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ESTA DIVULGACAO PROPORCIONA METODOS E COMPOSIGOES PARA A PROMOGAO DA

ACTIVIDADE ENZIMATICA DE ENZIMAS ALVOS, INCLUINDO MAS NAO ESTANDO LIMITADAS A
ENZIMAS DE OLIGOSSACARIDO/POLISSACARIDO, ENZIMAS DE PROTEINAS, ENZIMAS DE
POLINUCLEOTIDOS. OS METODOS ENVOLVEM A UTILIZACAO DE UM POLISSACARIDO NAO
NATURAL (INCLUINDO MAS NAO ESTANDO LIMITADO A HES) PARA PROMOVER A ACTIVIDADE
ENZIMATICA DE UMA ENZIMA EM MEIO LIQUIDO, EM QUE A CONCENTRAGAO DO
POLISSACARIDO NA COMPOSIGAO COMPREENDENDO A ENZIMA ALVO E DESDE CERCA DE
0,01% A CERCA DE 55% P/V.



RESUMO

“UTILIZAGAO DE POLISSACARIDOS PARA PROMOGAO DE ACTIVIDADE
ENZIMATICA”

Efeito de HES na Promocadao da Actividade da a-Glucosidase
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Esta divulgacado proporciona métodos e composicdes para a
promocdo da actividade enzimatica de Enzimas Alvos, incluindo
mas nao estando limitadas a enzimas de
oligossacdrido/polissacarido, enzimas de proteinas, enzimas de
polinucledétidos. Os métodos envolvem a utilizagdao de um
polissacarido nédo natural (incluindo mas nao estando limitado a
HES) para promover a actividade enzimdtica de uma enzima em meio
ligquido, em gque a concentracdo do polissacdrido na composicéo

compreendendo a Enzima Alvo €& desde cerca de 0,01% a cerca de

55% p/v.



DESCRICAO

“UTILIZAGAO DE POLISSACARIDOS PARA PROMOGAO DE ACTIVIDADE
ENZIMATICA”

CAMPO DA INVENCAO

Esta divulgacdao refere-se a composicdes e métodos para
promover a actividade enzimatica pela utilizacdo de um
polissacarido, incluindo mas nao estando limitado a
hidroxietilamido. Esta divulgacdo refere-se ainda a métodos de
fabrico de proteinas, métodos esses que envolvem a utilizacao de
enzimas. Esta divulgagdo refere-se ainda a métodos de fabrico

e/ou formulacdo de enzimas e outras biomoléculas.

ANTECEDENTES DA INVENCAO

As enzimas tém encontrado utilizacdo num grande nuUmero de
aplicacdes industriais. Por exemplo, as enzimas sao muito
utilizadas na industria de detergentes (e. g., amilases e
proteases alcalinas bacterianas), na industria de sumos de fruta
e vegetais (e. g., pectinases e xilanases), na 1induastria de
carne (e. g., xilanases, fitases, pf-glucanase), na industria de
amido (e. g., amilases), na industria da pasta e do papel
(e. g., xilanases), na 1ndustria téxtil (e. g., celulases,
polifenol-oxidases, amilases, xilanases e catalases) e na
indtstria do couro (e. g., proteases e lipases) (Cherry et al.,

Curr. Opin. Biotechnol. 14:438-443 (2003)).



Existe também um  numero de utilizacdes médicas e
terapéuticas de enzimas e dos &cidos nucleicos que as codificam,
incluindo para terapia de substituicdo enzimdtica (ERT). Na

terapia de substituicdo enzimdtica, um doente cujo corpo é

deficiente numa actividade enzimatica é tratado por
administragcdo da enzima (uma "enzima ERT") ausente (ou que
funciona mal). As enzimas ERT sao uteis no tratamento de um
numero de doencas. Por exemplo, determinados disturbios de

depdsito lisossdmico (LSD) podem ser eficazmente tratados por

administracdo de uma enzima ERT.

Outros exemplos de enzimas de substituicdo medicamente
significativas sdo a lactase para a intolerdncia a lactose e as
enzimas pancredticas de substituicdo para o tratamento de
individuos com insuficiéncia pancredatica, incluindo
insuficiéncia pancredtica devido a fibrose <cistica (Wallace

et al., Clin. Pharm. 12:657-674 (1993)).

Os métodos de promocdo de actividade enzimdtica seriam de
valor significativo num numero de industrias. No que diz
respeito ao fabrico de proteinas terapéuticas, particularmente
aquelas para utilizacdo humana ou veterindria, ¢é geralmente
desejavel utilizar componentes de origem ndo animal (ndo-ADC).
Por conseguinte, existe ©particularmente uma necessidade de
proporcionar novos métodos e composigdes para promover a

actividade de enzimas com ndo-ADC para varias aplicacdes.

Vrkijan et al., Pharmaceutical Research, vol. 11, n° 7,
1994, paginas 1004-1008 descreve o efeito de aditivos
poliméricos na agregacao induzida termicamente de urocinase de

baixo peso molecular.



SUMARIO DA INVENCAO

A presente divulgacao proporciona uma composicao
compreendendo (a) uma FEnzima Alvo e (b) um polissacdrido nao
natural. A Enzima Alvo pode ser e. g., uma enzima de
oligossacarido/polissacarido (i. e., uma enzima que actua em
oligossacéarido(s) /polissacarido(s)), uma enzima de proteinas
(i. e., uma enzima que actua em proteina(s) tais como as
cinases, fosforilases), uma enzima de polinucledétidos (i. e.,
uma enzima que actua em polinucledtido(s)) ou outras enzimas
industrialmente ou medicamente relevantes, incluindo lipases e
semelhantes. A Enzima Alvo pode estar em solugdo ou pode estar

imobilizada num suporte sdélido.

O polissacadarido ndo natural ¢é, nalguns casos, um amido
modificado. Por exemplo, o polissacadrido ndo natural pode ser um
hidroxialquilamido, incluindo mas nao estando limitado a
hidroxietilamido (HES). O polissacdrido nao natural pode estar
presente a cerca de 0,01 a 55% p/v, cerca de 0,1% a 50% p/v,
cerca de 1% a 50% p/v, cerca de 5% a 40% p/v, cerca de 10% a 40%
p/v, cerca de 15% a 35% p/v, cerca de 20% a 30% p/v, cerca de
0,01 até cerca de 15% p/v, cerca de 0,1% a 15% p/v, cerca de 1%
a 10% p/v, cerca de 5% a 15% p/v, cerca de 3% a 7% p/v ou cerca

de 4% a 6% p/v.

Também é aqui descrita uma composicdo compreendendo (a) uma
Enzima Alvo seleccionada do grupo consistindo de enzimas de
oligossacarido/polissacarido, enzimas de proteinas, enzimas de
polinucledétidos, lipases e outras enzimas industrial e
medicamente relevantes, e (b) um polissacdrido n&do natural, e

(c) um substrato da Enzima Alvo, em que a composicao compreende



desde cerca de 0,01% a 55% p/v, cerca de 0,1% a 50% p/v, cerca
de 1% a 50% p/v, cerca de 5% a 40% p/v, cerca de 10% a 40% p/v,
cerca de 15% a 35% p/v, cerca de 20% a 30%, p/v, cerca de 0,01%
até cerca de 15% p/v, cerca de 0,1% a 15% p/v, cerca de 1% a 10%
p/v, cerca de 5% a 15% p/v, cerca de 3% a 7% p/v ou cerca de 4%
a 6% p/v do polissacdrido. O substrato pode ser, por exemplo,
uma proteina, péptido, polinucledtido, nucledtido ou substrato
de molécula pequena da Enzima Alvo. Em determinados casos
especificos, o substrato da Enzima Alvo é ele mesmo uma enzima,
incluindo mas nao estando limitado a uma enzima ERT, tal como

uma hidrolase lisossdmica.

Noutros casos especificos, a divulgacgdo proporciona uma
composicdao em que a Enzima Alvo é um enzima de clivagem de
oligossacaridos, o polissacdrido é HES e o substrato & uma
glicoproteina. Noutros casos ilustrativos, a Enzima Alvo &
R-glucocerebrosidase, oa-glucosidase, o-galactosidase, sialidase,
R-galactosidase, R—N-hexosaminidase (e. g., B—N-acetil-

hexosaminidase) ou laronidase.

A divulgacao também ¢é dirigida a métodos de promogao de
actividade enzimdtica de uma Enzima Alvo. Num exemplo, o método
compreende combinar uma Enzima Alvo com cerca de 0,01 a 55% p/v,
cerca de 0,1% a 50% p/v, cerca de 1% a 50% p/v, cerca de 5% a
40% p/v, cerca de 10% a 40% p/v, cerca de 15% a 35% p/v, cerca
de 20% a 30% p/v, cerca de 0,01 até cerca de 15% p/v, cerca de
0,1% a 15% p/v, cerca de 1% a 10% p/v, cerca de 5% a 15% p/v,
cerca de 3% a 7% p/v ou cerca de 4% a 6% de um polissacarido néo
natural, produzindo, desse modo, uma combinacado; e manter a
combinacdo sob condig¢gdes suficientes para promover a actividade

enzimatica da Enzima Alvo.



A divulgagdo também ¢é dirigida a utilizagdao de um
polissacarido ndo natural para promover nao criogenicamente a
actividade de uma enzima em meio liquido, em gue a concentracao
do polissacarido na composicdo € desde cerca de 0,01 a 55% p/v,
cerca de 0,1% a 50% p/v, cerca de 1% a 50% p/v, cerca de 5% a
40% p/v, cerca de 10% a 40% p/v, cerca de 15% a 35% p/v, cerca
de 20% a 30% p/v, cerca de 0,01 até cerca de 15% p/v, cerca de
0,1% a 15% p/v, cerca de 1% a 10% p/v, cerca de 5% a 15% p/v,

cerca de 3% a 7% p/v ou cerca de 4% a 6%.

A divulgacao ¢é ainda dirigida a formulagdes de enzimas
(incluindo formulagdes 1liquidas e formulagdes reconstituidas)

compreendendo um polissacdrido ndo natural.

A divulgacdao € ainda dirigida a composicgdes farmacéuticas
compreendendo Enzimas Alvos cuja actividade foi promovida por um

polissacdarido ndo natural.

Com base na divulgacgdo aqui contida, a presente invencéao
proporciona um método de promogao da actividade enzimdatica de

uma Enzima Alvo, compreendendo o método:

(i) combinar uma Enzima Alvo, em que a Enzima Alvo é:

(a) uma enzima de oligossacarido/polissacarido
seleccionada do grupo consistindo de:
Galactosiltransferase, GalNAc-transferase,
Oligossacariltransferase, N-acetilglucosami-

nilfosfotransferase, glicosiltransferase ligada

por o, glicosiltransferase ligada por N,
o—Manosidase, B-Galactosidase, Sialidase
(neuraminidase), R—-N-acetil-hexosaminidase,



N-Acetil-glucosamina-1-fosfodiéster

oa—N-acetilglucosaminidase, N-Glicanase
(N-glicosidase F), O-Glicanase
(endo-a—N-acetilgalactosaminidase), Endo-B-N-
acetilglucosaminidase H, Sialato-0-
acetiltransferase, Sialato-O-acetilesterase e

Alfa-glucosidase, ou

(b) uma hidrolase 1lisossémica seleccionada do grupo
consistindo de: «o-Galactosidase A, Ceramidase
dacida, o-L-Fucosidase 4&cida, p-Glucocerebrosidase
dcida (GCR), PB-galactosidase &cida, Iduronato-2-
sulfatase, o-L-Iduronidase, Galactocerebrosidase,
o—Manosidase acida, R-Manosidase acida,
Arilsulfatase B, Arilsulfatase A, N-Acetilga-
lactosamina-6-sulfato-sulfatase, B—-Galactosidase
acida, Esfingomielinase acida, o—Glucosidase
dcida, PB-Hexosaminidase B, Heparano N-sulfatase,
o—N-Acetilglucosaminidase, Acetil-CoA: o-Glucosa-
minida N-acetiltransferase, N-Acetilglucosamina-—
b-sulfato-sulfatase, «o-N-acetilgalactosaminidase,

Sialidase, B-Glucuronidase e R-Hexosaminidase A;

com cerca de 1% a cerca de 50% p/v de um hidroxialquilamido
e com um substrato da Enzima Alvo, produzindo desse modo uma

combinacao; e

(ii) manter a combinacao sob condig¢des suficientes para
promover a actividade enzimdtica da Enzima Alvo, em que as

condigdes sao entre cerca de 1 °C e cerca de 40 °C.



Outros aspectos e formas de realizacdo da invencdo séo

definidas nas reivindicac¢des anexas.

O anterior e a descricdao detalhada seguinte, e todos os

exemplos proporcionados, sao nao limitativos.

BREVE DESCRICAO DOS DESENHOS

A Figura 1 representa a estrutura polimérica de
hidroxietilamido (HES). O HES é um polimero de D-glucose; as
unidades de monossacarido estdo conectadas por ligagdes o-1,4 e
por ligagdes o-1,6 de ramificacdo que ocorrem aproximadamente a

cada vinte unidades de mondmero.

A Figura 2 representa um processo de remodelacéao
oligossacaridica da R-glucocerebrosidase (GCR) por tratamento
com sialidase, PB-galactosidase e PR-hexosaminidase (ver, e. g.,

Furbish et al., Biochim. Biophys. Acta 673:425-434 (1981)).

A Figura 3 é um fluxograma gue ilustra um exemplo dos
métodos da divulgacao, em que a actividade da Enzima Alvo é

promovida por um polissacédrido da divulgacéo.

A Figura 4 ¢é um fluxograma dque ilustra um aspecto dos
métodos da divulgacao/uma forma de realizacdo dos métodos da
invencgdo, em que a Enzima Alvo estd em solugdo e o substrato

estd imobilizada num suporte sdélido.

A Figura 5 ¢é um fluxograma dque 1ilustra um aspecto dos
métodos da divulgacdo/uma forma de realizacdo dos métodos da

invencao, em que a Enzima Alvo e o substrato estdao em solucgéo.



A Figura 6 € um fluxograma gue ilustra um aspecto dos
métodos da divulgacao/uma forma de realizacdo dos métodos da
invencgdo, em que a Enzima Alvo estéd imobilizada num suporte
s6lido e o substrato estd em solucéo.

A Figura 7 é um grafico da hora versus a % de actividade
original que ilustra o efeito do HES na promogao da estabilidade
da rGCR.

A Figura 8 é um grafico de dias versus a % de actividade
original que ilustra o efeito do HES na promog¢ao da estabilidade

da o—glucosidase.

A Figura 9 ¢é um gréfico do efeito do HES na promog¢ao da

estabilidade da a—-galactosidase.

DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO

Existe uma necessidade para proporcionar novos métodos e
composigdes para promover a actividade de Enzimas Alvos,
particularmente, com nao-ADC, permitindo assim a utilizacao mais

eficiente de Enzimas Alvos, para varias aplicacdes.

Quase quatrocentas proteinas terapéuticas, incluindo
enzimas terapéuticas e anticorpos monoclonais, encontram-se
actualmente em desenvolvimento para o tratamento de doencgas
humanas (Zopf et al., Pharmaceutical Visions 10-14 (Primavera
2002)). Nalguns casos, o fabrico de proteinas terapéuticas pode
envolver modificacdo enzimdatica da prdépria proteina terapéutica,

incluindo mas nao estando limitado a remodelacao



oligossacaridica, durante o processo de fabrico. Noutros casos,

a proteina terapéutica é ela mesmo uma enzima.

Modificagdes tal como a remodelacao oligossacaridica, podem
ser desejdvels para a actividade o4ptima de determinadas
proteinas terapéuticas. Por exemplo, a Imiglucerase (o
ingrediente activo na Cerezyme®, Genzyme Corporation, Cambridge,
MA) é uma R-glucocerebrosidase humana de oligossacéarido
modificado (também conhecida como GCR, R-glucocerebrosidase
dcida, Pf-glucosidase 4&cida, glucosilceramidase, R-D-glucosil-N-
acilesfingosina gluco-hidrolase, EC 3.2.1.45) produzida
utilizando células recombinantes e ¢é utilizada para tratar
doentes com doenca de Gaucher, um disturbio genético raro e
devastador provocado por uma deficiéncia ou mau funcionamento da
B—glucocerebrosidase. A Imiglucerase sofre remodelacao
oligossacaridica durante o seu fabrico: oligossacdridos ligados
por N complexos sao submetidos a enzimas de remodelagao
oligossacaridica de modo a expor os residuos centrais de manose
para reconhecimento pelos receptores de manose na membrana do
plasma de macrdéfagos, permitindo que a GCR modificada seja
sujeita a endocitose e administrada mais eficazmente aos
lisossomas dos macrdéfagos (ver, e. g., Furbish et al., Biochim.

Biophys. Acta 673:425-434 (1981)).

A presente divulgacdo proporciona métodos e composicgdes
para promover a actividade enzimdtica de uma Enzima Alvo
combinando a Enzima Alvo com um polissacdrido da divulgacdo. A
presente divulgacao proporciona ainda métodos e composicdes para
promover nao criogenicamente a actividade enzimdtica de uma
Enzima Alvo combinando a Enzima Alvo em meio liquido (e. g., em
solucdo ou imobilizada num suporte sélido) com um polissacarido

da divulgacao. Sem limitacao no que se refere ao mecanismo, of(s)



polissacarido(s) da divulgacdo pode(m) "promover" a actividade
enzimdatica aumentando a actividade especifica da Enzima Alvo,
prolongando a actividade da Enzima Alvo ou reduzindo a
desnaturacdo, degradacdo ou agregacdo da Enzima Alvo e/ou
estabilizando a Enzima Alvo. Assim, por exemplo, em determinados
exemplos da divulgacdo, a utilizacdo de um polissacarido néo
natural de acordo com os métodos da divulgacdao permite utilizar
uma menor gquantidade da Enzima Alvo in vivo ou em uma reacgao
enzimdtica in vitro, por comparacgdo com utilizacdo na auséncia
do polissacéarido. A actividade enzimdtica e reaccgdes enzimaticas
podem ser medidas por métodos correntes na técnica (ver, e. g.,
Eisenthal et al., Enzyme Assays: A Practical Approach, Oxford

University Press: Nova Iorque, 2002).

Foi agui demonstrado que as Enzimas Alvos sao estabilizadas
pela presenca de HES. Foil também demonstrado que o HES promove a
actividade enzimatica de Enzimas Alvos, diminui a quantidade de
Enzima Alvo necessdria para conseguir a modificacdo do substrato
e alarga a gama de pH a gqual uma Enzima Alvo pode ser utilizada.
Foi também aqui demonstrado gque o HES ¢é compativel com uma
variedade de Enzimas Alvos e concentrag¢des de Enzima Alvo; o HES
obtido de diferentes fontes comercialmente disponiveis, é
comparavel na promocao da actividade da Enzima Alvo; e a
promocao da actividade da Enzima Alvo pelo HES é eficaz numa

grande gama de volumes do sistema.

Enzimas Alvos

Os métodos da divulgacao, incluindo aqueles da invencgao,
sdo largamente aplicdveis a promogdo da actividade enzimatica de

Enzimas Alvos. Como aqui utilizado, o termo "Enzima Alvo"
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refere-se a uma enzima cuja actividade serd ou foi promovida por
exposicdo a um polissacarido nédo natural de acordo com 08
métodos desta divulgag¢do. No entanto, o sangue inteiro, plasma
sanguineo, activador de plasminogénio tecidular, interleucinas,
toxinas, interferdes, proteina C, globulinas gama e colagénios
estdao especificamente excluidos da definicdo de "Enzima Alvo".
Uma ou mais Enzimas Alvos podem ser utilizadas em conjunto nos
métodos e composicdes da divulgacado. Sempre que o termo "Enzima
Alvo" for utilizado, deve ser entendido que este termo abrange
uma ou mais enzimas. Em determinados aspectos da divulgacao,
e. g. em determinados aspectos da invencado, a Enzima Alvo &

isolada ou purificada.

Nalguns casos, a Enzima Alvo pode ser uma enzima
industrialmente relevante tal como, e. g., acetolactato-
descarboxilase, proteinase &cida, &lcool-desidrogenase, protease
alcalina, aminodcido-oxidase, aminoacilase, aminopeptidase,

o—amilase, R—amilase, aspartico-f-descarboxilase, bromelaina,

(ucleass, celulase, cloroperoxidase, ciclodextrina
glicosiltransferase, R-glucanase, R—-glucosidase, dextranase,
dextrinase, [lucleasselllse, o—galactosidase, glucoamilase,

glutaminase, hemicelulase, histidase, invertase, isomerase,
lactase, liase, lisozima, naringinase, oxirredutase, pectinase,
penicilina-acilase, pepsina, peroxidase, pululanase, subtilisina

ou semelhantes.

Noutros <casos, a Enzima Alvo pode ser uma enzima de
oligossacéarido/polissacdarido que  pode afectar uma ligacao
covalente de um oligossacarido ou um polissacarido (ver, e. g.,
Quadro 1). Por exemplo, uma enzima de
oligossacarido/polissacdrido pode ser uma glicosiltransferase ou

uma glicosidase. Noutros casos, a Enzima Alvo é uma enzima de

11



proteinas gque pode afectar uma proteina ou péptido, ou as
cadeias laterais dos seus aminodcidos, resultando numa alteracao
molecular na proteina (ver, e. g., Quadro 2). Por exemplo, uma
enzima de ©proteinas pode ser uma [ucleass ou fosforilase.
Noutros casos, a Enzima Alvo é uma enzima de polinucledtidos que
pode afectar um polinucledétido, ou um nucledtido, resultando num
alteracdo molecular no polinucledétido (ver, e. g., Quadro 3).
Por exemplo, uma enzima de polinucledétidos pode ser uma ligase
ou endonuclease. Para outros casos, a Enzima Alvo pode efectuar
uma modificacdo covalente numa molécula pequena, tal como
dissociacadao, adicdo ou outra alteracdo a essa molécula e. g.,
glucose—-isomerase que converte a glucose em frutose. Assim, em
determinados casos, a Enzima Alvo da divulgacdo pode ser uma
glicosidase, glicosiltransferase, cinase, fosfatase,
fosforilase, sulfatase, [Jucleassel], (Jucleass, [Jucleasse ou
ligase. Uma Enzima Alvo pode actuar in vivo ou in vitro, e/ou
pode actuar num oligossacarido, polissacarido, proteina,
péptido, lipido, molécula pegquena ou polinucledtido isolado ou

purificado.

Quadro 1: Exemplos de Enzimas de

Oligossacédrido/Polissacéarido

Enzima de Oligossacarido/Polissacéarido

Glicosiltransferases

Galactosiltransferase

GalNAc—-transferase

Oligossacariltransferase

N-acetilglucosaminilfosfotransferase

glicosiltransferase ligada por O

glicosiltransferase ligada por N

12




(continuacao)

Enzima de Oligossacarido/Polissacarido

Exo—-glicosidases

o—Manosidase

R-Galactosidase

Sialidase (neuraminidase)

R-N-acetil-hexosaminidase

N-Acetil-glucosamina-1l-fosfodiéster a-N-acetilglucosaminidase

Endo-glicosidases

N-Glicanase (N-glicosidase F)

O-Glicanase (endo-oa—-N-acetilgalactosaminidase)

Endo-B-N-acetilglucosaminidase H

OQutras

Sialato-O-acetiltransferase

Sialato—-0O-acetilesterase

o—glucosidase

Quadro 2: Exemplos de Enzimas de proteinas

Enzima de Proteinas

Protease

Miristoilase

Desformilase

Enzima de excisao de metionina N-terminal

Fosforilase

Enzima de acetilacéao

Fnzima de formagao de ligacgao dissulfureto

Enzima de palmitoilacgao

Enzima de hidroxilacao
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(continuacao)

Enzima de Proteinas

Enzima de carboxilacao

Enzima de nitracao

Enzima de sulfatacéo

Enzima de ADP-ribosilacao

Desamidase

Glicosilase ligada por N

Glicosilase ligada por O

Enzima de glicosil-fosfoinositolagao

Farnesilase

Geranilgeranilase

Metilase

Enzima de amidacéao

Enzima de ubigquitinacao

Quadro 3: Exemplos de Enzimas de polinucledtidos

Enzima de Polinucledtidos

Exorribonuclease

Endorribonuclease

Exodesoxirribonuclease

Endodesoxirribonuclease

Endonuclease de restricgdo (Tipos I, II e III)

Topoisomerase 1T

Topoisomerase II

Ligase

Nalguns casos, a Enzima Alvo é uma enzima que modifica uma
proteina terapéutica, i. e., uma proteina fabricada com a
finalidade de ser administrada a um doente como um agente

terapéutico, profildctico ou de diagnéstico. Por exemplo, a
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Fnzima Alvo pode ser uma enzima de oligossacarido/polissacéarido,
incluindo mas nao estando limitado a wuma glicosidase ou
glicosiltransferase. Exemplos de glicosidases incluem
a-manosidase, sialidase, B—galactosidase, R-hexosaminidase e
endo-B-galactosidase. Exemplos de glicosiltransferases incluem
oa-1,2-fucosiltransferase, transferases dos grupos sanguineos A e
B, e as UDP-GalNAc:polipéptido
N-acetilgalactosaminiltransferases. Para outros exemplos de
enzimas de modificacado de acgtucar, ver, e. g., Quadro 1 e Fukuda
et al., Glycobiology: A Practical Approach, Oxford University
Press: Nova Iorque, 1993; Brooks et al., Functional and
Molecular Glycobiology, BIOS Scientific Publishers Ltd.: Oxford,
RU, 2002. Em determinados casos preferidos, e. g. em
determinadas formas de realizacdo, a Enzima Alvo é sialidase,

B-galactosidase e/ou B-hexosaminidase.

Nalguns casos, a Enzima Alvo é ela mesmo uma proteina
terapéutica. Por exemplo, as Enzimas Alvos incluem
especificamente, mas nao estdo limitadas as, enzimas ERT
listadas no Quadro 4. Por exemplo, a FEnzima Alvo pode ser
B—glucocerebrosidase, a-galactosidase ou o-glucosidase. Por
exemplo, como se mostra nos Exemplos 1-3, as glucocerebrosidase,
a—-glucosidase e ao-galactosidase sao estabilizadas na presenca de

HES.
Nalguns casos, a Enzima Alvo pode estar em mais do que uma

categoria dependendo da aplicacdo para a qual a Enzima Alvo é

utilizada.
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Quadro 4: Exemplos

Deficientes Correspondentes

de

LSD e Enzimas Andmalas ou

Disturbio de depdsito

Enzima Andmala ou Deficiente

lisossdémico (Hidrolase lisossémica)
Fabry a-Galactosidase A
Farber Ceramidase &acida
Fucosidose a-L-Fucosidase acida

Gaucher tipos 1, 2 e 3

B-Glucocerebrosidase acida
(GCR)

Gangliosidose G

R-galactosidase acida

Hunter

Iduronato-2-sulfatase

Hunter-Scheie

a-L-Iduronidase

Krabbe

Galactocerebrosidase

a—Manosidose

a-Manosidase acida

B-Manosidose

B-Manosidase acida

Maroteaux—Lamy

Arilsulfatase B

Leucodistrofia metacromdtica

Arilsulfatase A

Morquio A

N-Acetilgalactosamina-6-
sulfato-sulfatase

Morquio B

B-Galactosidase &acida

Niemann-Pick

Esfingomielinase &cida

Pompe

a—-Glucosidase acida

Sandhoff

R-Hexosaminidase B

Sanfilippo A

Heparano N-sulfatase

Sanfilippo B

a-N-Acetilglucosaminidase

Sanfilippo

Acetil-CoA: o-Glucosaminida
N-acetiltransferase

Sanfilippo D

N-Acetilglucosamina-6-sulfato-
sulfatase

Schindler-Kanzaki

a—N-acetilgalactosaminidase

Sialidose Sialidase
Sly B-Glucuronidase
Tay-Sachs R-Hexosaminidase A
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Os disturbios de depdsito lisossdmico sado uma classe de
doencas genéticas, compreendendo mais de quarenta disturbios que
se relacionam com uma deficiéncia na actividade hidrolase
lisossdmica. 0 lisossoma funciona como um compartimento
principal de degradagcdo na célula e contém multiplas enzimas
necessarias para realizar esta funcao. A caracteristica
distintiva dos LSD ¢é a acumulacdo anormal de metabolitos nos
lisossomas, o que leva a formacdo de um grande numero de
lisossomas dilatados. Por conseguinte, um LSD pode ser tratado
através da administracdo de uma enzima ERT qgue corresponde a
hidrolase lisossdmica andmala ou deficiente correlacionada com o

LSD particular.

Por exemplo, Ccomo discutido acima, a Imiglucerase
(0o ingrediente activo na Cerezyme®, Genzyme Corporation,
Cambridge, MA) é uma R—glucocerebrosidase humana de
oligossacarido modificado (também conhecida como GCR,
R-glucocerebrosidase acida, B-glucosidase acida,
glucosilceramidase, B-D-glucosil-N-acilesfingosina
gluco-hidrolase, EC 3.2.1.45) preparada utilizando células

recombinantes e é utilizada para tratar doentes com doenga de
Gaucher, um disturbio genético raro e devastador provocado por
uma deficiéncia ou mau funcionamento da pB-glucocerebrosidase.
Como se mostra no Exemplo 1, a R—glucocerebrosidase ¢é
estabilizada pela presenca de um polissacarido ndo natural tal

como O HES.

A Alglucosidase Alfa, (também conhecida como a—-glucosidase,
Alfa—-glucosidase ou alfa-glucosidase acida, Reg CAS:
420784-05-0, EC 3.2.1.3), o ingrediente activo na Myozyme®,
(Genzyme Corporation, Cambridge, MA) €& uma enzima ERT para o

tratamento da doenca de Pompe, uma doenga rara, debilitante,
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progressiva que ¢é frequentemente fatal. A doenga de Pompe
(doenca de depdsito de glicogénio tipo II, GSD II, glicogenose
tipo ITI, deficiéncia de maltase &cida) ¢ um disturbio
hereditdrio do metabolismo do glicogénio provocado pela auséncia
ou deficiéncia acentuada da enzima lisossémica, alfa-glucosidase
dcida (GAA). Como se mostra no Exemplo 2, a o-glucosidase ¢é
estabilizada pela presenca de um polissacdrido ndo natural, tal

como O HES.

Ooutro exemplo de uma enzima ERT é a Fabrazyme® (agalsidase
beta) que é utilizada para tratar a doenca de Fabry. As pessoas
com doenca de Fabry nao tém ou tém quantidades insuficientes de
uma enzima essencial chamada alfa-galactosidase A ou alfa-GAL,
que ajuda o corpo a degradar uma substidncia gorda chamada
globotriaosilceramida (GL-3). A Fabrazyme® (agalsidase beta), uma
substituicdao para a enzima em falta, actua como a enzima alfa-
GAL natural e visa a GL-3 no interior da célula. Uma vez dentro
da célula, ela degrada o GL-3 em componentes mais pequenos gue
podem ser removidos da célula por processos naturais. Como se
mostra no Exemplo 3, a o-galactosidase também ¢é estabilizada

pela presenca de um polissacarido ndo natural, tal como o HES.

Ainda outro exemplo de uma enzima ERT & a Aldurazyme®
(laronidase) que ¢é utilizada para tratar a Mucopolissacaridose I
(MPS I), uma doenca genética autossdmica recessiva, rara gue
afecta multiplos sistemas de érgaos e tecidos. A doenca &
provocada por um defeito no gene que codifica a enzima
lisossdmica alfa-L-iduronidase. Em consequéncia deste defeito,
as células de pessocas com MPS I sao incapazes de produzir a

enzima ou produzem-na em quantidades baixas, o gque resulta numa

incapacidade do lisossoma para actuar na degradaCdo por passos
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de determinadas glicosaminoglicanos (GAG) - nomeadamente sulfato

de dermatano e sulfato de heparano.

Nalguns casos, e. g. nalgumas formas de realizacdao da
invencdo, a Enzima Alvo estd em meio liquido, 1. e., num
ambiente liquido ou parcialmente liquido. A Enzima Alvo em meio
liquido pode estar imobilizada num suporte sdélido ou pode estar
dispersada, parcialmente dissolvida ou dissolvida em solugdo. A
Fnzima Alvo estda 1imobilizada num suporte sdélido se estiver
ligada, covalentemente ou nao covalentemente, directa ou
indirectamente, a um material sélido ou semi-sélido, e. g., uma
resina. Por exemplo, a Enzima Alvo pode ser imobilizada num
suporte sdélido, e. g., por absorcao fisica ou uma ligacao
covalente, ou através de uma interaccdo com um entidade que é
posta directamente em contacto com o suporte sdlido. Os suportes
s6lidos ilustrativos sao bem conhecidos na técnica. Por exemplo,
uma Enzima Alvo pode ser imobilizada num suporte sélido por uma
interaccao hidréfoba, uma interaccgao electrostatica, uma
interaccdo 1dao de metal-ligando, uma interaccdo de molécula
pequena, uma interaccéao peptidica, uma interaccéao de
pseudo-afinidade, uma reacgdo antigénio-anticorpo ou outra
interaccdo de afinidade. Em exemplos preferidos, o suporte
sélido é insoluvel no meio liquido, agquoso ou outro, contendo a

Enzima Alvo e o polissacdrido (e opcionalmente o substrato).

Nalguns casos, um substrato da Enzima Alvo estd presente
com a Enzima Alvo. O substrato pode estar imobilizado num
suporte sdélido ou pode estar disperso, parcialmente dissolwvido
ou dissolvido em solugdo. O substrato pode ser, por exemplo, uma
proteina, péptido, polinucledtido, nucleétido, lipido ou
molécula pequena. Nalguns casos, © substrato & ele prdprio uma

enzima, incluindo mas nao estando limitado a wuma hidrolase
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lisossdémica tais como agquelas listadas no Quadro 4. Nos casos em
que o substrato é uma enzima, o substrato também pode ser uma

Enzima Alvo.

Como €& bem conhecido na técnica, as enzimas sdo tipicamente
activas em gamas de pH, temperatura e concentracdo de substrato
particulares. Nalguns casos, por exemplo, a gama de actividade
de pH para uma Enzima Alvo da divulgacao pode ser desde cerca
de: pH 3 a pH 9, pH 3 a pH 6, PH 4 a pH 8, pH 5 a pH 7 ou pH 5,5
a pH 6,5. Nalguns casos, para enzimas aciddéfilas, o pH pode ser
um pH 4acido (e. g., abaixo de um pH de cerca de 6,5, 5,5, 4,5,
3,5 ou 2,5). Noutros casos, para enzimas alcalofilicas, o pH
pode ser um pH bédsico (e. g., acima de um pH de cerca de 7,5,
8,5, 9,5, 10,5 ou 11,5). Nalguns casos, por exemplo, a gama de
temperaturas para uma Enzima Alvo da divulgacgao pode ser desde
cerca de: 2-50 °C, 10-37 °C, 15-32 °C ou 20-30 °C. Nalguns
casos, para enzimas termofilicas, a temperatura é acima de uma
temperatura de cerca de: 37 °C, 45 °C, 50 °C, 60 °C, 75 °C ou
85 °C. Noutros casos, para enzimas meséfilas, a temperatura é de
cerca de: 20— 40 °C, 25-37 °C ou 30-35 °C. Ainda noutros casos,
para enzimas psicrofilicas, a temperatura ¢ abaixo de uma
temperatura de cerca de 30 °C, 25 °C, 20 °C, 10 °C ou b °C.
Nalguns casos, e. ¢., nalgumas formas de realizacdo da invencéao,
por exemplo, a proporgdo de enzima em relacdo ao substrato pode
ser desde cerca de: 1:1000000 000, 1:1000000, 1:100000, 1:10000,
1:1000, 1:100, 1:10 ou 1:1.

No entanto, de um modo geral, entende-se que as cinéticas
enzimdticas sdo governadas pelos principios da cinética de
Michaelis-Menten, ver, e. g., Lehninger Principles of
Biochemistry, 3rd Edition, David L. Nelson et al. Eds, Worth

Publishers, NI, NI.
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Por conseguinte, utilizando tais principios, um técnico
médio na matéria pode determinar a cinética de uma Enzima Alvo
através de experiéncias simples e de rotina. Além disso, a
informagdo sobre enzimas e a informacao sobre nomenclatura esta
disponivel em Swiss-Prot. Enzyme Nomenclature Database - ExPASy
(Expert Protein Analysis System), Versadao 37, Marco de 2005, e

actualizacdes até 02 de Agosto de 2005

<URL:http://au.expasy.orqg/enzyme/>; ver também, Bairoch A. The

ENZYME database 1in 2000. Nucleic Acids Res. 28:304-305(2000).
Ver também, Comité de Nomenclatura da Uniao Internacional de
Bioguimica e Biologia Molecular (NC-IUBMB), actualizacdo de
27 de Julho de 2005, <URL:
http://www.chem.gmul.ac.uk/iubmb/enzyme/>; ver também  verséo
impressa: Enzyme Nomenclature 1992 [Academic Press, San Diego,
California, ISBN 0-12-227164-5, 0-12-227165-3] com Suplemento 1
(1993), Suplemento 2 (1994), Suplemento 3 (1995), Suplemento 4
(1997) e Suplemento 5 (em FEur. J. Biochem. 1994, 223:1-5; FEur.
J. Biochem. 1995, 232:1-6; FEur. J. Biochem. 1996, 237:1-5; FEur.
J. Biochem. 1997, 250:1-6 e Eur. J. Biochem. 1999, 264:610-650;

respectivamente) .

Polissacaridos

Un polissacarido é um polimero de monossacaridos linear ou
ramificado, de origem natural ou sintético, compreendendo duas
ou mais unidades de monossacarido. Em determinados casos, 0s
polissacaridos da divulgacdao (e. g. em determinadas formas de
realizacdo, o0s polissacaridos que sado utilizados na invencao)
compreendem pelo menos cerca de 5, 10, 20, 30, 50, 75 ou mais
unidades. Em determinados aspectos da divulgacgao, e. g. em

determinados aspectos da invencdo, as unidades de monossacdarido
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que constituem um polissacdrido sdo unidades ndo idénticas. Os
produtos de hidrdlise de polissacaridos e as misturas de
polissacaridos estdo abrangidos pelo termo polissacdrido como

aqui utilizado.

Um polissacdrido ndo natural refere-se a um polissacarido
que foi modificado a partir do seu estado natural. Isto &, a
estrutura quimica e/ou actividade bioldégica do polissacédrido néo
natural estd modificado em comparacdo com a estrutura quimica
e/ou actividade bioldgica do polissacdarido no seu estado natural
(antes da modificacgao). Por exemplo, grupos hidréfilos
funcionais sado adicionados a uma molécula de polissacarido de
modo a melhorar a solubilidade (e. g., para obter um
polissacédrido ndo natural que € cerca de 0,5%, 1%, 2%, %, 4%,
5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, b55%, 60%
soluvel em solugadao aquosa). Além disso, grupos funcionais
anidénicos ou catidnicos obtidos podem ser adicionados a uma
molécula de polissacarido. 0Os métodos adequados utilizados para
produzir um polissacarido nédo natural (e. g., utilizacgdo de
meios térmicos e/ou quimicos) sdo conhecidos dos especialistas

na técnica.

Embora a maior parte da discussdao agqui se refira a
polissacdridos ndo naturais, incluindo mas nao estando limitados
a hidroxialquilamidos modificados ou Ficoll®, reconhece-se que
podem ser utilizados polissacdridos naturais, incluindo mas nao
estando limitados a o-amilose, amilopectina ou dextrano nas

composicdes e métodos da presente divulgacgéao.

Nalguns casos, © polissacarido é um nado amido ndo natural,
tal como um amido quimicamente modificado, incluindo mas néao

estando limitado a hidroxialquilamidos (incluindo mas nao
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estando limitado a HES ou hidroxipropilamido),
carboximetilamidos, dietilaminoetilamido, cloreto de
(hidroxipropil)trimetilamdénio-amido, ciancetilamido, benzilamido
ou acetilamido (ver, e. g., Hijermstad "Starch Hydroxyethyl
Ethers and Other Starch Ethers" em: Whistler et al., Eds.,
Industrial Gums, Academic Press: Nova Iorque, 1973 e Moser,
“Hydroxyethylated Starches”. em Wurzburg, Ed., Modified
Starches: Properties and Uses, CRC Press: Boca Raton, Florida,

1987) .

Nos métodos da presente invencao é utilizado um

polissacarido que é um hidroxialquilamido.

Em determinados casos da divulgacdao, e. g. em determinadas
formas de realizacdao da invencéao, o0 polissacarido € um
hidroxialquilamido seleccionado do grupo consistindo de

hidroximetilamido, HES, hidroxipropilamido e hidroxibutilamido.

As composicdes e métodos da divulgacgdao podem conter ou

utilizar desde cerca de 0,1% até cerca de 55% (p/v) do
polissacarido. Em determinados casos, a concentracgao de

polissacarido pode ser desde cerca de 0,01% a 55% p/v, cerca de
0,1% a 50% p/v, cerca de 1% a 50% p/v, cerca de 5% a 40% p/v,
cerca de 10% a 40% p/v, cerca de 15% a 35% p/v, cerca de 20% a
30% p/v, cerca de 0,01 até cerca de 15% p/v, cerca de 0,1% a 15%
p/v, cerca de 1% a 10% p/v, cerca de 5% a 15% p/v, cerca de 3% a
7% p/v ou cerca de 4% a 6% p/v. Em determinados casos, a
concentracdo de polissacadrido € pelo menos cerca de 5% (p/v).
Noutros casos, a concentragdo de polissacarido ¢é (p/v) pelo
menos 2%, 4%, 5%, 6%, 7%, %, 11%, 13%, 15%, 20%, 30% ou 40% em
que a concentracdo de polissacdrido é inferior a 55% (p/v). A

luz da divulgacao aqui, a concentracdo de polissacdarido
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particular que promove a actividade de uma Enzima Alvo
particular pode ser determinada por um técnico médio na matéria

através de experiéncias simples e de rotina.

Como um especialista na técnica reconhecers, 0 peso
molecular médio ("PMM") do polissacdrido da divulgacado dependerad
do polissacadrido particular utilizado. No entanto, em geral, o
peso molecular médio do(s) polissacarido(s) da divulgacao podem
variar, e. g., desde cerca de: 20 kDa a 2 600 kDa, 100 kDa a
2000 kDa, 300 kDa a 1500 kDa, ou 400 kDa a 800 kDa. Num caso
preferido, e. g. numa forma de realizacdo preferida da invencao,
0 peso molecular médio do polissacdrido € desde cerca de 400 kDa
até cerca de 800 kDa. Noutro caso preferido, e. g., noutra forma
de realizacado preferida da invencdo, o peso molecular médio do
polissacarido é desde cerca de 450 kDa até cerca de 800 kDa.
Noutro caso preferido, e. g., noutra forma de realizacao
preferida da invencgédo, o peso molecular médio do polissacarido é
desde cerca de 400 kDa até «cerca de 750 kDa. Como um
especialista na técnica reconhecerd, em geral, uma gama peso
molecular inferior de um  polissacdarido tera uma maior
solubilidade (p/v, p/p) em comparacdo com um polimero de peso

molecular mais elevado desse mesmo polissacarido.

Nalguns casos preferidos, e. g. nalgumas formas de
realizacao preferidas da invengdo, o polissacédrido é HES. HES é
um polimero que pode ser preparado a partir do amido de origem
vegetal amilopectina, um polimero de derivado de D-glucose,
e. g., de milho, batatas ou trigo, por hidroxietilacado, e. g.,
por tratamento com Oéxido de etileno e um alcédéxido de metal, e
hidrdélise, e. g., com &cido cloridrico (ver, e. g., Hjermstad
"Starch Hydroxyethyl Ethers and Other Starch Ethers”. Em:

Whistler et al., Eds., Industrial Gums, Academic Press: Nova
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Iorque, 1973 e Lutz et al., Acta Anaesthesiol. Belg. 35
(Supl.):21-26 (1984). A foérmula estrutural do HES é representada
na Figura 1. Sem limitacdo, as unidades de glucose do HES séao
geralmente ligadas por ligagdes o-1,4 e por ligacgdes o-1,6 de
ramificacdo que ocorrem aproximadamente a cada 20 unidades de
monémero. O HES estd comercialmente disponivel de véarias fontes
(ver Exemplos agui). Uma vantagem do HES €& que ¢é geralmente
considerado ser seguro e nao tdéxico, e esta aprovado como um
aditivo alimentar indirecto e como um extensor do plasma
sanguineo (ver, e. g., Moser, "Hydroxyethylated Starches". Em
Wurzburg, Ed., Modified Starches: Properties and Uses, CRC
Press: Boca Raton, Florida, 1987 e Treib et al., Intensive Care
Med. 25:258-268 (1999)). O HES também ¢ um derivado ndo animal.
Por conseguinte, o HES ¢é particularmente Uutil nos métodos e
composicdes da divulgacado, e. g. nos métodos da invencao, guando
aplicado ao fabrico de agentes terapéuticos ou outros agentes

para utilizagdo humana.

O HES pode diferir gquanto ao seu peso molecular médio e
extensdao de hidroxietilacdao. O peso molecular médio pode ser
indicado como um peso molecular médio numérico ou um peso
molecular médio ponderal. A extensdao de hidroxietilacado pode ser
medida como uma propor¢ao molar de substituicdo ("MS"; o numero

de grupos hidroxietilo por unidade de glucose) ou como um grau

de substituicdo ("DS"; a fraccadao de unidades de glucose dque
contém grupos hidroxietilo). Embora o MS e a DS nado sejam
idénticos, 0s termos sao frequentemente permutados na

literatura. O MS e a DS de uma dada amostra sao comparaveis
quando o valores sao pequenos, mas o MS é maior do que a DS
quando a amostra estd mais substituida. Um HES particular pode
ser identificado pelo seu peso molecular médio ponderal (em kDa)

e MS; por exemplo, um HES pode ser indicado como um HES 480/0,7,
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HES 450/0,7, HES 200/0,5 ou HES 130/0,4. Para mais informacdes,
ver, e. g., Thompson, "Hydroxyethyl Starch”. Em Hennessen, Ed.,
Developments 1in Biological Standardization Vol. 48, S. Karger:
Basel, Suica; Moser, "Hydroxyethylated Starches”. Em Wurzburg,
Ed., Modified Starches: Properties and Uses, CRC Press: Boca
Raton, Florida, 1987; e Treib et al., Intensive Care Med.

25:258-268 (1999). As variantes de HES incluem mas nao estao

limitadas a (de modo a aumentar o PMM) Tetraamido™, pentaamido,

hexaamido e hetaamido.

Em casos preferidos, e. g., em formas de realizacao
preferidas da invencdo, o ©polissacarido €& HES (e. g., HES
480/0,7 ou HES 450/0,7). O HES, em geral, tem um PM médio
ponderal (PMM) de, aproximadamente, 400-550 kDa e um MS médio de
aproximadamente 0,7. Em determinados casos, e. g. em
determinadas formas de realizagdo da invencgdo, o HES tem um PM
médio ponderal (PMM) de aproximadamente 500, 550, 600, 650, 750
ou 800 kDa. Em determinados casos, e. g. em determinadas formas
de realizacao da invencao, cerca de 70%, 75%, 80% ou mais das
moléculas estdo na gama de 20 kDa a 2600 kDa. Em determinados
casos, e. g. em determinadas formas de realizacadao da invencao, o

MS é aproximadamente 0,6, 0,65, 0,7, 0,75, 0,8, ou 0,85.

Ainda noutros casos preferidos, e. g. ainda noutras formas
de realizacdo preferidas da invencgdo, o polissacadrido tem um ou

mais das caracteristicas seguintes:

a) o polissacarido ¢é substancialmente soluvel no meio

liguido contendo a Enzima Alvo;

b) o polissacarido ¢é substancialmente soluvel no meio

liquido contendo a Enzima Alvo e um substrato dessa Enzima Alvo;
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c) o polissacédrido ndo € reactivo com a Enzima Alvo (além

da promocgdo da actividade enzimatica);

d) o polissacdarido ndo é reactivo com o substrato da Enzima
Alvo (a excepcgao de promover a actividade enzimatica gquando o

substrato € uma Enzima Alvo);

e) o polissacédrido é estavel a temperatura e/ou pH ao qual

a Enzima Alvo € activa ou estd a ser utilizada;

f) o polissacédrido ndo estd conjugado com a Enzima Alvo;

g) o polissacdrido nao estda conjugado com o substrato da

Enzima Alvo;

h) o polissacdrido é de origem nao animal;

i) o polissacdrido compreende pelo menos 2 unidades de

monossacarido nado idénticas;

j) o polissacdarido em combinacdo com a Enzima Alvo é
mantido num estado nado congelado durante pelo menos uma parte,
de um modo preferido uma parte substancial, da promocao da

actividade enzimatica pelo polissacarido;

k) o polissacédrido em combinagcdo com a Enzima Alvo (e
opcionalmente o substrato) ndo estd liofilizado durante pelo
menos uma parte, de um modo preferido uma parte substancial, da

promogao da actividade enzimdtica pelo polissacéarido; e/ou
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1) particularmente no caso de uma Enzima Alvo que € uma
proteina terapéutica, o polissacdarido é ndo tdéxico para animais

e/ou humanos.

Como aqui utilizado, "polissacadrido nao é reactivo com" uma
Enzima Alvo ou substrato inclui mas ndo estd limitado a nao
inactiva a Enzima Alvo ou substrato, nao inibe a Enzima Alvo ou

substrato, ndo dissocia a Enzima Alvo ou substrato, ou nao

degrada a Enzima Alvo ou substrato.

Utilizagdo dos Polissacaridos

A presente divulgacdao proporciona métodos para promover a
actividade enzimdtica de uma (uma ou mais) Enzima Alvo, em meio
ligquido, com um polissacarido(s). Os métodos  podem ser
realizados a temperaturas a qual uma Enzima Alvo é activa,
incluindo mas naoc estando limitado a entre cerca de: 1 °C a
40 °C, 1 °C a 20 °C, 15 °C a 35 °C, 5 °C a 30 °C, 10 °C a 30 c°cC,
ou 20 °C a 30 °C. Em determinados casos, e. g. em determinadas

formas de realizacdo da invencdo, os métodos sdo realizados a

temperatura ambiente, i. e., a temperaturas de 25 °C * cerca de

5 °C.

Um exemplo de um método da divulgacdo estd representado na
Figura 3. Neste exemplo, uma Enzima Alvo e o polissacadrido séo
combinados para formar uma mistura (passo 1) e em sSeguida
mantida durante um intervalo de tempo (passo 2) suficiente para
promover a actividade da Enzima Alvo em comparagao com a
actividade da Enzima Alvo na auséncia do polissacarido.
Opcionalmente, a mistura pode conter um substrato para a Enzima

Alvo. No exemplo opcional, a mistura pode ser mantida durante a
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reacgdo enzimdtica entre a Enzima Alvo e o substrato. Em tais
exemplos, os quais incluem formas de realizacao da invencao, a
Enzima Alvo ou substrato pode estar em solucgdo, imobilizado num

suporte sdélido ou ambos.

Um exemplo alternativo de um método da divulgacdo, o qual
inclui formas de realizacdo de um método da invencdo, esta
representado na Figura 4. Neste exemplo, numa tal forma de
realizacdao, a actividade de uma Enzima Alvo num meio liquido é
promovida por um polissacdrido na presenca de um substrato, em
que o substrato estd imobilizado num suporte sdélido, tal como
uma resina empacotada numa coluna. A preparacdo de uma mistura
de Enzima Alvo (processo A) inclui combinar o polissacarido com
a Enzima Alvo (passo 1) para preparar uma "mistura," e manter a
mistura até a sua utilizacdo (passo 2). E preparada uma
composicdo do substrato (Processo C, passo 9) e mantida até a
sua utilizacdo (passo 10). A coluna é opcionalmente equilibrada

em primeiro lugar (passo 3) e o substrato é carregado na coluna

(passo 4). A mistura de Enzima Alvo é entdo adicionada a coluna
(passo bH) e opcionalmente recirculada através da coluna
(passo 6), permitindo que a Enzima Alvo modifique o substrato.

Por exemplo, a mistura de Enzima Alvo pode ser recirculada
através da coluna durante um intervalo de tempo incluindo mas
nao estando limitado a desde cerca de 1 a 240 horas, 1 a
40 horas, 5 a 35 horas, 10 a 30 horas, 15 a 30 horas, ou 19 a
25 horas. Alternativamente, dependendo da cinética da reaccgéao
enzimatica, a mistura de Enzima Alvo pode ser recirculada
através da coluna durante um intervalo de tempo incluindo mas
nao estando limitado a desde cerca de: 1-48 horas, 1-24 horas,
1-12 horas, 1 -6 horas ou 1-3 horas ou menos de cerca de 1 hora.
Uma vez conseguido um nivel de modificacgdo desejado, a mistura

de Enzima Alvo é de um modo preferido lavada da coluna e o
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substrato modificado ¢é eluido e recuperado. Outras variantes
deste exemplo/forma de realizacgdo também estdo no ambito da
divulgacao ou invencao, consoante apropriado. Por exemplo, o0
Processo A pode ser eliminado do exemplo/formas de realizacéo
mostrados na Figura 4 e o polissacadrido pode ser adicionado
directamente a coluna antes, apds ou ao mesmo tempo que a Enzima
Alvo €& adicionada a coluna. Noutros exemplos/formas de
realizacdo, o suporte sélido ou resina nédo estd na forma de uma
coluna, mas estd e. g., na forma de uma suspensdo espessa, lote

ou outra forma.

Outro aspecto de um método da divulgacao, o qual inclui
formas de realizacdo do método da invencdo, estd representado na
Figura 5. Neste exemplo, numa tal forma de realizacao, a
actividade enzimdtica de uma Enzima Alvo em solucdo € promovida
por um polissacdrido na presenca de um substrato em solucdo. Em
determinados aspectos, a preparacadao de uma mistura de Enzima
Alvo (processo A) inclui combinar o polissacarido com a Enzima
Alvo (passo 1) e manter a mistura até a sua utilizacdo (passo
2). No processo C, uma composicao do substrato ¢é preparada
(passo 7) e mantida até a sua utilizacdo (passo 8). A mistura de
Enzima Alvo e a composicdo do substrato sdao combinadas (processo

B, passo 3) para preparar uma terceira composicao compreendendo

a Enzima Alvo, o polissacarido e o substrato. A terceira
composicdao ¢é incubada (passo 4) (Nalguns aspectos/formas de
realizacao sob agitacao, borbulhar ou agitacao suave),

permitindo que a Enzima Alvo modifique o substrato. A terceira
composicdo pode ser incubada durante um intervalo de tempo
incluindo mas nao estando limitado a desde cerca de: 1 a
240 horas, 1 a 40 horas, 40 a 100 horas, 5 a 35 horas, 10 a
30 horas, 30 a 60 horas, 15 a 30 horas, ou 19 a 25 horas.

Alternativamente, a mistura de Enzima Alvo pode ser incubada
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durante um intervalo de tempo incluindo mas nao estando limitado
a desde cerca de: 1-48 horas, 1-24 horas, 1-12 horas, 1-6 horas
ou 1-3 horas ou menos de cerca de 1 hora. Uma vez conseguido um
nivel de modificacdo desejado, a Enzima Alvo ¢é separada do
substrato modificado (passo 5). Opcionalmente, a extensdo da
modificacdo pode ser seguida durante o processo, e. g.,
removendo uma aliquota da mistura reaccional e determinando o
estado de modificacdo utilizando um método analitico ou ensaio
enzimadtico apropriado (incluindo mas nao estando limitado a
FACE, ou HPLC com derivatizacdo com 4&acido antranilico, HPLC,

ELISA ou SDS-PAGE).

Outro exemplo de um método da divulgacgdo, o gqual inclui
formas de realizacdo do método da invencdo, estd representado na
Figura 6. Neste exemplo, numa tal forma de realizacao, a
actividade de uma FEnzima Alvo imobilizada num suporte sdélido,
tal como uma resina empacotada numa coluna, € promovida por um
polissacarido na ©presenca de um substrato em solucéo. A
preparacgao de uma mistura de Enzima Alvo (processo A) inclui
combinar o polissacdrido com a Enzima Alvo (passo 1) para
preparar uma "mistura" e manter a mistura até a sua utilizacgéao
(passo 2). A composicao compreendendo o substrato ¢é preparada
(processo C, passo 9) e mantida até a sua utilizacdo (passo 10).
Opcionalmente, uma coluna empacotada com uma resina adequada

(e. g., uma resina capaz de reter a(s) Enzima(s) Alvo(s) &

equilibrada (processo B, passo 3). A mistura de Enzima Alvo é
carregada na coluna (passo 4). A composicao do substrato é entao
adicionada & <coluna (passo 5) e opcionalmente recirculada

através da coluna (passo 6), permitindo que a Enzima Alvo
modifique o substrato. A composicdao do substrato pode ser
recirculada através da coluna durante um intervalo de tempo

incluindo mas nao estando limitado a desde cerca de: 1 a
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240 horas, 1 a 40 horas, 5 a 35 horas, 10 a 30 horas, 15 a 30
horas ou 19 a 25 horas. Alternativamente, dependendo da cinética
da reaccdo enzimdtica, o substrato pode ser recirculado através
da coluna durante um intervalo de tempo incluindo mas néao
estando limitado a desde cerca de: 1 a 48 horas, 1 a 24 horas,
1 a 12 horas, 1 a 6 horas, e 1 a 3 horas. Alternativamente, o
substrato pode ser recirculado através da coluna durante um
intervalo de tempo inferior a <cerca de 1 hora. Uma vez
conseguido um nivel de modificacdao desejado, 0 substrato
modificado é recuperado (passo 7). Opcionalmente, a Enzima Alvo
também pode ser recuperada (passo 8). Outras variantes deste
exemplo/forma de realizacdo também estdo no dmbito da divulgacéo
ou 1invencao, consoante apropriado. Por exemplo, o Processo A
pode ser eliminado do exemplo/formas de realizacdo mostrados na
Figura 6 e o polissacdrido pode ser adicionado directamente a
coluna antes, apdés ou ao mesmo tempo que o substrato é
adicionado a coluna. Noutros exemplos/formas de realizacdo, o
suporte sé6lido ou a resina ndo estd na forma de uma coluna, mas
estd e. g., na forma de uma suspensido espessa, lote ou outra

forma.

Nos métodos da presente divulgacadao, a ordem pela qual a
FEnzima Alvo, o polissacarido e, opcionalmente, o substrato séo
combinados, nao é <critica. Por <conseguinte, ainda noutros
exemplos da divulgacao, e. g., ainda noutras formas de
realizacdo da invenc¢do, a Enzima Alvo, o polissacarido e a
composigao do substrato podem ser adicionados em conjunto ou ©
polissacarido pode ser adicionado a composicdo do substrato

antes da adicgao da Enzima Alvo.

Por conseguinte, uma vantagem dos métodos aqui descritos é

gque permitem utilizar uma menor gquantidade da Enzima Alvo em
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comparacgdo com a quantidade necessdria se a actividade nao fosse

estimulada.

A presente divulgacdo proporciona ainda métodos de promocao
da actividade enzimdtica de uma Enzima Alvo (e. g., em meio

liquido), compreendendo o método:

(a) combinar uma Enzima Alvo com um polissacdarido nao

natural e opcionalmente um substrato da Enzima Alvo; e

(b) manter, a combinagdao preparada no passo (a), sem
congelar durante um intervalo de tempo: (i) suficiente para
promover a actividade da Enzima Alvo em comparagao com um
controlo adequado, tal como uma actividade da Enzima Alvo na
auséncia do polissacdrido (em comparacdo com a actividade de uma
Enzima Alvo que nado foi combinada com o polissacdrido néao
natural); e/ou (ii) suficiente para uma perda substancial de
actividade da Enzima Alvo na auséncia do polissacarido. Como
aqui assinalado, a actividade enzimatica e as reaccdes
enzimdticas podem ser medidas por métodos correntes (ver, e. g.,
Eisenthal et al., Enzyme Assays: A Practical Approach, Oxford

University Press: Nova Iorque, 2002 e descrig¢des nos Exemplos).

Os métodos da divulgacao podem compreender ainda:

(c) permitir que a Enzima Alvo modifique o substrato,

produzindo desse modo um substrato modificado; e

(d) recuperar o substrato modificado.
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A divulgacédo também é dirigida a composicgdes compreendendo
substratos modificados ou Enzimas Alvos produzidos pelos métodos

aqui descritos.

As associacgdes podem ser mantidas no passo (b) durante pelo
menos cerca de: 1, 2, 3, 4, 5, 6, 10, 15, 20, 22, 24 ou
48 horas, ou pelo menos cerca de: 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10,
11, 15, 20, 30, 40, 50 ou 60 dias, mas menos de 90 dias. Por
exemplo, as associagdes podem ser mantidas durante desde cerca
de: 1 a 40 horas, 5 a 35 horas, 10 a 30 horas, 15 a 30 horas, ou
19 a 25 horas. Nalguns aspectos, a combinacao pode ser mantida
durante desde cerca de: 1 a 90 dias, 1 a 45 dias, 46 a 90 dias,

2 a 60 dias, 2 a 30 dias, 2 a 15 dias ou 2 a 7 dias.

Como assinalado acima, a Enzima Alvo dos métodos aqui pode
ser qualguer enzima, por exemplo, uma enzima de oligossacarido/
polissacarido incluindo mas nao estando limitada aquelas
listadas no Quadro 1 , uma enzima de proteinas incluindo mas néao
estando limitado agquelas listadas no Quadro 2 ou uma enzima de
polinucledtidos incluindo mas ndo estando limitado aquelas
listadas no Quadro 3, uma lipase, uma hidrolase 1lisossédmica,
incluindo mas ndo estando limitado aquelas listadas no Quadro 4

ou um enzima de molécula pequena.

Como um especialista na técnica entenderd, os substratos
cognatos para Enzimas Alvos particulares sao bem conhecidas na
técnica. Geralmente, sem limitacdo, um substrato pode ser uma
proteina, um péptido, um nucledétido, um lipido, um
oligonucledtido ou uma molécula pegquena. Por exemplo, nalguns
exemplos, O substrato é um proteina terapéutica. Por exemplo,
nalguns exemplos preferidos, o substrato pode ser uma enzima ERT

incluindo, mas nao estando limitadas aquelas listadas no
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Quadro 4. Num exemplo preferido, e. g. numa forma de realizacéo
preferida da invencado, (1) as Enzimas Alvos sao sialidase,
R-galactosidase e R-N-acetil-hexosaminidase; (2) o amido é HES;

e (3) o substrato é R-glucocerebrosidase.

A divulgacao proporciona ainda métodos de promogdo da
actividade enzimdtica de enzimas que modificam oligossacaridos.
Por exemplo, num caso, o método compreende combinar uma ou mais
enzimas (e. g., enzimas de modificacdo de oligossacéaridos) que
modificam a PB-glucocerebrosidase com cerca de 3% até cerca de 7%
de HES, produzindo desse modo uma combinagdo. A combinacao é
mantida sob condigdes em que a actividade da uma ou mais enzimas
¢ promovida (melhorada) guando em comparag¢ao com um controlo
adequado (e. g., em comparacao com a actividade da uma ou mais
enzimas de modificacdo de oligossacdridos que ndo foi combinada
com cerca de 3% até cerca de 7% de HES). A extensao da
modificacdo desses oligossacaridos pode ser medida por métodos
correntes tal como métodos de HPLC com derivatizacdo com &cido
antranilico ou electroforese de hidratos de carbono assistida
com fluordforo (FACE) (ver, e. g., Eisenthal et al., Enzyme
Assays: A Practical Approach, Oxford University Press: Nova

Iorque, 2002 e descricdes nos Exemplos).

Num exemplo especifico, o método compreende:

(a) combinar a B-glucocerebrosidase com uma ou mais enzimas
de modificagdo de oligossacdridos e com cerca de 3% até cerca de

7% de HES, produzindo desse modo uma combinacdo; e

(b) manter a combinacdo sob condigdes em que as enzimas de
oligossacarido/polissacarido modificam a R-glucocerebrosidase na

presenga do HES, produzindo desse modo P-glucocerebrosidase
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modificada. O método pode compreender ainda a recuperacao da

R-glucocerebrosidase modificada.

Nalguns casos, a divulgacdo proporciona um método de
promocgao da actividade enzimdtica de uma Enzima Alvo durante o
fabrico de wuma Enzima Alvo e/ou substrato, incluindo mas néao
estando limitado a uma enzima de oligossacarido/polissacéarido ou

uma hidrolase lisossdémica.

A divulgacadao proporciona ainda um método de promogao da
actividade enzimdtica de uma Enzima Alvo durante um ou mais
passos de purificacdo da Enzima Alvo e/ou substrato. Um numero
de passos de purificacdo sao conhecidos na técnica (ver, e. g.,
Scopes Protein Purification: Principles and Practice, 3@ ed.,
Springer-Verlag: Nova Iorque, 1994; Abelson et al., Guide to
Protein Purification, Academic Press: Nova Iorque, 1990; Roe
Protein Purification Techniques: A Practical Approach, 2% ed.,
Oxford University Press: Nova Iorque, 2001). A pureza pode ser
avaliada por qualgquer método adequado, incluindo mas nao estando

limitado a SDS-PAGE, electroforese capilar ou HPLC.

Num exemplo particular, a divulgacao é dirigida a um método
de promocgdo da actividade enzimdtica de uma ou mais enzimas
(e. g., enzimas de oligossacdrido/polissacdrido) que modificam a
R-glucocerebrosidase. Por exemplo, o0s métodos aqui descritos
podem ser utilizados para promover a actividade enzimdtica de
sialidase, B-galactosidase e/ou p-hexosaminidase durante a
purificacdo da R-glucocerebrosidase (e. g., a partir de células
recombinantes). Neste exemplo, o método compreende combinar a
R-glucocerebrosidase; uma enzima de oligossacdrido/polissacarido
seleccionada do grupo consistindo de: sialidase,

R-galactosidase, B-hexosaminidase e uma combinacao das mesmas; e
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cerca de 3% até cerca de 7% de HES, produzindo desse modo uma

combinacdo. A combinacdao ¢ mantida sob condigdes em que a

actividade enzimatica de sialidase, B-galactosidase e/ou
R-hexosaminidase ¢é promovida (e. g., em comparacao com um
controlo adequado) e em que as enzimas modificam a

B-glucocerebrosidase na presenca de HES. E desse modo produzida
a PB-glucocerebrosidase modificada e o método pode compreender

ainda a recuperacao da B-glucocerebrosidase modificada.

Os métodos aqui descritos também podem ser utilizados para
estabilizar a Enzima Alvo de forma a que ela possa actuar num
substrato, compreendendo combinar o substrato, uma Enzima Alvo
que remodela o substrato e cerca de 0,1% a cerca de 55% p/v de
um nao polissacdrido ndao natural, produzindo desse modo uma
combinacdo. A combinacdo é mantida sob condigdes em gue ocorre
alteracao enzimatica do substrato pela Enzima Alvo na presenca
do polissacarido nao natural. Num exemplo particular, a
divulgagao proporciona um método de modificar enzimaticamente um
oligossacarido de um substrato (e. g., B-glucocerebrosidase) por
uma enzima de oligossacadrido/polissacéarido (e. g., sialidase,
B-galactosidase e/ou B-hexosaminidase) compreendendo combinar o
substrato, a enzima e cerca de 0,1% a cerca de 15% p/v de um
polissacarido ndo natural, produzindo desse modo uma combinacio.
A combinacao é mantida sob condig¢des em qgque ocorre remodelacgao
do substrato pela enzima na presenca do polissacarido néo

natural.

Composicgdes Adicionais

A presente divulgacdo também proporciona uma composicgao

compreendendo (a) uma Enzima Alvo seleccionada do grupo
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consistindo de uma enzima de oligossacéarido/polissacarido, uma
enzima de proteinas, uma enzima de polinucledtidos, uma lipase,
uma cinase e uma hidrolase lisossémica, e (b) um polissacarido
nao natural, em que a composicdao compreende desde cerca de 0,01%
a 55% p/v, cerca de 0,1% a 50% p/v, cerca de 1% a 50% p/v, cerca
de 5% a 40% p/v, cerca de 10% a 40% p/v, cerca de 15% a 35% p/v,
cerca de 20% a 30% p/v, cerca de 0,01 até cerca de 15% p/v,
cerca de 0,1% a 15% p/v, cerca de 1% a 10% p/v, cerca de 5% a
15% p/v, ~cerca de 3% a 7% p/v ou cerca de 4% a 6% do
polissacarido. Nalguns casos, a Enzima Alvo € ela mesmo uma

proteina terapéutica.

A presente divulgacgao proporciona ainda uma composicgao
compreendendo (a) uma Enzima Alvo purificada, (b) um
polissacarido nédo natural e (c) um substrato da enzima, em que a
composicdo compreende desde cerca de 0,01% a 55% p/v, cerca de
0,1% a 50% p/v, cerca de 1% a 50% p/v, cerca de 5% a 40% p/v,
cerca de 10% a 40% p/v, cerca de 15% a 35% p/v, cerca de 20% a
30% p/v, cerca de 0,01% até cerca de 15% p/v, cerca de 0,1% a
15% p/v, cerca de 1% a 10% p/v, cerca de 5% a 15% p/v, cerca de

3% a 7% p/v ou cerca de 4% a 6% p/v do polissacarido.

A  presente divulgagao proporciona ainda uma composicgao
compreendendo (a) uma ou mais enzimas de
oligossacarido/polissacarido e (b) desde cerca de 0,01% a 55%
p/v, cerca de 0,1% a 50% p/v, cerca de 1% a 50% p/v, cerca de 5%
a 40% p/v, cerca de 10% a 40% p/v, cerca de 15% a 35% p/v, cerca
de 20% a 30% p/v, cerca de 0,01% até cerca de 15% p/v, cerca de
0,1% a 15% p/v, cerca de 1% a 10% p/v, cerca de 5% a 15% p/v,
cerca de 3% a 7% p/v ou cerca de 4% a 6% p/v de HES. A enzima de
oligossacarido/polissacdrido é mantida na presenca de HES e a

actividade dessa enzima de oligossacdarido/polissacarido é medida
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ao longo do tempo colhendo amostras e determinando a actividade
enzimdatica para um substrato apropriado. Noutro exemplo, a
divulgacao proporciona uma composicdo compreendendo (a) uma ou
mais enzimas de oligossacdrido/polissacarido, (b) desde cerca de
0,01% a 55% p/v, cerca de 0,1% a 50% p/v, cerca de 1% a 50% p/v,
cerca de 5% a 40% p/v, cerca de 10% a 40% p/v, cerca de 15% a
35% p/v, cerca de 20% a 30% p/v, cerca de 0,01% até cerca de 15%
p/v, cerca de 0,1% a 15% p/v, cerca de 1% a 10% p/v, cerca de 5%
a 15% p/v, cerca de 3% a 7% p/v ou cerca de 4% a 6% p/v de HES,

e (c) um substrato da enzima.

Outras associacdes ilustrativas, nao limitativas sao

mostradas no Quadro 5.

Quadro 5: Associacdes Ilustrativas

Enzima Alvo Polissacarido Presente
Substrato

Qualquer Um amido quimicamente Sim
modificado ou Ficoll®

Qualquer Hidroxialgquilamido Sim

Qualqgquer HES Sim

Enzima de modificacao de Qualqgquer Sim

acucar

Enzima de modificacao de Um amido quimicamente Sim

acucar modificado ou Ficoll®

Enzima de modificacgao de Hidroxialquilamido Sim

acucar

Enzima de modificacédo de HES Sim

acucar

Sialidase, R-galactosidase Qualquer Sim

ou B-N-acetil-hexosaminidase
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(continuacao)

Enzima Alvo Polissacarido Presente
Substrato
Sialidase, PB-galactosidase Um amido quimicamente Sim
ou B-N-acetil-hexosaminidase |modificado ou Ficoll®
Sialidase, PB-galactosidase Hidroxialquilamido Sim
ou R-N-acetil-hexosaminidase
Sialidase, PB-galactosidase HES Sim
ou R-N-acetil-hexosaminidase
Uma hidrolase lisossdémica Qualqguer Sim
Uma hidrolase lisossdmica Um amido quimicamente Sim
modificado ou Ficoll®
Uma hidrolase lisossdmica Hidroxialguilamido Sim
Uma hidrolase lisossdmica HES Sim
R-Glucocerebrosidase Qualqgquer Sim
B-Glucocerebrosidase Um amido gquimicamente Sim
modificado ou Ficoll®
B-Glucocerebrosidase Hidroxialquilamido Sim
R-Glucocerebrosidase HES Sim
a—glucosidase Qualquer Sim
a-glucosidase Um amido quimicamente Sim
modificado ou Ficoll®
a—-glucosidase Hidroxialquilamido Sim
a—glucosidase HES Sim
Agalsidase beta Qualqgquer Sim
Agalsidase beta Um amido quimicamente Sim
modificado ou Ficoll®
Agalsidase beta Hidroxialgquilamido Sim
Agalsidase beta HES Sim
Qualquer Um amido quimicamente [Nao

modificado ou Ficoll®
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(continuacao)

Enzima Alvo Polissacarido Presente
Substrato
Qualquer Hidroxialquilamido Nao
Qualquer HES Nao
Enzima de modificacao de Qualqgquer Nao
acucar
Enzima de modificacao de Um amido quimicamente Nao
acucar modificado ou Ficoll®
Enzima de modificacdo de Hidroxialquilamido Nao
acucar
Enzima de modificacdo de HES Nao
acucar
Sialidase, R-galactosidase Qualquer Nao
ou B-N-acetil-hexosaminidase
Sialidase, R-galactosidase Um amido quimicamente [Nao
ou B-N-acetil-hexosaminidase |modificado ou Ficoll®
Sialidase, B-galactosidase Hidroxialquilamido Nao
ou B-N-acetil-hexosaminidase
Sialidase, R-galactosidase HES Nao
ou B-N-acetil-hexosaminidase
Uma hidrolase lisossdmica Qualquer Nao
Uma hidrolase lisossdmica Um amido quimicamente Nao
modificado ou Ficoll®
Uma hidrolase lisossdédmica Hidroxialquilamido Nao
Uma hidrolase lisossdmica HES Nao
R-Glucocerebrosidase Qualqgquer Nao
R-Glucocerebrosidase Um amido quimicamente [Nao
modificado ou Ficoll®
R-Glucocerebrosidase Hidroxialguilamido Nao
R-Glucocerebrosidase HES Néao
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(continuacao)

Enzima Alvo Polissacarido Presente
Substrato

a-glucosidase Qualquer Nao

a—glucosidase Um amido quimicamente [Nao

modificado ou Ficoll®

a—glucosidase Hidroxialguilamido Nao
a—-glucosidase HES Nao
Agalsidase beta Qualquer Nao
Agalsidase beta Um amido quimicamente [N&ao

modificado ou Ficoll®

Agalsidase beta Hidroxialquilamido Nao

Agalsidase beta HES Nao

A divulgacado proporciona ainda uma composicgdo farmacéutica
compreendendo uma Enzima Alvo e um polissacdrido ndo natural em
que a composicdao compreende desde cerca de 0,01% a cerca de 55%
p/v do polissacdarido. Noutro exemplo, a composicdo farmacéutica
compreende substratos gque podem eles mesmos sSer enzimas,
incluindo hidrolases lisossdmicas produzidas de acordo com tais
métodos, e métodos de wutilizacgcdo das mesmas. Em exemplos
ilustrativos, a divulgacao proporciona composicdes
farmacéuticas, compreendendo hidrolases lisossdmicas, incluindo,
e. g., PB-glucocerebrosidase, produzidas de acordo com os métodos
das invencgdes. As formulacdes farmacéuticas e excipientes
aceitdaveils sao conhecidos (ver, e. g., 2005 Physicians' Desk
Reference®, Thomson Healthcare: Montvale, NJ, 2004; Remington:
The Science and Practice of Pharmacy, 202 ed., Gennado et al.,
Eds. Lippincott Williams & Wilkins: Philadelphia, PA, 2000;
Handbook of Pharmaceutical Excipients, 5% ed., Rowe, R., et al.,

2005; Kibbe, A.H. (ed.), Handbook of Pharmaceutical Excipients,
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32 ed., Washington, D.C., American Pharmaceutical Association;
M.F. Powell, et al., PDA Journal of Pharm. Sci. Tech., 52:238-
311 (1998); S. Neema, et al., Encyclopedia of Pharmaceutical
Technology; J. Swarbick e J.C. Boylan eds., M. Dekker (2002)).

As composicdes farmacéuticas da divulgagao incluem
opcionalmente um ou mais veiculos, diluentes, excipientes,
enchimentos e/ou estabilizantes farmaceuticamente aceitédveis
(e. g., lactose, celulose, dextrose), que sdo "aceitdaveis" no
sentido de serem compativeis com o0s outros ingredientes das
composicgdes farmacéuticas e nao prejudiciais para a composicao
ou o receptor da composicdao. As composicdes farmacéuticas podem
ser convenientemente apresentadas numa forma de dosagem unitaria
e podem ser preparadas por qualquer método adequado conhecido do
especialista. Em geral, as composicdes farmacéuticas sao
preparadas pondo em combinagdo a Enzima Alvo, o polissacarido
ndo natural e/ou o substrato com o veiculo, diluente,
excipiente, enchimento e/ou estabilizante e, em seguida, se for

necessario, dividindo o produto em dosagens unitdrias do mesmo.

As composicdes farmacéuticas podem ser formuladas, por
exemplo, como uma sagqueta, suspensao espessa, trocisco, elixir,
suspensao, liquido ou comprimido. Em exemplos particulares, as
composicdes farmacéuticas sao formuladas para injeccgao. Por
exemplo, as composicgdes farmacéuticas sao formuladas para
injectdveis 1liguidos (frasco, seringa pré-cheia), 1injectaveis
liofilizados (frasco, seringa de céamara dupla), administracéo
por inalacado (microparticulas, nebulizada), formulacdes orais e
injectaveis de libertacéao prolongada, colirios e/ou
administracdo intranasal (ligquida). Num exemplo, a composicao
farmacéutica compreende a Enzima Alvo e o polissacdrido nao

natural num veiculo 1liquido (e. g., agua) . A composicao
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farmacéutica pode compreender opcionalmente um conservante
farmaceuticamente aceitdvel (e. g., 4alcool benzilico; fenol).
Num exemplo particular, a composicao farmacéutica compreende uma
Enzima Alvo gque foi solubilizada ou ressolubilizada (tal como
ressolubilizacao de um  produto liofilizado) num liquido

compreendendo um polissacarido ndo natural.

A divulgacdo proporciona ainda métodos de tratamento de um
disturbio de depdsito lisossdémico, tal como um LSD listado no
Quadro 4 (e. g., doenca de Gaucher), compreendendo administrar a
um individuo necessitado do mesmo (e. g., um mamifero, tal como
um  humano), uma composicao farmacéutica da divulgacdo. A

administracao nao esté limitada a qualquer Sistema de

administracao particular e pode incluir, sem limitacao,
intravenosa, parentérica (incluindo injeccao subcuténea,
intramedular, intra-articular, intramuscular ou
intraperitoneal), transdérmica ou oral (por exemplo, em

cédpsulas, suspensdes ou comprimidos e meios e dispositivos de
administrag¢ao prolongada). A administragdo a um individuo pode
ocorrer numa Unica dose ou em administracdes repetidas, e em
qualquer de uma variedade de formas de sal fisiologicamente
aceitédveis e/ou com um veiculo e/ou aditivo farmaceuticamente
aceitdavel como parte de uma composicdao farmacéutica (aqui

descrita).

As composicgbes agqui podem ser administradas como uma dose
de aproximadamente desde 1 ng/kg a 80 mg/kg de ingrediente
activo, dependendo da gravidade dos sintomas e da progressao da
doenca. Alternativamente é administrada uma dose de
aproximadamente desde 0,01 Unidades por gquilograma de peso
corporal do doente (U/kg) a 1000 U/kg. Pode ser utilizado

qualgquer meio de administracao conhecido na técnica para
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administrar as composigdes da divulgacdo. Muito geralmente, os
compostos  proteicos sao administrados em ambulatério por
administracdo didria, semanal, Dbissemanal, mensal ou bimensal.
Determinadas composicdes podem ser administradas apenas algumas
vezes Oou apenas uma vez. A  dose terapeuticamente eficaz
apropriada de um composto ¢é aproximadamente desde cerca de
1 ng/kg a 80 mg/kg, desde cerca de 1 npg/kg a 25 mg/kg desde
cerca de 1 ng/kg a 10 mg/kg, desde cerca de 1 ng/kg a 1 mg/kg,
desde cerca de 10 npg/kg a 1 mg/kg, desde cerca de 10 npg/kg a
100 pg/kg, desde cerca de 100 pg a 1 mg/kg, ou desde cerca de
500 pg/kg a 15 mg/kg. Alternativamente, a dose terapeuticamente
eficaz apropriada de uma enzima ¢é aproximadamente: desde cerca
de 0,1 U/kg a 200 U/kg, desde cerca de 5 U/kg a 300 U/kg, desde
cerca de 10 U/kg a 100 U/kg, desde cerca de 100 U/kg a 500 U/kg,
desde cerca de 5 U/kg a 50 U/kg, desde cerca de 500 U/kg a
2000 U/kg, ou desde cerca de 1000U/kg a 2500U0/kg.
Adicionalmente, dosagens especificas sao indicadas em

Physicians' Desk Reference®.

Por exemplo, num exemplo, a B-glucocerebrosidase produzida
pelos métodos da divulgacado, e. g., utilizando os métodos da
invencgado, pode ser administrada a um individuo por infusao
intravenosa (IV). Por exemplo, o0s regimenes de dosagem iniciais,
0s (quals podem ser ajustados por um clinico com base na
gravidade da doenca, podem compreender doses uUnicas ou multiplas
por semana de cerca de 1 U/kg a 5U/kg de peso corporal ou
aproximadamente doses bissemanais de cerca de 30-100 U/kg de
peso corporal, em que uma unidade (U) de GCR é definida como a
quantidade de GCR gque catalisa a hidrdélise de 1 pumol de
p-nitrofenil-pB-D-glucopirandsido por minuto a 37 °C. A

infusao IV é geralmente ao longo de 1-2 horas.
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Por exemplo, noutro exemplo, a «a-galactosidase produzida
pelos métodos da divulgacao, e. g. utilizando os métodos da
invengao, pode ser administrada a um individuo por infuséo
intravenosa (IV). Por exemplo, 0s regimenes de dosagem iniciais,
0s quals podem ser ajustados por um clinico com base na
gravidade da doenca, podem compreender doses uUnicas ou multiplas
por semana de cerca de 0,3-3,0 mg/kg. A infusdo IV é geralmente
ao longo de 1-2 horas. Em relacdo a oa-galactosidase, uma unidade
(U) ¢é definida como a quantidade de enzima gue catalisa a
hidrdélise de 1 mumol de p-nitrofenil--D-galactopirandésido por

minuto a 37 °C.

Ainda noutro exemplo, a o-glucosidase produzida pelos
métodos da divulgacao, e. g. utilizando os métodos da invencao,
pode ser administrada a um individuo por infusao
intravenosa (IV). Por exemplo, regimenes de dosagem iniciais, os
quais podem ser ajustados por um clinico com base na gravidade
da doenca, podem compreender doses Unicas ou multiplas por
semana de cerca de 20 mg/kg até cerca de 40 mg/kg numa
administracdo bimensal. A infusdo IV & geralmente ao longo de
4-7 horas. Em relacdo a «o—-glucosidase, uma unidade (U) ¢&
definida como a quantidade de enzima que catalisa a hidrdélise de

1 pmol de p-nitrofenil-f-D-galactopirandsido por minuto a 37 °C.

Ensaios para Avaliar a Actividade Enzimdtica da Enzima Alvo

A  actividade enzimdtica de uma Enzima Alvo pode ser
avaliada por um ensaio apropriado determinado por um
especialista na técnica (ver, e. g., Eisenthal et al., Enzyme
Assays: A Practical Approach, Oxford University Press: Nova

Torque, 2002; Freifelder, D., Physical Biochemistry;
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Applications to Biochemistry and Molecular Biology, 2@ Ed., W.

H. Freeman & Co., Nova Iorque, 1982 e descricgdes no Exemplos).

Por exemplo, o estado de modificacdao de um substrato ou a
extensdo de uma reaccdo enzimdtica contendo uma Enzima Alvo ou a
actividade de uma Enzima Alvo pode ser medida por ensaios
conhecidos na técnica, incluindo mas nao estando limitado a
electroforese, cromatografia, métodos imunoldgicos, métodos
hidrodindmicos, métodos espectroscdpicos ou outro método), ver
e. g., Freifelder, D., Physical Biochemistry: Applications to
Biochemistry and Molecular Biology, 2@ Ed., W. H. Freeman & Co.,
Nova Iorque, 1982; ver também, Eisenthal et al., Enzyme Assays:
A Practical Approach, Oxford University Press: ©Nova Iorque,
2002. Noutros casos, e. g. noutras formas de realizacao da
invencao, a extensdo da modificacdo pode ser determinada durante
ou apdés O processo, €. g., Ppor amostragem da mistura reaccional
e andlise do estado de modificacdo do substrato utilizando um
método analitico apropriado (incluindo mas nao estando limitado
a FACE, HPLC ou S8DS-PAGE, ou um ensaio assinalado acima). A
seleccao do ensaio apropriado a ser utilizado em conjunto com a
Enzima Alvo particular também pode ser determinada por um
técnico médio na matéria através de experiéncias simples e de

rotina.

Exemplificacgao

Informacao geral:

Nos Exemplos abaixo, salvo indicacdo em contréario, foi
utilizado hidroxietilamido (HES) de B. Braun. O HES de B. Braun

tem um peso molecular médio (PMM) indicado na gama de
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450-700 kDa, com uma substituicdo molar de (hidroxietilo) (MS)
de 0,70-0,80. A comparacao de duas fontes adicionais de HES
(obtido de Ajinomoto e Fresenius Kabi) para promover a

actividade da Enzima Alvo é mostrada no Exemplo 11.

Nos Exemplos 1-9 sao utilizados varios lotes de Enzimas
Alvos. A actividade de cada uma das solugdes—-maes das trés
Enzimas Alvos (sialidase, B-galactosidase e [(-hexosaminidase)
foi medida como descrito abaixo. As unidades (U) de cada uma das
trés Enzimas Alvos adicionadas a reacgao de
oligossacarido/polissacarido de f-glucocerebrosidase (GCR) foram
calculadas a partir dessa medicdo. Nestes Exemplos, a GCR &
utilizada como um substrato enzimdtico para as enzimas de
oligossacdrido/polissacéarido (i. e., Enzimas Alvos): sialidase,

B-galactosidase e [-hexosaminidase.

Ensaio Face

O ensaio de electroforese de hidratos de carbono assistida
com fluordéforo (FACE) (ver, e. g., Jackson, Biochem. Soc. Trans.
21:121-5 (1993); Hu, J. Cromatogr. A 705:89-103 (1995); Friedman
et al., Anal. Biochem. 228:221-225 (1995); Starr et al., J.
Cromatogr. A 720:295-321 (1996)) & um ensaio padrao para
caracterizar e medir oligossacdridos. Também pode ser utilizado
para caracterizar monossacaridos (Gao et al., Glycobiology

13:1G-3G (2003)).

0O ensaio FACE & um método de seguimento preferido da
actividade enzimdtica das enzimas de
oligossacéarido/polissacarido (tais como as Enzimas Alvos em

determinados Exemplos aqui) determinando a extensao da

48



modificacdo de um substrato (incluindo, mas nao estando limitado
a, uma proteina, glicoproteina ou oligossacéarido) da(s)
Enzima(s) Alvo(s). Utilizando um ensaio FACE, um numero FACE
mais elevado ¢ indicativo de um maior grau de modificacdo e um
maior grau de actividade da(s) Enzima(s) Alvo(s). Os ensaios

FACE sao conhecidos na técnica.

Resumidamente, quando o oligossacadrido a ser ensaio € de
uma glicoproteina, o oligossacdrido é inicialmente dissociado da
proteina (e. g., por tratamento com N-glicanase para libertar um
oligossacédrido 1ligado por N intacto, por tratamento com O-
glicanase para libertar um oligossacédrido ligado por O intacto,
ou por tratamento com endo-B-N-acetilglucosaminidase H para
libertar um oligossacadrido ligado por N do tipo alto teor em
manose intacto (Turner et al. Glycosylation and
Glycosylphosphatidylinositol Membrane Anchors. Em Regulatory
Protein Modification, Hemmings, Ed., Humana Press: Totawa, NJ,

1997).

As cadeias de oligossacarido intactas sdo em seguida

marcadas com um fluordforo, tal como 8-amino-naftaleno-1,3,6-

trissulfonato dissdédico (ANTS), 2—aminoacridona (AMAC) ,
7—amino-1,3-naftalenodissulfonato de potdssio (ANDA) e
4-amino-naftalenossulfonato de sédio (ANSA) , por aminacao

redutiva de uma amina primdria do fluordéforo com a extremidade
de reducdo de um oligossacadrido na presenca de cianoboro-hidreto
de sdédio. O fluordforo pode estar carregado negativamente (por
exemplo, devido a sulfatacgcao, como nos exemplos nao limitativos,

utilizando ANTS, ANDA, ANSA).

Os oligossacédridos marcados com fluordéforo sdao em seguida

separados por electroforese num gel de poliacrilamida de alta
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percentagem. A carga necessaria para migragdo num @ campo
eléctrico é proporcionada pela estrutura quimica intrinseca do
oligossacarido (como, por exemplo, nos oligossacaridos
compreendendo 4dcido sidlico ou monossacaridos fosforilados ou

sulfatados) ou pelo fluordforo.

0O gel resultante ¢é em seguida visualizado utilizando uma
caixa de UV de comprimento de onda longinquo, e as varias bandas
sdao identificadas e a sua fluorescéncia gquantificada. Os
oligossacdridos podem ser quantificados a concentracgdes téo
diluidas guanto a gama baixa dos picomoles por este método

(Starr et al., J. Cromatogr. A 720:295-321 (1996).

Nos Exemplos agqui, quando as Enzimas Alvos foram as
sialidase, PR-galactosidase e pB-hexosaminidase, foi utilizado um
ensaio FACE para determinar a percentagem de espécies de
oligossacdrido modificadas no substrato GCR. Especificamente, a
GCR foi tratada com N-glicanase (aproximadamente 8 U de
N-glicanase por 40 ng de GCR) para libertar as cadeias de
oligossacédrido ligado por N intactas. Os oligossacaridos
libertados foram em seguida marcados com o fluordéforo: ANTS
(dcido 8-aminonaftaleno-1,3,6-trissulfdénico e separados num gel
de caracterizacdo do perfil de oligossacdridos (Glyko®/Prozyme®,
San Leandro, CA) de acordo com as instrugdes do fabricante. Um
padrdo de referéncia em escada de dextrano (Glyko®/Prozyme®, San
Leandro, CA) também foi analisado no gel Jjuntamente com o0s
oligossacaridos de referéncia, GlcNAc, (+Fuc) Mans e
GlcNAc, (-Fuc)Mans, Glyko®/Prozyme®, San Leandro, CA). As bandas no
gel foram em seguida quantificadas varrendo o gel em relacido a
fluorescéncia wutilizando um sistema de imagens SE2000 com
software de imagiologia de fluorescéncia (Glyko®/Prozyme®, San

Leandro, CA).
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A proporgao (%) da intensidade de fluorescéncia das bandas
que representam duas estruturas nucleares, GlcNAc,;(Fuc)Mans e
GlcNAc,Mans (estruturas nucleares), relativamente a intensidade
total das bandas com mobilidade < GlcNac;Mans numa dada pista
proporcionou a percentagem de GCR modificada. Uma vez que a GCR
actua como um substrato para as trés Enzimas Alvos, sialidase,
R-galactosidase e R-hexosaminidase, os resultados da FACE
correlacionam com a actividade das Enzimas Alvos contra a GCR.
Para a GCR, os valores de FACE podem variar desde cerca de 0 a
cerca de 100%, cerca de 3% até cerca de 90% e cerca de 6% a

cerca de 85%.

Medicdo da Actividade da Enzima Alvo & Determinacado das

Unidades/mL de Enzima Alvo

A actividade enzimatica de uma Enzima Alvo pode ser
avaliada por um ensaio apropriado determinado por um
especialista na técnica (ver, e. g., Eisenthal et al., Enzyme
Assays: A Practical Approach, Oxford University Press: Nova

Iorque, 2002 e descricgdes nos Exemplos).
A actividade enzimdtica das trés Enzimas Alvos utilizadas

nos Exemplos apresentados abaixo sdao descritas nos seis

pardgrafos seguintes.

Fnsaio de Actividade de B-Glucocerebrosidase (GCR):

A actividade da R-glucocerebrosidase (B-D-glucosidase) de
solugdes—-maes foi avaliada medindo a velocidade de hidrdlise do

substrato sintético p-nitrofenil-B-D-glucopirandsido (pNP-BGlc)
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(Sigma Aldrich, St. Louis, MO) em p-nitrofenol (pNP). Nestes
ensaios, 80 pL de pNP-BGlc a 10 mM foram adicionados a 20 pL da
amostra de pf-glucosidase e a amostra foi dincubada a 37 °C
durante guinze minutos. Depois de a reaccao ter sido desactivada
com 800 pL de glicina 0,1 M, pH 10,5, foi medida a absorvéncia
da amostra a 400 nm. A actividade da amostra de R-glucosidase

foi calculada de acordo com a seguinte equacao:
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em que A, € a absorvéncia da amostra a 400 nm, € é o coeficiente
de extincdo molar de pNP a 400 nm, o tempo é medido em minutos,

0 percurso o6ptico € um cm e o volume de amostra é medido em mL.

Ensaio de Actividade de o-Glucosidase:

A actividade da a—glucosidase (a-D—glucosidase) de
solugdes—-maes foi avaliada medindo a velocidade de hidrdlise do
substrato sintético p-nitrofenil-o-D-glucopirandsido (pNP-aGlc)
(Sigma Aldrich, St. Louis, MO) em p-nitrofenol (pNP). Nestes
ensaios, 225 pL de pNP-aGlc a 40 mM foram adicionados a 25 pL da
amostra de o-glucosidase e a amostra foi idincubada a 37 °C
durante guinze minutos. Depois de a reaccao ter sido desactivada
com 0,25 mL de glicina 0,3 M, pH 10,6, foi medida a absorvancia
da amostra a 400 nm. A actividade da amostra de o-glucosidase

foi calculada de acordo com a seguinte equacdao:
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em que Aso € a absorvédncia da amostra a 400 nm, € & o coeficiente

de extincdo molar de pNP a 400 nm, o tempo é medido em minutos,

o0 percurso optico é um cm e o volume de amostra é medido em mL.

Ensaio de Actividade de o-Galactosidase:

A actividade da «o-galactosidase (a-D-galactosidase) de
solucgdes—-maes foil avaliada medindo a velocidade de hidrdélise do
substrato sintético p-nitrofenil-o-D-galactopirandsido (pNP-
aGal) (Sigma Aldrich, St. Louis, MO) em p-nitrofenol (pNP).
Nestes ensaios, 75 pL de pNP-aGal a 30 mM foram adicionados a
175 pL da amostra de a-galactosidase e a amostra foi incubada a
37 °C durante dez minutos. Depois de a reacgao ter sido
desactivada com 0,25 mL de borato de sdédio 0,5 M, pH 9,0, foi
medida a absorvaincia da amostra a 405 nm. A actividade da
amostra de «o-galactosidase foi calculada de acordo com a

seguinte equacéao:
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em que AOD é a diferenca na absorvancia da amostra (ou padrdo) e
do branco a 405 nm, o tempo é medido em minutos e o volume de

amostra é medido em mL.

Ensaio de Actividade da Sialidase (neuraminidase):

A actividade da Sialidase (neuraminidase) de solugdes-méaes
foi determinada medindo a velocidade da hidrdlise, catalisada

por sialidase, do substrato sintético 4&cido 4-metilumbeliferil-
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N-acetilneuraminico (4AMU-NANA) (Sigma Aldrich Company, St.
Louis, MO) em 4-metilumbeliferona (4MU). Nestes ensaios, 100 uL
de 4MU-NANA a 5- 10 uM foram adicionados a 10 pL de sialidase
purificada. Apds quinze minutos, a reaccao fol desactivada
adicionando 5 mL de glicina 0,1 M, pH 10,5, e 1,5 mL da amostra
foram analisados com um fluordmetro (excitacdao 360 nm, emissao
450 nm). Os resultados foram extrapolados para uma curva padrao
gerada com solucao de 4MU para determinar a quantidade de 4MU
libertada durante a incubacdo. A actividade foi calculada de

acordo com a seguinte equacgao:

!///.
f

[t B A
Unidadesim

em que a gquantidade de 4MU libertada é medida em nmol, o volume
de amostra ¢ medido em mililitros (mL) e o tempo é medido em
minutos. Assim, por exemplo, utilizando o cdalculo acima, se for
determinado que uma solucdo-mae de enzima tem uma actividade de
1000 Unidades/mL e se pretender utilizar 2000 Unidades de enzima
numa reaccao enzimdtica, essa reacgdo precisaria de 2 mL dessa

solugcao-mae.

Ensaio de Actividade da B-Galactosidase:

A  actividade da PR-galactosidase (B-D-galactosidase) de
solugdes-maes foil avaliada medindo a velocidade de hidrdélise do
substrato sintético o-nitrofenil-B-D-galactopirandsido (oNPGal)
(Sigma Aldrich, St. Louis, MO) em o-nitrofenol (oNP). Nestes
ensaios, 400 pL de oNPGal a 15 mM foram adicionados a 100 pL da

amostra de R-galactosidase e a amostra foi incubada a 37 °C
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durante quinze minutos. A reaccdo foili entdo desactivada pela
adicdo de 2,5 mL de glicina 0,1 M, pH 10,5, e foi medida a
absorvancia da amostra a 430 nm. A actividade da amostra de

R-galactosidase foi calculada de acordo com a seguinte equacao:

e de ancetes de ARNFFRI

em que Ay € a absorvédncia da amostra a 430 nm, € é o coeficiente
de extincdao molar de oNP a 430 nm, o tempo é medido em minutos,

o0 percurso o6ptico € um cm e o volume de amostra é medido em mL.

Ensaio de Actividade da [B-Hexosaminidase:

A actividade da B-Hexosaminidase (f—-N-acetilgluco-
saminidase) de solugbes-maes foil avaliada medindo a velocidade
de hidrdlise, catalisada por R-hexosaminidase, do substrato
sintético p-nitrofenil-pB-D-N-acetilglucosaminida (pNPG1lcNAC)
(Sigma Chemical, St Louis, MO) em p-nitrofenol (pNP). Nestes
ensaios, 400 pL de pNPGlcNAc a 4 mM foram adicionados a 100 uL
da amostra de [(-hexosaminidase. A amostra foi incubada a 37 °C
durante gquinze minutos. Depois de a reaccao ter sido desactivada
com 2,5 mL de glicina 0,1 M, pH 10,5, foi medida a absorvancia
da amostra a 400 nm. A actividade da amostra de R-hexosaminidase

foi calculada de acordo com a seguinte equacgao:

§& Y o S N
8gand © Wastor oe

et dsdae ot wm
Unidudaefad, =
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em que Aso € a absorvédncia da amostra a 400 nm, € & o coeficiente
de extincdo molar de pNP a 400 nm, o tempo é medido em minutos,

o0 percurso optico é um cm e o volume de amostra é medido em mL.

Como aqui utilizado, "sv" significa o wvolume do sistema
utilizado (e. g., no caso de uma coluna, sv refere-se ao volume
do leito de resina mais o volume contido nas tubagens associadas
a coluna; no caso de um lote, o volume do sistema refere-se ao
volume total do lote). "U/L sv" refere-se as unidades de enzima

°

por litro de volume do sistema. "% p/L sv" refere-se a

percentagem em peso por litro de volume do sistema.

Exemplo 1 : Efeito de HES na Estabilidade de GCR

Foi realizado um estudo para avaliar o efeito do HES na
Enzima Alvo (-glucocerebrosidase sob condigdes destinadas a
promover uma perda de actividade enzimatica da Enzima Alvo na
auséncia de um estabilizante, tal como HES (i. e., enzima em
stress). Especificamente, a GCR a uma concentracgdo de 4 mg/mL em
Fosfato de Sédio 50 mM, pH 7,5 foi preparada em solucdes de 0%,
10% ou 40% de HES adicionando os volumes apropriados de uma
solucdao-mae de HES a 50%. As preparacdes foram incubadas a 40 °C
durante os tempos indicados e, em seguida, foram colhidas
amostras e congeladas a -80 °C. As amostras foram descongeladas
para andlise da actividade da B-glucocerebrosidase. O Quadro 6
mostra a actividade enzimdtica ao longo do tempo. A Figura 7
mostra a actividade em pontos no tempo como uma percentagem da

actividade inicial (TO; 0 h).
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Quadro 6: Efeito de HES na Promoc¢do da Actividade da GCR

Estudo GCR HES Actividade (U/mL)

Tempo (horas) 0% de HES 10% de HES 40% de HES
0 120,83 £ 3,76 118,59 £ 7,12 70,23 £ 8,05
1 45,23 * 0,62 62,37 £ 1,15 94,69 * 2,36
2 17,00 £ 0,13 29,88 + 1,34 82,27 + 3,80
3 7,64 £ 0,55 13,76 £ 0,6 69,15 = 7,96
4 1,73 £ 0,02 6,07 = 0,15 59,32 + 2,39
6 0,57 £ 0,03 2,16 £ 0,08 51,30 * 3,45
22 0,14 £ 0,01 0,32 = 0,02 23,07 + 0,01
48 0,09 £ 0,00 0,18 = 0,00 20,72

Médias e desvios padrdo de ensaios de actividade realizados

sobre amostras em duplicado.

Os dados no Quadro 6 indicam gque a Enzima Alvo, GCR
contendo 0% e 10% de HES perdeu >95% da sua actividade sob
condigdes de stress durante 6 horas a 40 °C. Em contrapartida, a
amostra contendo 40% de HES manteve >50% da actividade inicial
no mesmo intervalo de tempo sob as mesmas condig¢gdes de stress.
Estes dados mostram que a Enzima Alvo, GCR, é estabilizada pela

presenca do polissacdarido HES.

Exemplo 2 Efeito de HES na Estabilidade de a-glucosidase

Foi realizado um estudo para avaliar o efeito do HES na
Enzima Alvo «a-glucosidase. A «o-glucosidase purificada foi
preparada em condig¢des destinadas a promover um perda de
actividade enzimdtica da Enzima Alvo na auséncia de um

estabilizante tal como HES. Especificamente, a enzima foi
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preparada em Acetato de Sdédio 50 mM, pH 4,0 e em seguida foram
preparadas solucgdes contendo 0%, 10% e 40% de HES e
a—glucosidase adicionando os volumes apropriados de uma solucgao-
mée de HES a 50%. As solugdes foram incubadas a 40 °C, e foram
colhidas amostras nos pontos no tempo indicados e, em seguida,
congeladas a -80 °C. As amostras foram descongeladas e
analisadas quanto a actividade da o-glucosidase. O Quadro 7
mostra a actividade medida nas varias amostras ao longo do
intervalo de tempo de 0-20 dias. A Figura 8 mostra a actividade
em pontos no tempo como uma percentagem da actividade inicial

(TO; Tempo zero).

Quadro 7: Efeito do HES na Promoc¢ao da Actividade da o-

glucosidase
Estudo oGlu HES Actividade (U/mL)
Tempo (Dia) 0% de HES 10% de HES 40% de HES
0 5,91 £ 0,46 18,36 * 0,27 14,72 £ 0,71
1 4,78 + 0,06 15,49 + 0,18 15,58 + 0,12
4 0,79 £ 0,01 10,0 £ 0,01 13,95 £ 0,01
6 0,57 = 0,00 6,93 = 0,17 13,54 £ 0,22
8 0,43 £ 0,01 5,71 % 0,29 13,37 £ 0,54
11 0,06 £ 0,02 4,69 £ 0,12 14,89 + 0,49
20 nd 1,92 £ 0,02 12,85 £ 0,26

nd - sem dados
médias e desvios padrao de ensaios de actividade realizados

sobre amostras em duplicado.

Era esperado gque uma solucdo de partida da Enzima Alvo
oa—glucosidase, antes da preparacao do tampao em tampao a pH 4,0,

tivesse cerca de 16 U/mL. No processo de preparacido das amostras
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a pH 4,0 (~30 min a 1 h), a amostra de controlo, 0% de HES,
apresentou uma diminuicdo de cerca de 63% da sua actividade de
o—glucosidase inicial esperada. As amostras em 10% e 40% de HES
nao experimentaram esta perda de actividade. Apenas cerca de 10%
da actividade remanescente na amostra de 0% de HES foi
demonstrada pelo dia 4. A amostra de 10% de HES manteve cerca de
55% da sua actividade durante o mesmo intervalo de tempo e a
amostra de 40% de HES manteve essencialmente toda a actividade
ao longo de todo o estudo (20 dias). Estes dados mostram que a

a-glucosidase é estabilizada pela presenca de HES.

Exemplo 3: Efeito de HES na Promogao da Estabilidade de

a-galactosidase

A Enzima Alvo, o-galactosidase, foi preparada a mesma
concentracao de proteina em tampao de fosfato de sdédio 50 mM, pH
7,5 contendo 0%, 10% ou 40% de HES. As preparagdes foram
incubadas a 40 °C durante os tempos indicados e, em seguida,
foram colhidas amostras e congeladas a -80 °C. As amostras foram
descongeladas e analisadas quanto a actividade da
o—galactosidase. O Quadro 8 mostra a actividade enzimatica ao
longo do tempo. A amostra de controlo, 0% de HES, exibiu
essencialmente nenhuma actividade no Dia 3, enquanto gque a
amostra de 40% de HES exibiu cerca de 35% da sua actividade
inicial no Dia 3 e cerca de 13% no Dia 12. Estes dados mostram

que a PB-galactosidase é estabilizada pela presenca de HES.
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Quadro 8: Efeito de HES na Promogdo da Estabilidade da o-

galactosidase
Estudo aGal HES Actividade (U/mL)
Tempo (Dia) 0% de HES 10% de HES 40% de HES
0 307, 2 310,7 374,72
4 0,3 0,7 130,06
6 0 0 90,9
10 0 0 54,7
12 0 0 46,9
Exemplo 4. Compostos Testados quanto a Aptiddo ©para

Promover a Actividade Enzimética

Cinco compostos foram avaliados quanto a sua aptiddo para
promover a actividade enzimatica de trés Enzimas Alvos
(sialidase, Pf-galactosidase e pR-hexosaminidase): (1) glicerol,

(2) propileno glicol, (3) um hidrolisado de proteina de soja,
HY-SOY™ (Quest International, Chicago, IL), (4) hidroxietilamido
("HES"), (B. Braun, Puerto Rico, salvo indicacdo em contrdrio) e

(5) Hmx1.

O HES foil preparado como uma solucdo-mde a 20% (p/v)
dissolvendo HES sdélido em tampao a pH apropriado. Para este
Exemplo foi utilizado tampao de citrato de sddio 100 mM, cloreto
de cédlcio 5 mM, pH 5,7. A solucdo-mée a 20% (p/p) foi utilizada
para preparar uma concentracdao final de 5% p/L sv de HES nas
misturas de Enzima Alvo. As solugbdes—-maes de Haemaccel (Hmx1)
(Aventis-Behring Gmdh, Marburg, GE) a uma concentracdao de 3,5%
foram utilizadas nas quantidades como indicadas nos Exemplos

abaixo. O glicerol e o propilenoglicol foram adicionados a 10%
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(p/v) e o HY-SOY™, um pd seco, a 5% (p/v) a tampdo de citrato de

cédlcio 100 mM, cloreto de cdalcio 5 mM, pH 5,7.

As misturas de Enzima Alvo contendo as trés Enzimas Alvos
foram preparadas combinando sialidase (210 U/L sv),
R-galactosidase (33 U/L sv), R-hexosaminidase (2500 U/L sv), e
Hmxl (14 mL/L sv) ou HES (5% p/L sv). Cada mistura de Enzima
Alvo foili entdao separadamente processada como se segue: A mistura
foi transferida para uma coluna de Phenyl Sepharose™ (3
temperatura ambiente) previamente equilibrada com tampao de
citrato de sdédio 100 mM contendo cloreto de célcio 5 mM a pH
5,7, e em seguida subsequentemente carregada com substrato GCR a
70 até 120 U GCR/mL de resina da coluna. A actividade enzimética
de GCR é medida utilizando ensaios padrao (ver, e. g., Patente
U.S. 6451600). O substrato ligado & coluna. A mistura de Enzima
Alvo foi entdo recirculada através da coluna a temperatura
ambiente durante aproximadamente 24 horas. A mistura de Enzima
Alvo fol entao lavada da coluna, e o substrato foili eluido com
propileno glicol e recolhido. Os resultados sao mostrados no

Quadro 9.

Quadro 9: Resultados de Compostos de Ensaio

Aditivo % de Modificacao (Ensaio FACE)
Sem aditivo 53,1
0,05% de Hmx1 69,1
10% de Glicerol 34,2
10% de Propilenoglicol 51,1
5% de HES 68,6
5% de HY-SOYM 57,2
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A extensdo da modificacdo de oligossacaridos/polissacéaridos
foi substancialmente aumentada na presenca de Hmx1 ou
hidroxietilamido (HES), como medida por electroforese de
hidratos de carbono assistida com fluordéforo (FACE) (69,1 e
68,6, respectivamente; Quadro 9) em comparacdo com a auséncia de
aditivos (53,1 ; Quadro 9). Assim, o Hmxl e o HES foram capazes
de promover a actividade enzimédtica das Enzimas Alvos utilizadas

nesta reaccadao. Os outros trés compostos testados nao exibiram

promocdo da Enzima Alvo (HY-SOY™ e propileno glicol) ou exibiram

uma diminuicdo da promocao da Enzima Alvo (glicerol).

Exemplo 5: A Promocgado da Actividade da Enzima Alvo por Hmxl

e HES

Foi utilizada a mesma quantidade das trés Enzimas Alvos em

cada uma das seis experiéncias mostradas abaixo no Quadro 10.

Uma mistura de sialidase (210 U/L sv), PB-galactosidase
(33 U/L sv) e B-hexosaminidase (2500 U/L sv) foi analisada sem
qualquer polissacarido ndo natural ou na presenca de Hmxl
(14 mL/L sv) ou HES (5% p/sv), a temperatura ambiente. A mistura
de Enzima Alvo foili transferida para uma coluna Phenyl Sepharose™
previamente equilibrada com tampdo de citrato de sédio 100 mM
contendo cloreto de cdlcio 5 mM a pH 5,7 e, em seguida,
subsequentemente carregada com substrato a 70 até 120 U GCR/mL
de resina da coluna. O substrato ligado a coluna. A mistura de
Enzima Alvo foi entdo recirculada através da coluna a
temperatura ambiente durante aproximadamente 24 horas. Apds

aproximadamente 24 horas, a mistura de Enzima Alvo foi lavada da
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coluna e o substrato foi eluido e recolhido e avaliado através

de andlise por FACE. Os resultados sdo mostrados no Quadro 10.

Quadro 10: A Promogao da Actividade da Enzima Alvo na

Presenca de Hmx1l ou HES

Exp. Sialidase | B—gal B-hex PH HES Hmx 1 FACE
N© U/L sv U/L sv |U/L sv % p/L sv|mL/L sv

1 210 33 2500 5,7 0 0 54,4
2 210 33 2500 5,7 0 14 70,4
3 210 33 2500 5,7 0 14 75,1
4 210 33 2500 5,7 5 0 84,5
5 210 33 2500 5,7 5 0 80,6

Os dados do Quadro 10 demonstram gue o0s Hxml e HES podem
promover a actividade enzimdtica da Enzima Alvo, 1. e., melhoram
a aptidédo das Enzimas Alvos para produzir modificagdes em
oligossacaridos/polissacéaridos. A modificacao de
oligossacéaridos/polissacdaridos ¢é substancialmente reduzida na
auséncia de Hxml ou HES (ver Quadro 10, Exp. N° 1). Embora os
HES e Hxml sejam promotores eficazes da actividade da Enzima
Alvo, o Hxml é um péptido de origem animal, enquanto gue o HES &
um polissacdrido derivado de fontes nédo animais (e. g.,
vegetais). Por conseguinte, o0s polissacaridos desta divulgacéo
sdao particularmente Uteis para promover a actividade de uma
Enzima Alvo em situacdes em gue ndo sdo desejavels componentes
animais, tal como na producadao ou fabrico de agentes terapéuticos

humanos ou veterindrios, alimentos ou produtos de consumo.
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Exemplo 6: A Promogao da Actividade da Enzima Alvo pelo HES

Reduz a Quantidade de Enzimas Alvos Necessdria para Conseguir

uma Modificacdo de Substrato Comparavel

Neste Exemplo, a mistura de Enzima Alvo utilizada para
modificacdo de oligossacdaridos/polissacdridos continha 5% p/L sv

de HES ou nao continha HES.

Para as misturas de Enzima Alvo contendo HES foram
adicionadas sialidase (105 U/L sv), R-galactosidase (B-gal,
16,5 U/L sv) e B-hexosaminidase (B-hex, 1250 U/L sv) em citrato
de sdédio 100 mM, cloreto de cédlcio 5 mM, pH 5,5 ao HES

(quantidade final de HES de 5% p/L sv).

Para as misturas de Enzima Alvo, preparadas na auséncia de
um polissacdrido ndo natural, as sialidase (168 U/L sv),
B-galactosidase (52,8 U/L sv) e Pf-hexosaminidase (3000 U/L sv)
foram combinadas em citrato de sdédio 100 mM, cloreto de céalcio

5 mM, pH 5,5.

Todas as misturas foram mantidas a 2-10 °C até a sua
utilizacgao. Cada mistura de Enzima Alvo foil entdo separadamente

processada como se segue:

A mistura de Enzima Alvo foi adicionada a uma coluna Phenyl

Sepharose™ qgue tinha sido equilibrada com tampdo de citrato de
sédio 100 mM, contendo cloreto de calcio 5 mM a pH 5,5 e em
seguida carregada com substrato (70 a 120 U GCR/mL de resina), a
temperatura ambiente. A mistura de Enzima Alvo foili recirculada
através da coluna durante aproximadamente 24 horas. A coluna foi
entdo lavada com um volume da coluna de equilibrio e, em

seguida, com cinco volumes da coluna de tampao contendo 20% de
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propileno glicol, para remover a mistura de Enzimas Alvos. O
substrato foi eluido da coluna com ©propileno glicol. Os
componentes oligossacaridicos resultantes de cada uma das sete
reacgbes de ensaio foram avaliados através do ensaio FACE e séo

mostrados no Quadro 11.

Quadro 11: Promogao da Actividade da Enzima Alvo num

Substrato GCR na Presencga de HES a pH 5,5

Exp. N° Sialidase | B—gal B-hex HES FACE
U/sv U/sv U/sv (%$/sv)

1 168 52,8 300 0 69,4
2 168 52,8 3000 0 69,9
3 168 52,8 3000 0 70,0
4 168 52,8 3000 0 71,8
5 105 16,5 1250 5 72

6 105 16,5 1250 5 72,7
7 105 16,5 1250 5 72,7

As trés experiéncias na presenca de 5% de HES (Exp.
N° 5-7), precisaram de quantidades substancialmente inferiores
das trés Enzimas Alvos para conseguir a modificacao de
oligossacéaridos/polissacaridos, em comparacao com as
experiéncias realizadas na auséncia de HES (Exp. N° 1-4). O
valor FACE médio para as quatro reaccgdes de ensaio na auséncia
de HES foi 70,3 +/- 1,1, enquanto gue o valor FACE médio para as
experiéncias na presenca de HES foi 72,5 +/- 0,4. E importante
dizer que as misturas de Enzima Alvo sem aditivo continham 1,6X
(em que 'X' é o multiplo de) a quantidade de sialidase, 3,2X a
quantidade de B-galactosidase e 2,4X a quantidade de fRB-

hexosaminidase em comparacdo com as misturas de Enzima Alvo
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contendo HES. Assim, na auséncia de HES, o processo requer

quantidades consideravelmente maiores de Enzimas Alvos.

Noutro estudo (ver Quadro 12), a mistura de Enzima Alvo foi
utilizada com uma reaccgao de modificacao de
oligossacéaridos/polissacaridos que continha 5% p/L sv de HES ou

nao continha HES.

Uma solucdo-méde de 20% (p/p) de HES, produzida dissolvendo
HES sdélido em citrato de sdédio 100 mM, cloreto de calcio 5 mM,
pH 5,5, foi utilizada para preparar uma concentracdo final de 5%
p/L sv de HES numa mistura contendo as unidades de enzima
mostradas no Quadro 12, em citrato de sdédio 100 mM, cloreto de

cdlcio 5 mM, pH 5,5.

Para as misturas de Enzima Alvo, preparadas na auséncia de
um polissacarido ndo natural, as misturas foram preparadas de
modo a conter as wunidades de enzima (U/L sv) mostradas no

Quadro 12.

As misturas foram mantidas a 2-10 °C até a sua utilizacéao.
Cada mistura de Enzima Alvo foil entdo separadamente processada

como se segue:

A mistura de Enzima Alvo foi adicionada a uma coluna Phenyl

Sepharose™ que tinha sido equilibrada com tampdo de citrato de
sédio 100 mM, contendo cloreto de calcio 5 mM a pH 5,5 e em
seguida carregada com substrato (70 a 120 U GCR/mL resina), a
temperatura ambiente. A mistura de Enzima Alvo foil recirculada
através da coluna durante aproximadamente 24 horas. Apds a
modificacdo do oligossacadrido, a coluna foi lavada para remover

a mistura de Enzima Alvo. O substrato foi eluido da coluna
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utilizando propileno glicol. O componente oligossacaridico
resultante de cada uma das cinco reacc¢des de ensaio foi avaliado
através do ensaio FACE. Os resultados sao mostrados no

Quadro 12.

Quadro 12: Quantidades Menores de Enzimas Alvos Necessarias

nas Reacg¢des Contendo HES

Exp. N° Sialidase | B-gal B-hex HES FACE
U/sv U/sv U/sv (%/sv)

1 168 52,8 3000 0 69,4

2 105 16,5 1250 5 72,0

3 168 52,8 3750 0 77,1

4 84 19,8 1500 5 76,9

5 210 33 2500 5 85,0

Os dados no Quadro 12 demonstram que foram obtidos valores
FACE comparaveis (ou mais altos) com gquantidades menores de
Enzimas Alvos nas reacgdes contendo HES. e. g., comparar: EXxp.
N° 1 contra Exp. N° 2; comparar também e. g., Exp. N° 3 contra
Exp. N° 4. Além disso, para conseguir um FACE mais elevado de 85
na presenga de HES (Exp. N° 5), o qual é um valor FACE que &
7,9% superior ao da Exp. N° 3 (realizada na auséncia de um
promotor da Enzima Alvo) foi necessdrio menos 38% de B-
galactosidase, menos 33% de R-hexosaminidase e apenas um aumento

modesto da sialidase para 25% na Exp. N° 5 contendo HES.
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Exemplo 7: HES ¢é Compativel Com uma Variedade de

Concentracdes de Enzima Alvo.

As condigbes utilizadas neste exemplo foram como descritas
no Exemplo 6, excepto que todas as experiéncias incluiram HES a

5% p/L sv.

Quadro

13: O Nivel Crescente de Enzima Alvo

Modificagdo do Substrato de Oligossacarido/Polissacarido

Exp. N° Sialidase pf-gal BS-hex FACE
U/sv U/sv U/sv

1 84 13,2 1000 67,4

2 84 13,2 1500 72,8

3 105 16,5 1500 74,1

4 84 19,8 1500 76,9

5 210 33 2500 85,0

Aumenta

Os dados no Quadro 13 demonstram gque o aumento da
quantidade de Enzimas Alvos em HES, aumenta a modificacao de
oligossacaridos/polissacaridos. O valor FACE aumentou em 17,6%,
desde 67,4 (Exp. N° 1) para 85,0 (Exp. N° 5) através de um
aumento de 2,5X da sialidase, B-galactosidase e R-hexosaminidase.
Assim, o HES é compativel com uma variedade de concentracdes de

enzima.

Exemplo 8: O efeito do pH na Promocdo da Enzima Alvo

As condigdes utilizadas neste Exemplo foram como descritas

no Exemplo 7, excepto que o pH (da mistura de Enzima Alvo,
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tampdo de equilibrio e lavagens da coluna) foi o pH designado no

Quadro 14 e a presenca de HES foi como indicada no Quadro 14.

Quadro 14: Efeito do pH na Promogao da Enzima Alvo

Exp. Sialidase B-gal B-hex PH HES FACE
N©° U/sv U/sv U/sv (p/sv)

1 126 19,8 1500 5,5 5 75,3
2 210 39,6 1500 5,7 5 75,8
3 210 66 3750 5,7 0 76,0
4 252 79,2 4500 5,9 0 72,72

O pH de uma reaccgdo de modificagdo enzimdtica pode ter um
efeito no perfil de oligossacaridos de um substrato. Na auséncia
de HES, mesmo quando sao utilizadas maiores quantidades de
Enzimas Alvos, nédo foi obtido um FACE comparavel quando o pH foi
aumentado desde 5,7 para 5,9 (ver Exp. N° 3 e Exp. N° 4; Quadro
14). Na presenca de HES, o aumento do pH desde 5,5 para 5,7
precisou apenas de aumentos modestos nos niveis de Enzima Alvo
para conseguir valores FACE compardveis a ambos oS pH, (comparar
Exp. N°2 contra Exp. N°1l). Além disso, a inclusao de HES na
mistura de Enzima Alvo, reduziu a gquantidade de Enzima Alvo
necessaria para conseguir um FACE compardavel a um dado pH
(e. g., comparar Exp. N°2 e Exp. N°3). Isto indica que um
polissacarido ndo natural tal como o HES permite que seja
utilizada uma quantidade menor de Enzimas Alvos ao longo de uma
gama de pH e, por conseguinte, alarga a gama de pH a qual uma
Enzima Alvo pode ser utilizada para obter a sua actividade

desejada.
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Exemplo 9:

O Aumento

da

Concentracao de

HES Melhora a

Promocdo da Enzima Alvo

As condigdes utilizadas neste Exemplo foram como descritas

no Exemplo 8,

de equilibrio e lavagens da coluna foi a pH 5,5,

excepto que o pH da mistura de Enzima Alvo, tampao

a mistura de

Enzima Alvo continha 2% ou 5% p/L sv de HES e as quantidades de

Enzima Alvo foram idénticas umas outras ambas as
experiéncias.
Quadro 15: Efeitos das Concentracgdes de HES
Exp. N° Sialidase | B-gal B-hex HES FACE
U/sv U/sv U/sv (%/sv)
1 210 33 2500 2 77,3
2 210 33 2500 5 85,0

Os dados no Quadro 15 indicam que o aumento da concentracao

de HES desde 2% para 5% melhora a promocdo da Enzima Alvo. Neste

Exemplo,

desde 2% para 5%.

Além disso,

da Enzima Alvo a uma concentracdo de 2%.

PH 5,5,

sv de B-galactosidase

os valores FACE aumentaram 7, 7%,

(2,4X a quantidade na Exp.

15) e 3000 U/L sv de B-hexosaminidase

N°1l do Quadro 15)

para valores FACE comparaveis

quando o HES aumentou

os dados indicam que o HES promove a actividade
Na auséncia de HES, a
foram necessarias quantidades de Enzima Alvo de 79,2 U/L

N°1l do Quadro

(1,2X a quantidade na Exp.

Exp. N°1

77,3; utilizando as mesmas condig¢des como utilizadas no Quadro

15, excepto no que se refere a concentracdo da Enzima Alvo).
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Exemplo 10. HES de Diferentes Fontes Comercialmente

Disponiveis e Diferentes PMM e MS, Promovem a Actividade da

Enzima Alvo

O HES de duas fontes comercialmente disponiveis adicionais,
Ajinomoto (Raleigh, North Carolina, EUA) e Fresenius Kabi (Linz,
Austria), foram comparados com o HES de B. Braun quanto a
promogcao da actividade da Enzima Alvo numa reaccgao de

modificacdo de oligossacaridos/polissacaridos.

As condigdes utilizadas neste Exemplo foram como descritas
no Exemplo 10, excepto que o pH da mistura de Enzima Alvo,
tampdo de equilibrio e lavagens da coluna foi a pH 5,7, e a
mistura de Enzima Alvo continha HES a 5% p/L sv de B. Braun,
Ajinomoto ou Fresenius Kabi. As quantidades de Enzima Alvo foram
idénticas para cada experiéncia no Quadro 16 (210 U/L sv de
sialidase, 39,6 U/L sv de Pf-galactosidase e 1500 U/L sv de

R-hexosaminidase) .

Trés lotes diferentes de HES de Ajinomoto e trés lotes
diferentes de HES de Fresenius Kabi foram comparados com o HES
de B Braun. O HES de Ajinomoto estda comercialmente disponivel
num peso molecular médio (PMM) numa gama de 550-760 kDa e numa
substituicdao molar (MS) de 0,70-0,80 molar. O HES de Fresenius
Kabi estd comercialmente disponivel num peso molecular médio na
gama de 400-500 kDa e numa substituicdo molar de 0,65-0,75. Os
PMM e MS indicados pelos fabricantes para os lotes de HES

utilizados no estudo sao mostrados no Quadro 16.
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Quadro 16. Promocg¢ao da Actividade da Enzima Alvo utilizando

HES de Trés Vendedores Diferentes

Repeticdes | PMM (kd)/ (MS)

Fabricante Lote (n) do Fabricante FACE

B. Braun 1 1 546/ (0, 76) 73,7
Ajinomoto 1 3 654/(0,8) 74,0 +/- 2,8
Ajinomoto 2 1 684/ (0, 76) 70,1
Ajinomoto 3 1 701/ (0, 76) 75,4
Média 5 na 73,5 +/- 2,8
Fresenius Kabi 1 2 448/ (0, 72) 72,7 +/- 6,9
Fresenius Kabi 2 1 455/(0,71) 77,3
Fresenius Kabi 3 1 424/ (0,69) 74,4
Média 4 na 74,3 +/- 4,5
na= nao aplicavel

Os dados no Quadro 16 indicam que foi encontrada uma

promocdo compardavel da actividade da Enzima Alvo utilizando HES

adquirido de B. Braun, Ajinomoto e Fresenius Kabi. Assim, foi

determinado que ligeiras variacdes nos PMM e MS do HES, entre
lotes de HES do mesmo vendedor e de vendedores diferentes, nao
da actividade

afectam significativamente a promogao, pelo HES,

das Enzimas Alvos para o seu substrato.

Exemplo 11 A Promogado da Actividade da Enzima Alvo pelo

HES é Independente do Volume do Sistema (sv)

As condigdes utilizadas neste Exemplo foram como descritas

no Exemplo 10, excepto que foi utilizado apenas HES da B. Braun
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nas experiéncias. As quantidades de Enzima Alvo foram idénticas
para cada experiéncia no Quadro 17, nomeadamente: 210 U/L sv de
sialidase, 39,6 U/L sv de Pf-galactosidase e 1500 U/L sv de
R-hexosaminidase. A "Escala" indicada reflecte uma comparacao
entre o volume dos sistemas wutilizados em cada experiéncia

mostrada no Quadro 17 (incluindo o volume ocupado pela resina de

fenilo e tubagem). Por exemplo, um volume do sistema de 1500X%
significa que o volume do sistema é 1500 vezes maior do gue um

volume do sistema de 1X (sv).

Quadro 17: Promogao da Actividade da Enzima Alvo pelo HES

em Diferentes Volumes do Sistema

Escala (sv) Repeticdes (n) FACE
1X 3 77,7 +/- 2,7
15OOX 3 7617 +/_ 1/9

Os dados no Quadro 17 indicam que a promocao da actividade
da Enzima Alvo pelo HES ¢ independente da escala do volume do
sistema. Neste Exemplo, a promocdao da actividade da Enzima Alvo
pelo HES é eficaz e compardvel numa grande gama de volumes do
sistema. Assim, a invencgdo ¢é aplicdvel a uma variedade de

processos enzimdticos a escala industrial e comercial.

Exemplo 12: Efeito do HES na Estabilidade da

a—gqalactosidase em Tampao

E realizado um estudo progndéstico para avaliar o efeito do
HES na estabilidade da o-galactosidase. A «o-galactosidase a

cerca de 5,0 mg/mL em Fosfato de Sdédio 50 mM, pH 7,0 contendo
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para um
12 meses.
12 meses

para

o

, 10% ou

40%

recipiente
Sao recolhidas
e congeladas a

andlise e

a-galactosidase.

tempo como uma percentagem da actividade inicial

apropriado

-80

avaliadas

amostras

por

°C. As

um

e mantida a 25
estéreis
amostras

ensaio

aos O,

de

°C durante

actividade

de hidroxiletilamido ¢é filtrada assepticamente

até

3, 6, 9 e

sao descongeladas

de

O Quadro 18 mostra a actividade em pontos no

(TO).

Quadro 18: Efeito do HES na Promocado da Estabilidade da o-
galactosidase em Tampéao
Estudo a- Actividade (% TO)
galactosidase
HES
Concentracao TO 3 meses 6 meses 8 meses 12 meses
de HES
0% (controlo) | 100 menos do menos do menos do menos do
que 50% da | que 50% da | que 50% da | que 50% da
actividade | actividade | actividade | actividade
a To a To a TOo a To0
10% 100 | aumento de | aumento de | aumento de | aumento de
50% ou 50% ou 50% ou 50% ou
mais em mais em mais em mais em
relacao ao | relacao ao | relacao ao | relagao ao
controlo controlo controlo controlo
40% 100 | aumento de | aumento de | aumento de | aumento de
50% ou 50% ou 50% ou 50% ou
mais em mals em malis em malis em
relacao ao | relacgcao ao | relagao ao | relagao ao
controlo controlo controlo controlo
As amostras de oa-galactosidase contendo 10% e 40% de HES

retiveram no minimo 50% ou mais actividade do gue as amostras de

a-galactosidase que nao continham HES. Por conseguinte, a

a—galactosidase é estabilizada pela presenca de HES.
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Exemplo

13:

Efeito do

HES na

Estabilidade

da o—

galactosidase em Tampdo e Manitol

E realizado um estudo progndéstico para avaliar o efeito do

HES na estabilidade da oa-galactosidase.

mg/mL em Fosfato de Sédio 50 mM, 3%

contendo 0%,

recipiente apropriado e mantida a 25

Sao recolhidas amostras estéreis aos 0,

congeladas a

=80

°C.

de manitol

(p/pP) .,

A o-galactosidase a 5,0

eH 7,0,

10% ou 40% de HES é filtrada assepticamente para um
°C durante até 12 meses.
3, 6, 9 e 12 meses e

As amostras sdo descongeladas para andlise

e avaliadas por um ensaio de actividade de o-galactosidase. O

Quadro 19 mostra a actividade em pontos no tempo como uma
percentagem da actividade inicial (TO).
Quadro 19: a-galactosidase HES, Dados de Estudo de
Actividade
Estudo Actividade (% TO)
a—-galacto-
sidase HES
Concentracao TO 3 meses 6 meses 8 meses 12 meses
de HES
0% (controlo) | 100 menos do menos do menos do menos do
que 50% da | que 50% da | que 50% da | que 50% da
actividade | actividade | actividade | actividade
a To a To a TOo a To0
10% 100 | aumento de | aumento de | aumento de | aumento de
50% ou 50% ou 50% ou 50% ou
mais em mals em mails em mals em
relacao ao | relacao ao | relacao ao | relacao ao
controlo controlo controlo controlo
40% 100 | aumento de | aumento de | aumento de | aumento de

50% ou
mais em
relagcao ao
controlo

50% ou
mais em
relacgcao ao
controlo

50% ou
mais em
relacgao ao
controlo

50% ou
mais em
relagcao ao
controlo
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As amostras de «o-galactosidase contendo 10% e 40% de
hidroxiletilamido retiveram no minimo 50% ou mais actividade do
que as amostras de o—-galactosidase gque nao continham HES. Por
conseguinte, a «oa-galactosidase ¢é estabilizada pela presenca de

HES.

Exemplo 14: Efeito do HES na Estabilidade da

a—galactosidase Apds Reconstituicdo do Produto Liofilizado com

Agua Contendo HES

E realizado um estudo progndstico para avaliar a
estabilidade da o-galactosidase liofilizada apds reconstituicéo
em &agua contendo %, 10% ou 40% de HES, e na presenca ou
auséncia de um conservante adequado tal como alcool benzilico ou
fenol. A o-galactosidase a 5,0 mg/mL em Fosfato de Sdédio 50 mM,
3% de manitol, pH 7,0 é liofilizada em recipientes apropriados
(frascos). 0Os frascos reconstituidos sao mantidos a 25 °C e é
recolhida uma amostra aos 0, 5, 10, 20 e 30 dias e avaliada por
um ensaio de pNP. O Quadro 20 mostra a actividade em pontos no

tempo como uma percentagem da actividade inicial (TO).
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Quadro 20:

Efeito do HES na Estabilidade da a-galactosidase

apés Reconstituicdo do Produto Liofilizado com Agua Contendo HES

Estudo o- Actividade (% TO)
galactosidase
HES
Concentracgao TO 5 dias 10 dias 20 dias 30 dias
de HES
0% (controlo) | 100 menos do menos do menos do menos do
que 50% da | que 50% da | que 50% da | que 50% da
actividade | actividade | actividade | actividade
a TO a To a To0 a To
10% 100 | aumento de | aumento de | aumento de | aumento de
50% ou 50% ou 50% ou 50% ou
mais em mais em mais em mais em
relacao ao | relacao ao | relacao ao | relagao ao
controlo controlo controlo controlo
40% 100 | aumento de | aumento de | aumento de | aumento de

50% ou
malis em

relacao ao

50% ou
mais em

relacao ao

50% ou
mals em

relacao ao

50% ou
mais em

relacao ao

controlo controlo controlo controlo
As amostras de o-galactosidase contendo 10% e 40% de HES

retiveram no minimo 50% ou mais actividade do que as amostras de

a—galactosidase

que

nao

continham

HES.

Por

oa—galactosidase € estabilizada pela presenca de HES.
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Por conseguinte, os Exemplos aqui demonstram uma grande
gama de utilidades para as composicdes e métodos da divulgacao,
incluindo os métodos da invencao.

A citacdo de qguaisquer referéncias aqui ndo €& um
reconhecimento gque essas referéncias sdo técnica anterior a
presente invencdo. Todas as concentragdes de polissacaridos séao

exprimidas como volume por peso, salvo indicacdao em contréario.

Lisboa, 29 de Junho de 2012
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REIVINDICACOES

1. Método de promocdo da actividade enzimdtica de uma Enzima

Alvo, compreendendo o método:

(1) combinar uma Enzima Alvo, em gque a Enzima Alvo é:

(a) uma enzima de oligossacarido/polissacarido
seleccionada do grupo consistindo de:
Galactosiltransferase, GalNAc-transferase,
Oligossacariltransferase, N-acetilglucosami-

nilfosfotransferase, glicosiltransferase ligada

por o, glicosiltransferase ligada por N,
o—-Manosidase, B-Galactosidase, Sialidase
(neuraminidase), R—N-acetil-hexosaminidase,

N-Acetil-glucosamina-1l-fosfodiéster

o—N-acetilglucosaminidase, N-Glicanase
(N-glicosidase F), O-Glicanase
(endo-a—-N-acetilgalactosaminidase), Endo-B-N-
acetilglucosaminidase H, Sialato-0-
acetiltransferase, Sialato-O-acetilesterase e

Alfa-glucosidase, ou

uma hidrolase lisossdmica seleccionada do grupo
consistindo de: o-Galactosidase A, Ceramidase
dacida, o-L-Fucosidase 4&cida, p-Glucocerebrosidase
dcida (GCR), pfB-galactosidase &cida, Iduronato-2-
sulfatase, o-L-Iduronidase, Galactocerebrosidase,
o—Manosidase acida, B-Manosidase acida,
Arilsulfatase B, Arilsulfatase A,

N-Acetilgalactosamina-6-sulfato-sulfatase,



B-Galactosidase Aacida, Esfingomielinase 4&acida,
o—-Glucosidase &cida, p-Hexosaminidase B, Heparano
N-sulfatase, o—N-Acetilglucosaminidase,
Acetil-CoA: o-glucosaminida N-acetiltransferase,
N-Acetilglucosamina-6-sulfato-sulfatase,

oa—N-acetilgalactosaminidase, Sialidase,

B-Glucuronidase e R-Hexosaminidase A;

com cerca de 1% a cerca de 50% p/v de um hidroxialquilamido
e com um substrato da Enzima Alvo, produzindo desse modo uma

combinacao; e

(i1) manter a combinacdo sob condigdes suficientes para
promover a actividade enzimdtica da Enzima Alvo, em que as

condig¢des sao entre cerca de 1 °C e cerca de 40 °C.

Método da Reivindicacdo 1, em gque o hidroxialquilamido ¢é
seleccionado do grupo consistindo de hidroximetilamido,
hidroxietilamido (HES), hidroxipropilamido e

hidroxibutilamido.

D

Método da Reivindicacdao 2, em qgue o hidroxialquilamido

hidroxietilamido (HES).

Método de qualquer uma das Reivindicacgbdes 1 a 3, em que o

substrato € uma hidrolase lisossdmica.

Método da Reivindicacao 1, em que a Enzima Alvo &
seleccionada do grupo consistindo de: sialidase,
B—galactosidase, pR-N-acetil-hexosaminidase e uma combinacéao
das mesmas; em que o amido ndao natural é HES; e em que O

substrato é B-glucocerebrosidase.



Método de qualgquer uma das Reivindicacgbdes 1 a 5, em que o
método compreende ainda permitir que a Enzima Alvo
modifique o substrato de modo a produzir um substrato

modificado e recuperar o substrato modificado.

Método da Reivindicagcdo 1, em que a Enzima Alvo é uma
combinacao de sialidase, B—galactosidase e B-
hexosaminidase; e em que o amido nd&o natural é HES, o qual
estd presente numa quantidade entre cerca de 1% e cerca de

12% p/v.
Método da Reivindicacao 1, em que as condigdes compreendem
ainda um tampdo de citrato e cloreto de cdlcio a um pH de

cerca de 6.

Lisboa, 29 de Junho de 2012
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CH,0ORg

OR3

HO— —OH
OR;

R, = H, CH,CH,0OH
R; = H, CH,;CH,OH
R¢ = H, CH,CH,OH ou ligacédo 1,6 a outras unidades de

ao-D—-glucopiranosilo

Fig. 1
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GCR GleNAc,Manz(xFuc) GlcNAc Gal Acido siglico
sialidase
KJ Acido sialico
Y

GCR GicNAc,Mans(xFuc) GicNAc Gal
B-galactosidase
K/v Gal
Y

GCR GlcNAcoMang(£Fuc) GIcNAc
B-hexosaminidase
\J GIcNAc
Y

GCR GicNAc,Mans(2Fuc)
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combinar o polissacarido e as
Enzimas Alvos para preparar
a "mistura”

manter a mistura
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Efeito de HES na Promocg¢ao da Actividade da rGCR
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Efeito de HES na Promoc¢ao da Actividade da a-Glucosidade
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Efeito de HES na Promogao da Actividade da oa-Galactosidase
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