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"PRODUCAO DE PROTEINAS DE FUSAO DE
GLUCOCEREBROSIDASE (GCD) GLICOSILADA EM CULTURA DE PLANTAS".

[0001] A presente patente de privilégio de
invencao se refere a células hospedeiras transformadas para
a producao de proteinas de alta manose e um método e sistema
para produgao dessas proteinas, especificamente em cultura de
plantas.

[0002] A doenca de Gaucher é o disturbio de
armazenamento lisossémico mais predominante. E causada por um
disturbio genético recessivo (cromossomo 1 g21 - g31)
resultando na deficiéncia de glicocerebrosidase, também
conhecida como glicosilceramidase, que é uma enzima
lisossbmica ligada por membrana que catalisa a hidrdlise da
glicocerebrosidase glicosfingolipideo (glicosilceramida,
GlcCer) para glicose e ceramida. A doenca de Gaucher é causada
por mutacdes de ponto no gene (GBA) de Hgcd
(glicocerebrosidase humana), que resulta na acumulacao de
GlcCer nos lisossomos de macrdéfagos. As células de
armazenamento caracteristicas, chamadas células de Gaucher,
sdao encontradas no figado, baco e tutano. Os sintomas clinicos
associados incluem hepatosplenomegalia, anemia,
trombocitopenia e deterioracao do esqueleto.

[0003] O gene que codifica a GCD humana foi
sequenciado pela primeira vez em 1985 (6). A proteina consiste
de 497 aminodcidos derivados de um propeptideo 5 3 6-mer. A

hGCD madura contém cinco sequéncias de consenso de aminoacido
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de N-glicosilacdo (Asn-X-Ser/Thr). Quatro desses locais séo
normalmente glicosilados. A glicosilacdo do primeiro local é
essencial para a producgdo de proteina ativa. Ambas as cadeiras
de alta manose e oligossacarideo complexo foram identificadas
7. A hGCD de placenta contém 7% carboidrato, 20% dos quais é
do tipo alta manocse 8. Estudos de mutagénese biogquimica e
voltada para o local forneceram um mapa inicial de regides e
residuos importantes para multiplicacao, interacdo de
ativadores e local ativo 9.

[0004] O tratamento de hGCD de placenta com
neuraminidase (produzindo uma enzima asialo) resulta em
aumento do clearance e taxas de ingestdo por células de figado
de ratos com aumento concomitante da atividade enzimatica
hepatica (Furbish et al., 1981, Biochim. Biophys. Acta 673:
425-434). Esse hGC da placenta modificado por glicano é
atualmente usado como agente terapéutico no tratamento da
doenca de Gaucher. Estudos de mutagénese bioquimica e voltada
para o local forneceram um mapa inicial de regides e residuos
importantes para multiplicacdo, interacdo de ativadores e
local ativo [Grace et al., J. Biol. Chem. 269: 2283-2291
(1994)1].

[0005] HA trés tipos diferentes de doenca de
Gaucher, cada uma determinada pelo nivel de atividade de hGC.
As células principais afetadas pela doencga sao os macroéfagos,
que sao altamente alargados em funcao da acumulacao de GlcCer,
e assim chamadas de "células de Gaucher".

[0006] A identificacdo de um defeito em GCD
como a causa primdria da doenca de Gaucher levou ao
desenvolvimento da terapia de substituicdo de enzima como

estratégia terapéutica para esse disturbio.
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[0007] De Duve sugeriu primeiramente que a
substituicdo da enzima lisossdmica faltante com enzima
exdgena biologicamente ativa pode ser uma abordagem viavel
para o tratamento de doencas de armazenamento lisossbdmico [Fed
Proc 23 1045 (1964)].

[0008] Desde aquela época, vVvarios estudos
sugeriram gque a terapia de substituicdo de enzima pode ser
benéfica no tratamento de varias doencas de armazenamento
lisossbémico. Foi mostrado sucesso maior com individuos com
doenca de Gaucher do tipo I, que foram tratados com enzima
exdgena (B—glicocerebrosidase), preparada a partir de
placenta (Ceredasem™) ou, mais recentemente, de forma
recombinante (Cerezyme™) .

[0009] Glicocerebrosidase ndo—-modificado
derivado de fontes naturais ¢ uma glicoproteina com quatro
cadeias de carboidratos. Essa proteina ndao objetiva as células
fagdécitas no corpo portanto é de valor terapéutico limitado.
No desenvolvimento da atual terapia para doenca de Gaucher,
0s acucares terminais nas cadeias de carboidratos de
glicocerebrosidase sao removidos sequencialmente pelo
tratamento com trés glicosidases diferentes. Esse tratamento
com glicosidase resulta em uma glicoproteina cujos acglcares

terminais consistem de residuos de manose. Uma vez Jque OS

fagdcitos tém receptores de manose que reconhecem
glicoproteinas e glicopeptideos com cadeias de
oligossacarideos que terminam em residuos de manose, a

remodelagem de carboidratos de glicocerebrosidase aprimorou
a objetivacdo da enzima para essas células [Furbish et al.,
Biochim. Biophys. Acta 673: 425, (1981)].

[0010] Conforme aqui indicado, a glicosilacéo
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exerce um papel crucial na atividade de hGCD, portanto a
deglicosilagcdo de hGCD expressada em linhas celulares
utilizando tunicamicina (células Sf9} ou mutacgdes de ponto
abolindo todos os locais de glicosilacdo (células Sf9 e COS-—
1), resulta na perda completa da atividade enzimdtica. Além
disso, descobriu-se que o hCGD expresso no FE. coli era
inativo. Mais pesquisas indicaram a significdncia dos varios
locais de glicosilacédo para atividade de proteina. Em adicéao
ao papel da glicosilacdo na real atividade de proteina, a
enzima produzida comercialmente contém modificagdes de
sequéncia que facilitam o fornecimento de droga especifica.
As proteinas glicosiladas sdo remodeladas apds a extracado para
incluir somente manose contendo sequéncias de glicano.

[0011] A enzima GCD humana contém 4 locails de
glicosilagcdo e 22 1lisinas. A enzima produzida de forma
recombinante (Cerezyme™) difere da enzima de placenta
(Ceredase™) em posicado 495 em que uma arginina foi substituida
por uma histidina. Mais além, a composicdo de oligossacarideos
difere entre o recombinante e a GCD de placenta retém uma
cadeia de alta manose. Conforme acima mencionado, ambos oS
tipos de GCDs sao tratados com trés diferentes glicosidases
(neuraminidase, galactosidase e P-N acetil glicosaminidase)
para expor manoses terminais, que possibilitam objetivar
células fagdcitas. Uma preparacao farmacéutica composta da
enzima produzida de forma recombinante é descrita na patente
americana n°® 5.549.892. Deve ser notado que todas as
referéncias mencionadas sdo aqui incorporadas por meio de
referéncia em sua totalidade.

[0012] Um prejuizo associado a terapia de

substituicdo de enzima lisossdmica existente é que a
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bicatividade in vivo da enzima ¢é indesejavelmente baixa,
talvez por causa da baixa ingestdo, objetivacdo reduzida a
lisossomos das células especificas em gque o substrato é
acumulado e uma meia-vida funcional curta nas lisossomos.

[0013] Outra desvantagem importante das
enzimas GCD- recombinantes é o seu custo, que pode causar um
enorme prejuizo econdmico nos sistemas de saude. O alto custo
dessas enzimas recombinantes resulta de um complexo protocolo
de purificacao, e as quantidades relativamente grandes de
terapéutica necessaria para os tratamentos existentes. H4E,
portanto, uma necessidade urgente de se reduzir o custo de
GCD para que essa terapia salva-vidas possa ser fornecida a
todos que dela necessitem, de forma mais acessivel.

[0014] As proteinas para uso farmacéutico sao
tradicionalmente produzidas em sistemas de expressao
mamiferos ou bacterianos. Na década passada, um novo sistema
de expressao foil desenvolvido nas plantas. Essa metodologia
utiliza Agrobacterium, uma bactéria capaz de inserir
moléculas uUnicas de DNA presas (T-DNA) no genoma da planta.
Em funcédo da relativamente simplicidade de introducdo de genes
para produgcdo em massa de proteinas e peptideos, essa
metodologia estd se tornando cada vez mais popular como um
sistema alternativo de expressao de proteina 1.

[0015] Enquanto as modificacdes pds—
translacionais nao existem em sistemas de expressao
bacterianas, os sistemas de expressao derivados de planta
facilitam essas modificacgdes conhecidas por serem cruciais
para a expressdo e atividades proteinas. Uma das principais
diferencas entre o sistema de expressdo de proteinas mamifero

e o de plantas € a variacdo das cadeias laterais de acglUcar de
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proteina, causada pelas diferencas nas trilhas
biossintéticas. A glicosilacdo foi mostrada como tendo um
profundo efeito sobre a atividade, multiplicacéao,
estabilidade, suscetibilidade a proteases, taxa de clearance
do sangue e potencial antigénico de proteinas. Entédo, qualguer
produgcdo de proteina nas plantas deve levar em consideracéao
as potenciais ramificacdes da glicosilacdo da planta.

[0016] A glicosilacdo da planta é dividida em
duas categorias: modificacdes de ligacdo N e ligacao O (2).
Esses dois tipos diferem no aminodcido ao qual a porcgao de
glicano é ligada a N sdo ligados aos residuos de Asn, enquanto
a ligacédo O é a ligacédo a residuos de Ser ou Thr. Além disso,
as sequéncias de glicano de cada tipo possuem caracteristicas
exclusivas. Dos dois tipos, a glicosilacgdo ligada a N é mais
abundante, e seu efeito sobre a funcdo de proteina foi
extensivamente estudado. Glicanos ligados a O, por outro lado,
sdo relativamente escassos e had menos informacgdes sobre seus
efeitos sobre as proteinas.

[0017] A técnica anterior ndo ensina ou sugere
um dispositivo, sistema ou método para producao seletiva de
proteinas glicosiladas na cultura de plantas. A técnica
anterior também ndo ensina ou sugere um dispositivo, sistema
ou método para producgdo de proteinas de alta manose na cultura
de plantas. A técnica anterior também ndo ensina ou sugere um
dispositivo, sistema ou método para producdo de proteinas na
cultura de planta por meio do reticulo endoplasmatico (RE).
A técnica anterior também ndo ensina ou sugere um dispositivo,
sistema ou método para producdo de proteinas em cultura de
plantas por meio do reticulo endoplasmatico (RE) enquanto

passa pelo corpo Golgi. A técnica anterior também ndo ensina
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ou sugere um dispositivo, sistema ou método para producdo de
proteinas em cultura de plantas pelo uso de um sinal de RE
para passar pelo corpo Golgi.

[0018] A presente invencao supera essas
desvantagens da técnica anterior fornecendo um dispositivo,
sistema ou método para producado de proteinas glicosiladas na
cultura de plantas, em especifico, proteinas com uma
glicosilagcao de alta manose, ao mesmo tempo em que opcional
e preferivelmente objetiva (e/ou de outra forma manipula o
processamento de) tais proteinas com um sinal de RE. Sem
desejar ser limitado a uma Unica hipdétese, acredita-se que
essa objetivacdo faz as proteinas passarem pelo corpo Golgi
e com isso retém a desejada glicosilacgdo, em especifico a
glicosilacdo de alta mano se. Deve ser notado que o termo
"cultura de plantas", conforme aqui wutilizado, inclui
qualquer tipo de célula de planta transgénica e/ou de outra
forma transformada geneticamente que é cultivada na cultura.
A engenharia genética pode ser opcionalmente permanente ou
transitéria. Preferivelmente, as células de caracteristicas
de cultura que nao sao montadas para formar uma planta
completa, de modo que no minimo uma estrutura bioldgica de
uma planta ndo estd presente. Opcional e preferivelmente, a
cultura pode ter uma pluralidade de tipos diferentes de
células de plantas, mas preferivelmente a cultura possui um
tipo especifico de célula de plantas. Deve ser observado que
opcionalmente as culturas de plantas com um tipo especifico
de células de plantas podem ser originalmente derivadas de
uma pluralidade de tipos diferentes dessas células de plantas.

[0019] As células de ©plantas podem ser

cultivadas de acordo com qualgquer tipo de método de subcultivo

Peticdo 870190028531, de 25/03/2019, pag. 23/135



8/113

adequado, incluindo sem limitac¢des a cultura em uma superficie
sélida (como um recipiente ou placa de plastico para cultura,
por exemplo) ou em suspensao.

[0020] A invencédo se refere também a vetores
e métodos de expressido e producdo de enzimas lisossbmicas de
alta manos e enzimaticamente ativas usando raiz de plantas
transgénicas, em especifico, células de cenoura. Mais
especificamente, a invencdo se refere a células hospedeiras,
em especifico células de cenouras suspensas transgénicas,
vetores e métodos para expressdao de alta produgido e producgao
de Glicocerebrosidase de alta manose Dbiologicamente ativa
(GCD) . A invencao fornece ainda composicdes e métodos para
tratamento de doencas de armazenamento lisossdmico.

[0021] A presente invencao é também composta
de um dispositivo, sistema e método para fornecer quantidade
suficiente de enzimas lisossbmicas biologicamente ativas e,
especificamente, GCD humana, a células deficientes. A
presente invencgao é também de células hospedeiras
compreendendo composig¢des novas de vetores que permitem a
producdo eficiente de genes que codificam as enzimas
lisossbmicas, como GCD.

[0022] A presente invencao portanto resolve a
antiga necessidade de uma tecnologia economicamente viavel
para producdao de proteinas com exigéncias de glicosilacgao
especificas, como a glicosilacdo de alta manose de enzimas
lisossbébmicas como GCD, por exemplo. A presente invencdo pode
resolver essa necessidade antiga utilizando cultura de
células de plantas.

[0023] A fim de explicar melhor a presente

invencdo, uma breve explicacdo da trilha biossintética de
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proteinas de alta manose é agora fornecida. A trilha
biossintética bédsica de glicanos de alta manose e com ligacdes
N complexas é altamente conservada entre todos os eucariotes.
A biossintese comeca no Reticulo Endoplasmatico (RE) com a
transferéncia do precursor de glicano de um veiculo lipidico
dolicol a um residuo de Asn especifico sobre a proteina pela
transferase de oligossacaril. O precursor € subsequentemente
modificado no RE pelas glicosidases I e II e uma manosidase
hipotética para produzir estruturas de alta manose, similares
ao processo que ocorre em mamiferos.

[0024] As modificacdes posteriores da
sequéncia de glicano as estruturas hibridas ocorrem no Golgi.
Tais modificacgdes incluem a remogdo de um dos quatro residuos
de manose por a-manosidase I, adicdo de um residuo de N-acetil
glicosamina, remocdo dos dois residuos de manose adicionais
por o-manosidase II, adicdo de N-acetilglicosamina e
opcionalmente, nesse estdgio, residuos de xilose e fucose
podem ser adicionados para produzir glicanos ligados a N
especificos de plantas. Apds a transferéncia de xilose e
fucose ao nucleo, glicanos N do tipo complexo podem ser ainda
processados por meio da adigdo de fucose e galactose terminal.
Outras modificacgdes podem ocorrer durante o transporte de
glicoproteinas.

[0025] Varias abordagens sdo atualmente usadas
na técnica anterior para controlar e ajustar a glicosilacéo
de proteinas nas plantas, todas tém deficiéncias
significantes, especificamente em comparacdo com a presente
invencao. Modificacgdes grandes, como a inibicdo completa de
glicosilagdao ou a remocao de locais de glicosilacdo da cadeia

de peptideos é uma estratégia. Entretanto, essa abordagem pode
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resultar em defeitos estruturais. Uma abordagem adicional
envolve combate e introducdo de enzimas de processamento de
carboidratos especificas. Novamente, essa abordagem é dificil
e também pode ter efeitos prejudiciais sobre as préprias
células de plantas.

[0026] A presente invencao supera essas
deficiéncias de abordagem da técnica anterior com ouso de um
sinal de RE e/ou pelo blogqueio de secrecdo de RE para o corpo
de Golgi. Sem desejar se limitar a uma Unica hipdtese, uma
vez que a estrutura de alta manose de enzimas lisossdmicas é
preferida, se a secrecdo puder ser bloqueada e a proteina
puder ser mantida no RE, as estruturas de alta manose e sao
obtidas sem necessidade de remodelagem.

[0027] Conforme acima indicado, as proteinas
transportadas por meio do sistema de endomembrana passam
primeiramente pelo reticulo endoplasmadtico. O sinal de
transporte necessdrio para essa etapa é representado por uma
sequéncia de sinal no fim do terminal N da molécula, o chamado
peptideo de sinal. Assim que esse peptideo de sinal alcancga
sua funcdo, que é inserir a proteina precursora ligada a ele
no reticulo endoplasmatico, é separado de forma proteolitica
da proteina precursora. Em virtude de sua funcao especifica,
esse tipo de sequéncia de peptideo de sinal foi conservado a
um alto grau durante a evolugcdo em todas as células vivas,
independentemente de serem bactérias, leveduras, fungos,
animais ou plantas.

[0028] Muitas proteinas de plantas, dgue sao
inseridas no reticulo endoplasmatico em virtude do peptideo
de sinal ndo residir no RE, mas sdo transportadas de reticulo

endoplasmatico ao Golgi e continuam trafegando do GOlgi para
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os vacuolos. Uma classe desses sinais de sorteio desses
residuos de tradfego sdo sinais que residem na terminal e da
proteina precursora [Neuhaus e Rogers I (1998) Plant Mol.
Biol. 38: 127-144] Espera—-se que as proteinas contendo
peptideo de sinal de terminal N para insercdo no reticulo
endoplasmatico e um sinal de objetivacdo vacuolar de terminal
C contenham glicanos complexos, que sao ligados a elas no
Golgi [Lerouge et al., (1998) Plant Mol. Biol. 38: 31-48]. A
natureza de tais sinais de sorteio de terminal C pode variar
de forma muito ampla. A patente americana ng 6.054.637
descreve fragmentos de peptideos obtidos da regido de
quitinase basica de tabaco, que é uma proteina vacuolar que
age como peptideos de objetivacdo wvacuolar. Um exemplo de
proteina vacuolar contendo um sinal de objetivacdo de terminal
C e glicanos complexos € a proteina de armazenamento de
faseolina de sementes de feijao (Frigerio et al., (1998) Plant
Cell 10: 1031-1042; Frigerio et al., (2001) Plant Cell 13:
1109-1126].

[0029] O paradigma é que em todas as células
eucaridticas as proteinas vacuolares passam pelo RE e o Golgi
antes de se separar no vacuolo como seu destino final.
Surpreendentemente, as células de raizes de plantas
transformadas da presente invencdo produziram uma inesperada
GCD de alta manose. Vantajosamente, descobriu-se que esse
produto de alta manose é biologicamente ativo e, portanto,
ndo foram necessdrias mais etapas para sua ativacdo. Sem
desejar se limitar a uma Unica hipdtese, aparentemente o uso
de um sinal de RE com a proteina recombinante produzida na
cultura de célula de plantas pdde superar o transporte ao

Golgi, e entao reter a desejada glicosilacao de alta manos e.
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Opcionalmente, gqualquer tipo de mecanismo gque é capaz de
produzir glicosilagdo de alta manose, incluindo qualgquer tipo
de mecanismo para passar pelo Golgi, pode ser usado de acordo
com a presente invencgao.

[0030] Em um primeiro aspecto, a presente
invencdo se refere a uma célula hospedeira que produz uma
proteina recombinante de alta manose de interesse. Essa célula
pode ser transformada ou transfectada com uma molécula de
dcido nucléico recombinante codificando uma proteina de
interesse ou com um vetor de expressao compreendendo a
molécula de &cido nucléico. Essa molécula de acido nucléico
¢ composta de uma primeira sequéncia de &cido nucléico
codificando a proteina de interesse ligada de forma operéavel
a uma segunda sequéncia de &cido nucléico codificando um
vacuolar objetivando um peptideo de sinal. A primeira
sequéncia de 4acido nucléico pode ser ainda opcionalmente
ligada de forma operdvel a uma terceira sequéncia de acido
nucléico codificando um RE (reticulo endoplasméatico)
objetivando um peptideo de sinal. A célula hospedeira da
invengcao € caracterizada pelo fato de que a proteina se é
produzida pela célula de forma altamente manosilada.

[0031] A célula hospedeira da invencao pode
ser uma célula eucaridética ou procaridtica.

[0032] Em uma configuracéao, a célula
hospedeira da invencéao é uma célula procaridética,
preferivelmente uma célula bacteriana, mais preferivelmente,
uma célula Agrobacterium tumefaciens. Essas células sao
usadas para infectar as células hospedeiras de plantas
preferidas abaixo descritas.

[0033] Em outra configuracao preferida, a
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célula hospedeira da invencdo pode ser uma célula eucaridtica,
mais preferivelmente, uma célula de plantas, e mais
preferivelmente uma célula de raiz selecionada do grupo gue
consiste de célula de salsdo, célula de gengibre, célula de
rabanetes e célula de cenouras transformada de Agrobacterium
rihzogenes.

[0034] Em uma configuracédo preferida, a célula
de raiz é uma célula de cenouras. Deve ser nota do que as
células de cenoura transformadas da invencdo sao cultivadas
em suspensao. Conforme acima mencionado e descrito nos
Exemplos, essas células forma transformadas comas células de
Agrobacterium tumefaciens.

[0035] Em outra configuracdo, a molécula de
dcido nucléico recombinante compreendida na célula hospedeira
da invencao é composta de uma sequéncia de &cido nucléico
codificando wuma enzima lisossbmica que estd em ligacao
operdvel com uma segunda sequéncia de 4cido nucléico
codificando um vacuolar objetivando um peptideo de sinal
derivado do gene A de qguitinase de tabaco. Esse peptideo de
sinal wvacuolar tem a sequéncia de amino &cidos conforme
denotada pela SEQ ID NQ: 2. A primeira sequéncia de acido
nucléico pode ser ainda opcionalmente ligada de forma operavel
com uma terceira sequéncia de acido nucléico codificando um
RE (reticulo endoplasméatico) objetivando um peptideo de sinal
conforme denotado pela SEQ ID N° 1. Em uma configuracdo, a
molécula recombinante de 4acido nucléico compreendida na
célula hospedeira da invencdo é composta ainda de um promotor
que é funcional em células de plantas. Esse promotor deve ser
ligado de forma operdvel a molécula recombinante da invencgao.

[0036] Em outra configuracido, essa molécula
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recombinante de acido nucléico pode ainda opcionalmente ser
composta de um finalizador ligado de forma operdvel gque seja
preferivelmente funcional nas células de plantas. A molécula
recombinante de 4cido nucléico da invencdo pode ainda
opcionalmente ser composta de controle adicional, elementos
promotores e reguladores e/ou marcadores seleciondveis. Deve
ser observado que esses elementos reguladores sao ligados de
forma operavel a molécula recombinante.

[0037] Em uma configuracao preferida, a
proteina de alta manose de interesse produzida pela célula
hospedeira da invencdo pode ser uma glicoproteina de alta
manose com residuos terminais de manose expostos.

[0038] Essa proteina de alta manose pode estar
de acordo com outra configuragcdao preferida, uma enzima
lisossbmica selecionada do grupo que consiste de
glicocerebrosidase (GCD) , esfingomielinase acido,
hexosaminidase, o-N-acetilgalactosaminidise, lipase &cida, o-
galactosidase, glicocerebrosidase, o-L-iduronidase,
iduronato sulfatase, o-manosidase e sialidase. Em uma
configuracdo preferida, a enzima lisossdmica pode ser a
glicocerebrosidase (GCD) humana. Doravante, GCD recombinante,
rGCD, rhGCD, todos se referem as varias formas de GCD humana
recombinante, a menos que de outra forma indicado.

[0039] Conforme descrito anteriormente, a
doenca de Gaucher, o mails prevalecente disturbio de
armazenamento lisossbémico, é causada por mutacdes de ponto no
gene (GBA) de hGCD (glicocerebrosidase humana), o que resulta
em acumulacdo de GlcCer nas lisossomos de macrdédfagos. A
identificacdo de deficiéncia de GCD como a causa primdria da

doenca de Gaucher 1levou ao desenvolvimento da terapia de
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substituicdo de enzima como estratégia terapéutica para esse
disturbio. Entretanto, a glicosilagdo exerce um papel crucial
na atividade de hGCD e ingestdo a células alvo.

[0040] Portanto, de acordo com outras
configuragdes preferidas da ©presente invencao, a hGCD
adequadamente glicosilada é preferivelmente fornecido pelo
controle da expressdao de hGCD na cultura de células de
plantas, opcional e mais preferivelmente fornecendo um sinal
de RE e/ou de outra forma opcional e mais preferivelmente
bloqueando o transporte ao Golgi.

[0041] Opcional e preferivelmente, o hGCD tem
no minimo uma cadeia de oligossacarideo composto de um residuo
de manose exposto para o tratamento ou prevencdo de doenca de
Gaucher.

[0042] Mais ainda, em uma configuracéo
especifica, essa célula hospedeira preferida é transformada
ou transfectada por urna molécula recombinante de 4acido
nucléico que é composta ainda de um promotor 3°S de Virus de
Mosaico da Couve-Flor, um finalizador de sintese de octopina
de Agrobacterium tumefaciens, e o elemento regulador seja o
elemento aprimorador translacional ©&mega de TMV (Virus de
Mosaico de tabaco). De acordo com uma configuracao preferida,
essa molécula recombinante de acido nucléico é composta da
sequéncia de 4dcido nucléico substancialmente conforme
denotado por SEQ ID N2: 13 e codifica um GCD de alta manose
com a sequéncia de amincdcidos substancialmente conforme
denotado pela SEQ ID N 2: 14.

[0043] Deve ser apreciado que a presente
invencao fornece ainda um vetor de expressdo composto de uma

molécula de &cido nucléico codificando uma enzima lisossdmica
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biologicamente ativa.

[0044] Em uma configuracao preferida, o vetor
de expressido da invencdo é composto de uma molécula de acido
nucléico codificando uma glicocerebrosidase (GCD) humana de
alta manose biologicamente ativa. Preferivelmente, esse vetor
de expressao preferido é composto de uma molécula recombinante
de &4cido nucléico gque tem a sequéncia de 4cido nucléico
conforme denotado por SEQ ID N° 13.

[0045] Em um segundo aspecto, a presente
invencdo se refere a uma proteina de alta manose recombinante
produzida pela célula hospedeira da invencgao.

[0046] Em uma configuracdo preferida, essa
proteina de alta manose pode ser uma enzima lisossdbmica de
alta manose biologicamente ativa selecionada do grupo dJque
consiste de glicocerebrosidase (GCD), esfingomielinase &cido,

hexosaminidase, o-N-acetilgalactosaminidise, lipase &cida, a-

galactosidase, glicocerebrosidase, o-L-iduronidase,
iduronatosulfatase, o—manosidase e sialidase. Mais
preferivelmente, essa enzima lisossbmica pode ser

glicocerebrosidase (GCD) humana.

[0047] Mais além, a 1invencao fornece uma
enzima recombinante lisossbmica de alta manos e
biologicamente ativa com no minimo uma cadeia de
oligossacarideos composta de um residuo de manose exposto.

[0048] De acordo com uma configuragdo a enzima
recombinante lisossbmica da invencdo pode se aglutinar a um
receptor de manose em uma célula alvo em um local alvo.
Preferivelmente, esse local pode estar dentro de um paciente
sofrendo de doenca de armazenamento lisossdmico.

[0049] Deve ser observado gque a enzima
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recombinante lisossdmica tem aumento de afinidade na célula
alvo, em comparagao com a afinidade correspondente de uma
enzima lisossdmica que ocorre naturalmente na célula alvo. Em
uma configuragdo especifica, a célula alvo no local alvo pode
ser uma célula Kupffer no figado do paciente.

[0050] Em uma configuracao preferida, a enzima
recombinante lisossdmica pode ser selecionada do grupo gue
consiste de glicocerebrosidase (GCD) , esfingornielinase
acido, hexosaminidase, ao—Nacetilgalactosaminidise, lipase
adcida, o-galactosidase, glicocerebrosidase, a-L-iduronidase,
iduronatosulfatase, o-manosidase e sialidase.

[0051] Mais preferivelmente, essa enzima
recombinante lisossdmica é glicocerebrosidase (GCD).

[0052] Em um terceiro aspecto, a invencgédo se
refere a um método de produgcdo de uma proteina de alta manose.
Coerentemente, o método da invencao é composto das etapas de:
(a) preparagcdo de uma cultura para células hospedeiras
recombinantes transformadas ou transfectadas com um
polinucleotideo recombinante codificando uma proteina
recombinante de interesse ou com um vetor de expressao
composto das moléculas recombinantes de &cido nucléico; (b)
cultivo da cultura de células hospedeiras sob condigdes que
permitem a expressdo da proteina, caracterizado pelo fato de
que as células hospedeiras produzam a proteina de forma
altamente manosilada; (c) recuperacdo da proteina das células
e colheita das células da cultura fornecidas em (a); e (d)
purificacdo da proteina da etapa (c) por um método de
purificacdo de proteina adequado.

[0053] De acordo com uma configuracao

preferida, a célula hospedeira usada por esse método é a

Peticdo 870190028531, de 25/03/2019, pag. 33/135



18/113

célula hospedeira da invencéo.

[0054] Em outra configuracao preferida, a
proteina de alta manose produzida pelo método da invencédo pode
ser uma enzima lisossémica de alta manose biologicamente ativa
com no minimo urna cadeia de oligossacarideos composta de
residuo de manose exposto.

[0055] Essa enzima recombinante pode se
aglutinar a um receptor de manose em uma célula alvo em um
local alvo. Mais especificamente, a enzima recombinante
produzida pelo método da invencgdo tem afinidade aumentada na
célula alvo, em comparacdo com a afinidade correspondente de
uma enzima lisossdmica que ocorre naturalmente com a célula
alvo. Coerentemente, a célula alvo no local alvo pode ser uma
célula Kupffer no figado do paciente.

[0056] Em uma configuracdo especifica, essa
enzima lisossbmica pode ser selecionada do grupo gue consiste
de glicocerebrosidase (GCD) , esfingomielinase acido,

hexosaminidase, oa—-Nacetilgalactosaminidise, lipase &acida, o-

galactosidase, glicocerebrosidase, o-L-iduronidase,
iduronatosulfatase, o-manosidase e sialidase. Mais
preferivelmente, essa enzima lisossbmica pode ser

glicocerebrosidase (GCD).

[0057] Em outra configuracdo preferida, a
célula hospedeira usada pelo método da invencao pode ser uma
célula de raiz selecionada do grupo que consiste de célula de
salsdo, célula de gengibre, célula de rabanetes e célula de
cenouras transformada de Agrobacterium rihzogenes. Mais
preferivelmente, a célula de raiz ¢ uma célula de cenouras.
Deve ser notado especificamente que no método da invencédo, as

células de cenoura transformadas da invencdo sdao cultivadas
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em suspensao.

[0058] Em um outro aspecto, a presente
invencdo se refere a um método para tratamento de um paciente
com doenca de armazenamento lisossbmico utilizando enzima
recombinante lisossbmica exdgena, composto de: (a)
fornecimento de uma forma recombinante biologicamente ativa
de enzima lisossdémica purificada de células transformadas de
raiz de plantas, e capaz de apontar eficientemente as células
deficientes na enzima lisossbémica. Essa enzima recombinante
biologicamente ativa tem residuos de manose terminal
exibicionismo nos oligossacarideos anexados; e (b)
administracdo de uma qgquantidade terapeuticamente eficaz da
enzima lisossdmica recombinante Dbiologicamente ativa ao
paciente. Em uma configuracao preferida, a enzima
recombinante lisossbmica de alta manose usada pelo método da
invencao pode ser produzida pela célula hospedeira da
invencao. Preferivelmente, essa célula hospedeira € uma
célula de cenoura.

[0059] Em ainda outra configuracao preferida,
a enzima lisossdmica usada pelo método da invengcao pode ser
uma enzima lisossdbmica de alta manose seja composta de no
minimo uma cadeia de oligossacarideos compreendendo um
residuo de manose exposto. Essa enzima recombinante pode se
aglutinar a um receptor de manose em uma célula alvo em um
local alvo dentro de um paciente. Mais preferivelmente, essa
enzima lisossdmica recombinante tenha afinidade aumentada na
célula alvo em comparacdo com a correspondente afinidade de
uma enzima lisossdémica gue ocorre naturalmente da célula alvo.

[0060] Mais especificamente, a enzima

lisossdébmica usada pelo método da invencdo pode ser selecionada
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do grupo que consiste de glicocerebrosidase (GCD) ,
esfingomielinase acido, hexosaminidase, o—N-
acetilgalactosaminidise, lipase acida, a—galactosidase,

glicocerebrosidase, o-L-iduronidase, iduronato sulfatase, o-
manosidase e sialidase. Preferivelmente, essa enzima
lisossbébmica seja glicocerebrosidase (GCD).

[0061] De acordo com uma configuracao
preferida, o método da invencdo é portanto, voltado para o
tratamento de uma doenca de armazenamento lisossédmico, em
especial a doenca de Gaucher.

[0062] Nesse caso, a célula alvo no local alvo
pode ser uma célula Kupffer no figado do paciente.

[0063] A invencédo fornece ainda uma composicgao
farmacéutica para o tratamento de uma doenca lisossdmica de
armazenamento compreendendo como um ingrediente ativo uma
enzima recombinante lisossémica biologicamente ativa de alta
manose conforme definido pela invencdo. A composicdo da
invengcao pode opcionalmente compreender ainda um diluente,
veiculou ou excipiente aceitéavel.

[0064] Em uma configuracdo especifica, a
composicdo da invencgdo é voltada para o tratamento de doenca
de Gaucher. Tal composicdo pode ser preferivelmente composta
como 1ingrediente eficaz de uma glicocerebrosidase (GCD)
humana de alta manose bioldgicamente ativa, conforme definido
pela invencéo.

[0065] A invencdo se refere ao uso de urna
enzima recombinante de alta manose biologicamente ativa da
invengao na fabricagdo de um medicamento para o tratamento ou
prevencdo de uma doenca de armazenamento lisossémico. Mais

preferivelmente, tal doenca pode ser uma doenca de Gaucher.
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[0066] Coerentemente, essa enzima lisossdmica
biologicamente ativa € uma glicocerebrosidase (GCD) humana de
alta manose biologicamente ativa, conforme definido pela
invencéao.

[0067] De acordo com a presente invencédo, é
fornecida uma célula hospedeira produzindo uma proteina
recombinante de alta manose, composta de um polinucleotideo
codificando a proteina recombinante e um sinai para fazer com
gue a proteina recombinante e uma sinai para fazer a proteina
recombinante seja produzida corno uma proteina de alta manose.
Preferivelmente, o polinucleotideo é composto de uma primeira
sequéncia de acido nucléico codificando um peptideo de sinal.
Opcionalmente, o peptideo de sinal ¢é composto de um RE
(reticulo endoplasmatico) objetivando o peptideo de sinal.
Preferivelmente, o polinucleotideo é composto ainda de uma
terceira sequéncia de &cido nucléico que codifique um vacuolar
objetivando o peptideo de sinal.

[0068] Preferivelmente, o sinal faz com que a
proteina recombinante seja apontada para o RE. Mais
preferivelmente, o sinal é composto de um peptideo de sinal
para fazer com que a proteina recombinante seja apontada para
o RE. Mais preferivelmente, o polinucleotideo é composto de
um segmento de &cido nucléico para codificar o peptideo de
sinal.

[0069] Opcional e preferivelmente, o sinal faz
com que a proteina recombinante passe pelo Golgi.
Preferivelmente, o sinal é composto de um peptideo de sinal
para fazer com que a proteina recombinante ndo seja apontada
para o Golgi. Mais preferivelmente, o polinucleotideo ¢é

composto de um segmento de 4acido nucléico para codificar o
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peptideo de sinal.

[0070] Opcional e preferivelmente, a célula
hospedeira é uma célula eucaridtica ou uma célula
procaridética. Opcionalmente, a célula procaridética € uma
célula bacteriana, preferivelmente uma célula Agrobacterium
tumefaciens. Preferivelmente, célula eucaridtica é a célula
de uma planta. Mais preferivelmente, a célula de planta é uma
célula de raiz selecionada do grupo gque consiste de célula de
salsdo, célula de gengibre, célula de rabanetes e célula de
cenouras transformada de Agrobacterium rihzogenes. Mais
preferivelmente, a célula de raiz é uma célula de cenouras.

[0071] Preferivelmente, o} polinucleotideo
recombinante é composto de uma primeira sequéncia de acido
nucléico que codifica a proteina de interesse que estd em
ligacdo operédvel com uma segunda sequéncia de acido nucléico
que codifica um vacuolar objetivando um peptideo de sinal
derivado do gene A Dbédsico de qguitinase de tabaco, dque o
peptideo de sinal vacuolar tenha a seqiiéncia de aminoacido
conforme denotado pela SEQ ID N2: 2, caracterizada pelo fato
de qgque a primeira sequéncia de 4cido nucléico seja
opcionalmente ligada também de forma operdvel a uma terceira
sequéncia de &cido nucléico codificando um RE (reticulo
endoplasmatico) objetivando o peptideo de sinal conforme
denotado pela SEQ ID N°: 1.

[0072] Mais preferivelmente, o}
polinucleotideo recombinante € composto de um promotor gue
seja funcional em células de planta, caracterizada pelo fato
de que o promotor seja ligado de forma operdvel a molécula
recombinante.

[0073] Mais preferivelmente, o)
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polinucleotideo recombinante é composto ainda de um
finalizador que seja funcional em células de planta,
caracterizado pelo fato de gque o finalizador seja ligado de
forma operavel a molécula recombinante.

[0074] Também mais preferivelmente, o
polinucleotideo recombinante é composto ainda de um controle
adicional, elementos promotores e regulamentares e/ou
marcadores seleciondveils, caracterizada pelo fato de que os
elementos regulamentares sejam ligados de forma operéavel a
molécula recombinante.

[0075] Preferivelmente, a proteina de alta
manose € urna glicoproteina de alta manose com glicosilacgao
com no minimo um residuo de manose exposto. Mais
preferivelmente, a proteina de alta manose é urna enzima
lisossbmica ativa de alta manose selecionada do grupo gue
consiste de glicocerebrosidase (GCD), esfingomielinase acido,
hexosaminidase, a-N-acetilgalactosaminidise, lipase &cida, a-
galactosidase, glicocerebrosidase, a-L-iduronidase,
iduronato sulfatase, a-manosidase e sialidase.

[0076] Mais preferivelmente, a enzima
lisossomica é glicocerebrosidase (GCD) humana.

[0077] Preferivelmente, a GCD é composta da
seqgliéncia de aminodcido substancialmente conforme denotado
pela SEQ ID N?:8, codificada pela

[0078] seqliéncia de acido nucléico conforme
denotado pela SEQ ID N° : 7

[0079] Mais preferivelmente, a célula é
transformada ou transfectada com um polinucleotideo
recombinante ou com um vetor de expressao composto da

molécula, gque o polinucleotideo recombinante seja composto
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ainda de um promotor 3°S do Virus do Mosaico de Couve-flor,
um finalizador de sintese de octopina de. Agrobacterium
turnefaciens, e o elemento regulador seja o elemento
aprimorador translacional omega de TMV (Virus de Mosaico de
tabaco) e com a sequéncia de adcido nucléico substancialmente
conforme denotado pela SEQ ID N2 : 13, codificando GCD com a
sequéncia de 4cido nucléico substancialmente conforme
denotado pela SEQ ID N2: 14.

[0080] De acordo com as configuracdes
preferidas, ¢ fornecida uma proteina recombinante de alta
manose produzida pela célula hospedeira acima descrita.

[0081] Preferivelmente, a proteina de alta
manose é uma enzima lipossomal de alta manose biologicamente
ativa selecionada a partir de um grupo compreendendo
glucocerebrosidase (GCD) , acido esfingomielinase,
hexosaminidase, o-N-acetilgalactosaminidase, &cido lipase, o-
galactosideo, glucocerebrosidase, a-L-iduronidase, iduronato
sulfatase, a-manosidase e sialidase.

[0082] Mais preferivelmente, a enzima
lisossbmica é glucocerebrosidase (GCD) humano.

[0083] De acordo com outras Configuracgdes
preferidas da presente invencdo, héd determinada uma proteina
recombinante de alta manose biologicamente ativa tendo ao
menos uma cadeia de oligossacarideo compreendendo um residuo
exposto de manose.

[0084] De acordo com ainda outras
configuragdes preferidas, h4d determinada uma proteina
recombinante compreendendo uma primeira porgao tendo uma
atividade de peptideo sinal, e uma segunda porcdo tendo

atividade de enzima lisossomal, a primeira porgdo fazendo com
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que a segunda porcgcdo seja processada em uma célula vegetal
com ao menos uma cadeia de oligossacarideo compreendendo um
residuo exposto de manose.

[0085] Preferencialmente, a enzima lisossomal
compreende uma proteina para o tratamento ou prevencido da
doenca de Gaucher.

[0086] Mais preferivelmente, a proteina
compreende hGCD.

[0087] Preferencialmente, a primeira porcéo
compreende um peptideo sinal tendo como alvo uma célula
vegetal RE. Mais preferivelmente, a enzima recombinante pode
ligar—-se ao receptor manose em uma célula alvo em um local
alvo dentro de um individuo sofrendo de uma doenca de depdsito
lisossdbmica. 0 mais ©preferivel, a enzima lisossdmica
recombinante aumentou a semelhanga para a célula alvo em
comparagcdo com a semelhanca correspondente da enzima
lisossbmica de ocorréncia natural com a célula alvo.

[0088] Também o mais preferivel, a enzima

lisossbmica recombinante é selecionada a partir do grupo

compreendendo glucocerebrosidase (GCD) , acido
esfingomielinase, hexosaminidase, o—N-
acetilgalactosaminidase, acido lipase, a—galactosideo,

glucocerebrosidase, o-L-iduronidase, iduronato sulfatase, a-—
manosidase ou sialidase.

[0089] Preferencialmente, a enzima
lisossbébmica recombinante é glucocerebrosidase (GCD).

[0090] Também preferivelmente, a célula alvo.
no local alvo é uma célula Kupffer no figado do individuo.

[0091] De acordo <com outras configuracdes

preferidas, h& determinada uma proteina recombinante de alta
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manose, produzida em cultura celular vegetal.
Preferencialmente, a proteina apresenta um peptideo de sinal
vegetal objetivando uma proteina ao RE.

[0092] Mais preferencialmente, o peptideo
sinal vegetal compreende um peptideo tendo como alvo a
proteina ao RE em uma cultura celular vegetal da raiz. E o
mais preferivel é que a cultura celular vegetal da raiz
compreenda células de cenoura.

[0093] De acordo ainda com outras
configuracdes preferidas, had determinada uma proteina hGCD
recombinante de alta manose, produzida em cultura celular
vegetal.

[0094] De acordo com outras configuracgdes
preferidas, had determinado o uso de uma cultura celular
vegetal para a produgcdao de uma proteina de alta manose.

[0095] De acordo com outras configuracgdes
preferidas, hé& determinado um método de producgao de proteina
de alta manose compreendendo: preparacao de uma cultura de
células hospedeiras recombinantes transformadas ou
transfectadas com um codificador polinucleotideo recombinante
para uma proteina recombinante; cultivo a cultura de célula
hospedeira sob condicdes gque permitem a expressao da proteina,
onde as células hospedeiras produzem a proteina de uma forma
altamente manosilada.

[0096] Preferencialmente, a cultura de célula
hospedeira é cultivada em suspensdo. Mais preferivelmente, o
método ainda compreende a purificag¢do da proteina.

[0097] De acordo <com outras configuracdes
preferidas, o método ¢ realizado com a célula hospedeira

conforme descrito anteriormente. Preferencialmente, a
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proteina de alta manose € uma enzima lipossomal de alta manose
ativa tendo ao menos uma cadeia de oligossacarideo
compreendendo um residuo exposto de manose. Mais
preferivelmente, a enzima recombinante liga—-se com um
receptor de manose em uma célula alvo em um local alvo. O mais
preferivel é que a enzima recombinante tenha aumentado a
semelhangca com a célula alvo em comparagdo com a semelhanca
correspondente de uma enzima lisossomal de ocorréncia natural
com a célula alvo.

[0098] Preferencialmente, a enzima lisossomal
é selecionada a partir do grupo que consiste em
glucocerebrosidase (GCD) , acido esfingomielinase,
hexosaminidase, o-N-acetilgalactosaminidase, &cido lipase, o-
galactosideo, glucocerebrosidase, a-L-iduronidase, iduronato
sulfatase, a-manosidase e sialidase.

[0099] Mais preferivelmente, a enzima
lisossbmica € glucocerebrosidase (GCD). 0 mais preferivel, a
célula alvo no local alvo é a célula Kupffer no figado do
individuo.

[00100] Preferencialmente, a célula
hospedeira ¢é uma célula vegetal de raiz de um grupo
compreendendo a célula raiz transformada Agrobacterium
rihzogenes, célula do aipo, célula do gengibre, célula do
rédbano silvestre e da célula da cenoura.

[00101] Mais preferivelmente, a célula de raiz
vegetal é a célula da cenoura.

[00102] Mais preferivelmente, as células
hospedeiras transformadas da cenoura sao cultivadas em
suspensao.

[00103] De acordo ainda com outras
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configuragdes preferidas, ha determinado um método para
tratar um individuo tendo uma doenca de depdsito lisossdmica,
usando enzima lisossomal recombinante exdgena, compreendendo:
fornecer uma forma de enzima recombinante biologicamente
ativa de enzima lisossomal purificada a partir das células
vegetais da raiz e capazes de ter eficientemente como alvo
células anormais deficientes na enzima lisossomal, onde a
enzima recombinante biologicamente ativa expbds residuos
terminais de manose em oligossacarideos anexos e administrou
uma quantia terapeuticamente efetiva da enzima lisossdémica
recombinante biologicamente ativa no individuo. Este método
pode, de maneira opcional, ser realizado com qualquer célula
hospedeira e/ou proteina conforme anteriormente descrito.
[00104] Preferencialmente, a enzima
recombinante pode ligar—-se ao receptor manose em uma célula
alvo em um local alvo dentro de individuo. Mais
preferivelmente, a enzima lisossdmica recombinante aumentou
a semelhanca com a célula alvo, em comparacgao com a semelhanca
correspondente da enzima lisossomal de ocorréncia natural com
a célula alvo. 0 mais preferivel, a enzima lisossomal ¢&
selecionada a partir de um grupo compreendendo
glucocerebrosidase (GCD) , acido esfingomielinase,
hexosaminidase, o-N-acetilgalactosaminidase, &cido lipase, o-
galactosideo, glucocerebrosidase, a-L-iduronidase, iduronato
sulfatase, a-manosidase ou sialidase. Também o mais
preferivel, a enzima lisossomal é glucocerebrosidase (GCD).
[00105] Também mais preferivelmente, a doenga
de depdsito lisossomal é a doenca de Gaucher. Assim mais
preferivelmente, a célula alvo no local alvo é a célula

Kupffer no figado do individuo.
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[00106] De acordo com outras configuracdes
preferidas, h& determinada uma composicdo farmacéutica para
o tratamento de uma doenca de depdsito lisossomal tendo como
ingrediente ativo uma enzima lisossomal de alta manose
biologicamente ativa conforme descrito acima, cuja composicao
ainda compreende, opcionalmente, diluente, transportador ou
excipiente farmaceuticamente aceitdveis. Preferencialmente, a
doenca de depdsito lisossomal € a doenca de Gaucher. Mais
preferivelmente, a enzima lisossomal recombinante ¢é um
glucocerebrosidase (GCD) humano de alta manose biologicamente
ativo.

[00107] De acordo ainda com outras
configuracgdes preferidas, ha determinado o uso de uma enzima
lisossomal recombinante de alta manose biologicamente ativa,
conforme descrito acima, na manufatura de um medicamento para
o tratamento ou prevencdo de uma doenca de depdsito
lisossomal. Preferencialmente, a doenca € a doencga de Gaucher.
Mais preferivelmente, a enzima lisossomal biologicamente
ativa é um glucocerebrosidase (GCD) humano de alta manose
biologicamente ativo.

[00108] A invencdo serd ainda mais descrita
nas figuras seguintes que sdo ilustrativas somente e néao
limitam o escopo da invencdao que também ¢é definido pelas
reivindicacdes anexas.

[00109] A invencdo ¢é aqui descrita como um
exemplo somente, com referéncia aos desenhos associados
caracterizado pelo fato que:

A figura 1A mostra uma capsula de expressao
resultante compreendendo promotor 355 (1A.1) do Virus do

Mosaico da Couve—flor, do elemento de melhoria translacional
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6mega (1A.2) do TMV (Virus do Mosaico do Tabaco), sinal
almejado RE (1A.3), a sequéncia GCD humana (GCD) (também
denotada por SEQ ID NO:7), sinal wvacuolar (lA.4) e seguéncia
terminadora (1A.5) da octopina-sintetase da Agrobacterium
tumefaciens.

A figura 1B mostra um mapa esquemdtico da
espinha dorsal plasmida pGreenII.

A figura 2 mostra andlises por Western blot
de extratos de célula hGCD transformadas usando anticorpos
especificos anti hGCD. A Cerezyme padrdo (curso 1) foi usado
como um controle positivo, a calosidade nao-transformada foi
usada como controle negativo (curso 2), varios extratos de
calosidades selecionadas sado apresentadas nos cursos 3-8. As
células transformadas expressam rGCD. 1 grama de tecido de
calos foi homogeneizado e 15 microgramas de extrato celular
solivel foram rodados em SDS-PAGE. A expressado de rGCD em nos
calos transformados e selecionados foi testada por andlise
Western Blot com anticorpos antihGCD especificos. 1: Cerezyme
padrao, 2: extrato de calo nado-transformado, 3 a 5: varios
extratos de calos transformados e selecionados.

As figuras 3A, 3B e 3C mostram a primeira
etapa da purificacdo de rhGCD em urna resina forte de troca
de cation (suporte alto-S Macro-Prep, Bio—-Rad), comprimido em
uma coluna XK (2.6x20cm). A coluna estava integrada com um
sistema primeiro AKTA (Amersham Pharmacia Biotech) que
permite a monitoria da condutividade, pH e absorvéncia a
280nm. A extragdo do rh-GCD foi obtida com divisor de
equilibrio contendo 600nM NaCl. A figura 3A representa uma
série padrdo desta etapa de purificacdo. As fracdes coletadas

durante a série foram monitoradas por andlise de atividade de
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enzima, conforme apresentado na figura 3B, e a atividade
enzimdtica de exibicdo de tubos (no pico da extracdo) foram
coligadas. A figura 3C mostra um verniz azul brilhante de
fracdes de extracdo analisadas por atividade.

As figuras 3D, 3E e 3F mostram graficos
correspondentes as figuras 3A, 3B e 3C, mas para a segunda
coluna.

As figuras 4A, 4B e 4C mostram a etapa final
de purificacao do hGCD recombinante em uma resina de interacao
hidrofdébica (TSK gel, Toyopearl Pehyl-650C, Tosoh Corp.),
comprimidas em uma coluna XK (2.6x20cm). A coluna foi
integrada com um sistema primeiro AKTA (Amerisham Pharmacia
Biotech) que permite a monitoracdo da condutividade, pH e
absorvéncia a 280nm. A associacdo de extracgdes do GCD a partir
da coluna anterior foi carregada a 6ml/min seguida por lavagem
com divisor de equilibro até que a absorcdo UV atinja a linha
de base. O GCD puro foi extraido por um divisor citrico 10mM
contendo 50% de etanol. A figura 4A representa uma série
padrao da etapa de purificacdo; a figura 4B mostra as fracdes
coletadas durante a série que foi monitorada pela analise de
atividade da enzima; e a figura 4C mostra verniz azul
brilhante de fracdes de extracdo analisadas por atividade.

As figuras 5A, 5B e 5C mostram a atividade da
absorgcdo seguinte da hGCD recombinante por macrdéfagos
peritoneais, mais especificamente, a figura b5A ilustra um
grafico de influéncia de Mannan sobre a ingestdo de rGCD, e
as figuras 5B e 5C ilustram grédficos da Ingestdo de GCD em
macréfagos peritoneais por receptores de manose GCD (CB-mixl
= rGCD da presente invencao) Vs. Cerezyme®.

A figura 5D mostra um Western blot de GCD
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recombinante de acordo com a presente invencao.

A figura 6 mostra estruturas de glicosilacao
para rGCD de acordo com a presente invencdao e aquela da
Cerezyme™, onde a estrutura A' se trata de uma estrutura
principal de glicano de células CHO; a estrutura B' se tratada
de uma estrutura principal de glicano de células de cenoura;
e a estrutura C' se trata de uma remodelagem de glicano com
glicosidades, onde a dita estrutura € uma estrutura principal
remodelada de glicano em Cerezyme.

A figura 7 mostra as estruturas de
glicosilagao rGCD de acordo com a presente invencgao.

As figuras 8A, 8B; 8C e 8D mostram estruturas
de glicosilacdo N-glico adicionais rGCD de acordo com a
presente invencédo, salientando que a estrutura A apresenta
uma massa monoisotdpica tedrica para ion molecular [M + Nal+
= 1171,5; a estrutura B apresenta uma massa monoisotdpica
tedrica para ion molecular [M + Nal]+ = 1331,6; a estrutura C
apresenta uma massa monoisotdpica tedrica para ion molecular
[M + Na]+ = 1345,6; a estrutura D apresenta uma massa
monoisotdépica tedrica para ion molecular [M + Nal+ = 1505,7;
a estrutura E apresenta uma massa monoisotdépica tedrica para
ion molecular [M + Nal+ = 1579,8; a estrutura F apresenta uma
massa monoisotdpica tedrica para ion molecular [M + Nal+ =
1709,7; a estrutura G apresenta uma massa monoisotdpica
tedrica para ion molecular [M + Nal]+ = 1570,9; a estrutura H
apresenta uma massa monoisotdépica tedrica para ion molecular
[M + Nal+ = 1783,9; a estrutura I apresenta urna massa
monoisotdépica tedrica para ion molecular [M + Nal+ = 1989,0;
a estrutura J apresenta uma massa monoisotdépica tedrica para

ion molecular [M + Nal]+ = 1997,0; a estrutura K apresenta uma
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massa monoisotdépica tedrica para ion molecular [M + Nal+ =
2130,0; a estrutura L apresenta uma massa monoisotdpica
tedrica para ion molecular [M + Na]+ = 2193,1; a estrutura M
apresenta uma massa monoisotdépica tedrica para ion molecular
[M + Nal]+ = 2375,2; e a estrutura N apresenta urna massa
monoisotdépica tedrica para ion molecular [M + Nal+ = 2375,2.

[00110] As proteinas para uso farmacéutico
foram tradicionalmente produzidas em sistemas de expressao
mamifera e bacteriana. Nos ultimos anos, um sistema de nova
expressdo promissor for encontrado em vegetais. Devido a
relativa simplicidade de introduzir novos genes e potencial
producdo de massa e peptideos, o 'cultivo molecular' estd se
tornando gradativamente popular como um sistema de expressao
proteica.

[00111] Uma das maiores diferencas entre os
mamiferos e o sistema de expressdo proteica vegetal ¢é a
variacdo das sequéncias de glicosilacdo de proteina causadas
pelas diferencas nos caminhos biossintéticos. A glicosilacgao
mostrou ter um profundo efeito na atividade, cruzamento,
estabilidade, solubilidade, susceptibilidade para proteases,
taxa de purificacdo sanguinea e potencial antigénico de
proteinas. Assim, qualquer producgdo de proteina em vegetais
deveria levar em consideracdo as ramificacdes potenciais da
glicosilacgado vegetal.

[00112] A porcado indefinida do carboidrato é
um das modificacdes pods-translacionais mais comuns. A
glicosilagdo protéica é dividida em duas categorias: conexao
N e conexdo O. Os dois tipos diferem em aminodcidos aos quais
a divisdo glican ¢é 1ligada a proteina - as conexdes N séo

ligadas aos residuos Asn, enguanto que as conexdes O sao
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ligadas aos residuos Ser e Thr. Além disso, as sequéncias
glicans de cada tipo produzem caracteristicas diferenciadas.
Dos dois tipos, a N-glicosilacdo é a mais abundante e seu
efeito nas proteinas tem sido muito estudado. Os O-glicans,
por outro lado, sdo relativamente escassos e h& menos
informagdo disponivel a respeito de sua influéncia nas
proteinas. A maioria dos dados disponiveis na glicosilacéao
protéica nos vegetais concentra-se na conexdo N ao invés de
O—-glicans.

[00113] A presente invencdo descreve aqui um
sistema de expressdo vegetal baseado nas células de plantas
transgénicas que sao preferencialmente células raiz,
opcionalmente e preferencialmente, cultivadas em suspensao.

[00114] Este sistema de expressao é
particularmente criado para producdo eficientes de uma
proteina de alta manose de interesse. 0 termo "alta manose"
inclui glicosilagcdo tendo ao menos um residuo de manose
exposto.

[00115] Assim, em um primeiro aspecto, a
presente invencdo relaciona-se a uma célula hospedeira
produzindo uma proteina recombinante de alta manose de
interesse. Preferivelmente, a proteina recombinante apresenta
um peptideo sinal do RE (reticulo endoplasmatico), mais
preferivelmente um peptideo sinal tendo como alvo o RE. De
maneira alternativa ou adicional, a proteina recombinante
apresenta um sinal que faz com gque a proteina contorne o
Golgi. O sinal, preferencialmente, possibilita a proteina
recombinante de apresentar glicosilacdo de alta manose, mais
preferivelmente pela retencdo de tal glicosilagcdo e o mais

preferivel, tendo como alvo o RE e/ou contornando o Golgi.
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Conforme descrito em maiores detalhes na presente, tal sinal
é preferencialmente implementado como um peptideo sinal que,
mais preferivelmente, forma parte da sequéncia de proteina,
opcionalmente e mais preferivelmente através do planejamento
da proteina pata também apresentar o peptideo sinal como parte
da proteina. Observa-se gue o sinal pode opcionalmente ser um
sinal alvo, um sinal de retencdo, um sinal de evitacao
(contorno) ou qualquer combinacgdao destas, ou qualquer outro
tipo de sinal capaz de fornecer a estrutura glicosilacgédo de
alta manose desejada.

[00116] Sem desejar ser limitado a uma unica
hipdtese, pareceria que o uso de um sinal de alvo RE com a
proteina recombinante sendo produzida em cultura de célula
vegetal era capaz de superar o transporte de Golgi, e assim,
reter a glicosilacdo de alta manose desejada. De modo
opcional, qualquer tipo de mecanismo que seja capaz de
produzir glicosilacdo de lata manose, incluindo qualquer tipo
de mecanismo para contornar o Golgi, pode ser usado de acordo
com a presente invencdo. Os peptideos de sinal tendo como alvo
RE socam bem conhecidos na arte, eles sao peptideos de sinal
terminal N. de modo opcional, qualquer peptideo de sinal com
alvo RE pode ser usado com a presente invencéo.

[00117] Uma célula hospedeira, de acordo com
a presente invencado, pode, de modo opcional, ser transformada
ou transfectada (permanentemente e/ou transitoriamente) com
uma molécula recombinante de &cido nucléico codificando uma
proteina de interesse ou com um vetor de expressao
compreendendo a molécula de &cido nucléico. Tal acido nucléico
compreende uma primeira sequéncia de 4acido nucléico

codificando a proteina de interesse, de modo opcional e de
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preferéncia, de modo operdvel, conectada a uma segunda
sequéncia de acido nucléico codificando um peptideo sinal com
alvo vacuolar. Observa-se que, conforme agqui usado, o termo
conectado 'de modo operavel' ndo necessariamente refere-se a
uma ligagdéo fisica. A primeira sequéncia de &cido nucléico
pode, de modo opcional e de preferéncia, ainda ser conectado
de modo operdvel a uma terceira sequéncia de acido nucléico
codificando um peptideo sinal com alvo RE (reticulo
endoplasméatico) . A célula hospedeira da invencéao é
caracterizada naquela em que a proteina de interesse ¢é
produzida pela célula em uma forma que inclua ao menos um
residuo manose exposto, mas ¢é de preferéncia, uma forma
altamente manosilada.

[00118] "Células"™, "células hospedeiras" ou "
células hospedeiras recombinantes" s&o termos aqui usados de
modo intercambidvel. E entendido que tais termos n&o somente
as células especificas do individuo, mas a progenia ou
progenia potencial de tal célula. Em funcdo de que certas
modificagdes podem ocorrer em sucessadao de geracgdo, devido ou
a mutacdo ou influéncias ambientais, tal progenia pode nao,
na verdade, ser idéntica a célula pai, mas ainda estéo
incluidas dentro do escopo do term oaqui wusado. "Célula
hospedeira", conforme aqui usado, refere-se as células dque
podem ser transformadas de modo recombinante com DNA livre ou
vetores de expressao construidos usando técnicas
recombinantes de DNA. Conforme aqui usado, o termo
"transfeccdo" significa a introducgdo deum adcido nucléico, por
exemplo, DNA livre ou vetor de expressdao em células
recipientes por transferéncia de gene mediado por acido

nucléico. "Transformacédo", conforme aqui usado refere-se a um
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processo no qual um gendtipo de célula é modificado como um
resultado da absorgdo celular do DNA ou RNA exdgeno, e, por
exemplo, a célula transformada expressa uma forma
recombinante da proteina desejada.

[00119] Avaliaria-se qgue uma resisténcia a
droga ou outros marcadores selecionados é pretendido, em parte
para facilitar a selecao dos transformantes. Ainda, a presenca
de um marcador seleciondvel, como um marcador de resisténcia
a droga, pode ser de uso para manter os microorganismos
contaminantes de multiplicacdo no meio da cultura. Tal cultura
pura da célula hospedeira transformada seria obtida pela
cultura das células sob condigdes que sdo requeridas pela
sobrevivéncia do fendtipo induzido.

[00120] Conforme acima indicado, as células
hospedeiras da invencao podem ser transfretadas ou
transformadas com uma molécula de acido nucléico. Conforme
aqui usado, o termo "dcido nucléico" refere-se aos
polinucleotideos como adcido desoxirribonucleico (DNA) e, onde
apropriado, o acido ribonucleico (RISTA). Os termos também
seriam incluidos, como equivalentes, analogos tanto do RNA
quanto DNA feitos de andlogos nucleotideos e, conforma
aplicavel a configuracdao sendo descrita, polinucleotideo de
filamento uUnico (como sentido e sem sentido) e filamento
duplo.

[00121] Em ainda outra configuracédo, a célula
hospedeira da invencao pode ser transfectada ou transformada
com um vetor de expressdo compreendendo uma molécula
recombinante de 4&cido nucléico. "Vetores de Expressao",
conforme aqui usados, circundam os vetores como plasmideos,

virus, bacteridéfago, fragmentos integrdveis de DNA, e outros
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veiculos que possibilitam a integracdo dos fragmentos de DNA
no genoma do hospedeiro. Os vetores de expressao sao
tipicamente construgdes de DNA e RNA auto replicantes
compreendendo o gene desejado ou seus fragmentos, e de modo
operacional, elementos de controle genético conectados gue
sdo reconhecidos em uma célula hospedeira adequada e a
expressao de efeito dos genes desejados. Estes elementos de
controle sao capazes de expressao efetiva dentro de um
hospedeiro adequado. De modo geral, os elementos de controle
genético podem incluir um sistema de promotor procaridtico ou
um sistema de controle de expressdo promotora eucaridtica.
Tal sistema, tipicamente, inclui um promotor transcricional,
um operador opcional para controlar o principio da
transcricdo, fortalecedores de transcrigcdao para elevar o
nivel de expressdo de RNA, uma sequéncia que codifique um
local de 1ligacgédo de ribossomo adequado, unides de RNA,
sequéncias que terminam transcricdo e a tradugdao e assim por
diante. Os vetores de expressdo normalmente contém uma origem
de replicante que permite que o) vetor replique
independentemente da célula hospedeira.

[00122] Os plasmideos sado os mais comumente
usados a partir do vetor, mas outras formas de vetores que
tém funcdo equivalente e o0s quais sao, ou se tornam,
conhecidos na invencgdo e apropriados para o uso agqui citado.
Veja, por exemplo, Pouwels et al. Cloning Vectors: a
Laboratory Manual (1985 e complementos), Elsevier N. Y. e
Rodriguez et al. (eds) Vectors: a Survey of Molecular Cloning
Vectors and their uses, Buttersworth, Boston, Mass (1988), os
quais estdo aqui incorporados por referéncia.

[00123] Em geral, tais vetores contém,
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outrossim, genes especificos gque tem capacidade de fornecer
uma selecdo fenotipica nas células transformadas. Estéao
também contemplados os usos vetores de expressao viral
procaridéticos e eucaridticos para expressar a codificacéao
genética para os polipeptidios da presente invencéao.

[00124] Opcionalmente, o vetor pode ser um
vetor de planta geral (como descrito em relacdao aos exemplos
abaixo). Em alternativa, o vetor pode, opcionalmente, ser
especifico para as células raiz.

[00125] Em uma configuracao preferencial, as
células hospedeiras da invencao podem ser células
eucaridéticas ou procaridticas.

[00126] Em uma configuracgédo especifica, a
célula hospedeira da invencdo é uma célula procaridtica, de
preferéncia, uma célula bacteriana e mais preferivelmente,
uma célula de Agrobacterium turnefaciens.

[00127] Essas células sao suadas infetar as
células hospedeiras da planta preferencial, conforme descrito
abaixo.

[00128] Em outra configuracdo preferencial, a
célula hospedeira da invencdo pode ser uma célula eucaridtica,
de preferéncia, uma célula de planta e mais preferivelmente
uma célula raiz da planta, selecionada do grupo composto por
uma célula de raiz de planta transformada de Agrobacterium
turnefaciens, célula de aipo, célula de gengibre, célula de
nabo e célula de cenoura.

[00129] Em uma configuracao preferencial, a
célula de raiz de planta é uma célula de cenoura. Deve ser
ressaltado que as células transformadas de célula de cenoura

da invengdo sao cultivadas em suspensao.
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[00130] Como j& mencionado acima e como
descrito nos exemplos, estas células foram transformadas com
as células Agrobacterium turnefaciens da invencéo.

[00131] Os vetores de expressdo ou moléculas
de 4cido nucléico recombinante usados para trans—-infectar ou
transferir as células hospedeiras da invencdo podem ser
modificadas ainda de acordo com métodos conhecidos em agquelas
especializadas na arte para adicionar, remover ou, de outra
maneira, modificar as sequéncias de sinal peptideo para
alterar a divisdo peptidica do sinal ou para aumentar ou
modificar o objetivo da enzima lisossdmica expressa por meio
do sistema da endomembrana da planta. Por exemplo, mas de
nenhuma maneira limitando-o, a expressdo "dispositivo" pode
ser especificamente executada para objetivar a enzima
lisossbdmica para secrecdo ou localizacdo vacuolar, ou
retencao no reticulo endoplésmico (ER).

[00132] Em uma configuracdo, a expressao vetor
ou molécula de a&cido nucléico recombinante, pode ser expressa
para incorporar uma sequéncia nucleoide gque codifique um sinal
objetivando a enzima lisossbébmica para o vacuolo da planta.
Por exemplo, e de nenhuma maneira limitando-o, a molécula de
dcido nucléico recombinante contida dentro da célula
hospedeira da invencédo, contém uma primeira sequéncia de acido
nucléico, codificando uma enzima lisossdmica a qual se
encontra articulada operacionalmente com uma segunda
sequéncia de 4&cido nucléico, codificando um peptideo de um
sinal objetivado wvacuolar, do gene A da quitina do tabaco.
Este peptideo de sinal vacuolar tem a sequéncia do aminodcido
como definido pela SEQ ID N° 2. A primeira sequéncia de &acido

nucléico pode ser, opcionalmente, unida ainda, a uma ligacao

Peticdo 870190028531, de 25/03/2019, pag. 56/135



41/113

com uma terceira sequéncia de 4acido nucléico, codificando um
ER (reticulo endoplédsmico), objetivando um peptideo de sinal,
como denotado na SEQ ID N° 1. Em uma configuracdo, a molécula
de &cido nucléico recombinante inclusa dentro da célula
hospedeira—- da invencgdo compreende ainda um favorecedor gue
¢ funcional nas células das plantas. Este favorecedor deve
estar operacionalmente ligado a molécula recombinante da
invencéao.

[00133] O termo "operacionalmente ligado (a)"
é usado neste documento para indicar, que a primeira sequéncia
de 4&cido nucléico estd operacionalmente ligada a segunda
sequéncia de acido nucléico , quando a primeira sequéncia de
dcido nucléico se encontra em relacdo funcional com a segunda
sequéncia de acido nucléico. Por exemplo, um favorecedor estéa
operacionalmente ligado a uma sequéncia de codificacgdo se o
favorecedor afeta a transcricdo ou expressdo da sequéncia de
codificacgao. Opcionalmente, e de preferéncia, as sequéncias
de DNA ligadas operacionalmente sao contiguas (por exemplo,
estdo ligadas fisicamente) e onde necessdrio para ligar duas
regides de codificagcdo de proteinas na mesma estrutura de
leitura. Assim, uma sequéncia de DNA e uma(s) sequéncia(s)
regulatdérias esta(do) conectada(s) de forma a permitirem a
expressdo do gene gquando as moléculas corretas (por exemplo,
as proteinas trasncripcionais ativadoras) estao ligadas a(s)
sequéncia(s) regulatdéria(s).

[00134] Em outra configuracdo, a molécula de
dcido nucléico recombinante pode, ainda, opcionalmente,
incluir um terminador operacionalmente ligado o qual é, de
preferéncia, funcional nas células de plantas.

[00135] A molécula de acido nucléico
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recombinante da invencao pode, opcionalmente, incluir ainda,
controle adicional, favorecendo e elementos regulatdrios e/ou
marcadores seleciondveis. Deve ser levado em consideracdo gque
estes elementos regulatdérios estdo operacionalmente ligados
a molécula recombinante.

[00136] Os elementos regulatdérios gue podem
ser usados na expressao "dispositivos" incluem 0s
favorecedores que podem tanto ser heterogéneos ou homogéneos
a célula da planta. 0 facilitador pode ser um facilitador de
planta ou um facilitador ndo de planta, o qual tem condigdes
de direcionar transcrigdes de alto nivel de uma sequéncia
ligada nas células da planta e nas plantas. Os exemplos nao-
limitadores dos favorecedores das plantas gque podem ser usados
eficientemente na pratica da invencdao incluem o virus do
mosaico da couve-flor (CaMV)35S, rbcS, o facilitador para a
proteina de ligacdo da clorofila a/b, AdhL, NOS e HMG2, ou
suas modificag¢des ou derivados. O facilitador pode ser,
também, constitutivo ou induzivel. Por exemplo, mas néao
limitador de, um facilitador induzivel pode ser um facilitador
que facilita a expressdo ou a expressao aumentada da sequéncia
nucledétida da enzima lisossdmica depois da ativacdo do gene
mecadnico (MGA) da planta, tecido da planta ou célula da
planta.

[00137] Os vetores de expressdao usados para
trans—-infectar ou transformar as células hospedeiras da
invengao podem ser modificados adicionalmente de acordo com
os métodos conhecidos a aqueles gque tém experiéncia em
melhorar ou em aprimorar a expressdo dos genes heterdlogos
nas plantas e nas células das plantas. Tais modificacdes

incluem, mas ndo estdo limitadas a, os elementos regulatdrios
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do DNA mutante para aumentar a poténcia dos favorecedores ou
para modificar a proteina de interesse.

[00138] Em uma configuragao preferencial, a
elevada proteina manose de interesse, produzida pela célula
hospedeira da invencdo pode ser uma glico-proteina elevada de
manose que tenha, pelo menos, um residuo de manose exposto
(pelo menos um residuo terminal de manose).

[00139] Essa proteina elevada de manose pode
estar de acordo com outra configuracdao preferencial, uma
enzima lisossdmica selecionada do grupo composto por acido
glucocerebrosideo (GCD), esfingomieliase, hexosaminidase, o-—
N-acetilgalactosaminidisa, 1lipase &cida, o-galacrosidase,
glicocerebrosidase, «oa-L-iduridase, sulfatase iduronada, oa-—
manosidase e sialidase.

[00140] O termo "enzima lisossbmica", na forma
como aqui empregado em relacdo a tal enzima e produto
produzido no sistema de expressdo da planta descrito pela
invencao, diz respeito a um peptideo recombinante expresso em
uma célula de planta transgénica a partir de uma sequéncia
nucledétida, codificando uma enzima lisossdédmica humana ou
animal, uma enzima lisossdmica animal ou humana modificada,
ou um fragmento, derivativo, ou modificacdo dessa enzima. As
enzimas lisossbmicas animais ou humanas modificadas incluem,
mas nao estdo limitadas a, as enzimas lisossdmicas animais ou
humanas que tém um ou varias adig¢des de aminodcidos
introduzidos artificialmente ou ocorrendo naturalmente,
anulacgdes e/ou substituicgdes.

[00141] As enzimas lisossdmicas soluveis
compartilham as etapas iniciais da Dbio-sintese com as

proteinas de secrecdo, ou seja, a sintese ou o ribossomo,
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unindo o peptideo do sinal do N-terminal com a superficie
dspera do reticulo endoplédsmico (ER), transportando-os dentro
do lume do ER onde o peptideo do sinal é elevado e adicionando
os oligossacarideos a residuos especificos de aspargina
(Ligados em N), seguido de modificac¢des adicionais da proteina
nascente no aparelho de Golgi (von Figura e Hasilik, Annu Rev.
Biochem 55:167-193(1986)]. Os oligossacarideos ligados em N
podem ser complexos, diversos e heterogéneos e podem conter
residuos de manose elevada. As proteinas passam por processos
adicionais em um compartimento pds—-ER, pré-Golgi e no cis-—
Golgi para formar tanto a manose ligada em N 6-fosfato (M-6-
P) dependente de oligossacarideos como um sinal de
reconhecimento do M-6-P independente do oligossacarideo para
as enzimas localizadas lisossbmicas [Kornfeld & Mellman, Ann.
Rev. Cell. Biol., 5:483-525 (1989); Kaplan et al., Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 74:2026 (1977)]1. A presenca de um sinal de
reconhecimento de M-6-P resulta na ligacdo da enzima aos
receptores de M-6-P (MPR). Estas enzimas ligadas permanecem
na célula, sao eventualmente embaladas dentro dos lisossomos
e sao, assim, segregadas das proteinas alvo para a secregao
ou para a membrana de plasma.

[00142] Na configuracédo preferencial, a enzima
lisossbmica pode ser a glucocerebrosidase (GCD) humana.

[00143] Ainda, em uma configuracédo especifica,
esta célula hospedeira preferencial é transformada ou trans-
infectada por uma molécula de &cido nucléico recombinante a
qual inclui ainda vim facilitador 35S do virus de mosaico da
couve—-flor, preferencialmente, tendo uma sequéncia de &acido
nucléico, como mostrado pela SEQ ID n°® 9, um terminador da

sintase octopina do Agrobacterium tumefaciens, tendo, de
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preferéncia, a sequéncia do &cido nucléico, como identificado
pela SEQ ID N° 12 e elemento melhorador de interpretacgdao TMV
Omega (Virus do mosaico do tabaco). De acordo com a
configuragao preferencial, esta molécula 4&cido nucléico
recombinante inclui a sequéncia de acido nucléico,
substancialmente, como identificado pela SEQ ID N° 13, e
codifica a manose alta GCD, tendo a sequéncia do aminodacido,
substancialmente, como identificado em SEQ ID N° 14.

[00144] Seria de grande valor que a presente
invencao fornecesse ainda para um vetor de expressao incluindo
uma molécula de &cido nucléico, codificando wuma enzima
lisossbmica de manose alta, ativa biologicamente.

[00145] Em uma configuracdo preferencial do
aspecto, o vetor de expressao da invencao inclui uma molécula
de 4acido nucléico codificando uma glucocerebrosidase humana
de manose alta, biologicamente ativa (GCD). De preferéncia,
este vetor de expressao preferencial inclui uma molécula de
dcido nucléico recombinante a qual tem uma sequéncia de acido
nucléico substancialmente como descrito em SEQ ID N° 13. De
acordo com a configuracdo especifica, um vetor de expressao
preferencial utiliza o plasmideo pGREEN II, como descrito no
Exemplo I a seguir.

[00146] Deve ser, ainda, levado em
consideracdo gque a invencao sustenta um estojo de expressao
incluso no vetor de expressao descrito acima.

[00147] Em um segundo aspecto, a presente
invencdo diz respeito a uma proteina de manose alta
recombinante, produzida pela célula hospedeira da invencéo.

[00148] Em uma configuracao preferencial, esta

proteina de manose alta pode ser uma enzima lisossdmica de
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manose alta biologicamente ativa, selecionada a partir do

grupo composto por glucocerebrosidase (GCD) , acido
sfingomielinase, hexosaminidase, o—N-—
acetilgalactosaminidisa, lipase acida, a—galacrosidase,

glicocerebrosidase, o—L-iduridase, sulfataseiduronada, o
manosidase e sialidase. Mails preferivelmente, esta enzima
lisossdébmica pode ser uma glucocerebrosidase (GCD) humana.

[00149] O termo "biologicamente ativo(a)" ¢é
usado neste documento em relacdo a qualgquer enzima lisossdémica
recombinante produzida em um sistema de expressdo de planta
para significar que a enzima lisossdmica recombinante tem
condig¢des de hidrolisar tanto o substrato natural, ou um
substrato andlogo, ou um sintético da correspondente enzima
lisossdmica humana ou animal, em niveis identificéaveis.

[00150] Ainda, a invencdo apresenta uma enzima
lisossbmica de manose alto, biologicamente ativa, que tem,
pelo menos uma cadeia de oligossacarideos, incluindo um
residuo de manose.

[00151] De acordo com uma configuracéo
preferencial, a enzima lisossbdmica recombinante d invencao
pode se ligar ao receptor de manose sobre uma célula alvo em
um local alvo. De preferéncia, este local pode estar em um
sujeito que sofre de doenca de armazenamento de lisossdmico.

[00152] Opcionalmente, e ainda
preferencialmente, a enzima lisossdmica recombinante tem alta
afinidade com a célula lavo, gquando comparada a afinidade
correspondente da enzima lisossdmica que ocorre naturalmente
para a célula lavo. Em uma configuracido especifica, a célula
alvo no local alvo pode ser uma célula de Kupffer no figado

do sujeito.
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[00153] Em uma configuragao preferencial, a
enzima lisossdmica recombinante pode ser selecionada do grupo
composto por glucocerebrosidase (GCD), acido sfingomielinase,
hexosaminidase, o-N-acetilgalactosaminidisa, lipase &cida, o—
galacrosidase, glicocerebrosidase, o-L-iduridase, sulfatase
iduronada, o-manosidase e sialidase.

[00154] Preferencialmente, esta enzima
lisossdébmica recombinante é a glucocerebrosidase (GCD).

[00155] Em um terceiro aspecto, a invencédo diz
respeito a um método para produzir proteina de manose alta.
De acordo com isto, o método da invencdo inclui as etapas
para: (a) preparar a cultura das células hospedeiras
recombinantes, transformadas ou trans—-infectadas com
moléculas de adcido recombinante, codificando-se para proteina
recombinante de interesse ou com um vetor de expressao
incluindo as moléculas de &cido nucléico recombinante; (b) a
cultura da cultura de células hospedeiras preparadas para a
etapa (a) em suspensado, sob condigdes que permitam a expressao
da proteina da manose alta, onde as células hospedeiras
produzem a proteina de forma altamente manosilada; (c) a
colheita das células da cultura obtida na etapa (a) e a
recuperacgao da proteina das células e (d) a purificacao da
proteina da etapa (c) por meio de um método de purificacdao
conveniente.

[00156] Opcionalmente e de preferéncia, a
proteina recombinante pode ser produzida pelas células da
planta, de acordo com a presente invencao, fazendo a cultura
no dispositivo descrito em relacdo a patente USA n° 6.391.638,
emitida em 21 de Maio de 2002 e incorporada a este documento

por referéncia, como se tivesse sido totalmente aqui mostrada.
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As condigdes de cultura em suspensao das células de plantas,
com este dispositivo, estdao descritas de conformidade com o
requerimento de patente USA denominado "DISPOSITIVO, SISTEMA
E METODO DE CULTURA DE CELULAS E TECIDOS" de um dos inventores
desta invencao e de titularidade conjunta com este
requerimento, o qual ¢é incorporado em referéncia como se
tivesse sido totalmente mostrado e o qual foi requerido na
mesma data deste requerimento.

[00157] Um exemplo especifico, mas nao
limitador, para a recuperacdo e purificacdo da proteina da
manose alta de interesse, produzida de acordo com o método da
invengcao pode ser encontrado nos seguintes exemplos. Os
exemplos mostram que o h-GCD recombinante produzido pela
invencao ligou-se inesperadamente a urna membrana interna das
células transformadas de cenoura da invencgao e nao segregadas
no meio. 0 rh-GCD soluvel pode ser separado dos detritos das
células em outro componente nao-soluvel, de acordo com oOs
meios conhecidos na arte, tais como o filtrado do precipitado.
Por exemplo, seguindo o ciclo congela-desgela, as células
passam por quebras e liberagdes de proteinas soluveis
intracelulares, considerando que o h-GCD permanece ligado aos
detritos da membrana insoluvel. Esta mistura de detritos de
membrana soluvel e insoluvel foi posteriormente centrifugada
e a fracdo soluvel foil retirada simplificando assim a
purificacgao. O limite da membrana h- GCD ©pode ser,
posteriormente, dissolvido por meio de interrupcdo mecinica
com o auxilio de um detergente suave, inibidores da protase
e reagentes de oxidacdo neutralizantes. A enzima soltvel pode
ser ainda purificada usando técnicas de cromatografia, ' tais

como a troca de cations e interacdo hidrofdébica das colunas
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de interacao. Durante a produgdo de rh-GCD no bioreator e
durante o processo de purificacdo a identidade do h-GCD, a
atividade das enzimas, pureza e produgdo podem @ ser
determinadas por meio de um ou mais ensaios bioquimicos,
incluindo, mas ndo limitado a, a hidrdélise de identificacéao’
do substrato da enzima ou um andlogo de substrato, a andlise
do da eletroforese do gel SDS-poliacrilamida e a andlises
imunoldégicas tais como ELISA e Western Blot.

[00158] De acordo com a configuracao
preferencial, a célula hospedeira, por este método, inclui a
célula hospedeira da invencéo.

[00159] Em outra configuracédo preferencial a
proteina de manose alta produzida pelo métododa invencao pode
ser uma enzima lisossdmica de manose alta biologicamente
ativa, tendo, pelo menos, uma cadeia de oligossacarideos
incluindo o residuo exposto de manose.

[00160] Esta enzima recombinante pode se unir
a um receptor de manose na célula alvo, em um local alvo. Mais
especificamente, a enzima recombinante produzida pelo método
da invencédo tem afinidade aumentada com a célulaalvo, gquando
comparada a afinidade correspondente com aenzima lisossdmica
que ocorre naturalmente na célula alvo.De acordo com isto, a
célula alvo, no local alvo, pode seruma célula de Kupffer no
figado do sujeito.

[00161] Em wuma configuracdo especifica, a
enzima lisossdémica pode ser selecionada apartir de um grupo
composto por glucocerebrosidase (GCD), 4&cido sfingomielinase,
hexosaminidase, o-N-acetilgalactosaminidisa, lipase &cida, o—
galacrosidase, glicocerebrosidase, o-L-iduridase, sulfatase

iduronada, o-manosidase e sialidase. Mais preferivelmente,
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esta enzima lisossémica pode ser uma glucocerebrosidase
(GCD) .

[00162] Em outra configuragcao preferencial a
célula hospedeira usada pelo método desta invencdo pode ser
uma célula de uma raiz de uma planta, selecionada de um grupo
composto por células de raiz transformadas de
Agrobacteriumrihzogenes, células de aipo, células de
gengibre, células de nabo e células de cenoura.

[00163] De preferéncia, a célula da raiz da
planta é uma célula de cenoura. Deve ser especificamente
levado em consideracdo que as células transformadas de raiz
de cenoura crescem em suspensao.

[00164] Em outro aspecto ainda, a presente
invencao diz respeito ao método para tratar um sujeito, de
preferéncia um sujeito mamifero, que tenha doenca de
armazenagem lisossbmica, usando enzimas lisossbmicas
recombinantes exdgenas.

[00165] Revelado e descrito, deve-se entender
que esta invencdo nédo estd limitada a exemplos especificos,
etapas de processo, e materiais expostos no presente assim
como tal, as etapas de processos e materiais podem variar de
alguma maneira. Deve-se entender também que a terminologia
utilizada com © objetivo de descrever configuracdes
especificas apenas e ndo possuem a intencdo de limitar visto
que o escopo da presente invencdo serd limitada somente pelas
reivindicagdes anexas e equivalentes da mesma.

[00166] Em toda esta especificacdo e nas
reivindicacdes que seguem, a nao ser gque o contexto exija
diferentemente, a palavra "incluir" e suas variagdes, como

"inclui" e "incluindo", serao entendidas como implicando a

Peticdo 870190028531, de 25/03/2019, pag. 66/135



51/113

inclusao de um todo ou de urna etapa ou grupo de uma totalidade
ou etapas, mas nao a exclusdo de outra totalidade ou etapa,
ou totalidades ou etapas.

[00167] Deve ser levado em consideracdo que,
como usado nesta especificacdo e nas reivindicagdes em anexo,
as formas no singular de "um", "uma" e "o" ou "a" incluem suas
formas no plural, a ndo ser que o conteldo especificamente
dite de outra maneira.

[00168] Os seguintes exemplos sao
representativos das técnicas wusadas pelos inventores na
realizacao dos aspectos da presente invencdo. Deve ser levado
em consideracdao gque embora essas técnicas sejam exemplares de
configuracdes preferiveis para a pratica da invencdo, aqueles
com habilidade na técnica, a 1luz da presente revelacao,
reconhecerdo que inumeras modificagdes podem ser realizadas
sem se afastar do espirito e da finalidade primaria da
invencéao.

Exemplos

Procedimentos experimentais:

Vetores plasmideos:

*CE-T - Foi construido de CE plasmideo obtido pelo Prof. Galil
[Patente dos Estados Unidos 5.367.110 de 22 de Novembro
(1994) ]

O CE plasmideo foi dissolvido com SalIl.

[00169] A extremidade coesiva de Sali foi
tornada rombuda usando o fragmento grande de DNA polimerase
I. Entdo, o plasmideo foi digerido com PstI e ligado a um
fragmento de DNA codificando para o sinal de direcionamento
de ER do gene endoquitinase béasico [Arabidopsisthalianal

ATGAAGACTAATCTTTTTICTCTTTCTCATCTTTTCA.
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[00170] CTTCTCCTATCATTATCCTCGGCCGAATTC e
sinal de direcionamento vacuolar de Tabaco quitinase A:
GATCTTTTAGTCGATACTATG digerido com Smal e PstI.

* PpGREENII - obtido do Dr. P. Mullineaux [Roger P.

Hellens et al., (2000) Plant Mol. Bio. 42:819-832].
Expressdo do vetor pGREEN II é controlada pelo promotor 35X
do Virus Mosaico da Couve—-flor, o elemento de aumento de
traducdo omega TMV (Virus Mosaico do Tabaco) e a sequéncia
terminadora de octopina sintase do Agrobacteriumturnefaciens.
cDNA

hGCD - obtido do ATCC (N° de acesso 65696), GC-2.2 [GCS-2kb,
lambda-BZZ-gama3 Homo sapiens] contendo glicosidase beta
dcido [glicocerebrosidase]. Comprimentos de insercao [kb] 2;
20; Tecido: célula fibroblasto WI-38.

CONSTRUCAO DE PLASMIDEO DE EXPRESSAO

[00171] O cDNA codificando para hGCD (numero
de clone ATTC 65696) foi amplificado wusando o seguinte:
primers 5' CAGAATTCGCCCGCCCCTGCA 3 ' e o inverso: 5!
CTCAGATCTTGGCGATGCCACA 3'.

[00172] O produto de PCR DNA purificado foi
digerido com endonucleaseskEcoRI e BglII (veja sequéncias de
reconhecimento sublinhadas nos primers) e ligado a um vetor
intermedidrio tendo um cassete de expressdo E-T digerido com
as mesmas enzimas. O cassete de expressao foi cortado e eluido
do vetor intermedidrio e ligado no vetor bindrio pGREENII
usando enzimas de restricdo Smal e Xbal, formando o vetor de
expressdo final. Resisténcia a canamicina é conferida pelo
gene NPTIII acionado pelo promotor 'nos' obtido junto com o
vetor pGREEN (Figura 1B). O cassete de expressao resultante

é apresentado pela Figura IA.
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[00173] O plasmideo resultante foi sequenciado
para garantir fusado correta na moldura dos sinais usando os
seguintes primers de sequéncia: promotor 5' 35S: 5' CTCAG
AAGAC C AG AGGGC 3', e o finalizador 3': 5' CAAAGCGGCCATCGIGC
3.

[00174] Determinacao de calos de cenoura e
culturas de suspensdao de célula A determinacdo de calo de
cenoura e culturas de suspensdo de célula foi executada
conforme descrito anteriormente por Torres K.C. (Tissue
culture techniques for horticular crops, pag. I1ll, 169).

[00175] Transformacdo de células de cenoura e
isolamento de células transformadas.

[00176] A transformacdao de células de cenoura
foi executada usando transformacdo de Agrobacterium por uma
adaptacdo de um método descrito anteriormente [Wurtele, E.S.
e Bulka, K. Plant Sci, 61:253-262 (1989)]. Células crescendo
em meio liquido foram usadas durante todo o processo ao invés
de incubacdo de <calos e os tempos de crescimento foram
adaptados para a transformacdo de células na cultura liquida.
Brevemente, Agrobacteria foram transformadas com o vetor
PGREEN II por eletroforese [den Dulk—-Ra, A. e Hooykaas, P.J.
(1995) Methods Mol. Biol. 55:63-72] e entadao selecionadas
usando antibidético paromomicina 30 mg/ml. As células de
cenoura transformadas com Agrobacteria e selecionadas usando
antibidético paromomicina a 60 mg/ml em meio liquido.
Exploracao de células de cenoura transformadas para
isolamento de calos expressando altos niveis de GCD.

[00177] 14 dias apdés a transformacdo, as
células da cultura foram laminadas em meio sdélido em uma

diluicdo de 3% de volume de célula empacotada para a formacéo
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de calos de agrupamentos individuais de células. Quando calos
individuais atingiram 1-2cm de dié&metro, as células foram
homogeneizadas em tampdao de amostra SDS e os extratos de
proteina resultantes foram separados no SDS-PAGE [Laemmli
U., (1970) Nature 227:680-685] e transferidas para membrana de
nitrocelulose (Nitrocelulose hybond C, 0,45 micron. Catdlogo
N°: RPN203C, da Armersham Life Science). Mancha Ocidental para
deteccéao de GCD foi executada usando anticorpos
policlonaisanti-hGCD (descritos aqui abaixo) . Calos
expressando niveis significativos de GCD foram expandidos e
transferidos para crescimento em meio liguido para
progressao, purificacdo de proteina e anédlise.
Preparacdo de anticorpos policlonais.

[00178] 75 microgramas de GCD recombinante
(Cerezyme™) foram suspensos em 3 ml de adjuvante de Freund
completo e injetados em cada um de dois coelhos. Cada coelho
foi provido com uma injecdo apds duas semanas. Os coelhos
foram sangrados aproximadamente 10 dias apds a injecdo e
novamente em intervalos semanais até que o'titulo do anticorpo
comecasse a cair. Apds a remocao do coagulo, o soro foi
dividido em aliquotas e armazenado a —-20°C.
Progressdo do crescimento da cultura em um biorreator.

[00179] Um calo de aproximadamente 1 cm de
células de cenoura geneticamente modificada contendo o gene
rh—-GCD foi laminado em uma lé&mina de meio de &gar Murashige
e Skoog (MS) de 9 cm de didmetro contendo 4,4 g/l de meio MSD
(Duchefa), 9,9 g/1 de tiamina HC1l (Duchefa) , 0,5 mg de &cido
félico (Sigma) 0,5 mg/l de biotina (Duchefa), 0,8 g/l de
hidrolisado de caseina (Ducifa), actucar 30 g/l e hormdénios

2,4-D (Sigma). O calo foi cultivado durante 14 dias a 25°C.
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[00180] Cultura de célula em suspensao foi
preparada pela sub-cultura do calo transformado em um meio
liguido MSD (Murashige&Skoog (1962) contendo 0,2 mg/l de acido
2,4-dicloroacético), como ¢ bem conhecido na técnica. As
células em suspensao foram cultivadas em frasco Erlenmeyer de
250 ml (volume de trabalho inicia com 25 ml e apds 7 dias
aumenta para 50 ml) a 25°C com velocidade de agitacdo de 60
rpm. Subsequentemente, o volume de cultura de célula foi
aumentado para Erlenmeyer de 1 L pela adigcdo de volume de
trabalho até 300 ml sob as mesmas condig¢des. O inoculo do
pequeno biorreator (10 L) [veja W098/13469] contendo 4 L de
meio MSD, foi obtido pela adicdo de 400 ml de células em
suspensao derivadas de dois Erlenmeyer de 1L que foram
cultivados durante sete dias. Apds uma semana de cultivo a
25°C com fluxo de ar de lLpm, meio MDS foi adicionado até 10L
e a cultura continuou sob as mesmas condig¢des. Apds cinco dias
adicionais de cultura, a maioria das células foi colhida e
coletada pela passagem do meio de célula através de rede de
8071. O meio extra foi espremido e o bolo de célula empacotado
foi armazenado em -70°C.

[00181] Detalhes adicionais do dispositivo de
biorreator podem ser encontrados com relacdo a Patente Norte-
Americana N° 6.391.638, emitida em 21 de maio de 2 002 e
previamente incorporada por referéncia.

Purificacdo de proteina

[00182] De modo a separar o meio do GCD
insoluvel, o bolo de células congeladas contendo -
aproximadamente 100 g de ©peso uUmido de células foi
descongelado, seguido por centrifugacao das células

descongeladas a 17000xg durante 20 min. a 4°C. Os materiais
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insoltveis e as células intactas foram lavados por re-
suspensao em 100 ml de tampao de lavagem (20 mM de fosfato de
sédio, pPH 7,2, 20 mM EDTA) , e entdo precipitados por
centrifugacdo a 17 000g durante 2 0 min a 4°C. o rh-GCD (GCD
humano recombinante) foi extraido e solubilizado por
homogeneizagcdo da conta em 200 ml de tampao de extracgdo (20
mM de fosfato de sdédio, pH 7,2, 20 mM EDTA, 1lmM PMSF, 20 mM
de &cido ascdérbico, 3,8 g de polivinilpolipirrolidona (PVPP),
1 mM DTT e 1% de Triton-x-100). O homogeneizado foi, entao,
agitado durante 30 minutos na temperatura ambiente e
clarificado por centrifugacdao a 17000xg durante 20 minutos a
4°C. A conta foil descartada e o pH do flutuante foi ajustado
a um pH de 5,5 pela adicdo de &cido citrico concentrado. A
turbidez gerada apds o ajuste do pH foi clarificada por
centrifugacdo sob as mesmas condigdes descritas acima.
[00183] Purificacdo adicional foi executada
por procedimento de colunas cromatograficas como segue: 200
ml de meio clarificado foram carregados em 20 ml de resina de
troca catidnica forte (Suporte Macro-Prep high- S, Bio—-Rad)
equilibrada em 25 mM de tampao de citrato de sdédio a um pH de
5,5, empacotada em uma coluna XK (2,6x20cm). A coluna foi
integrada com um AKTA (sistema prime (Amersham Pharmacia
Biotech) que permitiu monitorar a condutividade, pH e
absorbédncia a 280 nm). A amostra foi carregada a 20ml/min.,
posteriormente a coluna foi lavada com tampao de equilibrio
(25 mM de tampdo de citrato de sdédio, pH 5,5) a uma taxa de
fluxo de 12 ml/min. até a absorbidncia de UV atingir a linha
basal. Pré-eluicdo do rh-GCD foi executada com tampdo de
equilibrio contendo 200 mM de NaCl e a eluicgdo foi obtida com

tampdo de equilibrio contendo 600 mM de NaCl. As fracgdes
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coletadas durante a operacdo foram monitoradas gquanto a
andlise de atividade de enzima, e tubos exibindo atividade
enzimdtica (no pico de eluicdo) foram agrupados. Amostras
agrupadas foram diluidas (1:5) em Agua contendo 5% de etanol
e o pH foi ajustado para 6,0 com NaOH. A amostra contendo o
rh—-GCD foi aplicada na segunda coluna XK (1, 6x20cm) empacotada
com 10 ml da mesma resina da coluna anterior. A resina nesta
coluna foi equilibrada com 20mM de tampao de citrato de pH
6,0 contendo 5% de etanol. Apds a carga da amostra, a coluna
foi lavada com o tampdo de equilibrio e o GCD foi eluido da
coluna pelo tampao de eluicado (20 mM de tampao de citrato, pH
6,0, 5% de etanol e 1M de NaCl). As fracgdes do pico absorvente
na etapa de eluicdo foram agrupadas e aplicadas em uma
terceira coluna.

[00184] A etapa de purificacdo final foi
executada em uma coluna XK (1,6x20cm) empacotada com 8ml de
resina de interacdo hidrofdébica (gel TSK, Toyopearl Phenyl-
650C, TosohCorp.). A resina foi equilibrada em 10mM de tampéo
de citrato, pH 6,0, contendo 5% de etanol. O agrupamento de
eluicdo de GCD da coluna anterior foi carregado a 6ml/min.
seguido por lavagem com tampao de equilibrio até o absorvente
de UV atingir a linha basal. 0 GCD puro foi eluido por 10 mM
de tampdo citrico contendo 50% de etanol, agrupado e
armazenado a —-20°C.

Determinacdo de concentracdo de proteina

[00185] Concentracdes de proteina nos extratos
de célula e fragdes foram analisadas pelo método de
Lowry/Bradford (andlise de proteina Bio—-Rad) [Bradford, M.,
Anal. Biochem. (1976) 72:248] usando um padrdo de albumina de

soro bovino (fracdo V Sigma).
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[00186] Alternativamente, a concentracao das
amostras de proteina homogéneas foi determinada por absorcéao
a 280 nm, 1 mg/ml=1,4 0.D280- A pureza foi determinada pela
proporcao 280/260nm.

Analise de atividade de enzima GCD

[00187] A atividade enzimatica de GCD foi
determinada usando p-nitrofenil-pB-D-glicopiranosida (Sigma)
como um substrato. Tampdo de andlise continha 60 mM de tampéao
fosfato-citrato, pH=6, 4mM de [(-mercaptoetanol, 1,3mM de
EDTA, 0,15% de Triton X-100, 0,125% de taurocolato de sédio.
A andlise foi executada em laminas ELISA de 96 pocgos, 0-50
microlitros de amostra foram incubadas com 250 microlitros de
tampdo de andlise e o substrato foi adicionado a concentracéo
final de 4mM. A reacado foi incubada a 37°C durante 60 minutos.
Formacdo de produto (p-nitrofenil; pNP) foi detectada por
absorbédncia a 405 nm. A absorbéncia a 405 nm foi monitorada
a t=0 e no ponto final. Apds 60 minutos, 6 microlitros de NaOH
5N foram adicionados a cada pogo e a absorbéncia a 405 nm foi
monitorada novamente. A curva de padrdo de referéncia
analisada em paralelo foi usada para concentracgdes
quantitativas de GCD nas amostras testadas [Friedman et al.,
(1999) Blood, 93(9): 2807-16].

Andlise Bioquimica:
Em protedlise de gel e andlise de espectrometria de massa

[00188] As faixas de proteina manchadas no gel
foram cortadas com lé&mina de barbear limpa e as proteinas no
gel foram reduzidas com 10mM de DTT e modificadas com 100 mM
de iodoacetamida em 10mM de bicarbonato de aménio. Os pedacos
de gel foram tratados com 10% de acetonitrila em 10mM de

bicarbonato de ambnio para remover a mancha das proteinas

Peticdo 870190028531, de 25/03/2019, pag. 74/135



59/113

seguida por secagem dos pedacos de gel. Os pedacosde gel secos
foram reidratados <com 10% de acetonitrila em 10mM de
bicarbonato de amdnio contendo aproximadamente 0,1lug de
tripsina por amostra. Os pedacos de gel foram incubados

durante uma noite a 37°C e os peptideos resultantes foram

o\

recuperados com 60% de acetonitrila com 0,1 de
trifluoroacetato.

[00189] Os peptideos tripticos foram
resolvidos por cromatografia de fase inversa em capilares de
silica fundida de 0,1x300mm (J&W, 100 micrdémetros 1ID)
preenchidas com R2 poroso (Perspective). Os peptideos foram
eluidos usando um gradiente linear de 80 minutos de 5 a 95%
de acetonitrila com 0,1% de acido acético em agua a uma taxa
de fluxo de aproximadamente 1pl/minuto. O liquido da coluna
foi eletro-pulverizado em um espectrdédmetro de massa de sifao
de ion (LCQ, Finnegan, San Jose, CA). Espectrometria de massa
foi executada no modo de ion positivo usando repetidamente
varredura de MS total seguida por dissociacdo de inducgdo de
colisdo (CID) do ion mais dominante selecionado da primeira
varredura de MS. Os dados de espectrometria de massa foram
comparados a protedlise simulada e CID das proteinas no banco
de dados NR-NCBI usando o software Sequest [J. Eng and J.
Yates, University of Washington and Finnegan, San Jose].

[00190] O terminal de amino da proteina foi
sequenciado em Sequenciador de Peptideo 4942 (Perkin Elmer)
de acordo com as instrugdes do fabricante.

Absorcdo de GCD de macrdéfagos peritoneais

[00191] Direcionamento e absorcado de GCD em

macrdéfagos sdo conhecidos por serem mediados pelo receptor

manose/N-acetilglicosamina e podem ser determinados usando
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macrdéfagos peritoneais extraidos por tioglicolato obtidos de
camundongos, conforme descrito por Stahl P. e Gordon S. [J.
Cell Dbiol. (1982) 93(1): 49-56]. Brevemente, camundongos
(fémea, cepa C57-B6) foram injetados intraperiotonealmente
com 2,5 ml de meio 2,4% Bacto-tioglicolato sem dextrose (Difco
Cat. N° 0363-17-2). Apds 4-5 dias, camundongos tratados foram
sacrificados por descolamento cervical e a cavidade
peritoneal foi lavada com solugcdo salina tamponada com
fosfato. As células foram transformadas em contas por
centrifugagao (1000xg 10 minutos) e foram suspensas novamente
em DMEM (BeitHaemek, Israel) contendo 10% de soro de vitelo
fetal. As células foram, entéao, laminadas em 1-2x105
célula/pogo em laminas de cultura de tecido de 96 pogos e
incubadas a 37°C. Apds 90 minutos, as células nao aderidas
foram eliminadas por lavagem trés vezes usando PBS, e os
macréfagos aderidos foram incubados durante 90 minutos a 37°C,
em meio de cultura contendo quantidades especificadas de
rhGCD, variando de 0 a 40 microgramas em 200 microlitros de
volume final, na auséncia e na presenca de fermento "mannan"
(2-10, 5 mg/ml). Apds incubacdo, o meio contendo excesso de
rGCD foil removido, e células foram lavadas trés vezes com PBS
e, entdo, lisadas com tampdo de lise (1OmM Tris pH=7,3, 1mM
MgCl2, 0,5% NP-40 e inibidores de protease). A atividade de
rGCD assumida pelas células foi determinada pela submissao
dos 1lisados de célula a andlise de glicosidase 1in vitro
conforme descrito acima.
EXEMPLO 1
CONSTRUCAO DE PLASMIDEO DE EXPRESSAO

[00192] Este Exemplo descreve a construcao de

um plasmideo de expressdo exemplificativo usado com relacéao
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aos Exemplos abaixo, em maiores detalhes.

[00193] O cDNA codificando por hGCD (numero de
clone ATTC 65696) foi amplificado usando o seguinte: primers
5'" CAGAATTCGCCCGCCCCTGCA 3' (também denotada por SEQ ID N°:
3) e o inverso: 5'CTCAGATCTTGGCGATGCCACA 3' (também denotada
como SEQ ID N°: 4).

[00194] O produto PCR DNA purificado foi
digerido com endonucleasesEcoRI e BglII (veja sequéncias de
reconhecimento sublinhadas nos primers) e ligado em um vetor
intermedidrio tendo um cassete de expressdao CE-T digerido com
as mesmas enzimas. CE-T inclui sinal de direcionamento ER
MKTNLFLFLIFSLLLSLSSAEF (também denotada por SEQ ID N°:1) do
gene endoquitinase béadsico [Arabidopsisthalianal], e sinal de
direcionamento wvacuolar do Tabaco quitinase A: DLLVDTM*
(também denotada por SEQ ID N°: 2).

[00195] O cassete de expressao foil cortado e
eluido do vetor intermedidrio e 1ligado no vetor binédrio
PGREENII usando enzimas de restricdo Smal e Sbal, formando o
vetor de expressao final. Resisténcia a canamicina é conferida
pelo gene NPTII ativado pelo promotor 'nos' juntamente com o
vetor pGREEN (Figura 1B). O cassete de expressdao resultante
é apresentado pela Figura 1A.

[00196] O plasmideo resultante foi sequenciado
para garantir fusdo de moldura correta dos sinais usando os
primers de sequenciamento a seguir:

[00197] Primer do promotor 5" 355: 5
CTCAGAAGACCAGAGGGC 3' (também denotado por SEQ ID N°:5), e o
terminador 3': 5' CAAAGCGGCCATCGTGC 3' (também denotado pela
SEQ ID N°:6). O hGCD clonado verificado codificando a

sequéncia é denotado por SEQ ID N°:7.
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EXEMPLO 2
TRANSFORMACAO DE CELULAS DE CENOURA E EXPLORACAO DE CELULAS
TRANSFORMADAS EXPRESSANDO rhGCD

[00198] Este Exemplo descreve um método
exemplificativo para transformar células de cenoura de acordo
com a presente invencgdo, conforme usado nos Exemplos abaixo.

[00199] A transformacdo de células de cenoura
foi executada por transformacdo de Agrobacterium conforme
descrito anteriormente por [Wurtele e Bulka (1989) ibid].
Células de cenoura geneticamente modificadas fora laminadas
em meio de &gar Murashige e Skoog (MS) com antibidéticos para
selecdo de transformantes. Conforme mostrados pela Figura 2,
extratos preparados de calos desenvolvidos, foram testados
quanto a expressao de GCD por andlise de mancha Ocidental
usando anticorpo anti-hGCD, e foram comparados com padréao
Cerezyme (controle positivo) e extratos de células néao
transformadas (controle negativo) .Dos varios calos testados,
um calo (numero 22) foi selecionado para prosseguir o
crescimento e para purificacdo de proteina.

[00200] A mancha Ocidental foi executada como
segue.

[00201] Para esta analise, proteinas da
amostra obtida foram separadas em eletroforese de gel de
poliacrilamida SDS e transferidos para nitrocelulose. Para
este objetivo, géis de poliacrilamida SDS foram preparados
como segue. Os géis SDS consistem de um gel de empilhamento
e um gel de resolucado (de acordo com Laemmli, UK 1970,
Cleavage of structural proteins during assembly of the head
of bacteriphage T4, Nature 227, 680-685).

[00202] A composicdo dos géis de resolucao foi
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como segue: 12% de acrilamida (Bio—-Rad), 4 microlitros de
TEMED (N,N,N',N'-tetrametiletilenodiamina; Numero de catdlogo
Sigma T9281) por 10 mi de solugcao de gel, 0,1% SDS, 37 5 mM
Tris—-HCl, pH 8,8 e persulfato de ambénio (APS), 0,1%. TEMED e
persulfato de amdnio foram usados neste contexto como
iniciadores de radical livre para a polimerizacéo.
Aproximadamente 20 minutos apds o inicio da polimerizacdo, o
gel de empilhamento (3% de acrilamida, 0,1% SDS, 12 6 mM Tris—
HC1l, pH 6,8, 0,1% APS e 5 microlitros de TEMED por 5 ml de
solucdao de gel de empilhamento) foi colocado acima do gel de
resolucdo, e um pente de 12 ou 18 espacos foi inserido para
criar os pogos para amostras.

[00203] As cé&maras de anodo e cétodo foram
preenchidas com solugdo de tampdo idéntica: Tampdo de tris
glicina contendo SDS (Biorad, numero de catdlogo 161-0772),
pH 8,3. O material contendo antigeno foi tratado com 0,5
volumes de tampdo de carga da amostra (30 ml de glicerol)
(nimero de catdlogo Sigma G9012), 9% SDS, 15 ml de
mercaptoetanol (numero de catdlogo Sigma M6250), 187,5 Mm
Tris—-HC1l, pH 6,8, 500 microlitros de azul de bromofenol, todos
os volumes por tampdo de amostra de 100 ml), e a mistura entao
foi aquecida a 100aC por 5 minutos, e carregada para o monte
de gel.

[00204] A eletroforese foi executada na
temperatura ambiente pelo periodo adequado, por exemplo, 45
a 60 minutos usando uma forca de corrente constante de 50 a
70 Volts seguida por 45 a 60 minutos a 180 a 200 Volts para
gels de 13 até 9 cm de tamanho. Os antigenos foram entéo
transferidos para nitrocelulose (Schleicher e Schuell,

Dassel) .
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[00205] A transferéncia de proteina foi
executada quase toda conforme ora descrito. O gel foi
localizado, juntamente com a nitrocelulose adjacente, entre
o papel de filtro 3 MM Whatmann, condutivo, material espumoso
de 0,5 cm de espessura, e fios de eletrodos gque conduzem a
corrente por meio de eletrodos de platina. O papel do filtro,
o material espumoso e a nitrocelulose foram completamente
encharcadas no tampdo de transferéncia (tampdo TG da Biorad,
numero de catdlogo 161-0771, diluido 10 vezes com tampdo de
metanol e &gua (20% metanol)). A transferéncia foi executada
a 100 volts por 90 minutos a 4°C.

[00206] Apbés a transferéncia, locais ligados
soltos sobre a nitrocelulose foram saturados, a 4°c a noite
toda com tampao de fechamento contendo 1% de leite em pd
(Laticinio América), e 0,1% Tween 20 (Sigma Cat P1379)
diluidos com tampao de fosfato (Riedel deHaen, numero de
catdlogo 30435). As faixas em borrdo entdao foram incubadas,
a temperatura ambiente por 1 hora, com um anticorpo secundario
adequado (HRP de cabra anti-coelho (molécula inteira)
(Catdalogo Sigma numero A-4914)), diluicdo 1:3000 em tampéo
contendo 1% de leite em pd (Laticinio América), e 0,1% Tween
20 (Sigma Cat P1379) diluido com tampao de fosfato (Riedel
deHaen, numero de catdlogo 30435)). Depois de terem sido
lavadas varias vezes com PBS, as faixas em Dborrao foram
manchadas com reagentes desenvolvedores ECL (Amersham RPN
2209) .

[00207] Depois da 1imersao dos borrdes nos
reagentes ECL, os borrdes foram expostos ao filme de raios X
FUJI Super RX 18x24, e desenvolvidos com desenvolvedor e

fixador FUJI-ANATOMIX (fixador FUJI-X numero de catdalogo
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FIXRTU 1 de 2). As faixas apresentando proteinas gue estavam
ligadas pelo anticorpo tornaram-se visiveis apds este
tratamento.
Crescimento em cultura de escala mais elevada em biorreatores.

[00208] Culturas de suspensao de calos 22
foram obtidas subcultivando-se calos transformados em um meio
liguido. As células foram cultivadas agitando-se frascos
Erlenmeyer, até que o volume total fosse suficiente para
inocular o biorreator (conforme descrito em procedimentos
experimentais). As células de cenoura transgénica modificadas
geneticamente podem ser cultivadas por meses, e a colheita da
célula pode ser obtida em ciclos de 5 a 7 dias (dados nao
mostrados). No 72 dia de cultivo, gquando a gquantidade da
produgcdo rh-GCD na célula de cenoura estd no pico, as células
sdao colhidas passando-se a cultura através de redes de 100
malhas. Deve-se notar que as células podem ser colhidas por
meios conhecidos na técnica, tais como filtragem ou
centrifugacdo. O bolo da célula embalada, que prové o material
para purificagcdo de h-GCD para homogeneidade, pode ser
armazenado a temperatura de congelamento.
EXEMPLO 3
PURIFICACAO DE PROTEINA HGCE ATIVA REAGRUPADA A PARTIR DE
CELULAS DE CENOURA TRANSFORMADAS

[00209] Foi descoberto que a h-GCD reagrupada
expressa em células de cenoura transformada era ligada as
membranas internas das células e nado segregada no meio. O
rompimento da célula mecanicamente deixa a rGCD ligada aos
fragmentos da membrana insoluveis (dados ndo mostrados), a
rGCD foi entdo dissolvida usando-se detergentes suaves, e

separada dos fragmentos da célula e demails componentes
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insoltveis. A enzima soluvel foi mais purificada usando-se
técnicas cromatograficas, inclusive troca de cation e colunas
cromatograficas de interacdo hidrofdébica, conforme descrito
nos procedimentos experimentais.

[00210] A fim de separar o meio da GCD
insoltavel, o bolo de célula congelada contendo 100 g de
células de peso molhado foi degelado, seguido por uma
centrifugacdo a 17 000xg por 20 minutos a 4°C. Os materiais
insoltveis e as células intactas foram lavados por nova
suspensado em tampdo de lavagem de 100 ml (fosfato de sdédio 20
mM de pH 7,2, 20 mM EDTA), e precipitados por centrifugacao
a 17000 g por 20 minutos a 4°C. A rGCD foi extraida e
solubilizada pela homogeneizagcdao do gradnulo em tampdo de
extracdo de 2 00ml (fosfato de sdédio 20 mM de pH 7,2, EDTA
20mM, PMSF 1mM, acido ascoédrbico 20Mm,
polivinilpolipirrolidona (PVPP), DTT 1ImM, 1% Triton-x-100
(Sigma)) . A substdncia homogénea foi agitada por 30 minutos
a temperatura ambiente e clareada por centrifugacdo a 17000g
por 20 minutos a 4°C. O grédnulo foi descartado e o pH do
sobrenadante foi ajustado para pH 5,5, pelo acréscimo de acido
citrico concentrado. A turvacdo gerada apds o ajuste do pH
foi clareada através de centrifugacdo nas mesmas condigdes
descritas acima.

[00211] Outra purificacdo foi executada pelas
colunas cromatograficas, conforme segue: em um primeiro
estadgio, 200ml de extrato clareado foram carregados em 10 ml
de resina forte de troca de céation (suporte alto-S Macro-—
Prep, bio-Rad) equilibrada em tampdo de citrato de sdédio de
25mM pH 5,5, embalado em uma coluna XK (2,6 x 20 cm). A coluna

foi integrada com um sistema badsico AKTA (Amersham Pharmacia
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Biotech) que permitiu o monitoramento da condutividade, o pH
e a absorcgcao a 280 nm.

[00212] A amostra foil carregada a 20 ml/min.,
depois a coluna foi lavada com tampdo de equilibrio (tampéao
de citrato de sédio a 25mM pH 5,5) a taxa de fluxo de 12ml/min
até que a absorcdo de UV atingisse a linha Dbéasica. Foi
executada a pré-eluicdo da rh-GCD com tampdo de equilibrio
contendo 200mM NaCl e a eluicdo foi obtida com tampao de
equilibrio contendo 600mM NaCl. Fracgdes coletadas durante a
operacao foram monitoradas pelo teste de atividade da enzima,
e tubos mostrando a atividade enzimdtica (no pico da eluicgao)
foram coletados. Amostras coletadas foram diluidas (1:5) em
dgua contendo 5% de etanol e pH ajustado a 6,0 com NaOH.

[00213] A Fig. 3A representa uma operagao
padrao deste estdgio de purificacdo. As fracdes coletadas
durante a operacao foram monitoradas pelo teste de atividade
da enzima, conforme mostrado pela Fig. 3B, e a Fig. 3C mostra
a mancha azul de Coomassie de fracdes da eluicdo testadas por
atividade.

[00214] Fracbes de eluicdao contendo a rGCD
foram aplicadas em uma segunda coluna XK (1,6 x 20cm) embalada
com 10 ml da mesma resina, como na coluna anterior, para um
segundo estagio' de purificagdo. A resina nesta coluna foi
equilibrada com tampdo de citrato de 2 OmM e pH 6,0 contendo
5% de etanol. Apdés a carga de amostra a coluna foi lavada com
o tampado de equilibrio e a rGCD foi eluida a partir da coluna
pelo tampdo de eluigcdo (tampdo de citrato de 2 OmM e pH 6,0,
5% etanol e 1M NaCl). A Fig. 3D representa uma operacao padrao
deste estdgio de purificacdo. As fracdes coletadas durante a

operacao foram monitoradas pelo teste de atividade da enzima,
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conforme mostrado pela Figura 3E, e a Figura 3F mostra uma
mancha azul de Coomassie de fracdes de eluigdo testadas por
atividade.

[00215] As fracbes do pico absorvente no
estdgio de eluicdo foram coletadas e aplicadas em uma terceira
coluna, para um terceiro estdgio de purificacdo. O terceiro
estdgio de purificacdo foi executado em uma coluna XK (1,6 X
2 0 cm) embalada com 8ml de resina de interacdo hidrofdébica
(gel TSK, Toyopearl Phenyl-650C, Tosoh Corp.). A resina foi
equilibrada em 10mM de tampao de citrato e pH 6,0 contendo 5%
de etanol. A coleta de eluicdo de GCD da coluna anterior foi
carregada em 6 ml/min seguida de lavagem com tampdo de
equilibrio até que a absorcgédo de UV alcancasse a linha basica.
A GCD pura foi eluida por 10mM de tampdo citrico contendo 50%
de etanol, coletado e armazenado a - 20°C.

[00216] A figura 4A representa uma operacgao
padrao deste estdgio de purificacdo. As fracdes coletadas
durante a operacdao foram monitoradas pelo teste de atividade
da enzima (figura 4B), e a figura 4C mostra a mancha azul de
Coomassie das fragdes de eluicdo testadas para atividade.

[00217] Em uma purificacdo de lote das células
que foram processadas, a proteina rGCD foi purificada até o
nivel maior do que 95%; se somente o primeiro e o terceiro
estdgios fossem executados, a pureza seria alcancada a um
nivel de cerca de 80% (resultados n&o mostrados).

Andlise bioquimica

[00218] Para wvalidar a identidade da rhGCD
purificada, foi executada uma andlise de Espectrdédmetro de
Massa Espectrdémetro de Massa (MSMS). Os resultados obtidos

mostraram que 49% da cobertura da sequéncia da proteina gue
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se uniu a sequéncia de aminodcido prevista, com base no DNA
do cassete de expressido, inclusive peptideo 1lider e as
sequéncias alvo.

Elevacdo e atividade de hGCD de reagrupamento em macrdéfagos
peritoniais

[00219] Para determinar se a rhGCD produzida
em cenoura foili ou nao corretamente glicosilada e pode sofrer
elevacdo pelas células alvo, e assim serem Uteis para
tratamento da doenca de Gaucher, a capacidade da rhGCD de se
ligar a, e ser elevada pelos macréfagos foi testada em
seguida. 0 objetivo de rhGCED até macrdéfagos € mediado pelo
receptor Mannose/N-acetilglucosamina (Man/GlcNAc) e pode ser
determinado usando macrdéfagos peritoniais de tioglicolato
eliciados. Conforme mostrado pela figura 5, a rGCD sofre
elevacédo pelas células a um alto nivel. A Figura 5A mostra a
elevacdo pelas células da rGCD de acordo com a presente
invencao com relacdo a concentracdo de mannan.

[00220] A figura 5A mostra a elevacado a niveis
comparaveis com Cerezyme™ (este preparo foi feito para 80% de
pureza com apenas O primeiro e o terceiro estagios do processo
de purificacédo descrito acima).

[00221] As figuras 5B e b5C mostram que a
elevacdo da rGCE é a um nivel mais alto que a Cerezyme™, pois
este preparo foi feito para pureza maior do que 95%, com todos
os trés estidgios do processo de purificacdo descritos acima.

[00222] Com relacdo a figura 5C, claramente a
porcentagem da atividade especifica da atividade total,
inibida por 4 mg/ml de mannan, ¢é mais alta para a GCD da
presente invencdo (rGCD ou reagrupamento humano GCD) do que

para o produto atualmente disponivel no mercado, conforme
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segue: GCD (CB-mixl, que € a rGCD da presente invencédo) - 75%
Cerezyme — 65%.

[00223] Além disso, conforme mostrado pelas
figuras, o acréscimo de mannan inibiu claramente a ligacédo da
rGCD pelas células. Na concentracdo de 2mg/ml de mannan, a
ligagdo de rGCD foi inibida por 50%.

[00224] Estes resultados mostram que mesmo sem
remodelamento das estruturas de glican, a rhGCD expressada e
purificada a partir das células da cenoura transformada, que
sofreu elevacdo para células macréfagas alvo, especialmente
através dos receptores Man/GlcNAc. Além do mais, a rhGCE
reagrupada é ativa de forma enzimdtica.

[00225] A figura 5D mostra que a rhGCE também
¢ reconhecida por um anticorpo anti-GCD em uma mancha
ocidental, a rGCE se refere a proteina de acordo com a
presente invencado, enquanto a GCD padrao (mostrada em 5, 10
e 25 ng por caminho) ¢ GCD comercialmente comprada
(Cerezyme®) .

EXEMPLO 4
TESTE DE TOXICOLOGIA

[00226] O material obtido de acordo com o
procedimento de purificacdo acima foi testado de acordo com
0s protocolos padrao de teste de toxicologia (Orientacédo para
Industria sobre Teste de Toxicidade Aguda de Dose Unica para
Farmacéuticos, Centro para Avaliacao e Pesquisa de
Medicamentos (CDER) PT 1 (61 FR 43934, 26 de agosto de 1996)
e por ICH M3 (M) Estudos de Seguranca Nado Clinica para a
Realizacéo de Experiéncias Clinicas em Humanos para
Farmacéuticos modificacdo CPMP/ICH/286/95, de 16 de novembro
de 2000) .
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[00227] Camundongos receberam injecdes
conforme segue: Uma dose inicial de 1,8 mg/kg (dose clinica)
foli seguida por doses de 9 e 18 mg/kg. Os grupos de teste
incluiam seis camundongos (ICR CD-I; 3 machos e 3 fémeas) para
receber rGCD (em um transportador liquido apresentando tampdao
de citrato 25 mM, 150 mM NaCl, 0,01% Tween 80, 5% de etanol)
de acordo com a presente invencao, e outros seis camundongos
para serem tratados apenas com o transportador como um grupo
de controle. Os camundongos foram entdo observados por 14 dias
e receberam eutandsia. Nenhum dos camundongos morreu antes da
eutandsia planejada. Nenhum dos camundongos mostrou algum
efeito significativo causado pelo tratamento.

[00228] Nao foil encontrado nenhum resultado
patoldégico bruto e/ou alteracgdo no peso do corpo em qualquer
um dos camundongos.

EXEMPLO 5
ANALISE DE GLICOSILACAO

[00229] Com referéncia aos Exemplos
anteriores, fol realizada a andlise das estruturas de glicanos
presentes em rGCD produzidas conforme descrito. De acordo com
a descricdo mais detalhada abaixo, os resultados indicam que
a maiores dos glicanos contém residuos terminais de manose,
assim como estruturas elevadas de manose. De forma vantajosa,
considerou-se que este produto de elevado teor de manose é
biologicamente ativo e, portanto, ndo foram necessarias
etapas adicionais para a sua ativacao.

[00230] Os métodos a seguir foram usados para determinar a
estrutura de glicosilacdo de hGCD recombinante produzido de
acordo com os Exemplos apresentados acima. Resumidamente, as

ligag¢des monossacaridicas para os glicanos N- e 0- foram
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determinadas usando-se uma estratégia de hidrdélise e de GC-
MS. Este método calcula o tipo de ligacdo dos carboidratos
para o peptideo e a composigdo geral de monossacarideo de uma
glicoproteina. Com base na afirmacdo anterior e também nas
relacdes entre varios monossacarideos, este método pode
sugerir os tipos de glicanos na glicoproteina. Esta informacao
é importante para estimar as possiveis estruturas de glicano
presentes na proteina.

[00231] Foi realizada wuma outra andlise de
oligossacarideo, caracterizada pelo método, da populacdo de
N-glicano. Foram realizados o FAB-MS e MALDI- TOF MS, seguindo
a digestédo de aligquotas das amostras com tripsina e peptideo:
N-glicanase F (PNGaseF) e permetilacdo dos glicanos. Este
método é usado para soltar e isolar carboidratos N-ligados a
partir da glicoproteina com digestdao enzimdtica. As massas
das populagdes de glicano na mistura de glicano isolado sao
determinadas e as suas massas sao comparadas com agquelas de
estruturas conhecidas a partir de bases de dados e a luz da
andalise da composigcdo de monossacarideos. As estruturas
propostas também se baseiam nos modelos de glicosilacdao do
organismo-fonte.

[00232] Um outro método incluiu a anédlise da
populagcdao de O-glicano seguindo a eliminacgdo redutiva dos
glicopeptideos tratados por PNGase F e tripticos,
dessalinizacdo e ©permetilacéo. Os O—-glicanos nao sao
liberados por PNGase F. Entretanto, os glicanos gue permanecem
ligados aos peptideos sdo, muito provavelmente, glicanos O-
ligados. Esses glicanos sao entao liberados pela eliminacéao
redutiva e sua massa é analisada.

[00233] A andlise da composicdo de monossacarideo
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(resumida abaixo) revelou uma distribuicdo caracteristica de
hexoses, hexosaminas e pentoses caracteristicas da
glicosilagao da planta. As relagdes entre GlcNac e Manose
sugerem que as estruturas caracteristicas N-ligadas sejam a
populacdo predominante de glicano.

[00234] A andlise espectrométrica de massa dos N-
glicanos a partir do hGCD produzido conforme descrito acima
indica dque a populagdo predominante de N-glicano tem a
composigcdo de monossacarideo "Pent.deoxiHex.Hex3.HexNAc2".
Materiais e Métodos

[00235] A andlise foi realizada usando uma
combinacdo de cromatografia gasosa-espectrometria de massas
(GC-MS), Bombardeamento de Atomo Rapido-Espectrometria de
Massas (FAB-MS) e Extracdo Atrasada Espectrometria de Massas
via Ionizacdo/Desorcdo a Laser Assistida por Matriz no modo
Tempo de Véo (DE-MALDI-TOF-MS).

[00236] Para a anédlise de oligossacarideo, a
populacdao de N-Glicano foi analisada por FAB-MS e MALDI-TOF
MS seguindo a digestao de aliquotas das amostras com tripsina
e peptideo N-glicanase F (PNGaseF) e permetilacdao dos
glicanos. A populagdo de O-glicano foi analisada seguindo a
eliminacdo redutiva dos glicopeptideos tripticos e tratados
por PNGase F, dessalinizacdo e permetilacdao.

[00237] As ligagdes de monossacarideo para N-
glicanos e O-glicanos foram determinadas usando-se uma
hidrdélise, estratégia GC-MS de derivatizacao.

DESCRICAO EXPERIMENTAL
Amostra
[00238] Para os frascos de amostra que foram

recebidos, foram atribuidos os Unicos numeros de amostra
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descritos abaixo (tabela 1):

Tabela 1
Produto NUmero de referéncia
Glucocerebrosidase. Quatro tubos 62995
contendo 62996
1 ml de amostra cada um, com uma 62997
concentragao declarada de
0,8mg/ml em 25mM de 62998
tampao de Citrato pH6,0,0,01%
Tween 80

As amostras foram armazenadas entre -10 e -302C até que fossem
solicitadas.
Quimica da Proteina
Didlise de amostras intactas

[00239] Um frasco (contendo 1 ml de proteina em
uma concentracdo declarada de 0,8mg/ml) foi injetada em uma
caixa de didlise tipo Slide-A-Lyzer (peso molecular de corte
10kDA) e dialisada a 42C por vim periodo de 24 horas contra
dgua, sendo que a agua foi trocada 3 vezes. Seguindo a
didlise, a amostra fol removida da caixa e liofilizada.
Digestdo de tripsina das amostras intactas para peneiramento
do oligossacarideo

[00240] A amostra didlisada e 1liofilisada foi
resuspensa em 50mM de tampédo de bicarbonato de aménio ajustado
para pH 8,4 com 10% ag. de ambnia e digerida com tripsina
tratada com TPCK durante 4 horas a 37 2C, de acordo com o0s
SOPs B001 e B0O03. A reacao foi finalizada colocando-se em um
bloco de aquecimento a 95aC por 2 minutos seguidos de
liofilizacao.
Quimica de carboidrato
Digestdo A de Peptideo: N-Glicanase de Peptideo
[00241] As misturas de peptideo/ glicopeptideo tipicamente

divididas a partir da amostra de glicoproteina foram tratadas
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com a enzima peptideo: N-glicanase A (PNGaseA) em tampdo de
acetato de amdbénio, pH 5,5 a 379C durante 15 horas. A reacéo
foi paralisada por secagem de congelamento. Os produtos
resultantes foram purificados utilizando-se um cartucho Sep-
Pak Cis.
Eliminagdo redutiva

[00242] A fracdo Sep-Pak contendo glicopeptideos
O-ligados em potencial foi dissolvida em uma solugao de
boroidrido de sédio de 10mg/ml em 0,05M de hidrdéxido de sddio
e encubado a 452C durante 16 horas. A reacao foi finalizada
com a adicdo de acido acético glacial.
Dessalinizacdo de material eliminado de forma reduzida

[00243] Os carboidratos N-ligados em purificacao
na fracdo Sep-Pak de acido acético 5% ag. e glicanos em
potencial O-ligados liberados por eliminacdo redutiva foram
permetilados usando-se o procedimento de hidréxido de sdédio
(NaOH) /iodeto metilico (Mel) (SOP B018). Uma parte da mistura
de glicano permetilada N-ligada foi analisada por FAB-MS e
MALDI-TOF MS e o restante foi submetido a andlise de ligacéo.
Andlise de ligacdo do carboidrato N-ligado
Derivatizacao

[00244] As misturas de amostra de glicano
permetilado obtidas seguindo-se a digestédo A triptica e PNGase
ou eliminacado redutiva foram hidrolisadas (2M TFA, 2 horas a
1202C) e reduzidas (borodeuteride [borodeutérido] de sddio
(NaBD4) em 2M NH40H, 2 horas em temperatura ambiente, SOP
B025). O borato produzido na decomposicdo do borodeuteride
[borodeutérido] foi removido por 3 agbdes de uma mistura de
metanol em Acido acético glacial (90:10) seguido de

liofilizagdo. As amostras foram entdo acetiladas usando-se
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anidrido acético (1 hora a 1002C). As amostras acetiladas

foram purificadas por extragdo em clorofdédrmio. Os acetatos de

alditol metilados parcialmente foram entdo examinados por

cromatografia/espectrometria de massas (GC/MS). Misturas

padrdes de acetatos de alditol parcialmente metilados e um

ensaio em branco também foram realizados sob as mesmas

condicgdes.

Cromatografia Gasosa Liquida/Espectrometria de Massas (GC/MS)
[00245] Uma aliquota (1 pul) das amostras de

carboidrato derivatizadas dissolvidas em hexano foram

analisadas por GC/MS usando-se um espectrdémetro de massas

Perkin Elmer Turbomass Gold com um cromatdgrafo gasoso de

auto-sistema XL e um sistema de dados Dell sob as seguintes

condicgdes:

Cromatdégrafo gasoso

Coluna: DB5

Injecdo: Sobre-coluna

Temperatura do injetor: 40°c

Programa: 1 minuto a 40°C, depois 70°C/minuto para 100°C,

mantido a 100°C durante 1 minuto, em seguida e 8°C/minuto para

290°C, finalmente mantido a 290°C por 5 minutos.

Gas transportador: Hélio

Espectrdémetro de massas:

Voltagem de ionizacéo: 70eVv

Modo de aquisicdo: por scanner

Amplitude de massa: 35-450 Daltons

Resolugao MS : Unidade

Andlise do acgucar de glucocerebrosidase intacta

Derivatizacao

[00246] Uma aliquota equivalente de 500ug
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de glucocerebrosidase foi liofilizada com 10pg de Arabitol
como padrao interno. O resultado foi entdo metanolizado
durante a noite a 80°C e secado sob nitrogénio. Os
monossacarideos liberados foram N-reacetilados usando-se uma
solugdo de metanol, piridina e anidrido acético, secados sob
nitrogénio novamente e convertidos em seus derivativos de
trimetilsilil (TMS) de acordo com o SOP B023. Os derivativos
TMS foram reduzidos em volume sob nitrogénio, dissolvidos em
2ml de hexano e sonicados durante 3 minutos. As amostras
puderam entdo se equilibrar a 4°C durante a noite. Um ensaio
em branco contendo 10ug de Arabitol e uma mistura padrao de
monos sacarideo contendo 10uJ.g cada de fucose, xilose,
manose, galactose, glucose, N-acetilgalactosamina, N-—
acetilglucosamina, acido N-acetilneuraminico e Arabitol foram
preparados paralelamente. Os derivados TMS foram entdo
examinados por cromatografia gasosa/espectrometria de massas
(GC/MS) .
Cromatografia Gasosa Liquida/Espectrometria de Massas (GC/MS)
[00247] Uma aliquota (1ng) da amostra de
carboidrato derivatizada dissolvida em hexano foi analisada
por GC/MS usando-se um espectrdémetro de massas Perkin Elmer
Turbomass Gold com um cromatdgrafo gasoso de Auto-sistema XL
e um sistema de dados Dell sob as seguintes condicdes:
Cromatégrafo gasoso
Coluna: DB5 5
Injegdo: Sobre-coluna
Temperatura do injetor: 40°C
Programa: 1 minuto a 90°C, depois 25°C/minuto para 140°C,
5°C/minuto para 220°C, finalmente 10°C/minuto para 300°C e

mantido a 300°C durante 5 minutos.
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G4s transportador: Hélio

Espectrdémetro de massas:

Voltagem de ionizacgéo: 70eVvV

Modo de aquisicdo: por scanner

Amplitude de massa: 50-620 Daltons

Resolugao MS: Unidade

Extracao Atrasada Espectrometria de Massas via
Ionizacdo/Desorcdo a Laser Assistida por Matriz (DE-MALDI-MS)
e Bombardeamento de Atomo Rapido-Espectrometria de Massas
(FAB-MS)

[00248] A espectrometria de massa MALDI-TOF foi
realizada usando um espectrdédmetro de massa de dessorgdo a
laser do Centro de Pesquisa de Bio-espectometria Voyager STR
acoplado com Extracdo Retardada (ER - DE, em inglés).

[00249] Glicanos permetilados secos foram
dissolvidos em metanol: &gua (80:20) e analisados usando uma
matriz de 2,5-acido di-hidroxibenzdico. Bradiquinina,
Angiotensina e ACTH (hormbénio adrenocorticotropico) foram
usados como calibradores externos.

[00250] Andlises de espectrometria de massa de
bombardeamento por adtomos rapidos de ion positivo foram feitas
em um espectrdémetro de massa VG AutoSpecE de M-Scan, operando
a Vacc = 8kV para uma escala de massa de 4500 a sensibilidade
total com uma definicdo de aproximadamente 2500. Um Injetor
de ion de Césio foi usado para gerar os espectros gue operam
a 30kV. Esses espectros foram gravados em um sistema de dados
VAX 3100 M76 usando o software Opus.

[00251] Glicanos permetilados secos foram
dissolvidos em metanol e carregados em um alvo previamente

manchado com 2-4pl de tioglicerol como matriz antes da
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insercao na fonte.
RESULTADOS E DISCUSSAO
Andlise do agucar de TMS de Glucocerebrosidase
Selecdao de oligossacarideos de ligagao n

[00252] A glicoproteina intacta foi sujeitada a
didlise seguida de digestdo de tripsina e os produtos
liofilizados foram digeridos usando-se PNGase A e entao
purificados pelo emprego de um Sep-Pak Cig. A fracdo do acido
acético de 5% ag. (que contém oligossacarideo de ligacd&o n)
foi permetilada e os espectros de massa de FAB foram obtidos
empregando-se uma parcela do oligossacarideo derivado em uma
baixa escala de massa para ions fragmentados e os espectros
de massa DE-MALDI-TOF foram obtidos, por sua vez, com O
emprego de uma parcela de oligossacarideo derivativo em uma
escala de massa elevada para ions moleculares.
Andlise de N-glicanos originados de glucocerebrosidase

[00253] A tabela 1 1lista os ions fragmentados
predominantes no espectro FAB e ions moleculares presentes no
espectro MALDI. A regidao do ion molecular (mostrada no
Apéndice III) contém um sinal que predomina em 1505.8 m/z
(compativel com um ion quasimolecular [M+Na]+, para uma
estrutura que tem a composicao Pent. deoxiHex. Hexsz. HexNAcy) .
Uma escala de ions quasimoleculares menos intensos foi também
detectada, compativel com as estruturas de manose complexa e
elevada. As estruturas de manose elevada detectaram uma escala
com tamanho de Hexs. HexNAc;, em 1579.8 m/z, a Hexg. HexNAcy,
em 2193.0 m/z. Os sinais complexos sdo produzidos de N-
glicanos processados menos extensivamente, como 1331.7 m/z
(compativel com um ion quasimolecular [M+Nal+ para uma

estrutura que tem a composicao Pent.Hexz.HexNAcz)ou de um N-
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glicano maior, por exemplo, 1751.0 m/z (compativel com um ion
quasimolecular [M+Na]+ para uma estrutura que tem a composicao
Pent .deoxiHex.Hexs.HexNAc3), 2375.4 m/z (compativel com um ion
quasimolecular [M+Na]+para uma estrutura gque tem a composicao
Pent. deoxiHex,; . Hex4. HexNAci) e 2753.6 m/z (compativel com
um ion quasimolecular [M+Nal+ para uma estrutura que tem a
composigao Pent. deoxiHexs3. Hexs. HexNACy) .

[00254] O espectro de massa FAB fornece a
informacdo a respeito das estruturas de antenas pela
virtualidade de ions fragmentados na regido de massa baixa do
espectro (dados nao mostrados). Os sinais foram detectados
para identificar hexose (em 219 m/z) e HexNAc (em 260 m/z)
como monossacarideos terminais nao-redutores nos N-glicanos.
Tabela 2: Massas observadas no espectro permetilado de
Glucocerebrosidase (numero de referéncia 62996), que seguem

a digestdao de N-glicosidase tripsica e peptidea.

Sinais observados (m/z) AtribuigBes possiveis
Massa baixa

219 Hex*

228 HexNAc* (- metanol)

260 HexNAc+

Massa elevada

1032.4 Pent.Hexs.HexNAc*
1171.5 Hexs.HexNAc20Me + Na*
1299.6 Eliminagéo de fucose de 1505.8 m/z
1331.6 Pent.Hexs.HexNAc20Me + Na*
1345.6 DeoxiHex.Hexs.HexNAc20Me + Na*
1505.7 Pent.deoxiHex.Hexs.HexNAc.0Me + Na+
1579.8 Hexs.HexNAc20Me + Na*
1709.9 Pent.deoxiHex.Hexs.HexNAc20Me + Na+
1750.9 Pent.deoxiHex.Hexs.HexNAcs0Me + Na+
1783.9 Hexs.HexNAC20Me + Na*
1989.0 Hex7.HexNAc20Me + Na*
1997.0 Pent.deoxiHex.Hexs.HexNAcsOMe + Na+
2027.0 Nao determinado
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Continuagao da Tabela 2
2099.0 Né&o determinado
2130.0 Pent.deoxiHex2.Hexs.HexNAcs0Me + Na*
21931 Hexs.HexNAc20Me + Na*
2375.2 Pent.deoxiHex2.Hexs.HexNAcsOMe + Na*
27534 Pent.deoxiHexs.Hexs.HexNAcsOMe + Na*

[00255] Todas as massas na coluna um s&ao
monoisotdépicas, a menos que indicadas de outra maneira. Os
nimeros de massa nado podem se relacionar diretamente aos dados
brutos, enquanto o software atribui frequentemente numeros de
massa aos picos do isdétopo 13C, particularmente para massas
acima de 1700Da.

Andlise de ligacdo de N-glicanos de Glucocerebrosidase
[00256] A andlise de 1ligacdo foi executada nos
hidratos de carbono de ligacdo N liberados depois da digestéo
PNGase A, da purificacao Sep-Pak e da permetilacéao.
[00257] Um complexo cromatograma foi obtido com
alguns picos de impureza que se originaram dos reagentes
derivativos. A comparacdo do tempo de retencdo e dos espectros
com misturas-padrdo permitiu atribuig¢des tempordrias do
aclcar, cujos picos estdo alistados na Tabela 3.
[00258] Tabela 3: Tempos de retencdo dos monossacarideos
ligados de diversas maneiras, detectados como seus acetatos
de alditol, metilados parcialmente na andlise GC-MS de
Glucocerebrosidase (numero de referéncia 62996) depois da

digestdo de N-glicosidase A tripsica e peptidea.

Compostos observados Tempo de retencdo (min) de Glucocerebrosidase (62996) |

Xilose

Terminal 10.41
Fucose

Terminal 10.84

Manose

Terminal 12.29 (principal)

Galactose

Terminal 12.55
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Continuagao da Tabela 3
Manose 13.40
De ligagao 2
Glucose
De ligagéo 4 13.58
Manose
De ligagao 2,6 14.91
Manose
De ligag&o 3,6 15.08
Manose
De ligagdo 2,3,6 15.87
GlcNAc
De ligagdo 4 16.73
GlcNAc
De ligacdo 3,4 17.59
4.3. Selecado de oligossacarideos de ligacao O
[00259] A eliminacéo reduzida foi
realizada na fracdao de 60% de 2-propanol (fracao de

glicopeptideo de ligacgdo O potencial) da purificacgdo Sep-Pak
de Glucocerebrosidase depois das digestdes de tripsina e
PNGase A. A amostra fol dessalinizada posteriormente ao
término da reacdo e, apdés a remocgcdo do borato, foi
permetilada. Os espectros de massa FAB foram conseguidos com
o emprego de uma porcdo dos oligossacarideos derivados em
uma escala de massa reduzida para ions fragmentados e
espectros de massa DE-MALDI-TOF foram obtidos ao se utilizar
uma porc¢ado dos oligossacarideos derivados em uma escala de
massa elevada para ions moleculares. Nao foi observado
nenhum sinal compativel com a presenca de glicanos de
ligagdo O (dados nao mostrados).
Andlise da ligacdo de O-glicanos de glucocerebrosidase
[00260] A andlise da 1ligacdo foi realizada nos
produtos de eliminacdo reduzida apds a permetilacgdo. Nao foi
observado nenhum sinal compativel com a presencga de glicanos
de ligacado O tipica (dados nao mostrados).

[00261] A figura 6 mostra alguns exemplos de
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estruturas de glicanos como uma comparagao entre
o GCD obtido de células CHO (Ovario de Hamster Chinés), que
foram células de mamiferos (Cerezima™) e o GCD da criacéao
presente, de células de cenoura. Como mostrado, a exige-se a
reconstrucdo dessas estruturas para obter residuos de manose
expostos para Cerezima™. Pelo contraste, tais residuos de
manose expostos sdao obtidos diretamente para o GCD obtido das
células vegetais de acordo com a criacdo atual, sem exigir
manipulagdo adicional.

[00262] A figura 7 representa a estrutura do
glicano principal encontrada em rGCD. Ela mostra também
estruturas propostas de: a) a populacgcdo de oligossacarideos
predominantes encontrados em hGC expressos em suspensdo de
células de cenoura (1505.7m/z); nucleo de ligacgdo n tipicaj;
c) nucleo de ligacdo n de vegetais fucosilados. Os glicanos
de ligacdo n sdo acoplados a proteina via-Aspargine e através
da extremidade redutora do residuo de GlcNac (GN), a direita
dos diagramas. Os testes padrdes de glicosilacdo da planta N,
residuos de fucose podem ser parte da estrutura do nucleo,
ligado ao primeiro GlcNac que utiliza uma ligacgédo glicosidica
alfa(l1-3), enquanto as estruturas de mamiferos usam
tipicamente uma ligacdo glicosidica alfa(l1-6).

[00263] As figuras 8A—-8D mostram todas as
estruturas possiveis ©para os N-glicanos detectados na
proteina rGCD de acordo com a presente criacdo.

[00264] A estrutura de glicano dominante que foi
identificada é a estrutura de glicano do nucleo encontrada na
maior parte das glicoproteinas vegetais da ervilha, do arroz,
do milho e de outras plantas comestiveis. Essa estrutura

contém um residuo de xilose do nucleo e também a fucose alfa-
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(1-3) do ntucleo. 0 trabalho realizado por Bardoret al(33)
mostra que 50% dos doadoresde sangue nado alérgicos tiveram
anticorpos especificos para o xilose do nGcleo em seus SOros
e 25% tiveram anticorpos especificos para a fucose alfa-(1-
3) do nucleo. Entretanto, deve ser estudado ainda se tais
anticorpos puderam introduzir limitagdes ao uso de
glicoproteinas biofarmacéuticas derivadas de plantas.

[00265] As populagbes de glicano menor de hGCD,
produzido como acima descrito, eram principalmente as
estruturas elevadas de manose de Hex4HexNAc2 a Hex8HexNAc2.
Entre as estruturas complexas, foram exibidas estruturas como
Pent .deoxiHex2.Hex4.HexNAc3 e Pent.deoxiHex3.Hex5.HexNAcC3.
Pent .Hex3.HexNAc2 foi detectada em proporg¢des menores.

[00266] Os maiores monossacarideos terminais

foram a hexose (manose ou galactose) e a N-acetil-hexosamina,
que sao compativeis com a presenca de estruturas elevadas de
manose e estruturas complexas processadas parcialmente.

[00267] No que diz respeito a selecéo de
oligossacarideos de ligacdo 0, nadao foi observado nenhum sinal
de que sdo compativeis com glicanos de ligagdo O. GCD ¢é
conhecido na técnica de nédo ter oligossacarideos de ligacgao
0, como esses resultados sédo compativeis com a glicosilacgao
conhecida de GCD de outros sistemas celulares, incluindo GCD
nativo e GCD recombinado, produzido em sistemas de cultura de
mamiferos. Seja como for, na composicdo monossacaridea, foram
detectados sinais compativeis com Arabinose.

[00268] Um ponto importante, que diz respeito

a presente invencdo, é que a analise da composicdo de N-
glicano da proteina hGCD mostrou que a maior parte dos N-

glicanos termina com residuos de manose. Isso vai ao encontro
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da exigéncia para a manose que finaliza os N-glicanos dgue
auxiliam a percepcdo do hGCD terapéutico pelo receptor da
manose do macréfago. No entanto, nem GCD nativo nem a GCD
recombinante produzidas nas células mamdrias € manose alta.
Portanto, a presente invencdo derruba uma significante
barreira de proteinas, hGCD produzidas comercialmente, o que
significa que essas proteinas sdo modificadas para acabar com
os acglUcares de manose, diferente da proteina produzida como
descrito acima.
EXEMPLO 6
TRATAMENTO COM A PRESENTE INVENCAO

[00269] A proteina recombinante ©produzida de
acordo com a presente invencdo abrange, de preferéncia, uma
proteina com glicosideo apropriadamente produzida por uma
cultura celular da planta, que é preferencialmente uma enzima
lisossémica, por exemplo, e/ou uma proteina com glicosideo de
manose elevada.

[00270] Conforme configuragcdes preferenciais
aqui contidas, a proteina produzida de acordo com a presente
invencao ¢é apropriada para o tratamento de uma doenca
associada ao lisossomo, como uma doenca de armazenamento

lisossbmico, por exemplo.

[00271] O método de tratamento compreende
opcionalmente e preferencialmente: (a) fornecimento de um
modelo recombinante biologicamente ativo de enzima

lisossébmica purificada a partir de células da raiz das plantas
modificadas e que seja capaz de atingir eficientemente as
células deficientes de forma anormal nas enzimas
lisossbébmicas. Essa enzima recombinante biologicamente ativa

expds residuos finais da manose em oligossacarideo
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adicionados; e (b) administracdo de uma quantidade efetiva de
forma terapéutica da enzima lisossémica recombinante
biologicamente ativa, ou de composigcdo que abranja o mesmo
sobre o assunto. Em uma configuracao preferencial, a enzima
lisossbébmica recombinante de manose elevada utilizada pelo
método da invencdo pode ser produzida pela célula hospedeira
da invencdo. Preferencialmente, essa célula hospedeira é uma
célula de cenoura.

[00272] Por "sujeito mamifero" ou "paciente
mamifero" entende-se gqualquer mamifero para o qual a terapia
genética seja desejada, inclusive humanos, bovinos, equinos,
caninos e felinos, de preferéncia, um humano.

[00273] Deve-se notar que o termo "tratamento"
inclui também a melhora ou o alivio de uma condicdo e/ou de
um ou mails sintomas patoldgicos, curando tal condigdo, ou
prevenindo a sua formacéo.

[00274] Em outras configuracgdes preferenciais, a
enzima lisossédmica utilizada pelo método da invencgdo pode ser
uma enzima de manose elevada que contenha, pelo menos, uma
cadeia de oligossacarideo com um residuo de manose exposto.
Essa enzima recombinante pode ser ligada a um receptor de
manose em uma célula alvo, em um local alvo, dentro de uma
matéria.

[00275] De maneira mais favoravel, essa enzima
lisossbémica recombinante aumentou a afinidade com a célula
alvo, em comparacdo a afinidade correspondente de uma enzima
lisossbébmica que ocorre naturalmente com a célula alvo.
Consequentemente, cada dose depende da selecdo efetiva das
células deficientes de forma anormal em GCD e cada dose desse

modelo de GCD é substancialmente menor do que a dose de GCD
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que ocorre naturalmente que seria, de outra forma,
administrada de uma maneira similar para obter
o efeito terapéutico.

[00276] Conforme as configuracdes preferenciais
da presente invengdo, a proteina ¢é apropriada para o
tratamento de doencas de armazenamento lisossdémico, de
maneira que & presente invencdo compreenda também um método
de tratamento para tais doencas. As doencas de armazenamento
lisossdébmico constituem de um grupo de 40 enfermidades que sao
resultados de defeitos nas enzimas do cdédigo genético gue
quebram os produtos de residuo glicolipidio ou polissacarideo
dentro dos lisossomos das células. Os produtos enzimdticos,
por exemplo, acguUcares e lipidios, sdo em seguida reciclados
em novos produtos. Cada uma dessa enfermidade resulta de uma
caracteristica herdada recessiva ou ligada ao X que afeta os
niveis de enzimas no lisossomo. Geralmente, ndo ha uma
atividade funcional ou bioldégica das enzimas afetadas nas
células e tecidos dos individuos afetados. Em tais doencas a
deficiéncia na funcgdo da enzima cria uma deposicdo sistémica
progressiva do substrato de carboidrato e 1lipideo nos
lisossomos nas células do corpo, eventualmente causando a
perda da funcdo do érgao e morte. A etiologia genética, as
manifestacdes clinicas, a biologia molecular e a
possibilidade das doencas de armazenamento lisossdbmico sao
detalhadas em Scriveretal. [Scriver et al., The Metabolic and
Molecular Basis of Inherited Disease, 7. ed. McGraw Hill,
1995. v. 11.]

[00277] Alguns exemplos das doencas do
armazenamento lisossdmico (e suas enzimas deficientes

associadas) incluem, mas nao sao limitados a doenca de Fabry
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(a—galactosidase) e doenca de Farber (ceramidase), doenca de
Gaucher (glucocerebrosidase), Gm1 gangliosidosis (B-
galactosidase, doenca de Tay-Sachs (B-hexosaminidase), doenca
de Niemann-Pick (sphingomyelinase), doenga de Schindler (o.-
N-acetylgalactosaminidasc), sindrome de Hunter (iduronate-2-
sulfatase), sindrome de Sly (B-glucuronidase), sindromes de
Hurlere HurlerlScheie (iduronidase), esindrome de I-
Cell/Sanfilippo (transportador de manose-6-fosfato).

[00278] A doenca de Gaucher é a mais comum de
armazenamento lisossdédmico em humanos, com a mais alta
frequéncia encontrada na populacdo Judia Ashkenazi. Cerca de
5 a 10 mil pessoas nos Estados Unidos estdao com a doenca
[Grabowski, Adv. Hum. Genet. 21:377-441(1993)]. A doenca de
Gaucher é resultante da deficiéncia em glucocerebrosidase
(hGCD; glucosylceramidase) .

[00279] Esta deficiéncia conduz a um acumulo
de substrato de enzima, glucocerebroside, em células
reticuloendotelial da medula 6ssea, baco e figado,
resultando' em complicag¢des significativas para a ptécnica
esquelética, tais como a expansdo da medula &éssea e a
deterioracdo do osso, além de hiperesplenismo, hepatomegalia,
trombocitopenia, anemia e complicacdes de pulmdo [Grabowski,
(1993) ibid.; Lee, Prog. Clin. Biol. Res. 95:177-217 (1982)].

[00280] Mais especificamente, a enzima
lisossdébmica wutilizada pelo método da invencdo pode ser
selecionada a partir do GCD (grupo que consiste do
glucocerebrosidase), do acido sphingomyelinase, do
hexosaminidase, do a-N-acetylgalactosaminidise, do 4&cido
lipase, do oa—-galactosidase, do glucocerebrosidase, do o-L-

iduronidase, do iduronatosulfatase, do a-mannosidase ou do
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sialidase. Preferencialmente, gquando a doenca tratada é a
doenca de Gaucher, a enzima lisossdmica utilizada pelo método
da invencédo é o GCD.

[00281] A proteina da presente invencdo pode ser
utilizada para produzir uma composicdo farmacéutica. Dessa
maneira, de acordo com um outro aspecto da presente invencéao
é fornecida uma composicdo farmacéutica que inclua, como um
ingrediente ativo nestas condig¢des, uma proteina e um portador
farmacéutico aceitavel. Conforme aqui utilizado, uma
"composicdo farmacéutica" refere-se a preparacdo de um ou mais
dos ingredientes ativos descritos acima, como uma proteina
recombinante, com outros componentes quimicos, como
medicamentos tradicionais portadores fisioldgicos adequados e
excipientes. O objetivo de uma composicao farmacéutica ¢é
facilitar a administracdo de uma proteina ou célula para o
organismo. As composicdes farmacéuticas da presente invencgao
podem ser produzidas pelos processos bastante conhecidos na
técnica, por exemplo, por meio dos processos de misturas
convencionais, dissolucgdes, granulacgdes, fabricacao de
drageas, 1levigacdo, emulsédo, encapsulamento, captura ou
liofilizacao.

[00282] Em uma configuracdo preferencial, o termo
"aceitdvel farmaceuticamente" significa que foi aprovado por
uma agéncia reguladora do governo federal ou estadual, ou
listada no U.S. Pharmacopeia ou em outra farmacopéia
geralmente reconhecida para o uso em animais e, mais
especificamente, em humanos. Em seguida neste documento, as
frases "portador fisioldgico apropriado” e "portador
farmacéutico aceitdvel" sdo utilizadas de maneira alternada

e referem—-se a um portador aprovado ou a um diluente que nao
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provoque irritagcdo significativa no organismo e gue nao
revogue a atividade e ©propriedades Dbioldgicas do par
administrado.

[00283] O termo "portador" refere-se a um
diluente, substéancia, excipiente ou aparelho com gue os
terapéuticos sdo administrados. Tais portadores farmacéuticos
podem ser liquidos assépticos, como agua e d6leos, inclusive
aqueles de petrdleo, animal, vegetal ou de origem sintética,
como o 6leo de soja, 6leo de amendoim, éleo mineral, 6leo do
sésamo e assim por diante. A &dgua é um portador preferencial
quando a composicao farmacéutica é administrada
intravenosamente. As solugdes salinas e as solugdes de
dextrose e glicerol aquosas também podem ser empregadas como
portadores liquidos, especialmente para solugdes injetédveis.
Os excipientes farmacéuticos apropriados contém amido,
glicose, lactose, sucrose, gelatina, malte, arroz, farinha,
giz, gel de silicone, o estearato de sdédio, monostearate de
glicerol, talco, cloreto de sdédio, leite desnatado em pd,
glicerol, propileno, glicol, &gua, etanol e assim por diante.
A composicao, se desejado, pode também conter quantidades
menores de agentes emulsificantes ou fortificantes, ou
agentes de tamponamento do pH. Estas composigdes podem tomar
a forma de solucgdes, suspensodes, emulsao, comprimidos,
pilulas, céapsulas, pds, fédrmulas de liberagdes prolongadas e
assim por diante. A composicgdo pode ser formulada como um
supositério, com aglutinantes e portadores tradicionais, como
os triglicerideos. A férmula oral pode incluir portadores
padrdes, como a classificacdo farmacéutica do manitol,
lactose, amido, estearato de magnésio, sacarina sdédica,

celulose, carbonato de magnésio, etc. Os exemplos de
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portadores farmacéuticos apropriados sao descritos em
"Remington's Pharmaceutical Sciences" por E. W. Martin. Tais
composicdes conterdo uma quantidade efetiva de forma
terapéutica da proteina, preferencialmente no modo
purificado, Jjunto com uma quantidade apropriada de portador
para fornecer o modelo para a administracao apropriada ao
paciente. A férmula deve estar adequada para o modo de
administracao.

[00284] Neste documento, o) termo
"excipiente" refere-se a uma substéncia inerte incluida a uma
composigcdo farmacéutica para facilitar ainda mais os
processos e administracdo dos ingredientes ativos.

[00285] Os exemplos, sem limitacdo, dos
excipientes incluem o carbonato de calcio, o fosfato de
cdlcio, wvarios acgucares e tipos de amido, derivados da
celulose, gelatina, 6leos vegetais e o0s glicdis de
polietilene.

[00286] Técnicas adicionais para férmulas
e administracdo de ingredientes ativos podem ser encontradas
em "Remington's Pharmaceutical Sciences," Mack Publishing
Co., Easton. PA, ultima versdo, que estd incorporado neste
documento para referéncia como se apresentado totalmente
aqui.

[00287] As composicdes farmacéuticas aqui
descritas podem também compreender excipientes ou portadores
apropriados da fase gel ou sélida. Os exemplos destes
portadores ou excipientes incluem, mas nao sao limitados a,
carbonato de calcio, fosfato de calcio, varios acucares,
amidos, derivados da celulose, gelatina e polimeros como

glicdéis de polietileno.
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[00288] As rotas de administracao
apropriadas podem, por exemplo, incluir a distribuig¢do oral,
retal, pela mucosa, pela epiderme, intestinal ou parenteral,
inclusive injeg¢des intramuscular, subcuténeo e intramedular,
bem como 1injeg¢des intratecal, intraventricular direto,
intravenoso, intraperitonial, intranasal ou intraocular.

[00289] As composicdes farmacéuticas para
uso de acordo com a presente invengdo podem, desta maneira,
ser formuladas de maneira convencional utilizando um ou mais
portadores aceitaveis farmaceuticamente abrangendo
excipientes e auxiliares, que facilitem o processamento dos
ingredientes ativos nas preparagdes que possam ser utilizados
farmaceuticamente. A férmula adequada é dependente da rota de
administracao escolhida.

[00290] Para a 1injecdo, os 1ingredientes
ativos da invencgédo podem ser formulados em solugcdes aquosas,
preferencialmente em tampdes fisiologicamente compativeis,
como a solugao de Hank, a solucgdo de Ringer ou o tampdo salino
fisioldgico. Para a administracdo pela mucosa, oS penetrantes
sdo utilizados nas fdérmulas. Geralmente, eles sdao conhecidos
na técnica.

[00291] Para a administracao oral, os
ingredientes ativos ©podem ser opcionalmente formulados
através de administracgdo das células inteiras produzindo uma
proteina de acordo com a presente invencdo, como o GCD. Os
ingredientes ativos também podem ser formulados combinando os
ingredientes ativos e/ou as <células com os portadores
aceitdveis farmaceuticamente bastante conhecidos na técnica.
Esses portadores permitem que os ingredientes ativos da

invencdo sejam formulados como comprimidos, pilulas, dréageas,
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cédpsulas, liquidos, gel, xaropes, pastas, suspensdes e assim
por diante, para gque o paciente 1ingira oralmente. As
preparacgdes farmacoldgicas para o uso oral podem ser feitas
utilizando um excipiente sdélido, opcionalmente moendo a
mistura resultante e processando a mistura dos grénulos, apds
ter adicionado auxiliares apropriados, se solicitado, para
obter os nucleos das drageas e comprimidos.

[00292] Os excipientes apropriados sao, em
particular, preenchimentos como agucares, incluindo lactose,
sucrose, manitol ou sorbitol; preparacgdes de celulose como,
por exemplo, amido de milho, amido de trigo, amido de arroz,
amido de batata, gelatina, goma tragacanto, metil-celulose,

hidroxipropil metil celulose, carboximetilcelulose sdédica;

e/ou polimeros fisioldgicos aceitaveis, como PVP
(Polivinilpirrolidona) . Se desejados, 0s agentes
desintegradores podem ser adicionados, como o

Polivinilpirrolidona conectados, &gar ou acido alginico ou um
sal mencionado, como o alginato sdédico.

[00293] Os nucleos das drageas sao
fornecidos com revestimentos adequados. Para esta finalidade,
as solugdes de acgucar concentradas podem ser utilizadas, as
quais podem conter opcionalmente goma  Aarabe, talco,
polivinilpirrolidona, gel carbopol, glicol de polietilene,
didéxido de titédnio, misturas de solventes ou solventes
organicos adequados e solugdes envernizadas. Os corantes ou
pigmentos podem  ser adicionados ao revestimento dos
comprimidos ou das drageas para a identificacao ou
caracterizagdao de combinacgdes diferentes de doses de
ingrediente ativo.

[00294] As composicdes farmacéuticas, que
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podem ser administradas oralmente, incluem cédpsulas faceis de
engolir feitas de gelatina, além de cédpsulas seladas e macias
feitas de gelatina e uma massa modeladora, tal como o glicerol
ou o sorbitol. As céapsulas faceis de engolir podem conter os
ingredientes ativos em uma mistura com preenchimento como
lactose, aglutinantes como amido, lubrificantes como talco ou
estearato de magnésio e, opcionalmente, estabilizadores. Em
cdpsulas macias, os ingredientes ativos podem ser dissolvidos
ou suspendidos em liquidos apropriados, como em &leos,
parafina liquida ou glicdis de polietileno liquido. Além
disso, os estabilizadores podem ser adicionados. Todas as
férmulas para a administracdo oral devem estar em dosagens
apropriados para a rota de administracdo escolhida.

[00295] Para a administracdo oral, as
composicdes podem tomar a forma de comprimidos ou pastilhas
formuladas de maneira convencional.

[00296] Para administracdo por inalacao,
0os 1ingredientes ativos para uso de acordo com a presente
invencao sdo entregues em forma de spray em aerossol a partir
de um pacote pressurizado ou um nebulizador com o uso de um
propulsor apropriado, por exemplo, diclorodifluorometano,
triclorofluorometano, diclorotetrafluoroetano ou didxido de
carbono. No caso de aerossol pressurizado, a unidade de
dosagem deve ser determinada fornecendo uma valvula para
conceder a quantidade medida. As capsulas e cartuchos ou, por
exemplo, gelatina para serem utilizados em um insuflador podem
ser formulados contendo uma mistura de pds dos ingredientes
ativos e uma base em pd adequada, como lactose ou amido.

[00297] Os ingredientes ativos descritos

acima podem ser formulados para administracgdo parenteral, por
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exemplo, injeg¢do de dose unica ou infusdo continua. As
férmulas para a injecdo podem ser apresentadas em dosagem
unica, por exemplo, em ampolas ou recipientes de varias doses
com, opcionalmente, um conservante incluido. As composicdes
podem ser em suspensao, solucao ou emulsdao em aparelhos aquoso
ou oleoso e podem conter agentes de fédrmula, como agentes de
suspensao, equilibrio e disperséo.

[00298] As composicdes farmacéuticas para
a administracdo parenteral incluem solucdes aquosas das
preparacgdes ativas em formas soluveis em Aagua. Além disso,
suspensdes de ingredientes ativos podem ser preparados como
suspensdes apropriadas de injecao oleosa. Solventes
lipofilicos adequados ou veiculos incluem &leos gordurosos
tais como &6leo de gergelim ou ésteres de &cidos gordurosos
sintéticos tais como oleado de etilo, triglicérides ou
lipossomos. Suspensdes de injegdo aquosa podem conter
substancias que aumentam a viscosidade da suspensédo, tais como
celulose de carboximetilo de sdédio, sorbitol ou dextran.
Opcionalmente, a suspensao também pode conter estabilizadores
ou agentes adequados qgque aumentam a solubilidade dos
ingredientes ativos para permitir a preparacao de solucdes
altamente concentradas.

[00299] Numa concretizacdo referida, a
composicdo é formulada de acordo com procedimentos de rotina
como composicdo farmacéutica adaptada para administracéao
intravenosa para seres humanos. Tipicamente, composicdes
farmacéuticas para administracdo intravenosa sdo solugdes em
buffer aquoso isotdnico estéril. Geralmente, os ingredientes
sao fornecidos ou separadamente ou misturados juntos em forma

de dosagem unitédria, por exemplo, como um pd liofilizado ou
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concentrado isento de &gua num recipiente hermeticamente
fechado tal como uma ampola ou saché indicando a quantidade
de agente ativo. Onde a composicdo deve ser administrada por
infusdo, ela pode ser dispensada com uma garrafa de infusao
contendo &gua de nivel farmacéutica estéril ou salina. Onde
a composicdo é administrada por injecdo, uma ampola de &gua
estéril para injecdo ou salina pode ser fornecida a fim de
que oS ingredientes possam ser misturados antes da
administracao.

[00300] As composicdes farmacéuticas da
invengao podem ser formuladas como formas neutras ou salgadas.
Sais farmaceuticamente aceitdveis incluem aqueles formados
com anionos tais como os derivados de adcidos hidrocloridricos,
fosféricos, acéticos, oxalicos, tartaricos, etc., e o0s
formados com cations tais como os derivados de sdédio,
potéassio, ambénia, calcio, hidroéxidos férricos,
isopropilamina, trietilamina, etanol -2-etilamino, histidina,
procaina, etc.

[00301] Os ingredientes ativos da presente
invencao também podem ser formulados em composicdes retais
como supositdédrios ou enemas de retencdo, usando, por exemplo,
bases de supositdrios convencionais como manteiga de cacau ou
outros glicérides.

[00302] As composicdes farmacéuticas aqgui
descritas também podem compreender sdélido adequado de
portadores ou excipientes de fase de gel. Exemplos de tais
portadores ou excipientes incluem, mas nao se limitam a,
carbonato de célcio, fosfato de cédlcio, diversos acucares,
amidos, derivados de celulose, gelatina e polimeros como

glicdéis de polietileno.
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[00303] A rota tédpica é realizada
opcionalmente e é assistida por um portador tdépico. O portador
tépico é um que é geralmente adequado para administracédo de
ingrediente ativo tépico e inclui quaisquer destes materiais
conhecidos na técnica. 0 portador tépico é selecionado de modo
a fornecer a composicdo na forma desejada, 1isto ¢é, como
portador liguido ou né&o liquido, loc¢do, creme, pasta, gel,
pd, unguento, solvente, diluente liquido, drops e similares,
e pode ser compreendido de um material de origem de ocorréncia
natural ou sintética. E essencial, claramente, que o portador
selecionado ndo afete adversamente o agente ativo ou outros
componentes da formulacdo tdpica, e que é estdvel com relacgao
a todos os componentes de formulacdo tdépica. Exemplos de
portadores tépicos adequados para uso incluem agua, alcoois
e outros solventes orgédnicos ndo tdéxicos, &éleo mineral,
silicone, geleia de petrdleo, lanolina, &cidos gordurosos,
6leos vegetais, parabenos, ceras e similares. Formulacgdes
preferidas no presente sdo unguentos, liquidos, logdes,
cremes e géis incolores e inodoros.

[00304] Unguentos sdo preparacdes semi-
sélidas, que sao baseadas tipicamente em petrdleo ou outros
derivados de petrdleo. A base de unguento especifica a ser
usada, como serd apreciado por aqueles habilitados na técnica,
¢ um que fornecerd oétima entrega de ingredientes ativos e,
preferivelmente, fornecerd outras caracteristicas desejadas
também, por ex., emoliéncia ou similares. Como com outros
portadores ou veiculos, uma base de unguento deve ser inerte,
estdvel, ndo irritante e ndo sensibilizante. Como explicado em
Remington: The Science and Practice of Pharmacy., 192 Ed.

(Easton, Pa.: Mack Publishing Co., 1995), nas paginas 1399-
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1404, bases de unguento podem ser agrupadas em quatro classes:
bases oleaginosas, bases emulsificdveis, bases de emulsédo e
bases soltveis em &gua. As Dbases de unguento oleaginoso
incluem, por' exemplo, d6leos vegetais, gordura obtidas de
animais e hidrocarbonos semissdélidos obtidos de petrdleo.
Bases de unguento emulsificdveis, também conhecidas como bases
de unguento absorvente, contém pouca ou nenhuma dgua e incluem,
por exemplo, sulfato de hidroxistearina, lanolina anidrosa e
petrolato hidrofilico. Bases de unguento de emulsdo séo
emulsdes agua—-no-6leo (W/0) ou emulsdes dleo—na-agua (0/W) e
incluemn, por exemplo, dlcool cetilico, monostearato de
glicerilo, lanolina e &cido estedrico. Bases de unguento
hidrossoluveis preferidas sao preparadas de glicdis de po-
lietileno de peso molecular varidvel; mais uma vez, pode-se
fazer referéncia a Remington: The Science and Practice of
Pharmacy para informagdes adicionais.
[00305] Logcdes sao preparagdes a serem aplicadas
a superficie da pele sem fricgao, e sdo tipicamente
preparacdes liquidas ou semiliquidas, nas quais as particulas
sélidas, incluindo o agente ativo, estdo presentes numa base
de 4agua ou &lcool. Logdes sado normalmente suspensdes de
sélidos e podem compreender uma emulsdo oleosa liquida do tipo
6leo—na—-agua. Logdes sao formulacgdes preferidas no presente
para tratar grandes areas do corpo, por causa da facilidade
de aplicar uma composicdo mais fluida. E geralmente necessdrio
que a matéria insoluvel numa locdo seja finamente dividida.
Logcdes conterdo tipicamente agentes suspensos para produzir
melhores dispersdes, bem como ingredientes ativos Uteis para
localizar e manter o agente ativo em contato com a pele, isto

¢, metilcelulose, carboximetilcelulose de sdédio ou similares.
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[00306] Cremes contendo os 1ingredientes ativos
selecionados sao, como conhecidos na técnica, liquido viscoso
ou emulsdes semissdlidas, ou Obleo—-na—-agua ou Aagua-no-dleo.
Bases de creme sdo lavaveis em agua e contém uma fase de 6leo,
um emulsificador e uma fase aquosa. A fase de é6leo, também as
vezes chamada de fase "interna", é geralmente compreendida de
petrdéleo e um Aalcool gorduroso tal como &cido cetilico ou
estearilico; a fase aquosa, normalmente, embora nao
necessariamente, excede a fase de 6leo em volume, e geralmente
contém um humectante. O emulsificador numa formulacdo de
creme, como explicado em Remington, supra, € geralmente um
surfactante nonidnico, anidnico, catidnico ou anfotérico.

[00307] Formulacgdes de gel sao preferidas para
aplicacdo no couro cabeludo. Como serd apreciado por aqueles
que trabalham no campo de formulacdo toépica de ingredientes
ativos, géis sd&o sistemas semissdlidos e do tipo suspensao.
Géis de fase unica contém macromoléculas orgénicas
distribuidas de modo substancial e uniforme através do liquido
portador, que é tipicamente aquoso, mas também,
preferivelmente, contém um alcool e, opcionalmente, um &leo.

[00308] Diversos aditivos, conhecidos daqueles
qualificados na técnica, podem ser incluidos nas formulacgdes
tdépicas da invencado. Por exemplo, solventes podem ser usados
para solubilizar certas substlncias de ingredientes ativos.
Outros aditivos opcionais incluem intensificadores de
permeacao da pele, opacificadores, antioxidantes, agentes
formadores de gel, agentes engrossadores, estabilizadores e
similares.

[00309] As composicdes tdépicas da presente

invencao também podem ser entregues a pele usando esparadrapos
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ou artigos de tipo dérmico convencional, nos Jquais a
composicdo dos ingredientes ativos estd contida dentro de uma
estrutura laminada, que serve como dispositivo de entrega de
droga a ser afixado na pele. Em tal estrutura, a composicao
dos ingredientes ativos é contida numa camada ou
"reservatdério", subjacente a uma camada traseira superior. A
estrutura laminada pode conter um Gnico reservatdrio, ou pode
conter multiplos reservatdrios. Em uma concretizagdo, o
reservatdério compreende uma matriz polimérica de material
adesivo de contato farmaceuticamente aceitdvel que serve para
afixar o sistema a pele durante a entrega do ingrediente
ativo. Exemplos de adequados materiais adesivos de contato
com a pele incluem, mas nao sao limitados a, polietilenos,
polisiloxanos, poliisobutileno, poliacrilatos, poliuretanos e
similares. O adesivo polimérico especifico selecionado
dependerd do ingrediente ativo especifico, veiculo, etc., ou
seja, o adesivo deve ser compativel com todos os componentes
da composicdo que contém o ingrediente ativo. De modo
alternativo, o reservatdrio que contém o ingrediente ativo e
o adesivo de contato com a pele estdo presentes na forma de
camadas separadas e distintas, com adesivo subjacente ao
reservatdério que, neste caso, pode ser uma matriz polimérica
conforme descrito acima, pode ser um reservatdrio de hidrogel
ou liquido, ou pode ter outra forma.

[00310] A camada de suporte desses laminados, a
qual serve como superficie superior do dispositivo, funciona
como o elemento estrutural primdrio da estrutura laminada e
fornece ao dispositivo muita de sua flexibilidade. O material
selecionado para o material de suporte deve ser selecionado

de modo que seja substancialmente impermedvel aos
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ingredientes ativos e a qualquer dos componentes da composicao
que contém os ingredientes ativos, deste modo, impedindo a
perda de quaisquer componentes através da superficie superior
do dispositivo. A camada de suporte deve ser oclusiva ou nao
oclusiva, dependendo se é desejadvel qgque a pele torne-se
hidratada durante a entrega dos ingredientes ativos. O suporte
é preferivelmente feito de uma lamina ou filme de um material
preferivelmente elastomérico flexivel. Exemplos de polimeros
que sao adequados para a camada de suporte incluem o
polietileno, polipropileno e poliésteres.

[00311] Durante o armazenamento e antes do uso, a
estrutura laminada inclui um revestimento de
liberacdo. Imediatamente antes do uso, esta camada é removida
do dispositivo para expor a superficie basal do mesmo, o
reservatdério do ingrediente ativo ou uma camada adesiva de
contato separada, de modo que o sistema possa ser afixado a
pele. O revestimento de liberacdo deve ser feito de um
material impermedvel de ingredientes/veiculo ativo.

[00312] Tal dispositivo deve ser fabricado
utilizando técnicas convencionais, conhecidas na técnica, por
exemplo, por fundicdo de uma mistura de fluido de adesivo,
ingrediente ativo e veiculo na camada de suporte, seguido de
laminacdo do revestimento de liberacdo. De modo similar, a
mistura adesiva pode ser fundida no revestimento de liberacao,
seguido da laminacdo da camada de suporte. De modo
alternativo, o reservatdério de ingredientes ativos pode ser
preparado na auséncia do ingrediente ativo ou excipiente, e
entdo carregado através da "infiltragdo" em uma mistura de
ingredientes/veiculo ativa.

[00313] Assim como em formulagdes toépicas da
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invengao, a composigao dos ingredientes ativos contida nos
reservatdérios de ingredientes ativos desses sistemas
laminados deve conter diversos componentes. Em alguns casos,
o ingrediente ativo deve ser entregue "nitido", ou seja, na
auséncia de 1ligquido adicional. Na maioria dos casos,
entretanto, 0s ingredientes ativos serdao dissolvidos,
difundidos ou suspendidos em veiculo adequado
farmaceuticamente aceitédvel, tipicamente um solvente ou um
gel. Outros componentes, que podem estar presentes, incluem
conservantes, estabilizadores, surfactantes e similares.

[00314] Deve ser observado gque a proteina da
invencao, tal como uma enzima lisossdédmica de manose elevada,
¢ preferivelmente administrada ao paciente que necessita de
uma quantidade eficaz. Conforme wutilizado no presente,
"quantidade eficaz" significa uma quantidade necessédria para
alcancar um resultado selecionado. Por exemplo, uma
quantidade eficaz de composigcdao da invencgdo deve ser.
selecionada para ser util ao tratamento de uma doenca de
armazenamento lisossdmica.

[00315] As composigdes farmacéuticas aceitaveis
para uso no contexto da presente invencao incluem composicgdes
caracterizadas pelo fato de os 1ingredientes ativos serem
contidos em uma quantidade eficaz para alcancar o propdsito
pretendido. Mais especificamente, uma quantidade eficazmente
terapéutica significa uma guantidade de ingrediente ativo
eficaz para prevenir, aliviar ou melhorar os sintomas de
doencas ou prolongar a sobrevivéncia do paciente sob
tratamento.

[00316] A determinacéao de uma quantidade

eficazmente terapéutica é satisfatdéria dentro da capacidade
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daqueles com habilidade na técnica, especialmente a luz da
revelacgdo detalhada fornecida no presente.

[00317] Para qualquer ingrediente ativo
utilizado nos métodos da invencdo, a gquantidade eficaz
terapeuticamente ou dose pode ser estimada inicialmente dos
ensaios de atividade em animais. Por exemplo, uma dose pode
ser formulada em modelos de animais para alcancgar uma faixa
de concentracao circulante que inclui IC50 conforme
determinado por ensaios de atividade.

[00318] A toxicidade e a eficdcia terapéutica dos
ingredientes ativos descritos no presente podem ser
determinadas por procedimentos farmacéuticos padrao em
animais experimentais por exemplo, ao determinar o IC50 e o
LD50 (dose letal que causa morte em 50% dos animais testados)
para um ingrediente ativo submetido. Os dados obtidos desses
ensaios de atividade estudos em animais podem ser utilizados
na formulagcdo de uma faixa de dosagem para UuUSO em Seres
humanos. Por exemplo, as doses eficazes terapeuticamente
adequadas para tratamento de doencas genéticas podem ser
determinadas a partir de experimentos com modelos de animais
dessas doencas.

[00319] A dosagem pode variar dependendo da forma
de dosagem empregada e a via de administracgcao utilizada. A
formulacdo exata, via de administracdo e dosagem podem ser
escolhidas por cada médico dependendo da condicdo do paciente.
(Vide, por exemplo, Fingi, et al., 1975, em "The
Pharmacological Basis of Therapeutics", Ch. 1 p.1).

[00320] O intervalo e a quantidade de dosagem
podem ser ajustados individualmente para fornecer niveis

plasmdticos da metade ativa, que sao suficientes para manter
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os efeitos modulatdérios, denominada a concentracdo eficaz
minima (MEC). A MEC ird variar para cada preparacdo, porém
pode ser opcionalmente estimada de todos os dados de animais.

[00321] Os intervalos de dosagem também podem ser
determinados pela utilizacdo do valor MEC. As preparacdes
opcionalmente podem ser administradas utilizando um regime,
o qual mantém os niveis plasmadticos acima da MEC em 10-90% do
tempo, preferivelmente entre 30-90% e mais preferivelmente
50-90%.

[00322] Dependendo da gravidade e sensibilidade da
condicdo a ser tratada, a dosagem também pode ser de uma
administragcdo uUnica de uma composicdo de liberacdao reduzida
descrita acima, com o curso de tratamento de duracao de varios
dias a varias semanas, ou até que seja alcancada a cura ou a
diminuicdo do estado da doenca.

[00323] Se desejado, as composicgdes da presente
invengcao podem estar ©presentes em um dispositivo de
distribuicdo ou envoltdério, tal como um kit aprovado pela FDA,
que pode conter um ou mais unidades de formas de dosagem que
incluem o ingrediente ativo. O envoltdério pode, por exemplo,
compreender uma lamina de pléastico ou metal, tal como um
envoltério de Dblister. O dispositivo de distribuicdo ou
envoltdério  pode ser acompanhado  por instrucdes para
administragcdo. O envoltdério ou distribuidor também pode ser
acompanhado por uma notificacdo associada ao recipiente em
uma forma prescrita por uma agéncia governamental que regula
a fabricacdo, utilizacdo ou venda de produtos farmacéuticos,
cuja notificacdo reflita a aprovacdo pela agéncia da forma
das composicdes ou administracdo veterindria ou humana. Tal

notificacao, por exemplo, pode ser uma rotulagem aprovada pela
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U.S. Food and Drug Administration para medicamentos sob
prescricdo ou uma bula de produto aprovado. As composicgdes
que compreendem um ingrediente ativo da invencdo formuladas
em um portador farmacéutico compativel também podem ser
preparadas, colocadas em um recipiente apropriado e rotuladas
para tratamento de uma condigao indicada.

[00324] Conforme utilizado no presente, o termo
"modulado" inclui a inibicéao, diminuigdo ou inversao
substancialmente da progressao de uma doenca,
substancialmente melhorando os sintomas clinicos de uma
doenca ou condicgao, ou substancialmente impedindo o)
surgimento de sintomas clinicos de uma doenca ou condicéo.
Consequentemente, um "modulador" inclui um agente que pode
modular uma doenca ou condicgéao.
LISTA SEQUENCIAL
NUMERO DE IDENTIFICACAO DE SEQUENCIA: 1
Sequéncia de Aminodcido de ER Peptideo de Sinal:
MKTNLFLFUFSLLLSLSSAEF
SEQ ID NO: 2
Sequéncia de Aminodcido do sinal de abordagem seletiva
vacuolar de Tabaco Quitinase A:
DLLVDTM
SEQ ID NO: 3
Sequéncia do &cido nucléico do indicador Dianteiro:
Cagaattcgcccgecccecctgea
SEQ ID NO: 4
Sequéncia de 4cido nucléico do iniciador Reverso:
ctcagatcttggcgatgccaca
SEQ ID NO: 5

Sequéncia de &cido nucléico do acionador dianteiro do promotor
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358:
ctcagaagaccagagggct
SEQ ID NO: 6

Segliéncia de 4cido nucléico do iniciador inverso do
terminador:
Caaagcggccatcgtgce

SEQ ID NO: 7
Sequéncia de &cido nucléico do cDNA GCD humano utilizado para

10 construgdes da invencao

gcccgccce ctgcatccct aaaagcttcg gctacagctc ggtggtgtgt

gtctgcaatg ccacatactg tgactccttt gaccccccga cctttecctge
ccttggtacc ttcagccgcet atgagagtac acgcagtggg cgacggatgg
agctgagtat ggggcccatc caggctaatc acacgggcac aggcctgcta
ctgaccctgce agccagaaca gaagttccag aaagtgaagg gatttggagg
ggccatgaca gatgctgctg ctctcaacat ccttgceccectg tcaccccecctg
cccaaaattt gctacttaaa tcgtacttct ctgaagaagg aatcggatat
aacatcatcc gggtacccat ggccagctgt gacttctcca tccgcaccta
cacctatgca gacacccctg atgatttcca gttgcacaac ttcagcctcc
cagaggaaga taccaagctc aagatacccc tgattcaccg agccctgcecag
ttggcccagce gtcccgtttce actccttgcc agcccctgga catcacccac
ttggctcaag accaatggag cggtgaatgg gaaggggtca ctcaagggac
agcccggaga catctaccac cagacctggg ccagatactt tgtgaagttc
ctggatgcct atgctgagca caagttacag ttctgggcag tgacagctga
aaatgagcct tctgctgggce tgttgagtgg ataccccttc cagtgcctgg
gcttcacccc tgaacatcag cgagacttca ttgccecgtga cctaggtcct
accctcgcecca acagtactca ccacaatgtc cgcctactca tgctggatga
ccaacgcttg ctgctgcccce actgggcaaa ggtggtactg acagacccag
aagcagctaa atatgttcat ggcattgctg tacattggta cctggacttt
ctggctccag ccaaagccac cctaggggag acacaccgcc tgttccccaa
caccatgctc tttgcctcag aggcctgtgt gggctccaag ttctgggagce
agagtgtgcg gctaggctcc tgggatcgag ggatgcagta cagccacagc
atcatcacga acctcctgta ccatgtggtc ggctggaccg actggaacct
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tgccctgaac
gtcccatcat
ttctaccacc
agtggggctg
tgcatcccga
gatgtgcctc
ctcacctggce
SEQ ID NO
Sequéncia

R P C

HooDm QYR OB oH K E QW o
H "om o zZ o T o oA A K
H O MM s < Y o oo @ ® O
n O n < nu 2 %X =P B on =
"o W ow o om P om0 A
Q » " zZ n 2 40 P B %W a3 "

SEQ ID NO

Sequéncia de &cido nucléico promotor 3°S

de aminoédcido

cccgaaggag

tgtagacatc

ttggccact t
gttgccagtc
tggctctgct
ttaccatcaa

tactccattc

8

9

acacctacct gtggcatcgc cag

107/113

gacccaattg
accaaggaca
cagcaagttc
agaagaacga
gttgtggtcg
ggatcctgct

KSFGYS SVYV
YCDSFDPPTEFPATL
SGRRMELUSMGPTOQ
TLQPEOQEKEFOQKVZEKSEG
LNILALSPPAQNTL
VRLLMLNDOQOQRTILTLL
HGIAVHWYILDEFTLA
L F A
ITTNLULYHVVG
FVDSPIIVDTIT
IPEGSQRVGLYV
VVVVLNRSSZKD

Y SITHTYLWHTRDQOQ

202N v B v B =3 I I )
>om Q2 4

WTDWNTLA
KDTVFYZKDQOQ
A'SQKNDL
VPLTTIIZ KD

ggtgcgtaac
cgttttacaa
attcctgagg
cctggacgca
tgctaaaccg

gtgggcttcc

de Glicocerebrosidase

S
T
A

S

~ = X" O =T H

tttgtcgaca
acagcccatg
gctcccagag
gtggcactga
ctcctctaag

tggagacaat

A KVVLTDE
A TLGETHTF
SEACVGS8KFWEOQSVRLGSWDRG
LNPEGSG
PMFYHL
DAVALM
PAVGFEFTL

Ttttcacaaagggtaatatcgggaaacctcctcggattccattgcecccagcectatctgtceac

ttcatcgaaaggacagtagaaaaggaaggtggctcctacaaatgccatcattgcgataaa

ggaaaggctatcgttcaagatgcctctaccgacagtggtcccaaagatggacccccaccec

acgaggaacatcgtggaaaaagaagacgttccaaccacgtcttcaaagcaagtggattga

tgtgatatctccactgacgtaagggatgacgcacaatcccactatccttcgcaagaccctt

cctctatataaggaagttcatttcatttggagaggac

SEQ ID NO

10
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Sequéncia de acido nucléico que codifica o peptideo de sinal
ER

atgaagactaatctttttctctttctcatcttttcacttcte
ctatcattateetcggccgaattc

SEQ ID NO: 11

Sequéncia de 4&cido nucléico que codifica a sequéncia de
abordagem seletiva vacuolar gatcttttagtcgatactatg

SEQ ID NO: 12

Sequéncia de 4cido nucléico do terminador
taatttcatgatctgttttgttgtattcccttgcaatgcagggecctagggctatgaAtaa
agttaatgtgtgaatgtgtgaatgtgtgattgtgacctgaagggatcacgactataatcg
tttataataaacaaagactttgtcccaaaaacccccccececengecaga

SEQ m NO: 13

Sequéncia de acido nucléico do cassete de expressao da
invencao
ttttcacaaagggtaatatcgggaaacctcctcggattccattgcccagctatctgtcac
ttcatcgaaaggacagtagaaaaggaaggtggctcctacaaatgccatcattgcgataaa
ggaaaggctatcgttcaagatgcctctaccgacagtggtcccaaagatggacccccaccec
acgaggaacatcgtggaaaaagaagacgttccaaccacgtcttcaaagcaagtggattga
tgtgatatctccactgacgtaagggatgacgcacaatcccactatccttcgcaagaccect
tcctctatataaggaagttcatttcatttggagaggacaggcttcttgagatccttcaac
aattaccaacaacaacaaacaacaaacaacattacaattactatttacaattacagtcga
gggatccaaggagatataacaatgaagactaatctttttctctttctcatcttttcactt
ctcctatcattatcctcggceccgaattcgececgeccctgcatcececctaaaagetteggetac
agctcggtggtgtgtgtctgcaatgccacatactgtgactcctttgaccceccecceccgaccttt
cctgcccecttggtaccttcagecgctatgagagtacacgcagtgggcgacggatggagetg
agtatggggcccatccaggctaatcacacgggcacaggcctgctactgaccctgcagceca
gaacagaagttccagaaagtgaagggatttggaggggccatgacagatgctgctgectcte
aacatccttgccctgtcaccccecctgcecccaaaatttgctacrtaaatcgTacttctcectgaa

gaaggaatcggatataacatcatccgggtacccatggccagctgtgacttctccatceccge

Peticao 870190028531, de 25/03/2019, pag. 124/135



109/113

acctacacctatgcagacacccctgatgatttccagttgcacaacttcagectcecccagag
gaagataccaagctcaagatacccctgattcaccgagceccctgcagttggecccagegtcecce
gtttcactccttgccagcecccecctggacatcacccacttggctcaagaccaatggagcecggtyg
aatgggaaggggtcactcaagggacagcccggagacatctaccaccagacctgggceccaga
tactttgtgaagttcctggatgcctatgctgagcacaagttacagttctgggcagtgaca
gctgaaaatgagccttctgctgggectgttgagtggataccececttCCagtgectgggettce
acccctgaacatcagcgagacttcattgcecccgtgacctaggtcecctaccetcgceccaacagt
actcaccacaatgtccgcecctactcatgctggatgaccaacgcttgectgectgecccactgg
gcaaaggtggtactgacagacccagaagcagctaaatatgttcatggcattgctgtacat
tggtacctggactttctggctccagccaaagccaccctaggggagacacaccgcectgttce
cccaacaccatgctctttgecctcagaggectgtgtgggectccaagttctgggagcagagt
gtgcggctaggctcctgggatcgagggatgcagtacagccacagcatcatcacgaacctce
ctgtaccatgtggtcggctggaccgactggaaccttgccctgaaccccgaaggaggaccc
aattgggtgcgtaactttgtcgacagtcccatcattgtagacatcaccaaggacacgttt
tacaaacagcccatgttctaccaccttggccacttcagcaagttcattcctgagggectcce
cagagagtggggctggttgccagtcagaagaacgacctggacgcagtggcactgatgcat
cccgatggctctgcectgttgtggtcecgtgctaaaccgcteetctaaggatgtgectcecttace
atcaaggatcctgctgtgggcttcctggagacaatctcacctggctactccattcacacc
tacetgtggcatcgccaagatcttttagtcgatactatgtaattteatgatctgttttgt
tgtattcccttgcaatgcagggecctagggctatgaAtaaagttaatgtgtgaatgtgtga
atgtgtgattgtgacctgaagggatcacgactataatcgtttataataaacaaagacttt
gtcccaaaaaccccccccecccngcaga

SEQ ID NO: 14

Sequéncia de &cido nucléico da proteina recombinante da

invencao

MKTNLPFLFEFLIZFSILTLTL L SSAEFARPCTIZPIKS
FGYSSVVCVCNAT S FDP TFPALGTTFEF S
RYESTRSGRRMEL P I QA HTGTGTLULTLT
LQOPEOQEKFQEKYVEKGTEFGG®G M TD A A LNITLATLSTP
PAQNILILILIZKSYFSEEG Y N T RVPMASCDF
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SIRTYTYADTPDDVFOQLHNEFSTLPEZEDTZ KTLI KTI
PLIHRALOQLAQRPVSLLASPWT SPTWTILIZEKTN
GAVNGKGSLKGQPGDIYHOQTWARYEFVKTEFTLD
AYAEHKLOQFWAVUENEPUSAGLTLSGYPZFOQCL
GFTPEHOQOQRDFIARDLGPTILANSTHHNYVRTLTL
MLDDQRLLILPHWAKVVLTDPEAAKYVHGTIA
VHWYLDFLAPAKATLGETHRILFPNTMILEAS
EACVGSKFWEOQSVRLGSWDRGMQYSHSTITIT
NLLYHVVGWTDWNILALNPEGGPNWVRNTEVD
S pPIIVDITEKDTPFYKOQPMEFEFYHLGHZEFSZEKEFTITPE
GSQRVGLVASQKNDLDAVALMHPDGSAVVYV
VLNRSSKDVPLTIKDPAVGFLETTISPGYSTI
HTYLWHROQOQDTILILVDTM

Outras Configuracdes

[00325] Deve ser entendido que enquanto a invencgao
foi descrita em conexdo com a descrigcao detalhada do presente,
a descricado precedente, por sua vez, tem a intencado de
ilustrar e ndo de limitar o escopo da invengao, a qual é
definida pelo escopo das reivindicagdes anexas. Outros
aspectos, vantagens e alteragdes estao dentro do escopo das
seguintes reivindicacgdes.
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REIVINDICACOES

1. Uso de proteina de fusdao GCD humana de SEQ
ID NO 14, codificada pelo 4&cido nucleico da SEQ ID NO 13,
compreendendo uma proteina glucocerebrosidase humana (hGCD) de
SEQ ID NO 8 1ligada, em seu terminal N, ao sinal de
direcionamento para reticulo endoplasmatico de SEQ ID NO 1 e,
em seu C-terminal, ao sinal de direcionamento para vacuolo de
SEQ ID NO 2, em que a referida proteina GCD humana é glicosilada
e compreende pelo menos um residuo de manose exposto, pelo
menos um residuo de fucose possuindo uma ligacao glicosidica

alfa (1-3) e pelo menos um residuo de xilose, caracterizado

por ser para preparar um medicamento para o tratamento da doencga

de Gaucher.

2. Composigcao farmacéutica, caracterizado por

compreender, como ingrediente ativo, uma proteina de fusao GCD
humana de SEQ ID NO 14, codificada pelo &adcido nucleico de SEQ
ID NO 13, compreendendo uma proteina glucocerebrosidase humana
(hGCD) de SEQ ID NO 8 ligada, em seu terminal N, ao sinal de
direcionamento para reticulo endoplasmdtico de SEQ ID NO 1 e,
em seu C-terminal, ao sinal de direcionamento para vacuolo de
SEQ ID NO 2, em que a referida proteina GCD humana € glicosilada
e compreende pelo menos um residuo de manose exposto, pelo menos
um residuo de fucose possuindo uma ligacao glicosidica alfa (1-
3) e pelo menos um residuo de xylose, em que a referida
composicgao farmacéutica compreende ainda um veiculo

farmaceuticamente aceitavel.
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