea
cggggtetaa
¢caaaaaggar
gtatatatga
cagcygatetyg
¢gatacggga
caceggetee
gtoctgraac
gtagttcgee
¢aggetege
catgatceeece
gaagtaagLt
ctgteatgee
gagaatagiy
cgccacatag
tcteaaggat
gatcticage
atgccgeaaa
ttcaatatia
gtatttagaa
acgegeecty
ctacacttge
coticgeeay
gtgctttacg
categeoctg
gactcttgtt
aagggattet
acgegaatet
ctattgggaa
atgtgctgea
aacgacggece
tctgctteat
tgcacaccaa
acaatatcte
aagcegagact
cgoctaaaca
cettgeecte
atactctatg

5/19

acggtratce
agaggccagy
tgacgagcat
aggatacesg
gettaccegga
acgetgtagy
acececegtt
ggtaagacac
gtatgtagge
gacagtattt
ctettgatee
gattacgege
cacteagtayg
ttcacctag
gtaaacttgy
tctatitegt
gagettacca
agatttatca
tttatecgee
agttaatagt
trtggtatg
catgtigtge
ggcegcagly
atccgtasga
tatgeggega
tagagctita
cttaceget
atcttotact
aaagggasata
tgaagcatt
agataaacaa
tagcggegea
cagegeeeta
Ccttteecegt
gracctcgac
atagacggtt
ccaaactaga
gcegatticg
taacasaata
gggcgategy
aggegattaa
agtgagegeg
gcatgtgetc
tgtggtgaat
tgcaatgegg
actatatect
tgctattate
cecacattat
ctgtagecaa

Fig. 4B

acagaatcay
aaccgtaaaa
cacgaazatc
gegttteoee
tacctgteeg
tatctcagtt
gageecgace
gacttatege
ggtgctacay
ggtatctgeyg
ggcaaacaaa
agaaaaaaay
zacgaaaact
atccttttaa
tctgacagtt
tcatecatag
£ctggcocca
gcaataaace
tegatocage
tigegeaacy
gctrecatica
aaasaageqq
ttatcactca
tgctttietyg
cCgagtiget
gaagtgetea
ttgagatcca
tteaccagey
agggegacac
tatcaggostt
atagggatte
ttaagearqy
gegeecgete
caagetotaa
Cceaaaaaac
tttegeectt
acaacactea
gectattggt
ttaacgetta
Lgegggecte
gttgggtaac
tattecctas
gtagtcatcea
ggtcaaatyy
aattcagtqg
gaggggacte
ceeteagtea
cegtageatt
gtctacaagt

gggataacac
aggecgogts
gacgetcaag
ctggaagete
cetttetece
cggtgtaggt
gctgogeett
cactggeage
agttcttgas
ctetgetgaa
ccacegetygy
gatctcaags
cacgttaagg
attaasaaaty
accaatgett
ttgectgact
gtgctgeaat
29CCageeyy
chattaatty
tigttgeeat

cteeggttc
ttagctectt
tagtratoge
tgactggtga
cLigeeegse
teattogaas
gtrcgatgta
ttictagyty
ggaaatattg
attgtcteat
cgegeacatt
cgggtgtagt
ctitegettt
ateggggact
ttgattagag
tgacgttaaa
acectatete
taaaaaatga
caatttecat
ttegetatta
geeagegttt
cgatcacgtc
gggaatcaac
cgrttattgr
ttcgtecaat
ctaaccgegt
ageettgece
atttectage
Lractatica

2229
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
27G0
2760
2820
2880
2949
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3369
2420
3480
3549
3600
36690
3720
3780
3840
3960
3969
4020
4089
4149
4200
4260
4320
4380
4440
4509
4560
4620
4689
4740
4800
4860
4920
4989
5049
5300
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200~

180 ~ -

160~

140 —

120 -

100 - EgrhNath

(pug/mi)
80
60—
40—

20—




gegacctect
gaatacaaga
ttatattect
tottitcaca
tggtatagga
gaattatgtt
atgattiett
tgaaatatat
tgaatitcac
aggaacacty

ggagetatyg
aaaaagatag
gteteagtty
ataggtcaag
atacaagazg
acactaacta
ttctiaaaga
ccagtctict
gttacccaga
actaaaatet
agggaaccetyg
totacatacs
crotogaatt
caattattgt
aagacttete
tottifcagg
cetgtegtte
gtgcacagag
attctctaga
§tgyggagty
azagaaaatg
agggottiaa
ctgggetety
ttcatgetgy
agtteagete
catgaacaag
ctgcatttet
tacagtacac
agtdtgaatt
ttatctattc
aagtagtgty
ataaaatagt
aatttgetet
ctgaaaagta
tctgogacag
tatggttitg
actttaaasc
gcetaceata

atattccgeg
actecgectac
cgtiaagtee
azaggaagga
aagtaattcet
gtacittitt
taetgtrigt
trgetatrgt
aattectcetg
caagrteata
ttttgetgta
atttazatat
getectieas
tettgttete
gatcaaatga
ataattgcta
tcecattate
Cteccateca
attzaasact
aageraatec
tgggtgggte
gctageaage
acotretete
gctatgtgtt
acctgtgtat
aggcettatte
actatctygat
agcaaaatca
agtttaarte
cataaacgta
agazaaaigt
tacagaasat
aaggactict
ctcecagaage
tttarvaatag
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cagcaagect
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tcagacttyg
gagaaacaaa
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Fig. 4C
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ataagectee
gtagatttee
actgactaaz
aterctatgt
agtgetitac
agaacaatag
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tataaageat
tgtgtetget
cotattitgt
ggcteagatyg
ctacaaccat
ggttoceaca
Lggaacatga
gaacaggcag
te¢caaaatyy
gtoaaaggte
cecaggacte
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cctgegtgat
atgtgtaaaa
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ttaacttcta
ggagttattt
tcactacaca
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agacacatta
getegtaatt
Lecatectta

ctateacacy
tgtaattttt
acagtatata
cttcagctag
atgtectgaa
agagutcags
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5769
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7800
7860
7920
7989
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Atividade Celular (Unidades/célula)
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Absorg¢édo de rhNaGlu nos Fibroblastos Humanos
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Atividade Enzimatica de NaGlu
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Atividade Enzimatica de proteinas de
fusdo NrhaGlu (HEK293)
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Sulfato de Heparan nos Rins Apos Administragdo
Intravenosa de rhNaGlu gallus
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RESUMO
PROTEINA NAGLU RECOMBINANTE HUMANA E USOS DA MESMA

A presente invengdo fornece composigdes compreendendo uma
mistura isolada de proteinas NaGlu humanas recombinantes em que
uma quantidade substancial das proteinas NaGlu na mistura tém
niveis aumentados de manose fosforilada que conferem as proteinas
serem eficientemente internalizadas nas <células humanas. A
presente invengdo também fornece métodos para produzir essa
mistura de proteinas NaGlu, vetores usados na transgénese e
expressdo, células hospedeiras que abrigam esses vetores e métodos
para isolar e purificar a mistura de proteinas NaGlu. A invencdo

ainda fornece métodos para tratar doencas associadas & NaGlu.
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