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Relatério Descritivo da Patente de Invengdo para "METO-
DO DE PURIFICACAO DA PROTEINA CISTATIONINA BETA-
SINTASE (CBS)".
REFERENCIA CRUZADA A PEDIDOS RELACIONADOS
[001] Este pedido reivindica o beneficio do Pedido Provisério n®
U.S. 61/615.629, depositado no dia 26 de margo de 2012 e o Pedido
n® U.S. 13/830.494, depositado no dia 14 de marco de 2013, a descri-
cao de cada um dos quais € incorporada a titulo de referéncia.
CAMPO DA INVENCAO

[002] A presente invengao refere-se em geral a métodos para pu-

rificacdo de Cistationina B-Sintase (CBS), particularmente, variantes
truncadas da mesma. A presente invencdo também se refere a com-
posicdes de CBS substancialmente pura produzida através dos ditos
métodos de purificacao.

ANTECEDENTES DA INVENCAO

[003] A cistationina B-sintase (CBS) desempenha um papel es-

sencial no metabolismo da homocisteina (Hcy) em eucariontes (Mudd
et al., 2001, em The Metabolic and Molecular Bases of Inherited Di-
sease, 8 Ed., paginas 2.007 a 2.056, McGraw-Hill, Nova lorque). A en-
zima CBS catalisa uma condensacdo dependente de piridoxal-5’-
fosfato (PLP, Vitamina B6) de serina e homocisteina para formar cista-
tionina que €&, entdo, usada para produzir cisteina por outra enzima
dependente de PLP, cistationina Y-liase. Em células de mamiferos que
possuem a trajetéria de transsulforagdo, a CBS ocupa uma posicéao
regulatoria importante entre a remetilagdo de Hcy em metionina ou seu
uso alternativo na biossintese de cisteina. O fluxo relativo entre essas
duas trajetdérias concorrentes é quase igual e é controlado por concen-
tracdes intracelulares de S-adenosilmetionina (Finkelstein e Martin,
1984, J. Biol. Chem. 259:9.508 a 9.513). AdoMet ativa a enzima CBS

de mamifero por até 5 vezes com uma constante de dissociagao apa-
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rente de 15 uM (Finkelstein et al., 1975, Biochem. Biophys. Res.
Commun. 66: 81 a 87; Roper et al., 1992, Arch. Biochem. Biophys.
298: 514 a 521; Kozich et al., 1992, Hum. Mutation 1: 113 a 123).

[004] O dominio regulador de C-terminal de CBS humana consis-
te em aproximadamente 140 residuos de aminoacidos (Kery et al.,
1998, Arch. Biochem. Biophys. 355: 222 a 232). Essa regido € exigida
para tetramerizagdo da enzima humana e ativagdo de AdoMet (Kery et
al., 1998, id.). A regido reguladora de C-terminal também abrange os
"dominios de CBS" previamente definidos (Bateman, 1997, Trends Bi-
ochem. Sci. 22: 12 a 13). Essas sequéncias hidrofobicas (CBS 1 e
CBS 2) que abarcam residuos de aminoacidos 416 a 468 e 486 a 543
de SEQ ID NO: 1, respectivamente, sdo conservadas em uma ampla
faixa de proteinas de outro modo n&o relacionadas. A fungdo das
mesmas permanece desconhecida, embora a transicao aguda de ati-
vacao de CBS induzida de forma térmica e a observacdo de que mu-
tacbes nesse dominio podem ativar de maneira constitutiva a enzima
que indica que as mesmas desempenham um papel na funcido de au-
toinibicdo da regidao C-terminal (Janosik et al., 2001, Biochemistry 40:
10. 625 a 33; Shan et al., 2001, Hum. Mol. Genet. 10: 635 a 643; Miles
e Kraus, 2004, J. Biol. Chem. 279: 29.871 a 29.874). Os dois dominios
de CBS bem conservados estdo também presentes na regido de C-
terminal da CBS de levedura, que tem aproximadamente o mesmo
comprimento que a enzima humana.

[005] Em individuos normais saudaveis, conversao mediada por
CBS de Hcy em cistationina é a etapa intermediaria de limitacdo por
taxa de metabolismo de metionina (Met) para cisteina (Cys). A vitami-
na Be € uma coenzima essencial para esse processo. Em pacientes
com certas mutagdes genéticas na enzima CBS, a conversdo de Hcy
para cistationina é diminuida ou ausente, resultando em elevacdes nas

concentragdes de soro do substrato enzimatico (Hcy) e uma diminui-
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cao correspondente nas concentracdes de soro do produto enzimatico
(cistationina). A condicao clinica de um nivel de soro elevado de Hcy e
sua excrecao concomitante dentro da urina é coletivamente conhecida
como homocistinuria.

[006] A deficiéncia de CBS € a causa mais comum de homocisti-
nuria herdada, uma doenca séria que ameaca a vida que resulta em
niveis de homocisteina severamente elevados em plasma, tecidos e
urina. As estimativas sobre a prevaléncia de homocistinuria variam
amplamente. A averiguagado por exames neonatais e averiguagao cli-
nica indicaram uma prevaléncia que esta na faixa de 1:200.000 para
1:335.000 (Mudd et al., 1995, The Metabolic and Molecular Basis of
Inherited Diseases, McGraw-Hill: Nova lorque, pagina 1.279). Os pro-
blemas de saude primarios associados com homocistinuria por defici-
éncia de CBS (CBSDH) incluem: doenga cardiovascular com uma pre-
disposicao para trombose, resultando em uma alta taxa de mortalidade
em pacientes parcialmente tratados e nao tratados; problemas de teci-
do conjuntivo que afetam o sistema ocular com miopia progressiva e
deslocamento de lente; problemas de tecido conjuntivo que afetam o
esqueleto caracterizado por habitos marnafdides, osteoporose e esco-
liose e problemas de sistema nervoso central que incluem retardacao
mental e convulsdes. Os sintomas incluem lentes 6ticas deslocadas,
disturbios esqueléticos, retardagdo mental e arteriosclerose prematura
e trombose (Mudd et al., 2001, id.). A deficiéncia homozigética de CBS
€ associada com uma grande quantidade de sintomas clinicos que in-
cluem retardagcdo mental, osteoporose, cifoescoliose, derrame, infarto
do miocardio, lentes de ectopia e embolia pulmonar. Complicagbes
cardiovasculares da doencga, em particular, trombose arterial e venosa,
sao os principais contribuintes para mortalidade prematura.

[007] A patofisiologia de deficiéncia de CBS é sem duvida com-

plexo, mas existe um consenso de que o instigador fundamental de
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dano de 6rgéo alvo é uma elevacgao extrema de soro Hcy, um substra-
to de CBS que é construido nos tecidos e no sangue devido a ausén-
cia da sua condensacao catalisada por CBS com serina L para formar
cistationina. A toxicidade de elevacdes profundas em concentragdes
de sangue e tecido de Hcy pode suceder da reatividade molecular e
dos efeitos biolégicos de Hcy por si s6 ou de seus metabdlitos (por
exemplo, Hcy-tiolactona) que afetam inumeros processos bioldgicos
(Jakubowski et al., 2008, FASEB J 22: 4.071 a 4.076). Anormalidades
em agregacao plaquetaria crénica, mudangas em parametros vascula-
res e disfuncdo endotelial foram todas descritas em pacientes com

homoocistinuria.

[008] Atualmente, trés opcdes de tratamento existem para o tra-
tamento de CBSDH:
[009] Aumento de atividade residual de atividade de CBS com o

uso de doses farmacoldgicas de Vitamina Bs em pacientes responsi-
vos a Vitamina Be:

[0010] Redugao de soro Hcy por uma dieta com uma restricao ri-
gida da ingestao de Met; e

[0011] Desintoxicagao por conversao mediada por betaina de Hcy
em Met, desse modo, reduz concentragao de soro de Hcy.

[0012] Cada uma dessas trés terapias é voltada para a reducgao de
concentragao de soro Hcy. O tratamento padrao para individuos afeta-
dos por CBSDH néo responsivo de Vitamina Be consiste em uma dieta
restringida por Met suplementada com uma féormula metabdlica e Cys
na forma de cisteina (que se tornou um aminoacido essencial de ma-
neira condicional nessa condig¢ao). A ingestao de carne, produtos deri-
vados de leite e outros alimentos altos em proteina natural é proibida.
O consumo diario de uma féormula metabdlica sintética pobremente
palatavel que contém aminoacidos e micronutrientes é exigida para

prevenir subnutricdo secundaria. A suplementacdo com betaina (home
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comercial: Cystadane™, sin6nimo: trimetilglicina) € também terapia
padrdo, em que a betaina serve como um doador de metil para a re-
metilagdo de Hcy para Met catalisado por betaina-homocisteina metil-
transferase no figado (Wilcken et al., 1983, N. Engl. J. Med. 309: 448 a
453). A obediéncia dietética geralmente € baixa, mesmo nesses cen-
tros médicos em que os melhores cuidados e recursos sao fornecidos
e essa nao obediéncia tem implicagdes maiores no desenvolvimento
de complicacdes que ameagam a vida de homocistinuria.

[0013] Para permitir que pacientes com homocistinuria aproveitem
uma dieta bem menos restritiva (por exemplo, ingestao diaria limitada a
2 g de proteina por kg, que é facilmente atingivel) e ter uma diminuicéo
significativa de nivel de plasma de Hcy que leva no longo periodo a
aprimoramento clinico, uma estratégia para aumentar atividade enzima-
tica fornece potencial para tratamento conforme apresentado no pedido
de patente provisério copendente de numero de série U.S. 61/758.138.
A estratégia terapéutica mais efetiva € para aumentar atividade enzima-
tica, conforme é evidente quando os pacientes de homocistinuria res-
ponsiva por Vitamina Be recebem piridoxina. No entanto, essa estratégia
nao € possivel para pacientes nao responsivos a Vitamina Bs devido a
natureza das mutagdes. A Terapia de Reposicdo Enzimatica (ERT) co-
MO uma maneira para aumentar atividade enzimatica nesses pacientes
exige enzima exogina que ndo esta presente na técnica e, desse modo,
desperta uma necessidade na técnica por reagentes aprimorados e mé-
todos para produzir CBS em rendimentos maiores de enzima purificada
suficientemente para administragcao terapéutica.

[0014] Kraus e colegas desenvolveram sistemas de expressao e
condi¢gdes de fermentacao para gerar CBS humana recombinante ativa
e variantes da mesma (Patentes n2 U.S. 5.635.375, 5.523.225 e
7.485.307, incorporadas a titulo de referéncia no presente documentos

em suas totalidades para qualquer proposito). Essas proteinas foram
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purificadas por processos relevantes para fins académicos que inclu-
em o uso de compostos-guia de proteina nas proteinas que ndo sao
consideradas Uteis para preparacado de farmacéuticos.

[0015] A fim de empregar métodos de aumentar atividade enzima-
tica de CBS, um método eficiente de purificacdo de enzima CBS é exi-
gido. Os métodos existentes de purificagdo para proteina CBS recom-
binante contam com marcadores de afinidade para facilitar a purifica-
¢do que nao fornece a pureza e eficiéncia desejada. Portanto, para
obter de forma mais eficiente os niveis necessarios de CBS exigida
para uso terapéutico, existe uma necessidade por purificagdo a jusante
aprimorada de proteina CBS produzida em células microbiais.
SUMARIO DA INVENCAO

[0016] Esta invencao fornece métodos para purificar cistationina [3-

Sintase (CBS), em que a dita proteina CBS é uma variante truncada
de ocorréncia natural ou um trucado quimicamente clivado ou geneti-
camente projetado da mesma e, particularmente, CBS truncada pro-
duzida em células recombinantes. Em modalidades particulares, o meé-
todo compreende as etapas de: (a) fornecer uma solugdo que contém
CBS na presencga de pelo menos uma impureza e (b) executar separa-
¢ao cromatografica da dita solugdo que contém CBS com o uso de
uma resina cromatografica de afinidade a metal (IMAC). Em modalida-
des particulares adicionais, o0 método compreende as etapas de: (a)
fornecer uma solugdo que contém CBS na presenca de pelo menos
uma impureza e (b) executar separagcao cromatografica da dita solu-
¢ao que contém CBS com o uso de uma coluna cromatografica de tro-
ca de ion e uma resina cromatografica de afinidade a metal (IMAC).

[0017] Em certas modalidades, o método compreende adicional-
mente execugao de etapas cromatograficas adicionais (conhecidas na
técnica como etapas de "polimento"). Em modalidades particulares, os

métodos da invencgao incluem a etapa de execugado de separacao
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cromatografica com o uso de uma coluna Cromatografica de Interacéo
Hidrofébica (HIC). Em outras modalidades, o método compreende adi-
cionalmente a etapa de execucéo de separagédo cromatografica com o
uso de uma resina de hidroxiapatita ceramica.

[0018] Em certas modalidades, a coluna de troca de ion € um tro-
cador de anion, preferencialmente, um trocador de anion fraco. Em
modalidades particulares, o trocador de anion é uma coluna DEAE-
Sepharose FF. Em modalidades adicionais, a resina IMAC é carregada
com um ion bivalente. Ainda em modalidades adicionais, o ion de me-
tal bivalente é niquel, cobre, cobalto ou zinco. Em modalidades mais
especificas, o ion de metal bivalente é zinco.

[0019] Em certas outras modalidades, o método compreende adi-
cionalmente eluir CBS da resina IMAC com um tampao de eluicdo que
compreende imidazol. Em certas modalidades, a solugao que contém
CBS é uma solucédo de CBS clarificada, em que residuos de célula e
outras matérias em particulas sao removidos de uma suspensao que
compreende CBS que inclui, mas ndo esta limitado a supernadante
apos centrifugacéao ou filtrar apds filtragdo. Em ainda outras modalida-
des, a solugdo que contém CBS é obtida homogeneizando-se células
que expressam um construto recombinante que compreende uma se-
quéncia de acidos nucleicos que codifica CBS. Em certas modalida-
des, a sequéncia de acidos nucleicos CBS compreende SEQ ID NO. 1
e codifica uma proteina que tem a sequéncia de aminoacidos identifi-
cada como SEQ ID NO: 2. Em outras modalidades, a sequéncia de
acidos nucleicos é truncada. Em ainda outras modalidades, a sequén-
cia de acidos nucleicos de CBS truncada foi truncada para uma posi-
cao final de um dos residuos de aminoacidos de 382 a 532, 382 a 550
ou 543 a 550 de SEQ ID NO:2.

[0020] Em outras certas modalidades, as células recombinantes

sao células microbiais, particularmente células bacterianas. Em moda-
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lidades particulares, as células bacterianas sdo células de E. coli, par-
ticularmente células de E. coli recombinantes que sao produzidas por
um mamifero, preferencialmente humano, proteina CBS. Em certas
modalidades particulares, a dita proteina humana CBS tem uma se-
guéncia de aminoacidos conforme apresentado na SEQ ID NO:3 ou
uma sequéncia de acidos nucleicos truncada CBS que foi truncada
para uma posicao final de um dos residuos de aminoacidos de 382 a
532 ou 543 a 550 da SEQ ID NO:2. Em outras modalidades particula-
res, a sequéncia de acidos nucleicos truncado CBS é otimizada para a
expressao em E. coli, identificada por SEQ ID NO: 4.

[0021] Em outro aspecto, uma solugao de CBS substancialmente
purificada é fornecida com o uso de um método que compreende as
etapas de: a) fornecer uma solugdo que contém CBS na presenga de
pelo menos uma impureza, em que a dita proteina CBS é uma variante
truncada de ocorréncia natural, ou um truncado quimicamente clivado
ou geneticamente projetado da mesma, e particularmente truncada e
(b) executar separagao cromatografica da dita solugdo que contém
CBS com o uso de uma resina cromatografica de afinidade a metal
(IMAC). Em modalidades particulares adicionais, uma solugdo de CBS
substancialmente purificada é fornecida com o uso de um método que
compreende as etapas de: (a) fornecer uma solugdo que contém CBS
na presenca de pelo menos uma impureza e (b) executar separagao
cromatografica da dita solucdo que contém CBS com o uso de uma
coluna cromatografica de troca de ion e uma resina cromatografica de
afinidade a metal (IMAC).

[0022] Em certas modalidades da invengdo, a solucdo de CBS
substancialmente purificada é formulada em um veiculo farmaceutica-
mente aceitavel.

[0023] Em outro aspecto, a invengao fornece métodos para produ-

zir uma solucédo de CBS enriquecida, em que o método compreende:
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(a) fornecer uma solugdo que contém CBS na presenga de pelo menos
uma impureza, em que a dita proteina CBS é uma variante truncada
de ocorréncia natural ou um truncado quimicamente clivado ou geneti-
camente elaborado da mesma e particularmente truncada e (b) execu-
tar separagdo cromatografica da dita solugdo que contém CBS com o
uso de uma resina cromatografica de afinidade a metal (IMAC) imobili-
zada carregada com um ion de metal bivalente.

[0024] Em outro aspecto, uma solucdo de CBS enriquecida é for-
necida com o uso de um método que compreende as etapas de: a)
fornecer uma solucdo que contém CBS na presenca de pelo menos
uma impureza, em que a dita proteina CBS € uma variante truncada
de ocorréncia natural, ou um truncado quimicamente clivado ou gene-
ticamente projetado da mesma, e particularmente truncada e (b) exe-
cutar separagédo cromatografica da dita solugdo que contém CBS com
0 uso de uma resina cromatografica de afinidade a metal (IMAC) imo-
bilizada carregada com um ion de metal bivalente.

[0025] E uma vantagem particular dessa invencdo que a purifica-
cao de CBS truncada, de comprimento total ou recombinante, particu-
larmente CBS humana, pode ser alcancada sem modificagdes adicio-
nais da proteina, por exemplo, ao incorporar uma molécula "marcado-
ra" conhecida na técnica (poli-HIS, FLAG, etc.). O uso dos métodos
cromatograficos revelados na presente invengao vantajosamente torna
esses marcadores desnecessarios e, desse modo, evita manipulagao
recombinante adicional e quaisquer desvantagens (em imunogenicida-
de, in vivo meia vida ou atividade bioquimica) que possam ser introdu-
zidas em qualquer preparagdo de CBS recombinante que contém um
marcador.

[0026] Modalidades preferenciais especificas da invencao se tor-
nardao evidentes a partir da descrigdo mais detalhada a seguir de cer-

tas modalidades preferenciais e das reivindicagdes.
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BREVE DESCRICAO DOS DESENHOS
[0027] A descricdo detalhada seguinte das modalidades da pre-

sente invengao pode ser mais bem entendida quando lida em conjunto
com os desenhos seguintes.

[0028] A Figura 1 é um sumario de série de purificagdo de execu-
¢ao de geracao escalonada que usa um método de cromatografia de
multiplas etapas que inclui cromatografia de DEAE-Sepharose-FF, Zn-
IMAC e HIC.

[0029] A Figura 2 € um sumario de purificagdo de experimentos de
purificacdo com o uso de uma coluna DEAE-Sepharose-FF e CBS pu-
rificada com o uso do construto de expressao bacteriana "ndo otimiza-
do". As fases méveis incluiam 10% de etilenoglicol adicionalmente aos
outros componentes, conforme apresentado nos Exemplos.

[0030] A Figura 3 € um sumario de série de purificacdo de execu-
¢ao de geracao escalonada que usa um método de cromatografia de
multiplas etapas que inclui DEAE-Sepharose-FF, Zn-IMAC, resina de
hidroxiapatita ceramica e cromatografia de HIC.

[0031] A Figura 4 é uma foto-imagem de um gel de SDS-PAGE que
mostra as quantidades relativas de proteina CBS e impurezas para ca-
da estagio da etapa de purificagdo com o uso de uma coluna DEAE.
[0032] A Figura 5 é uma fotoimagem de um gel de SDS-PAGE que
mostra as quantidades relativas de proteina CBS e impurezas para um
método de purificagdo de 3 colunas que inclui: uma coluna DEAE, uma
coluna Zn-IMAC e uma coluna HIC.

[0033] A Figura 6 é uma fotoimagem de um gel de SDS-PAGE que
mostra as quantidades relativas de proteina CBS e impurezas para um
método de purificagao de 4 colunas que inclui: uma coluna DEAE, uma
coluna Zn-IMAC, uma resina de hidroxiapatita ceramica e uma coluna
HIC.

[0034] A Figura 7 sdo cromatografias que demonstram os compo-
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nentes da mistura separada que segue a purificagdo com o uso de Zn-
IMAC.

[0035] A Figura 8 € um sumario de purificagdo de execugéo de de-
senvolvimento que usa uma coluna Ni-IMAC.

[0036] A Figura 9 é uma tabela-sumario que demostra a proteina
total que segue um método de purificagdo com o uso de uma coluna
Ni-IMAC.

[0037] A Figura 10 € uma fotoimagem de um gel de SDS-PAGE
que mostra as quantidades relativas de proteina CBS e impurezas pa-
ra cada estagio da etapa de purificagdo com o uso de uma coluna Ni-
IMAC.

[0038] A Figura 11 é um sumario de purificagdo de execugao de
geracgao escalonada que usa uma coluna Cu-IMAC.

[0039] A Figura 12 € uma tabela-sumario que demostra a proteina
total que segue um método de purificagdo com o uso de uma coluna
Zn-IMAC.

[0040] A Figura 13 é uma foto-imagem de um gel de SDS-PAGE
que mostra as quantidades relativas de proteina CBS e impurezas pa-
ra cada estagio da etapa de purificagdo com o uso de uma coluna Zn-
IMAC.

[0041] A Figura 14 é um esquema do método de purificacdo que
usa etapas de purificagao de cromatografia de multiplas etapas.
DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO

[0042] Esta invencao fornece métodos para purificagao de protei-

na CBS, em que a dita proteina CBS é uma variante truncada de ocor-
réncia natural ou um truncado quimicamente clivado ou geneticamente
projetado da mesma e, particularmente, uma proteina CBS truncada
produzida em célula recombinantes. Em particular, a invencao fornece
métodos para a purificacdo de uma proteina CBS que incluem as eta-

pas de (a) fornecer uma solugcdo que contém CBS na presenca de pelo
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menos uma impureza e (b) executar separagao cromatografica da dita
solugdo que contém CBS com o uso de uma resina cromatografica de
afinidade a metal (IMAC). Em modalidades particulares adicionais, o
método compreende as etapas de: (a) fornecer uma solugéo que con-
tém CBS na presenca de pelo menos uma impureza e (b) executar se-
paragcdo cromatografica da dita solugdo que contém CBS com o uso
de uma coluna cromatografica de troca de ion e uma resina cromato-
grafica de afinidade a metal (IMAC).

[0043] Uma etapa de separagdo cromatografica particular nas cer-
tas modalidades dos métodos fornecidos por essa invencdo compre-
ende uma coluna cromatografica de troca de ion. Em uma modalidade,
a coluna cromatografica de troca de ion é um trocador de anion, prefe-
rencialmente um trocador de anion fraco. Varios tipos de resinas de
troca de anion podem ser usados, incluindo DEAE-Sephadex, QAE-
Sephadex, DEAE-Sephacel, DEAE-celulose e DEAE-Sepharose-FF.
De acordo com uma modalidade, a resina de troca de anion é DEAE-
Sepharose-FF.

[0044] Outra etapa de separacado cromatografica particular na cer-
teza dos métodos fornecidos por essa invencao compreende uma re-
sina cromatografica de afinidade a metal (IMAC) que tem pH e condu-
tividade apropriados como para permitir que a proteina se ligue a colu-
na enquanto lavagens intermediarias seletivas sdo usadas para remo-
ver proteinas de ligacdo mais fraca e outra espécie molecular. Em cer-
tas modalidades, concentragdes variantes de imidazol foram usadas
para modular a separacdo durante a cromatografia. Resinas de afini-
dade a metal adequadas incluem colunas de afinidade a metal imobili-
zadas carregadas com um ion de metal bivalente que inclui niquel, co-
bre, cobalto ou zinco. Em certas modalidades dos métodos da inven-
¢ao, a coluna de cromatografia de afinidade a metal (IMAC) é usada

seguindo cromatografia de troca de ion. Em tais modalidades, a coluna
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IMAC é preferencialmente carregada com zinco como um cation biva-
lente. Em outras modalidades dos métodos inventivos, a coluna IMAC
€ usada como uma etapa cromatografica inicial. Em tais modalidades,
cations bivalentes de niquel ou cobre sao preferencialmente usados
para carregar a coluna IMAC.

[0045] Etapas cromatograficas adicionais fornecidas em certas
modalidades dos métodos dessa invengao para purificar CBS a partir
de uma solugdo que contém CBS incluida sem limitacdo de cromato-
grafia de interacdo hidrofébica (HIC). HIC é util para remover impure-
zas que tém propriedades cromatograficas relacionadas relativamente
préximas que sao eluidas junto com a proteina-alvo durante a etapa
de captura.

[0046] Etapas cromatograficas adicionais fornecidas em certas
modalidades dos métodos dessa invencao para purificar CBS a partir
de uma solugao que contém CBS inclui sem limitagdo uma resina de
ceramica hidroxiapatita. "Ceramica hidroxiapatita" ou "CHAP" se refere
a um fosfato de calcio hidroxilado insoluvel da formula
(Ca10(PO4)s(OH)2), que foi sinterizada a altas temperaturas em uma
forma de cerdmica macroporosa esférica. Os métodos da invencgao
também podem ser usados com resina hidroxiapatita que esta nao
compactada ou compactada em uma coluna- A escolha de dimensodes
de coluna pode ser determinada pelo artesao versado na técnica.
[0047] Matrizes cromatograficas uteis no método da invencéo séo
materiais que tém capacidade para ligar compostos bioquimicos, pre-
ferencialmente proteinas, acidos nucleicos e/ou endotoxinas, em que a
afinidade dos ditos compostos bioquimicos para a dita matriz de cro-
matografia € influenciada pela composi¢ao de ion da solugao adjacen-
te (tampéao). Controlar a composicdo de ion da dita solugdo permite
usar os materiais de cromatografia da invencao tanto em modo subtra-

tivo (CBS passa atraves da dita matriz de cromatografia, pelo menos
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certos contaminantes se ligam a dita matriz de cromatografia) quanto,
preferencialmente, em modo absorvente (CBS se liga a matriz de cro-
matografia).

[0048] Em modalidades particulares, o método para purificacédo
compreende uma etapa de homogeneizar células hospedeiras, particu-
larmente células recombinantes e, em certas modalidades, células re-
combinantes que produzem proteina CBS de mamiferos, preferenci-
almente humana, em que o dito construto recombinante codifica uma
proteina CBS que é uma variante truncada de ocorréncia natural ou
uma truncada geneticamente elaborada da mesma e, particularmente,
em que o dito construto foi otimizado para expressao de célula recom-
binante. Em modalidades particulares, as ditas células recombinantes
sao células microbiais e, particularmente, células bacterianas. Em cer-
tas modalidades particulares, as células bacterianas sdo células de E.
coli e a sequéncia de CBS foi elaborada no construto de expresséao
recombinante para ser otimizada para a expressao nas ditas células;
uma modalidade especifica de uma sequéncia de acidos nucleicos
otimizada para expressao de CBS em E. coli é apresentada na SEQ ID
NO: 4. Nos ditos métodos, as células sado ceifadas, por exemplo, por
centrifugagao e, opcionalmente, armazenadas a -80 graus C. A ho-
mogeneizagao de células hospedeiras € executada rompendo-se as
células hospedeiras com o uso de meios fisicos, quimicos ou enzima-
ticos ou por uma combinagdo dos mesmos. Vantajosamente, para pu-
rificacdo de fontes bacterianas a homogeneizacdo é executada rom-
pendo-se a parede celular da dita hospedeira bacteriana por sonica-
cao. Alternativamente ou adicionalmente, a homogeneizagéo é execu-
tada desestabilizando-se a parede de célula bacteriana da hospedeira
expondo-se a uma enzima degradante de parede celular tal como liso-
zima.

[0049] Os métodos da invengdo podem compreender adicional-
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mente uma CBS homogeneizada e clarificada, em que residuos de
célula sdo removidos do homogeneizado tanto por filtragdo quanto por
centrifugagdo. Em certas modalidades, a clarificagdo € executada cen-
trifugando-se o homogeneizado a uma velocidade rotacional efetiva. O
tempo de centrifugacdo exigido depende entre outros do volume do
homogeneizado, que pode ser determinado empiricamente para obter
um pélete suficientemente sélido. Para obter um homogeneizado clari-
ficado de célula essencialmente livre de residuos, uma combinagao de
centrifugagao e filtragdo pode ser executada no homogeneizado.
[0050] O termo "célula recombinante" conforme usado no presente
documento se refere a células adequadas (incluindo progenitura de
tais células) de qualquer espécie as quais foram introduzidas a um
construto de expressao recombinante que tem capacidade para ex-
pressar uma proteina CBS que codifica acido nucleico, preferencial-
mente, proteina humana CBS e mais particularmente uma proteina
humana CBS que é uma variante truncada de ocorréncia natural ou
um truncado quimicamente clivado ou geneticamente projetado da
mesma. Em modalidades especificas, a proteina CBS truncada codifi-
cada pelo dito construto de expressao recombinante tem uma sequén-
cia de aminoacidos conforme apresentado na SEQ ID NO: 3.

[0051] O termo, "célula bacteriana", conforme usado no presente
documento se refere a bactéria que produz uma proteina CBS de ma-
miferos, preferencialmente humana, entre outros, com o uso de méto-
dos genéticos recombinantes que incluem progenitura da dita célula
recombinante, em que a dita proteina CBS é uma variante truncada de
ocorréncia natural ou uma truncada geneticamente elaborada da
mesma.

[0052] O termo "construto de expressdo recombinante" conforme
usado no presente documento se refere a um acido nucleico que tem

uma sequéncia de nucleotideos de uma proteina CBS de mamiferos,
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preferencialmente humana e sequéncias suficientes para direcionar a
sintese de proteina CBS em culturas de células nas quais o construto
de expressao recombinante € introduzido e a progenitura da mesma.

[0053] Conforme usada no presente documento, a referéncia a
proteina ou polipeptideo CBS, preferencialmente, inclui uma variante
truncada de ocorréncia natural ou um truncado quimicamente clivado
ou geneticamente elaborado da mesma ou proteinas de fusdo ou
qualquer homdélogo (variante, mutante) da mesma e, especificamente
CBS de mamifero e, preferencialmente, CBS humana. Uma proteina
CBS pode incluir, mas nao é limitada a, proteina CBS purificada, prote-
ina CBS produzida de maneira recombinante, proteina CBS soluvel,
proteina CBS insoluvel e proteina CBS isolada associadas com outras
proteinas. Adicionalmente, uma "proteina humana CBS" se refere a
uma proteina CBS de um humano (Homo sapiens) que inclui preferen-
cialmente uma variante truncada de ocorréncia natural ou um truncado
quimicamente clivado ou geneticamente projetado da mesma. Como
tal, uma proteina humana CBS pode incluir proteinas purificadas, par-
cialmente purificadas, recombinantes, mutantes/modificadas e sintéti-
cas. Conforme revelado no presente documento e nas Patentes relaci-
onadas de U.S. n® 8.007.787 e U.S. n® 7.485.307, os truncados de pro-
teina CBS sao vantajosamente proteinas CBS soluveis que sao pro-
duzidas em bactéria sem a criagao de corpos de incluséo insoluveis.

[0054] Conforme usado no presente documento, o termo "homaélo-
go" (ou variante ou mutante) é usado para se referir a uma proteina ou
peptideo que se difere de uma proteina ou peptideo de ocorréncia na-
tural (isto é, a proteina do "tipo selvagem" ou "protétipo") por modifica-
¢des a proteina ou peptideo de ocorréncia natural, mas que mantém a
proteina basica e estrutura de cadeia lateral da forma de ocorréncia
natural. Tais mudancas incluem, mas nao estao limitadas a: mudancas

em uma, algumas ou mesmo em varias cadeias laterais de aminoaci-
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do; mudancas em um, alguns ou varios aminoacidos, que inclui dele-
¢bes (por exemplo, uma versao truncada da proteina ou peptideo), in-
sercoes e/ou substituicdes; mudangas na esteroquimica de um ou de
alguns atomos e/ou derivagdes menores que incluem, mas nao estédo
limitadas a: metilagdo, glicosilagcéo, fosforilagdo, acetilagdo, miristoila-
¢ao, prenilagdo, palmitagdo, amidacao e/ou adi¢cado de glicosilfosfatidi-
linositol. Um homdlogo pode ter propriedades aprimoradas, diminui-
das, modificadas ou substancialmente similares conforme comparado
a proteina ou peptideo de ocorréncia natural. Um homédlogo pode in-
cluir um agonista de uma proteina ou um antagonista de uma proteina.
[0055] Homdlogos podem ser o resultado de mutagdo natural ou
variagao alélica natural. Uma variante alélica de ocorréncia natural de
um acido nucleico que codifica uma proteina € um gene que ocorre
essencialmente no mesmo local (ou locais) no genoma como o gene
que codifica tal proteina, mas que devido a variacbes naturais causa-
das por, por exemplo, mutacido ou recombinacio, tem uma sequéncia
similar, mas nao idéntica. As variantes alélicas tipicamente codificam
proteinas que tem atividade similar aquela da proteina codificada pelo
gene para o qual serao comparadas. Uma classe de variantes alélicas
pode codificar a mesma proteina, mas tem sequéncias de acidos nu-
cleicos diferentes devido a degeneragao do cédigo genético. As vari-
antes alélicas podem também compreender alteragbes nas regides
nao traduzidas 5' ou 3' do gene (por exemplo, em regides de controle
reguladoras). As variantes alélicas sdo vem conhecidas por aqueles
versados na técnica.

[0056] Homologos podem ser produzidos com o uso de técnicas
conhecidas na técnica para a produgao de proteinas que incluem, mas
nao estao limitadas a, modificagdes diretas a proteina isolada de ocor-
réncia natural, sintese de proteina direta ou modificacbes a sequéncia

de acidos nucleicos que codifica a proteina com o uso de, por exem-
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plo, técnicas de DNA recombinantes ou classicas para efetuar muta-
génese almejada ou aleat6ria. As variantes de CBS sao descritas na
Patente de U.S. n? 8.007.787, que € incorporada no presente docu-
mento a titulo de referéncia em sua totalidade; em particular e em mo-
dalidades preferenciais, os reagentes e métodos da invengao apresen-
tada no presente documento preferencialmente incluem uma variante
truncada de ocorréncia natural ou um truncado quimicamente clivado
ou geneticamente projetado de proteina humana CBS. Formas trunca-
das particulares de SEQ ID NO: 3 de acordo com a presente invencao
incluem variantes de delecdo de N-terminal, variantes de delecédo de
C-terminal e variantes que tem tanto delecbes de N-terminal quanto
dele¢des de C-terminal.

[0057] Conforme usado no presente documento, "substancialmen-
te puro" se refere a uma pureza que permite o uso efetivo da proteina
in vitro, ex vivo ou in vivo. Para uma proteina ser util in vitro, ex vivo ou
in vivo &, preferencialmente, substancialmente livre de contaminantes,
outras proteinas e/ou substancias quimicas que podem interferir ou
que iriam interferir com seu uso ou que pelo menos seriam indeseja-
veis para inclusdo com uma proteina CBS (que inclui homdlogos da
mesma).

[0058] Conforme usada no presente documento, uma solucédo de
CBS enriquecida é uma solugdo submetida a uma ou mais etapas de
purificagao.

[0059] A pureza de proteina pode ser determinada calculando-se
purificacdo em vezes, isto €, uma formula que fornece uma medicéo
de quanto mais uma solugao purificada € comparada a uma solucéo
menos purificada ou extrato bruto. A purificacdo em vezes é calculada
com o uso de a seguinte formula:

[0060] Fracéo final de atividade especifica/Fragdo bruta de ativi-

dade especifica.
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[0061] Outra medicao para avaliar a pureza é a "atividade especi-
fica" que mede a pureza de uma enzima. A atividade especifica pode

ser medigdo com o uso de a seguinte formula:

Unidadesxml _Unidades

ml mg mg

[0062] As composicdes de proteina CBS fornecidas por essa in-
vengao sao uteis para regular processos bioldgicos e, particularmente,
processos associados com a catalise da condensacao dependente de
piridoxal-5’-fosfato (PLP) de serina e homocisteina para formar cistati-
onina. Em particular, as composicdes da presente invencédo sio uteis
para produzir cistationina e cisteina in vitro ou para tratar um paciente
que se beneficiara de atividade de CBS aumentada (por exemplo, um
paciente com homocistinuria). Em certas modalidades, a invencéo for-
nece as ditas composicoes de proteina CBS, preferencialmente prote-
ina humana CBS, em que a dita proteina CBS é uma variante truncada
de ocorréncia natural ou um truncado quimicamente clivado ou geneti-
camente projetado de proteina humana CBS, como composicgdes far-
macéuticas que compreendem a dita proteina CBS e um veiculo far-
maceuticamente aceitavel.

[0063] Conforme usado no presente documento, um "veiculo far-
maceuticamente aceitavel" inclui excipientes farmaceuticamente acei-
taveis e/ou veiculos de entrega farmaceuticamente aceitaveis, ade-
quados para uso em administracdo adequada da composigao in vitro,
ex vivo ou in vivo. Administracdo adequada in vitro, in vivo ou ex vivo
que compreende preferencialmente qualquer localizacdo em que € de-
sejavel regular atividade de CBS. Veiculoes farmaceuticamente acei-
taveis adequados sédo capazes de manter uma proteina CBS conforme
fornecida por essa invengdo em uma forma que, no momento da che-
gada da proteina na célula ou tecido-alvo em uma cultura ou em paci-
ente, a proteina tem sua atividade biologica desejada ou esperada.

Exemplos de veiculo farmaceuticamente aceitaveis incluem, porém,
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sem limitagdo, agua, salina tamponada por fosfato, solugcdo de Ringer,
solucdo de dextrose, solugdes que contém soro, solugdo de Hank, ou-
tras solugbdes aquosas fisiologicamente balanceadas, dleos, ésteres e
glicdis. Os transportadores aquosos podem conter substancia auxilia-
res adequadas exigidas para aproximar as condi¢des fisioldgicas do
recipiente, por exemplo, aumentando-se estabilidade quimica e isoto-
nicidade. As composi¢des da presente invengcao podem ser esteriliza-
das por métodos convencionais e/ou liofilizados.

[0064] Cada referéncia descrita e/ou citada no presente documen-
to é incorporada a titulo de referéncia em sua totalidade.

[0065] Os exemplos seguintes sao fornecidos com o propdsito de

ilustracdo e sdo nao tém a intencao de limitar o escopo da presente

invencao.

EXEMPLOS

EXEMPLO 1: PRODUCAO DE PROTEINA CBS TRUNCADA EM
BACTERIAS

[0066] Uma variante de CBS humana truncada carente de porcdes

especificas das regides ndo conservadas (r-hCBSAC; SEQ ID No: 3)
foi construida e expressada de maneira exaustiva com o uso de o sis-
tema de expressao baseado em E. coli previamente descrita (Kozich e
Kraus, 1992, supra). Na modificagcdo desse sistema revelado no pre-
sente documento (isto é, que expressa o truncado ao invés da proteina
CBS de comprimento total), a CBS truncada codificada por SEQ ID
NO: 3 foi expressa sem qualquer parceiro de fusdo sob o controle do
promotor fac. Construtos que codificam a variante de CBS proteina
humana truncada r-hCRSAC (SEQ ID NO: 4) foram gerados por uma
modificagdo do construto de expressao pHCS3 descrito anteriormente
(Kozich e Kraus, 1992, Hum. Mutat. 1.113 a 1.123) que contém a se-
quéncia de codificacdo de CBS de comprimento total (SEQ ID NO: 1)

clonado em pKK388.1. Nesse construto, a expressao de CBS foi ad-
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ministrada pelo promotor /ac induzivel por IPTG. Para gerar constru-
¢bes de delecdo de C-terminal, os fragmentos de cDNA de CBS abar-
cam os residuos de nucleotideos desejados foram ampliados com o
uso de iniciadores que incorporam os sitios Sph | e Kpn | as extremi-
dades respectivas 5' e 3' do produto de PCR. Todos os produtos de
PCR foram, entdo, seccionados com Sph | e Kpn | e clonados por liga-
¢ao no vetor digerido pHCS3 com Sph | e Kpn |. Uma localizagédo Sph |
ocorre naturalmente no cDNA de CBS apenas a montante da localiza-
¢ao de hibridizagao de iniciador antessentido (posi¢cao de pare de base
1012, de acordo com a numeracédo de cDNA de CBS, ref. 25). Produ-
tos de PCR gerados desse modo foram, entdo, digeridos com Nco | e

Sph | e unido na plasmida pHCS3 seccionada com as mesmas enzi-

mas.
[0067] pKK CBS A414-551
[0068] senso: CGTAGAATTCACCTTTGCCCGCATGCTGAT

(Sphl)(SEQ ID NO: 5)

[0069] antissenso: TACGGGTACCTCAACGGAGGTGCCACCACC
AGGGC (Kpnl)(SEQ ID NO: 6)

[0070] Finalmente, o construto foi transformado em E. coli BL21
(Stratagene). A autenticidade do construto foi verificada sequenciando-
se DNA com o uso de um kit de sequenciamento Thermo Sequenase
Cy5.5 (Amersham Pharmacia Biotech) e o sequenciador de DNA Visi-
ble Genetics Long-Read Tower System-V3.1 de acordo com as instru-
¢des do fabricante.

[0071] Anélises de Expressdo Bacteriana de Crescimento de Mu-
tantes de Delegdo de CBS de E. coli. As células BL21 sustentam o
construto mutante de truncamento de CBS, a indugédo de expressao e
a geracao de células lisadas brutas foram executadas conforme des-
crito anteriormente (Maclean et al., 2002, Hum. Mutat. 19(6), 641 a

55). Brevemente, a bactéria foi cultivada a 37° C de maneira aerdbica
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em meio de 1 L de NZCYMT (Gibco/BRL, Gaithersburg, Md.) que con-
tém 75 pg/ml de ampicilina e 0,001% de tiamina na presenga ou au-
séncia de 0,3 mM &-aminolevulinato (6-ALA) até que tenham alcanca-
do turvacao de 0,5 a 600 nm. IPTG foi, entédo, adicionado a 0,5 mM e a
bactéria foi adicionalmente cultivada. A fragao insoluvel foi preparada
conforme segue: apds a centrifugacdo dos homogeneizados sonica-
dos, os residuos de célula granulados foram lavados profundamente
com salina tamponada com Tris Ix resfriada de pH 8,0. Os granulados
foram, entdo, resuspendidos em1ml do tampéao de lise (Maclean et al.,
ibid.) seguido por uma breve sonicagdo a fim de homogeneizar a fra-
cao insoluvel.

[0072] Ensaio de Atividade de CBS — a atividade de CBS foi de-
terminada por um exame radioisétopo previamente descrito com o uso
de serina ['“C] como o substrato rotulado (Kraus, 1987, Methods
Enzymol. 143,388 a 394). As concentragdes de proteina foram deter-
minadas pelo procedimento Lowry (Lowry et al., 1951, J. Biol. Chem.
193, 265 a 275) com o uso de albumina de soro bovino (BSA) como
um padrdo. Uma unidade de atividade é definida como a quantidade
de CBS que catalisa a formacao de 1 umo1 de cistationina em 1 hora
a 37 °C.

[0073] Eletroforese em Gel de Poliacrilamida Desnaturada e Nati-
va e Western Blotting - Analise por Western blot de lisatos de célula
bruta tanto sob condi¢bes desnaturadas quanto em condi¢cdes nativas
foi executada conforme descrito anteriormente (Janosik, 2001, supra)
com algumas modificagdes. Fragdes solluveis de lisato de E. coli que
contém a proteina mutante expressa foram misturadas com tampéo de
amostra e execugdo em um PAGE 6% nativo sem um gel de empilha-
mento. A composicao final do tampao de amostra foi: 50 mM de Tris-
HCI, pH 8,9, 1 mM de DTT, 10% de glicerol, 0,001% de azul de bromo-

fenol. A detecgdo de heme foi executada com o uso de um método

Peticao 870210093729, de 11/10/2021, pég. 27/49



23/36

descrito anteriormente que conta com atividade de peroxidasse de
heme (Vargas et al., 1993, Anal. Biochem. 209(2), 323 a 326).

[0074] Analise Quantitativa de Varredura de Densitometria - Anali-
se de densitometria foi executada com o uso de o software Imagemas-
ter ID (versdo 2.0) (Pharmacia). Para construir uma curva de calibra-
gem, 50, 75, 100, 250, 500 e 1000 ng de proteina CBS do tipo selva-
gem purificada foram executados em um SDS-PAGE junto com células
lisadas brutas dos mutantes individuais. Apds a eletroforese, a imuno-
analise por Western blot foi conduzida com o uso de soro de anti-CBS
de coelho. Os sinais que correspondem as subunidades de mutante de
CBS experimentalmente observadas estavam todas dentro da faixa
linear da curva de calibragem construida com CBS humana purificada.
EXEMPLO 2: PREPARACAO DE EXTRACAO BRUTA

[0075] Extratos que contém proteina CBS bruta foram preparados

para uso nas etapas de cromatografia a jusante. Granulados congela-
dos (células) obtidos a partir da fermentagcao de bactéria recombinante
que produz variante de CBS humana truncada (r-hCRSAC; SEQ ID No:
3) foram lisados, em que a dita bactéria expressou CBS humana trun-
cada codificada por SEQ ID NO: 4. O tampéo de lise para isolamentos
iniciais continha 1 mM de DTT, 1% de Triton X-100 e Inibidor de Pro-
tease. Esses componentes foram, eventualmente, removidos do tam-
pao. O tampao usado para os isolamentos finais que produziu material
para execucao escalonada consistiu em 20 mM de Fosfato de Sédio,
50 mM de NaCl, 0,1 mM de PLP (pH 7,2), com lisozima adicionada a
uma concentragao de 2 mg/ml apds a homogeneizagao. Apds a mistu-
ra com lisozima por 1 hora a 4 °C, o homogeneizado foi sonicado até a
viscosidade fosse reduzida e, entdo, submetida a centrifugacao a
20.000 rpm (48.000 x g) durante 30 minutos. O supernadante foi cole-
tado, aliquotado e armazenado a -70 °C até seu uso. Geralmente, o

extrato bruto € descongelado a 37 °C antes da purificagdo cromatogra-
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fica.
EXEMPLO 3: CROMATOGRAFIA DE DEAE-SEPHAROSE FF
[0076] DEAE-Sepharose FF foi usada nesse Exemplo dos méto-

dos de purificacdo para CBS devido ao fato de que possui boa capaci-
dade e propriedades de fluxo e foi produzido de maneira consistente
durante varios anos. Essa etapa empregou uma coluna de gotejamen-
to/gravidade que continha aproximadamente 6 ml de resina. A coluna
foi equilibrada em tampao de Fosfato de Sédio com 50 mM de NacCl,
pH 7,0. O carregamento do extrato bruto foi direcionado em aproxima-
damente 20 mg total de resina de proteina/ml. Apds carregar a coluna,
a cor vermelha da carga ficou concentrada proxima ao topo da coluna.
Ao seguir com uma lavagem com tampao de equilibrio, a coluna foi
lavada com um tampao que contém 150 mm de NaCl, no qual a maio-
ria de eluido de cor da coluna (todas as etapas foram executadas a pH
7,0). Essencialmente, todas as cores foram removidas da coluna com
uma lavagem de 300 mM de NaCl. Com base nesses resultados, uma
coluna que foi compactada poderia ser operada em modo de fluxo. As
condigdes empregaram equilibrio/carregamento a uma concentragao
de 50 mM de NaCl com eluicdo a 250 mM de NaCl. As condicdes fi-
nais exigiram diluicao da carga de coluna com H2O para se aproximar
da intensidade iénica do tampao de equilibrio/lavagem (50mM de
NaCl) e eluicdo com 137 mM de NaCl (Figuras 1, 2 e 3). As amostras
foram analisadas por SDS-PAGE para determinar as quantidades rela-
tivas de proteina CBS e impurezas (Figura 4). As tabelas seguintes
representam parametros operacionais de coluna e dados da execucgao

escalonada que as empregou.
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TABELA 1. PARAMETROS OPERACIONAIS PARA ETAPA DE
CAPTURA DE DEAE

. Coluna de tem-
Alvo de carga| Concentragao de Volumes | po de contato
| - NaCl

Etapa de | de cotna (pro de Coluna| vol./taxa de flu-

Processo teina total (com 20 mM de | o
mg/ml) Na:PO4 e pH 7,0) (mi) .
(min.)
Equilibrio N/A 50 mM 3ab 10
Carga 20 a 25 mg/ml Aprox. 50 mM Variavel 15
Lavagem N/A 50 mM 3 10
Eluicado N/A 137 mM Variavel* 15
Tirade2 M

de NaCl N/A 2M 3 10

[0077] * Nota: A coleta de eluato comeg¢a em aproximadamente

0,4 AU e termina em aproximadamente 0,55 AU. O volume vazio é ti-
picamente de aproximadamente 1 volume de coluna.
TABELA 2. DADOS DE EXECUCOES ESCALONADAS (N=6)

Entrada Saida
Carregamento de Coluna
(por ml de Resina)
Prottzi:;)Total Unidades Recu([zz;'agéo Pur;il:f,.oerrgx?)zes
145a219,8 |3.275a5.443| 79,32 93,0 25a3,3 Faixa
18,2 4.451 86 2,8 Média

EXEMPLO 4: CROMATOGRAFIA DE IMAC
[0078]

da (IMAC) para separar proteina CBS de impurezas e outros contami-

A habilidade para uma coluna de afinidade a metal imobiliza-

nantes de uma fonte bioldgica, tal como um homogeneizado de célula

bacteriana recombinante, foi demostrada. Devido ao desejo de evitar
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condi¢des de PH baixo (< 5, aneddtico), concentragbes variantes de imi-
dazol foram usadas para modular separagéo durante a cromatografia.
[0079] Cobre (Cu*™) foi testado como uma espécie candidata de
coluna IMAC com base em suas caracteristicas de ligagédo relativa-
mente fortes. Antes de ser aplicada a coluna IMAC, a solucédo de CBS
foi ajustada a 0,4 M de NaCl. Os resultados indicaram que a captura
foi quase completa com uma recuperagao de atividade aceitavel (70 a
80%). A recuperacao de CBS foi obtida com o uso de 100 mM de imi-
dazol que resultou em precipitagdo significante sob descongelamento
de armazenamento a -70° C. (Figura 11). Em adigao, havia apenas um
pequeno aumento na pureza relativa a carga. Desse modo, experi-
mentos que empregam Ni**IMAC foram conduzidos como o metal de
escolha. Nesses experimentos, a amostra de CBS foi executada atra-
vés de uma coluna G-25 para remover ditiotreitol (DTT) antes de car-
regar a solugdo na coluna IMAC. O aprimoramento de pureza perma-
neceu baixo e a seletividade foi similar a Cu**, conforme evidenciado
por um pico relativamente pequeno de Azso na alta fragdo de tira de
imidazol. (Figuras 8, 9 e 10).

[0080] A ligacao relativamente fraca de Zn** também foi testada.
Embora condigbes de captura, lavagem e eluicdo exijam concentra-
¢des de imidazol significativamente baixas, o potencial para aprimora-
mento de pureza forneceu resultados positivos devido ao tamanho
significante dos picos de Axso na lavagem apds carga e alta fragdo de
tira de imidazois. 0,4 M de NaCl e 0,01% de Triton X-100 foram adicio-
nados ao equilibrio e tampdes de lavagem para minimizar ligagdes nao
especificas. (Figuras 1 e 3). As amostras foram analisadas por SDS-
PAGE para determinar as quantidades relativas de proteina CBS e im-
purezas (Figura 13). Os resultados dos experimentos de IMAC sao
apresentados na Figura 7. As tabelas seguintes representam parame-

tros operacionais de coluna e dados da execucio escalonada que os
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empregou.
TABELA 3. PARAMETROS OPERACIONAIS PARA ETAPA DE ZN-
IMAC
c tracs Coluna de tem-
Alvo de carga oncer.1 racao Volumes de| po de contato
Etapa de | de coluna de Imidazol
, Coluna |vol./taxa de flu-
Processo |(proteina total (com 20 mM de | o
mg/ml) Na;PO, e pH 7,0) (mi) .
(min.)
Equilibrio N/A 1 mM 3 10
Carga 10 0 Variavel 10
Lavagem N/A 1 mM 3 10
Eluigao N/A 11 mM Variavel* 10
Tira N/A 100 mM 3 10
[0081] * Nota: A coleta de eluato comeca em aproximadamente

0,25 AU e termina em aproximadamente 0,16 AU. O volume vazio é

tipicamente de aproximadamente 1,5 volumes de coluna.
TABELA 4. DADOS DE EXECUCOES ESCALONADAS (N=5)

Entrada Saida

Carregamento de Coluna

(por ml de Resina)

Proteina To- Recupera- | Purif. em Vezes
Unidades
tal (mg) ¢ao (%) (Por S.A.)
6,593 |4414a7.038| 71,8a84,6 1,3a1,6 Faixa
8,1 5.687 80 1,4 Média

EXEMPLO 5: CROMATOGRAFIA DE HIC
[0082] Experimentos multiplos foram conduzidos para identificar os

parametros para cromatografia de HIC. Os experimentos de coluna co-
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letora iniciais que foram conduzidos empregaram uma resina com um
ligante de ligacao relativamente forte (fenila) com um eluato de IMAC
como material/carga inicial. Esse experimento resultou em ligagdo empi-
ricamente completa a 1,3 M de (NH4)>SO4. No entanto, havia evidéncia
de retengéao significante de CBS na coluna mesmo apés a lavagem com
um tampé&o de baixa intensidade i6nica. Com base nesses resultados,
uma resina com um ligante de ligagdo mais fraco (butil) foi estada. Ex-
perimentos iniciais com essa resina nao mostraram captura aparente a
0,5 M de (NH4)2S04. O fluxo de nao ligagao através desse experimento
de coluna foi coletado e ajustado a 1,25 M de (NH4)2SO4, e recarregado
a uma coluna equilibrada para a mesma concentragdo de (NH4)2SOas.
Nesse caso, havia evidéncia de ligacéo significante para a coluna. Uma
eluicao de gradiente de volume de 20 colunas de (NH4)2SO4 foi execu-
tada de 1,25 M a 0,25 M de (NH4)2SO4 com fragbes coletadas. A andlise
de SDS-PAGE das fragdes indicou que havia potencial significante para
clarificagdo de impureza na extremidade mais baixa do gradiente. Expe-
rimentos que utilizam lavagens de gradiente de etapa a concentragcbes
variantes de (NH4).SO4 determinaram os parametros de operacgao final.
(Figuras 1 e 3). Esses parametros e os dados de execugao escalonada
sdo resumidos nas tabelas abaixo.

TABELA 5. PARAMETROS OPERACIONAIS PARA ETAPA DE HIC

(N=6)
Alvo de carga|Concentragéo de Coluna de tempo
Volumes
Etapade | de coluna (NH4)2SO, de contato
) de Coluna
Processo |(proteina total| (com 20 mM de I vol./taxa de fluxo
mg/ml) Na;PO, e pH 7,0) (mi) (min.)
Equilibrio N/A 1,4 M 3 10
Carga 5a10 1,4 M Variavel 10
Lavagem N/A 1,4 M 3 10
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Eluicédo N/A 1,1 M Variavel® 10
Tira N/A 0,05 M de NaCl 3 10
[0083] * Nota: A coleta de eluato comeca em aproximadamente

0,25 AU e termina em aproximadamente 0,15 AU. O volume vazio é
tipicamente de aproximadamente 1,4 volumes de coluna.
TABELA 6. DADOS DE EXECUCOES ESCALONADAS (N=5)

Entrada Saida

Carregamento de Coluna
(por ml de Resina)

Proteina Total Unidades Recuperagao| Purif. em vezes
(mg) (%) (Por S.A))
51a7.2 |5375a9.248| 77,8 a92,7 1,0a1,3 Faixa
6,3 7.638 85 1,2 Média

EXEMPLO 6: CROMATOGRAFIA DE CHAP

[0084] Ceramica hidroxiapatita € uma resina que tem uma quimica
de modo de ligagdo potencialmente misturado unica que foi utilizada
em um método de purificacdo de CBS. CBS exibiu caracteristicas de
acido e, entao, investigacao inicial focada em usar separagdo modula-
da por fosfato. Os experimentos iniciais utilizaram eluato de HIC que
teve o tampao trocado por um tampao de NaCl de 0,05 M e Fosfato de
Potassio de 0,005 M (pH 6,8). Um cartucho de ceramica hidroxiapatita
de 5 ml (Tipo 1) foi equilibrado no mesmo tampao e o eluato condicio-
nado de HIC foi carregado na coluna. Nao havia penetragao visivel de
proteina (conforme medido por Azgo) durante a carga e a lavagem sub-
sequente com tampao de equilibrio/lavagem. Um gradiente linear (5%)
de 0,005 M a 0,5 M de Fosfato de Potassio foi, entdo, executado e fra-
coes foram coletadas. Baseado nas cromatografias, amostras foram
analisadas por SDS-PAGE para determinar as quantidades relativas

de proteina CBS e impurezas. Em experimentos subsequentes (base-
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ado em analise dos resultados de experimentos anteriores), lavagens
de etapa com niveis variantes de fosfato foram empregadas para de-
terminar boas condigdes para etapas de carregar, lavar e eluir. Em
adicdo, a composicao de sais de tampao foi transferida de Potassio
para Fosfato de Sdédio. (Figura 3). As tabelas seguintes representam
parametros operacionais de coluna e dados das execucdes escalona-
das que foram empregados.

TABELA 7. PARAMETROS OPERACIONAIS PARA ETAPA CHAP

Alvo de carga | Concentragdo de Coluna de tempo
Volumes de
Etapa de |de coluna (pro- Nas;PO, Coluna de Contato
Processo teina total |(com 50mM NaCl, | vol./taxa de fluxo
mg/ml) pH 7,0) (ml) (min.)
Equilibrio N/A 10 mM 3 6
Carga 10a15 10 mM Variavel 6
Lavagem N/A 30 mM 3 6
Eluicdo N/A 90 mM Variavel* 6
Tira N/A 150 mM 3 6
[0085] * Nota: A coleta de eluato comeca em aproximadamente

0,20 AU e termina em aproximadamente 0,16 AU. O volume vazio é
tipicamente de aproximadamente 1,0 de volumes de coluna.
TABELA 8. DADOS DE EXECUCOES ESCALONADAS (N=5)

Entrada Saida

Carregamento de coluna
(por ml de Resina)

Proteina To- Unidades Recuperagao | Purif. em Ve-

tal (mg) (%) zes (Por S.A))
99a12,2 |11.205a12.297| 84,6 a924 1,1a1.2 Faixa
11,1 11.751 89 1,2 Média
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EXEMPLO 7: RESULTADOS DE PROCESSOS INTEGRADOS

[0086] O método particular de multiplas etapas descrito nesses
Exemplos foi avaliado na escala de uma coluna de captura de 60 ml.
Todas as séries de purificagdo utilizaram material inicial (extrato bruto)
obtido a partir de fermentacdes que foram disseminadas com células
recombinantes que compreendem um construto que compreende uma
variante truncada de CBS humana codificada por um acido nucleico
que tem codons otimizados para expressdao em E. coli. Esse construto
resultou em material inicial que foi aproximadamente 2 vezes mais alto
em atividade especifica e impactou se maneira significante a pureza
final alcangada do método de purificagédo integrado. Os resultados ge-
rais de purificacdo com o uso de o método de multiplas etapas foram
medidos por SDS-PAGE e Atividade Especifica (Figuras 5 e 6). Os re-
sultados demonstraram que a pureza e a atividade especifica coincidi-
ram ou excederam aqueles da CBS truncada, marcada e purificada.
Todas as Atividades Especificas dos eluatos da coluna final obtidas
pela mais escala atualmente possivel excederam 1.200 U/mg de prote-
ina total. As tabelas seguintes resumem os resultados de purificagéo
geral da execucgao escalonada.

TABELA 9. RESULTADOS GERAIS DE EXECUGOES ESCALONA-

DAS
Recuperagao Total Purificagcdao em
(%) Vezes
Faixa Média Faixa Média
Série de 3 Colunas 57 2 60 58 57262 5.9
(n=3)
Serie dg:;):"'“”as 47 a 52 50 46a54 | 50

Atividade Especifica de Eluato de Coluna Final = 12.06 a15.09.

[0087] Tendo-se descrito a invengdo em detalhe e a titulo de refe-
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réncia a modalidades especificas da mesma, sera aparente que modi-
ficacbes e variacbes sdo possiveis sem se afastarem do escopo da
invencao definida nas reivindicagcdes anexas. Mais especificamente,
embora alguns aspectos da presente invengao estejam identificados
no presente documento como particularmente vantajosos, € contem-
plado que a presente invengdo ndo esta necessariamente limitada a
esses aspectos particulares da invencao.

TABELA 10: SEQUENCIAS DE CBS

Molécula SEQ ID NO |Sequéncia

Atgccttctgagaccccccaggcagaagtggggcec-
cacaggctgcccccaccgctcagggcecacactcggce-
gaaggggagcctggagaaggggtccccagaggataa-
ggaagccaaggagcccctgtggatccggeccgatg-
ctccgagcaggtgcacctggcagcetgggecggcectge-
ctccgagtccccacatcaccacactgccccggcaaa-
atctccaaaaatcttgccagatattctgaagaaaatcg-
gggacacccctatggtcagaatcaacaagattggga-
agaagttcggcctgaagtgtgagctcttggccaagtg-
tgagttcttcaacgcgggcgggagcgtgaaggaccg-
catcagcctgcggatgattgaggatgctgagcgcga-

Sequéncia de aci- cgggacgctgaagceccggggacacgattatcgagecg-

dos nucleicos d‘_* 1 acatccgggaacaccgggatcgggcetggecctggct-
CBS humana nati- gcggcagtgaggggctatcgetgceatcategtgatge-
va

cagagaagatgagctccgagaaggtggacgtgctgcg-
ggcactgggggctgagattgtgaggacgcccaccaa-
tgccaggttcgactcccecggagtcacacgtgggggtg-
gcctggcggctgaagaacgaaatccccaattctcaca-
tcctagaccagtaccgcaacgccagcaaccccctgg-
ctcactacgacaccaccgctgatgagatcctgcagcagt-
gtgatgggaagctggacatgctggtggcttcagtggg-
cacgggcggcaccatcacgggcattgccaggaagcetg-
aaggagaagtgtcctggatgcaggatcattggggtgga-
tcccgaagggtccatcctcgcagagccggaggagct-
gaaccagacggagcagacaacctacgaggtggaagg-
gatcggctacgacttcatccccacggtgctggacagg-
acggtggtggacaagtggttcaagagcaacgatgagga-
ggcgttcacctttgcccgcatgctgatcgcgcaagagggg-
ctgctgtgcggtggcagtgctggcagcacggtggeggtg-
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Molécula

SEQID NO

Sequéncia

Sequéncia de aci-

dos nucleicos de

CBS humana nati-
va

gccgtgaaggctgcgcaggagctgcaggagggcecag-
cgctgcegtggtcattctgcccgactcagtgecggaacta-
catgaccaagttcctgagcgacaggtggatgctgca-
gaagggctttctgaaggaggaggacctcacggagaa-
gaagccctggtggtggcacctccgtgttcaggagctg-
ggcctgtcagccccgctgaccgtgctcccgaccatcacctg-
tgggcacaccatcgagatcctccg-
ggagaagggcttcgaccaggcgcccgtggtggatgagg-
cgggggtaatcctgggaatggtgacgcttgggaacatg-
ctctcgtecectgettgeccgggaaggtgecagecgtcagac-
caagttggcaaagtcatctacaagcagttcaaacagatccg-
cctcacggacacgctgggcaggctctcgcacatcctgga-
gatggaccacttcgccctggtggtgcacgagcagatccag-
taccacagcaccgggaagtccagtcagcggcagatggtg-
ttcggggtggtcaccgccattgacttgctgaacttcgtggcecg-
cccaggagcgggaccagaagtga

Sequéncia de Po-
lipeptideo de CS
humana nativa

MPSETPQAEVGPTGCPHRSGPHSAKGS-
LEKGSPEDKEAKEPLWIRPDAPSRCTWQL-
GRPASESPHHHTAPAKSPKILPDILK-
KIGDTPMVRINKIGKKFGLKCELLAK-
CEFFNAGGSVKDRISLRMIEDAERDGTLK-
PGDTIIEPTSGNTGIGLALAAAVRGYR-
CIIVMPEKMSSEKVDVLRALGAEIVRTPT-
NARFDSPESHVGVAWRLKNEIPNSHILD-
QYRNASNPLAHYDTTADEILQQCDGKLD-
MLVASVGTGGTITGIARKLKEKCPGCRIIGV-
DPEGSILAEPEELNQTEQTTYE-
VEGIGYDFIPTVLDRTVVDKWFKSNDEEAF-
TFARMLIAQEGLLCGGSAGSTVA-
VAVKAAQELQEGQRCVVILPDSVRNYMTK-
FLSDRWMLQKGFLKEEDLTEKKPWWWHL-
RVQELGLSAPLTVLPTITCGHTIEILREKG-
FDQAPVVDEAGVILGMVTLGNMLSSL-
LAGKVQPSDQVGKVIYKQFKQIRLTDTLGR-
LSHILEMDHFALVVHEQIQYHSTGKSSQR-
QMVFGVVTAIDLLNFVAAQERDQK
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Molécula

SEQID NO

Sequéncia

Sequéncia de
Polipeptideos de
CBS Humana
Truncada

MPSETPQAEVGPTGCPHRSG-
PHSAKGSLEKGSPED
KEAKEPLWIRPDAPSRCTWQLGRPA-
SESPHHHTAP
AKSPKILPDILKKIGDTPMVRINKIGKK-
FGLKCEL
LAKCEFFNAGGSVKDRISLRMIE-
DAERDGTLKPGD
TIEPTSGNTGIGLALAAAVRGYR-
CIIVMPEKMSS
EKVDVLRALGAEIVRTPTNARFDS-
PESHVGVAWRL
KNEIPNSHILDQYRNASNPLAHYDT-
TADEILQQCD
GKLDMLVASVGTGGTITGIARKLKEK-
CPGCRIIGV
DPEGSILAEPEELNQTEQTTYE-
VEGIGYDFIPTVL
DRTVVDKWFKSNDEEAFTFARMLIA-
QEGLLCGGSA
GSTVAVAVKAAQELQEGQRCVVILP-
DSVRNYMTKF

LSDRWMLQKGFLKEEDLTEKK-
PWWWHLR

Sequéncia de
acidos nucleicos
de CBS Humana

Otimizada e
Truncada

ATGCCGTCAGAAACCCCGCAGGCA-
GAAGTGGGTCCGACGG

GTTGCCCGCACCGTAGCGGTCCG-
CATTCTGCAAAAGGCAG

TCTGGAAAAAGGTTCCCCGGAAGA-
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Molécula

SEQID NO

Sequéncia

Sequéncia de
acidos nucleicos
de CBS Humana

Otimizada e
Truncada

TAAAGAAGCCAAAGAA

CCGCTGTGGATTCGTCCGGACG-
CACCGTCACGCTGTACCT
GGCAGCTGGGTCGTCCGGCAAG-
CGAATCTCCGCATCACCA
TACGGCTCCGGCGAAAAG-
TCCGAAAATTCTGCCGGATATC
CTGAAGAAAATTGGTGACAC-
CCCGATGGTTCGTATCAACA
AAATCGGCAAAAAATTCGGTCTGAA-
ATGCGAACTGCTGGC
TAAATGTGAATTTTTCAATGCGGG-
CGGTTCCGTGAAAGAT
CGTATCTCACTGCGCATGATTGAA-
GATGCTGAACGCGACG
GCACCCTGAAACCGGGTGATA-
CGATTATCGAACCGACCTC
TGGCAACACGGGTATCGGTCTGG-
CACTGGCGGCGGCAGTC
CGTGGTTATCGCTGCATTATCG-
TGATGCCGGAAAAAATGA
GCTCTGAAAAAGTTGATGTCCTG-
CGTGCTCTGGGCGCGGA
AATTGTTCGTACCCCGACGAATG-
CCCGCTTCGACAGTCCG
GAATCCCATGTGGGTGTTGCATGG-
CGCCTGAAAAACGAAA
TCCCGAATTCGCACATTCTGGATCA-
GTATCGTAACGCTAG

CAATCCGCTGGCGCATTACGATAC-
CACGGCCGACGAAATC
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Molécula

SEQID NO

Sequéncia

Sequéncia de
acidos nucleicos
de CBS Humana

Otimizada e
Truncada

CTGCAGCAATGTGATGGCAAACTG-
GACATGCTGGTCGCTT

CTGTGGGTACCGGCGGTACCAT-
TACGGGCATCGCGCGTAA

ACTGAAAGAAAAATGCCCGGGCTG-
TCGCATTATCGGTGTG

GATCCGGAAGGCAGTATTCTGGCG-
GAACCGGAAGAACTGA

ACCAGACCGAACAAACCACGTA-
TGAAGTTGAAGGCATCGG

TTACGATTTTATTCCGACCGTCCTG-
GATCGCACGGTGGTT

GACAAATGGTTCAAAAGCAATGA-
CGAAGAAGCCTTTACCT

TCGCACGTATGCTGATCGCTCAG-
GAAGGTCTGCTGTGCGG

TGGTTCAGCAGGTTCGACGGTCG-
CAGTGGCAGTTAAAGCT

GCGCAGGAACTGCAAGAAGGT-
CAACGTTGTGTCGTGATTC

TGCCGGATTCTGTTCGCAACTACA-
TGACCAAATTTCTGAG

TGACCGTTGGATGCTGCAAAAAGG-
CTTCCTGAAAGAAGAA

GATCTGACCGAGAAAAAACCGTGG-
TGGTGGCACCTGCGCT

AA
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REIVINDICAGOES

1. Método para purificar proteina cistationina B-Sintase
(CBS), caracterizado pelo fato de que compreende as etapas de:

(a) fornecer uma solugdo que contém proteina CBS que
compreende uma ou uma pluralidade de impurezas;

(b) executar a separagdo cromatografica da solugdo que
contém proteina CBS com o uso de uma resina cromatografica de afi-
nidade a metal (IMAC) carregada com um ion de metal divalente, em
gque um ou uma pluralidade de impurezas sdo removidas através das
mesmas; e

(c) realizar pelo menos uma etapa adicional de purificagdo
selecionada do grupo que consiste em: cromatografia de interagao hi-
drofébica (HIC), cromatografia de ceramica de hidroxiapatita (CHAP);
e cromatografia de troca idnica,

em que a proteina CBS compreende a sequéncia de ami-
noacido da SEQ ID NO: 3 e é isenta de um marcador de purificagéo.

2. Método, de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado
pelo fato de que a coluna cromatografica de troca de ion é um trocador
de anion fraco.

3. Método, de acordo com a reivindicacao 2, caracterizado
pelo fato de que o trocador de anion fraco € uma coluna DEAE-
Sepharose FF.

4. Método, de acordo com a reivindicacao 1, caracterizado
pelo fato de que o cation de metal bivalente é niquel, cobre, cobalto ou
zinco.

5. Método, de acordo com a reivindicacao 4, caracterizado
pelo fato de que o ion de metal bivalente é zinco.

6. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicagdes
1 a 5, caracterizado pelo fato de que compreende adicionalmente eluir

CBS da resina cromatografica de afinidade a metal (IMAC) com um
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tampéao de eluicido que compreende imidazol.

7. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicagdes
1 a 6, caracterizado pelo fato de que a solugcdo que contém proteina
CBS é uma solucéo de CBS clarificada.

8. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicacdes
1 a 7, caracterizado pelo fato de que a proteina CBS é produzida em
uma célula recombinante.

9. Método, de acordo com a reivindicacao 8, caracterizado
pelo fato de que a célula recombinante € uma célula bacteriana.

10. Método, de acordo com a reivindicacao 9, caracterizado
pelo fato de que a solugdo que contém proteina CBS é obtida homo-
geneizando-se células bacterianas recombinantes que expressam um
construto recombinante que compreende uma sequéncia de acidos
nucleicos que codifica CBS.

11. Método, de acordo com a reivindicagao 10, caracteriza-
do pelo fato de que a sequéncia de acidos nucleicos de CBS compre-
ende a SEQ ID NO. 4.

12. Método, de acordo com qualquer uma das reivindica-
cdes 9 a 11, caracterizado pelo fato de que as células recombinantes
sdo celulas de E. coli.

13. Método, de acordo com a reivindicagcdo 12, caracteriza-
do pelo fato de que a sequéncia de acidos nucleicos que codifica a
proteina CBS truncada é otimizada para expressao em células de E.

coli.
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FIG. 1A

Total mg

111%

% de unidades totais §
j 100%]} -

a Peso |CONV.} UimL Total U mg/mL). S.A. | Rec. deatividade
[E Pré-rotagédo 88.6] 10 | 2655 235202] 124 1099 214 100.0%
Pés-rotagédo 852 1.0 | 2459 209498 113 963 218 89.1%
Rendimento de atividade (Pré-rotagéo e pés-rotagao) 89. @
Purificacdo émr\'/ezeé;{{? g ; " :
& Carga de coluna JEfilE Resina 4
2" Proteina total 523} undeces !
| 145 3275
Peso CONV.| U/mL Tofal U - mg/mL} Total mg SA. Rec. de atividade
Carga 1026 1.0 1947 109762 8.6 882 ' 226 100.0%
FT. 1052 10 | 4 427 1.9 200 2 0.2%]|
Lavagem 159.7] 1.0 1 197 0.8 128 2 0.1%
Vazio 576 10 12 - 716 0.2 12 62 0.4%
Eluato 471 10 3671 172551 6.5 306 565 86 4%
Cauda de eluato 337 1.0 | 472 15912 1.7 57 278 8.0%
2M NaCl- 1408 10 6/ 9417 20 282 33 4.7%
‘ B - Contabilizagéo | ! Contabilzagdo |
25 de proteina total ; A !

0c/1



(Butil-S Seph)

%Carga de corlun'a

?% Proteina total

6.5
Weight [CONV.| U/imL Jotal U mg/mL| - Total mg S.A. Rec. de atividade
Carga 4731 10 | 3733 176573 55 260 679 100.0%
FT 156 1.0 13 1998 0.43 67 30 1.1%]
Lavagem/Vazio 548] 1.0 22 1186 0.67 4 309 0.7%]
Eluato PK1 394] 10 941 37071 0.91 36 1034 21.0%
Eluato PK2 505 10 | 2158 108961 210 106 1027 61.7%
Eluato COMB PKS 88! 10 | 1681 147928 1.50 132 1121 83.8%
100-mM Tira 86 1.0 64 5517 0.58 50 111 3.1%

urificagdo em vezes f{%};ﬁg

, Contabilizagao '
de proteina total :

97%

: Contabilizagdo

5l

. de unidades

89%

0c/c



FIG. 1C

Série de purificagdo de CBS

DEAE-FF —2n-IMAC {Chel. Seph. FF) —HIC (Butil-S Seph)

10.6%

60%

em vezes total {X})

57

HIC Col. Vol.={ 23mL | Carga de coluna fmL Resina
Proteina total  |Unidades
6.5 0745
Peso CONV.| UimL Total U mg/mL}]  Total mg S.A. Rec. de atividade
Carga 103.9] 1.1 1357 155143 1.58 149 1040 100.0%
FT/Lavagem 85| 1.1 26 2470 0.080 6 400 1.6%
Vazio 30.5] 1.1 34 1133 0.060 2 681 0.7%
Eluato 411 1.1 2671 120762 250 93 1293 77 8%
Tira 43.8] 1.0 282 13591 0.87 38 357 8.8%
. o Contabilizagao Contabilizagao
Purificagédo em vezes (X) 1.2 de proteina total de unidades
' 93% - 89%
Recuperagéo de proteina total Recuperacéo de unidades totais
da primeira carga de coluna da primeira carga de coluna L
Purificagao

0¢/€



| 04/21/11

plidade de oma ] RC-3-10
ColiVol: 30
Proteina total/ml de resina carregada 26 mag/mL
Peso
Vo Protelna | istationina Fator | Unidades ) _ % Rec.
Ig:r]]‘:gjgaédoe (g or Proteina | ?r:géeo de exame %‘Zdeii(uaif: en:()ftrzigéo FrSaJ%\a.o Unlrtzjeac(.jes Prt%tgf‘a
mL) | CONV. | {(mg/mL) {mg}] | {nmol.mL.hr) (%) (%)
CE Pré-rotagéo 376 1.0 20.9 784.3 48423 40 | 69820 86.0 | 100.0% | 100.0%
CE Pés-rotagéo 363| 1.0 20.7 752.9 52427 40 76124 . 101.1 ] 109.0% 96.0%
Carga de DEAE 498 1.0 164 766.8 - 36740 40 73186 954 | 96.1% ] 101.8%
DEAE FT 4971 10 3.0 151.0 3403 189 1.1 0.2%] 201%
Vazio de DEAE 31 1.0 0.3 8.8 10298 1 318 364 0.4% 1.2%
Eluato de DEAE 249 10 52 130.0 63422 40 63168 4858 | 83.0% 17.3%
Cauda de eluato : )
de DEAE 18.9 1.0, 1.9 35.16 69389 5 6557 186.5 8.6% 4.7%
Lavagem de DEAE 89.3 1.0 1.6 143.18 5518 1 483 34 0.6% 18.0%
DEAE 2M NacCli 761 1.0 3.2 241.44 13935 5 5285 2191 7.0% 32.1%
Equilibrio de massa Unidades de equilibrio | Proteina de equilibrio de massa
de massa (da carga) )
Tampoes: Unidades - 99.8% 103.8% 94.2%
Equilibrio 0.02 M Na3P0O4, 0.05 M NaCl, 10% Etilenoglicol ,pH 7.0
‘ Unidades de recuperacéo (da carga)
Lavagem 0.02 M Na3P0O4, 0.05 M NaCl, 10% Etilenoglicol pH 7.0 86.3%
Eluicao 0.02 M Na3PO4, 0.137 M NaCl, 10% Etilenoglicol ,pH7.0
Tira 2 M NaCl
Higienizar

1.0 M NaOH

0c/v



Total U-

Rec. de atividade

Peso CONV. | UimL mg/mL | Total mg S.A.
Pre-rotagao 87.1] 1.0 | 3369 293422]. 139 1211 242 100.0%
Pos-rotagéo 1004 1.0 [ 3050 | 306270 117 1175 261 104.4%
RendimentP de atij/@_a@ (Pré-rotagéo %Pés-rota_géo) 104_4%[
Purificagdo em vezes
"~ Proteina total
19.6
Peso| CONV. | U/mL Total U Total mg S.A. Rec. de Atividade

Carga* 1004 1.0 3050 306270 1175 261 100.0%

FT 1026/ 1.0 6 585 236 2 0.2%
Lavagem 164.6] 1.0 2 410 165 2 0.1%

Vazio 56.3] 1.0 11 544 17 38 0.2%

Eluato 526} 10 4976 261744 379 691 85.5%

.|Cauda de eluato 30.6f 1.0 441 - 13488 40 339 4.4%

2M NaCl 1154, 1.0 75 8635 346 25 2.8%

)E‘%

2.7

*Mesma carga que a pos-rotagéo

Contabilizagao
| de proteina total

101%

Contabilizagéao j

F de unidades totais :

93%

Diluigao ocorrida durante o balanceamento de tubos para centrifugagao

0¢/S



FIG. 3 Cont.

_ Série de purificagdo de CBS :
DEAE-FF —Zn-IMAC (Chel. Seph. FF) ~HAP (Tipo de ceramica 1) —sHIC (Butil-S Seph)

88%

Zn-IMAC | Col. Vol.=[ 40mbL | Carga de coluna /inl. Resina
Proteina total . | Unidades:
8.3 6337
Peso CONV. | U/mL Total U mg/mb Total mg S.A. Rec. de atividade
Carga 52.8 1.0 4792 253492 7.0 370 685 100.0%
FT/Lavagem 144.9 1.0 23 3388 0.65 94 36 1.3%
Vazio 52.3 1.0 64 3355 0.16 8 401 1.3%
Eluato COMB PKS 82.6 1.0 2457 202919 2.67 221 920 80.0%
100 mM Tira 89 1.0 19 1689 0.15 13 127 0.7%
Contabilizagéo Contabilizagao
Purificagéo em vezes {X) ] 1.3 de proteina total de unidades
| *Precipitagdo observada em amostra de tira 91% 83%
HAP l Col. V0|.:] 18 mL _l Carga de coluna fml. Resina
Proteina total Unidades :
12.2 11205
Peso CONV. | U/mL | Total U mg/mL Total mg _S.A. Rec. de atividade
Carga 82.1 1.0 2457 201691 2.67 219 920 100.0%
FT/Lavagem 132.2 1.0 26 3383 0.08 11 320 1.7%
EIu?to 37.5 1.0 4552 170694 4.34 163 1049 84.8%
Tira 345 10 348‘ 12013 0.55 19 633 6.0%
) Contabilizagéo Contabilizagao
Purificagéo em vezes (X) 1.1 de proteina total de unidades

92%

0¢Z/9



FIG. 3 Cont.

Série de purificagdo de CBS

DEAE-FF —»Zn-IMAC {Chel. Seph. FF). —HAP (Tipo de ceramica 1) —HIC (Butil-S Seph)

HIC 1 Coi. Vol.=| 21 mL Carga de coluna /mL Resina
Proteina total Unidades
7.2 8447
Peso CONV. | UmL Total U mg/mL Total mg S.A. Rec. de atividade
Carga 43.8{ 1.1 3682 177384 3.82 152 1166 100.0%
FT/Lavagem 105.7] 1.1 1 g6 0.020 2 50 0.1%
Vazio 28.7 1.1 4 126 0.020 1 241 G.1%
Eluato 448 1.1 3251 160544 3.26 133 1206 90.5%
Tira 4020 1.0 325 14375 0.54 22 862 8.1%
Contabilizagao Contabilizagao
Purificagdo em vezes {X} 4.0 de Proteina Total de unidades
103% 95%
Recuperagéo de proteina total Recuperacgédo de unidades totais L
da primeira carga de coluna da primeira carga de coluna Purificagéo em
113% 599 vezes total

X
I 4.6 |

0¢/.
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CE Pré-rotacao

CE Pds-rotacéo

Carga de DEAE

‘DEAE FT

R

06-1-O¥

Vazio de DEAE

Eluato de DEAE © .

Cauda de eluato de DEAE
Lavagem de DEAE l

DEAE 2M NacCl

e
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FIG. 7A

RC-1-107 Cromatografia de IMAC
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FIG. 7B

1.0 RC-1-103 Cromatografia de IMAC
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Data [ 04/06/11 FIG. 8 ExpNa:i] RC-1-57 IMAC
dentidade de coluna i R{C-3-
Proteina total/ml de resina carregada 29 mg/mL
Peso
ou i . Proteina
Volume Prﬁ:gpa Cistationina do Z?}Lci):;éo Ur;gdt:idses Unidades total
(g ou Proteina na fragéo de exame de ensaio | em fracdo Fragao rec. de rec
Identidade de fraggo mL) | CONV.|(mg/mL)| (mg) {nmol.mL.hr) deSA. | ton) (%)
CE 16 1.0 15.3 2441 76039 20 24332 100 | 100.0% | 100.0%
Carga IMAC 347 1.0 7.6 264.7 40808 20 28321 107 | 116.4% | 1085%
IMAC FT 34.3 1.0 2.3 779 50 20 34 O 0.1% 31.9%
Lavagem Equil IMAC 32.6 1.0 28 916 4111 1 134 1 0.5% 37 5%
IMAC 5mM Imid. 34.3 1.0 0.6 19.2 9211 1 316 16 1.1% 7.9%
Vazio IMAC ‘ 6.9 1.0 0.4 3.0 3813 1 264 89 0.9% 1.2%
Parte frontal de eluato IMAC 4] 1.0 07 9.8 17625 L 1087 10 3.8% 4.0%
Eluato IMAC 16.6 1.0 4.5 772 75941 20 25212 3271 89.0% 31.6%
Cauda de eluato IMAC 67| 1.0 1.4 9.3 40388 5 1353 145| 4.8% 3.8%
IMAC 100mMImid.| 38| 10 | 04 16.7 20197 1109 66 39| 68w
Unidades de equilibrio | Proteina de equilibrio de massa
de massa
Tampdes 104.2% 115.1%
Carga 50 mM NiSO4
Equilibrio 0.02 M Na3PO4, 0.4 M NaCl, 0.002 M Imidazole, 0.01%Triton, pH 7.0
Lavagem 0.02 M Na3P0O4, 0.4 M NaCl, 0.005 M Imidazole, 0.01%Trifon, pH 7.0
Eluicao 0.02 M Na3PO4, 0.4 M NaCl. 0.050 M Imidazole, 0.01%Triton, pH 7.0
Tira 100 mM Imidazole
Higienizar 1 M NaOH
Armazenamento 0.001 M NaGCH

0c/el



Ensaio Bradford (proteina total) RC-1-57 IMAC FIG . 9
Data:  am7i2011
Curva padréo: Estoque de BSA: 2000 ugimL Amostras
N° de cavidade { ug/mL BSA | BSA {ul) Agua {uL}) Numero de amostras que nao inclui triplicatas:
i O O 40
2 50 1 39 Quantidade de reagente Bradford necesséria:
3 125 25 375
4 250 5 35
5 500 10 30
6 750 15 25
7 1000 20 20
Para 10 ml por padréao executar em 'triplicata
1 2 3 4 S 6 7 8 9 10 11 12
A Padrao 1 Padréo 1 Padréo 1 Amostra 1 | Amostra1 | Amostra 1 | Amostra9 | Amostra9 | Amostra9 | Amostra 17§ Amostra 17 | Amostra 17
B Padrao 2 Padréo 2 Padréo 2 Amostra 2 | Amostra2 | Amostra 2 | Amostra 10 | Amostra 10 } Amostra 10 } Amostra 18 | Amostra 18 | Amostra 18
C Padréo 3 Padréo 3 Padrao 3 Amostra 3 | Amostra 3 | Amostra 3 | Amostra 11 | Amostra 11 | Amostra 11 } Amostra 19 | Amostra 19 | Amostra 19
D Padrao 4 Padréo 4 Padréo 4 Amostra 4 | Amostra4 §{ Amostra 4 | Amostra 12 { Amostra 12 | Amostra 12 } Amostra 20 | Amostra 20 | Amostra 20
E Padréo 5 Padréo 5 Padrédo 5 Amostra5 | Amostra5 | Amostra 5 } Amostra 13| Amostra 13 | Amostra 13 | Amostra 21 | Amostra 21 { Amostra 21
F Padréo 6 Padréo 6 Padréo 6 Amostra 6 | Amostra6 | Amostra 6 | Amostra 14 | Amostra 14 | Amostra 14 § Amostra 22 { Amostra 22 | Amostra 22
G Padréo 7 Padrao 7 Padréo 7 Amostra 7 | Amostra 7 | Amostra 7 | Amostra 15 Amostra 15 | Amostra 15 } Amostra 23 | Amostra 23 | Amostra 23
H Amostra 8 | Amostra 8 | Amostra 8 | Amostra 16 | Amostra 16 | Amostra 16 § Amostra 24 | Amostra 24 | Amostra 24
1 Remover quantidade apropriada de reagentes e deixa-los chegar a TA
2 Adicionar 10 ul de padrédo ou amostra para cada cavidade Proteina Bradford
3 Adicionar 300 ul de reagente para cada cavidade com o uso de pipetas de canais multiplos Diluicéo {uL) Agua{uk} {ug/mL}) ug/ul
4 Incubar em TA 1 CE 100 2 198 15255.9 15.2559
5 Ler em VersaMax 2 Carga IMAC 50 4 196 7629.2 7.6292
3 IMAC F 50 4 3196 2270.7 2.2707
4  Lavagem de equil IMAC 25 8 192 2810.3 2.8103
SAC 5mM Lavagem de Imidazol 10 20 180 559.3 0.5593
6 Vazio de IMAC 10 20 180 432.3 0.4323
7 Parte frontal de eluato de IMAC 10 20 180 702.7 07027
8 Eluato IMAC 50 4 196 4643.2 46492
9 Cauda de eluato IMAC 25 8 192 1389 1.389
10 IMAC 100mM Imidizol 10 20 180 439.3 04393
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FIG. 10A

Gell
- TP .
Via Amostra Conc Conc. Para Diluicdo dTampa(t) Proteina ddH20
. gel € amostra (para 10 ug/25 ul) (un
(ug/ul} | (ug) X (ul)
1 Padrao BIORAD - - 1 1.00 11.50
2 |CE 15.256 10 1 0.66 11.84
3 Carga IMAC 7.6292 10 1 1.31 11.19
4 |IMACFT 2.2707 10 1 12.5 4.40 8.10
5 | Lavagem de equil IMAC 2.8103 10 1 3.56 8.94
6 | demic e 05593 | 10 1 12.50 0.00
A
L2
z 1 ;;‘";h -.-_'-_'_'_;,._ foptte— “‘"-6_

Apenas 7 ug
carregados

0¢/Sl



FIG. 10B
Gel1, o
TP Tamo
. Conc. P I ampao 0
Via Amosira Cone. | ST} Dilicao | soamcsta | a1y sgtsun | e
(ugiul) | (ug) (X} (ul)
1 Padr&o BIORAD - - 1 1.00 11.5
2 Carga IMAC 0.4323 10 { 12.50 0.00
3 Eluato anterior IMAC 0.7027 10 1 125 12.50 0.00
4 Eluato IMAC 4.6492 10 i ' 2.15 10.35
5 Cauda de eluato IMAC 1.389 10 | 7.20 53
6 IMAC 100mM Imidizol 0.4393 10 1 12.50 0.00
- 7.‘
%
b
| - ] .
1 2 3 4 5 &

Apenas 5,4 ug carregados

Apenas 8,78 ug carregados

Apenas 5,49 ug carregados
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FIG. 11

Extrato bruto de CBS em Sepharose FF QUeIante

Data | 02/18/11 L Exp. No. | RC-1-39
Identidade § RC-3-2 Quelante
de coluna | Seph. FF
Col Vol.= 6.2 mbL J Note: Nota: coluna carregada a 6,2 ml ]
Proteina total/ml de resina carregada 14 mg/mb l
Peso
ou
volume Cistationina Fator | Unidades | Unidades | Proteina
. {g ou Proteina Proteina total de ensaio de diluicdo totais Fragdo rec. total de rec.
ID de fragéo mL) | CONV. | (mg/mL) em frag&o {nmol.mL.hr) deensaio | emfragio| deSA. (%) (%}
CE 11 1.0 8.0 838.0 74067 10 8147 926 ] 100.0% 100.0%
Carga 11.4 1.0 8.1 923 82223 10 9373 101.5]115.0% | 104.9%
Vazio 16 1.0 0.3 4.8 7 1 0 0.0 0.0% 5.5%
FT/lavagem 62 1.0 1.2 74 4 5939 1 368 49 4.5% 84 5%
Eluato 25 1.0 2.1 525 56851 5 7106 13541 87.2% 58.7%
500 mM Tira de imidizol 36§ 10 02 7.2 1152 1 41 58 0.5% 8.2%
_ ggiggiiz (Elgeegtéil)ibrio Proteina de equilibrio de massa
Recuperagao em eluato
Tampdes (dacarga) 75 8% 92.3% 152.4%
Equilibrio 0.02 Fosfato , 0.002M Imidazol , 3.4 M NaCl pH 7.0
' Unidades de equilibrio de massa (de carga)
Lavagem 0.02 Fosfato ,0.002M Imidazol , 0.4 M NaCI pH 7.0 80.2%
Eluicéo 0.02 Fosfato ,0.1M Imidazol, 0.4 M NaCl, pH 7.0
Tira 0.5 M Imidazol
Higienizar 1.0 M NaOH
Armazenamento 0.001 v NaOCH
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FIG. 12

Ensaio Bradford (proteina total) RC-1-63
| Data:} 471872011
Curva padrao: . BSA Stock: 2000jug/mL Amostras:
N° de cavidade Jugfmt BSA} BSA (ul) Agua (uL) | Namero de amostras (ndo inclui triplicatas) )

1 0 0 40 1 I ]

2 50 1 39 Quantidade de reagente Bradford necessaria 15.4

3 125 25 37.5

4 250 5 35

5 500 10 30 L

5] 750 15 25

7 1000 20 20

L Para 10 ul por padrdo executar em triplicata
i 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1i 12

A Padrao 1 Padrao 1 Padréo 1 § Amostra 1 | Amostra 1| Amostra 1 § Amostra9 | Amostra9 | Amostra9 [ Amostra 17 Amostra 17| Amostra 17]
B Padréo 2 Padréo 2 Padrdo 2 | Amostra 2 | Amostra 2{ Amostra 2 ¥ Amostra 10| Amostra 10| Amostra 10 Amostra 18] Amostra 18| Amostra 18
C Padrdo 3 Padrao 3 Padrdo 3 | Amostra3| Amostra 3| Amostra 3 § Amostra 11| Amostra 11| Amostra 11 | Amostra 19] Amostra 19] Amostra 19
D Padréo 4 Padréo 4 Padrdo 4 § Amostra4 | Amostra 4| Amostra 4 § Amostra 12| Amostra 12| Amostra 12 {Amostra 20} Amostra 20| Amostra 20
E Padrao 5 Padrao 5 Padrao 5 | Amostra 5 | Amostra 5| Amostra 5 § Amostra 13/ Amostra 13] Amostra 13 | Amostra 21} Amostra 21} Amostra 21
F Padrao 6 Padrao 6 Padrao 6 § Amostra 6 | Amostra 6] Amostra 6 § Amostra 14} Amostra 14] Amostra 14 § Amostra 22} Amostra 22| Amostra 22
G Padrao 7 Padrao 7 Padréo 7 { Amostra 7 | Amostra 7| Amostra 7 f Amostra 15 Amostra 15| Amostra 15 fAmostra 23 Amostra 23| Amostra 23
H Amostra 8 { Amostra 8 | Amostra 8 § Amostra 16| Amostra 16] Amostra 16 JAmostra 24| Amostra 24| Amostra 24

Remover (juantidade apropriada de reagentes e deixa-los chegar a TA

Adicionar 10 ul de padrao ou amostra para cada cavidade E

i

|
2
3| Adicionar 300 ul de reagente a cada cavidade com o uso de pipetas de canais multiplos
4
5

Incubar em TA
Ler em VersaMax
L Proteina Agua Bradford
N° de amostra Diluicao {ul} {uL) {ug/mL) ugiubL

1} Carga de CE pos-rotagdo 100 2 198 32187.209) 32.187209
2 Lavagem de equil 20 10 190 11830.182 ] 11.830182
3 FT 10 20 180 3316.385 | 3.310385
4 5miVl Lavagem 10 20 180 252.568 | 0.252568
5 8mM Lavagem 10 20 180 670.278 | 0.670278 ]
B 20mM Lavagem 10 20 180 $24.895 | 0.52480%5
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FIG. 13
— ﬁ.__ e _.._pr__,f,ﬁ, e e - . —
Via Amostra Conc. Conc. para Diluigdo Jampac Proteina ddH20
ful gel X de(alTﬁStra (para 10 ug/25 ul) (Ul)
| (ug/ul) (ug) (X)
1 Padr&o BIORAD - - 1 1.00 11.50
2 Lavagem de equil 11.83 10 1 0.85 11.65
3 5mM Lavagem 0.2526| 10 1 125 12.50 0.00
4 8mM Lavagem 0.6703]| 10 1 12.50 0.00
5 20mM Lavagem 0.5249 10 1 12.50 0.00
s
T SRR -
Fr RIS
- 1 - . . c

3,16 ug de proteina carregada
8,38 ug de proteina carregada

6,56 ug de proteina carregada

0c/6l



Fluxograma de processo FIG. 14

Lote fermentador de 100 litros

Supor 500 g de proteina total,
100 g no lote

Coluna
de 25 litros, 85%
de rendimento

Processo
Coluna de 4 colunas
de 17 litros, 80% Coluna de 7 litros, 90%
e rendimento _—'ﬁ* de rendimento
Processo Coluna de 8 litros, 85%
de 3 colunas de rendimento

Coluna

de 8 litros, 85% : apro?(?;l;?izrrzrente
de rendimento 1 50 gramas de CBS

Recuperar aproximadamente 55 gramas de CBS Recover approx. 50 grams CBS
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