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2

DESCRIPCIÓN

Enzima de la enfermedad de almacenamiento lisosomal

SOLICITUDES RELACIONADAS 5

[0001] Esta solicitud reivindica el beneficio de la Solicitud Provisional No. 61/343.177 de los Estados Unidos, 
presentada el 23 de abril de 2010, la Solicitud Provisional de los Estados Unidos No. 61/396.376, presentada el 26 
de mayo de 2010, la Solicitud Provisional de los Estados Unidos No. 61/403.011, presentada el 9 de setembre del 
2010, la Solicitud Provisional de los Estados Unidos No. 61/456.014, presentada el 29 de octubre de 2010, la 10
Solicitud Provisional de los Estados Unidos No. 61/432.372, presentada el 13 de enero de 2011. 

ANTECEDENTES DE LA INVENCIÓN 

[0002] La deficiencia de la lipasa ácida lisosomal (LAL) es una enfermedad de almacenamiento lisosomal (LSD) muy 15
rara caracterizada por no conseguir la degradación de ésteres de colesterilo (CE) y triglicéridos (TAG) en lisosomas 
debido a una deficiencia de la enzima. La deficiencia de LAL se asemeja a otros trastornos de almacenamiento 
lisosomal con la acumulación de sustrato en un número de tejidos y tipos de células. En la deficiencia de LAL la 
acumulación de sustrato es más marcada en las células del sistema reticuloendotelial incluyendo las células de 
Kupffer en el hígado, histiocitos en el bazo y en la lámina propia del intestino delgado. Las células 20
reticuloendoteliales expresan el receptor de manosa/N-acetilglucosamina de macrófagos (también conocido como 
receptor de manosa de macrófagos o MMR, CD206), que media la unión, captación celular y la internalización 
lisosómica de proteínas con N-glicanos terminados en GlcNAc o manosa, y proporciona una vía para la potencial de 
corrección de la deficiencia de la enzima en estos tipos de células clave.

25
[0003] La deficiencia de LAL es una enfermedad multi-sistema que más comúnmente se manifiesta con 
complicaciones gastrointestinales, del hígado y complicaciones cardiovasculares y se asocia con una morbilidad y 
mortalidad significativas. Los efectos clínicos de la deficiencia de LAL se deben a una acumulación masiva de 
material lipídico en los lisosomas en un número de tejidos y una profunda perturbación de los mecanismos 
homeostáticos de colesterol y lípidos, incluyendo aumentos sustanciales en la síntesis de colesterol hepático. La 30
deficiencia de LAL deficiencia presenta al menos dos fenotipos, Enfermedad de Wolman (WD) y enfermedad de 
almacenamiento de éster de colesterilo (CESD).

[0004] La enfermedad de Wolman es la forma más agresiva de la deficiencia de LAL. Este fenotipo se caracteriza 
por manifestaciones gastrointestinales y hepáticas, incluyendo la falta de crecimiento, mala absorción, esteatorrea, 35
pérdida de peso profunda y hepatomegalia. La enfermedad de Wolman es rápidamente progresiva y fatal por lo 
general dentro del primer año de vida. Una revisión de casos indica que la supervivencia más allá de 12 meses de 
vida es muy rara para los pacientes que presentan falta de crecimiento debido a la deficiencia de LAL en el primer 
año de vida. En esta forma más agresiva, la falta de crecimiento es el rasgo clínico predominante y es un elemento 
clave para la mortalidad temprana. La afectación hepática como se evidencia por el agrandamiento del hígado y la 40
elevación de las transaminasas es también común en los bebés. Los hallazgos físicos incluyen distensión abdominal 
con hepatomegalia y esplenomegalia, y el examen radiográfico revela a menudo una calcificación de las glándulas 
suprarrenales. Las evaluaciones de laboratorio típicamente revelan niveles elevados de las transaminasas séricas y 
una actividad enzimática de LAL ausente o marcadamente reducida. También se observan en los pacientes niveles 
elevados de colesterol y triglicéridos en sangre.45

[0005] Las opciones actuales de tratamiento para la enfermedad de Wolman son extremadamente limitadas. Los 
antibióticos se administran a los niños con fiebre y/o evidencia de infección. Puede recetarse una terapia de 
reemplazo de esteroides para la insuficiencia suprarrenal y el soporte nutricional especializado y, aunque no hay 
evidencia de que estas intervenciones prevengan la muerte, no está claro en la actualidad si tienen un impacto en la 50
supervivencia a corto plazo. En una serie de cuatro pacientes con deficiencia de LAL tratados con trasplante de 
médula ósea, los cuatro pacientes fallecieron debido a complicaciones del procedimiento en cuestión de meses 
desde el trasplante.

[0006] Los pacientes con deficiencia de LAL también puede presentar más tarde en la vida un hígado predominante 55
e implicación cardiovascular y esto a menudo se llama enfermedad por almacenamiento de ésteres de colesterilo
(CESD). En CESD, el hígado se ve muy afectado con hepatomegalia marcada, necrosis de los hepatocitos, la 
elevación de las transaminasas, la cirrosis y fibrosis. Debido a los mayores niveles de CE y TG, la hiperlipidemia y la 
aterosclerosis acelerada también se observan en la deficiencia de LAL. En particular, se describe una acumulación 
de depósitos grasos en las paredes arteriales de forma precoz en la vida. Los depósitos estrechan el lumen arterial y 60
puede conducir a la oclusión del vaso aumentando el riesgo de eventos cardiovasculares importantes, incluyendo 
infarto de miocardio y accidentes cerebrovasculares. La presentación del CESD es muy variable con algunos 
pacientes sin diagnosticar hasta que complicaciones que se manifiestan en la edad adulta tardía, mientras que otros 
pueden tener una disfunción hepática que se presenta en la infancia. La CESD se asocia con una menor esperanza 
de vida y una mala salud significativa; la esperanza de vida de las personas con CESD depende de la gravedad de 65
las complicaciones asociadas.
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[0007] Las opciones actuales de tratamiento para el fenotipo de CESD se centran en el control de la acumulación de 
lípidos a través de dieta que excluye los alimentos ricos en colesterol y triglicéridos y la supresión de la síntesis de 
colesterol y la producción de apolipoproteína B a través de la administración de fármacos reductores del 
colesterol. Si bien puede observarse una cierta mejora clínica, las manifestaciones subyacentes de la enfermedad 5
persisten y la progresión de la enfermedad persiste.

[0008] Las composiciones que contienen LAL recombinante humana derivada de diferentes fuentes se describen, 
por ejemplo, en la publicación PCT WO 2012/112681 AI (purificada a partir de células humanas cultivadas); en la 
publicación de patente de Estados Unidos 2009/0297496 A1 (producida en Pichia pastoris); en la publicación PCT 10
WO 01/56596 AI (producida en E. coli); y en Ikeda et al., J. Biosci. Bioeng., 2004, 98 (5): 366-373 (producida en S. 
pombe). Ninguno de estos documentos da a conocer una LAL recombinante humana tal como se reivindica en el 
presente documento.

[0009] La producción de proteínas glicosiladas en aves transgénicas se da a conocer, por ejemplo, en la publicación 15
de patente de Estados Unidos 2010/0062982 A1 y en la publicación de patente de Estados Unidos 2009/0178147 
A1. Ninguno de estos documentos da a conocer una LAL recombinante humana tal como se reivindica en el 
presente documento.

[0010] En la mayoría de los casos, el tratamiento de las deficiencias de LAL requiere un tratamiento de por 20
vida. Además, debido al alto coste de las terapias con proteínas, es deseable administrar una cantidad mínima 
efectiva de agente terapéutico para tratar la deficiencia de LAL. Sin embargo, hasta la fecha, no existe una terapia 
efectiva para el tratamiento de la deficiencia de LAL, particularmente para los pacientes que sufren de la enfermedad 
de Wolman y CESD. Por lo tanto, existe una fuerte necesidad de una terapia eficaz con una frecuencia minimizada 
de la administración con el fin de mejorar la calidad de vida de los pacientes. También hay una necesidad de una 25
plataforma de producción de proteína robusta y de elevada expresión que pueda producir proteínas LAL que sean 
estables y estén eficientemente dirigidas al compartimento lisosomal en las células de los tejidos afectados en 
pacientes.

CARACTERÍSTICAS DE LA INVENCIÓN30

[0011] La presente invención se expone en las reivindicaciones adjuntas.

[0012] En particular, la invención proporciona una lipasa ácida lisosomal humana recombinante aislada (rhLAL), 
teniendo la rhLAL una secuencia de aminoácidos seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 2, SEQ ID 
NO: 3, SEQ ID NO:4 y SEQ ID NO: 19, con N-glicanos unidos a los residuos de asparagina (Asn) que corresponden 35
a Asn36, Asn101, Asn161, Asn273 y Asn321 de SEQ ID NO: 1, en la que la rhLAL no contiene O-glicanos, y en la que los 
N-glicanos unidos a los residuos de Asn que corresponden a SEQ ID NO: 1 son:

a) en Asn36, GlcNAc4Man3GlcNAc2, o 
Gal1GlcNAc4Man3GlcNAc2;40
b) en Asn72, sin glicosilación;
c) en Asn101, Phos2Man7GlcNAc2;
d) en Asn161, Phos1Man6GlcNAc2,

GlcNAc1Phos1Man6GlcNAc2; 45
Man3GlcNAc2;
GlcNAc2Man3 GlcNAc2;
GlcNAc3Man3 GlcNAc2; 
GlcNAc4Man3GlcNAc2, o 
Gal1GlcNAc4Man3 GlcNAc2;50

e) en Asn273, Man7GlcNAc2,

Man8GlcNAc2,
Man9GlcNAc2, 55
PhoslMan8GlcNAc2, o 
PhoslMan9GlcNAc2; y

f) en Asn321, GlcNAc2Man3GlcNAc2,
GlcNAc3Man3 GlcNAc2, 60
GlcNAc4Man3 GlcNAc2,
Gal1GlcNAc4Man3 GlcNAc2, 
GlcNAc5Man3 GlcNAc2, 
Gal1GlcNAc5Man3 GlcNAc2, 
GlcNAc6Man3GlcNAc2, o65
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Gal1GlcNAc6Man3GlcNAc2; en donde

Man = manosa,
GlcNAc = N-Acetilglucosamina, Phos = fosfato, y
Gal = galactosa.5

[0013] La presente invención proporciona también composiciones farmacéuticas que comprenden la rhLAL de la 
invención en una formulación que comprende adicionalmente portadores farmacéuticamente aceptables.

DESCRIPCIÓN DETALLADA10

[0014] La información técnica expuesta a continuación puede traspasar el ámbito de la invención en algunos 
aspectos, que se define en las reivindicaciones adjuntas. Se proporciona la información técnica adicional para 
clasificar la invención reivindicada en un contexto técnico más amplio y para ilustrar posibles desarrollos técnicos 
relacionados.15

[0015] En el presente documento se dan a conocer las composiciones de LAL que son particularmente útiles para 
ser utilizadas en la terapia, por ejemplo, en el tratamiento de condiciones asociadas a la deficiencia de LAL. Las 
moléculas de LAL dadas a conocer en el presente documento contienen estructuras de glicano particulares que 
proporcionan absorción eficiente y rápida en lisosomas de células, cuando se administran a un sujeto, por ejemplo, 20
un sujeto humano.

[0016] En un aspecto de la divulgación, las composiciones descritas en el presente documento comprenden LAL 
humana en la que un porcentaje sustancial de la LAL humana contiene al menos un resto glicano de manosa-6-
fosfato, que puede servir como un ligando para la internalización por el receptor de manosa-6-fosfato en la superficie 25
de células que se encuentran, por ejemplo, en los hepatocitos. En un ejemplo, el 30% o más, por ejemplo, al menos 
el 30%, al menos el 40%, al menos el 50%, al menos el 60%, al menos el 70%, al menos el 80%, al menos el 90%, 
al menos el 95 %, al menos el 97%, o al menos el 99%, de la LAL contenida en la composición contiene al menos un 
resto de manosa-6-fosfato. El resto de manosa-6-fosfato se puede encontrar, por ejemplo, en una estructura de N-
glicano situada en uno o más residuos seleccionados del grupo que consiste en Asn15, Asn51, Asn80, Asn140, Asn252 y 30
Asn300 de la SEQ ID NO: 2.

[0017] En otro aspecto de la divulgación, las composiciones descritas en el presente documento comprenden LAL 
humana en las que un porcentaje sustancial de la LAL humana no contiene un resto de ácido siálico en cualquiera 
de sus estructuras de N-glicano, que a veces pueden interferir con la internalización de la enzima en las células. En 35
un ejemplo, el 15% o menos, por ejemplo, el 10% o menos, el 5% o menos, el 2%, o menos, el 1% o menos, o 
esencialmente ninguna, de la LAL contenida en la composición contiene un resto de ácido siálico en cualquiera de 
sus estructuras de N-glicano.

[0018] En otro aspecto de la divulgación, las composiciones descritas en el presente documento comprenden LAL 40
humana, en las que un porcentaje sustancial de la LAL humana no contiene un resto de fucosa en cualquiera de sus 
estructuras de N-glicano. En un ejemplo, el 50% o menos, por ejemplo, el 50% o menos, el 40% o menos, el 30% o 
menos, el 20% o menos, el 10% o menos, el 5% o menos, el 2% o menos, el 1% o menos, o esencialmente ninguna, 
de la LAL contenida en la composición contiene un resto de fucosa en cualquiera de sus estructuras de N-glicano.

45
[0019] Los vectores, células huésped, sistemas de expresión y procedimientos asociados adecuados para producir 
las composiciones que contienen LAL se describen en este documento.

[0020] La LAL de la invención es LAL humana. En una realización, la LAL madura tiene la secuencia de 
aminoácidos de: 50

55

60

[0021] En otra realización, la LAL madura tiene la secuencia de aminoácidos de

65
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5

10

[0022] En otra realización, la LAL madura tiene la secuencia de aminoácidos de: 

15

20

25
[0023] En otra realización, la LAL madura tiene la secuencia de aminoácidos de: 

30

35

[0024] En otra realización, la LAL madura es una mezcla de al menos dos polipéptidos seleccionados del grupo que 
consiste en: SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4 y SEQ ID NO: 19.40

[0025] La descripción también proporciona composiciones que contienen las mezclas aislados de un tipo individual 
de la molécula de proteína útil, tales como aquellas proteínas descritas en este documento, donde uno o más de las 
moléculas de proteína contenidas en la mezcla tienen una estructura de oligosacáridos específica unida, en 
particular una estructura de oligosacárido descrita en la presente documento. Por ejemplo, la descripción 45
proporciona mezclas aisladas de moléculas de LAL, por ejemplo, moléculas de LAL humanas que contienen una 
molécula de LAL glicosilada con uno o más de las siguientes estructuras A-n a O-n:

50

55

60

65
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cuadrado: N-acetil glucosamina
cuadrado relleno: manosa 6-fosfato
círculo: manosa5
círculo relleno: galactosa
triángulo relleno: fucosa

[0026] Según un aspecto de la presente descripción, una composición comprende cualquier individuo aislado o 
combinación de los polipéptidos descritos anteriormente. En un caso, la composición puede ser una composición 10
farmacéutica, por ejemplo, de una formulación que comprende además portadores farmacéuticamente aceptables, 
de manera que la composición es, por ejemplo, adecuada para la administración en un sujeto (por ejemplo, un ser 
humano, particularmente un paciente que sufre de o está diagnosticado con una enfermedad). La composición se 
puede administrar mediante cualquier número de vías, incluyendo por administración intravenosa. En otro ejemplo, 
la composición puede comprender además un segundo agente. Dicho agente puede ser un medicamento, o un 15
agente que puede influir o modificar un proceso biológico cuando se administra en un sujeto. Por ejemplo, el 
segundo agente puede ser un agente inmunomodulador. Dichos agentes inmunomoduladores pueden incluir 
cualquier agente que, cuando se administra junto (es decir, se administra al mismo tiempo que, o poco antes o
después) con cualquiera de las composiciones LAL descritas en este documento, pueden tener el efecto de reducir 
la inmunogenicidad de la composición de LAL en el sujeto (por ejemplo, Rituximab, o cualquier otro anticuerpo que 20
agota las células B).

[0027] Los procedimientos y composiciones para el tratamiento de los síntomas asociados con la deficiencia de LAL 
se describen también.

25
[0028] Los objetos y aspectos adicionales de la presente divulgación serán más evidentes tras la revisión de la 
descripción detallada expuesta a continuación cuando se toma conjuntamente con las figuras y secuencias que se 
acompañan.

BREVE DESCRIPCIÓN DE LOS DIBUJOS30

[0029]
La figura 1 representa las secuencias de aminoácidos de LAL humana. La secuencia de aminoácidos de la hLAL
recombinante muestra el 100% de homología con la LAL humana natural. La forma madura de hLAL está 
subrayada.35
La figura 2 representa la secuencia de nucleótidos de hLAL recombinante, el transgén rhLAL de pALVIN-OVR1-I-
hLAL-dSA.
La figuras 3A y 3B representan diagramas de pALVIN-OVR1-I-hLAL-dSA y su región proviral. La figura 3A 
representa un diagrama del vector de expresión del retrovirus de LAL humana usado en la producción de partículas 
de transducción (la secuencia de ADN del plásmido se encuentra en el Apéndice A). La figura 3A representa región 40
proviral pALVIN-OVR1-I-hLAL-DSA que se ha integrado en el genoma. SIN LTR, repetición terminal larga
autoinactivante; Potenciador DHSIII de OV, sitio III hipersensible de DNasa del gen de la ovoalbúmina; intrón de
OV; región no traducida 5' y el intrón 1 de ovoalbúmina; hLAL, ADNc de LAL humana; Intrón de OV; región no 
traducida 3' y el intrón 1 de ovoalbúmina; gag parcial, gen de gag parcial; LTR, repetición terminal larga.
La figura 4 representa una secuencia de nucleótidos de pALVIN-OVR1-I-hLAL-dSA.45
La figura 5 representa una secuencia de nucleótidos de la región proviral de pALVIN-OVR1-I-hLAL-dSA que se ha 
integrado en el genoma.
La figura 6 representa una secuencia de nucleótidos del vector pALVIN-1.1-OV-I.
La figura 7 representa una secuencia de nucleótidos del adaptador de rhLAL.
La figura 8 representa una secuencia de nucleótidos de rhLAL incluyendo el promotor de ovoalbúmina parcial.50
La figura 9 representa una secuencia de nucleótidos de promotor de OVR1.
La figura 10 representa diagramas esquemáticos de las etapas utilizadas para construir el vector de pALVIN-OVR1-I-
hLAL-dSA.
La figura 11 representa un análisis de PCR en tiempo real de muestras de ADN de sangre de una descendencia 
transgénica G1 hemicigota de XLL109. Las señales procedentes de muestras de ADN duplicadas de la progenie G1 55
hemicigota, 1LL7466, están indicadas por las curvas que inician un aumento en Delta Rn antes del ciclo 22. Se 
muestran las curvas para dos progenies no transgénica; estas curvas se quedan en o cerca de la línea de base 
durante por lo menos 34 ciclos.
Las figuras 12A-D ilustran el análisis Southern de los pollos G1 que llevan el transgén ALVIN-OVR1-I-hLAL-dSA. La 
figura 12A ilustra el esquema del transgén integrado y se muestran regiones genómicas flanqueantes con la posición 60
conocida del sitio BlpI del transgén y la posición predicha de los sitios BlpI genómicos flanqueantes. La posición de 
la sonda del promotor de OV y la sonda de la secuencia codificante de hLAL (sonda hLAL) se indican mediante
barras negras. Se muestran las posiciones de las bandas de 4,3 kb y 10,6 kb detectadas en el análisis de Southern, 
así como los tamaños predichos de las porciones genómicas y de transgenes de las bandas de 4,3 kb y 10,6 kb. La 
figura 12B ilustra una transferencia Southern de ADN genómico digerido con BlpI y sondada con la sonda de 65
OV. WT CTRL es ADN genómico aislado de un pollo no transgénico. Los números de ID de los transgénicos G1 se 
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indican por encima de los carriles. La posición y el tamaño (kb) de los marcadores de peso molecular se muestran a 
la izquierda de la transferencia. La posición y el tamaño del fragmento de transgén detectado (4,3 kb) y gen de la 
ovoalbúmina endógeno (4,1 kb) se muestran a la derecha de la transferencia. La figura 12C representa una 
transferencia Southern que se sondó con la sonda de hLAL. La posición y el tamaño del fragmento de transgén 
detectado (10,6 kb) se muestran a la derecha de la transferencia. La figura 12D representa una sección de la imagen 5
que se muestra en la figura 12B a una escala mayor para demostrar la presencia de las bandas de 4,1 y 4,3 kb.
La figura 13A representa un esquema del transgén ALVIN-OVR1-I-hLAL-dSA. También se muestra el tamaño de las 
bandas ApaLI previstas para ser detectadas por la sonda de OV y la sonda de hLAL. La figura 13B representa el 
esquema de un análisis de transferencia Southern del transgén ALVIN-OVR1-I-hLAL-dSA para la confirmación del
tamaño del transgén. La transferencia Southern de ADN genómico se digirió con ApaLI y se sondó con la sonda de 10
OV (panel izquierdo) o la sonda de hLAL (panel derecho). WT CTRL es ADN genómico aislado de un pollo no 
transgénico. El número de ID de los G1s se indica por encima de cada carril. La posición y el tamaño (kb) de los 
marcadores de peso molecular se muestran a la izquierda de las transferencias. La posición y el tamaño de los 
fragmentos del transgén detectados (sonda de promotor de OV, 3,6 kb; sonda de hLAL, 3.8 kb) y el gen de la 
ovoalbúmina endógena (7,7 kb) se muestran a la derecha de las transferencias.15
La figura 14 representa un linaje de pollos transgénicos. Se muestran para cada pollo el número de generación (G0, 
G1 o G2), número de identificación, sexo y fecha de puesta. Otros pollos G1 son las de otros linajes.
La figura 15 representa las etapas de purificación de hLAL de la clara de huevo.
La figura 16 representa N-glicanos que se encuentran como una estructura de glicosilación unida a N en LAL 
producida de acuerdo con la descripción. Cuadrado, N-acetil glucosamina; Cuadrado relleno, manosa-6-20
fosfato; círculo, manosa; círculo relleno; galactosa; y triángulo relleno, fucosa.
La figura 17 representa la posición relativa de sitios de N-glicano predichos indicados en el polipéptido LAL (flecha) 
expuestos en la SEQ ID NO: 1. Se muestran N-glicanos que son estructuralmente representativos de los detectados 
en cada sitio. Cuadrado, N-acetil glucosamina; cuadrado relleno, manosa-6-fosfato; círculo, manosa; círculo 
relleno; galactosa; y triángulo relleno, fucosa.25
La figura 18 representa N-glicanos fosforilados liberados por PNGasa y analizados por MALDI-TOF. Se muestran las 
estructuras.
La figura 19 representa el efecto de la desfosforilación de LAL sobre el tiempo de retención mediante HPAEC-PAD 
de los N-glicanos. La LAL producida de acuerdo con la descripción se desfosforiló con fosfatasa alcalina bacteriana 
(cuadro superior) o sin tratar (panel inferior). Los N-glicanos liberados se analizaron mediante HPAEC-PAD.30
La figura 20 representa la colocalización de LAL recombinante humana (SBC-102) y el marcador lisosomal en los 
lisosomas de estas células examinadas por microscopía de fluorescencia confocal utilizando un modo de rastreo 
secuencial.
La figura 21 representa la especificidad de unión de LAL recombinante humana (SBC-102) al receptor de 
GlcNAc/manosa evaluada mediante ensayos de unión competitiva utilizando la línea celular de macrófagos, 35
NR8383.
La figura 22 representa la actividad de LAL recombinante humana en células en células normales y células
deficientes de LAL in vitro.
La figura 23 representa el efecto del tratamiento con LAL recombinante humana (SBC-102) sobre la masa de
órganos internos de ratas con deficiencia de LAL. El tamaño del órgano se representa como el porcentaje de peso 40
corporal determinado a las 8 semanas de vida, en ratas LAL-/-b y ratas LAL+/+ después de la administración semanal 
de vehículo o SBC-102 ea 5 mg/kg durante 4 semanas.
La figura 24 representa el peso corporal en ratas de tipo natural y ratas deficientes en LAL después de la 
administración semanal de vehículo o SBC-102 en 5 mg/kg durante 4 semanas. La administración de la dosis se 
destaca en el eje X mediante diamantes a partir de 4 semanas.45
La figura 25 muestra los niveles de colesterol, ésteres de colesterilo y triglicéridos en hígado determinado a las 8 
semanas de vida en ratas WT y de ratas con deficiencia de LAL después de la administración semanal de vehículo o 
LAL recombinante humana (SBC-102) a 5 mg/kg durante 4 semanas.
La figura 26 representa el aumento del porcentaje en el peso corporal en ratas deficientes de LAL después de la 
administración durante 4 semanas de LAL recombinante humana (SBC-102) en los niveles y programación50
indicados, determinado a las 8 semanas de vida.
La figura 27 muestra el peso del hígado, como el porcentaje del peso corporal, en ratas deficientes en LAL después 
de la administración durante 4 semanas de SBC-102 en los niveles y programación indicados, determinado a las 8 
semanas de vida.
La figura 28 muestra los niveles de ésteres de colesterilo de tejidos en ratas deficientes de LAL después de la 55
administración durante 4 semanas de SBC-102 en los niveles y programación indicados, determinado a las 8 
semanas de vida.
La figura 29 muestra el progreso diario en el aumento de peso de las ratas a las que se les administró 1 mg/kg de 
LAL por semana o 5 mg/kg de LAL por semana o 5 mg/kg de LAL por dos semanas.
La figura 30 representa el examen patológico macroscópico de los animales tratados que muestra una normalización 60
sustancial en el tamaño y el color del hígado, tal como puede observarse en la disección en los paneles superiores,
y la histopatología del tejido hepático de LAL de las ratas tratadas que muestra una histología hepática normal en 
marcado contraste con la acumulación sustancial de macrófagos espumosos en los animales tratados con placebo 
en los paneles inferiores.

65
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[0030] Ciertas definiciones se exponen en el presente documento para ilustrar y definir el significado y alcance de los 
diversos términos utilizados para describir la presente descripción.

[0031] Tal como se utiliza en el presente documento, el término "aceptable" con respecto a una formulación, 5
composición o ingrediente, tal como se usa en el presente documento, significa que no tiene efecto perjudicial 
persistente sobre la salud general del sujeto que está siendo tratado.

[0032] Tal como se utiliza en el presente documento, el término "administración" o "administrar" se refiere a 
proporcionar una lipasa ácida lisosomal recombinante humana de la divulgación a un sujeto en necesidad de 10
tratamiento.

[0033] Una "secuencia de ácido nucleico o de polinucleótido" incluye, pero no se limita a, secuencias de ARNm, 
ADNc, ADN genómico, y ADN y ARN sintéticos de eucariota, que comprende las bases de nucleósidos naturales 
adenina, guanina, citosina, timidina y uracilo. El término también abarca secuencias que tienen una o más bases 15
modificadas.

[0034] El término "aviar", tal como se utiliza en el presente documento, se refiere a cualquier especie, subespecie o 
raza de organismo de la clase taxonómica ave, tales como, pero no limitado a pollo (gallina), pavo, pato, ganso, 
codorniz, faisanes, loros, pinzones, halcones, cuervos y aves corredoras, incluyendo avestruz, emú y el casuario. El 20
término incluye varias cepas conocidas de la especie Gallus gallus, o pollos, (por ejemplo, White Leghorn, Brown 
Leghorn, Barred-Rock, Sussex, New Hampshire, Rhode Island, Australorp, Menorca, Amrox, California Gray), así 
como las cepas de pavos, faisanes, codornices, patos, avestruces y otras aves de corral criados habitualmente en 
cantidades comerciales. También incluye un organismo aviar individual en todas las etapas de desarrollo, incluyendo 
etapas embrionarias y fetales.25

[0035] "Proteínas terapéuticas" o "proteínas farmacéuticas" incluyen una secuencia de aminoácidos que, en su 
totalidad o en parte, que forman un fármaco.

[0036] Una "secuencia codificante" o "marco de lectura abierto" se refiere a un polinucleótido o secuencia de ácido 30
nucleico que puede ser transcrita y traducida (en el caso de ADN) o traducida (en el caso de ARNm) en un 
polipéptido in vitro o in vivo cuando se coloca bajo el control de secuencias reguladoras apropiadas. Los límites de la 
secuencia codificante se determinan por un codon de inicio de traducción en el extremo 5' (amino) y un codón de 
parada de traducción en el extremo 3' (carboxi). Una secuencia de terminación de la transcripción normalmente se 
encuentra 3' con respecto a la secuencia codificante. Una secuencia codificante puede estar flanqueada en el35
extremo 5' y/o 3' por las regiones no traducidas.

[0037] "Exón" se refiere a esa parte de un gen que, cuando se transcribe en una transcripción nuclear, se "expresa" 
en el ARNm citoplásmico después de la eliminación de los intrones o secuencias intermedias mediante corte y 
empalme nuclear.40

[0038] "Secuencias de control" nucleicos o "secuencias reguladoras" de ácido nucleico se refieren a secuencias 
promotoras, codones inicio y parada de la traducción, sitios de unión del ribosoma, señales de poliadenilación, 
secuencias de terminación de la transcripción, dominios reguladores en dirección 5’, potenciadores, y similares, 
según sea necesario y suficiente para la transcripción y traducción de una secuencia codificante determinada en una45
célula huésped definida. Los ejemplos de secuencias de control adecuadas para las células eucariotas son 
promotores, señales de poliadenilación, y potenciadores. Todas estas secuencias de control no necesitan estar 
presentes en un vector recombinante, siempre que estén presentes las necesarias y suficientes para la transcripción 
y traducción del gen deseado.

50
[0039] "Unido operativamente" se refiere a la configuración de las secuencias codificantes y de control de modo que 
realicen la función deseada. De este modo, las secuencias de control unidas operativamente a una secuencia 
codificante son capaces de efectuar la expresión de la secuencia codificante. Una secuencia codificante está unida 
operativamente a, o bajo el control de, regiones reguladoras de la transcripción en una célula cuando la ADN 
polimerasa se une a la secuencia del promotor y transcribe la secuencia codificante en ARNm que puede traducirse55
en la proteína codificada. Las secuencias de control no necesitan ser contiguas con la secuencia codificante, 
siempre que funcionen para dirigir la expresión de la misma. De este modo, por ejemplo, las secuencias intermedias 
no traducidas pero transcritas pueden estar presentes entre una secuencia de promotor y la secuencia codificante y 
la secuencia de promotor todavía puede considerarse "unida operativamente" a la secuencia codificante.

60
[0040] Los términos "heteróloga" y "exógenoa" que se refieren a secuencias de ácido nucleico, tales como 
secuencias codificantes y secuencias de control, designan secuencias que normalmente no están asociadas con 
una región de una construcción recombinante o con un locus cromosómico particular y/o no están normalmente 
asociadas con una célula particular. Por lo tanto, una región "exógena" de una construcción de ácido nucleico es un 
segmento identificable de ácido nucleico dentro de o unido a otra molécula de ácido nucleico que no se encuentra en 65
asociación con la otra molécula en la naturaleza. Por ejemplo, una región exógena de una construcción podría incluir 
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una secuencia codificante flanqueada por secuencias que no se encuentran en asociación con la secuencia 
codificante en la naturaleza. Otro ejemplo de una secuencia codificante exógena es una construcción donde la 
secuencia codificante en sí no se encuentra en la naturaleza (por ejemplo, secuencias sintéticas que tienen codones 
diferentes del gen nativo). Del mismo modo, una célula huésped transformada con una construcción o ácido nucleico 
que no está normalmente presente en la célula huésped sería considerada exógena para los propósitos de esta 5
divulgación.

[0041] Tal como se utiliza en el presente documento, los términos "N-glicano", "oligosacárido", "estructura de 
oligosacárido", "patrón de glicosilación", "perfil de glicosilación" y "estructura de glicosilación" tienen esencialmente el
mismo significado y se refieren cada uno a una o más estructuras que se forman a partir de residuos de azúcar y 10
están unidos a proteínas glicosiladas.

[0042] "Proteína exógena" tal como se utiliza en el presente documento, se refiere a una proteína no presente de 
forma natural en un tejido o célula particular, una proteína que es el producto de expresión de una construcción de 
expresión o transgén exógeno, o una proteína no presente de forma natural en una cantidad determinada en un 15
tejido o célula particular. Una proteína que es exógena a un huevo es una proteína que normalmente no se 
encuentra en el huevo. Por ejemplo, una proteína exógena a un huevo puede ser una proteína que está presente en 
el huevo como un resultado de la expresión de una secuencia codificante presente en un transgén del animal que 
pone el huevo.

20
[0043] "Gen endógeno" se refiere a un gen de origen natural o fragmento del mismo que normalmente está asociado
con una célula particular.

[0044] "LAL" significa "lipasa ácida lisosomal humana ", "SBC-102" o "molécula de lipasa ácida lisosomal humana" y 
estos términos se utilizan indistintamente en toda la memoria.25

[0045] Los productos de expresión descritos en este documento pueden consistir en material proteico que tiene una 
estructura química definida. Sin embargo, la estructura precisa depende de una serie de factores, en particular 
modificaciones químicas comunes a las proteínas. Por ejemplo, dado que todas las proteínas contienen grupos 
amino y carboxilo ionizables, la proteína se puede obtener en forma de sal ácida o básica, o en forma neutra. La 30
secuencia de aminoácidos primaria puede derivarse usando moléculas de azúcar (glicosilación) o mediante otras 
derivatizaciones químicas que implican la unión covalente o iónico con, por ejemplo, lípidos, fosfato, grupos acetilo y 
similares, que se producen a menudo a través de la asociación con los sacáridos. Estas modificaciones pueden 
producirse in vitro o in vivo, siendo este último realizado por una célula huésped a través de sistemas de 
procesamiento postraduccionales. Tales modificaciones pueden aumentar o disminuir la actividad biológica de la 35
molécula, y tales moléculas modificadas químicamente también pretenden estar dentro del alcance de la 
divulgación.

[0046] Procedimientos alternativos de clonación, amplificación, expresión y purificación serán evidentes para el 
experto en la materia. Procedimientos representativos se describen en Sambrook, Fritsch, y Maniatis, Molecular 40
Cloning, A Laboratory Manual, 2ª Ed., Cold Spring Harbor Laboratory (1989).

[0047] "Vector" significa un polinucleótido compuesto por una sola hebra, de doble hebra, circular, o ADN 
superenrollado o ARN. Un vector típico puede estar compuesto por los siguientes elementos unidos operativamente 
a distancias apropiadas para permitir la expresión de genes funcionales: origen de replicación, promotor, 45
potenciador, secuencia líder ARNm 5’, sitio de unión ribosomal, casete de ácido nucleico, sitios de terminación y 
poliadenilación y secuencias de marcadores seleccionables. Uno o más de estos elementos pueden omitirse en 
aplicaciones específicas. El casete de ácido nucleico puede incluir un sitio de restricción para la inserción de la 
secuencia de ácido nucleico a expresar. En un vector funcional el casete de ácido nucleico contiene la secuencia de 
ácido nucleico a expresar incluyendo los sitios de iniciación y terminación de la traducción. Un intrón puede estar 50
opcionalmente incluido en la construcción, por ejemplo, 5' con respecto a la secuencia codificante. Un vector se 
construye de modo que la secuencia codificante particular se encuentra en el vector con las secuencias reguladoras 
apropiadas, siendo el posicionamiento y la orientación de la secuencia codificante con respecto a las secuencias de 
control tal que la secuencia codificante se transcribe bajo el "control" de las secuencias de control o secuencias 
reguladoras. La modificación de las secuencias que codifican la proteína particular de interés puede ser deseable 55
para lograr este fin. Por ejemplo, en algunos casos puede ser necesario modificar la secuencia de modo que se 
puede unir a las secuencias control con la orientación apropiada; o mantener el marco de lectura. Las secuencias de 
control y otras secuencias reguladoras pueden ligarse a la secuencia codificante antes de la inserción en un 
vector. Alternativamente, la secuencia codificante puede clonarse directamente en un vector de expresión que ya 
contiene las secuencias control y un sitio de restricción apropiado que está en marco de lectura con y bajo el control 60
regulador de las secuencias de control.

[0048] Un "promotor" es un sitio en el ADN al que se une la ARN polimerasa para iniciar la transcripción de un 
gen. En algunos ejemplos, el promotor puede modificarse por la adición o deleción de secuencias, o reemplazarse
con secuencias alternativas, incluyendo secuencias naturales y sintéticas, así como secuencias que pueden ser una 65
combinación de secuencias sintéticas y naturales. Muchos promotores eucariotas contienen dos tipos de secuencias 
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de reconocimiento: la caja TATA y los elementos promotores en dirección 5’. El primero, situado en dirección 5’ del 
sitio de iniciación de la transcripción, está implicado en dirigir la ARN polimerasa para iniciar la transcripción en el 
sitio correcto, mientras que el segundo aparece para determinar la velocidad de la transcripción y se encuentra en 
dirección 5’ de la caja TATA. Los elementos potenciadores también pueden estimular la transcripción a partir de 
promotores unidos, pero muchos funcionan exclusivamente en un tipo de célula particular. Muchos elementos 5
potenciador/promotor derivados de virus, por ejemplo, el promotor SV40, el promotor de citomegalovirus (CMV), el 
promotor de virus sarcoma de Rous (RSV), y el promotor de virus de la leucemia murina (MLV) son todos activos en 
una amplia gama de tipos de células, y se denominan "ubicuos". Alternativamente, los promotores no constitutivos,
tales como el promotor del virus del tumor mamario de ratón (MMTV) también se pueden usar en la presente 
divulgación. La secuencia de ácido nucleico insertada en el sitio de clonación puede tener cualquier marco de lectura 10
abierto que codifique un polipéptido de interés, con la condición de que, cuando la secuencia codificante codifique un 
polipéptido de interés, debe carecer de los sitios de empalme críptico que pueden bloquear la producción de 
moléculas de ARNm adecuadas y/o producir moléculas de ARNm empalmadas o anormales de forma aberrante.

[0049] Tal como se usa en el presente documento, el término "composición farmacéutica" se refiere a una mezcla de 15
un compuesto descrito en el presente documento con otros componentes químicos, tales como portadores, 
estabilizantes, diluyentes, agentes dispersantes, agentes de suspensión, agentes espesantes, y/o excipientes.

[0050] El término "derivado de aves de corral" o "derivado aviar" se refiere a una composición o sustancia producida 
por u obtenida de aves de corral. "Aves de corral" se refiere a aves que se pueden mantener como ganado, 20
incluyendo, pero no limitado a, pollos (gallinas), patos, pavos, codornices y aves corredoras. Por ejemplo, "derivado 
de aves de corral" puede referirse a derivado de pollo (gallina), derivado de pavo y/o derivado de codorniz.

[0051] Una "partícula retroviral" o "partícula de transducción" se refiere a un virus de replicación defectuosa, o de 
replicación competente capaz de transducir el ADN o ARN no viral en una célula. En un ejemplo particularmente útil, 25
las partículas retrovirales utilizadas para producir aves transgénicas de acuerdo con la divulgación se preparan tal 
como se describe en la Patente de Estados Unidos Nº 7.524.626, concedidad el 28 de abril de 2009.

[0052] Los términos "transformación", "transducción" y "transfección" indican todos la introducción de un 
polinucleótido en una célula blastodérmica aviar. "Magnum" es la parte del oviducto entre el infundíbulo y el istmo 30
que contiene células de glándulas tubulares que sintetizan y secretan lal proteínas de la clara de huevo.

[0053] El término "transgén" se refiere a la secuencia de nucleótidos heteróloga insertada en un genoma aviar de 
acuerdo con la invención. "Transgen" puede referirse específicamente a una secuencia codificante exógena, una 
secuencia codificante exógena ligada a un promotor exógeno u otra secuencia reguladora, toda secuencia de 35
nucleótidos entre dos LTRs retrovirales y/o LTRs retrovirales y secuencia de nucleótidos entre las LTR, en las que 
las LTRs son de un retrovirus utilizado para introducir el transgén.

[0054] El término "optimizado" se utiliza en el contexto de "secuencia codificante optimizada", en la que los codones 
utilizados con más frecuencia para cada aminoácido particular que se encuentran en las proteínas de la clara de 40
huevo ovalbúmina, lisozima, ovomucoide, y ovotransferrina se utilizan en el diseño de la secuencia de 
polinucleótidos de interferón- 2b (IFN- 2b) humano que se inserta en vectores de la presente divulgación. Más 
específicamente, la secuencia de ADN para IFN- 2b optimizado humano se basa en el uso de codones optimizados 
de oviducto de gallina y se crea utilizando el programa BACKTRANSLATE del Paquete Wisconsin, Versión 9.1 
(Genetics Computer Group Inc., Madison, Wis.) con una tabla de uso de codones compilada a partir de las proteínas 45
ovalbúmina, lisozima, ovomucoide, y ovotransferrina de pollo (Gallus gallus). Por ejemplo, el porcentaje de uso para 
los cuatro codones del aminoácido alanina en las cuatro proteínas de la clara de huevo es del 34% para GCU, 31% 
para GCC, 26% para GCA, y 8% para GCG. Por lo tanto, se utiliza GCU como el codón para la mayoría de alaninas
en una secuencia codificante optimizada. Los vectores que contienen el gen para la proteína humana optimizada se 
utilizan para producir aves transgénicas que expresan la proteína derivada de aves de corral transgénica en sus 50
tejidos y huevos.

[0055] Tal como se usa en el presente documento, el término "sujeto" abarca mamíferos y no mamíferos. Ejemplos 
de mamíferos incluyen, pero no se limitan a, seres humanos, chimpancés, monos simios, ganado, caballos, ovejas, 
cabras, cerdos; conejos, perros, gatos, ratas, ratones, cobayas, y similares.55

[0056] Tal como se utiliza en el presente documento, el término "cantidad terapéuticamente eficaz" se refiere a 
cualquier cantidad de un compuesto que, en comparación con un sujeto correspondiente que no ha recibido dicha 
cantidad, da como resultado un tratamiento mejorado, curación, prevención o mejora de una enfermedad, trastorno o 
efecto secundario, o una disminución en la velocidad de avance de una enfermedad o trastorno. El término también 60
incluye dentro de su alcance cantidades eficaces para potenciar la función fisiológica normal.

[0057] El término "tratar", "que trata" o "tratamiento" se refiere a procedimientos para aliviar, disminuir o mejorar una 
enfermedad o síntomas de la afección, prevenir síntomas adicionales, mejorar o prevenir las causas subyacentes de 
síntomas, inhibir la enfermedad o afección, detener el desarrollo de la enfermedad o afección, aliviar la enfermedad 65
o afección, provocar la regresión de la enfermedad o afección, aliviar una condición causada por la enfermedad o 
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afección, o detener los síntomas de la enfermedad o afección, ya sea profiláctica y/o terapéuticamente.

COMPOSICIONES DE LAL

[0058] La descripción generalmente se dirige a composiciones que comprenden enzimas útiles para la terapia, por 5
ejemplo, en el tratamiento de enfermedades de almacenamiento lisosomal. En un aspecto, la descripción se dirige a 
enzimas de enfermedades de almacenamiento lisosomal, tal como LAL con un patrón de glicosilación que hace que 
la molécula sea susceptible de internalización por ciertos tipos de células. También se incluyen en la descripción 
proteínas humanas recombinantes, incluyendo LAL, en forma aislada o purificada. El aislamiento de las enzimas de 
la enfermedad de almacenamiento lisosomal (tal como LAL) se puede lograr mediante metodologías fácilmente 10
evidentes para un experto en la técnica de purificación de proteínas. La invención proporciona una lipasa ácida
lisosomal humana recombinante aislada (rhLAL), la rhLAL que tiene una secuencia de aminoácidos seleccionada 
entre el grupo que consiste en SEQ ID NO:2, SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:4 y SEQ ID NO: 19, con un modelo de 
glicosilación enlazado con N tal como se define en las reivindicaciones. La invención proporciona también
composiciones farmacéuticas que comprenden tales rhLALs.15

[0059] En un ejemplo, la descripción se refiere a enzimas de la enfermedad de almacenamiento lisosomal, 
incluyendo, pero no limitado a, LAL, que tiene un patrón de glicosilación unido a N descrita en el presente 
documento.

20
[0060] En un ejemplo, las composiciones descritas en el presente documento comprenden LAL humana, en las que 
un porcentaje sustancial de la LAL humana contienen un resto de glicano manosa-6-fosfato, que puede servir como 
un ligando para la internalización por el receptor de manosa-6-fosfato en la superficie de células que se encuentran, 
por ejemplo, en los hepatocitos. En un ejemplo, el 30% o más, por ejemplo, al menos 30%, al menos 40%, al menos 
50%, al menos 60%, al menos 70%, al menos 80%, al menos 90%, al menos 95 %, al menos 97%, o al menos 99%, 25
de la LAL contenida en la composición contiene al menos un resto de manosa-6-fosfato. El resto de manosa-6-
fosfato se puede encontrar, por ejemplo, en una estructura de N-glicano situada en uno o más residuos 
seleccionados del grupo que consiste en Asn15, Asn51, Asn80, Asn140, Asn252 y Asn300 de la SEQ ID NO: 2. Las 
estructuras de glicano que contienen restos de manosa-6-fosfato incluyen, por ejemplo, G-n y H-n que se muestran 
en la figura 16.30

[0061] La LAL recombinante humana de acuerdo con la presente divulgación contiene múltiples cadenas de 
carbohidratos unidas a N (por ejemplo, aproximadamente 5 o 6 cadenas de carbohidratos). Las estructuras de 
glicosilación unidas a N en cada uno de los cinco o seis sitios pueden seleccionarse entre una de A-n, B-n, C-n, D-n, 
E-n, F-n, G-n, H-n, I-n, J-n, K-n, L-n, M-n, N-n y O-n, tal como se muestra en la figura 16.35

[0062] También se describe en el presente documento una mezcla de moléculas de LAL (por ejemplo, más de una 
molécula LAL puede estar presente en una mezcla, tal como las moléculas de LAL establecidas en las SEQ ID NOs: 
2, 3, 4 y 19) en la que algunas o todas las moléculas de LAL tienen una o más estructuras de glicosilación 
seleccionadas entre Estructura A-n, Estructura B-n, Estructura C-n, Estructura D-n, Estructura E-n, Estructura F-n, 40
Estructura G-n, Estructura H-n, Estructura E-n, Estructura J-n, Estructura K-n, Estructura L-n, Estructura de M-n, 
Estructura de N-n y estructura O-n (Figura 16). En un ejemplo, la mezcla de moléculas de lipasa ácida lisosomal está 
purificada o aislada, por ejemplo, aislada de un huevo o está purificada o aislada de clara de huevo producida en un 
ave transgénica.

45
[0063] La descripción también incluye una molécula de LAL individual que comprende una estructura A-n. La 
descripción también incluye una molécula de LAL individual que comprende una estructura B-n. La descripción
también incluye una molécula de LAL individual que comprende una estructura C-n. La descripción también incluye 
una molécula de LAL individual que comprende una estructura D-n. La descripción también incluye una molécula de 
LAL individual que comprende una estructura E-n. La descripción también incluye una molécula de LAL individual50
que comprende una estructura F-n. La descripción también incluye una molécula de LAL individual que comprende 
una estructura G-n. La descripción también incluye una molécula de LAL individual que comprende una estructura H-
n. La descripción también incluye una molécula de LAL individual que comprende una estructura l-a. La descripción
también incluye una molécula de LAL individual que comprende una estructura J-n. La descripción también incluye 
una molécula de LAL individual que comprende una estructura K-n. La descripción también incluye una molécula de 55
LAL individual que comprende una estructura L-n. La descripción también incluye una molécula de lipasa ácida 
lisosomal individual que comprende una estructura M-n. La descripción también incluye una molécula de LAL 
individual que comprende una estructura N-n. La descripción también incluye una molécula de LAL individual que 
comprende una estructura O-n.

60
[0064] Los oligosacáridos unidos a N unidos a LAL humana de acuerdo con la presente descripción tienen una 
escasez de residuos de ácido siálico y galactosa terminales. Es decir, sólo cantidades menores de las estructuras de 
oligosacáridos unidos a N están terminalmente sialilados y pocos residuos de galactosa están presentes. Además, 
N-acetil glucosamina (GlcNAc) terminal está presente en gran medida en las estructuras de oligosacáridos unidos a 
N de la LAL descrita en el presente documento. Por tanto, la LAL producida de acuerdo con la descripción puede 65
dirigirse a células tales como los macrófagos monocitos y células de Kupffer.
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[0065] Un aspecto de la divulgación proporciona composiciones de LAL que esencialmente no contiene ácido 
siálico. En otro aspecto, las composiciones descritas en el presente documento comprenden LAL recombinante 
humana, en las que un porcentaje sustancial de la LAL humana no contiene un resto de ácido siálico en cualquiera 
de sus estructuras de N-glicano, que pueden interferir con la internalización de la enzima en las células. En un5
ejemplo, el 15% o menos, por ejemplo, 10% o menos, 5% o menos, 2% o menos, 1% o menos, o esencialmente 
ninguna, de la LAL contenida en la composición contiene un resto de ácido siálico en cualquiera de sus estructuras 
de N-glicano.

[0066] En otro caso, aproximadamente el 95% o más de los oligosacáridos unidos a N presentes en la molécula de 10
LAL individual no contienen ácido siálico. En otro caso, aproximadamente el 90% o más de los oligosacáridos unidos 
a N presentes en la molécula de LAL individual no contienen ácido siálico. En otro caso, aproximadamente el 80% o 
más de los oligosacáridos unidos a N presentes en la molécula de LAL individual no contienen ácido siálico. En otro 
caso, más de aproximadamente el 70% o más de los oligosacáridos unidos a N presentes en la molécula de LAL 
individual no contienen ácido siálico.15

[0067] En otro ejemplo adicional, esencialmente ninguno de los tipos de estructuras de oligosacáridos unidos a N 
presentes en las moléculas de LAL contienen ácido siálico. En otro ejemplo, aproximadamente 90% o más de los 
tipos de estructuras de oligosacáridos unidos a N que se encuentran asociados con las moléculas de LAL no 
contienen ácido siálico. Por ejemplo, si hay 20 tipos de estructuras de oligosacárido, entonces 18 o más de los tipos 20
de estructuras no contienen ácido siálico. En otro ejemolo, aproximadamente el 80% o más de los tipos de 
estructuras de oligosacáridos unidos a N que se encuentran asociados con las moléculas de LAL no contienen ácido 
siálico. En otro ejemplo, aproximadamente el 70% o más de los tipos de estructuras de oligosacáridos unidos a N
que se encuentran asociados con las moléculas de LAL no contienen ácido siálico. En otro ejemplo,
aproximadamente el 60% o más de los tipos de estructuras de oligosacáridos unidos a N que se encuentran 25
asociados con las moléculas de LAL no contienen ácido siálico. En otro ejemplo, aproximadamente el 50% o más de 
los tipos de estructuras de oligosacáridos unidos a N que se encuentran asociados con las moléculas de LAL no 
contienen ácido siálico.

[0068] De acuerdo con un aspecto de la divulgación, la LAL, tal como se describe en el presente documento, 30
contiene altos niveles de N-acetil glucosamina terminal. En un aspecto, aproximadamente el 95% o más de los 
oligosacáridos unidos a N presentes en la molécula de LAL individual contienen una N-acetil glucosamina 
terminal. En otro caso, aproximadamente el 90% o más de los oligosacáridos unidos a N presentes en la molécula 
de LAL individual contienen una N-acetil glucosamina terminal. En otro caso, aproximadamente el 80% o más de los 
oligosacáridos unidos a N presentes en la molécula de LAL individual contienen una N-acetil glucosamina 35
terminal. En otro caso, aproximadamente el 70% o más de los oligosacáridos unidos a N presentes en la molécula 
de LAL individual contienen una N-acetil glucosamina terminal. En otro caso, aproximadamente el 60% o más de los 
oligosacáridos unidos a N presentes en la molécula de LAL individual contienen una N-acetil glucosamina 
terminal. En otro caso, aproximadamente el 50% o más de los oligosacáridos unidos a N presentes en la molécula
de LAL individual contienen una N-acetil glucosamina terminal.40

[0069] En un ejemplo, todos los tipos de estructuras de oligosacáridos unidos a N presentes en las moléculas de 
LAL contienen una N-acetil glucosamina terminal. En otro ejemplo, aproximadamente el 90% o más de los tipos de 
estructuras de oligosacáridos unidos a N presentes en las moléculas de LAL contienen una N-acetil glucosamina 
terminal. Por ejemplo, si hay 20 tipos de estructuras de oligosacáridos, entonces 18 o más de los tipos de 45
estructuras no contienen una N-acetil glucosamina terminal. En otro ejemplo, aproximadamente el 80% o más de los 
tipos de estructuras de oligosacáridos unidos a N presentes en las moléculas de LAL contienen una N-acetil 
glucosamina terminal. En otro ejemplo, aproximadamente el 70% o más de los tipos de estructuras de oligosacáridos 
unidos a N presentes en las moléculas de LAL contienen una N-acetil glucosamina terminal. En otro ejemplo, 
aproximadamente el 60% o más de los tipos de estructuras de oligosacáridos unidos a N presentes en las moléculas 50
de LAL contienen una N-acetil glucosamina terminal. En otro ejemplo, aproximadamente el 50% o más de los tipos 
de estructuras de oligosacáridos unidos a N presentes en las moléculas de LAL contienen una N-acetil glucosamina 
terminal.

[0070] En otro aspecto de la divulgación, las composiciones descritas en el presente documento comprenden LAL 55
humana en la que un porcentaje sustancial de la LAL humana no contiene un resto de fucosa en cualquiera de su 
estructuras de N-glicano. En un ejemplo, el 50% o menos, por ejemplo, 50% o menos, 40% o menos, 30% o menos, 
20% o menos, 10% o menos, 5% o menos, 2% o menos, el 1% o menos, o esencialmente ninguna, de la LAL 
contenida en la composición contiene un resto de fucosa en cualquiera de sus estructuras de N-glicano.

60
[0071] En un caso, la fucosa no está esencialmente presente en las estructuras de oligosacáridos unidos a N de la 
LAL producida de acuerdo de la descripción. En otro caso, aproximadamente el 95% o más de los oligosacáridos 
unidos a N presentes en la molécula de LAL individual no contienen fucosa. En otro caso, aproximadamente el 90% 
o más de los oligosacáridos unidos a N presentes en la molécula de LAL individual no contienen fucosa. En otro 
caso, aproximadamente el 85% o más de los oligosacáridos unidos a N presentes en la molécula de LAL individual 65
no contienen fucosa. En otro caso, aproximadamente el 80% o más de los oligosacáridos unidos a N presentes en la 
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molécula de LAL individual no contienen fucosa. En otro caso, aproximadamente el 70% o más de los oligosacáridos 
unidos a N presentes en la molécula de LAL individual no contienen fucosa. En otro caso, aproximadamente el 60% 
o más de los oligosacáridos unidos a N presentes en la molécula de LAL individual no contienen fucosa. En otro 
caso, aproximadamente el 50% o más de los oligosacáridos unidos a N presentes en la LAL no contienen fucosa.

5
[0072] En un ejemplo, esencialmente ninguno de los tipos de estructuras de oligosacáridos unidos a N presentes en 
las moléculas de LAL contienen fucosa. En otro ejemplo, aproximadamente el 95% o más de los tipos de estructuras 
de oligosacáridos unidos a N presentes en las moléculas de LAL no contienen fucosa. Por ejemplo, si hay 20 tipos 
de estructuras de oligosacárido, entonces 19 o más de los tipos de estructuras no contienen fucosa. En otro ejemplo,
aproximadamente el 90% o más de los tipos de estructuras de oligosacáridos unidos a N presentes en las moléculas 10
de LAL no contienen fucosa. En otro ejemplo, aproximadamente el 85% o más de los tipos de estructuras de 
oligosacáridos unidos a N presentes en las moléculas de LAL no contienen fucosa. En oto ejemplo, 
aproximadamente el 80% o más de los tipos de estructuras de oligosacáridos unidos a N presentes en las moléculas 
de LAL no contienen fucosa. En otro ejemplo, aproximadamente el 70% o más de los tipos de estructuras de 
oligosacáridos unidos a N presentes en moléculas de LAL no contienen fucosa.15

[0073] Como se discutió anteriormente, ciertos monosacáridos están abundantemente presentes en moléculas de 
LAL producidas de acuerdo con la presente descripción. Las especies totales de monosacáridos analizados incluyen
fucosa, N-acetil galactosamina, N-acetil glucosamina, galactosa, glucosa, manosa, manosa-6-fosfato, ácido N-acetil 
neuramínico y ácido N-glicolil neuramínico. La fucosa puede estar presente entre aproximadamente el 0% y 20
aproximadamente el 1% de la composición total de monosacáridos. La N-acetil galactosamina puede estar presente 
entre aproximadamente el 0% y aproximadamente el 1% de la composición total de monosacáridos. La N-acetil 
glucosamina puede estar presente entre aproximadamente el 35% y aproximadamente el 50% de la composición 
total de monosacáridos. La galactosa puede estar presente entre aproximadamente el 1 y el 10% de la composición 
total de monosacáridos. La glucosa está presente en el 0% de la composición total de monosacáridos. La manosa 25
está presente entre aproximadamente el 32% y aproximadamente el 50% de la composición total de 
monosacáridos. La manosa-6-fosfato está presente entre aproximadamente el 1% y aproximadamente el 11% de la 
composición total de monosacáridos.

[0074] En un ejemplo, la LAL producida de acuerdo con la presente descripción no contiene ninguna 30
xilosa. Además, debido a que esencialmente no hay N-acetilgalactosamina (GalNAc) en la LAL producida de 
acuerdo con la descripción, un aspecto de la divulgación incluye una composición de LAL que no tiene glicosilación 
con unión a O. La rhLAL de la invención reivindicada no contiene O-glicanos.

[0075] La LAL tiene 6 sitios potenciales en su secuencia de aminoácidos para la glicosilación unida a N, por ejemplo, 35
Asn36, Asn72, Asn101, Asn161, Asn273, y Asn321 como en la SEQ ID NO: 1. Cinco de ellos, Asn36, Asn101, Asn161, Asn 273

y Asn321 están glicosilados mientras que Asn72 puede estar no glicosilado o sustancialmente no glicosilado
(sustancialmente no glicosilado significa en una mezcla de moléculas de LAL, menos Asn72 están glicosilados que 
cualquiera de Asn36, Asn101, Asn161, Asn273 y Asn321) (véase la Figura 17). Por consiguiente, un aspecto de la 
descripción es una composición de LAL que no está glicosilada y/o sustancialmente glicosilada en Asn72. La LAL que 40
tiene una Asn72 glicosilada está dentro del alcance de la descripción. Las posiciones de Asn descritas en este 
documento están basadas en la secuencia de aminoácidos de LAL expuesta en la SEQ ID NO: 1. Será evidente 
para los expertos en la técnica que la numeración de Asn (es decir, la posición de la asparagina) puede variar 
dependiendo de la molécula de LAL individual y puede determinarse fácilmente en otras moléculas de LAL, tales 
como aquellas cuyas secuencias de aminoácidos se exponen en las SEQ ID NOs: 2, 3, 4 y 19.45

[0076] Las moléculas de LAL producidas de acuerdo con la presente descripción contienen estructuras de N-glicano 
que comprenden una mezcla de estructuras bi-, tri- y tetraantenarias con N-acetilglucosamina, manosa y manosa-6-
fosfato (M6P) como los principales azúcares (Figuras 16 y 17). Según un aspecto de la descripción, los N-glicanos
modificados con M6P residen al menos en Asn101, Asn161 y Asn273. De este modo, un ejemplo de la presente 50
descripción incluye una composición de LAL que tiene N-glicanos modificados con M6P que residen en cualquiera 
de Asn101, Asn161 o Asn273. En otro caso, la presente descripción incluye una composición de LAL que tiene N-
glicanos modificados con M6P que residen en Asn273. En otro caso, la presente descripción incluye una composición 
de LAL que tienen N-glicanos monofosforilados (M6P) que residen en cualquiera de Asn101, Asn161 o Asn273. En otro 
caso, la presente descripción incluye una composición de LAL que tiene N-glicanos monofosforilados que residen en 55
Asn161 y Asn273. En otro caso, la presente descripción incluye una composición de LAL que tiene N-glicanos
monofosforilados que residen en Asn101 y Asn273. En un caso específico, una LAL producida de acuerdo con la 
presente descripción pueden contener manosa bifosforilado (bis-M6P) en Asn101.

[0077] Las moléculas de LAL producidas de acuerdo con la presente descripción contienen niveles reducidos de 60
galactosa (por ejemplo, "Gal"). Un aspecto de la presente descripción incluye una composición de LAL que tiene 
galactosa terminal en cualquiera de Asn36, Asn161 o Asn321. En otro caso, la presente descripción incluye una 
composición de LAL que tiene galactosa terminal en Asn36 y Asn161. En otro caso, la presente descripción incluye 
una composición de LAL que tiene galactosa terminal en Asn161 y Asn321. En otro caso, la presente descripción 
incluye una composición de LAL que tiene galactosa terminal en Asn36 y Asn321. En otro caso, la presente 65
descripción incluye una composición de LAL que tiene galactosa terminal en Asn36, Asn161 y Asn321. En otro caso, la 
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presente descripción incluye una composición de LAL que no tiene galactosa terminal.

[0078] Se encontraron varios tipos de N-glicanos en LAL en diferentes sitios de glicosilación unidos a N. Las 
estructuras de N-glicano incluyen una mezcla de estructuras bi-, tri- y tetraantenarias con N-acetilglucosamina, 
manosa y manosa-6-fosfato (M6P) como los principales azúcares. Específicamente, en un ejemplo de la presente5
divulgación, LAL contiene una estructura de N-glicano seleccionada de GlcNAc4Man3GlcNAc2 o 
GalIGlcNAc4Man3GlcNAc2 en el primer sitio de glicosilación unido a N (Asn36 como en la SEQ ID NO: 1). En otro 
ejemplo, LAL no contiene ninguna glicosilación o no está sustancialmente glicosilada en el segundo sitio de 
glicosilación unido a N (por ejemplo, Asn72 como en la SEQ ID NO: 1). En aún otro ejemplo, la LAL contiene 
Phos2Man7GlcNAc2 en su tercer sitio de glicosilación unido a N (por ejemplo, Asn101 como en la SEQ ID NO: 1). En 10
aún otro ejemplo, la LAL contiene una estructura de N-glicano seleccionado de Phos1Man6GlcNAc2, 
GlcNAc1Phos1Man6GlcNAc2, Man3GlcNAc2, GlcNAc2Man3GlcNAc2, GlcNAc3Man3GlcNAc2, 
GlcNAc4Man3GlcNAc2, o Gal1GlcNAc4Man3GlcNAc2 en su cuarto sitio de glicosilación unido a N (por ejemplo,
Asn161 como en SEQ ID NO: 1). En aún otro ejemplo, la LAL contiene una estructura de N-glicano seleccionado de 
Man7GlcNAc2, Man8GlcNAc2, Man9GlcNAc2, Phos1Man8GlcNAc2, o Phos1Man9GlcNAc2 en su quinto sitio de 15
glicosilación unido a N (por ejemplo, Asn273 como en SEQ ID NO: 1). En aun otro ejemplo, la LAL contiene un 
estructura de N-glicano seleccionado de GlcNAc2Man3GlcNAc2, GlcNAc3Man3GlcNAc2, GlcNAc4Man3GlcNAc2, 
Gal1GlcNAc4Man3GlcNAc2, GlcNAc5Man3 GlcNAc2, Gal1GlcNAc5Man3GlcNAc2, GlcNAc6Man3GlcNAc2, o 
Gal1GlcNAc6Man3GlcNAc2 en su sexto sitio de glicosilación unido a N (Asn321 como en SEQ ID NO: 1).

20
[0079] De acuerdo con la invención, la LAL está glicosilada en Asn36, Asn101, Asn161, Asn273 y Asn321 de la SEQ ID 
NO : 1 (o los correspondientes residuos de asparagina dentro de las SEQ ID NOs: 2, 3, 4, y 19) con un N-glicano en 
la posición de Asn designada como se muestra a continuación:
a) en Asn36, GlcNAc4Man3GlcNAc2, o
Gal1 GlcNAc4Man3GlcNAc2;25
b) en Asn72, sin glicosilación;
c) en Asn101, Phos2Man7GlcNAc2;
d) en Asn161, Phos1Man6GlcNAc2,
GlcNAc1Phos1Man6GlcNAc2;
Man3GlcNAc2;30
GlcNAc2Man3GlcNAc2;
GlcNAc3Man3GlcNAc2;
GlcNAc4Man3GlcNAc2, o
Gal1GlcNAc4Man3GlcNAc2;
e) en Asn273, Man7GlcNAc2,35
Man8GlcNAc2,
Man9GlcNAc2,
Phos1Man8GlcNAc2, o
Phos1Man9GlcNAc2; y
f) en Asn321, GlcNAc2Man3GlcNAc2,40
GlcNAc3Man3GlcNAc2,
GlcNAc4Man3GlcNAc2,
Gal1GlcNAc4Man3GlcNAc2,
GlcNAc5Man3GlcNAc2,
Gal1GlcNAc5Man3GlcNAc2,45
GlcNAc6Man3GlcNAc2, o
Gal1GlcNAc6Man3GlcNAc2, 

donde Man = manosa,
GlcNAc = N-acetil glucosamina,50
Phos = fosfato y
Gal = galactosa.

[0080] En una realización, GalIGlcNAc4Man3GlcNAc2 se puede encontrar como un componente glicano en 
cualquiera de Asn36, Asn161 o Asn321 en LAL producido de acuerdo con la invención. En una realización específica, 55
Gal1GlcNAc4Man3GlcNAc2 se puede encontrar como un componente glicano de Asn36, Asn161 y Asn321.

[0081] En la LAL de la presente descripción, Asn101 y Asn273 muestran del tipo manosa de contenido elevado que 
tiene de aproximadamente 6 a aproximadamente 10 moléculas de manosa (MAN6-MAN10 como se describe en el 
presente documento) como principal componente. Por consiguiente, un aspecto de la presente descripción incluye 60
una composición de LAL tiene una estructura con alto contenido de manosa en Asn101 o Asn273. En otro caso, una 
composición de LAL de la descripción puede comprender una estructura de N-glicano que tiene al menos 6 manosas
en Asn101 o Asn273. En otro caso, una composición de LAL contiene un N-glicano que tiene 7, 8 o 9 manosaa en 
Asn101 o Asn273. En otro caso, la presente descripción incluye una composición de LAL que tiene 7, 8 o 9 manosas
en Asn101 y Asn273. En otro caso, la presente descripción incluye una composición de LAL que tiene 7, 8 o 9 65
manosas en Asn101 y/o Asn273 y al menos una de las manosas está fosforilada.
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[0082] Se ha de entender que los sitios de glicosilación y los números asociados con Asn descritos anteriormente se 
basan en la secuencia de aminoácidos de LAL expuesta en la SEQ ID NO: 1 y que los perfiles de glicosilación 
descritos anteriormente en el contexto de la SEQ ID NO: 1 se aplican también a las moléculas de LAL establecidas 
en las SEQ ID NOs: 2, 3, 4 y 19, aunque la numeración de las correspondientes Asn puede variar por molécula 5
LAL. Por ejemplo, Asn36 en la SEQ ID NO: 1 corresponde a Asn15 en la SEQ ID NO: 2, Asn13 en la SEQ ID NO: 3, 
Asn10 en la SEQ ID NO: 4 y Asn9 en la SEQ ID NO: 19. Asn72 en la SEQ ID NO: 1 corresponde a Asn51 en la SEQ ID 
NO: 2, Asn49 en la SEQ ID NO: 3, Asn46 en la SEQ ID NO: 4 y Asn45 en SEQ ID NO: 19. Asn101 en la SEQ ID NO: 1 
corresponde a Asn80 en la SEQ ID NO: 2, Asn78 en la SEQ ID NO: 3, Asn75 en la SEQ ID NO: 4 y Asn74 en SEQ ID 
NO: 19. Asn161 en la SEQ ID NO: 1 corresponde a Asn140 en la SEQ ID NO: 2, Asn138 en la SEQ ID NO: 3, Asn135 en 10
la SEQ ID NO: 4 y Asn134 en SEQ ID NO: 19. Asn273 de SEQ ID NO: 1 corresponde a Asn252 en la SEQ ID NO: 2, 
Asn250 en la SEQ ID NO: 3, Asn247 en la SEQ ID NO: 4 y Asn246 en SEQ ID NO: 19. Asn321 de la SEQ ID NO: 1 
corresponde a Asn300 en la SEQ ID NO: 2, Asn298 en la SEQ ID NO: 3, Asn295 en la SEQ ID NO: 4 y Asn294 en SEQ 
ID NO: 19.

15
[0083] Por ejemplo, en un ejemplo, la LAL está glicosilada unida a N en como mínimo una posición seleccionada
entre el grupo que consiste en Asn15, Asn51, Asn80, Asn140, Asn252 y Asn300 de la SEQ ID NO: 2. En otro ejemplo, la
LAL está glicosilada unida a N en Asn15, Asn80, Asn140, Asn252 y Asn300 de la SEQ ID NO: 2. En otro ejemplo 
adicional, las estructuras de N-glicano de LAL de la SEQ ID NO: 2 no tienen xilosa, mientras que menos del 15%, 
10%, 5%, o 1% de las estructuras de N-glicano contiene ácido siálico; menos del 50%, 40%, 30%, 20%, 10%, 5% o 20
1% de las estructuras de N-glicano contienen fucosa; y al menos el 30%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90% y 95% de las 
estructuras de N-glicano contiene manosa fosforilada (M6P).

[0084] En un caso, la LAL está glicosilada unida a N al menos en una posición seleccionada de entre el grupo que 
consiste en Asn13, Asn49, Asn78, Asn138, Asn250 y Asn298 de la SEQ ID NO: 3. En otro caso, la LAL está glicosilada 25
unida a N en Asn13, Asn78, Asn138, Asn250 y Asn298 de la SEQ ID NO: 3. En otro caso, las estructuras de N-glicano de 
LAL de la SEQ ID NO: 3 no tienen xilosa mientras que menos del 15%, 10%, 5%, o 1% de las estructuras de N-
glicano contienen ácido siálico; menos del 50%, 40%, 30%, 20%, 10%, 5% o 1% de las estructuras de N-glicano 
contienen fucosa; y al menos el 30%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90% y 95% de las estructuras de N-glicano contienen
manosa fosforilada (M6P).30

[0085] En un caso, la LAL está glicosilada unida a N al menos en una posición seleccionada de entre el grupo que 
consiste en Asn10, Asn46, Asn75, Asn135, Asn247 y Asn295 de la SEQ ID NO: 4. En otro caso, la LAL está glicosilada 
unida a N en Asn10, Asn75, Asn135, Asn247 y Asn295 de la SEQ ID NO: 4. En otro caso, las estructuras de N-glicano de 
LAL de la SEQ ID NO: 4 no tienen xilosa mientras que menos del 15%, 10%, 5%, o 1% de las estructuras de N-35
glicano contienen ácido siálico; menos del 50%, 40%, 30%, 20%, 10%, 5% o 1% de las estructuras de N-glicano 
contienen fucosa; y al menos el 30%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90% y 95% de las estructuras de N-glicano contienen 
manosa fosforilada (M6P).

[0086] En un caso, la LAL está glicosilada unida a N al menos en una posición seleccionada de entre el grupo que 40
consiste en Asn9, Asn45, Asn74, Asn134, Asn246 y Asn294 de la SEQ ID NO: 19. En otro caso, la LAL está glicosilada 
unida a N en Asn9, Asn74, Asn134, Asn246 y Asn294 de la SEQ ID NO: 19. En otro caso, las estructuras de N-glicano de 
LAL de la SEQ ID NO: 4 no tienen xilosa mientras que menos del 15%, 10%, 5%, o 1% de las estructuras de N-
glicano contienen ácido siálico; menos del 50%, 40%, 30%, 20%, 10%, 5% o 1% de las estructuras de N-glicano 
contienen fucosa; y al menos el 30%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90% y 95% de las estructuras de N-glicano contienen 45
manosa fosforilada (M6P).

[0087] La composición de acuerdo con la presente divulgación se puede producir de un número de maneras, 
incluyendo mediante el uso de aves transgénicas, peces transgénicos, mamíferos transgénicos, por ejemplo, cabras 
transgénicas o en plantas transgénicas, tales como el tabaco y la lenteja de agua (Lemna minor) y ciertos tipos de 50
cultivo celular.

[0088] La presente divulgación también contempla composiciones que comprenden LAL PEGilada. La enzima LAL 
como se describe en el presente documento puede estar PEGilada tal como se describe, por ejemplo, en la 
publicación de patente de Estados Unidos Nº 20070092486, publicada el 26 de abril de 2007.55

[0089] En un ejemplo, el patrón de glicosilación derivado se obtiene a través de expresión de sistemas de expresión 
especializados, por ejemplo, a partir de células de oviducto aviar, por ejemplo, células de glándulas tubulares. Por 
ejemplo, los patrones de glicosilación descritos en este documento se ha demostrado que están presentes en las 
enzimas de enfermedad de almacenamiento lisosomal producidas en células de oviducto de un ave, tal como un 60
pollo de acuerdo con la presente descripción.

[0090] Las proteínas producidas de acuerdo con la descripción pueden purificarse a partir de clara de huevo 
mediante cualquier procedimiento útil, tales como los evidentes para un experto en la técnica de purificación de 
proteínas. Por ejemplo, la LAL humana (hLAL) producida en aves transgénicas de acuerdo con la descripción puede 65
purificarse a partir de clara de huevo por procedimientos evidentes para los expertos en la técnica de purificación de 
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proteínas. Un ejemplo de un protocolo de purificación para LAL presente en la clara de huevo se describe en los 
Ejemplos.

[0091] La descripción incluye los huevos y la clara de huevo y las aves (por ejemplo, pavo, pollo (gallina) y codorniz) 
que ponen los huevos y producen la clara de huevo que contiene moléculas de lipasa ácida lisosomal que 5
comprenden una o más de las estructuras de glicosilación descritas en este documento.

EXPRESIÓN DE LAL EN AVES

[0092] Se da a conocer en el presente documento vectores y procedimientos para la introducción estable de10
secuencias de ácido nucleico exógeno en el genoma de aves para expresar proteínas deseadas, tales como las que 
se benefician (por ejemplo, alcanzan una mayor eficacia) de la adición de manosa-6-fosfato, tales como enzimas 
lisosomales, incluyendo, sin limitación, la lipasa ácida lisosomal (LAL) y otras proteínas tales como las descritas 
específicamente en este documento. En particular, se producen aves transgénicas que expresan secuencias 
exógenas en sus oviductos y que depositan proteínas exógenas, tales como proteínas farmacéuticas, en sus 15
huevos. Los huevos de aves que contienen tales proteínas exógenas también se describen en este 
documento. También se describen en este documento nuevas formas de LAL que se expresan de manera eficiente 
en el oviducto de aves transgénicas y se depositan en los huevos de aves.

[0093] Un aspecto de la descripción se refiere a composiciones que contienen LAL, es decir, moléculas LAL 20
producidas de acuerdo con la descripción. En un ejemplo particularmente útil, la LAL está purificada o aislada. Por 
ejemplo, la LAL se ha extraído del contenido de un huevo con cáscara dura puesto por un ave transgénica. En un 
caso particularmente útil, la LAL es LAL humana. En una realización, la LAL tiene un patrón de glicosilación 
resultante de la producción de LAL en una célula de oviducto de un ave. Por ejemplo, las composiciones pueden 
contener una mezcla de moléculas de LAL producidas en aves, por ejemplo, pollos, de acuerdo con la descripción y 25
aislados de clara de huevo. En un ejemplo útil, las composiciones que contienen LAL son formulaciones 
farmacéuticas.

[0094] En un ejemplo, la divulgación proporciona composiciones que contienen moléculas de LAL aisladas, por
ejemplo, moléculas de LAL humanas, en las que la LAL se produce en un ave que contiene un transgén que codifica 30
la LAL. En un ejemplo, la LAL se produce en una célula de oviducto (por ejemplo, una célula de glándula tubular) de 
un ave transgénica (por ejemplo, pollo transgénico) y la LAL se aísla de clara de huevo del ave transgénica. En un
ejemplo, la LAL está glicosilada en la célula del oviducto (por ejemplo, célula de la glándula tubular) del ave, por 
ejemplo, un pollo.

35
[0095] Se proporcionan procedimientos para producir proteínas exógenas, tales como enzimas de la enfermedad de 
almacenamiento lisosomal, por ejemplo, LAL, en tejidos específicos de aves. Tales proteínas exógenas se pueden 
expresar en el oviducto, la sangre y/o otras células y tejidos del ave. En un caso, los transgenes se introducen en 
células blastodérmicas embrionarias, por ejemplo, cerca de la etapa X, para producir un ave transgénica, de manera 
que la proteína de interés se expresa en las células de glándulas tubulares del magnum del oviducto, se secreta en 40
el lumen y se deposita en la clara de huevo de un huevo con cáscara dura. Un ave transgénica así producida puede
llevar el transgén en su línea germinal proporcionando la transmisión de un transgén exógeno a la descendencia del 
ave de manera estable de una manera mendeliana.

[0096] La presente descripción abarca procedimientos de producción de proteína exógena, tal como LAL, en un 45
oviducto aviar. Los procedimientos pueden incluir una primera etapa de proporcionar un vector que contiene una 
secuencia codificante y un promotor unido operativamente a la secuencia codificante, de modo que el promotor 
puede efectuar la expresión del ácido nucleico en el oviducto aviar. Se pueden producir células y/o tejidos 
transgénicos, en los que el vector se introduce en células blastodérmicas embrionarias aviares, ya sean recién 
aisladas, en cultivo, o en un embrión, de modo que la secuencia del vector se inserta en el genoma aviar. Un ave 50
transgénico maduro que expresa la proteína exógena, tal como LAL, en su oviducto puede derivar de las células y/o 
tejidos transgénicos.

[0097] En un aspecto de la descripción, la producción de un ave transgénica se logra mediante la transducción de 
células blastodérmicas embrionarias con partículas retrovirales de replicación defectuosa o competente que portan 55
el transgén entre las LTR 5' y 3' del vector retroviral. Por ejemplo, se pueden usar un vector retroviral del virus de la 
leucosis aviar (ALV) o un vector retroviral del virus de la leucemia murina (MLV), que comprende un plásmido pNLB 
modificado que contiene un gen exógeno que se inserta en dirección 3’ de un segmento de una región del 
promotor. Se puede utilizar una copia de ARN del vector retroviral modificado, empaquetado en partículas virales, 
para infectar blastodermos embrionarios que se desarrollan en aves transgénicas.60

[0098] Otro aspecto de la descripción proporciona un vector que incluye una secuencia codificante y un promotor en 
relación operativa y de posición de tal manera que la secuencia codificante se expresa en un oviducto aviar. Dichos 
vectores incluyen, pero no se limitan a, un vector retroviral del virus de la leucosis aviar (ALV), un vector retroviral del 
virus de la leucemia murina (MLV) y un vector de lentivirus. Adicionalmente, el vector puede ser una secuencia de 65
ácido nucleico que incluye una LTR de un vector retroviral del virus de la leucosis aviar (ALV), un vector retroviral del
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virus de la leucemia murina (MLV) o un vector de lentivirus. El promotor es suficiente para efectuar la expresión de la 
secuencia codificante en el oviducto aviar. La secuencia codificante codifica una proteína exógena que se deposita 
en la clara del huevo de un huevo con cáscara dura. Por tanto, la secuencia codificante codifica proteínas exógenas,
tales como proteínas derivadas de ave de corral transgénica, tales como lipasa ácida lisosomal derivada de aves de 
corral transgénicas (TPD LAL).5

[0099] En un caso, los vectores utilizados en los procedimientos de la divulgación contienen un promotor que es 
particularmente adecuado para la expresión de proteínas exógenas en las aves y sus huevos. Por tanto, la 
expresión de la secuencia codificante exógena se puede producir en el oviducto y la sangre del ave transgénica y en 
la clara de huevo de su huevo aviar. Los promotores incluyen, pero no se limitan a, un promotor de citomegalovirus 10
(CMV), un promotor del virus de sarcoma de Rous (RSV), un promotor de -actina (por ejemplo, un promotor de -
actina de pollo), un promotor del virus de la leucemia murina (MLV), un promotor del virus de tumor mamario de 
ratón (MMTV), un promotor de la ovoalbúmina, un promotor de la lisozima, un promotor de conalbúmina, un 
promotor de ovomucoide, un promotor de ovomucina y un promotor de la ovotransferrina. Opcionalmente, el
promotor puede ser un segmento de al menos una región de promotor, tal como un segmento de la región del 15
promotor de ovoalbúmina, lisozima, conalbúmina, ovomucoide, ovomucina, y ovotransferrina. En un caso, el 
promotor es una combinación o una fusión de uno o más promotores o una fusión de una porción de uno o más 
promotores, tales como promotores de ovoalbúmina, lisozima, conalbúmina, ovomucoide, ovomucina, y 
ovotransferrina.

20
[0100] En un caso, el vector incluye una secuencia codificante de péptido señal que está operativamente ligada a la 
secuencia codificante, de modo que después de la traducción en una célula, el péptido señal dirige la secreción de la 
proteína exógena expresada por el vector, tal como un LAL humana, en la clara de huevo de un huevo con cáscara 
dura.

25
[0101] Un aspecto de la descripción proporciona secuencias codificantes para proteínas exógenas producidas, tal 
como se describe en el presente documento, en las que la secuencia codificante tiene codones optimizados para la 
expresión en un ave, por ejemplo, en un pollo. La optimización de codones puede determinarse a partir del uso de 
codones de al menos una, y preferiblemente más de una, proteína expresada en una célula aviar (por ejemplo, una 
célula de pollo). Por ejemplo, el uso del codón se puede determinar a partir de las secuencias de ácidos nucleicos 30
que codifican las proteínas ovoalbúmina, lisozima, ovomucina y ovotransferrina del pollo. Por ejemplo, la secuencia 
de ADN que codifica la proteína exógena puede tener codones optimizados usando el programa 
BACKTRANSLATE® Wisconsin Package, versión 9.1 (Genetics Computer Group, Inc., Madison, WI) con una tabla 
de uso de codones compilada a partir de las proteínas de ovalbúmina, lisozima, ovomucoide, y ovotransferrina 
proteínas del pollo (Gallus gallus).35

[0102] Un aspecto importante de la presente descripción se refiere a los huevos de cáscara dura de ave (por 
ejemplo, huevos de cáscara dura de pollo) que contienen un péptido o proteína exógenos, incluyendo, pero no
limitado a, una LAL humana. El péptido o proteína exógenos, tal como LAL humana, pueden ser codificados por un 
transgén de un ave transgénica. A menudo, el péptido o proteína exógenos (por ejemplo, LAL) están glicosilados. La 40
proteína puede estar presente en cualquier cantidad útil. En un caso, la proteína está presente en una cantidad en 
un intervalo de entre aproximadamente 0,01 g por huevo con cáscara dura y aproximadamente 1 gramo por huevo 
con cáscara dura. En otro caso, la proteína está presente en una cantidad en un intervalo de entre aproximadamente 
1 g por huevo con cáscara dura y aproximadamente 1 gramo por huevo con cáscara dura. Por ejemplo, la proteína 
puede estar presente en una cantidad en un intervalo de entre aproximadamente 10 g por huevo con cáscara dura 45
y aproximadamente 1 gramo por huevo con cáscara dura (por ejemplo, un intervalo de entre aproximadamente 10 
g por huevo con cáscara dura y aproximadamente 400 miligramos por huevo con cáscara dura).

[0103] En un caso, la proteína exógena de la divulgación está presente en la clara del huevo. En un caso, la 
proteína está presente en una cantidad en un intervalo de entre aproximadamente 1 ng por milímetro de clara de 50
huevo y aproximadamente 0,2 gramo por mililitro de clara de huevo. Por ejemplo, la proteína puede estar presente 
en una cantidad en un intervalo de entre aproximadamente 0,1 g por mililitro de clara de huevo y aproximadamente 
0,2 gramo por mililitro de clara de huevo (por ejemplo, la proteína puede estar presente en una cantidad en un 
intervalo de entre aproximadamente 1 g por mililitro de clara de huevo y aproximadamente 100 miligramos por 
mililitro de clara de huevo. En un caso, la proteína está presente en una cantidad en un intervalo de entre 55
aproximadamente 1 g por mililitro de clara de huevo y aproximadamente 50 miligramos por mililitro de clara de 
huevo. Por ejemplo, la proteína puede estar presente en una cantidad en un intervalo de aproximadamente 1 g por 
mililitro de clara de huevo y aproximadamente 10 miligramos por mililitro de clara de huevo (por ejemplo, la proteína 
puede estar presente en una cantidad en un intervalo de entre aproximadamente 1 g por mililitro de clara de huevo 
y aproximadamente 1 miligramo por mililitro de clara de huevo). En un caso, la proteína está presente en una 60
cantidad de más de 0,1 g por mililitro de clara de huevo. En un caso, la proteína está presente en una cantidad 
de más de 0,5 g por mililitro de clara de huevo. En un caso, la proteína está presente en una cantidad de más de 1 
g por mililitro de clara de huevo. En un caso, la proteína está presente en una cantidad de más de 1,5 g por 
mililitro de clara de huevo.

65
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[0104] Las aves de la divulgación que producen proteínas exógenas descritas en este documento (por ejemplo, LAL) 
que se desarrollan a partir de células blastodérmicas en las que el vector ha sido introducido son la generación G0 y 
se puede denominar como "progenitores". Las aves progenitoras son típicamente quiméricas para cada transgén 
insertado. Es decir, sólo algunas de las células del ave transgénica G0 contienen el transgén o transgenes. La 
generación G0 típicamente también es hemicigota para el transgén o transgenes. La generación G0 puede5
reproducirse con animales no transgénicos para dar lugar a la descendencia transgénica G1 que también es 
hemicigota para el transgén y contiene el transgén o transgenes en esencialmente todas las células del ave. La 
descendencia hemicigota G1 puede reproducirse con animales no transgénicos que dan lugar a la descendencia 
hemicigota G2 o pueden reproducirse juntos para dar lugar a la descendencia homocigota G2 para el 
transgén. Sustancialmente todas las células de aves que son positivas para el transgén que derivan de la 10
descendencia G1 contienen el transgén o transgenes. En un caso, la descendencia hemicigota G2 de la misma línea 
puede reproducirse para producir descendencia homocigota G3 para el transgén. En un caso, los animales 
hemicigotos G0 o G1, por ejemplo, se reproducen juntos para dar lugar a la descendencia homocigota G1 que 
contiene dos copias del transgén o transgenes en cada célula del animal. Estos son meramente ejemplos de ciertos 
procedimientos de reproducción útiles y la presente descripción contempla el empleo de cualquier procedimiento de 15
reproducción útil, tales como los conocidos por las personas de experiencia ordinaria en la técnica.

[0105] En un caso, la descripción proporciona el aislamiento de LAL. Es decir, la LAL contenida en la composición 
puede ser una LAL aislada. Por ejemplo, la LAL se puede aislar de la clara de huevo. La LAL aislada pueden ser 
moléculas de LAL que tienen una variedad de estructuras de glicosilación entre las moléculas de LAL.20

[0106] Mediante los procedimientos de la presente descripción, los transgenes se pueden introducir en células 
blastodérmicas embrionarias aviares para producir un pollo transgénico, pavo transgénico, codorniz transgénica y 
otras especies aviares, que llevan el transgén en el material genético de su tejido de línea germinal con el fin de 
producir proteínas de la divulgación. Las células blastodérmicas son típicamente células en la etapa VII-XII, o 25
equivalentes de las mismas, y en un ejemplo están cerca de la etapa X.

[0107] Algunos vectores útiles en la realización de los procedimientos de la presente descripción se describen en 
este documento. En un caso, la secuencia codificante y el promotor del vector están ambos situados entre las LTR 5' 
y 3' antes de la introducción en células blastodérmicas. En un caso, el vector es retroviral y la secuencia codificante 30
y el promotor están ambos situados entre las LTR 5' y 3' del vector retroviral. En un caso útil, las LTR o vector 
retroviral derivan del virus de la leucosis aviar (ALV), virus de la leucemia murina (MLV), o lentivirus.

[0108] En un ejemplo, los vectores que se utilizan para transfectar células blastodérmicas y generar la integración 
estable en el genoma aviar contienen una secuencia codificante y un promotor en relación operativa y posicional 35
para expresar la secuencia codificante en la célula de la glándula tubular del magnum del oviducto aviar, en la que la 
proteína exógena, tal como una enzima lisosomal (por ejemplo, LAL), se deposita en la clara de huevo de un huevo 
con cáscara dura.

[0109] El promotor puede ser opcionalmente un segmento de la región del promotor de ovoalbúmina que es 40
suficientemente grande para dirigir la expresión de la secuencia codificante en las células de glándulas tubulares. El 
truncamiento del promotor de ovoalbúmina y/o la condensación de los elementos reguladores críticos del promotor 
de ovoalbúmina, de manera que se retienen las secuencias requeridas para la expresión en las células de glándulas 
tubulares del magnum del oviducto, a la vez que es lo suficientemente pequeño que puede incorporarse fácilmente 
en vectores, se incluye dentro del alcance de la divulgación. En un caso, se puede usar un segmento de la región 45
del promotor de ovoalbúmina. Este segmento comprende la región flanqueante 5' del gen de ovoalbúmina.

[0110] El promotor también puede ser un promotor que es en gran medida, pero no completamente, específico para 
el magnum, tal como el promotor de lisozima. El promotor también puede ser un promotor del virus del tumor 
mamario de ratón (MMTV). Alternativamente, el promotor puede ser un promotor constitutivo (por ejemplo, un 50
promotor de citomegalovirus (CMV), un promotor del virus de sarcoma de Rous (RSV), un promotor de virus de 
leucemia murina (MLV), etc.). En un ejemplo, el promotor es un promotor de citomegalovirus (CMV), un promotor de 
MDOT, un promotor del virus de sarcoma de Rous (RSV), un promotor de virus de la leucemia murina (MLV), un 
promotor del virus del tumor mamario de ratón (MMTV), un promotor de ovoalbúmina, un promotor de la lisozima, un 
promotor de conalbúmina, un promotor de ovomucoide, un promotor de ovomucina y/o un promotor de 55
ovotransferrina. Opcionalmente, el promotor puede ser al menos un segmento de una región del promotor, tal como 
un segmento de la región del promotor de ovoalbúmina, lisozima, conalbúmina, ovomucoide, ovomucina y 
ovotransferrina.

[0111] En un procedimiento de transfección de células blastodérmicas, se usa un vector basado en retrovirus 60
empaquetados para liberar el vector en células blastodérmicas embrionarias de modo que el vector se integra en el 
genoma aviar.

[0112] El retrovirus útil para introducir al azar un transgén en el genoma aviar es el virus de la leucosis aviar (ALV)
de replicación deficiente, el virus de la leucemia murina de replicación deficiente (MLV) o el lentivirus. En un caso, se 65
modifica un vector pNLB mediante la inserción de una región del promotor de ovoalbúmina y uno o más genes 
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exógenos entre las repeticiones terminales largas (LTR) 5' y 3' del genoma del retrovirus. La divulgación contempla 
que cualquier secuencia codificante colocada en dirección 3’ de un promotor que es activo en células de glándulas 
tubulares se puede expresar en las células de glándulas tubulares. Por ejemplo, el promotor de ovoalbúmina se 
puede expresar en las células de glándulas tubulares del magnum del oviducto porque el promotor de ovoalbúmina 
impulsa la expresión de la proteína ovoalbúmina y es activo en las células de glándulas tubulares del oviducto.5

[0113] Cualquiera de los vectores descritos en el presente documento también puede incluir opcionalmente una 
secuencia codificante que codifica un péptido señal que dirige la secreción de la proteína expresada por la 
secuencia codificante del vector de las células de glándulas tubulares del oviducto. Este aspecto amplía eficazmente 
el espectro de proteínas exógenas que pueden depositarse en huevos aviares usando los procedimientos descritos 10
en el presente documento. Cuando de ningún modo se secreta una proteína exógena, el vector que contiene la 
secuencia codificante se modifica para comprender una secuencia de ADN que comprende aproximadamente 60 pb 
que codifica un péptido señal del gen de la lisozima. La secuencia de ADN que codifica el péptido señal se inserta 
en el vector de tal manera que se encuentra en el extremo N-terminal de la proteína codificada por el ADN.

15
[0114] Otro aspecto de la descripción implica el uso de elementos de sitio interno de entrada al ribosoma (IRES) en 
cualquiera de los vectores de la presente divulgación para permitir la traducción de dos o más proteínas a partir de 
un ARNm dicistrónico o policistrónico. Las unidades de IRES se fusionan a los extremos 5' de una o más secuencias 
codificantes adicionales que a continuación se insertan en los vectores al final de la secuencia codificante original, 
de modo que las secuencias codificantes están separadas entre sí por un IRES.20

[0115] En un caso cuando se usa un IRES, la modificación post-traduccional del producto se facilita porque una 
secuencia codificante puede codificar una enzima capaz de modificar el otro producto de la secuencia 
codificante. Por ejemplo, la primera secuencia codificante puede codificar colágeno que se hidroxilaría y se activaría
por la enzima codificada por la segunda secuencia codificante en la que se emplea un IRES, tal como se entiende 25
en la técnica.

[0116] En otro aspecto, las secuencias codificantes de los vectores utilizados en cualquiera de los procedimientos de 
la presente descripción están provistos de una región no traducida 3' (3’ UTR) para conferir estabilidad al ARN 
producido. Cuando se añade 3’ UTR a un vector retroviral, la orientación del promotor, gen X y la 3' UTR deben 30
invertirse en el constructo, de modo que la adición de la 3' UTR no interfiere con la transcripción del ARN genómico 
de longitud completa. En un ejemplo, la 3' UTR puede ser la de los genes de ovoalbúmina o lisozima, o cualquier 3' 
UTR que sea funcional en una célula de magnum, es decir, la región tardía de SV40.

[0117] En un caso, se usa un promotor constitutivo para expresar la secuencia codificante de un transgén en el 35
ave. En este caso, la expresión no se limita al magnum; la expresión también se produce en otros tejidos dentro del 
ave (por ejemplo, sangre). El uso de dicho transgén, que incluye un promotor constitutivo y una secuencia 
codificante, es particularmente adecuado para efectuar o impulsar la expresión de una proteína en el oviducto y la 
posterior secreción de la proteína en el huevo.

40
[0118] Se producen partículas de transducción para el vector y se titulan para determinar la concentración apropiada 
que puede utilizarse para inyectar embriones. Los huevos de aves se enmarcan de acuerdo con el procedimiento 
Speksnijder (patente de Estados Unidos No. 5.897.998), y los huevos se inyectan con partículas de 
transducción. Los huevos eclosionan aproximadamente 21 días después de la inyección y se seleccionan las aves 
macho para la reproducción. Con el fin de cribar para los gallos G0 que contienen el transgén en su esperma, el 45
ADN se extrae de muestras de esperma de gallo. Los gallos G0 con los niveles más altos del transgén en sus
muestras de esperma se emparejan con pollos no transgénicos mediante inseminación artificial. Las muestras de 
ADN de la sangre se criban para detectar la presencia del transgén. El suero de los gallos transgénicos se prueba 
para la presencia de proteína exógena. Si se confirma la proteína exógena, el esperma de los gallos transgénicos se 
utiliza para la inseminación artificial de los pollos no transgénicos. Un cierto porcentaje de la descendencia contiene 50
por tanto el transgén (por ejemplo, más del 50%). Cuando la proteína exógena está presente en los huevos 
producidos de acuerdo con la presente descripción, la proteína puede aislarse. La proteína también puede probarse
para la actividad biológica.

[0119] Los procedimientos de la descripción que proporcionan la producción de proteína exógena en el oviducto 55
aviar y la producción de huevos que contienen proteína exógena implican una etapa adicional posterior para
proporcionar un vector adecuado e introducir el vector en células blastodérmicas embrionarias de modo que el
vector se integra en el genoma aviar. La etapa posterior implica derivar un ave transgénica madura a partir de las 
células blastodérmicas transgénicas producidas en las etapas anteriores. Las aves transgénicas maduras se pueden 
obtener a partir de las células de un embrión blastodérmico que ha sido transfectado o transducido con el vector 60
directamente dentro del embrión. Se deja que el embrión resultante se desarrolle y que el polluelo madure.

[0120] El ave transgénica producida a partir de células blastodérmicas se conoce como un progenitor. Algunos 
progenitores llevarán el transgén en las células de glándulas tubulares en el magnum de sus oviductos. Estas aves 
expresarán la proteína exógena codificada por el transgén en sus oviductos. La proteína exógena también puede 65
expresarse en otros tejidos (por ejemplo, sangre), además del oviducto. Si la proteína exógena contiene la 
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secuencia o secuencias señal apropiadas, se secreta en el lumen del oviducto y en la clara del huevo.

[0121] Algunos progenitores son progenitores de la línea germinal. Un progenitor de la línea germinal es un 
progenitor que porta el transgén en el material genético de su tejido de línea germinal, y también puede llevar el 
transgén en células de las glándulas tubulares del magnum del oviducto que expresan la proteína exógena. Por lo 5
tanto, de acuerdo con la descripción, el ave transgénica puede tener células de glándulas tubulares que expresan la 
proteína exógena, y la descendencia del ave transgénica también puede tener células de las glándulas tubulares del
magnum del oviducto que expresan la proteína exógena. Alternativamente, la descendencia expresa un fenotipo 
determinado por la expresión del gen exógeno en el tejido o tejidos específicos del ave. En un ejemplo, el ave 
transgénica es un pollo o un pavo.10

COMPOSICIONES FARMACÉUTICAS Y PROCEDIMIENTOS TERAPÉUTICOS

[0122] Aunque es posible que, para uso en terapia, las proteínas terapéuticas producidas, tal como se describe en el 
presente documento, se pueden administrar en forma sin purificar, es preferible administrar las proteínas 15
terapéuticas como parte de una formulación farmacéutica. Por lo tanto, se proporcionan adicionalmente
formulaciones farmacéuticas que comprenden proteínas terapéuticas glicosiladas derivadas de aves de corral, tales 
como LAL o un derivado farmacéuticamente aceptable de la misma, junto con uno o más portadores 
farmacéuticamente aceptables de los mismos y, opcionalmente, otros ingredientes terapéuticos y/o profilácticos y 
procedimientos de administración de dichas formulaciones farmacéuticas. El portador o portadores deben ser 20
"aceptables" en el sentido de ser compatibles con los otros ingredientes de la formulación y no ser perjudiciales para 
el receptor de los mismos. Los procedimientos de tratamiento de un paciente (por ejemplo, cantidad de proteína 
farmacéutica administrada, la frecuencia de administración y la duración del período de tratamiento) utilizando 
composiciones farmacéuticas de la divulgación se pueden determinar usando metodologías estándar conocidas por 
los médicos expertos en la técnica.25

[0123] Las composiciones que comprenden portadores, incluyendo moléculas de compuestos, se formulan por 
procedimientos convencionales bien conocidos (véase, por ejemplo, Remington Pharmaceutical Sciences, 14a Ed., 
Mack Publishing Co., Easton, Pa.).

30
[0124] El portador puede comprender un diluyente. En un caso, el portador farmacéutico puede ser un líquido y la 
LAL recombinante humana puede estar en forma de una solución. El portador farmacéutico puede ser cera, grasa o 
alcohol. En un caso, el portador a base de cera o grasa no contiene éster. En otro caso, el portador
farmacéuticamente aceptable puede ser un sólido en forma de un polvo, un polvo liofilizado, o un comprimido. En un 
caso, el portador puede comprender un liposoma o una microcápsula.35

[0125] Las formulaciones farmacéuticas incluyen las adecuadas para la administración por inyección que incluye 
administración intramuscular, subcutánea e intravenosa. Las formulaciones farmacéuticas incluyen las adecuadas 
para administración oral, rectal, nasal, tópica (incluyendo bucal y sublingual), vaginal o parenteral. Las formulaciones 
farmacéuticas también incluyen aquellas para la administración por inhalación o insuflación. Las formulaciones, 40
cuando sea apropiado, pueden presentarse convenientemente en unidades de dosificación discretas y pueden 
prepararse por cualquiera de los procedimientos bien conocidos en la técnica de farmacia. Los procedimientos de 
producción de las formulaciones farmacéuticas incluyen típicamente la etapa de poner la proteína terapéutica en 
asociación con portadores líquidos o portadores sólidos finamente divididos o ambos y después, si es necesario, dar
forma al producto en la formulación deseada.45

[0126] Las formulaciones farmacéuticas adecuadas para la administración oral pueden presentarse 
convenientemente como unidades discretas, tales como cápsulas, píldoras o comprimidos, conteniendo cada una
una cantidad predeterminada del principio activo; como un polvo o gránulos; como una solución; como una 
suspensión; o como una emulsión. El principio activo también puede presentarse como un bolo, electuario o 50
pasta. Los comprimidos y cápsulas para administración oral pueden contener excipientes convencionales, tales
como agentes aglutinantes, cargas, lubricantes, disgregantes o agentes humectantes. Los comprimidos se pueden 
recubrir según procedimientos bien conocidos en la técnica. Las preparaciones líquidas orales pueden estar en 
forma de, por ejemplo, suspensiones acuosas u oleosas, soluciones, emulsiones, jarabes o elixires, o se pueden 
presentar como un producto seco para su constitución con agua u otro vehículo adecuado antes del uso. Tales 55
preparaciones líquidas pueden contener aditivos convencionales, tales como agentes de suspensión, agentes 
emulsionantes, vehículos no acuosos (que pueden incluir aceites comestibles) o conservantes.

[0127] La LAL también se puede formular para la administración parenteral (por ejemplo, por inyección, por ejemplo, 
inyección de bolo o infusión continua) y pueden presentarse en forma de dosis unitaria en ampollas, jeringas 60
precargadas, infusión de pequeño volumen o en recipientes para múltiples dosis con un conservante añadido. Las 
proteínas terapéuticas se pueden inyectar, por ejemplo, mediante inyecciones subcutáneas, inyecciones 
intramusculares, e infusiones o inyecciones intravenosas.

[0128] La LAL pueden tomar formas, tales como suspensiones, soluciones, o emulsiones en vehículos oleosos o 65
acuosos y pueden contener agentes de formulación, tales como de agentes de suspensión, estabilizantes y/o 
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dispersantes. También se contempla que la proteína terapéutica puede estar en forma de polvo, obtenido por 
aislamiento aséptico de sólido estéril o por liofilización de la solución, para la constitución con un vehículo adecuado, 
por ejemplo, agua estéril, libre de pirógenos, antes del uso.

[0129] Para las infusiones o inyecciones intravenosas, la LAL producida de acuerdo de la descripción se puede5
formular como una suspensión o solución acuosa. Los excipientes adecuados para la formulación para infusión o 
inyección intravenosa pueden incluir uno de los siguientes: citrato trisódico dihidrato, ácido cítrico y albúmina de 
suero humano. La formulación farmacéutica también puede incluir otros excipientes adecuados bien conocidos en la 
técnica utilizados para otros productos para los trastornos de almacenamiento lisosomal. El pH de la LAL producida
de acuerdo con la descripción se mantiene entre aproximadamente 5,6 y aproximadamente 6,2. Preferiblemente, el 10
pH de la formulación de LAL se mantiene a 5,9 ± 0,2.

[0130] Para la administración tópica a la epidermis, las proteínas terapéuticas producidas de acuerdo con la 
descripción pueden formularse como pomadas, cremas o lociones, o como un parche transdérmico. Las pomadas y 
cremas pueden, por ejemplo, formularse con una base acuosa u oleosa con la adición de agentes espesantes y/o 15
agentes gelificantes adecuados. Las lociones pueden formularse con una base acuosa u oleosa y también pueden 
contener uno o más agentes emulsionantes, agentes estabilizantes, agentes dispersantes, agentes de suspensión, 
agentes espesantes o agentes colorantes.

[0131] Las formulaciones adecuadas para administración tópica en la boca incluyen pastillas de chupar que 20
comprenden el principio activo en una base aromatizada, normalmente sacarosa y acacia o tragacanto; pastillas que 
comprenden el principio activo en una base inerte, tal como gelatina y glicerina o sacarosa y acacia; y enjuagues 
bucales que comprenden el principio activo en un portador líquido adecuado.

[0132] Las formulaciones farmacéuticas adecuadas para administración rectal en las que el portador es un sólido se 25
representan más preferiblemente como supositorios de dosis unitaria. Los portadores adecuados incluyen manteca 
de cacao y otros materiales usados comúnmente en la técnica, y los supositorios pueden formarse 
convenientemente mediante la mezcla del compuesto activo con el portador o portadores ablandados o fundidos,
seguido de enfriamiento y conformación en moldes.

30
[0133] Las formulaciones adecuadas para administración vaginal pueden presentarse como pesarios, tampones, 
cremas, geles, pastas, espumas o pulverizadores que contienen además del principio activo, portadores, tales como 
los conocidos en la técnica como apropiados.

[0134] Para la administración intranasal las proteínas terapéuticas de la descripción pueden usarse como una 35
pulverización líquida o polvo dispersable o en forma de gotas. Las gotas pueden formularse con una base acuosa o 
no acuosa que también comprende uno o más agentes dispersantes, agentes solubilizantes o agentes de 
suspensión. Los pulverizadores líquidos se suministran convenientemente desde envases presurizados.

[0135] Para la administración por inhalación, las proteínas terapéuticas de acuerdo con la descripción pueden 40
suministrarse convenientemente desde un insuflador, nebulizador o un envase presurizado u otro medio conveniente 
de suministro de una pulverización de aerosol. Los envases presurizados pueden comprender un propulsor 
adecuado, tal como diclorodifluorometano, triclorofluorometano, diclorotetrafluoroetano, dióxido de carbono u otro 
gas adecuado. En el caso de un aerosol presurizado, la unidad de dosificación puede determinarse proporcionando 
una válvula para suministrar una cantidad medida.45

[0136] Para la administración por inhalación o insuflación, las proteínas terapéuticas según la descripción pueden 
tomar la forma de una composición de polvo seco, por ejemplo, una mezcla en polvo del compuesto y una base en 
polvo adecuada, tal como lactosa o almidón. La composición en polvo puede presentarse en forma de dosis unitaria
en, por ejemplo, cápsulas o cartuchos o, por ejemplo, gelatina o envases tipo blister a partir de los cuales el polvo 50
puede administrarse con la ayuda de un inhalador o insuflador.

[0137] Cuando se desea, se pueden emplear las formulaciones descritas anteriormente adaptadas para proporcionar 
el suministro sostenido del principio activo.

55
[0138] Las composiciones farmacéuticas descritas en este documento también pueden contener otros principios
activos, tales como agentes antimicrobianos, o conservantes.

[0139] Además, se contempla que las proteínas terapéuticas descritas en este documento pueden usarse en 
combinación con otros agentes terapéuticos. Por ejemplo, la descripción proporciona procedimientos para el 60
pretratamiento con una dosis farmacéuticamente eficaz de un antihistamínico para minimizar o evitar posibles 
reacciones anafilácticas relacionadas con la infusión. Por ejemplo, el antihistamínico puede ser cualquier 
antihistamínico farmacéuticamente aceptable (por ejemplo, difenhidramina), tal como se describe en este documento 
y tal como se conoce en la técnica. En un caso, el antihistamínico se administra en una dosis entre 
aproximadamente 1 mg y aproximadamente 10 mg por kilogramo de peso corporal. Por ejemplo, el antihistamínico 65
puede administrarse en una dosis de aproximadamente 5 mg por kilogramo. En un caso, se administra el 
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antihistamínico entre aproximadamente 10 minutos y aproximadamente 90 minutos, por ejemplo, de 
aproximadamente 30 minutos a aproximadamente 60 minutos, antes de la administración de la lipasa ácida 
lisosomal utilizando un sistema ambulatorio conectado al puerto de acceso vascular. En un caso, la dosis de 
difenhidramina contrarresta eficazmente las posibles reacciones anafilácticas por la infusión.

5
[0140] Los inmunosupresores, tales como antihistamínicos, corticosteroides, sirolimus, voclosporina, ciclosporina, 
metotrexato, anticuerpos dirigidos contra el receptor IL-2, anticuerpos dirigidos contra el receptor de células T, 
anticuerpos dirigidos contra TNF- o proteínas de fusión (infliximab, etanercept o adalimumab), CTLA4-Ig (por 
ejemplo, abatacept), anticuerpos anti-OX-40, también se puede administrar antes, durante o después de la 
administración de LAL si el paciente experimenta una reacción anafiláctica o respuesta inmune adversa.10

[0141] La descripción también contempla terapia que implica la administración de composiciones que contienen LAL
en combinación con uno o más agentes reductores del colesterol (por ejemplo, inhibidores de HMG-CoA 
reductasa). Los ejemplos no limitantes de tales agentes incluyen: atorvastatina (Lipitor® y Torvast®), fluvastatina 
(Lescol®), lovastatina (Mevacor®, Altocor®, Altoprev®, pitavastatina (Livalo®, Pitava®, pravastatina (Pravachol®, 15
Selektine®, Lipostat®), rosuvastatina (Crestor®) y simvastatina (Zocor®, Lipex®).

[0142] Las composiciones o proteínas descritas en este documento pueden usarse para tratar una variedad de 
enfermedades. Por ejemplo, hay enfermedades para las que se conocen terapias de tratamiento por los 
profesionales expertos en la técnica. La presente descripción contempla que las proteínas terapéuticas (por ejemplo, 20
LAL) producidas en un sistema aviar que contiene un patrón de glicosilación derivado de de aves de corral se 
pueden emplear para el tratamiento de dichas enfermedades. Es decir, también se contempla el tratamiento de 
enfermedades conocidas por ser tratables por proteínas terapéuticas producidas convencionalmente mediante el 
uso de proteínas terapéuticas producidas, tal como se describe en este documento. Por ejemplo, la LAL producida, 
tal como se describe en el presente documento, se puede usar para tratar enfermedades resultantes de o asociadas 25
con la deficiencia o insuficiencia de LAL (colectivamente, "deficiencia de LAL"), tales como enfermedad de Wolman 
enfermedad de almacenamiento de ésteres de colesterilo (CESD). Tal como se describe en el presente documento, 
la deficiencia de LAL también contempla enfermedades en las que la expresión de LAL se reduce debido a una 
condición (por ejemplo, una mutación genética), factores fisiológicos o ambientales que conducen a una reducción o 
deficiencia de LAL producida en el cuerpo. La LAL producida, tal como se describe en el presente documento,30
también se puede utilizar para tratar otras enfermedades, tales como la aterosclerosis, la enfermedad del hígado 
graso, la enfermedad de hígado graso no alcohólico, esteatohepatitis no alcohólica (NASH) y la cirrosis. La LAL 
producida, tal como se describe en el presente documento, también se puede utilizar para tratar otras 
enfermedades, tales como las descritas en la Patente de Estados Unidos Nº 6.849.257, concedida el 1 de febrero de 
2005, 35

[0143] Publicación de Estados Unidos Nº 2009/0297496, publicada el 3 de diciembre de 2009; publicación de 
Estados Unidos Nº 2004/0223960, publicada el 11 de noviembre de 2004; y la publicación de Estados Unidos Nº 
2007/0264249, publicada el 15 de noviembre de 2009.

40
[0144] También se contempla que la LAL producida, tal como se describe en el presente documento, puede usarse
para tratar ciertas enfermedades específicas, incluyendo pancreatitis, por ejemplo, pancreatitis crónica y/o 
pancreatitis aguda, así como la lesión pancreática inducida por el alcohol, tal como pancreatitis inducida por alcohol.

[0145] La LAL producida por cualquier procedimiento útil, tales como los descritos en este documento, se contempla 45
para su uso para tratar enfermedades debidas a la lesión celular inducida por alcohol, incluyendo, pero no limitado a, 
aquellas lesiones celulares inducidas por alcohol que dan lugar a la acumulación de ésteres de lípidos en tejido 
corporal, tales como, pero no limitado a, hígado, bazo, intestino y el tejido cardiovascular. La descripción también 
contempla el tratamiento de la mala absorción mediante la administración de LAL.

50
[0146] Un aspecto de la descripción está dirigido a procedimientos de tratamiento de un paciente que comprende 
administrar a un paciente una cantidad terapéuticamente eficaz de una composición que comprende LAL 
recombinante humana, tal como se describe en este documento. El paciente puede estar sufriendo o ser 
diagnosticado con cualquier cantidad de enfermedades, incluyendo las asociadas con la deficiencia de LAL. En un 
caso, la cantidad terapéuticamente eficaz es una cantidad que aumenta el recuento de glóbulos rojos en un paciente 55
en una cantidad deseada. Se contempla que la LAL producida de acuerdo con la descripción se puede utilizar para 
tratar la enfermedad renal crónica, por ejemplo, donde los tejidos no consiguen mantener la producción de la lipasa 
ácida lisosomal.

[0147] También se contempla que la LAL producirda mediante cualquier procedimiento útil puede ser útil para el 60
tratamiento de pacientes con enfermedad de Tangier y hipoalfalipoproteinemia familiar. La enfermedad de 
Tangier/hipoalfalipoproteinemia familiar se asocia con la acumulación de ésteres de colesterol en los macrófagos 
acompañada por hepatoesplenomegalia y/o linfadenopatía junto con bajos niveles de lipoproteínas de alta densidad 
(HDL) que se pueden tratar mediante la administración de LAL. Por ejemplo, sin desear limitar la descripción a 
ninguna teoría o mecanismo de operación particular, se cree que la alteración de la actividad LAL disminuye la 65
expresión de ABCA1 y por el contrario una actividad de LAL aumentada obtenida mediante la administración de LAL 
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a un paciente con la enfermedad de Tangier/hipoalfalipoproteinemia familiar aumentará la expresión de ABCA1 para 
superar los efectos de un gen de ABCA1 con una actividad funcional reducida como resultado del polimorfismo.

[0148] Para el tratamiento de una enfermedad, en general, la dosificación administrada puede variar dependiendo de 
factores conocidos, tales como la edad, la salud y peso del receptor, tipo de tratamiento simultáneo, frecuencia del 5
tratamiento, y similares. Por lo general, una dosificación de principio activo puede ser de entre aproximadamente 
0,0001 y aproximadamente 10 miligramos por kilogramo de peso corporal. La dosificación precisa, la frecuencia de 
administración y período de tiempo de tratamiento se pueden determinar por un médico experto en la técnica de la 
administración de la respectiva proteína terapéutica.

10
[0149] Además, se ha descubierto que las dosis de 1 mg/kg y menores pueden ser eficaces en el tratamiento de 
deficiencias de LAL. La presente descripción proporciona procedimientos de tratamiento de enfermedades que 
comprenden administrar a un mamífero (por ejemplo un paciente, preferiblemente un paciente humano) una dosis 
terapéuticamente eficaz de la lipasa ácida lisosomal entre una vez cada 5 días y una vez cada 25 días, por ejemplo, 
entre una vez cada 7 días y una vez cada 14 días. En un caso, la dosis de la lipasa ácida lisosomal administrada es 15
entre aproximadamente 0,1 mg y aproximadamente 50 mg por kilogramo de peso corporal, por ejemplo, la dosis 
puede estar entre aproximadamente 1 mg y 5 mg por kilogramo.

[0150] En un caso particularmente útil, la descripción proporciona procedimientos de tratamiento de una enfermedad
mediante la administración de una dosis de la lipasa ácida lisosomal de entre aproximadamente 0,1 mg y 1,0 mg por 20
kilogramo de peso corporal de acuerdo con cualquier régimen de dosificación terapéuticamente eficaz, tal como los 
descritos en este documento.

[0151] La descripción proporciona procedimientos para el tratamiento de cualquier complicación de la deficiencia de 
LAL que puede beneficiarse de la administración de una dosis terapéuticamente eficaz de LAL. En un caso, la mala 25
absorción y la falta de crecimiento pueden ser tratadas de acuerdo con los procedimientos descritos en el presente 
documento. En otro caso, las complicaciones observadas en pacientes con deficiencia de LAL incluyendo, pero no 
restringidos a, hepatomegalia y disfunción hepática pueden tratarse utilizando los procedimientos proporcionados en 
este documento.

30
[0152] La descripción proporciona el tratamiento con LAL recombinante (por ejemplo, LAL recombinante humana) 
que puede producirse mediante cualquier sistema de expresión de proteína útil, por ejemplo, mamíferos y aves 
transgénicos tal como se entiende en la técnica. Otros sistemas de expresión de proteínas pueden incluir, pero no se 
limitan a, el cultivo de células, bacterias y sistemas de plantas.

35
[0153] La descripción abarca la administración de LAL recombinante como parte de una composición 
farmacéuticamente aceptable mediante cualquier vía que pueda lograr el efecto terapéutico deseado, según se
determina por un médico experto en la técnica. En un caso, la LAL se puede administrar por infusión intravenosa 
durante un periodo de aproximadamente cinco horas. Por ejemplo, la infusión puede facilitarse mediante una bomba 
de infusión ambulatoria conectada a un puerto de acceso vascular (por ejemplo, un Port-a-Cath).40

[0154] La descripción también incluye el seguimiento de la presentación clínica y patológica de las enfermedades, 
por ejemplo, enfermedad de Wolman y CESD, en el mamífero (por ejemplo, el paciente humano). En un caso, las 
evaluaciones consisten en, pero no se limitan a: el análisis de lípidos, radiografía de tórax, pruebas de función 
hepática, gráfico de las heces, ácido mevalónico en plasma, inmunogenicidad, lipasa ácida lisosomal en plasma, 45
quitotriosidasa, PARC, hipertensión portal, antropometría, volumen y caracterización del hígado, el bazo y el tracto 
gastrointestinal utilizando, por ejemplo, la tecnología de imágenes. Por ejemplo, la tecnología de imágenes 
mencionada anteriormente puede consistir en ultrasonidos, imágenes por resonancia magnética y espectroscopía de 
resonancia magnética nuclear.

50
EJEMPLOS

[0155] La presente descripción se ejemplifica adicionalmente mediante los siguientes ejemplos. Los ejemplos son 
sólo para fines ilustrativos y no pretenden, ni deben ser interpretados como limitantes de la invención de ninguna 
manera.55

Ejemplo 1

Construcción del vector (pALVIN-OVR1-I-hLAL-dSA) que contiene la secuencia codificante de lipasa ácida 
lisosomal recombinante humana (rhLAL) 60

[0156] La secuencia de nucleótidos del gen de hLAL en el vector pALVIN-OVR1-I-hLAL-dSA codifica una proteína 
que es idéntica a la secuencia de aminoácidos de la proteína producida por el gen de la lipasa ácida lisosomal
humana (GenBank Acceso, NP_000226) (Figura 1). La transcripción de esta secuencia y la posterior traducción del 
ARNm resultante produce una proteína precursora de 399 aminoácidos, que se procesa a una proteína madura de 65
378 aminoácidos idéntica a LAL humana (GenBank Acceso, NP_000226) (Figura 1), tal como se establece en la 
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SEQ ID NO: 1. La expresión del gen de hLAL (véase la Figura 2 para la secuencia de ADNc) en este ejemplo está 
controlada por elementos no codificantes derivados del gen de la ovoalbúmina, incluyendo potenciador, promotor, 
intrón y secuencias no traducidas5' y 3'. El gen de la ovoalbúmina produce ovoalbúmina, el constituyente principal de 
proteína de la clara de huevo. La actividad del promotor de ovoalbúmina de pollo es muy específica para las células 
dentro del oviducto de pollo que producen la clara de huevo; la expresión en otros tejidos es mínima.5

[0157] El vector plásmido pALVIN-OVR1-I-hLAL-DSA (Figura 3A; la secuencia de nucleótidos de la que se muestra 
en la figura 4) se utilizó para producir un retrovirus de replicación deficiente (RDR), que de forma estable integró el 
transgén de hLAL en el genoma del progenitor (XLL109). Este vector plásmido incluye secuencias de nucleótidos 
retrovirales requeridos para el empaquetamiento del ARN viral, la transcripción inversa y la integración, pero no 10
contiene las secuencias intactas de los genes virales gag, pol y env. Los procedimientos utilizados para generar el 
vector retroviral y su uso en los procedimientos posteriores de transgénesis se describen en este documento.

[0158] La porción retroviral de pALVIN-OVR1-I-hLAL-DSA se basa en el vector de ALV, pNLB. pNLB se modificó de 
tal manera que las LTR serían autoinactivantes (SIN) (Figura 3B). Para lograr esto, se han suprimido 273 pb de la 3' 15
LTR, que incluye el potenciador y la caja CAAT de la región U3. Debido a que la región U3 inactivada en el extremo 
3' de la secuencia retroviral sirve como plantilla para una nueva región U3 presente en el extremo 5' de un provirus 
integrado, 5' LTR está también normalmente inactivada. La deleción de las secuencias LTR en el constructo SIN 
disminuye la interferencia del promotor en el promotor interno de la LTR, y minimiza la posibilidad de recombinación 
de secuencias para formar un retrovirus de replicación competente. El nuevo vector se denomina pALVIN para el 20
vector de inactivación de ALV.

[0159] En dirección 3’ de la LTR 5' están las secuencias codificantes de gag y env, que se acumularon a partir del 
vector pNLB. En pALVIN-OVR1-I-hLAL-dSA, permanece una pequeña porción (12%) de la secuencia de precursor 
de la proteína de gag (55% de la secuencia del péptido maduro p19) y permanece una pequeña porción (1,7%) de la 25
secuencia de precursor de env de RAV2 (GenBank Acceso, AF033808). Estas regiones gag y env truncadas son 
incapaces de producir proteínas funcionales necesarias para crear retrovirus competentes de replicación (Cosset, 
1991).

[0160] Los elementos de control de la transcripción y traducción del gen de la ovoalbúmina de pollo fueron 30
insertados en pALVIN para crear pALVIN-OV-1.1-I (secuencia de la cual se muestra en la figura; SEQ ID NO: 8). La 
primera sección de pALVIN-OV-1.1-I se compone de una sección contigua del gen de ovoalbúmina de pollo que 
incluye la región de 1,1 kb del promotor proximal, el primer exón, el primer intrón y parte del 2º exón. La siguiente 
sección es un fragmento de inserto de relleno que ocupa el lugar de las secuencias codificantes de la proteína 
ovoalbúmina. El relleno va seguido por la región no traducida 3' (UTR) del gen de ovoalbúmina de pollo, que incluye 35
secuencias que facilitan el procesamiento adecuado del ARNm, incluyendo la poliadenilación. En general, el 
fragmento de relleno está sustituido por fragmentos de ADN que codifican la proteína deseada, en este caso 
hLAL. El resultado es un vector que tiene elementos específicos que promueven la expresión regulada de la 
transcripción y la traducción de un ARNm en el oviducto de pollos transgénicos, que mimetizan la regulación del 
ARNm de ovoalbúmina endógeno, y que permiten una expresión elevada de la proteína de interés en la clara de 40
huevo.

[0161] El vector pALVIN-OV-1.1-I incluye el primer intrón del gen de la ovoalbúmina. Debido a que el intrón es 
susceptible de corte y empalme durante la producción y el empaquetamiento del genoma de ARN retroviral, se 
insertó el casete de expresión en la orientación opuesta con respecto a las LTR. De esta manera, el intrón no es 45
reconocible en el ARN retroviral y se empaqueta sin empalme. Para mayor comodidad todos los mapas de este 
documento se dibujan con las LTR en la orientación opuesta y el casete de expresión en la orientación hacia delante 
o a favor de las agujas del reloj.

[0162] pALVIN-OV-1.1-I es el vector de base en el cual se insertó el secuencia codificante (CDS) de hLAL. Se 50
sintetizaron dos fragmentos de ADN, adaptador de hLAL y Syn hLAL, que componen las CDS de hLAL y secuencias 
necesarias para la compatibilidad con pALVIN-OV-1.1-I, en Integrated DNA Technologies, Coralville, Iowa, (véanse 
las figuras 7 y 8; SEQ ID NOs: 9 y 10). Se sinsertaron un fragmento HpaI/BamHI de adaptador de hLAL de 229 pb y 
un fragmento BamHI/BstBI de Syn hLAL de 1113 pb en el fragmento HpaI/BstBI 7882 de pALVIN-OV-1.1-I, 
reemplazando de este modo la región de relleno por las CDS de hLAL y creando pALVIN-OV-1.1-1-hLAL.55

[0163] Se descubrió que había un sitio de empalme críptico en la cadena antisentido de las CDS de hLAL que 
impidió el empaquetamiento de ARN retroviral intacto. El sitio de empalme críptico se eliminó mediante alteración de 
la secuencia de ADN sin cambiar la secuencia de aminoácidos de hLAL. Este cambio se realizó por amplificación en 
cadena de polimerasa de la región de 232 a 534 de pALVIN-OV-1.1-I-hLAL con el cebador 5'-60
AGAAACTGAGAGTGTCTTAT-3' (SEQ ID NO: 12) y el cebador 5'-TGACAGCTGTGGATCCAGAAACAAACATG-3' 
(SEQ ID NO: 13), creando un amplicón de 329 pb. Este amplicón se digirió con BamHI y SexAI y se ligó con el 
fragmento de 8940 pb BamHI/SexAI de pALVIN-OV-1.1-I-hLAL para crear pALVIN-OV-1.1-I-hLAL-dSA.

[0164] Se insertó un potencial potenciador promotor que contiene sitio III hipersensible a DNasa (DHSIII) del gen de 65
ovoalbúmina de pollo (-3,819 a -2169 en relación al sitio de inicio del promotor de OV) (Kaye, Bellard et al. 1984) en 
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pALVIN-OV-1.1-I-hLAL-dSA para crear pALVIN-OVR1-I-hLAL-dSA. Esto se realizó de la siguiente manera: un 
fragmento de ADN que incluía el promotor de DHSIII y promotor de OV proximal de 1,1 kb denominado promotor de 
OVR1 (ver la figura 9; y SEQ ID NO: 11 para la secuencia) se aisló por digestión con XhoI y BlpI. Para facilitar la 
subclonación, un fragmento adaptador, PCR de pSIN-OV-1.1-1 se generó mediante amplificación por PCR de la 
región de 6752 a 7974 de pALVIN-OV-1.1-I con los cebadores 5'-GCCGCTCGAGCGAGGAATATAAAAAAATT-3' 5
(SEQ ID NO: 14) y 5'-TCCGCGCACATTTCCCCGAA-3' (SEQ ID NO: 15) seguido por digestión con NgoMI y XhoI. El 
fragmento de 2772 pb XhoI/BlpI de promotor de OVR1 y el fragmento de 1067 pb NgoMI/XhoI de PCR de pSIN-OV-
1.1-I se insertaron en el fragmento de 7043 pb NgoMI/BlpI de pALVIN-OV-1.1-I-hLAL-dSA, creando de este modo 
pALVIN-OVR1-I-hLAL-DSA (véase la figura 10 para los esquemas de construcción de pALVIN-OVR1-I-hLAL-
dSA). La construcción del segmento de vector retroviral del vector, indicado como pALVIN (akapAVIJCR-10
A395.22.3.1-KM o Palv-SIN), se describe en la solicitud de Patente de Estados Unidos 2008/0064862.

[0165] Además, se incluye la producción de LAL de acuerdo con la descripción utilizando un promotor y/o vector 
descritos en la publicación de patente US No. 2008/0064862, publicada el 13 de marzo, 2008.

15
Ejemplo 2

Producción de partículas virales

[0166] El macho transgénico progenitor G0, XLL109, que lleva el transgén de hLAL en su genoma, se creó utilizando 20
un procedimiento de transgénesis retroviral tal como se indica a continuación. Las partículas virales de replicación 
defectuosa que llevan el vector pALVIN-OVR1-I-hLAL-dSA se produjeron por transfección transitoria de una línea 
celular de fibroblastos de pollo inmortalizada. Estas células de fibroblastos de pollo se transfectaron 
simultáneamente con tres plásmidos, pALVIN-OVR1-I-hLAL-sSA, pCMV-gag-pol y pCMV-VSV-G. pCMV-gag-pol 
expresa los genes gag y pol de la cepa de RAV1 del virus de la leucosis aviar. pCMV-VSV-G expresa la proteína de 25
la envoltura del virus de la estomatitis vesicular. Cuatro horas después de la transfección, el medio se reemplazó por
DMEM suplementado con suero fetal bovino al 10%, 100 unidades/ml de penicilina y 100 g/ml de estreptomicina. El 
medio se recolectó a las 48 horas después de la transfección, se filtró a través de un filtro de 0,45 micras (Millipore) y 
se concentró por ultracentrifugación. El retrovirus concentrados que llevaba el transgén ALVIN-OVR1-I-hLAL-dSA se 
recogió y se utilizó en la transducción de embriones en etapa temprana. Cabe indicar que "p" es la notación para la 30
forma de plásmido de vector, la "p" está ausente de las designaciones de transgenes una vez que el transgén está
en la forma de vector empaquetado o transgén integrado.

Ejemplo 3
35

Transgénesis de embriones

[0167] La integración del casete de expresión ALVIN-OVR1-I-hLAL-dSA en el genoma de un embrión se consiguió 
mediante la transducción de embriones en etapa temprana (Speksnijder y Ivarie, 2000). Se obtuvieron huevos White 
Leghorn fertilizados recién puestos de una colonia para crianza. Se realizó una abertura en la cáscara para 40
proporcionar acceso al embrión. Se inyectaron siete microlitros de partículas de retrovirus concentradas de
replicación deficiente que llevaban el casete de expresión ALVIN-OVR1-I-hLAL-DSA descrito anteriormente en la 
cavidad subgerminal del embrión. Los huevos se sellaron con pegamento caliente, y a continuación se incubaron y 
eclosionaron en condiciones estándar. A las progenie producidas a partir de estas inyecciones se les dieron
marcadores de identificación individuales en la eclosión para la identificación y la trazabilidad. Las muestras de 45
sangre de la progenie fueron positivas en el transgén cuando se analizaron por PCR de tiempo real para el transgén 
de hLAL usando cebadores de PCR específicos para la secuencia codificante de hLAL (tal como se describe a 
continuación). Esto proporcionó una indicación de que el procedimiento de transgénesis se había realizado 
correctamente. El ensayo de PCR de tiempo real para el transgén de hLAL utiliza química Taqman® (Applied 
Biosystems). Los cebadores directo e inverso fueron 5'-ACGACTGGCTTGCAGATGTCT-3' (SEQ ID NO: 16) y 5'-50
CCCCAAATGAAGTCAAGATGCT-3' (SEQ ID NO: 17), respectivamente. La secuencia de la sonda Taqman® fue 5'-
CCGGAATGCTCTCATGGAACACCAA-3' (SEQ ID NO: 18) y se marcó con FAM (como el emisor) en el extremo 5' y 
Iowa Black (como el inactivador) en el extremo 3'. Los cebadores, sonda y 1 l de ADN extraído se añadieron a 30 l 
de Taqman® Universal Master Mix (Applied Biosystems). Las reacciones de control incluían varias diluciones de un 
plásmido que llevaba la secuencia de hLAL y el ADN de los pollos de tipo natural (datos no mostrados). Se utilizaron 55
parámetros de ciclación estándar en un sistema de PCR de tiempo real Applied Biosystems 7500.

Ejemplo 4

Identificación del progenitor G060

[0168] Se recogió el semen de machos sexualmente maduros y se extrajo el ADN y se ensayó usando el ensayo de 
PCR de tiempo real de hLAL. El número de copias del transgén en cada muestra se calculó utilizando patrones
conocidos (un plásmido que lleva el gen de hLAL) mezclados con ADN de semen de control negativo. El contenido 
de ADN del casete del transgén en XLL109 macho fue a un nivel que permitía la transmisión del transgén a su 65
progenie, según lo estimado por PCR de tiempo real. Este macho XLL109 fue el progenitor transgénico G0 y fue 
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criado con pollos no transgénicos para generar pollos transgénicos hemicigotos G1.

Ejemplo 5

Propagación y caracterización de aves G1 hemicigotas5

[0169] Se analizó la progenie engendrada por el progenitor transgénico XLL109 por la presencia del transgén en el 
ADN de células de sangre usando el ensayo de PCR de tiempo real de hLAL. La sangre se recogió de progenie de 
1-2 semanas de vida y se extrajo ADN utilizando una técnica de alto rendimiento (Harvey et al., 2002). Las 
soluciones de ADN no fueron cuantificadas antes del ensayo Taqman para facilitar el cribado de alto 10
rendimiento. Habitualmente 1 l de solución de ADN contiene de 50 a 400 ng de ADN que es suficiente para generar 
una señal de amplificación positiva. Se analizaron un total de 1.322 polluelos engendrados por XLL109 y se obtuvo 
sangre denuevo de la progenie positiva y se analizó para confirmación. Según los resultados de la PCR, 22 de la
progenie fueron positivos para el transgén ALVIN-OVR1-I-hLAL-DSA. Un ejemplo de los resultados Taqman se 
muestra en la Figura 11.15

Ejemplo 6

Identificación y caracterización de la línea de alta expresión
20

[0170] Uno de los pollos G1, 1LL7466, puso huevos con niveles significativamente más altos de proteína rhLAL en la 
clara de huevo, en comparación a los otros pollos G1. Se realizó un análisis de transferencia Southern en 1LL7466 y 
machos G1 hermanos para identificar qué machos hermanos tenían el mismo sitio de integración que el pollo de alta 
expresión. Se llevaron a cabo digestiones con una enzima de restricción que cortaba sólo una vez dentro del 
transgén (BlpI), y las transferencias de Southern se sondaron con un segmento del promotor de la ovoalbúmina o la 25
secuencia codificante de hLAL (Figuras. 12A-D). La posición del 2º sitio de restricción, que reside en la región 
genómica flanqueante, varía dependiendo del sitio de integración. De este modo, el tamaño de la banda BlpI 
detectada por la sonda de OV o sonda de hLAL es único para cada línea generada.

[0171] La sonda de OV detectó una sola banda de 4,1 kb en el ADN digerido con BlpI de los pollos de tipo natural, lo 30
que correspondía al tamaño esperado de un segmento BlpI dentro del gen de la ovoalbúmina endógena del genoma 
de pollo (figuras 12B y 12D). Se detectó una segunda banda de 4,3 kb con el pollo 1LL7466, que correspondía a la 
banda transgén. Tres hermanos hembra adicionales, 1LL10409, 1LL10686 y 1LL12058 y tres hermanos varones 
adicionales, 1LL8922, 1LL9330 y 1LL11217, mostraron la banda de 4,3 kb, lo que indica que estos hermanos 
podrían ser de la misma línea (Figuras 12B y 12D).35

[0172] Como se esperaba la sonda de hLAL no detectó una banda en el ADN de los pollos de tipo natural, ya que la 
secuencia de ADN del gen de la lipasa ácida lisososomal de pollo y la secuencia codificante de la lipasa ácida 
lisosomal recombinante humana están suficientemente diferenciadas para no permitir la hibridación bajo las 
condiciones usadas en estos ensayos Southern (Figura 12C). La sonda hLAL detectó una única banda de ~ 10,6 kb 40
en el ADN genómico digerido con BlpI de los mismos pollos que dieron positivo para la banda de 4,3 kb detectada 
por la sonda de OV, lo que indica que estos 7 pollos G1 tienen el mismo sitio de integración y por lo tanto son de la 
misma línea.

[0173] No se detectaron otras bandas, lo que indica que 1LL7466, 1LL10409, 1LL10686, 1LL12058, 1LL8922, 45
1LL9330 y 1LL11217 todas tenían un único sitio de integración.

[0174] El análisis Southern indicó también que el transgén se integraba, ya que las bandas detectadas por las 
sondas de VO y hLAL eran de diferentes tamaños y de mayor tamaño que la del transgén solo. En la figura 12A se 
muestra un mapa que muestra la estructura predicha del transgén integrado y la posición de los sitios BlpI en las 50
regiones genómicas flanqueantes.

[0175] Para confirmar que el transgén está intacto, se realizaron dos etapas. En primer lugar, la secuencia 
codificante de hLAL se aisló por PCR a partir de 1LL7466. Los productos de PCR se secuenciaron en ambas 
cadenas desde el codón de inicio hasta el codón de parada de hLAL. La secuencia de ADN era exactamente como 55
se esperaba, lo que indica que no hay cambios en la secuencia de ADN de las regiones de codificación en el 
transgén. En segundo lugar, el análisis de transferencia Southern se llevó a cabo usando la enzima de restricción 
ApaLI, que digiere el transgén intacto en 2 segmentos, 3,6 y 3,8 kb (Figura 13A). Se detectaron las bandas de 3,6 y 
3,8 kb en el ADN genómico digerido con ApaLI de Gls, lo que indica que el transgén se integró en una forma 
totalmente intacta (Figura 13B).60

Ejemplo 7

Propagación y caracterización de G2
65

[0176] La figura 14 muestra el linaje de los G2 de hLAL descendientes de un único progenitor G0, XLL109. En la 
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fase G1, el transgén se caracterizó con respecto al número de copia, la integridad, la secuencia hLAL y el sitio de 
integración - y se identificaron y caracterizaron siete transgénicos G1 (cuatro pollos y tres gallos). La propagación de 
los G2 se logró mediante inseminación artificial de los pollos no transgénicos con esperma recogida de los 
progenitores G1 1LL8922, 1LL9330 y 1LL11217 (Figura 14). Cada pollo inseminado, sus huevos y posterior 
descendencia fueron alojados por separado de la otra progenie. La progenie eclosionada se analizó por la presencia 5
del transgén de hLAL usando el ensayo de PCT de tiempo real de hLAL. Debido a que los progenitores G1 eran 
hemicigotos con respecto al transgén, se esperaba que la mitad de la progenie fueran G2 transgénicos. De 610 
progenies de G2 analizados hasta la fecha, 330 o el 54% eran transgénicas.

Ejemplo 810

Análisis genético de las hLAL aviar

[0177] Después de la identificación de cada pollo G2 mediante el ensayo de PCR de tiempo real de hLAL del ADN 
de la sangre, la línea de producción se somete a los siguientes ensayos genéticos: el gen de hLAL se amplificó por 15
PCR a partir del ADN de la sangre y se secuenció para confirmar el 100% de homología con la secuencia 
humana; el sitio de integración del transgén fue confirmado por PCR del sitio de integración, tal como se describió 
anteriormente. La secuenciación por PCR y el análisis del sitio de integración se realizó en: cada pollo en una línea 
de producción <10 pollos; 10% de los pollos (mínimo 10) para la línea de producción 11-100 pollos; 5% de los pollos 
(mínimo 10) para la línea de producción de 101-1000s; 1% de los pollos (mínimo 50) para la línea de producción de 20
1001-10000 pollos; 0,1% de los pollos (mínimo 100) para la línea de producción > 10001 pollos. Los registros 
detallados se mantuvieron en cada etapa de la fase de crecimiento y producción.

Ejemplo 9
25

Purificación de hLAL de clara de huevo

[0178] Se solubilizó clara de huevo (EW) que contenía LAL a pH 6 durante la noche y se clarificaron a través de 
centrifugación (o filtración en profundidad) con una filtración a 0,2 um. La EW se ajustó con tampón NaOAc 1M (pH 
4) a pH 6.30

[0179] La EW clarificada se cargó en una columna de fenil-HIC (EW:tamaño de columna = 2:1) equilibrada con
tampón fosfato 20 mM/NaCl 137 mM (pH 6). Después de la finalización de la carga, la columna se lavó con tampón 
de equilibrio y tampón de fosfato 5 mM (pH 6). La LAL se eluyó con propilenglicol al 30% con tampón Tris 5 mM (pH 
7,2).35

[0180] La fracción de LAL eluida se ajustó a pH 5 con ácido 1 M y a continuación se cargó en una columna GigaCap 
S (EW:sitio de columna = 10:1). La columna se equilibró con tampón de NaOAc 50 mM (pH 5). Después de la 
finalización de la carga, la columna se lavó con el tampón de equilibrio. La LAL se eluyó con NaOAc50 mM/NaCl 60 
mM (pH 5).40

[0181] La fracción de LAL de la columna de GigaCap S se ajustó a pH 6 con tampón Tris 1 M y a continuación se 
cargó en una columna Butil-HIC (EW:tamaño de columna = 10:1). La columna se equilibró con tampón fosfato 20 
mM/NaCl 137 mM (pH 6). Después de la finalización de la carga, la columna se lavó con tampón de equilibrio y 
tampón de fosfato 5 mM (pH 6). La LAL pura se eluyó con propilenglicol al 50% con tampón Tris 5 mM (pH 7,2). La 45
figura 15 representa las etapas de purificación de hLAL de la clara de huevo.

Ejemplo 10

Análisis de carbohidratos de hLAL derivada de ave transgénica50

[0182] Se determinaron las estructuras de oligosacáridos se determinaron para LAL humana derivada de ave
mediante el empleo de las siguientes técnicas de análisis que son bien conocidas por los técnicos en la materia.

[0183] Se digirieron dos cientos microgramos con tripsina y quimotripsina durante 18 h a 37ºC en Tris-HCl 0,1 M, pH 55
8,2, que contenía CaCl2 1 mM. Los productos de digestión se enriquecieron y se liberaron de contaminantes 
mediante una columna de cartucho C18 Sep-Pak. Después del enriquecimiento, los glicopéptidos se digirieron con 2 
l de PNGasa F (7,5 unidad/ml) en 50 l de tampón de fosfato de sodio 20 mM, pH 7,5, durante 18 horas a 
37ºC. Los oligosacáridos liberados se separaron del péptido y la enzima mediante el paso a través de una columna 
de cartucho C18 Sep-Pak.60

[0184] La fracción de glicano se disolvió en dimetilsulfóxido y a continuación se permetiló basándose en el 
procedimiento de Anumula y Taylor (Anumula y Taylor, 1992). La reacción se inactivó por adición de agua y se 
extrajeron carbohidratos per-O-metilados con diclorometano. Los glicanos per-O-metilados se secaron bajo una 
corriente de nitrógeno.65
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[0185] Se llevó a cabo MALDI/TOF-MS (desorción/ionización láser asistida por matriz/espectrometría de masas de 
tiempo de vuelo) en el modo de ión positivo reflector usando ácido -dihidroxibenzoico (DHBA, solución de 20 mg/ml 
en 50% de metanol:agua) como una matriz. Todos los espectros se obtuvieron usando un Microflex LRF (Bruker).

[0186] Se realizaron un análisis MALDI-TOF-MS y ESI MS/MS (espectrometría de masas en tándem con ionización 5
por electrospray) en los oligosacáridos tras la liberación de la cadena principal del péptido y la purificación tal como 
se entiende en la técnica. Las muestras de las especies de polisacáridos individuales también se digirieron con 
ciertas enzimas y los productos de digestión se analizaron por HPLC tal como se entiende en la técnica.

[0187] Se cree que existen aproximadamente seis sitios de glicosilación unidos a N presentes en la LAL 10
humana. Véase, Zschenker, et al (2005) J. Biochem., Vol 137, pág. 387-394.

[0188] Esta referencia también indica que puede haber un sitio de glicosilación unido a O en la LAL humana. Las 
estructuras de oligosacáridos unidos a N identificados se muestran en la figura 16.

15
[0189] Los datos revelaron que muchas o todas estas estructuras se encontraban como una estructura de 
glicosilación unida a N en LAL producida de acuerdo con la descripción (Figura 16). Por ejemplo, A-n se encuentra 
unido a LAL producida de acuerdo con la descripción. Por ejemplo, O-n se encuentra unido a LAL producida de 
acuerdo con la descripción. Por ejemplo, al menos uno de B-n, C-n y D-n se encuentra unido a LAL producida de 
acuerdo con la descripción. Por ejemplo, al menos uno de E-n y F-n se encuentra unido a LAL producida de acuerdo 20
con la descripción. Por ejemplo, al menos uno de I-n y J-n se encuentra unido a LAL producida de acuerdo con la 
descripción. Por ejemplo, al menos uno de K-n y L-n se encuentra unido a LAL producida de acuerdo con la 
descripción. Por ejemplo, al menos uno de M-n y N-n se encuentra unido a LAL producida de acuerdo con la 
descripción. Por ejemplo, G-n se encuentra unido a LAL producida de acuerdo con la descripción. Por ejemplo, H-n 
se encuentra unido a LAL producida de acuerdo con la descripción.25

Ejemplo 11

Especies de N-glicano de LAL derivada de ave transgénica
30

[0190] Se dializaron muestras purificadas de hLAL derivada de ave transgénica (600 g/muestra) utilizando un tubo-
O-dializador (membrana de corte de 4,0 kDa; G BioSciences) contra agua nanopura a 4ºC durante 
aproximadamente 24 horas para eliminar sales y otros contaminantes. El agua nanopura fue reemplazada cuatro 
veces durante todo el período diálisis.

35
[0191] Después de la diálisis, cada una de las muestras se dividió en tres alícuotas: ~ 1/4 del peso de la muestra 
para el análisis de azúcares neutros y amino, ~ 1/4 del peso de la muestra para el análisis de manosa-6-fosfato, y ~ 
1/2 del peso de la muestra para el perfil de oligosacárido. La alícuota destinada al análisis de azúcares neutros y 
amino se hidrolizó con ácido trifluoroacético (TFA) 2 N a 100ºC durante 4 horas y la alícuota para el análisis de 
manosa-6-fosfato se hidrolizó con TFA 6,75 N a 100ºC durante 1,5 horas. Los hidrolizados se secaron a 40
continuación bajo N2, se redisolvieron con 50 l de H2O, se sonicaron durante 7 min en hielo y se transfirieron a un 
vial de inyección. Sin embargo, las muestras de azúcar neutros y amino se diluyeron 2 veces porque los picos 
producidos a partir de los hidrolizados disueltos originalmente eran demasiado grandes.

[0192] Se hidrolizó una mezcla de patrones para azúcares neutros y amino, y para manosa-6-fosfato con un número 45
conocido de moles de la misma manera y al mismo tiempo que la muestra. Se prepararon cuatro concentraciones de 
la mezcla de patrones de azúcar neutro y amino (Fuc y GalNAc, 0,2, 0,4, 0,8, y 1,6 nmoles por 10 l; GlcNAc, 0,5, 
1,0, 2,0, y 4,0 nmoles por 10 l; Gal y Man, 0,3 , 0,6, 1,2, y 2,4 nmoles por 10 l; y Glc, 0,1, 0,2, 0,4, y 0,8 nmoles 
por 10 l) y manosa-6-fosfato (640, 1280, 2560, 5120 picomoles por 10 l) para establecer una ecuación de 
calibración. El número de moles de cada azúcar en la muestra se cuantificó mediante interpolación lineal a partir de 50
la ecuación de calibración.

[0193] Los azúcares neutros y amino y manosa-6-fosfato se analizaron mediante HPAEC usando un sistema Dionex 
ICS3000 equipado con una bomba de gradiente, un detector electroquímico y un muestreador automático. Los 
azúcares neutros y amino individuales, y la manosa-6-fosfato se separaron mediante una columna analítica Dionex 55
CarboPac PA20 (3 x 150 mm) con un atrapador de amino. Los programas de gradiente utilizaron eluyentes A, agua 
nanopura desgasificada y B, NaOH 200 mM para azúcares neutros y amino, y C, NaOH 100 mM y D, acetato de 
sodio 1 M en NaOH 100 mM para manosa-6-fosfato. Se realizó una inyección (10 l/inyección) cada 40 minutos para 
la determinación del azúcar neutro y amino y cada 35 minutos para la determinación de la manosa-6-fosfato. Todos 
los procedimientos se basaron en los protocolos descritos por Hardy y Townsend (Hardy, M.R., y Townsend; R.R.60
"High-pH anion-exchange chromatography of glycoprotein-derived carbohydrates", 1994, Methods Enzymol 230: 
208-225). El control de los instrumentos y la adquisición de datos se realizaron utilizando el software Chromeleon 
Dionex. Los resultados se muestran en la Tabla 1 a continuación. La muestra de control es ovomucoide purificado a 
partir de EW.

65
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Tabla 1. Composición de monosacáridos de control y LAL mediante HPAEC

Muestra ID Analito nanomoles nanomoles/g moles %

Control Fucosa nd - -
N-acetil 
galactosamina

5,066 0,020 9,6

N-acetil glucosamina 26,947 0,108 51,4
Galactosa 3,876 0,016 7,4
Glucosa nd - -
Manosa 16,565 0,066 31,6
Manosa-6-fosfato nd - -
ácido N-acetil 
neuramínico

ndm - -

ácido N-glicolil 
neuramínico

ndm - -

hLAL derivada de 
ave transgénica

Fucosa nd - -
N-acetil 
galactosamina

nd - -

N-acetil glucosamina 17,932 0,120 37,6
Galactosa 0,879 0,006 1,8
Glucosa nd - -
Manosa 23,290 0,155 48,8
Manosa-6-fosfato 5,642 0,038 11,8
ácido N-acetil 
neuramínico

ndm - -

ácido N-glicolil 
neuramínico

ndm - -

nd = no detectado; ndm = no determinado

Características estructurales de LAL
5

[0194] LAL tiene 6 sitios potenciales en su secuencia de aminoácidos para la N-glicosilación, Asn36, Asn72, Asn101, 
Asn161, Asn273 y Asn321. Se encontró que cinco de ellos, Asn36, Asn101, Asn161, Asn273 y Asn321 estaban glicosilados,
mientras que Asn72 no estaba glicosilado o sustancialmente glicosilado (sustancialmente no glicosilado significa en 
una mezcla de moléculas de LAL, menos Asn72 están glicosilados que cualquiera de Asn36, Asn101, Asn 161, Asn 273 y 
Asn321). Por consiguiente, un aspecto de la descripción es LAL (por ejemplo, LAL humana), que no está glicosilada 10
y/o sustancialmente glicosilado en Asn72, y la producción y el uso de dicha LAL. Sin embargo, LAL que tiene una 
Asn72 glicosilada está dentro del alcance de la descripción. Las estructuras de N-glicano consisten principalmente en 
una mezcla de estructuras biantenarias, triantenarias y tetraantenarias con N-acetilglucosamina, manosa y manosa-
6-fosfato (M6P) como los principales azúcares. Cada sitio parece tener un conjunto favorecido de estructuras (Tabla 
2 y Figura 17).15

[0195] Por ejemplo, N-glicanos modificados con M6P residen al menos en Asn101, Asn161 y Asn273. Las estructuras 
no fosforiladas son típicas de N-glicanos que se encuentran en las proteínas endógenas de clara de huevo. No se 
detectaron glicanos unidos por O tal como se determina por la falta de N-acetilgalactosamina (GalNAc). No se 
detectó ácido siálico lo cual es consistente con estructuras de N-glicano determinadas previamente de otras 20
proteínas endógenas y exógenas producidas de acuerdo con la descripción. La descripción incluye LAL glicosilada 
con una o más de las estructuras de oligosacáridos descritas en este documento.

Tabla 2. Sitio de residencia de estructuras de glicano de LAL determinado mediante LC/MS de glicopéptidos
25

Sitio Estructura de glicano
Asn36 GlcNAc4Man3GlcNAc2

Hex1GlcNAc4Man3GlcNAc2
Asn72 No detectado
Asn101 Phos2Man7GlcNAc2
Asn161 Phos1Man6GlcNAc2

GlcNAc1Phos1Man6GlcNAc2
Man3GlcNAc2
GlcNAc2Man3GlcNAc2
GlcNAc2Man3GlcNAc2
GlcNAc3Man3GlcNAc2
GlcNAc4Man3GlcNAc2
Hex1GlcNAc4Man3GlcNAc2

Asn273 Man7GlcNAc2

E17158770
12-07-2023ES 2 950 358 T3



30

Man8GlcNAc2
Man9GlcNAc2
Phos1Man8GlcNAc2
Phos1Man9GlcNAc2

Asn321 GlcNAc2Man3GlcNAc2
GlcNAc3Man3GlcNAc2
GlcNAc4Man3GlcNAc2
Hex1GlcNAc4Man3GlcNAc2
GlcNAc5Man3GlcNAc2
Hex1GlcNAc5Man3GlcNAc2
GlcNAc6Man3GlcNAc2
Hex1GlcNAc6Man3GlcNAc2

Hex, galactosa; Phos, fosfato; Man, manosa; GlcNaC2, N-acetilglucosamina

Procedimientos

[0196] Se determinó la composición de monosacáridos, incluidos los neutros, amino y M6P, cualitativa y 
cuantitativamente mediante detección amperométrica pulsada con cromatografía de intercambio aniónico de pH 5
elevado (HPAEC-PAD).

[0197] Las estructuras de los glicanos predominantes se determinaron con los datos de varios procedimientos de 
espectrometría de masas (MALDI-TOF, NSI-MS/MS y LC-MS de glicopéptidos).

10
[0198] MALDI-TOF era útil para la determinación de N-glicanos neutros y fue capaz de detectar N-glicanos 
fosforilados (Figura 18). NSI-MS/MS se empleó para determinar la naturaleza de los picos menores en los espectros 
de MALDI-TOF, algunos de los cuales se atribuyeron a N-glicanos fosforilados (Figura 19). Los esfuerzos para 
mejorar la capacidad de MALDI-TOF para detectar N-glicanos fosforilados no fueron fructíferas.

15
[0199] LC/MS de glicopéptidos fue capaz de detectar estructuras neutras y fosforiladas y fue capaz de determinar la 
posición de estructuras específicas en la secuencia de aminoácidos de LAL (datos resumidos en la Figura 17 y en la 
Tabla 2).

[0200] Para determinar qué picos en el cromatograma de HPAEC-PAD se deben a N-glicanos fosforilados, LAL se 20
trató con fosfatasa y se analizó (Figura 3). Los picos en los grupos C y D disminuyeron en área bajo la curva (AUC), 
mientras que un pico en el grupo A se hizo más prominente. Los picos en el grupo B no cambiaron en proporción a 
los otros picos. Basado en el conocimiento de que el tiempo de retención es proporcional al grado de carga (ya sea 
debido a la fosforilación o a la sialilación), se contempla que el grupo C se compone de N-glicanos con un fosfato 
(mono M6P) y el grupo D está compuesto de N-glicanos con dos fosfatos (bis-M6P).25

[0201] El tiempo de retención también se vio afectado por la composición y posición estructural relativa de los 
monosacáridos neutros y amino. Tales ejemplos incluyen la presencia de galactosa, la presencia de un GlcNAc en
bisección y el grado de sustitución GlcNac. Tales factores contribuyen a la multiplicidad de los picos en el 
cromatograma HPAEC-PAD.30

Ejemplo 12

Análisis de actividad enzimática in vitro de hLAL derivada de ave transgénica en clara de huevo
35

[0202] Se determinó la actividad de lipasa ácida lisosomal en la clara de huevo utilizando el sustrato fluorogénico 
ensayo de oleato de 4-metilumbeliferilo esencialmente como se describe en Yan et al. (2006), American Journal of 
Pathology, vol. 169, No. 3, pág. 916-926.

[0203] Se preparó una solución madre de oleato de 4-metilumbeliferilo (4-MUO) que consistía en 4-MUO 2,5 mM en 40
Triton X-100 al 4%. El ensayo se realizó en una placa de microtitulación conteniendo cada pocillo 62,5 l de citrato 
de sodio 0,2 M (pH 5,5) en Tween80 al 0,01%, 12,5 l de muestra de clara de huevo y 25 l de 4-MUO2,5 mM. el 
cambio en la fluorescencia se monitorizó durante 30 minutos a 37ºC utilizando un lector fluorométrico de microplacas 
Bio-Tek Synergy HT (excitación 360 nm y emisión 460 nm). Antes del ensayo, la clara de huevo que contenía la
hLAL se diluyó hasta una concentración de enzima que dio lugar a que la reacción continuó linealmente durante al 45
menos 30 minutos. La reacción se detuvo con 50 micras l de Tris-HCl0,75 M, pH 8,0 y la señal de fluorescencia de 
punto final se midió en el mismo lector de placas usado anteriormente (excitación 360 nm y emisión 460 nm).

[0204] Las unidades de actividad se determinaron usando 4-metilumbeliferilo como patrón. Una unidad (U) se define 
como la cantidad de enzima que da como resultado la formación de 1 umol de 4-metilumbeliferilo/min bajo las 50
condiciones de ensayo descritas anteriormente. Se utilizó clara de huevo que no contenía hLAL como control 
negativo.
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[0205] Las muestras de clara de huevo que fueron positivos para hLAL contenían entre 1 U y 100 U de actividad por 
ml de clara de huevo. Se analizó la clara de huevo de 21 pollos G1. La clara de huevo de 10 de los pollos dio
positivo para la actividad hLAL.

5
Ejemplo 13

Análisis in vitro de LAL derivada de ave transgénica

[0206] Se examinó in vitro la capacidad de LAL producida en las células de oviducto de aves transgénicas 10
(denominadas en este documento como "SBC-102", "LAL derivada de ave", "LAL", o "HLAL") para unirse a células y 
ser internalizada en el compartimento lisosomal utilizando células de macrófagos y fibroblastos. Cuando se incuba 
con células de macrófagos, se encontró que el SBC-102 marcado fluorescentemente se localizaba en el
lisosoma. Este efecto podría atenuarse mediante el uso de un competidor de polisacárido de manosa, implicando al 
receptor de N-acetilglucosamina/manosa (GlcNAc/manosa) como un mecanismo de reconocimiento y captación por 15
estas células. SBC-102 aumentó la actividad LAL asociada a las células en fibroblastos humanos deficientes de LAL 
y fibroblastos murinos normales después de la incubación in vitro, lo que indica que la exposición a SBC-102 puede 
resultar en la sustitución sustancial de actividad enzimática deficiente.

[0207] La manosa-6-fosfato (M6P) está presente en las estructuras de oligosacáridos de SBC-102 que se ha 20
demostrado que están implicadas en la liberación de enzimas lisosomales a una amplia variedad de tipos de células 
a través del receptor de M6P ubicuo.

[0208] Se purificó LAL de la clara de huevo de gallinas transgénicas. Se obtuvo Oregon Green NHS de InvitrogenTM

(# 0-10241). La línea de macrófagos de rata alveolar, NR8383, y la línea de fibroblastos de ratón, NIH-3T3, se 25
obtuvieron de ATCC. Los fibroblastos de Wolman deficientes en LAL se obtuvieron de Coriell Institute for Medical 
Research y LysoTracker® Red se obtuvo de InvitrogenTM.

[0209] Marcaje de enzimas: Se marcaron 4 mg de LAL derivada de ave transgénica en PBS con Oregon Green, de 
acuerdo a las recomendaciones del fabricante y la reacción se dializó posteriormente contra PBS, a continuación se 30
concentró.

[0210] Captación de macrófagos: Se incubaron LAL derivada de ave transgénica marcada fluorescentemente (5 
g/ml) y LysoTracker® Red con células NR8383 durante 2 horas. Las células fueron examinadas mediante
microscopía de fluorescencia confocal utilizando un modo de rastreo secuencial a 488 nm y a continuación 514 nm.35

[0211] Inhibición competitiva con manano: Se incubaron SBC-102 marcada fluorescentemente (5 ug/ml) y manano 
con células NR8383 durante 2 horas. Las células se tripsinizaron y la captación de LAL se midió mediante 
clasificación celular activada por fluorescencia usando la intensidad de fluorescencia mediana como el punto final.

40
[0212] La capacidad de la LAL derivada de ave transgénica para ser capatada y posteriormente incorporarse en los 
lisosomas de las células diana se examinó usando la línea celular de macrófagos, NR8383. Se incubaron la LAL 
derivada de ave transgénica marcada con fluorescencia y el marcador lisosomal, "LysoTracker® Red" (InvitrogenTM)
con células durante 2 horas. La colocalización de LAL derivada de ave transgénica y marcador lisosomal en los
lisosomas de estas células se examinó posteriormente mediante microscopía de fluorescencia confocal utilizando un 45
modo de rastreo secuencial (Figura 20). La LAL mostró la localización a los lisosomas, que es consistente con 
estudios in vitro similares utilizando rhLAL de una variedad de fuentes.

[0213] La especificidad de unión de LAL derivada de ave transgénica al receptor de GlcNAc/manosa se ha evaluado 
mediante ensayos de unión competitiva utilizando la línea celular de macrófagos, NR8383 (Figura 21). Se 50
coincubaron LAL derivada de ave transgénica marcada fluorescentemente (Oregon Green) a 5 g/ml y diversas 
concentraciones del oligosacárido que contiene manosa, manano, con células durante 2 horas. La inhibición relativa 
de la captación de LAL derivada de ave transgénica por manano, en comparación con un control sin manano, se 
cuantificó por análisis de clasificación celular activada por fluorescencia usando la intensidad de fluorescencia 
mediana como el punto final. Se observó una inhibición dependiente de la dosis de manosa en la captación/unión de 55
LAL derivada de ave transgénica, lo cual es coherente con la interacción de LAL derivada de ave 
transgénica:GlcNAcR.

[0214] Además, la captación mediada por manosa-6-fosfato en células de fibroblastos se demostró mediante 
experimentos de competición con manosa-6-fosfato (resultados no mostrados).60

[0215] Se ha examinado la capacidad de la exposición de LAL derivada de ave transgénica para aumentar la
actividad LAL en las células utilizando células normales y deficientes en LAL in vitro. Se incubaron fibroblastos 
aislados a partir de un paciente de Wolman y fibroblastos murinos normales (NIH-3T3) en presencia de LAL derivada 
de ave transgénica a concentraciones de 0, 0,16 o 0,5 g/ml durante 5 horas. A continuación, las células se lavaron 65
para eliminar la señal no específica y se ensayaron los lisados celulares por la actividad de LAL usando el sustrato 
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4-MUO. La actividad de LAL endógena asociada a células fue menor en los fibroblastos de Wolman en comparación 
con NIH-3T3 y se observaron aumentos dependientes de la dosis en la actividad en ambos tipos de células después 
de la incubación con LAL derivada de ave transgénica (Fig. Fig. 22).

Ejemplo 145

Análisis in vivo de LAL derivada de ave transgénica 

[0216] Se trataron ratas Yoshida (es decir, homocigotas) deficientes en LAL (ver Kuriyama et al (1990), Journal of 
Lipid Research, vol 31, pág. 1605-1611; Nakagawa et al, (1995) Journal of Lipid Research, vol 36, pág. 2212-2218; y 10
Yoshida y Kuriyama (1990) Laboratory Animal Science, vol 40, pág. 486-489) con SBC-102 (5 mg/kg, IV) o placebo, 
una vez/semana durante cuatro semanas a partir de las cuatro semanas de vida. Para cada administración el SBC-
102 se inyectó en la vena de la cola de la rata en dos dosis iguales (2,5 mg/kg) con 30 minutos de diferencia. Las 
ratas y los controles de tipo natural emparejados por edad se examinaron una semana después de la dosis final. Los 
análisis se realizaron por triplicado.15

[0217] El examen patológico macroscópico de los animales tratados con SBC-102 demostró la normalización en el 
color de hígado además de la reducción en el tamaño del órgano. Las ratas tratadas con SBC-102 mostraron una 
histología hepática esencialmente normal en marcado contraste con la acumulación sustancial de macrófagos 
espumosos en los animales tratados con vehículo (datos no presentados). Los niveles de alanina y aspartato 20
transferasas en suero, que están elevados en ratas con LAL-/-, también se redujeron en ratas tratadas con SBC-102 
(no mostrados).

[0218] Se determinó la masa de órganos y tejidos internos para cada rata y los datos se muestran en la Figura 23. El 
tamaño del órgano se representa como el porcentaje del peso corporal determinado a las 8 semanas de vida, en 25
ratas LAL-/- y ratas LAL+/+ después de la administración semanal de vehículo o SBC-102 a 5 mg/kg durante 4 
semanas.

[0219] El peso corporal de las ratas Yoshida tratadas con SBC-102 o vehículo se compararon con ratas de tipo 
natural, tal como se muestra en la Figura 24. SBC-102 (5 mg/kg) o vehículo se administraron mediante inyección IV, 30
ya sea como una dosis única o como dosis separadas (dentro de un período de 4 horas) para ratas LAL-/-. Las ratas 
LAL+/+ son controles de una camada emparejados por edad.

Ejemplo 15
35

Análisis de triglicéridos

[0220] El análisis de triglicéridos se realizó en el tejido del hígado y el bazo de tejido de tipo natural, placebo 
homocigoto y animales homocigotos tratados SBC-102. Los análisis de triglicéridos se realizaron utilizando 
metodologías estándar (es decir, kit de cuantificación de triglicéridos de MBL Internacional Catálogo # JM-K622-100) 40
y se realizaron por triplicado.

Tabla 3: Niveles de triglicéridos en hígado y bazo en ratas de tipo natural y deficientes en LAL

Triglicérido (ug/mg de tejido húmedo)
Tipo natural (n = 3) Placebo (n = 3) SBC-102 (n = 3)

Hígado 48 84 57
Bazo 3 22 4

45
Niveles de sustrato en hígado

[0221] La figura 25 muestra los niveles de colesterol, ésteres de colesterilo y triglicéridos en el hígado determinados
a las 8 semanas de vida, en ratas WT y deficientes de LAL después de la administración semanal de vehículo o 
SBC-102 a 5 mg·kg-1 durante 4 semanas.50

Ejemplo 16

Estudio de respuesta a la dosis
55

[0222] En base a los estudios realizados anteriormente, se examinaron los efectos farmacodinámicos (PD) de un 
intervalo de dosis y programas de dosis (cada semana y cada dos semanas) de LAL ("SBC-102") en ratas LAL-/-. En 
estos estudios, se administró SBC-102 mediante inyecciones IV en dosis de 0,2, 1, 3 y 5 mg/kg, cada dos semanas, 
o 0,35, 1 y 5 mg/kg, cada semana, durante 1 mes, a partir de las 4 semanas de vida. Los resultados demuestran 
mejoras en la ganancia de peso corporal (BW) (Figura 26), organomegalia (Figura 27), y los niveles de sustrato en60
tejido (Figura 28). Los niveles séricos de transaminasas también se redujeron a medida que aumentaba la dosis de 
SBC-102, con niveles que alcanzan esencialmente los niveles de tipo natural en las dosis más altas.
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Ejemplo 17

Administración de LAL recombinante en un modelo de rata
5

[0223] Se evaluaron los efectos de repetición de la dosificación con lipasa ácida lisosomal (LAL) recombinante sobre 
el peso, los triglicéridos y el colesterol del tejido, hepatomegalia, esplenomegalia, linfadenopatía, peso intestinal, y 
otros parámetros en ratas Donryu deficientes de LAL descritos en Yoshida y Kuriyama (1990) Laboratory Animal
Science, vol. 40, pág. 486-489 (véase también Kuriyama et al (1990) Journal of Lipid Research, vol 31, pág. 1605-
1611; Nakagawa et al, (1995) Journal of Lipid Research, vol 36, pág. 2212- 2218).10

[0224] A las 4 semanas de vida, las ratas Donryu homocigotas para la deleción LAL (LAL-/-) fueron asignadas en 
grupos para dosificarse con LAL recombinante humana producida en un sistema de oviducto de pollo transgénico o 
un placebo de solución salina. Como controles se utilizaron ratas de una camada de tipo natural emparejadas por la 
edad. Las ratas LAL-/- se dosificaron una vez por semana durante cuatro semanas (cuatro dosis en total) o una vez 15
cada dos semanas durante cuatro semanas (dos dosis en total) mediante inyección en la vena de la cola como una 
sola dosis o en dos dosis iguales con 30 minutos de diferencia. Las dosis de LAL fueron 1 mg/kg o 5 mg/kg. La 
programación de dosificación se muestra en la Tabla 4. Las ratas se pretrataron con difenhidramina (5 mg/kg) para 
contrarrestar el riesgo de reacciones anafilácticas, un procedimiento que se basa en experiencias anteriores en 
modelos animales de terapia de reemplazo enzimático para el tratamiento de la enfermedad de almacenamiento 20
lisosomal (Shull et al (1994) Proceedings of the National Academy of Science, vol 91, pág.12937; Bielicki et al (1999) 
The Journal of Biological Chemistry, 274, pág. 36335; Vogler et al (1999) Pediatric Research, 45, pág. 838).

[0225] La figura 29 muestra el progreso diario en el aumento de peso de las ratas que se les administró 1 mg/kg de 
LAL por semana o 5 mg/kg de LAL por semana o 5 mg/kg de LAL en dos semanas. Se puede observar en la figura 25
que hay poca o ninguna diferencia en el efecto terapéutico entre los dos tamaños y frecuencias de dosis.

Tabla 4. Programación de pesado y dosificación

Día desde el nacimiento Valoraciones/inyecciones realizadas
Día 13 PESADO
Día 14
Día 20
Día 21 Cachorro destetado
Día 24
Día 25
Día 27
Día 28 Primera inyección para la 

administración una vez por semana 
y una vez cada dos semanas

Día 31
Día 32
Día 34
Día 35 Segunda inyección para la 

administración una vez cada semana
Día 38
Día 39
Día 41
Día 42 Tercera inyección para la 

administración una vez por semana; 
segunda administración una vez 
cada dos semanas

Día 45
Día 48
Día 49 Cuarta inyección para la 

administración una vez cada semana
Día 55
Día 56 Necropsia

30
Examen patológico de ratas LAL-/- tratadas con LAL recombinante

[0226] A la terminación del estudio descrito en el Ejemplo 1, los animales de estudio fueron humanamente 
sacrificados y se realizó una necropsia para examinar macroscópicamente la patología, la histopatología, y la 
química clínica. La necropsia macroscópica incluyó el examen de la superficie externa del cuerpo, todos los orificios, 35
y las cavidades craneales, torácicas y abdominales y sus contenidos. Se determinó la masa de órganos y tejidos 
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internos para las ratas y se recogieron los órganos y tejidos y se fijaron en formalina al 10% tamponada
neutra. Después de la fijación, los tejidos se procesaron y se prepararon y evaluaron portaobjetos histológicos de 
secciones manchadas de hematoxilina y eosina.

[0227] El examen patológico macroscópico de los animales tratados analizados mostró una normalización sustancial 5
en el tamaño y el color del hígado tal como puede verse en la disección que se muestra en la Figura 30. Se 
determinaron las relaciones de peso del órgano con respecto al cuerpo y mostraron una reducción en el tamaño 
relativo del órgano para el hígado, bazo, tejido mesentérico, duodeno, yeyuno e íleon en los animales tratados con 
éxito que fueron disecados, en comparación con las ratas tratadas con placebo (Figura 23). La histopatología de 
tejido hepático de LAL de ratas tratadas analizadas muestra una histología hepática esencialmente normal en 10
marcado contraste con la acumulación sustancial de macrófagos espumosos en los animales tratados con placebo 
(Figura 30).

Ejemplo 18
15

Tratamiento de la enfermedad de Wolman (WD) mediante la administración de LAL recombinante

[0228] A las 7 semanas de vida una paciente es ingresada en el hospital a causa de dificultades en la ganancia de 
peso y la mala evolución desde su nacimiento. En el examen físico inicial la paciente pesa 3,6 kg (peso al nacer 3,7 
kg) y es delgada con pliegues de la piel suelta. El abdomen está distendido con una hepatomegalia firme de 6 cm y 20
una esplenomegalia firme de aproximadamente 4 cm. Se observan ganglios linfáticos agrandados en la ingle y la 
actividad muscular es débil.

[0229] El nivel de hemoglobina inicial es 9,2 gm, plaquetas 506.000, y glóbulos blancos 11.550. El análisis de orina 
es normal y el frotis de médula ósea reveló linfocitos vacuolados y numerosas células espumosas. Mediciones 25
químicas del suero: lípidos totales 834 mg/100 ml, fosfolípidos 176 mg/100 ml, triglicéridos 141 mg/100 ml, colesterol 
129 mg/100 ml, bilirrubina 0,3 mg/100 ml, fosfatasa alcalina 9,0 %BU, SGOT 90 unidades, SGPT 50 unidades, 20 
unidades de la colinesterasa, urea de nitrógeno 8,3 mg, azúcar en ayuno 45 mg/100 ml. El TC de abdomen muestra 
hepatoesplenomegalia y glándulas suprarrenales bilaterales simétricamente agrandadas con calcificación.

30
[0230] Al paciente se le implanta quirúrgicamente un puerto de acceso vascular venoso para la 
dosificación. Después de conectar el puerto a una máquina de infusión ambulatoria, el paciente se trata previamente 
con 1 mg/kg de difenhidramina 20 minutos antes de la infusión de LAL con el fin de contrarrestar posibles reacciones 
anafilácticas a la infusión. Al paciente se le administra a continuación LAL a 1 mg/kg en el transcurso de 5 horas por 
infusión intravenosa. Esta terapia se repite una vez cada 7 días durante un tiempo indefinido.35

[0231] Dentro de las dos semanas de la administración de la primera dosis de LAL, el paciente experimenta una 
mejora significativa en el aumento de peso y la normalización den el tamaño de los órganos abdominales clave, tal
como se determina mediante ultrasonidos. Los resultados de laboratorio demuestran que la infusión de la LAL 
restaura la actividad de la lipasa ácida lisosomal en el paciente y conduce a la corrección de las alteraciones40
relacionadas.

Ejemplo 19

Tratamiento de la enfermedad de almacenamiento de ésteres de colesterilo (CESD) mediante la 45
administración de LAL recombinante

[0232] Se examina un niño de 3 años de vida con una erupción pruriginosa abdominal por su pediatra. Tras un 
examen abdominal, se observa hepatomegalia por el médico y se confirma por ultrasonido. En este punto no se 
hace el diagnóstico y el paciente se monitoriza periódicamente.50

[0233] A la edad de 8 años es ingresado en el hospital con gastroenteritis. Una microscopía óptica de una biopsia de
hígado muestra un aumento de glucógeno intracitoplasmático y pequeñas gotas de lípidos en los hepatocitos. La 
microscopía electrónica muestra gotitas de lípidos unidas a la membrana con gránulos densos de electrones 
pequeños. Se hace un diagnóstico de trabajo de la enfermedad de almacenamiento de glucógeno tipo III 55
(enfermedad DeBrancher), pero la actividad DeBrancher de los fibroblastos de la piel es normal.

[0234] A la edad de 10 años, persiste la hepatomegalia y se toma una segunda biopsia de hígado. Una microscopía 
óptica muestra una arquitectura lobular alterada del parénquima hepático con hepatocitos distendidos que contienen 
gránulos citoplasmáticos y vacuolas con fibrosis periportal leve. Se encuentra que la actividad de la lipasa ácida en 60
fibroblastos es del 7% de lo normal, lo que confirma el diagnóstico de CESD. Las concentraciones plasmáticas de 
colesterol total (TC), triglicéridos (TG), colesterol de lipoproteínas de baja densidad (LDL-C) están cada una por 
encima del percentil 95 para la edad y el sexo a 7,51, 3,24 y 5,58 mmol/L, respectivamente, mientras que el
colesterol de lipoproteínas de alta densidad (HDL-C) en plasma está por debajo del percentil 5 a 0,47 mmol/L; ha 
combinado la hiperlipidemia (hipercolesterolemia, hipertrigliceridemia, hipoalfalipoproteinemia e65
hiperbetalipoproteinemia).
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[0235] Al paciente se le implanta quirúrgicamente un puerto de acceso vascular venoso para la 
dosificación. Después de conectar el puerto a una máquina de infusión ambulatoria, el paciente se trata previamente 
con 5 mg/kg de difenhidramina 20 minutos antes de la infusión de LAL con el fin de contrarrestar posibles reacciones 
anafilácticas a la infusión. Al paciente se le administra a continuación LAL a 5 mg/kg en el transcurso de 5 horas por 5
infusión intravenosa. Esta terapia se repite una vez cada 14 días indefinidamente.

[0236] Dentro de las dos semanas de la administración de la primera dosis de LAL, el paciente experimenta una 
mejora significativa en el aumento de peso y la normalización en el tamaño de los órganos clave, tal como se 
determina mediante ultrasonido. Los resultados de laboratorio demuestran que la infusión de la LAL restaura la 10
actividad de la lipasa ácida lisosomal en el paciente y conduce a la corrección de las alteraciones relacionadas.

Ejemplo 20

Descripción y composición del medicamento15

[0237] La sustancia fármaco de LAL descrito en este documento ("SBC-102") es una lipasa ácida lisosomal
recombinante humana (rhLAL) purificada a partir de la clara de huevo producida a partir de Gallus transgénico. Los 
excipientes utilizados en SBC-102 son similares a los utilizados para otros productos para los trastornos de 
almacenamiento lisosomal (LSD) que están actualmente en el mercado, y se han seleccionado para mantener la 20
estabilidad del producto farmacéutico.

[0238] SBC-102 es un líquido claro, incoloro, estéril proporcionado en un vial de vidrio transparente de borosilicato 
de tipo I con un tapón recubierto de látex no natural (butilo), FluroTec®, y sellado hermético de aluminio. SBC-102 se 
proporciona como una solución acuosa compuesta de SBC-102 (2 mg/ml), citrato trisódico dihidratado (13,7 mg/ml, 25
USP), ácido cítrico monohidratado (1,57 mg/ml, USP), albúmina de suero humano (10 mg/ml, USP), y agua para 
inyección (hasta el volumen final, USP) El pH de SBC-102 es 5,9 ± 0,2. SBC-102 no contiene conservantes y los 
viales están destinados para un solo uso.

Tabla 5. Excipientes en SBC-102 (LAL)30

Excipiente Número CAS Grado Función
citrato trisódico dihidratado 6132-04-03 USP Tampón

ácido cítrico 
monohidratado

5949-29-1 USP Tampón

albúmina de suero 
humano

70024-90-7 USP Estabilizante

Componentes del producto farmacéutico

[0239]35

Tabla 6 Formulación de SBC-102

Componente Concentración
SBC-102 (rhLAL) 2 mg/ml*
citrato trisódico dihidratado 13,7 mg/ml 
ácido cítrico monohidratado 1,57 mg/ml
albúmina de suero humano 10 mg/ml
Agua para inyección, cantidad suficiente para 1,0 ml

[0240] Cada ejemplo en la memoria descriptiva anterior se proporciona a modo de explicación de la descripción, no40
como limitación de la invención. De hecho, será evidente para un experto en la materia que se pueden realizar en la
presente descripción varias modificaciones, combinaciones, adiciones, eliminaciones y variaciones.

[0241] Por ejemplo, las características ilustradas o descritas como parte de una realización se pueden usar en otra 
realización para generar una realización adicional. Se pretende que la presente descripción cubra dichas45
modificaciones, combinaciones, adiciones, eliminaciones y variaciones.
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REIVINDICACIONES

1. Lipasa ácida lisosomal recombinante humana (rhLAL) aislada que tiene una secuencia de aminoácidos 
seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4 y SEQ ID NO: 19, con N-
glicanos unidos a los residuos de asparagina (Asn) que corresponden a Asn36, Asn101, Asn161, Asn273 y Asn321 de 5
SEQ ID NO: 1, en la que la rhLAL no contiene O-glicanos, y en la que lo N-glicanos unidos a los residuos de Asn 
que corresponden a SEQ ID NO: 1 son:
a) en Asn36, GlcNAc4Man3GlcNAc2 o
Gal1GlcNAc4Man3GlcNAc2;
b) en Asn72, sin glicosilación;10
c) en Asn101, Phos2Man7GlcNAc2;
d) en Asn161, Phos1Man6GlcNAc2,

GlcNAc1Phos1Man6GlcNAc2;
Man3GlcNAc2;15
GlcNAc2Man3GlcNAc2;
GlcNAc3Man3GlcNAc2;
GlcNAc4Man3GlcNAc2 o
Gal1GlcNAc4Man3GlcNAc2;

20
e) en Asn273, Man7GlcNAc2,

Man8GIcNAc2,
Man9GlcNAc2, 
PhoslMan8GlcNAc2 o25
PhoslMan9GlcNAc2; y

f) en Asn321, GlcNAc2Man3GlcNAc2,

GlcNAc3Man3 GlcNAc2,30
GlcNAc4Man3 GlcNAc2,
Gal1GlcNAc4Man3GlcNAc2,
GlcNAc5Man3GlcNAc2,
Gal1GlcNAc5Man3 GlcNAc2,
GlcNAc6Man3GlcNAc2, o35
GallGlcNAc6Man3GlcNAc2; en las que

Man = manosa,
GlcNAc = N-acetil glucosamina,
Phos = fosfato y40
Gal = galactosa.

2. rhLAL de la reivindicación 1, en la que la secuencia de aminoácidos de dicha rhLAL es la SEQ ID NO: 2.

3. rhLAL de la reivindicación 1, en la que la secuencia de aminoácidos de dicha rhLAL es la SEQ ID NO: 3.45

4. rhLAL de la reivindicación 1, en la que la secuencia de aminoácidos de dicha rhLAL es la SEQ ID NO: 4.

5. rhLAL de la reivindicación 1, en la que la secuencia de aminoácidos de dicha rhLAL es la SEQ ID NO: 19.
50

6. rhLAL de cualquiera de las reivindicaciones 1-5, producida mediante un proceso que comprende expresar dicha 
rhLAL en el oviducto de un ave.

7. rhLAL de la reivindicación 6, en la que la rhLAL se produce en células de oviducto de un pollo.
55

8. Composición farmacéutica que comprende rhLAL, según cualquiera de las reivindicaciones 1-7, en una 
formulación que comprende además portadores farmacéuticamente aceptables.
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