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RESUMO

COELHO Ana Carolina. Geracdo e caracterizacdo funcional de nova molécula
recombinante da p-glicosilceramidase humana portadora de mutagfes sinébnimas. 2018.
146 f. Tese (Doutorado em Genética) — Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade
de Séo Paulo, Ribeirdo Preto, 2018.

A doenca de Gaucher (DG), causada por mutacGes no gene GBAL, é a primeira doenca de
depdsito lisossomal descrita e tornou-se 0 modelo para a descricdo clinica e fenotipica para as
doencas desse grupo. A terapia de reposi¢cdo enzimatica é o principal tratamento disponivel para
pacientes com DG, porém de alto custo. Assim, visando obter uma linhagem celular humana
com expressdo estavel e elevados niveis da enzima lisossomal recombinante GBA humana, a
hipdtese desse estudo é que a agregacdo do uso de cddons sindnimos, engenharia genética e
sistema lentiviral permitira a geracéo de uma nova molécula recombinante biologicamente ativa
in vitro. Para alcancar esse objetivo, primeiramente foi realizada a transfeccéo transiente a fim
de avaliar se os vetores lentivirais eram funcionais, o que foi demonstrado pelo aumento da
atividade de GBA no sobrenadante das linhagens por meio do ensaio de atividade bioldgica da
GCase. A partir desses resultados foram produzidas particulas lentivirais referentes as
sequéncias de cDNA da GBA com os codons originais e sinbnimos, ambas construcdes sob o
controle do promotor HeFla. Os titulos lentivirais foram cerca de 5,24x10% e 7,88x108 PV/mL,
referente aos plasmideos LV _HeFlo,. GBA WT e LV _HeFla GBA SYN, respectivamente.
Foram realizados seis ciclos de transducdo com MOI entre 30-60, e apds as transducdes, as
linhagens foram tratadas com puromicina. Seguido de clonagem celular das popula¢fes mistas
foram selecionados os clones com niveis mais elevados da enzima recombinante. As analises
de atividade bioldgica no sobrenadante da linhagem L18 293FT_GBA _WT_PM foi de 2,72
U/mL, enquanto que para L17_293FT_GBA_SYN_PM foi de 104,8 U/mL. Com relacéo aos
clones gue apresentaram niveis mais elevados de atividade da GBA obtivemos o clone 4 (19,73
U/mL) e oclone 9 (17,08 U/mL) paraa L18, e os clones 15 (585,46 U/mL) e 16 (683,95 U/mL)
para a L17. As andlises de atividade intracelular da GBA para ambas as linhagens e seus
respectivos clones mostraram niveis enzimaticos da ordem de 108,4 U/mg para a populacédo
mista da L18, 146,5 U/mg para o clone 4 e 159,8 U/mg para o clone 9. A atividade intracelular
para a populacdo mista da L17 foi de 307,5 U/mg e para os clones 15 e 16 foram cerca de 586,3
e 752,3 U/mg. O ensaio de espectrometria de massa mostrou a quantificacdo da enzima
lisossomal recombinante no sobrenadante e intracelular produzida pela linhagem celular
L18 293FT_GBA_WT_PM e os resultados mostraram niveis similares a GBA produzida pela
linhagem celular virgem. Por outro lado, a linhagem L17_293FT_GBA_SYN_PM apresentou
elevados niveis da enzima lisossomal recombinante GBA no sobrenadante da ordem de 38,39
pg de GBA e os clones 15 e 16 cerca de 60,15 e 53,23 ug de GBA, respectivamente. A
quantificacdo da enzima GBA recombinante intracelular foi cerca de 14,08 ug para a populagéo
mista e para os clones 15 e 16 foi de 6,17 e 5,34 ug de GBA, respectivamente. Foi realizado
também o escalonamento da popula¢do mista L17 e os resultados mostraram ser possivel a
expansdo da producdo da GBA em larga escala. Desta forma, concluimos que o sistema
lentiviral foi efetivo e esse conjunto de informagdes levam a interpretacdo de que o uso de
codons sindnimos pode consistir em uma estratégia promissora para obtencdo de uma linhagem
celular humana com elevados niveis da enzima lisossomal recombinante.

Palavras-chave: Doenca de Gaucher. B-glicosilceramidase. Enzima Recombinante. Sistema
Lentiviral.



ABSTRACT

COELHO Ana Carolina. Generation and functional characterization of a new recombinant
molecule of human f-glycosylceramidase carrying synonymous mutations. 2018. 146 f.
Thesis (PhD in Genetics) — School of Medicine of Ribeirdo Preto, University of Sdo Paulo,
Ribeirdo Preto, 2018.

Gaucher disease (DG), caused by mutations in the GBAL gene, is the first lysosomal storage
disease described and has become the model for the clinical and phenotypic description of the
diseases in that group. Enzyme replacement therapy is the main treatment available for patients
with DG, but high cost. Thus, in order to obtain a human cell line with stable expression and
high levels of recombinant human GBA lysosomal enzyme, the hypothesis of this study is that
the aggregation of the use of synonymous codons, genetic engineering and lentiviral system
will allow the generation of a new biologically active recombinant molecule in vitro. To achieve
this goal, transient transfection was first performed to assess whether the lentiviral vectors were
functional, which was demonstrated by the increase of GBA activity in the supernatant of the
lineages by the biological activity assay of GCase. From these results lentiviral particles were
produced relative to the GBA cDNA sequences with the original and synonymous codons, both
constructs under the control of the HeF1la promoter. The lentiviral titers were about 5.24x108
and 7.88x108 PV / mL, referring to plasmids LV HeFla GBA WT and
LV _HeFlo GBA SYN, respectively. Six cycles of MOI transduction were performed between
30-60, and after transduction, the lines were treated with puromycin. Following cloning of the
mixed populations, clones with higher levels of the recombinant enzyme were selected.
Analyzes of biological activity in the supernatant of the L18 293FT_GBA_WT_PM line was
2.72 U / ml, whereas for L17_293FT_GBA_SYN_PM it was 104.8 U / ml. In relation to the
clones that presented higher levels of GBA activity, we obtained clone 4 (19.73 U / mL) and
clone 9 (17.08 U / mL) for L18, and clones 15 (585.46 U / mL) and 16 (683.95 U / mL) for
L17. Intracellular activity analyzes of GBA for both strains and their respective clones showed
enzyme levels in the order of 108.4 U / mg for the mixed population of L18, 146.5 U / mg for
clone 4 and 159.8 U / mg for clone 9. Intracellular activity for the mixed population of L17 was
307.5 U / mg and for clones 15 and 16 were about 586.3 and 752.3 U / mg. The mass
spectrometry assay showed quantification of the recombinant lysosomal enzyme in the
supernatant and intracellular produced by the cell line L18 293FT_GBA _WT _PM and the
results showed levels similar to GBA produced by the virgin cell line. On the other hand, the
lineage L17 293FT_GBA _SYN_PM showed high levels of GBA recombinant lysosomal
enzyme in the supernatant on the order of 38.39 ug GBA and clones 15 and 16 about 60.15 and
53.23 ng GBA, respectively. The quantification of recombinant intracellular GBA enzyme was
about 14.08 pg for the mixed population and for clones 15 and 16, it was 6.17 and 5.34 g
GBA, respectively. It was also carried out the scheduling of the mixed population L17 and the
results showed that it is possible to expand the production of GBA on a large scale. In this way,
we conclude that the lentiviral system was effective and this set of information leads to the
interpretation that the use of synonymous codons may consist of a promising strategy to obtain
a human cell line with high levels of the recombinant lysosomal enzyme.

Keywords: Gaucher Disease. Glucosylceramide beta. Recombinant Enzyme. Lentiviral
System.
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1 INTRODUCAO

1.1 DOENCA DE GAUCHER

As doencas de deposito lisossomal sdo um grupo heterogéneo de doencas raras,
resultantes do acumulo de macromoléculas ndo digeridas ou parcialmente digeridas no
lisossomo (ou na célula), devido a deficiéncia de hidrolases lisossomais (Dandana et al., 2016).
A doenca de Gaucher (DG) € considerada o modelo para a descri¢do clinica e fenotipica para
as doencas desse grupo. E causada pela deficiéncia hereditaria da enzima B-glicosilceramidase,
responsavel pela hidrolise da ligagdo B-glicosidica do substrato glicosilceramida (GlcCer), um
esfingolipideo de membrana (Beutler e Grabowski, 2001; Jmoudiak e Futerman, 2005; Aflaki
et al., 2014; Baris, Cohen e Mistry, 2014) (Figura 1).

A deficiéncia de GCase se deve a mutacbes bialélicas no gene GBA1, o que leva ao
acumulo do GlcCer nos lisossomos, e resulta em manifestacdes clinicas, principalmente nos
6rgdos envolvidos no sistema reticuloendotelial (Baris, Cohen e Mistry, 2014; Zimran e Elstein,
2016; Zimran et al., 2017). Esses macrofagos contendo altas concentracdes de GlcCer séo
denominados de “células de Gaucher”, e esse acumulo leva a quadros patoldgicos da doenca,
uma vez que o GlcCer é um constituinte das membranas bioldgicas e intermediario nas vias de
sintese e degradacdo do complexo esfingolipideo (Jmoudiak e Futerman, 2005).

O turnover de GlcCer é baixo nos neurdnios e seu acimulo é significativo quando ha
uma diminuicdo drastica na atividade residual de GCase (Orvisky et al., 2002), o que pode ser
observado associado a mutagfes que levam a quadros clinicos mais graves da doenca, como
nos subtipos 2 e 3. Em Drosophila modelo para DG neuropatica, foi observada autofagia
comprometida nos seus cérebros, que apresentavam deficiéncia de GCase (Kinghorn et al.,
2016).

GlcCerase +

H OH )
Saposina C HD\CH
-0 +H,0 | _Re_n
HO [ + cH™ Y
HO - 0\ , 0
CH
VO A (N OH—g—\ A
cH™ Y H C
(o] H
OH—C ™ A . ' .
H"'\c/ Glicose Ceramida

H

Glucosilceramida - GleCer
Figura 1. Reacdo catalisada pela GBA na presenca do cofator Saposina C. O substrato glicosilceramida
é hidrolisado em glicose e ceramida pelo complexo GlcCer + Saposina C. Modificado de Dvir et al.,
2003.
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Fenotipicamente a DG caracteriza-se, pela espleno e hepatomegalia, sendo que ha
infiltracdo das células de Gaucher principalmente no baco, figado e medula dssea, mas outros
orgdos também sdo afetados. O acumulo do substrato GlcCer nas células de Gaucher é
considerado o acontecimento inicial para o desenvolvimento de complicacGes dsseas e até
mesmo necrose, devido a compressao vascular (Mikosch e Hughes, 2010). Os sintomas da DG
podem variar de individuos assintomaticos a até graves quadros clinicos levando a morte nos
primeiros anos de vida (Mistry, 2015). Clinicamente os pacientes séo classificados por trés
diferentes subtipos da doenca, no qual o subtipo 1 (OMIM#230800) ¢ o mais comum e
normalmente ndo causa dano neuroldgico, enquanto os subtipos 2 (OMIM#230900) e 3
(OMIM#231000) caracterizam-se por comprometimento neuroldgico (Sidransky, 2012). No
entanto, essa classificacdo é simplista, uma vez que a DG neuropatica representa um continuum
fenotipico (Sidransky, 2012).

A DG tipo 1 ¢é a forma mais frequente da doenca e representa 95% dos casos descritos
(Martins et al., 2009), com heterogeneidade clinica variando de pacientes assintomaticos a
quadros graves de comprometimento 6sseo e 6rgdos gravemente aumentados (Sidransky,
2012). Os 6rgdos geralmente afetados sdo o baco, figado e medula 6ssea como ja citado
anteriormente, porém, em quadros clinicos graves ha também o comprometimento dos pulmdes
e dos rins. Quadros de hepatoesplenomegalia, anemia e trombocitopenia com sangramento, séo
comuns em pacientes tipo 1 ndo tratados (Germain, 2004; Mehta, 2006). Os pacientes com DG
tipo 1 sdo tratados principalmente por terapia de reposicdo enzimatica, que assim como a terapia
de reducdo de substrato, tém apresentado efeitos significativos sobre a dor 0ssea, anemia e
reducdo do tamanho do figado e baco, o que conferiu melhora também na expectativa e
qualidade de vida desses pacientes (Maas, Poll e Terk, 2002; Dandana et al., 2016).

A DG tipo 2 é denominada de neuropatica aguda, uma vez que se manifesta logo na
primeira infancia e a deterioracdo neuroldgica progride rapidamente, acarretando a morte antes
dos dois anos de idade (Pastores, 2010). Para os pacientes com DG tipo 2 ainda ndo ha
tratamento eficiente, uma vez que a enzima ndo tem a capacidade de atravessar a barreira
hematoencefalica, resumindo a cuidados paliativos. Esses sintomas de carater neuroldgico
incluem hipotonia, cognicéo progressivamente prejudicada, deficiéncia auditiva, envolvimento
ocular incluindo visdo prejudicada, apraxia ocular, estrabismo e oftalmoparesia (Baris, Cohen
e Mistry, 2014).

A DG tipo 3 é conhecida como a forma neuropética cronica ou subaguda da doenca e
apresenta envolvimento neuroldgico variavel, manifestando-se geralmente na adolescéncia, e a

expectativa de vida pode chegar até 60 anos (Tylki-Szymafiska, Keddache e Grabowski, 2006;
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Pastores, 2010). Os sintomas neurolégicos na DG 3 incluem apraxia oculomotora, convulsées,
epilepsia mioclonica progressiva e, posteriormente, deméncia e ataxia (Tylki-Szymariska,
Keddache e Grabowski, 2006) e, neste caso, 0s pacientes podem se beneficiar do tratamento
com reposi¢cdo enzimatica ainda que os sintomas neurologicos ndo regridam (Vellodi et al.,
2009).

DG é a doenga de deposito lisossdmico mais frequente no mundo afetando 1 a cada
40.000 individuos na populagdo em geral, e 1 a cada 850 individuos da etnia judaica Ashkenazi
(Zimran e Elstein, 2016). Foram descritas 420 mutagdes para o gene GBA, de acordo com o The
Human Gene Mutation Database - HGMD®, e no mundo as muta¢bes mais comuns sio
N370S/N370S, ja no Brasil 0 gendtipo mais comum identificado foi o N370S/L444P, de acordo
com um estudo envolvendo 221 pacientes (Sobreira et al., 2007). Apesar de existirem algumas
correlacdes gerais de genotipo-fenotipo, a gravidade da doenca, e os resultados clinicos ndo
podem ser previstos apenas com base no gendétipo (Martins et al., 2009).

Anormalidades durante o transporte e entrega da GCase aos lisossomos também podem
levar a reducdo da mesma, sem que haja disfuncdo intrinseca a enzima, e desta forma, pode
haver degradacdo prematura, devido ao enovelamento inadequado durante a passagem pelo
reticulo endoplasmatico (Ron e Horowitz, 2005; Yang et al., 2015). As moléculas de GBA
recém-sintetizadas dentro da célula, sdo direcionadas ao lisossomo pela interagcdo com a
proteina lisossomal integral de membrana (LIMP-2), e a entrega da mesma de fora da célula
para o lisossomo ocorre devido a presenca em macrofagos de um receptor especifico de manose
(manose-6-fosfato) (Lee et al., 2002; Grabowsky, 2012).

1.2 B-GLICOSILCERAMIDASE

O gene que codifica a GBA humana esta localizado no brago longo (q) do cromossomo
1, na posicao 22 (Figura 2), apresenta 7,6 kb de tamanho e é composto de 11 éxons e 10 introns,
podendo haver mutagdes em diferentes locais, ocasionando o desenvolvimento da doenga de
Gaucher (Sorge et al., 1985; Tsuji et al., 1986; Mehta, 2006). Sorge e colaboradores (1985)
isolaram e caracterizaram um clone de cDNA relativo ao gene da GBA humana. Eles
verificaram que o codon ATG nas posi¢des 154-156 possibilitava a tradugdo da proteina com
515 aminoacidos e uma sequéncia de peptideo sinal composta de 19 aminoacidos. A proteina
madura continha 496 residuos e peso molecular de 55,4kDa. No ano seguinte Tsuji e
colaboradores (1986) isolaram clones de cDNA de GBA de uma biblioteca de hepatoma
humano, e verificaram a presenca de uma proteina madura de 516 residuos com peso molecular
de 57kDa.
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Em seguida, foi demonstrado a existéncia de dois cddons de iniciacdo para a traducéao
da GBA, o que pode resultar em uma proteina madura com um peptideo sinal composto por 39
ou 19 aminoacidos, dependendo do cddon escolhido para iniciar a traducdo da enzima (Sorge
et al., 1987). De acordo com Sorge e colaboradores (1987) a atividade enzimatica funcional de
ambos os produtos de traducdo foi encontrada predominantemente nos lisossomos.

O RNAm relativo a GBA apresenta 2324 nucleotideos, contendo uma pequena regiao 5’
ndo traduzida (166 nucleotideos), a regido codificadora (1610 nucleotideos) e uma regido 3’
ndo traduzida (547 nucleotideos), e 0 cDNA relativo a GBA esta depositado no NCBI sob
referéncia: NM_000157.3.
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Figura 2. Localizacdo cromossdmica do gene GBA (1g22). Fonte: Genome Decoration Page/NCBI.

A proteina apresenta dois residuos cataliticos (E235 e E340) e cinco sitios de
glicosilacdo, sendo quatro ativos (N19, N59, N146 e N270), e esta organizada em trés dominios:
dominio | (residuos 1-27 e 383-414), que contém duas pontes dissulfeto e um sitio de
glicosilacdo (N19); dominio Il (residuos 30-75 e 431-497), que apresenta um sitio de
glicosilagdo (N59) e o dominio Il (residuos 76-381 e 416-430), o qual contém o sitio catalitico
e constitui-se por dois sitios de glicosilacdo (N146 e N270) (Figura 3) (Dvir et al., 2003).
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Figura 3. Estrutura de raios-X da p-glucosilceramidase. O dominio | € mostrado em roxo e contém as
duas pontes de dissulfeto, cujos atomos de enxofre sdo mostrados como circulos verdes, o dominio Il é
mostrado em verde. O dominio catalitico (dominio I11) € mostrado em azul, bem como os residuos do
sitio ativo E235 e E340 também sdo evidenciados. As seis mutagdes mais comuns da [-
glucosilceramidase (GlcCerase) sdo mostradas como circulos, com aquelas que causam predisposi¢éo
para doenga grave (tipos 2 e 3) em vermelho e leve (tipo 1) em amarelo. Fonte: Dvir et al., 2003.

Existem centenas de mutacOes para o gene GBAL, entretanto, as mutagfes N370S,
L444P, 84GG e 1VS2 representam 98% das mutacOes encontradas nos pacientes e, destas, a
N370S e L444P possibilitam prognosticos dos sintomas (Koprivica et al., 2000). O alelo N370S
ndo correlaciona-se a manifestacdes neuroldgicas e, portanto, estd associado a DG do tipo I.
Além disso, sua presenca em homozigose confere quadros clinicos menos graves da doenca
(Beutler e Gelbart, 1996; Grabowski, 1997), sendo que parte dos individuos que apresentam o
gendtipo N370S/N370S podem se manter assintomaticos, enquanto outros com 0 mesmo
gendtipo para GBA1 apresentam sintomas graves, relacionados a doenca (Elstein et al., 2010;
Huang, Zhang e Chen, 2015).

A presenca de heterozigose composta do alelo N370S com as demais mutagdes (L444P,
84GG ou IVS2 (+1)), pode estar associada a manifestacdes neuroldgicas mais graves (Beutler
e Gelbart, 1996; Grabowski, 1997), porém também ja foi observada em paciente do tipo 1
(N370S/L444P) com sintomas leves da doenca (Huang, Zhang e Chen, 2015); esse amplo
quadro de heterogeneidade fenotipica para 0 mesmo geno6tipo nos leva a considerar que ha o
envolvimento de outros fatores relacionados a essas manifestacdes, como modificadores
genéticos ou fatores ambientais. Esses modificadores podem estar relacionados com outras
etapas do metabolismo da GBA ou mesmo com alteragdes pos-transcricionais que afetam a agéo
da enzima, seja no trafego, ligacdo ou nas vias de degradacdo (Huang, Zhang e Chen, 2015).

Goker-Alpan e colaboradores (2005) observaram que a gravidade da doenca pode variar entre
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pacientes portadores das mesmas mutacdes e Lachmann e colaboradores (2004) observaram
essa mesma variabilidade entre irmé&os univitelinos.

Horowitz e colaboradores (1989) descreveram a presenca de um pseudogene (GBAP)
16 kb dowstream do gene da GBAL, o que confere frequentes eventos de recombinacéo entre
ambos. A atividade residual da GCase depende do tipo de mutagdo no gene que a produz e, no
caso da N370S, em um heterozigoto composto, garante sua atividade residual suficiente para o
catabolismo correto do glucocerebrosideo nos neurdnios (Grabowski, 1997).

No caso da mutacdo L444P, quando em homozigose, prediz DG neuropatica, porém nao
é determinante para a diferenciacdo entre DG do tipo 2 e 3 (Koprivica, 2000), mas esta
altamente relacionada com quadros clinicos de doenca neuropatica (Beutler e Grabowski,
2001). A mutagdo D490H, quando em homozigose, estd diretamente relacionada com
envolvimento cardiovascular dos pacientes com DG (Cindik et al., 2010; Baris, Cohen e Mistry,
2014), e acredita-se que portadores de homozigose para 84GG ou IVS2+1 sejam casos de
letalidade, sendo que a 84GG bem como a V394L sdo mutacdes exclusivas da populacédo de
judeus Ashkenazi (Baris, Cohen e Mistry, 2014). A mutagcdo N370S representa 70-80% nessa

mesma populacao de judeus e cerca de 30% na populacdo em geral (Cindik et al., 2010).

1.3 TERAPIA DE REPOSIQAO ENZIMATICA

A doenca de Gaucher ¢ a mais comum dentre as doencas de depdsito lisossdmico, e
segundo dados do Ministério da Saude, ha 670 pacientes com DG em tratamento no Brasil e
destes, 96% fazem uso de terapia de reposicdo enzimatica - TRE e o0s outros 4% recebem o
tratamento de terapia de reducdo do substrato - TRS (Protocolos Clinicos e Diretrizes
Terapéuticas, 2014). O objetivo da TRE ¢ a substituicdo da enzima deficiente pela enzima
funcional, enquanto que a TRS atua inibindo a formacdo de GlcCer, evitando assim o seu
acumulo. O Miglustate (Zavesca®, Actelion Pharmaceuticals), ¢ um inibidor oral da
glicosilceramida sintase, um analogo de glicose (Machaczka, et al., 2012), e geralmente é
indicado quando ndo ha uma resposta efetiva da TRE.

O tratamento de reposicdo enzimatica, para a doenca de Gaucher, foi sugerido pela
primeira vez por Christian de Duve em 1964 e o primeiro ensaio clinico foi aprovado em 1991
pela Food and Drug Administration (FDA) (de Duve, 1964; Desnick e Schuchman, 2012). O
objetivo da TRE € fornecer a enzima funcional para os tecidos mais afetados pela doenca e, esta
é obtida por meio de purificacdo de outros tecidos humanos ou por uma produgdo em sistemas
celulares. As mesmas sdo desglicosiladas, expondo os seus residuos de manose de modo a

permitir a sua absorcdo pelos receptores dos macréfagos e a sua transferéncia para 0s
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lisossomos (Goker-Alpan, 2011). A administracdo da enzima € realizada a cada 15 dias, porém
esse tratamento ndo apresenta a capacidade de alcancar a barreira hematoencefalica, sendo essa
terapia muitas vezes ineficaz em casos em que o sistema nervoso central é acometido
(Kirkegaard, 2013).

A multinacional Genzyme Corporation produziu a primeira droga comercial para ser
utilizada na TRE, a Alglucerase (medicamento Ceredase®), purificada de placentas humanas
(Friedman e Hayes, 1993). Essa molécula foi aprovada para comercializacdo pela FDA em
1991, nos Estados Unidos, e projetada para uso na Terapia de Reposicdo Enzimaética para
doenca de Gaucher, poréem devido a sua forma de obtencao resultou em um custo muito elevado,
tendo sido denominada pela midia como a “droga mais cara do mundo”. Esse custo se deve em
parte a sua fonte de origem, assumindo um rendimento de 1mg de GCase a cada 10-20kg de
placenta, o que significa que eram necessarios 500 a 2000kg de placenta humana por paciente
a cada duas semanas (2.000 a 8.000 placentas) (Dinur et al., 1986; Cramer et al., 1996). A TRE
consiste de infusdes intravenosas regulares da droga, a qual suplementa a ineficiéncia da
atividade enzimatica nos pacientes (Barton et al., 1991), e seu uso foi posteriormente substituido
por novas enzimas disponiveis para comercializacao.

No Brasil, existem trés enzimas recombinantes para o tratamento de DG sendo
comercializadas atualmente. A Imiglucerase (medicamento Cerezyme®, Genzyme Corporation,
Cambridge, MA) produzida em células murinas (CHO), a Taliglucerase-a (medicamento
Elelyso®, Protalix Biotherapeutics, Carmiel, Israel) produzida em células de cenoura (Shaaltiel
etal., 2012), que no caso, apresenta glicosilacio especifica e a Velaglucerase-o. (VPRIV®, Shire
HGT, Cambridge, MA), produzida usando fibroblastos humanos. A Imiglucerase obteve
autorizacdo de comercializagdo em 1996, e a Velaglucerase-o. foi autorizada em 2010, enquanto
a Taliglucerase estava disponivel durante 2009-2011, periodo de escassez de Imiglucerase, por
motivos de uma contaminacéo viral na cultura recombinante, mas ndo obteve uma autorizacao
de comercializagcdo em todos os paises (Stirnemann et al., 2017), tendo sido aprovada pela FDA
em maio de 2012.

Para os pacientes com DG 1 a resposta ao tratamento por TRE é efetiva, ja que esse
grupo possui pouco ou nenhum comprometimento no SNC. As manifestacGes sistémicas da DG
3 também respondem positivamente ao tratamento por TRE, mesmo com a incapacidade da
GBA recombinante de atravessar a barreira hematoencefalica (Sawkar et al., 2006). A
administracdo da enzima é por via intravenosa e as doses variam de acordo com o pais (Goker-
Alpan, 2011) bem como de acordo com a idade do paciente e progressdo da doenga (Martins et
al., 2009).
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As recomendagfes do ministério da satde (2014) sdo uma dose inicial de 60 U/Kg a
cada 15 dias para adultos em situagdo de “risco” e para criangas, € como dose de manutencao a
longo prazo, a dose pode ser estabelecida em 15 a 30 U/Kg (Andersson et al., 2005). Porém, é
necessario observar todos os aspectos clinicos da doenca, para avaliar como o individuo é
afetado e como é a resposta ao tratamento, a fim de determinar se a dose é adequada (Grabowski
et al., 2009).

A Imiglucerase é a enzima recombinante pioneira e apresenta a substituicdo do
aminoéacido arginina pela histidina (R495H), o que resultou em uma maior entrega in vivo da
proteina na célula alvo por favorecer o reconhecimento pelos receptores de carboidratos da
membrana dos macrdfagos (Friedman e Hayes, 1993). A taliglucerase também apresenta a
modificacdo R495H, além de dois aminoéacidos adicionais na regido N-terminal e sete
aminoéacidos na por¢do C-terminal (Shaaltiel et al., 2012).

Os sintomas relacionados a osteopenia e infiltragdo da medula Ossea regridem
progressivamente e o envolvimento de problemas ésseos € menos relatado apds um periodo de
24 a 48 meses da terapia (Weinreb et al., 2007; Mistry et al., 2011). Geralmente hd uma melhora
significativa no quadro de trombocitopenia, mas quadros clinicos de esplenomegalia residual
podem persistir mesmo ap0s o inicio do tratamento de TRE (Stein et al., 2010). Com relacéo
aos sintomas neuroldgicos, ndo ha nenhuma evidéncia de reversdo ou estabilizacdo desses
sintomas em pacientes tratados por TRE (Weiss et al., 2015). Apenas 2 a 14% dos pacientes
desenvolveram imunogenicidade a terapia, dependendo da enzima utilizada, geralmente sem
sinais clinicos (Stirnemann et al., 2017), sendo que ndo ha critérios prévios para 0 USO
preferencial de uma ou outra enzima disponivel no mercado. A Imiglucerase é a Gnica com
autorizacgdo para o uso dos pacientes com DG 3, ndo sendo indicado nenhum tratamento para
DG 2, dado que ndo ha nenhuma resposta do tratamento aos sintomas neurologicos progressivos
da DG tipo 2, devendo receber os devidos cuidados paliativos (Mignot et al., 2006).

De acordo com dados do Ministério da Salde cerca de 500 pacientes com DG foram
tratados no Brasil no ano de 2007, tendo sido comprados 177.280 frascos de enzima para TRE
a um custo de mais de 250 milhGes reais. Tendo em vista o alto custo de tratamento dos
pacientes com DG e sabendo-se que a producdo e comercializagdo da enzima encontra-se
exclusivamente sob o dominio de grandes empresas internacionais, a plataforma de producéo
proposta neste projeto tem como objetivo desenvolver a producéo otimizada da GBA por meio
do uso do sistema lentiviral, a partir de um vetor portador do cDNA da GBA com codons

otimizados, de maneira mais rapida e eficiente comparada a tecnologia por engenharia genética
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classica, gerando um produto com tecnologia desenvolvida em territério nacional, visando a
reducdo dos custos para o pais.

Diferentes sistemas de expressdo ja foram utilizados para a producdo de GBA
recombinante. Sistemas baseados em leveduras (Sinclair e Choy, 2002), células de insetos
(Martin et al., 1988), em células de raiz de cenoura, que foi aprovada para comercializagdo no
ano de 2012 pela FDA (Shaaltiel et al., 2012), em plantas de tabaco (Cramer et al., 1996; Limkul
et al., 2016), em células de mamiferos como CHO que também foi aprovada pela FDA para
comercializa¢do no ano de 1996, e em outros trabalhos desenvolvidos em linhagem CHO (Novo
et al., 2012), além de sistemas de expressdo em linhagens HEK 293 (Kim et al., 2004) como o
apresentado também neste trabalho. Apesar dos altos niveis de proteina obtidos nesses sistemas,
a producdo em linhagens humanas ainda é uma opcdo atraente, dado que apresenta a capacidade
de produzir proteinas mais semelhantes as sintetizadas naturalmente em humanos (Ghaderi et
al., 2010).

1.4 SISTEMA LENTIVIRAL

Os lentivirus pertencem a familia Retroviridae, sendo o HIV, virus da imunodeficiéncia
adquirida, o Unico lentivirus patdgeno da espécie humana (Merten, Hebben e Bovolenta, 2016).
Os virus dessa familia sdo esféricos e medem de 80-120nm de diametro, seu genoma consiste
de duas moléculas de RNA de cadeia simples de sentido positivo e apresentam estratégia
replicativa Unica, na qual o RNA viral é transcrito reversamente em DNA de cadeia dupla, que
ird integrar-se no genoma da célula (Varmus e Brown, 1989; Coffin, Hughes e Varmus, 1997).
Em conjunto com as cadeias de RNA, as proteinas estruturais bem como as enzimas necessarias
para a replicagdo formam o nucleocapsideo e este, esta dentro de um capsideo proteico
circundado por uma bicamada lipidica (Adamson e Jones, 2004), e entre a membrana e o
capsideo estdo as proteinas da matriz. As glicoproteinas da superficie viral interagem com os
receptores da membrana fosfolipidica da célula hospedeira, 0 que leva a mudanca
conformacional na glicoproteina viral e, consequente fuséo entre as bicamadas lipidicas, o que
permite a entrada do genoma viral na célula hospedeira (Tomas et al., 2013).

Diferentes sistemas virais estdo sendo desenvolvidos para uso em pesquisa com o intuito
de desenvolver protocolos de terapia para o tratamento de doencgas raras (Merten, Hebben e
Bovolenta, 2016). O vetor adenoviral do tipo AAV1, por exemplo, foi comercializado para o
tratamento da deficiéncia da lipoproteina lipase (Salmon, Grosios e Petry, 2014). Um tipo de
virus gque tem se destacado sdo 0s vetores retrovirais, caracterizados por serem veiculos

eficientes para a transferéncia génica em células de mamiferos dado que apresentam a



34

capacidade de expressdo a longo prazo e se integram no genoma celular. A partir dos retrovirus,
dois principais sistemas foram desenvolvidos, sendo eles, o vetor retroviral derivado do virus
da leucemia murina (MLV), e o vetor lentiviral (LV) derivado do HIV-1 (Delenda, 2004). Os
LVs podem transduzir células que ndo estdo em processo de divisdo celular, sendo sua principal
vantagem em comparagao aos vetores oncoretrovirais (Naldini et al., 1996; Merten, Hebben e
Bovolenta, 2016). Os LVs apresentam risco diminuido & mutagénese insercional em rela¢éo ao
MLV, além de apresentar altos niveis de producéo viral (Montini et al., 2009; Merten, Hebben
e Bovolenta, 2016).

Os retrovirus dividem-se em sete géneros (alpha-, beta-, gamma-, delta-, e epsilon-
Retroviridae, Spumaviridae e Lentiviridae) e, entre eles, os gamma-Retroviridae (MLV) e 0
Lentiviridae (HIV) possuem os padrdes de integracdo caracterizados (Poletti e Mavilio, 2018).
Esses estudos mostram que 0os gamma-retrovirus possuem sitios preferencias de insercdo em
regibes promotoras e elementos enhancers, associado a locais da cromatina enriquecidas em
marcas epigenéticas como H3K4mel-3 e H3K27ac. Ja os lentivirus possuem como sitios
preferencias de insercdo sequéncias transcricionalmente ativas, se integrando sem diferenciar
introns ou éxons, além de estar associado a regiées do genoma enrigquecidas em histonas do tipo
H3K36me3 (Lusic e Siciliano, 2017; Poletti e Mavilio, 2018).

Os LVs tém sido utilizados em ensaios clinicos para terapia génica de doencas
neurodegenerativas e de imunodeficiéncias (Merten, Hebben e Bovolenta, 2016). A sindrome
de Wiskott-Aldrich, € uma imunodeficiéncia hereditaria, que foi tratada por meio da infusdo de
células-tronco hematopoiéticas modificadas ex vivo por terapia génica, com o uso de vetor
lentiviral codificador da enzima WASP funcional, sendo essa a enzima deficiente nos portadores
dessa doenga. Como resultado dessa infusdo foi observada a expressao de WASP como também
melhora nos sintomas clinicos, e ndo foi observado evidéncia de expansdes clonais por até 32
meses apos a terapia génica realizada em trés pacientes (Aiuti et al., 2013).
O HIV-1 é o protdtipo do sistema de vetores lentivirais (Merten, Hebben e Bovolenta, 2016),
seu genoma tem entre 9-10 kb e apresenta sequéncias reguladoras de expressdo génica e de
sintese proteica; genes que codificam proteinas reguladoras além de genes estruturais e
enzimaticos, comuns a todos os retrovirus, como gag, pol e env (Katz e Skalka, 1994).
Flagueando o provirus retroviral estdo presentes as repeti¢des terminais longas (LTRS), as quais
contém a sequéncia promotora responsavel por permitir a expressdo génica, as repeticdes att,
importantes para a integracdo do provirus (Ptak et al., 2008; Fu et al., 2009).

Além dessas sequéncias, o virus do HIV-1 também apresenta outros seis genes; dois

genes que codificam duas proteinas reguladoras (tat e rev), e quatro genes responsaveis por
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expressar proteinas acessorias (vif, nef, vpr e vpu) (Ptak et al., 2008; Fu et al., 2009). As
proteinas acessorias apresentam funcbes que estdo relacionadas a patogénese do virus e séo
dispensaveis para a replicacdo viral in vitro (Tomas et al., 2013). Para a geracdo desses vetores
lentivirais, requisitos de biosseguranca devem ser considerados. Diferentes geracdes desses
vetores foram desenvolvidas ao longo dos anos, com o objetivo de utiliz-los em pesquisas
clinicas (Merten, Hebben e Bovolenta, 2016). Para tanto, todos os genes acessorios foram
removidos a partir da segunda geragdo de LVs e, da segunda para a terceira geracdo, 0 gene
regulatério tat também foi removido, dado que sua funcéo transacional é dispensavel como o
promotor U3 da regido 3’ LTR na transferéncia do vetor, o que pdde ser substituido pela
sequéncia promotora constitutivamente ativa, 0 CMV (citomegalovirus) (Kim et al., 1998;
Zufferey et al., 1998). Essas modificagdes levam a um sistema LV com fungdes baseadas nas
sequéncias gag-pol, responsaveis pela codificacdo de proteinas estruturais e enzimas virais,
baseada também no gene rev, que codifica um regulador pos-transcricional, todos derivados de
HIV-1 e env, além disso, esses vetores fazem uso da glicoproteina do envelope do virus da
estomatite vesicular (VSV-G), por apresentar alta estabilidade e amplo espectro transducional
(Merten, Hebben e Bovolenta, 2016).

No processo de transducdo do LV de terceira geracdo, o material genético a ser
transferido para a célula-alvo € o transgene, o qual tem-se o interesse de ser expresso. Esse €
flanqueado por elementos necessarios ao encapsulamento, e é retrotranscrito e em seguida
integrado no genoma da célula hospedeira (Zufferey et al., 1998). Além disso, LVs auto-
inativantes perderam também a capacidade de transcrever a sequéncia LTR viral, o que
minimiza o risco de recombinacéo e interferéncia da sequéncia promotora (Tomaés et al., 2013).
Outras modificacgdes, visando aumentar a biosseguranca desses LVs, relaciona-se a remocéo de
homologias de sequéncias residuais existente entre 0 genoma do vetor e construcdo da
sequéncia gag-pol, por meio da otimizacdo de cddons, o que reduz cerca de 100 vezes a
frequéncia de possiveis eventos de recombinacdo (Wagner et al., 2000; Merten, Hebben e
Bovolenta, 2016).

Kim e colaboradores (2004) transduziram cultura de fibroblastos, derivados de pacientes
com DG, utilizando vetores lentivirais recombinantes contendo a sequéncia de cDNA do gene
da GBA. Altos niveis de expressdo de GCase foram produzidos nessa cultura e a administragdo
do vetor lentiviral em camundongos também resultou em altos niveis de expressdo de GCase,

que persistiram na maioria dos 6rgdos ao longo de quatro meses.



36

1.5 CODONS SINONIMOS

A presenca de codons sindnimos (do inglés, codon bias) € uma das caracteristicas do
codigo genético, ou seja, 0 codigo é redundante. Diferentes codons podem codificar um mesmo
residuo de aminodcido, o que leva a formacao de diferentes sequéncias de nucleotideos, mas
que expressam o mesmo produto proteico (Zuckerkandl e Pauling, 1965). O uso de codons
preferenciais ja foi observado em todos os grandes grupos e essa preferéncia entre os codons,
pode variar entre espécies proximas, como também entre genes (Grantham et al., 1980).
Inicialmente acreditava-se que essas mutacfes, uma vez que ndo alteram a sequéncia do
polipeptideo, eram neutras, ou seja, ndo causavam efeito sobre a aptiddo ou funcéo celular dos
organismos (King e Jukes, 1969; Plotkin e Kudla, 2011). Entretanto, estudos recentes tém
mostrado que a variacdo de sequéncias devido a redundancia do cédigo genético, bem como as
multiplas possibilidades de transcricdo, pode possibilitar a acdo da selecdo natural (Sharp et al.,
1995; Plotkin e Kudla, 2011).

A preferéncia no uso de cddons sindbnimos esta relacionada, na maior parte das vezes,
com a eficiéncia translacional, o que significa dizer que ha a escolha dos cdédons que sdo mais
rapidamente traduzidos, reduzindo assim, o tempo e o “esfor¢o” despendido no processo (Sharp
et al., 2005). Essa preferéncia relaciona-se também com a abundéancia dos diferentes RNAt
presentes na célula, o que também possibilita que a tradugdo aconteca mais rapidamente frente
as sequéncias que estdo em menor frequéncia no meio celular (Duret, 2000). A diferenca nas
frequéncias com que os codons sinénimos vém sendo utilizados nos processos celulares dos
diferentes organismos é reconhecida como uma area crucial de estudo, uma vez que essas
substituicdes estdo intimamente relacionadas com os resultados de expressédo génica e fungéo
celular (Plotkin e Kudla, 2011).

Uma analise do nivel de expressdo das proteinas L1 e L2 do capsideo de papilomavirus
em células Cos-1, utilizando codons preferenciais de papilomavirus versus os de mamiferos,
mostrou que o uso de cddons preferenciais de mamiferos induz um aumento de quase 1000
vezes das proteinas do capsideo na célula hospedeira (Zhou et al., 1999). Desde que foi
observada a possibilidade de haver vantagem seletiva de um codon sinénimo sobre outro, e de
verificar que esse resultado esta vinculado ao conjunto de genes de RNAt no genoma, modelos
estdo sendo desenhados a fim de compreender a relacdo entre o uso de codons preferenciais
dependentes de selecdo, mutacao e deriva (Li, 1987; Bulmer, 1991; Higgs e Han, 2008), sendo
esses desafios vigentes dessa area de estudo.

Acredita-se que a relagcdo entre o uso de codons preferenciais e 0 conjunto de genes de

RNAU disponiveis seja uma questdo de coevolucdo molecular, em que haja um equilibrio entre
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0 uso de cddons sinbnimos disponiveis e a velocidade em que o cédon de escolha é traduzido.
Entretanto, o nimero de cdpias de RNAt disponivel pode mudar devido a mutagdes no
anticodon ou como consequéncia de delecdes e duplicacdes génicas. Desta forma, pode-se
observar um processo de evolucdo do niumero de cdpias em relacdo a correspondéncia no uso
dos codons sindnimos e, sendo assim, é esperado encontrar casos onde haja um processo de
coevolugéo, ndo havendo diminuicdo na eficiéncia da traducdo, sem que haja mudangas no uso
dos codons e na escolha do RNAt (Higgs e Han, 2008). Em leveduras foi identificado dois
grupos de genes que apresentavam padrdes diferentes na preferéncia de cédons sinbnimos e,
esses padrdes mostraram significado bioldgico, dado que foi observado genes diferencialmente
expressos, ou seja, com altos e baixos niveis de expressdo (Sharp, Tuohy e Mosurski, 1986;
Higgs e Han, 2008).

Em Drosophila o uso de codons preferenciais também foi relatado e mostrou-se efetivo
em niveis do desenvolvimento onde ha alta taxa de crescimento e, portanto, niveis de expressao
génica aumentados (Vicario et al., 2008), e em Escherichia coli a taxa e precisao transducional
in vivo também ¢ afetada pelo uso de codons preferenciais (Navon e Pilpel, 2011). Em
leveduras, E. coli como também em Bacillus subtilus, foram identificados mais de dois
conjuntos padrdes de uso de cddons sinbnimos e, apenas um desses clusters em cada uma das
espécies foi relacionado a selecdo translacional (Bailly-Bechet et al., 2006). Em genomas
bacterianos ja foram identificados mais de 120 genes de RNAt, porém, o nimero tipico desses
genes em bactérias € de cerca de 50. Acredita-se que nesse grupo de organismos o elevado
namero de cdopias de RNALt seja em resposta a selecdo translacional e que, devido a sua rapida
multiplicacdo, o tempo despendido durante o processo de traducdo é um fator limitante do
processo de divisdo (Higgs e Han, 2008).

Sabe-se que alguns RNALt apresentam a capacidade de ligar-se a cddons alternativos e
ndo apenas com a sua sequéncia complementar. Essa caracteristica se deve a um tipo fraco de
pareamento na extremidade 3’ do cddon e na 5° do anticodon. Atualmente esse processo ja €
conhecido e € chamado de oscilacéo (do inglés, wobble). Pela regra da oscilacdo é sabido que
G na extremidade 5’ do anticAdon pareia-se com C ou U na extremidade 3’ do codon; C somente
com G; A somente com U; e U com A ou G (Crick, 1966). Ha casos em que ja foram observados
que existe um unico RNAt com uma base U na posi¢éo de oscilagéo, que pode parear tanto com
A guanto com G. Nessa situacdo foi demonstrado haver uma preferéncia pelo codon A, dado
que a ligagdo com A acontece mais rapidamente do que com G (Higgs e Han, 2008). Entretanto,
ha situacGes em que a posicao oscilante, em um outro RNA, era a C e, neste caso, a traducdo

de sequéncia com a base G na extremidade 3’ do anticddon serd traduzida mais rapidamente
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em relacdo a A, dado que ambos emparelham com o cédon G, mas apenas 0 RNAt wobble-U
emparelha-se com A (Sorensen e Pedersen, 1991).

Um estudo feito com espécies de vertebrados, mediu o que eles denominaram de “Codon
Adaptation Index” - CAl, o que representa o peso geométrico do cddon especifico sobre todo o
peso geométrico do genoma, e desta maneira, encontraram os CAls para cada codon entre
conjuntos separados de organismos, todas espécies de vertebrados, como humanos, peixes-
zebra, ratos e galinhas. Os resultados indicaram que os codons com o0s maiores CAls
representavam o cédon preferido, e que estes eram codons ricos em guanina e citosina. Um
exemplo interessante acontece com a leucina, que apresenta seis codons, sendo que os dois
cédons que iniciaram com uracila representaram uma porcentagem muito menor do que 0s
cddons que comegaram com a citosina e, acredita-se que haja uma tendéncia para a guanina e
a citosina no genoma e que as mesmas sdo mantidas constantes em todos 0s genomas
(Nabiyouni, Prakash e Fedorov, 2013).

A vantagem do uso de codons preferenciais em trabalhos experimentais ainda € incerta
e, portanto, uma area de grande visibilidade. Vogel e colaboradores (2010) apresentaram uma
caracterizacdo abrangente de determinantes da abundancia de proteinas humanas e, para isso,
foram realizadas medi¢c6es em larga escala de concentragdes absolutas de proteinae RNAmM em
linhagem Daoy (linhagem de meduloblastoma), para mais de 1000 genes. O grupo verificou
que ha uma razdo de cerca de 1/3 (29%) de abundancia proteina/RNAm. Os autores defendem
que a contribuicdo da degradacdo proteica é tdo importante quanto a contribuicdo da transcricdo
e estabilidade do RNAm para a variacdo da abundancia dos produtos proteicos finais, o que 0s
levaram a repensar o fato de que o primeiro passo para a expressao, no caso a transcricéo, seja
de fato o principal alvo da regulacéo.

O porqué dessa grande variacao ainda € especulativo, e ha autores que atribuem essa
diferenca ao comprimento da sequéncia de codificacdo, sugerindo que transcritos mais longos
sdo menos estaveis (Feng e Niu, 2007) e demoram mais iniciar o processo de traducéo (Arava
et al., 2005). Além disso, um outro conceito discutido é o de que a adaptacdo do cddon nao
representa necessariamente niveis mais elevados de sintese proteica (Welch et al., 2009) como
também, o fato de que variadas taxas de degradacédo proteica podem estar ocorrendo (Vogel et
al., 2010).

Sabe-se que os cddons sindnimos estdo relacionados com a modulagéo da producéo e
dobramento proteico, entretanto, 0 mecanismo que agrega 0 conceito do uso de codons
sinbnimos a homeostase proteica ainda é desconhecido. Foi demonstrado que variantes de

cddons sindnimos no gene que codifica a proteina f-gama cristalina, uma das constituintes do
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olho de mamiferos, promove alteracdes na estrutura tridimensional da mesma, o que levou a
resisténcia a acdo da protease, in vitro (Buhr et al., 2016). Substitui¢cGes de cddons sinbnimos
mostraram também alterar o dobramento da proteina cotranslacional e essa analise, por meio
de modelagem computacional, conduziu os autores do trabalho a ideia de que a evolucgéo pode
ter moldado o uso de c6dons sindnimos nos genomas dos organismos, em parte, para aumentar
a quantidade de proteina nascente (Sharma, Bukau e O’Brien, 2016).

Hu e colaboradores (2013) realizaram duas otimizagOes independentes no gene da
queratinase A de Bacillus licheniformis S90 e expressou essas diferentes constru¢des em Pichia
pastoris, bem como uma construcdo com a sequéncia original. Os resultados mostraram que foi
possivel a otimizacdo da sequéncia da queratinase A em P. pastoris e a atividade bioldgica foi
de 293 e 324 U/mL para as sequéncias otimizadas engquanto que a expressdo da sequéncia
original obteve atividade da ordem de 195 U/mL. Um outro estudo, também com P. pastoris
avaliou o impacto do uso de codons sindbnimos na expressdo de proteinas heterdlogas, no caso
GBA, e observaram um aumento de 10,6 vezes mais atividade bioldgica, apds o uso de codons
preferenciais em um fragmento de 186 pb do gene da GBA (Sinclair e Choy, 2002).

Como ja foi dito anteriormente, essas mutagdes ditas silenciosas, sdo conhecidas por
apresentarem a capacidade de causar alteracdes na expressao, conformacéo e funcéo proteica.
Estudos de associacdo gendmica ampla — GWASs (do inglés, genome-wide association
studies), tem mostrado uma forte relacdo entre SNPs (do inglés, single-nucleotide
polymorphism) sinbnimos para o risco de doencas humanas (Zuben e Chava, 2011). Acredita-
se que esses SNPs sinbnimos podem afetar a estabilidade do RNAmM e consequentemente, a
expressdo proteica e atividade enziméatica (Nackley et al., 2006), o que pode levar a
consequéncias clinicas (Kimchi-Sarfaty et al.,, 2007). A manipulacdo das sequéncias
codificadoras é uma das propostas de muitos trabalhos que se iniciaram no final do século
passado e que vém se intensificando no presente. A busca de respostas frente a acdo dessas
mudancas sindnimas no cédigo genético faz parte dessa area de estudo ainda tdo polémica e
desconhecida. A proposta desenvolvida neste estudo foi creditada com base em estudos
publicados e com o intuito de obter maiores niveis de producéo enzimatica in vitro, visto que o
interesse futuro dessa linha de pesquisa € a obtencdo da proteina purificada, para possivel
terapia de reposicdo enzimatica para a doenca de Gaucher, com desenvolvimento total em

territorio nacional.
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2 JUSTIFICATIVA

O tratamento dos pacientes de Gaucher representa um alto custo, o que pode limitar o
numero de pacientes tratados, principalmente em paises subdesenvolvidos (Jmoudiak e
Futerman, 2005). No Brasil ha 670 pacientes em tratamento assistidos pelo Sistema Unico de
Saude (SUS) com o uso de medicamentos adquiridos pelo governo federal e distribuidos pelas
secretarias estaduais de salde (Protocolo Clinico e Diretrizes Terapéuticas, 2014). Até o
momento, 0 governo brasileiro apresenta dependéncia total de produtos importados para o
tratamento da doenca de Gaucher, o que resulta em um elevado custo para o pais. O
medicamento é disponibilizado aos estados pelo Ministério da Saude, por meio de aquisicao
centralizada, seguindo a Portaria GM no 2.577/06. E estabelecida pela mesma uma
programacdo anual e trimestral, sujeita a aprovacdo. No ano de 2009, conforme dados
fornecidos pelos estados ao Ministério, o gasto chegou a U$ 84 milhdes apenas com a compra
do medicamento. Diante disso, espera-se que o desenvolvimento de sistemas de producdo mais
eficientes associados a pratica atual do tratamento personalizado reduza a dose da enzima
administrada e, como consequéncia, permita a reducdo do custo da terapia, além do
desenvolvimento do medicamento em territorio nacional.

A forma de producdo proposta neste projeto tem como objetivo desenvolver uma
plataforma otimizada de producdo da GBA por meio do vetor lentiviral, a partir de um vetor
portador do cDNA da GBA com co6dons otimizados, de maneira mais rapida e eficiente
comparada a tecnologia por engenharia genética classica.

O uso do sistema lentiviral com sequéncias especificas que aumentam a estabilidade do
RNAm (WPRE), como também de multiplos ciclos de transducdo, permitiu a obtencdo de
multiplas cépias do gene GBA no genoma da célula hospedeira. Esta plataforma agrega
diferentes componentes de um sistema de producéo do biofadrmaco em células humanas, para a
doenca de Gaucher, que representa o prototipo das doencas de erro inato do metabolismo. A
implantacdo desta estratégia de producdo poderd ser utilizada como protétipo para o
desenvolvimento de biofarmacos para outras doencas de erro inato do metabolismo que, até o
momento, ndo apresentam opcdes terapéuticas. O trabalho desenvolvido sera continuado no
laboratdrio, a fim de obter a proteina purificada produzida pelas linhagens aqui geradas,
buscando obter um produto ao final do projeto que esta sendo desenvolvido no laboratério de
Erros Inatos do Metabolismo — FMRP.
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3 HIPOTESE
A agregacdo do uso de codons sinbnimos, engenharia genética e sistema lentiviral
permitira a geracdo de uma nova molécula recombinante da glicosiceramidase humana

biologicamente ativa in vitro.
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4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Gerar uma linhagem celular humana portadora do cDNA da GBA humana com c6dons
sindbnimos e com producdo estavel da GBA biologicamente ativa. Como controle, gerar uma
linhagem celular portadora do cDNA da GBA humana com os cddons originais.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

(1) Gerar quatro linhagens, (293FT/CMV_GBA WT; 293FT/HeFlo. GBA WT,;
293FT/CMV_GBA_SYN; 293FT/HeFla GBA SYN), com produgéo transiente da enzima
GCase e uma linhagem controle transfectada com vetor vazio (293FT/MOCK);

(2)  Avaliar quais das linhagens geradas obtiveram os melhores resultados, a fim de
selecionar os plasmideos mais promissores para geracdo das linhagens com producdo
permanente da GCase, por meio de anélises de atividade bioldgica, e quantificagdo por
espectrometria de massa do sobrenadante celular;

(3)  Avaliar a funcionalidade dos vetores lentivirais
pLV B4B2 HeFla GBA WT UbC Puro e pLV B4B2 HeFloo GBA Mut UbC Puro em
termos de capacidade de producéo de particulas virais;

(4) Gerar duas linhagens  celulares  humanas  (293FT/HeFla_GBA_ WT,;
293FT/HeFla_GBA_SYN) com producéo permanente da enzima GCase, por meio do sistema
lentiviral;

(5) Determinar os niveis de atividade bioldgica de GCase nas linhagens geradas e comparar
0s resultados obtidos com o controle, a linhagem celular humana 293FT virgem, por analise de
atividade biolégica;

(6) Realizar a clonagem celular das linhagens geradas e identificar o clone com niveis mais
elevados de atividade da GCase no sobrenadante celular;

(7)  Determinar o numero de copias do cDNA da GBA com os codons originais e com 0S
cddons sinbnimos, nas linhagens geradas (293FT/HeFla. GBA WT;
293FT/HeFla_GBA_SYN), ap0s seis ciclos de transdugdo das popula¢fes mistas, bem como
dos clones com os niveis mais elevados de atividade da GCase extracelular;

(8)  Comparar os niveis da enzima lisossomal recombinante secretada e intracelular das
populacdes celulares com produgéo estavel de GCase e dos clones celulares mais produtivos;
9 Quantificar a enzima recombinante lisossomal -glicocilseramidase presente no meio

extra e intracelular dos cultivos das linhagens celulares humanas com producdo transiente e das
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linhagens celulares com producdo estavel (populagdes mistas e dos melhores clones), pela
técnica de espectrometria de massa.
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 DESENHO EXPERIMENTAL

Primeiramente os plasmideos foram avaliados quanto a sua funcionalidade e capacidade
de producdo da enzima GCase, por meio de transfeccdo e atividade bioldgica transiente no
sobrenadante celular, por ensaio fluorimétrico e quantificacdo da GCase extracelular, pela
técnica de espectrometria de massa. Foram avaliadas a atividade bioldgica e quantificagdo da
GCase sob o controle de dois promotores: CMV e HeFla. A partir dos resultados obtidos, 0S
plasmideos que apresentavam a sequéncia de cDNA para GBA, selvagem e otimizada, sob o
controle do promotor HeF1a, foram selecionados para geracdo das linhagens com producéo
permanente da enzima, uma vez que apresentaram os resultados mais promissores. Buscando
alcancar esse objetivo e com o intuito de obter niveis mais elevados de atividade da GCase,
foram produzidos os lentivirus com a sequéncia da enzima selvagem e otimizada e realizados
seis ciclos de transducdo com MOI (multiplicity of infection) entre 30-60. Em seguida foi
realizada a clonagem a partir das populacfes mistas, a fim de obter uma populacdo homogénea
com niveis mais elevados da enzima GCase. Analises de atividade intracelular também foram
realizadas. Apos a analise de atividade biologica, foi calculado o nimero de copias do cDNA
das sequéncias da GBA selvagem e otimizada das populacGes mistas e dos clones mais
promissores. Uma Ultima analise foi a quantificacdo da GBA extra e intracelular por

espectrometria de massa. As principais etapas desse trabalho estdo resumidas na Figura 4.
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Vetores Plasmidiais

Geragdo de linhagens
transientes

Quantificagdo da GBA Quantificagdo da GBA
pela atividade bioldgica por espectrometria de
extracelular massa

Sele¢do dos vetores:
LV_HeFla_GBA_WT_P*
e
LV_HeFla_GBA_SYN_P*

Produg3o de Lentivirus
usando os vetores
Transfeccio de plasmideos LV_HeFla_GBA_WT_P*

LV_HeFlo_GBA WT P+ e
e LV_HeFla_GBA_SYN_P*
LV_HeFla_GBA_SYN_P* Calculo do Titulo Viral
em 293FT

Teste Imunoenzimatico
para a presenga do
virus- ELISA

Transdugdo e Geragdo
de linhagens
permanentes

Clonagem Celular

Quantificagdo da Quantificagdo da Quantificagio da GBA Determinagdo do
atividade biolégica da atividade biolégica da por espectrometria de ndmero de copias
GBA extracelular GBA intracelular massa integradas

Figura 4. Fluxograma resumido das etapas desenvolvidas nesse trabalho.

5.2 LINHAGEM CELULAR HUMANA 293FT

A linhagem celular 293FT (Life Technologies/ Invitrogen™ - USA) é uma linhagem
derivada da linhagem celular 293-T, adequada para a producao lentiviral (Naldini et al., 1996).
A linhagem 293-T é uma linhagem permanente estabelecida a partir de rim humano,
transformada com adenovirus humano tipo 5 (Graham et al., 1977). A expressdo do gene
adenoviral E1A permite a transativagdo de promotores virais, que possibilitam que haja niveis
mais elevados de producdo de proteina, 0 que torna essa linhagem adequada aos objetivos
propostos nesse projeto.
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5.3 VETORES PLASMIDIAIS

Os plasmideos lentivirais utilizados nesse estudo foram derivados do plasmideo de
destino pDEST_R4_R2 gentilmente cedido pelo Prof. Dr. Ron Weiss - Diretor do Centro de
Biologia Sintética do Departamento de Engenharia Biologica do Massachusetts Institute of
Technology — MIT, Cambridge, MA, USA (Guye et al., 2013). A construgdo dos mesmos foi
desenvolvida em seu laboratério sob a responsabilidade da Profa. Dra. Aparecida Maria Fontes
e contou com o auxilio da Dra. Velia Siciliano, como parte da colaboragdo obtida por meio da
chamada FAPESP-MIT Processo Numero 2013/50764-7 que permitiu a concretizacdo dessa

parceria, de acordo com o apresentado na Figura 5.

pLV_B4B2_HeF1a_GBA_Wt_
UbC_Puro (13,592 bp)

pLV_B4B2_HeF1a_GBA_OPTIM_
UbC_Puro (13,592 bp)

Figura 5. Desenho esquemaético dos vetores plasmidiais desenvolvidos para a geragdo das linhagens
com producdo permanente da GCase. (A) Plasmideo portador da sequéncia de cDNA referente a GBA
com codons originais; (B) Plasmideo portador da sequéncia de cDNA da GBA com cddons sinénimos.

5.3.1 Obtencéo dos Vetores Plasmidiais

5.3.1.1 Transformacéo Bacteriana

Foram adicionados 20ng de DNA plasmidial a 100uL de suspensdo de células
bacterianas competentes (DH5a) previamente preparadas. A reagdo foi mantida em gelo por 30
minutos e posteriormente foi submetida ao choque térmico de 42°C por 30 segundos e mantida
novamente no gelo por mais 5 minutos. Em seguida, foram adicionados 200uL de meio SOC,
composto de meio SOB (Super Optimal Broth) (2% triptona, 0,5% extrato de levedura, 10mM
NaCl, 2,5mM KCI, 10mM MgCl,, 10mM MgSO.) acrescido de 20mM de glicose, pH=7,0, &
preparacdo, que entdo foi incubada por 1h a 37°C sob agitacdo a 180rpm. Depois, foram
plagueados 100ul do crescido em placa contendo LB &gar 35g/L (Difco™ LB Agar Lennox) e
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carbenicilina dissodica (Sigma-Aldrich®) (100mg/mL) para crescimento apenas das bactérias
transformadas. As placas foram mantidas em estufa a 37°C, overnight (12-16h), e armazenadas
em geladeira. Com o intuito de manter as bactérias transformadas no laboratorio, foram
preparados estoques a partir de 300uL do crescido bacteriano acrescido de 300uL de glicerol a
70%. O tubo foi homogeneizado por inversédo e armazenado imediatamente em nitrogénio

liquido.

5.3.1.2 Midi-preparacdo de DNA plasmidial

Uma coldnia isolada foi inoculada em 30mL de meio Difco™ LB Broth, Miller (Luria-
Bertani) (25¢/L), contendo 30pL de antibiotico (carbenicilina) na concentracdo de 100mg/mL,
e mantida em estufa a 37°C a 180rpm, overnight. No dia seguinte foi realizada a extracdo do
DNA plasmidial utilizando o kit QIAGEN® Plasmid Plus Midi, para um volume final de 150uL
por extracdo, segundo as recomendac6es do fabricante. O DNA plasmidial foi quantificado em
espectrofotdmetro NanoDrop™ 1000 da Thermo Fisher Scientific.

Para verificar a presenca e integridade do DNA plasmidial foi realizada eletroforese em
gel de Agarose (UltraPure™ Agarose, da Life Technologies) a 1% preparado com Syber Safer
Green® da Invitrogen™ em TAE 1x (40mM de Tris HCI, 20mM de &cido acético, ImM de
EDTA, pH=8,0).

Foi preparado um mix contendo 400ng de DNA plasmidial, 2uL de loading buffer
(Glicerol (50%), Azul de Bromofenol (0,125%), Xileno Cianol (0,125%) pH=8,0) e agua Milli-
Q para um volume final de 7pL por poco. A corrida foi realizada a 100 volts por 45 minutos.
O marcador referéncia utilizado foi o ADNA/Hind III da Ambion® [0,5mg/mL]. Os géis foram
fotodocumentados no equipamento ImageQuant™ LAS 500 da GE Healthcare Life Sciences.

5.4 CULTIVO E EXPANSAO DA LINHAGEM CELULAR HUMANA 293FT

Um criotubo contendo 2x10° células da linhagem 293FT foi descongelado em banho-
maria a 37°C, e completado com meio DMEM (do inglés, Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium) da Gibco® suplementado com 10% de soro bovino fetal — Hyclone™ Fetal Bovine
Serum (GE Healthcare Life Sciences) e 1% de antibiotico, penicilina e estreptomicina da
Gibco™ (Life Technologies), para um volume final de 5mL. O soro foi previamente inativado
a 56°C por 30 minutos. Em seguida, o material foi centrifugado a 1200rpm, a 10°C, por 5
minutos. O sobrenadante foi retirado e o pellet celular foi ressuspendido em meio DMEM (10%
SBF, 1% antibi6tico), em seguida foi repetido o processo. As células foram contadas para

verificar a viabilidade do material descongelado e expandidas em garrafas de 75 cm®. Apos
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atingir uma confluéncia entre 70-90%, a garrafa foi tripsinizada (0,5% Trypsin-EDTA (10x),
da Gibco®), as células foram novamente contadas e utilizadas nos experimentos. O material
excedente foi congelado, mantendo-se cerca de 2x10° células por criotubo. Ap6s a contagem,
o volume restante foi novamente centrifugado e o pellet ressuspendido em solucdo de
congelamento [9% SBF + 1% DMSO (Dimetilsulfoxido 10%, da Sigma-Aldrich)] e mantido
em gelo até o momento de armazenamento, em freezer -80°C. Durante o cultivo a linhagem foi
mantida em estufa a 37°C e 5% de CO..

5.5 GERACAO DE LINHAGENS CELULARES HUMANAS COM PRODUCAO
TRANSIENTE DA GCase

Para avaliar a funcionalidade dos plasmideos gerados foi realizado um experimento de
transfeccdo para andlise da atividade bioldgica transiente da GCase no sobrenadante da
linhagem 293FT virgem transfectada com os vetores plasmidiais, sendo eles:
pLV_B4B2_CMV_GBA WT UbC Puro, pLV_B4B2 HeFlo GBA WT UbC_Puro,
pLV_B4B2 CMV_GBA Mut UbC Puro, pLV_B4B2 HeFla GBA Mut UbC Puro e o
vetor vazio (Mock) que serviu de controle do experimento.

Esse experimento foi realizado em placa de 6 pogos a partir de 1x10° células/pogo. As
transfeccdes foram realizadas quando a cultura de células atingiu uma confluéncia entre 50-
70%, cerca de 48 horas apds o plagueamento. As células foram cultivadas em meio DMEM
(Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) da Gibco® suplementado com 10% de soro bovino fetal
da Hyclone® e 1% de antibiético penicilina e estreptomicina da Gibco®. A transfeccdo foi
realizada com o reagente Attractene transfection reagent (Qiagen inc, CA, USA), segundo
especificacbes do fabricante. Para cada poco foram utilizados 1,5ug de DNA plasmidial e
completou-se com meio de cultura para um volume final de 100uL, em seguida acrescentou-se
4,5uL do reagente e esperou-se 12 minutos. Depois, esse mix foi gotejado sobre as células. O
meio de cultura foi trocado antes da transfecgdo e 6 horas apos a transfeccéo por meio DMEM
sem a adicdo de SBF, apenas com antibidtico (1%). Antes de trocar o meio, 0s pogos foram
lavados com PBS (Phosphate-buffered saline) 1x. O sobrenadante foi coletado 48 horas apds a
transfeccdo e centrifugado a 1500rpm, 10°C por 5 minutos para remocao dos restos de células
mortas. Em seguida, foi armazenado em freezer -80°C. A atividade bioldgica por ensaio
fluorimétrico foi realizada de maneira semelhante para a producéo transiente e permanente da

GCase e sera descrita posteriormente.
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5.6 GERACAO DE LINHAGENS CELULARES HUMANAS COM PRODUCAO
ESTAVEL DA GCase

5.6.1 Producéo Lentiviral por meio de Transfec¢cdo

Os ensaios de transfeccdo foram realizados com o plasmideo de empacotamento
(P CMV ARB8.91), o plasmideo responsavel pela formacdo do envelope viral (p)CMV-VSV-G) e
o0 plasmideo portador do cDNA da enzima GCase. Foram realizadas duas transfec¢Ges, uma
para gerar o lentivirus portador da sequéncia original e outra para a produgdo do lentivirus
portador da sequéncia otimizada da glicosilceramidase. Para producdo de cada virus, foram
preparadas 5 placas de 145mm com 2x108 células/placa. As células foram cultivadas em meio
DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) da Gibco® suplementado com 10% de soro
bovino fetal da Hyclone® e 1% de antibidtico penicilina e estreptomicina da Gibco®.

A transfeccdo foi realizada ap6s 48h (~50% de confluéncia) e o meio de cultura foi
previamente trocado, totalizando 12mL por placa. Os ensaios de transfeccdo foram realizados
utilizando o reagente de transfeccdo Lipofectamine® 3000 Transfection Reagent, da Thermo
Fisher Scientific, sendo que para cada placa foi preparado um ensaio contendo 6,5ug do
plasmideo pPCMVAR8.91; 3,2ug do pCMV-VSV-G e 12ug do plasmideo portador do cDNA
de interesse.  Nesse ensaio foi acrescentado 44,6L do reagente P3000 e 66,9uL do reagente
Lipofectamine 3000 e completado com meio Opti-MEM (Reduced Serum Media) da Gibco®
para um volume final de 200uL. Ap6s 5 minutos de incubacdo a temperatura ambiente, o
material foi gotejado sobre a cultura de células. Foi coletado o sobrenadante das células 48h e
72h apos a transfeccdo, com o intuito de obter o maior nimero possivel de particulas virais. O
sobrenadante coletado das 5 placas, 48 horas e 72 horas apés a transfec¢do, foi centrifugado por
5 minutos, 10°C, 1500rpm para separacao de debris celulares, totalizando um volume final de
120mL de sobrenadante, e armazenado em geladeira a 4°C até o dia seguinte, para realizacdo

do teste imunoenzimaico e posterior concentracao.

5.6.2 Ensaio Imunoenzimatico - ELISA

Para confirmar a presenca de lentivirus no sobrenadante celular, uma aliquota do mesmo
foi submetida ao teste imunoenzimatico ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay). Essa
andlise permite detectar a presenca do antigeno da capsula viral P24, e foi realizada no

Laboratdrio de Sorologia da Fundagdo Hemocentro de Ribeirdo Preto (FUNDHERP).


http://www.thermofisher.com/order/catalog/product/L3000001
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5.6.3 Concentragdo do Sobrenadante Lentiviral

O sobrenadante celular contendo as particulas lentivirais foi centrifugado em “colchio”
de sacarose 20%, a 25000rpm, 4°C por 2 horas, em ultracentrifuga OPTIMA™ XL 100K
Ultracentrifuge (SW 28 Beckman rotor), como descrito por Kurtner e colaboradores (2009). A
solugéo de sacarose foi previamente preparada contendo 20g de sacarose, 1ImM de EDTA,
100mM NaCl, 20mM HEPES, e completada para um volume final de 100mL com &gua Milli-
Q. O pH da solugéo foi ajustado para 7,2 e a mesma foi filtrada em filtro com membrana de
PVDF (Fluoreto de polivinilideno hidrofilico) de 0,22um. Em seguida, o sobrenadante foi
descartado e os tubos foram invertidos sobre papel toalha por cerca de 10 minutos, até que 0s
mesmos estivessem bem secos. Posteriormente, cada pellet lentiviral foi ressuspendido em
200uL de PBS 1x e estocado overnight a 4°C. No dia seguinte, foram utilizados os 200uL de
PBS 1x para ressuspender o pellet lentiviral presente em cada tubo e ao final, todas as aliquotas
foram misturadas, a fim de obtermos um concentrado viral homogéneo. O volume final do
concentrado viral foi de 800uL, o que significa que o sobrenadante contendo as particulas
lentivirais, foi concentrado cerca de 150 vezes. Em seguida foram feitas aliquotas de 50uL e

estocadas em freezer -80°C.

5.6.4 Célculo do Titulo Viral

Para o calculo do titulo do concentrado viral referente a cada construcdo plasmidial,
foram plaqueadas 1x10° células 293FT em placa de 6 pogos para o virus com a sequéncia da
GBA selvagem, como também para o virus com a sequéncia da GBA otimizada. ApG6s 8 horas
de cultivo, foi adicionado o concentrado viral nos volumes de 2uL, 5uL e 10pL em 6 dos 8
pogos acima mencionados e 2 pogos apenas com a célula virgem, para realizacdo da curva
padrdo referente ao gene enddgeno. Visando aumentar a eficiéncia de transducdo, foi
adicionado o reagente Hexadimethrine Bromide (Polybrene® - Sigma-Aldrich) na concentracio
de 6ug/mL, dado que o mesmo se liga as superficies celulares e neutraliza a carga superficial,
permitindo a entrada das particulas virais na célula. As células foram centrifugadas a 1200rpm
por 40 minutos a 22°C. Apo6s 48 horas, 0 DNA gendmico foi extraido com o DNeasy Blood and
Tissue Kit (Qiagen, CA, USA), de acordo com as instrugdes do fabricante, e eluido em um

volume final de 100uL.
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5.6.4.1 Padronizagéo dos Primers

A reacdo de gPCR para célculo do titulo viral foi realizada pelo sistema TagMan™ da
Applied Biosystems. Para o gene LTR (long terminal repeat) foi realizado um ensaio
customizado, ou seja, formado por um par de primers e a sonda separadamente. Desta forma,
fez-se necessério o teste da concentragéo ideal de primers. Para este objetivo, o par de primers
foi diluido e testado nas seguintes concentra¢fes: 120nM, 80nM, 40nM, 30nM e 20nM,
mantendo a concentracdo da sonda fixa em 100nM. A escolha da concentracao ideal para testar
a eficiéncia foi baseada em critérios pré-estabelecidos pelo protocolo de qPCR real-time: (1)
auséncia de amplificacdo no controle negativo, (2) Ct (cycle thresold) entre 20-25, (3) auséncia
de amplificacGes inespecificas ou formacdo de dimeros de primers. A amostra utilizada para
gerar a curva padrdo, necessaria para testar a eficiéncia do par de primers mais sonda (ensaio
customizado) foi a mesma para a qual o primer seria utilizado posteriormente (DNA plasmidial
digerido e purificado) a partir de 3x10° copias do gene em uma diluicdo seriada de 1:10 até o

total de 30 cdpias. A seguir sdo apresentados os primers e sonda utilizados (Tabela 1).

Tabela 1. Sonda inventoriada para a -actina. Par de primers e sonda para o gene LTR, utilizados para
calculo do titulo viral.

Gene-alvo  Sonda Inventoriada (1) Primer Sense (2) Anti-sense (3) Sonda (4)
B-actina (1) Hs03023880 g1

LTR (2) 5 GCCCGAACAGGGACTTGA 3’
(3) 5 CGAGTCCTGCGTCGAGAGA 3’
(4) 5 FAM AGCGAAAGGGAAACC MGB 3’

Os resultados foram conforme o esperado, e os valores de eficiéncia obtidos ficaram
entre o aceitavel (90-110%), porém como a prépria placa do titulo viral apresenta os valores de
eficiéncia de acordo com a quantificacdo absoluta obtida pelas curvas padrdao do endégeno (B-
actina) e do gene-alvo LTR sdo apresentados os valores de eficiéncia obtidos na placa do titulo
(Tabela 2).

Tabela 2. Eficiéncia dos primers utilizados na qPCR do célculo do titulo viral referente as sequéncias
de cDNA da GBA selvagem e otimizada.

cDNA Gene-alvo  Slope  Y-Inter R? Eficiéncia
GBA B-actina -3,499 35,815 0,997 93,124
selvagem LTR -3,294 39,384 0,954 101,187
GBA B-actina  -3,171 34,237 0,996 106,723
otimizada LTR -3,189 39,806 0,98 105,863
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5.6.4.2 Linearizacgao e Purificacdo dos Vetores Plasmidiais

A linearizag&o dos vetores plasmidiais circulares foi feita por meio do uso da enzima de
restricdo de corte Ginico (Hpal — New England Biolabs® Inc. — USA). A digestéo plasmidial foi
feita a partir de 1ug do plasmideo, 2uL da enzima Hpal (5000 unidades/mL) e 5uL de tampéo
CutSmart (10x) completados com agua Milli-Q para um volume final de 50puL. A digestdo foi
realizada em banho-maria a 37°C, por 2 horas. Em seguida, os plasmideos foram purificados
com o lllustra GFX PCR DNA and Gel Band Purification kit (GE Healthcare Life Sciences —
UK) de acordo com as orientacfes do fabricante.

Para verificar a presenca e integridade do DNA plasmidial, foi realizada eletroforese em
gel de Agarose (UltraPure™ Agarose, da Life Technologies) a 1% preparado com Syber Safer
Green® da Invitrogen™ em TAE 1x (40mM de Tris HCI, 20mM de &cido acético, ImM de
EDTA, pH=8,0).

Foi preparado um mix contendo 300ng de DNA plasmidial, 2uL de loading buffer
(Glicerol (50%), Azul de Bromofenol (0,125%), Xileno Cianol (0,125%), pH=8,0 e agua Milli-
Q para um volume final de 7uL por pogo. No gel foi colocado o plasmideo digerido, e plasmideo
ndo digerido em conjunto, como um controle. A corrida foi realizada a 75 volts por 1 hora. O
marcador referéncia utilizado foi o ADNA/Hind III da Ambion® [0,5mg/mL]. Os géis foram

fotodocumentados no equipamento ImageQuant™ LAS 500 da GE Healthcare Life Sciences.

5.6.4.3 PCR quantitativo em Tempo Real

A reacdo de qPCR para célculo do titulo viral foi realizada pelo sistema TagMan™ da
Applied Biosystems. O mix da reacdo de qPCR foi preparado no volume final de 15uL por
pogo, e cada reagdo foi feita em triplicata para cada amostra. Para o gene da B-actina (ensaio
inventoriado) foi preparado um mix contendo 7,5uL de TagMan; 0,75uL de sonda (20x);
1,75uL de agua livre de nucleases; 5puL de DNAg extraido das células transduzidas com 2, 5 e
10pL de concentrado lentiviral. Para o gene LTR foi preparado um mix contendo 7,5uL de
TagMan; 0,3uL de sonda (100nM); 0,9uL do primer forward (30nM); 0,9uL do primer reverse
(30nM); 0,4pL de agua livre de nucleases; 5uL de DNAg das mesmas amostras transduzidas.
A ciclagem da gPCR iniciou-se com 50°C por 2 minutos seguidos da desnaturagédo a 95°C por

10 minutos e 40 ciclos de: 95°C por 15 segundos e 60°C por 1 minuto.
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5.6.4.4 Célculo do titulo viral por PCR quantitativo em Tempo Real

A partir das quantificacbes do DNA genémico obtidas da célula virgem e do DNA
plasmidial de interesse, e levando em consideracdo o tamanho do genoma e o tamanho do DNA
plasmidial, previamente digerido e purificado, foram calculados o numero de copias do gene
endogeno B-actina (para a célula virgem), e o nimero de copias do gene LTR, para as linhagens
transduzidas, presente em cdpia Unica na sequéncia de DNA plasmidial. O céalculo do nimero
de copias do gene enddgeno e do gene alvo € fundamental para gerar as curvas padrdo, que
servem de base para a quantificagdo absoluta do gene LTR, e do endégeno. Em seguida, € feita
a quantificacdo relativa, levando em consideracdo o numero de cdpias de cada gene, o que nos
fornece, ao final, o nimero de particulas virais por mL do concentrado viral.

O numero de copias para a obtencdo das curvas foi feito de acordo com o protocolo
“Creating Standard Curves with Genomic DNA or Plasmid DNA Templates for Use in
Quantitative PCR” da Applied Biosystems. A curva padrdo para o gene da B-actina foi feita a
partir do valor inicial de 3x10° copias do gene, obtido do DNAg da linhagem 293FT virgem. Ja
para o gene LTR, a curva foi feita a partir da quantificacdo e do tamanho do DNA plasmidial,
previamente linearizado e purificado, também a partir do valor inicial de 3x10° cdpias do gene
(Tabela 3). A partir do valor inicial foram feitas dilui¢cGes seriadas de 1:10 até o ponto de 30
copias, totalizando cinco pontos por curva. As andlises foram realizadas na méaquina
StepOnePlus™ Real-Time PCR System, e a partir dos valores do “quantity” das curvas padrio
geradas, foi determinado o ntimero de copias do gene relativo a B-actina e da sequéncia LTR
para as amostras de células 293FT transduzidas. Em seguida, os valores obtidos foram
utilizados para calcular o titulo viral, a partir do valor médio das transducdes realizadas de 2, 5
e 10uL do concentrado viral, de acordo com Matsui e colaboradores (2007), como demonstrado
pela formula:

{[(Média do numero de copias LTR*2/Média do numero de copias pB-

actina)*numero de células plaqueadas]*fator de dilui¢ao}.
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Tabela 3. Diluicéo seriada (1:10) do DNAg isolado da linhagem celular 293FT/Virgem a partir de 3x10°
copias do gene da P-actina e do DNA plasmidial digerido e purificado
(pLV_B4B2 Hefla. GBA WT UbC Puro e pLV_B4B2 Heflo, GBA Mut UbC Puro) a partir de
3x10° copias do gene LTR.
N° de Copias Concentracéo de
dos genes— DNAg isolado da

Concentracéo de

pB-actina e linhagem DNA plasmidial
LTR 293FT/Virgem
3x10° 198ng/uL 8,8x10™*pg/uL
3x10* 19,8ng/uL 8,8x10*pg/uL
3x10° 1,98ng/uL 8,8x105pg/uL
300 0,198ng/uL 8,8x10"°pg/uL
30 0,0198ng/uL 8,8x10""pg/uL

5.7 TRANSDUCAO LENTIVIRAL

A estratégia para geracdo das linhagens permanentes, portadoras das sequéncias de
cDNA selvagem e otimizada, consistiu em seis ciclos de transdugdo com MOI entre 30-60, e 0
titulo viral foi calculado a partir da média das transdugdes com 2, 5 e 10uL do concentrado
lentiviral, previamente realizadas. A partir do valor obtido de particulas virais/mL, foi calculado
o volume do concentrado viral necessario, levando-se em consideragdo o nimero de células
plaqueadas (2x10° células) anteriormente a cada ciclo de transducdo e o MOI desejado. As
células foram plaqueadas em placa de 6 pogos com 2mL de meio DMEM. Apo6s 8h de cultivo,
0 meio DMEM foi trocado por meio Opti-MEM para a realizacdo da transducao. O concentrado
viral foi gotejado no meio celular de acordo com o calculado previamente, e conjuntamente foi
adicionado o polibreno (6pug/mL), visando aumentar a eficiéncia da transducdo. A placa foi
centrifugada por 40 minutos, a 22°C e 1200rpm (spinoculation), e apenas no dia seguinte o
meio foi novamente trocado por DMEM com 10% SBF e 1% antibidtico. Apds a recuperacao
e crescimento das células transduzidas, as mesmas foram tripsinizadas e replaqueadas para a
realizacdo do segundo ciclo de transducdo e assim sucessivamente. Parte das células
transduzidas foram congeladas, a fim de garantir o experimento. O tempo entre uma transduc¢édo

e outra variou de 2 a 7 dias.
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5.8 PRODUCAO DA GCase PELAS LINHAGENS L17 293FT GBA_SYNE
L18 293FT_GBA WT

5.8.1 Tratamento das popula¢fes mistas com o antibidtico puromicina

As linhagens geradas foram tratadas com o antibidtico puromicina (Gibco™ Sterile
Puromycin Diihydrochloride) por 10 dias a fim de selecionar as células transduzidas, dado que
a sequéncia de insercdo apresenta o gene de resisténcia a puromicina. A dose utilizada foi de
2ug/mL, previamente testada por Gomes (2016) em sua dissertacdo de mestrado. O teste para
determinacdo da dose foi realizado com a linhagem 293FT virgem, nas concentracdes de
0,5pug/mL; 1pg/mL; 2pg/mL e 4pg/mL. A dose de 2pg/mL foi selecionada como sendo de alta
estringéncia, uma vez que todas as células virgens morreram em cerca de 48h apds tratamento

com 1ug/mL de puromicina.

5.8.2 Producéo da GCase pela populagio mista da linhagem L17_293FT_GBA _SYN_PM
em meio reduzido de soro — Opti-MEM da Gibco®

A fim de avaliar a atividade da GCase em meio Opti-MEM, ideal para utilizacdo durante
transduces, foram plaqueadas 3x10° células da populagio mista da linhagem
L17 293FT_GBA _SYN_PM. Trocou-se 0 meio apo6s 48h de cultivo, e apds mais 48h foi
realizada a coleta do sobrenadante celular. O sobrenadante foi centrifugado a 1500rpm, a 10°C,
por 5 minutos para retirar os debris celulares e foi estocado em freezer -80°C para posterior
analise de atividade bioldgica. Essa analise foi importante para definirmos o meio de cultivo

ideal para as linhagens geradas.

5.8.3 Producdo da GCase pela populacdo mista da linhagem L17_293FT_GBA_SYN_PM
tratada com o antibiético puromicina nas concentracgdes de 1ug/mL e 5ug/mL

Ap6s o tratamento de 10 dias com 2ug/mL de puromicina, a linhagem
L17 293FT_GBA_SYN_PM foi tratada por mais 5 dias com 1 e 5ug/mL de puromicina e
expandida em garrafa de 75 cm?®. Para a realizacdo do experimento foram plaqueadas 3x10°
células da populagdo mista, tratadas com as duas diferentes concentragdes do antibidtico.

Depois de 48h de cultivo trocou-se o meio, mantendo um experimento em DMEM com
10% SBF e outro experimento em paralelo no qual o meio com 10% SBF foi trocado por
DMEM na auséncia de SBF. Apds mais 48h, foi realizada a coleta do sobrenadante celular. O
sobrenadante foi centrifugado a 1500rpm, a 10°C, por 5 minutos para retirar os debris celulares,

e foi estocado em freezer -80°C para posterior analise de atividade bioldgica.
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5.8.4 Producéo da GCase pela populagdo mista da linhagem L18 293FT_GBA WT_PM
tratada com o antibidtico puromicina na concentracao de 2pg/mL

Aplés o tratamento de 10 dias com 2ug/mL de puromicina, a linhagem
L18 293FT_GBA WT PM foi expandida em garrafa de 75 cm?® Para a realizagdo do
experimento foram plagueadas 3x10° células da populacdo mista e trocou-se 0 meio de
cultivo 48h apos o plaqueamento, por meio sem SBF. Apds mais 48h, foi realizada a coleta do
sobrenadante celular. O sobrenadante foi centrifugado a 1500rpm, a 10°C, por 5 minutos para
retirar os debris celulares, e foi estocado em freezer -80°C para posterior analise de atividade

bioldgica.

5.8.5 Escalonamento da producdo de GCase no sobrenadante das linhagens
L17 293FT_GBA _SYN_PMe L18 293FT_GBA_WT_PM

Primeiramente as populacGes mistas das linhagens L17 293FT_GBA_SYN PM e
L18 293FT_GBA_WT_PM foram tratadas com puromicina (2ug/mL) por cinco dias e
posteriormente expandidas em garrafas de 75 cm?, em meio DMEM com 10% SBF e 1% de
antibidtico. A linhagem virgem também foi expandida para servir como controle experimental.

Foram plaqueadas 2x10’ células em garrafas de 10 andares (1720 cm?) (Falcon Cell
Culture Multi-Flask - BD®) e cultivadas por 72h em meio DMEM com 10% SBF e 1% de
antibiético, em um volume final de 560mL. Apds as 72h de cultivo, o meio foi trocado por
DMEM sem SBF e as linhagens foram mantidas em cultivo por mais 48h. Em seguida, o
sobrenadante foi coletado para analise de atividade e o pellet foi centrifugado a 4000rpm, por

20 minutos a 4°C, para a realizacdo da contagem do nimero de células.

5.8.6 Producao de Clones

Apds a selecdo das populacGes mistas com alta estringéncia de puromicina (2ug/mL),
as populacdes foram expandidas, e posteriormente 1x10° células foram plaqueadas em placa de
100mm para selecdo dos clones. Cerca de 1 semana depois foi possivel observar em
microscopio invertido, as populagdes clonais separadamente. Essas popula¢fes foram
demarcadas, tripsinizadas e transferidas para placas de 6 pocos. Em seguida, foram expandidas,
tratadas por mais cinco dias com puromicina (2ug/mL) e congeladas em aliquotas de 2x10°
células por criotubo em freezer -80°C.
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5.8.6.1 Selecdo dos Clones

Os clones foram selecionados de acordo com os niveis de atividade bioldgica da GCase
presente no sobrenadante celular. Para isso, foram realizados experimentos em placas de 6
pocos, e os clones foram cultivados em meio DMEM suplementado com 10% de SBF e 1% de
antibidtico. Foram plagueadas 3x10° células, e apds 48 horas (~50% de confluéncia) foi trocado
0 meio e esperadas mais 48 horas para coleta do sobrenadante. O sobrenadante foi centrifugado
a 1500rpm, a 10°C, por 5 minutos para retirar os debris celulares, e foi estocado em freezer -

80°C para posterior analise de atividade bioldgica.

5.8.7 Producédo da GCase intracelular pela populacdo mista e clones selecionados das
linhagens L17_293FT_GBA SYNe L18 293FT_GBA WT

Para avaliar a atividade intracelular da GCase foram plaqueadas 2x10° células em placas
de 6 pocos. Apos 48h de cultivo trocou-se 0 meio por DMEM suplementado com 10% de SBF
e 1% de antibiotico, e apds mais 48h foi realizada a coleta do pellet de células em 245uL de
Mammalian Protein Extraction Buffer (GE Healthcare Life Sciences) mais 5L de coquetel de
inibidor de protease, da Sigma-Aldrich. O pellet foi homogeneizado e armazenado em freezer

-80°C para posterior analise.

5.9 ATIVIDADE BIOLOGICA POR ENSAIO FLUORIMETRICO

A determinacdo da atividade da enzima B-glicosilceramidase (GCase) baseia-se na a¢éo
da enzima sob o substrato fluorimétrico 4-metilumbiliferona-f-D-glicopiranosideo (4MUG) -
Sigma-Aldrich, que resulta na liberacdo da molécula 4-metilumbiliferona (4MU), que em pH
alcalino emite uma fluorescéncia proporcional a quantidade de moléculas que foram
hidrolisadas, portanto, atividade biol6gica. Como controle da reacdo foram utilizados leucécitos
de pessoa que ndo apresenta a doenca (controle positivo da reacao). O leucdcito foi sonicado
(amplitude 60%) para que o pellet fosse lisado (3 vezes de 10” cada) ou até formar uma solugéo
homogénea. Antes de realizar a dosagem enzimaética dos leucdcitos (controle), dosou-se a
guantidade de proteina total presente na amostra, pelo método de Lowry, para depois medir a
guantidade de GCase por miligrama de proteina total, ou seja, a atividade especifica. A
quantificacdo de proteina total (pelo método de Lowry) foi realizada utilizando o kit comercial
DC™ Protein Assay (BioRad) de acordo com as recomendagdes do fabricante.

Apbs a leitura da proteina total, os resultados foram analisados para que o valor de
absorbancia obtido nesta leitura correspondesse a uma quantidade de proteina entre 40-60ug

nos 30uL de amostra, que foram utilizados no ensaio de atividade. Foi verificado se a amostra
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obteve o valor de absorbancia correspondente ao valor de absorbancia estabelecido pela curva
de calibracéo. A curva padrdo para quantificacdo da proteina total foi preparada com albumina
de soro bovino (BSA), presente no kit DC™ Protein Assay (BioRad), a partir de 1,4mg/mL de
BSA em diluicéo seriada (1:2) até o ponto de 0,175, com posterior subtracdo do valor do branco
(Figura 6).
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Figura 6. Curva Padrdo de BSA para quantificagdo de proteina total presente no lisado celular pelo
método de Lowry. A equacdo da reta permite fazer a correlagdo entre os valores obtidos de absorbancia
e a quantidade conhecida de BSA em mg/mL.

Para a preparacdo das amostras foram adicionados a cada tubo (dmbar): 20uL de solugdo
trabalho de Sodium taurodeoxycholate hydrate (TDC) — Sigma-Aldrich (TDC 2% + tampéo
citrato fosfato 1M); 50uL de substrato (4MUG); 30uL da amostra. Agitou-se o tubo e apds
incubou-se por 2h, 100rpm, a 37°C em banho-maria. Apds as 2 horas, as amostras foram
resfriadas em gelo por 5 minutos. Adicionaram-se 2mL da solu¢do STOP (tampdo glicina-KOH,
pH=10,3) e realizou-se a leitura em fluorimetro SpectraMax M2 (Molecular Devices) com
excitacdo de 360nm e emissdo de 450nm, transferindo 150uL da solugdo para a cubeta de
aspiracao. As leituras de fluorescéncia foram corrigidas pelo valor do “branco”, e os resultados
foram comparados com a curva de calibragéo.

Os valores de atividade enzimatica da GCase secretada foram expressos em nanomoles
de substrato hidrolisado por mililitro de sobrenadante por hora (nmol/mL/h), enquanto que para
a atividade bioldgica intracelular os resultados foram corrigidos pela quantidade em miligramas
de proteina total e expressos em nmol/mg/h. Para gerar a curva padrdo para analise da atividade,
foi utilizado o reagente 4-metilumbiliferona (4MU) - Sigma-Aldrich, em dilui¢Ges seriadas a
partir de uma concentracdo inicial conhecida. A curva padrdo para analise de atividade

bioldgica da GCase no sobrenadante celular foi preparada com as concentracdes de 1,5; 0,75;



59

0,375; 0,175; 0,093; 0,046 de 4MU em nmol, além do branco, que foi descontado
posteriormente.

Para a analise da atividade biologica intracelular, a curva foi realizada a partir de 75nmol
de 4MU até o ponto de 0,29, em uma diluicdo seriada de 1:4. Essa adaptacéo foi necessaria para
que os valores obtidos pelas amostras ficassem dentro da curva padrdo. A seguir s&o
apresentadas uma curva padréo gerada para as andlises de atividade bioldgica das amostras de
sobrenadante e a curva padrdo utilizada para o calculo de atividade das amostras intracelulares
(Figura 7). Todas as curvas padrao geradas para as analises realizadas neste trabalho obtiveram
valores de R? acima de 0,99.

Para anélise dos dados ficou definido que uma unidade de atividade bioldgica da enzima
lisossomal GBA ¢é a quantidade de enzima necessaria para liberar 1 nmol de 4 MU por hora.
Para as amostras de sobrenadante a unidade é mililitro de meio de cultura, e para a intracelular
a unidade é miligrama de proteina total. Para o controle positivo das reacdes de atividade foram
utilizados leucdcitos de pessoa saudavel e procedeu-se a analise da mesma forma que o descrito
para as amostras intracelulares. A técnica foi realizada em parceria com o laboratorio de Erros
Inatos do Metabolismo (UNIFESP), sob responsabilidade da profa. Dra. Vania D’Almeida.
Valores entre 8-35 nmol/h/mg séo considerados como atividade padrao para GBA em amostras

de leucdcitos, segundo Goldim e colaboradores (2012).
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Figura 7. Curva Padrdo com 4MU para andlise de atividade biolégica. (A) Curva padrao para analise
de amostras de sobrenadante; (B) Curva padrao para analise de amostras de intracelular. URF: Unidades
Relativas de Fluorescéncia.
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5.10 ESPECTROMETRIA DE MASSA

Para o experimento de espectrometria de massa das linhagens permanentes foram
plaqueadas 1x108 células em placas de 100mm. As células foram cultivadas em 10mL de meio
DMEM suplementado com 10% SBF e 1% de antibiotico. Ap6s 24h de cultivo o meio foi
trocado por um volume final de 4mL de DMEM com 1% de antibi6tico sem SBF, e coletado
48 horas ap0s a troca. O sobrenadante foi centrifugado a 1500rpm, a 10°C, por 5 minutos para
retirar os debris celulares, e foi estocado em freezer -80°C. O pellet de células foi ressuspendido
em 250uL (235uL de tampéo Ureia 8M + Tris 0,1M; 12,5uL do coquetel inibidor de protease,
da Sigma-Aldrich; 2,5uL de inibidor de fosfatase (Nas\VVO4, Ortovanadato de Sodio — 1mM)),
homogeneizado e armazenado em freezer -80°C. Para proceder com o experimento,
primeiramente as amostras de intracelular foram sonicadas por 3 vezes de 10”, com amplitude
60%, ou até formar uma solucdo homogénea. Em seguida, foi realizada a quantificacdo de
proteina total das amostras de sobrenadante e do lisado celular a fim de separar 100ug de
proteina total para realizacdo da técnica de espectrometria de massa. A quantificacdo de
proteina total foi realizada pelo método de Bradford, com o kit Quick Start™ Bradford Protein
Assay (BioRad), e as curvas padrdo foram realizadas com BSA de acordo com o apresentado
na Figura 8.

Para o experimento de espectrometria de massa do sobrenadante das linhagens com
producio transiente da GCase, foram plaqueadas 1x10° células por placa de 100mm e as
transfeccBes foram realizadas quando a cultura celular atingiu uma confluéncia entre 50-70%.
As células foram cultivadas em DMEM suplementado com 10% de SBF e 1% de
estreptomicina/penicilina a 37°C e 5% CO.. A transfeccéo foi realizada utilizando o reagente
Attractene transfection reagent (Qiagen inc, CA, USA), segundo especificacdes do fabricante.
O meio de cultura foi trocado 6 horas apés a transfeccdo, por meio DMEM sem SBF, apenas
com antibiotico (1%). Para retirar todo o excesso de meio contendo SBF, os pogos foram
previamente lavados com PBS 1x. Apds 48 horas da transfeccdo, o sobrenadante foi coletado.

Para cada mL de sobrenadante foram adicionados 5ul. de mix inibidor de protease, e
posteriormente o sobrenadante foi centrifugado para remocgédo dos debris celulares, a 100009
por 10 minutos a 4°C. A quantificagdo da proteina total também foi realizada pelo método de
Bradford.
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Figura 8. Curva padrdo de BSA para quantificacdo de proteina total das linhagens geradas com
producdo permanente da GBA, pelo método de Bradford. A equacdo da reta permite fazer a correlagdo
entre os valores obtidos de absorbancia pela quantidade conhecida de BSA. (A) Curva referente a
quantificagdo de proteina total presente no sobrenadante; (B) Curva referente a quantificacdo de proteina
total presente no lisado celular.

Apbs a quantificacdo, foi separado um volume de amostra correspondente aos 100ug de
proteina total e, no caso das amostras do sobrenadante celular, para que esse volume nédo
ultrapassasse os 100pL iniciais utilizados na técnica, as mesmas foram secas em SpeedVac®
Plus SC 110A, da Savant. Em seguida, o volume de todas as amostras foi completado com
tampdo de desnaturacdo TrisUreia (pH=8,5) para o volume final de 100uL. Depois foram
adicionados 900uL de acetona gelada, e as amostras foram incubadas por 30 minutos no freezer
(-20°C) e ressuspendidas, com o auxilio do vortex, a cada 10 minutos. Depois, as amostras
foram centrifugadas (12000g por 30 minutos a 4°C). Entdo o sobrenadante foi descartado e o
pellet ressuspendido em 100uL de tampdo de desnaturacdo TrisUreia (pH 8,5; Ureia 8M; Tris
0,1M). Em seguida, adicionaram-se 100ug de solugdo de reducdo (DTT — Dithiothreitol,
100mM) da Sigma-Aldrich, previamente diluida em tamp&o Ureia 8M + Tris 0,1M, a fim de
diminuir os residuos de cisteina nas proteinas e, as amostras foram mantidas a 37°C sob agitacédo
constante, por 30 minutos. Logo depois, foram adicionados 300ug de solucéo de alquilagédo
(lodoacetamide 0,5M Sigma-Aldrich), previamente diluida em tampao Tris 0,2M, pH=8,0.

Em seguida adicionou-se o tampéo Tris HCI em volume igual ao que foi adicionado das
amostras. Depois foram adicionados 4pg de solucdo de tripsina (Trypsin from porcine
pancreas, da Sigma-Aldrich) a cada um dos tubos de digestéo, que foram incubados por 16h a
37°C, mantidos em agitacdo constante. Apds a digestao, as amostras foram passadas na coluna
Oasis® HLB 1cc 10mg, da Waters, previamente condicionadas com solucdo A (5% de ACN;
0,1% de Acido Férmico) e solucio B (100% de ACN; 0,1% de Acido Férmico). Na sequéncia,
a coluna foi lavada com a solucdo A, e em seguida, a amostra foi eluida em uma mistura de

solugdo A e B (1:1). O eluido foi colocado em microtubo Protein LoBind e secado no SpeedVac.
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As amostras foram estocadas em freezer -20°C até 0 momento da anélise das amostras. Uma
hora antes da anélise, as amostras foram ressuspendidas em 50pL de solucdo A, centrifugadas
a 20000g por 30min a 4°C e transferiu-se 45uL para o vial de injecéo, para analise. A curva
padrdo para obtencdo dos resultados foi preparada a partir da enzima comercial Imiglucerase

(Cerezyme®, da Genzyme) (Figura 9) para as analises da producéo transiente da GCase.
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Figura 9. Curva padrdo de rGBA (Imiglucerase) para quantificacdo da GBA presente no sobrenadante
das linhagens com producéo transiente de GCase.

Para a quantificacdo da GBA presente no sobrenadante e no lisado celular das linhagens
L17 e L18, da populacdo mista e dos melhores clones, previamente selecionados pela anélise
de atividade biolégica, bem como da linhagem virgem, foram realizadas analises de
espectrometria de massa, e a quantificacdo foi realizada a partir de dois peptideos, P1 —
SYFSEEGIGYNIIR e P2 - VVLTDPEAAK. Para cada peptideo foi gerada uma curva padrao
(Figura 10). Em seguida foi feita a média dos valores obtidos pela anélise dos dois peptideos e

obtida a quantificacdo total de GBA presente tanto no sobrenadante como no lisado celular.
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Figura 10. Curva padréo de rGBA (Imiglucerase) para quantificacdo da GBA presente no sobrenadante
e no lisado celular das linhagens com produgdo permanente de GCase. (A) Curva referente ao peptideo
SYFSEEGIGYNIIR; (B) Curva referente ao peptideo VVLTDPEAAK.
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5.11 NUMERO DE COPIAS INTEGRADAS DA SEQUENCIA DO cDNA DA GBA
SELVAGEM E OTIMIZADA PELA TECNICA DE PCR QUANTITATIVO EM
TEMPO REAL

5.11.1 Célculo do NUmero de Copias Integradas

Para o calculo do nimero de copias foram plaqueadas 2x10° células das populacdes
mistas das linhagens geradas bem como dos dois clones mais produtivos de cada uma delas. O
experimento foi feito em placa de 6 pocos com meio DMEM suplementado com 10% SBF e
1% antibiotico. Apos 24 horas de cultivo o meio foi trocado por meio fresco, e depois de 48h
foi extraido o DNA gendémico com o DNeasy Blood and Tissue Kit (Qiagen, CA, USA), de
acordo com as instrucfes do fabricante, e eluido em um volume final de 100puL. Em paralelo
também foi cultivada a linhagem 293FT virgem para construcdo da curva padrdo para o gene

da albumina.

5.11.2 Padronizacao dos Primers

Os primers foram previamente otimizados e testados a fim de saber qual a concentracao
ideal, garantindo que a eficiéncia dos mesmos se mantenha entre 90-110%. A curva da albumina
foi feita com a amostra de DNAg de virgem, e a curva referente ao gene-alvo WPRE
(posttranscriptional regulatory element of woodchuck hepatitis virus) foi feita com o DNA
plasmidial referente a sequéncia cuja a integracdo se quer verificar. A reacdo de gPCR para
calculo do nimero de copias foi realizada com o reagente Power SYBR™ Green PCR Master
Mix da Applied Biosystems, desta forma, fez-se necessario o teste da concentracéo ideal dos

primers. As sequéncias dos pares de primers sdo apresentadas na Tabela 4.

Tabela 4. Par de primers para o gene da Albumina e do WPRE, utilizados para céalculo do nimero de
copias integradas do gene da GBA.

Gene-alvo Primer Sense (1) Anti-sense (2)

Albumina (1) 5> TGAAACATACGTTCCCAAAGAGTTT 3’

(2) 5 CTCTCCTTCTCAGAAAGTGTGCATAT 3’

WPRE (1) 5 CCGTTGTCAGGCAACGTG 3’

(2) 5> AGCTGACAGGTGGTGGCAAT 3’

Os resultados foram conforme o esperado, e os valores de eficiéncia obtidos ficaram
entre o aceitavel (90-110%); porem como a propria placa do nimero de copias apresenta 0s

valores de eficiéncia de acordo com a quantificacdo absoluta obtida pelas curvas padréo do
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enddgeno (Albumina) e do gene-alvo WPRE, foram apresentados aqui os valores de eficiéncia
obtidos na placa do nimero de cépias (Tabela 5).

Tabela 5. Eficiéncia dos primers utilizados na gPCR do célculo do nimero de coOpias referente as
sequéncias de cDNA da GBA selvagem e otimizada.
Gene-alvo  Slope  Y-Inter R2 Eficiéncia
Alpbumina -3,331 37,115 0,989 99,623
WPRE -3,26 38,505 0,987 102,642

5.11.3 PCR quantitativo em Tempo Real

A reacdo de gqPCR para célculo do numero de copias foi realizada pelo sistema
Power SYBR™ Green PCR Master Mix da Applied Biosystems. O mix da reacdo de gPCR foi
preparado no volume final de 15uL por pogo, e cada reacdo foi feita em triplicata para cada
amostra. O mix foi preparado contendo 7,5uL de SYBR; 1L do primer forward; 1pL do primer
reverse; 0,5uL de &gua livre de nucleases; 5uL de DNAg extraido das populacdes mistas e
clones das linhagens permanentes.

Para o gene da albumina a concentragéo do par de primers na reacdo foi de 0,166uM e
para o par de primers do gene WPRE a concentracgéo final foi de 0,08uM. A ciclagem da gPCR
iniciou-se com 50°C por 2 minutos seguidos por 10 minutos a 95°C, e 40 ciclos: 95°C por 15
segundos e 60°C por 1 minuto. As curvas para o calculo do nimero de copias bem como a
obtencdo e digestdo do DNA plasmidial utilizado na curva padrdo do WPRE foram realizadas
da mesma forma que para o célculo do titulo viral. Para cada reacdo foram utilizados 20ng de
DNA genomico (4ng/pL) e visando a alta fidelidade dos dados obtidos, as amostras foram
quantificadas pelo método de fluorescéncia com o kit QuantiFluor®dsDNA System da Promega.
A quantificacdo das amostras (Tabela 6) e a curva padrdo relativa a quantificacdo sdo

apresentadas na Figura 11.
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Figura 11. Curva padrio realizada com o DNA padrdo do kit QuantiFluor®dsDNA System, para
quantificagdo por fluorescéncia das amostras para calculo do nimero de copias.
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Tabela 6. Quantificagcdo das amostras por fluorescéncia, para célculo do nimero de cdpias.

Amostra ng/uL
DNA plasmidial digerido 26,24
293FT/Virgem 427,62

L18 293FT GBA_WT PM 93,14
L18 293FT GBA_WT CL.4 34,28
L18 293FT GBA WT CL.9 242,24
L17 293FT GBA_SYN PM 88,3
L17 293FT GBA_SYN CL.15 246,47
L17 293FT GBA_SYN CL.16 133,82

5.12 ANALISE ESTATISTICA

As andlises estatisticas foram realizadas utilizando o teste t ndo paramétrico com
corregao de Welch’s, com valor de p fixado em 0,05. Para comparagdes entre trés linhagens ou
mais foi utilizado o teste de ANOVA. Os gréaficos foram gerados pelo software GraphPad
Prism verséo 7.00 (GraphPad Software, San Diego California USA).
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6 RESULTADOS

6.1 PRODUCAO TRANSIENTE DA GCase RECOMBINANTE HUMANA

6.1.1 Atividade da GCase no sobrenadante celular das populacdes transientes

As linhagens transientes mostraram niveis promissores de atividade biologica de GCase
e esta, se mostrou biologicamente ativa no sobrenadante celular. A linhagem transfectada com
0 vetor vazio obteve niveis de atividade enzimatica da GCase secretada da ordem de 4,69 (+
1,96) U/mL, enquanto que a linhagem transfectada com o plasmideo portador do cONA da GBA
selvagem apresentou atividade da GCase da ordem de 6,62 (+ 2,11) U/mL e 2,77 (+ 0,17) U/mL
sob o controle dos promotores CMV e HeFla, respectivamente.

Para a linhagem transfectada com o plasmideo portador do cDNA da GBA otimizada,
0s niveis de producédo enzimatica de GCase no meio extracelular foi da ordem de 25,61 (+ 5,4)
U/mL e 133,2 (+ 26,17) U/mL sob o controle dos promotores CMV e HeF1a, respectivamente.
Os niveis de GCase produzido no sobrenadante da linhagem transfectada com os plasmideos
portadores do cDNA da GBA otimizada sob o controle dos promotores CMV ¢ HeF1a foi 3,87
(p=0,057) e 48,13 vezes (p = 0,038) mais elevado em comparagdo com a linhagem transfectada
com os plasmideos portadores do cDNA da GBA selvagem sob o controle dos mesmos
promotores, tendo sido estatisticamente diferente entre as linhagens 293FT/HeFlo. GBA_WT
e 293FT/HeFlo,. GBA_SYN.

Em compara¢do com a linhagem transfectada com o vetor vazio MOCK, os niveis de
producdo da GCase no sobrenadante da linhagem 293FT/CMV_GBA_SYN foi 5,47 vezes
maior (p = 0,047) e 28,4 vezes maior do que o encontrado para a linhagem
293FT/HeFlo,. GBA_ SYN (p = 0,038), sendo que ambas as compara¢Ges foram
estatisticamente significantes. Em comparacdo com a linhagem transfectada com os plasmideos
portadores do cDNA da GBA selvagem, a linhagem 293FT/CMV_GBA_WT apresentou niveis
de atividade de GCase no sobrenadante celular cerca de 1,4 vezes maior em relagéo a linhagem
transfectada com o vetor vazio (p = 0,53) e em relagéo a linhagem 293FT/HeFla. GBA WT, a
linhagem transfectada com MOCK obteve atividade cerca de 1,7 vezes mais elevada (p = 0,40),
0 que ndo foi estatisticamente significativo.

Na Tabela 7 encontram-se os valores de atividade bioldgica apresentados pelas
diferentes linhagens. A Figura 12 apresenta os graficos com os diferentes niveis de producao
de GCase pelas linhagens geradas. A comparagdo dos niveis de atividade no sobrenadante

celular entre todas as linhagens, pelo teste ANOVA e pds teste de Tukey mostrou que a
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linhagem 293FT/HeFla_ GBA_SYN difere de todas as outras, com valor de p < 0,0001 (Figura

13).

Tabela 7. Dados de atividade bioldgica da GCase no sobrenadante das linhagens com producdo

transiente.
Atividade g . .
Amostra Biologica g?g%gigtm?;% PD:(j\r/é% CV%
(U/mL)
293FT/MOCK (1) 1,20 4,69 3,92 83,69
293FT/MOCK (2) 1,60
293FT/MOCK (3) 6,77
293FT/MOCK (4) 9,17
293FT/CMV_GBA_WT (1) 3,27 6,62 3,66 55,28
293FT/CMV_GBA_WT (2) 6,07
293FT/CMV_GBA_WT (3) 10,53
293FT/HeFla_GBA_WT (1) 2,60 2,77 0,29 10,43
293FT/HeFla_GBA_WT (2) 2,60
293FT/HeFla_GBA WT (3) 3,10
293FT/CMV_GBA _SYN (1) 14,87 25,61 9,35 36,51
293FT/CMV_GBA_SYN (2) 30,03
293FT/CMV_GBA SYN (3) 31,93
293FT/HeFla_GBA _SYN (1) 83,63 133,19 45,32 34,03
293FT/HeFla_GBA_SYN (2) 143,40
293FT/HeFla_GBA SYN (3) 172,53
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Figura 12. Atividade bioldgica transiente da GCase no sobrenadante celular. (A) A linhagem
293FT/CMV_GBA_WT apresentou atividade enziméatica da GCase 1,4 e 2,4 vezes maior em relagdo a
MOCK e 293FT/HeFla_GBA_ WT, respectivamente; (B) A linhagem 293FT/HeFlo. GBA SYN
apresentou atividade da GCase 28,4 vezes maior em relacdo a MOCK e 5,2 vezes maior em relacao a
293FT/CMV_GBA _SYN; (C) Entre as linhagens sob o controle do promotor CMV, a linhagem
293FT/CMV_GBA_SYN apresentou niveis de atividade 3,87 vezes mais elevado em relacdo a
293FT/CMV_GBA_WT; (D) A linhagem 293FT/HeFla. GBA_SYN apresentou atividade 48 vezes
mais elevada em relagdo a 293FT/HeFlo_GBA_WT.
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Figura 13. Comparagédo entre os niveis de atividade bioldgica transiente da GCase no sobrenadante
celular das linhagens pelo teste de ANOVA e pds teste de Tukey (****p < 0,0001).

A sequéncia otimizada apresentou resultados iniciais promissores em relacdo a
sequéncia selvagem, e a mesma sequéncia sob o controle do promotor HeF1a obteve niveis de
atividade da GCase 5,2 vezes mais elevado em relacdo a sequéncia sob o controle do promotor
CMV. Levando em consideracdo esses resultados iniciais e sabendo da importancia de
comparar as sequéncias, selvagem e otimizada, sob o controle do mesmo promotor, optamos

por dar continuidade das analises apenas sob o controle do promotor HeF1a.

6.1.2 Quantificacdo da GCase por espectrometria de massa produzida pelas populacoes
transientes

A quantificacdo da GBA secretada pela linhagem 293FT transfectada foi realizada com
os vetores LV_HeFlo, GBA WT P*,LV_HeFla_GBA SYN_P*e com o vetor vazio MOCK
por espectrometria de massa. A analise para quantificacdo da GBA foi a partir de 100ug de
proteina total presente nos 4mL de sobrenadante sem soro bovino fetal, coletado 48h apos
transfeccdo transiente realizada em placas de 100mm (Tabela 8).
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Tabela 8. Valores médios obtidos de area e seu valor correspondente em ug de proteina para cada
peptideo analisado (cinco no total), 0 que na média resulta na quantidade de GBA em pg presente no

sobrenadante da cultura celular.

Amostra

Peptideo: VVLTDPEAAK

Area 9% 100%

293FT/MOCK 9821 0,164 1,824
293FT/HeFla_ GBA_WT 33362 0,221 2,457
293FT/HeFla GBA SYN 25482 0,202 2,245

Peptideo: FIPEGSQR regido C-terminal

Amostra Area 9% 100%
203FT/MOCK 59457 0,284 3,159
293FT/HeFla, GBA WT 120671 0,433 4,808
203FT/HeFla GBA SYN 175332 0,565 6,276

Peptideo: VGLVASQK regido C-terminal

Amostra Area 9% 100%
203FT/MOCK 12241 017 1,889
293FT/HeFla_GBA WT 23608 0,198 2,195
293FT/HeFlo GBA SYN 39621 0,236 2,625

Peptideo: FLDAYAEHK regido N-terminal

Amostra Area 9% 100%
203FT/MOCK 3703 0,149 1,659
293FT/HeFla_ GBA WT 32741 0,22 2.44
293FT/HeFla GBA SYN 1896 0,145 1611

Amostra

Peptideo: SYFSEEGIGYNIIR regido N-terminal

Area 9% 100%

293FT/MOCK 29265 0,211 2,347
293FT/HeFla_GBA_WT 189104 0,598 6,646
293FT/HeFla. GBA SYN 26700 0,205 2,278

Meédia dos Cinco Peptideos

Amostra Area 9% 100%
293FT/MOCK 22897 4 0,196 2176
293FT/HeFlo_GBA_WT  79897,2 0,334 3,709
293FT/HeFla GBA SYN 538062 0,271 3,007

Como resultado final, ap6s fazer a média entre os cinco peptideos analisados, da

quantificacdo da GBA secretada pelas linhagens, a linhagem transfectada com o vetor MOCK

obteve uma producdo de 2,18ug de GBA no sobrenadante, a linhagem transfectada com

LV_HeFla_ GBA_WT" obteve uma producdo de 3,7ug e para a linhagem transfectada com
LV_HeFla_GBA_SYN*foi obtida uma producéo de 3ug de GBA no sobrenadante (Figura 14).

Os valores obtidos ndo apresentaram diferenca significativa entre as amostras analisadas.
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Figura 14. Concentragdo em ug de GBA a partir de 100ug de proteina total, presente em 4mL de
sobrenadante da linhagem 293FT transfectada com o0s vetores plasmidiais MOCK,
LV HeFla GBA WT P*e LV HeFlo. GBA SYN P*,

6.2 PRODUCAO DAS LINHAGENS PERMANENTES TRANSDUZIDAS COM AS
PARTICULAS LENTIVIRAIS

Visando a obtencéo de particulas virais, a cultura de células 293FT foi transfectada com
os plasmideos pCMVAR8.91 e pCMV-VSV-G, responsaveis por formar as particulas
lentivirais e com o plasmideo portador da sequéncia de interesse. Apds a coleta do

sobrenadante, foi realizada a concentracdo do mesmo.

6.2.1 Identificacdo da formacé&o de particulas lentivirais por teste imunoenzimatico

Para verificar se havia formado as particulas lentivirais, o sobrenadante foi submetido
ao teste de imunorreatividade de ELISA para confirmacdo da presenca do lentivirus, no
sobrenadante celular, pela deteccdo do antigeno da cépsula viral P24. Em conjunto com a
amostra de sobrenadante também foi realizado o teste apenas com meio de cultura (branco) a
fim de obtermos um controle negativo da reagdo imunoenzimatica, como pode ser visto na
Tabela 9.
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Tabela 9. Imunoensaio enzimatico - Confirmacao da presenca do lentivirus no sobrenadante celular por
ELISA, pela deteccéo da presenca do antigeno da capsula viral P24.

AMOSTRA ENSAIO RESULTADO

Branco HIV Ag/Ab 0.11 S/CO Nao Reativo

HIV Ag/Ab 0.14 S/CO Nao Reativo

LV _HeFla_GBA_WT_P* HIV Ag/Ab 2189.87 S/CO Reativo
HIV Ag/Ab  2192.74 S/CO Reativo

Branco HIV Ag/Ab 0.23 S/CO Nao Reativo

HIV Ag/Ab 0.32 S/CO Néo Reativo

LV_HeFla_GBA_SYN_P* HIV Ag/Ab 1904.73 S/CO Reativo
HIV Ag/Ab  1881.82 S/CO Reativo

HIV Ag/Ab 1.897.78 S/CO Reativo

HIV Ag/Ab  1892.97 S/CO Reativo

De acordo com a tabela podemos observar que o teste de ELISA foi reativo para o
sobrenadante, mostrando haver a formacdo de particulas lentivirais, enquanto que o controle

negativo ndo apresentou imunomarcagéo para a proteina P24.

6.2.2 Calculo do titulo viral dos vetores LV_HeFla_GBA WT P* e
LV_HeFlo_GBA_SYN P*

A partir da confirmacao da formacéo de particulas lentivirais, foi realizada a transducgéo
com os diferentes volumes de concentrado viral (2, 5 e 10uL) e obtido o valor do titulo viral
por meio de gPCR em tempo real. Os resultados obtidos para o titulo viral apds a concentracdo
foram de 5,24x108 e 7,88x108 particulas virais por mililitro (P\V/mL), referentes aos plasmideos
LV HeFla_ GBA WT P*e LV_HeFla_GBA SYN_P*, respectivamente. Foram realizados
seis ciclos de transducdo lentiviral para cada construgdo lentiviral com MOI entre 30-60. Ap6s
as transducgoes, as linhagens geradas foram expandidas e tratadas com alta estringéncia de
puromicina (2ug/mL). Na Figura 15 podemos observar o DNA gendmico extraido da linhagem
293FT/Virgem e das linhagens transduzidas com 2, 5 e 10uL do concentrado viral para ambas

as construcdes lentivirais, em duplicata.
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Figura 15. DNA genomico isolado das linhagens 293FT/Virgem e 293FT transduzida com 2, 5 e 10uL
do concentrado viral. (A) M - Marcador de peso molecular A DNA/Hind IlI; (V1 e V2) DNAg da
linhagem 293FT/Virgem; DNAg das linhagens tranduzidas com as diferentes quantidades do
concentrado lentiviral referente ao plasmideo LV_HeFla GBA_ WT _P*; (B) M - Marcador de peso
molecular A DNA/Hind II[; (V1 e V2) DNAg da linhagem 293FT/Virgem; DNAg das linhagens
tranduzidas com as diferentes quantidades do concentrado lentiviral referente ao plasmideo
LV _HeFlo_ GBA SYN_P-.

6.3 PRODUCAO DA GCase PELAS LINHAGENS PERMANENTES
L17 293FT_GBA_SYNe L18 293FT _GBA_WT

6.3.1 Producéo da GCase pela populagio mista da linhagem L17_293FT_GBA _SYN_PM
em meio reduzido de soro — Opti-MEM da Gibco®

A linhagem foi cultivada em meio Opti-MEM e trocou-se o meio ap6s 48h de cultivo e
apos mais 48h foi realizada a coleta do sobrenadante celular para analise de atividade bioldgica.

Os resultados obtidos estdo descritos na Tabela 10.

Tabela 10. Dados de atividade biolégica da GCase no sobrenadante da linhagem
L17 _293FT_GBA_SYN_PM apo6s 48h de cultivo em meio reduzido de soro, e a atividade da mesma
por milhdo de células.

o .
N° de Atividade Atividade Desvio

Amostra a(;i’)lglgagh B('L‘J’}‘r’ngl'ja (U/10° células) Padrio CV7°
P 15,113 209 1258
18,063
293FTVirgem (1) 20x10° 2,294 2,085 013 561
293FTNirgem (2) 27x10° 2,253 1,669
293FTNVirgem (3) 23x10° 2,544 2121
293ETNVirgem (4) 25x10° 2436 1,949
L17 293FT GBA SYN_PM (1) 16x10° 233,008 201373 1441 567
L17 293FT GBA SYN_PM (2) 24x10° 264301 229,251
L17 293FT GBA SYN_PM (3) 23x10° 256572 223,106
L17 293FT GBA SYN PM (4) 26x10° 262,582 202,861

*U/mg
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Os resultados obtidos mostraram que a linhagem L17 293FT_GBA_SYN_PM
apresentou niveis de atividade bioldgica da GCase no sobrenadante celular de 254,1 (+ 7,21)
U/mL e quando corrigido pelo nimero de células a atividade foi de 236,6 (+ 19,09) U/108
células. Em comparacdo com a linhagem 293FT/Virgem sob as mesmas condicGes de cultivo,
a linhagem L17_293FT_GBA_SYN_PM obteve uma produgdo enzimatica cerca de 107 vezes
mais elevada por mL de sobrenadante (2,38 (+ 0,07) U/mL) (p < 0,0001) e 121 vezes mais
elevada quando corrigido por milhdo de células (1,96 (+ 0,103) U/10° células) (p = 0,001),
(Figura 16).
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:

293FT/Virgem L17_293FT_GBA 293FT/Virgem L17_293FT_GBA
Opti-MEM SYN_PM_Opti-MEM Opti-MEM SYN_PM_Opti-MEM

Figura 16. Atividade biol6gica da GCase. Niveis de atividade biolégica da GCase no sobrenadante da
linhagem L17 293FT_GBA_SYN_PM em comparacdo com a 293FT/Virgem cultivadas em meio
reduzido de soro. (A) A linhagem L17_293FT_GBA_SYN_PM obteve uma producdo em nmol/mi/h
107 vezes mais elevada em relacdo a virgem; (B) O valor de atividade de GCase quando corrigido por
milh&o de células foi 121 vezes mais elevado na L17 em relacdo a virgem.

6.3.2 Producéo da GCase pela populagio mista da linhagem L17_293FT_GBA _SYN_PM
tratada com diferentes concentracdes do antibidtico puromicina

Ap0s o término dos seis ciclos de transducdo viral a dose selecionada para a obtencéo
da populagdo celular humana transgéncia foi de 2ug/mL de puromicina, pois essa é a dose do
ICgqo para a linhagem celular 293FT virgem (dados ndo mostrados). Porém, para investigar a
relacdo dose do antibidtico puromicina versus nivel de producdo da enzima lisossomal
recombinante, a linhagem celular L17 _293FT_GBA_SYN_PM foi tratada com uma dose
inferior e outra dose superior a mesma. Apds 5 dias de tratamento com puromicina nas

concentracdes de baixa (1ug/mL) e alta estringéncia (5ug/mL), foi realizada a anélise de
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atividade bioldgica no sobrenadante celular da linhagem L17_293FT_GBA_SYN_PM ap0s
48h em meio DMEM suplementado com 10% SBF e na auséncia de SBF. A Tabela 11 a seguir

mostra os resultados obtidos.
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Tabela 11. Dados de atividade biolégica da GCase no sobrenadante da linhagem L17 _293FT_GBA_SYN_PM tratada com baixa e alta estringéncia do
antibidtico puromicina (1 e 5ug/mL), apds 48h de cultivo em DMEM suplementado com 10% SBF e na auséncia de SBF.

NGmero Média Meédia Atividade
. namero de Atividade Biol6gica Bioldgica . ~ o
Amostra %e gilgéis células apés  Sobrenadante (U/mL) Sobrenadante Desvio Padrdo CVo%e
P 96h (U/mL)
293FT/Virgem_SBF* (1) 3,4x106 3,18x10°¢ 7,64 7,04 0,40 5,69
293FT/Virgem_SBF*(2) 3,2x10° 6,80
293FT/Virgem_SBF* (3) 2,9x108 6,84
293FT/Virgem SBF*(4) 3,2x108 6,87
L17 293FT_GBA_SYN_PM_SBF*(1) 1ug/mL-P*  2,8x10° 3,1x106 374,28 329,71 31,02 9,41
L17 293FT_GBA SYN_PM_SBF*(2) 1ug/mL-P 3,3x10° 317,83
L17 293FT_GBA SYN_PM_SBF*(3) 1ug/mL-P 3,4x10° 302,79
L17 293FT_GBA SYN PM SBF*(4) 1ug/mL-P 2,9x10° 323,93
L17 293FT_GBA_SYN_PM_SBF*(1) 5ug/mL-P 2,9x108 2,68x10° 468,16 439,49 24,05 5,47
L17 293FT_GBA SYN_PM_SBF*(2) 5ug/mL-P 3,0x10° 409,81
L17 293FT_GBA_SYN_PM_SBF*(3) 5ug/mL-P 2,5x106 443,99
L17 293FT _GBA SYN_PM_SBF*(4) 5ug/mL-P 2,3x10° 436,00
293FT/Virgem_SBF (1) 3,0x10° 2,75x10° 18,83 28,73 7,56 26,33
293FT/Virgem_SBF (2) 2,0x10° 30,07
293FT/Virgem_SBF (3) 3,0x10° 28,82
293FT/Virgem_SBF (4) 3,0x10° 37,20
L17 293FT_GBA_SYN_PM_SBF (1) 1ug/mL-P 1,0x10°8 5,5x10° 30,10 104,76 52,70 50,31
L17 293FT_GBA_SYN_PM_SBF (2) 1ug/mL-P 4,0x10° 144,06
L17 293FT_GBA SYN_PM_SBF(3) 1ug/mL-P 4,0x10° 139,61
L17 293FT_GBA SYN PM SBF (4) 1ug/mL-P 4,0x10° 105,27
L17 293FT_GBA SYN_PM_SBF (1) 5ug/mL-P 4,0x10° 4x10° 532,76 452,71 101,15 22,34
L17 293FT_GBA SYN_PM_SBF(2) 5ug/mL-P 3,0x10° 373,76
L17 293FT_GBA SYN_PM_SBF(3) 5ug/mL-P 7,0x10° 547,16
L17 293FT_GBA SYN PM SBF(4) 5ug/mL-P 2,0x105 357,17

*Puromicina
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Quando avaliada a atividade bioldgica da GCase no sobrenadante da linhagem
L17 293FT_GBA _SYN _PM apos tratamento com baixa (1pg/mL) e alta (5ug/mL)
concentracdo do antibidtico puromicina, observamos um aumento da atividade biolégica da
GCase quando cultivada em elevada concentracdo do antibidtico. Com relagdo a atividade da
GCase apds 48h de cultivo em meio DMEM sem SBF pudemos observar os seguintes pontos
no que diz respeito a linhagem celular 293FT virgem: ndo ocorreu crescimento celular, isto é,
o numero de celulas apds 96 horas foi inferior ou igual ao nimero de células semeadas e as
mesmas apresentaram atividade biol6gica da GBA mais elevada do que esperada, da ordem de
28,73 (+ 3,78) U/mL. Esses resultados sugerem que outros fatores intrinsecos podem interferir
com a elevada atividade biolégica da linhagem celular virgem na auséncia de SBF e ndo
prosseguimos a andlise das células cultivas nessas condices.

Quanto a linhagem L17 _293FT_GBA_SYN_PM pudemos observar que sob essas
condigdes em algumas situacdes o numero de células foi inferior a0 nimero de células
semeadas, e em outros casos ocorreu um pequeno crescimento celular apos 96 horas (entre 1,3-
3,3 vezes). Quanto a producdo de GCase pela linhagem celular L17_293FT_GBA_SYN _PM
foi de 104,8 (+ 26,35) U/mL apds 5 dias de tratamento com 1ug/mL de puromicina e 452,7 (+
50,57) U/mL apds 5 dias de tratamento com 5ug/mL de puromicina. Assim, nesse caso a
atividade de GCase na linhagem tratada com 1ug/mL em relacdo a virgem foi de 3,65 vezes
mais elevada, porém ndo apresentou diferenca estatisticamente significativa (p = 0,062), ja em
relacdo a tratada com 5ug/mL a diferenca foi de 15,8 vezes nos niveis de atividade (p = 0,003)
das 293FT virgem. Quando comparada a atividade de GCase na L17 tratada com 1 e 5ug/mL
de puromicina, os niveis de atividade apés tratamento de alta estringéncia foi de 4,3 vezes mais
elevado (p = 0,002).

Na Figura 17, podemos observar os niveis de atividade da GCase sob 0os mesmos
tratamentos de puromicina, porém gquando cultivadas em meio DMEM suplementado com 10%
SBF. A linhagem 293FT/Virgem apresentou atividade da GCase da ordem de 7,038 (+ 0,2)
U/mL enquanto que L17 tratada com 1ug/mL de puromicina apresentou niveis de atividade
cerca de 47 vezes mais elevado, o que correspondeu a 329,7 (+ 15,51) U/mL de atividade, o
que foi estatisticamente significativo (p = 0,0002). O nivel de atividade da enzima na linhagem
virgem em relagdo a L17 tratada com 5ug/mL de puromicina também foi estatisticamente
significativo (p < 0,0001) tendo sido 62 vezes mais elevado, o que correspondeu a um valor de

atividade da ordem de 439,5 (+ 12,03) U/mL. Em relagéo ao tratamento podemos dizer que o
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mesmo foi efetivo uma vez que a diferencga de atividade da GCase no sobrenadante entre a
linhagem L17 tratada com 1 e 5pg/mL de puromicina foi de 1,3 vezes (p = 0,0017).
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Figura 17. Atividade biolégica da GCase no sobrenadante celular da linhagem
L17 _293FT_GBA_SYN_PM. Niveis de atividade da GCase em meio DMEM suplementado com 10%
SBF. A populagédo mista da linhagem L17 tratada com 5ug/mL de puromicina produziu 1,3 vezes mais
enzima em relacdo a mesma linhagem tratada com 1pg/mL de puromicina e 62,4 vezes mais que a
linhagem virgem. Em relag&o a virgem, a L17 tratada com 1pg/mL de antibioGtico apresentou niveis de
atividade da GCase 46,8 vezes mais elevado.

Essas informacdes, levou-nos também a determinar a produtividade da linhagem celular
L17_293FT_GBA_SYN_PM na presenca de SBF e tratadas com 1 e 5 ug/mL de puromicina.
Conforme mostra a Figura 18, quando corrigida a atividade de GCase por milhdo de células, a
linhagem celular L17_293FT_GBA_SYN_PM apresentou niveis mais elevados de atividade de
GCase no sobrenadante celular quando comparada com a linhagem celular virgem ndo tratada
independente da dose de puromicina. Com 1 e 5 pg/mL de puromicina a produgdo de GCase
pela linhagem transgénica foi 215,4 (+19,73) U GBA/10° células e 341,7 (+13,14) U GBA/10°
células, respectivamente, enquanto a célula virgem mostrou niveis de GCase da ordem de 4,439
(+0,1) U GBA/10° células. Esses dados mostram que apds o tratamento com 1 pg/mL de
puromicina ocorreu um aumento da produtividade de 48,5 vezes (p = 0,0017) e apds o
tratamento com 5 pg/mL de puromicina o aumento da produtividade foi da ordem de 78 vezes
(p = 0,0001).
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Figura 18. Atividade biolégica da GCase no sobrenadante celular da linhagem
L17 _293FT_GBA_SYN_PM no meio extracelular corrigido por milhdo de células apds o tratamento
com 1 e 5 pg/mL do antibi6tico puromicina.

Outro ponto investigado foi a producdo de GCase pela linhagem celular
L17 293FT_GBA_SYN_PM cultivada em meio de cultura sem adicdo de soro fetal bovino
conhecido como  OPTIMEN. Quando comparada a mesma linhagem
L17 293FT_GBA_SYN_PM cultivada em meio DMEM suplementado com 10% SBF e em
meio Opti-MEM foi possivel observar uma diferenca de atividade de 1,3 vezes mais elevada

em DMEM com 10% SBF em relacéo ao cultivo em Opti-MEM, como pode ser observado na
Figura 19 (p = 0,0101).
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Figura 19. Atividade bioldgica da GCase. Niveis de atividade bioldgica da GCase no sobrenadante da
linhagem L17_293FT_GBA SYN_PM em meio DMEM com 10% SBF e em meio Opti-MEM.

Os resultados obtidos do cultivo da mesma linhagem L17 293FT_GBA _SYN_PM em
meio DMEM e em meio Opti-MEM, mostraram que foi obtido niveis mais elevados de GCase
no sobrenadante da linhagem cultivada em meio DMEM e assim, foi dada continuidade nos
experimentos apenas em meio DMEM.

6.3.3 Producéo da GCase pela populagdo mista da linhagem L18 293FT_GBA_WT_PM
tratada com o antibidtico puromicina

Ap0s a realizacdo do sexto ciclo de transducdo lentiviral, a linhagem foi expandida e
tratada por 10 dias com 2ug/mL de puromicina. A andlise da atividade bioldgica da GCase no
sobrenadante celular foi realizada 48h apos trocar o meio por meio DMEM com SBF. A Tabela

12 a seguir mostra os resultados obtidos.
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Tabela 12. Dados de atividade bioldgica da GCase no sobrenadante da linhagem
L18 293FT _GBA WT_PM apo6s 48h de cultivo em meio DMEM na presenca de SBF, e a
produtividade da mesma por milhdo de células.

clglloucllaes AJFiVi,da.lde Alividade Desvio
Amostra . Biolégica  (U/106 ~. CV%
apos , Padrao
96h (U/mL) células)
293FT/Virgem_SBF*(1) 3,7x10° 1,218 0,356 0,29 34,07
293FT/Virgem_SBF*(2) 5,0x10° 0,59
293FT/Virgem_SBF* (3) 4,5x10° 0,922
293FT/Virgem SBF* (4) 5,8x10° 0,649
L18 293FT_GBA WT_PM SBF*(1) 2,8x10° 3,095 2,050 0,88 32,20

L18 293FT_GBA_WT_PM SBF*(2) 2,9x10° 2,376
L18 293FT_GBA_WT_PM SBF*(3) 2,0x10° 3,71
L18 293FT GBA_WT PM SBF*(4) 2,0x10° 1,691

A atividade biolégica da GCase no sobrenadante da linhagem
L18 293FT_GBA_WT_PM, sob as condi¢des de cultivo descritas acima, foi da ordem de 2,72
(+ 0,44) U/mL o que corresponde a 3 vezes mais em compara¢ao com 0s niveis da enzima na
linhagem virgem sob as mesmas condi¢6es de cultivo, que obteve atividade da ordem de 0,84
(+ 0,14) U/mL, o que foi estatisticamente significativo (p = 0,018) (Figura 20A). As mesmas
andlises de atividade, corrigida pelo nimero de células, pode ser observada na Figura 20B.
Neste caso a linhagem virgem apresentou atividade da ordem de 0,38 (+ 0,10) U/10° células e
a linhagem L18 2,03 (+ 0,22) U/108 células, cerca de 5,3 vezes mais, o que foi estatisticamente

significativo (p = 0,002).
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Figura 20. Atividade biolégica da GCase no sobrenadante celular da linhagem
L18 293FT_GBA_WT_PM na presenca de SBF. (A) A populagéo mista da linhagem L18 apresentou
niveis de atividade 3 vezes mais elevado em relagdo a virgem; (B) Os niveis de atividade de GCase por
milh&o de células da populagdo mista da linhagem L18 foi 5,3 vezes mais elevado em comparagéo com
a linhagem virgem.

Outro ponto curioso observado foi a diferenca da taxa de crescimento celular da
linhagem celular 293FT virgem entre os dois ensaios realizados apds 96 horas com SBF. No
primeiro ensaio (Tabela 11) a taxa de crescimento da linhagem celular virgem foi da ordem de
10,58 vezes, enquanto nesse segundo ensaio (Tabela 12) a taxa de crescimento da linhagem
293FT virgem foi da ordem de 15,8 vezes. Com relacdo ao nivel de GCase no sobrenadante
pudemos observar que na situagdo com maior crescimento celular a producéo de GCase no
sobrenadante foi 0,844 (+ 0,14) U GBA/mL e no ensaio com menor crescimento celular (Tabela
11) a produgdo de GCase no sobrendante foi 7,04 (+ 0,2) U GBA/mL, cerca de 8,3 vezes maior.
Esses dados sugerem que para 0 crescimento in vitro e producdo apropriada da enzima GCase
sob essas condicdes (placa de 6 pocos com 2mL de meio DMEM 10% SBF por um periodo de
96 horas) ha um limite do nimero de células para o desempenho apropriado da capacidade
biologica da linhagem 293FT virgem.

Esses dados levaram-nos a comparar o nivel de GCase da célula virgem dos dois ensaios
com o nivel de GCase da linhagem celular L18_293FT_GBA_WT_PM recém gerada. Conforme
mostra a Figura 21, a linhagem 293FT virgem produz 4,94 (+ 1,17) U GBA/mL, enquanto a linhagem

L18 293FT_GBA_WT_PM produz 2,71 (+ 0,4) U GBA/mL. Essa diferenca ndo é significativa (p =
0,35).
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Figura 21. Atividade biolégica da GCase no sobrenadante celular da linhagem
L18 293FT_GBA_WT_PM em comparagdo com a atividade da GCase no sobrenadante da linhagem
293FT virgem. A populacéo mista da linhagem L18 apresentou niveis de atividade 1,4 vezes inferior
em relagéo a célula virgem.

6.3.4 Escalonamento da producdo da GCase no sobrenadante da linhagem
L17 293FT_GBA_SYN_PM

Diante desses resultados prosseguimos para o cultivo em larga escala da linhagem
celular L17_293FT_GBA_SYN_PM. Ensaios de atividade bioldgica também foram realizados
em garrafas de 10 andares (1720 cm?) com o intuito de avaliar se a atividade enzimatica
observada em pequena escala (2mL) se mantém quando escalonado o cultivo das linhagens
geradas. A linhagem foi inicialmente tratada por 5 dias com 2ug/mL de puromicina e
posteriormente expandidas para obtencdo do nimero de células suficiente para plaqueamento
nas garrafas de 10 andares (2x10’ células). O meio de cultivo foi trocado por meio DMEM sem
SBF e a coleta do sobrenadante foi realizada apds 72h. Apds a coleta do sobrenadante, 0 mesmo
foi armazenado em tubos Falcon de 50mL em freezer -80°C até o0 momento da analise e as
células foram contadas. Em 2mL de sobrenadante foi observada atividade da ordem de 209,52
nmol/h para a linhagem L17 293FT_GBA_SYN_PM e 201931 nmol/h quando expandida a
producdo para garrafa de 10 andares (500mL de sobrenadante) (Figura 22). Os resultados
apresentados mostraram atividade bioldgica de GCase da ordem de 104,8 U/mL em placa de 6
pocos e da ordem de 403,9 U/mL em garrafa de 10 andares para a linhagem
L17 293FT_GBA_SYN_PM. Esses resultados foram satisfatérios uma vez que mostramos ser
possivel a expansdo da producdo da GCase pelas linhagens geradas em sistemas de producéo
de larga escala.
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Figura 22. Atividade bioldgica da GCase no sobrenadante celular. Atividade biologica da GBA em meio
de cultivo DMEM sem SBF da populagdo mista L17_293FT_GBA_SYN_PM em sistemas de pequena
(2mL) e larga escala (500mL).

6.4 GERAQAO DE CLONES CELULARES DAS LINHAGENS
L17 293FT_GBA SYN_PMe L18 293-T_GBA_WT_PM

Nosso proximo passo foi a realizacdo da selecdo clonal a partir de uma Gnica célula, a
fim de obter populagdes celulares homogéneas e melhor caracterizacéo da producgédo de GCase
por essas populacdes celulares.

6.4.1 Analise e Selecdo dos Clones celulares pela atividade biolégica da GCase no
sobrenadante das linhagens L17 _293-T_GBA _SYN_PMe L18 293-T GBA WT_PM
Foram isolados 18 clones a partir da populagdo mista de L18 pelo método de
crescimento a partir de uma Unica célula, desses apenas 13 prosseguiram para a fase de
avaliacdo. Da linhagem L17 também foram isolados 18 e avaliados 11. Para selecionar os clones
com niveis mais elevados de atividade enzimatica, os mesmos foram tratados previamente com
0 agente de selecdo, o antibidtico puromicina (2ug/mL) por 5 dias e expandidos em meio de
cultura. Em seguida, foram plaqueadas 3x10° células de cada clone em placas de 6 pogos,
cultivados em DMEM com 10% SBF, o meio foi trocado por meio fresco 48h apds o

plagueamento, e apos mais 48h o sobrenadante celular foi coletado para analise de atividade
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biologica da GCase. A Tabela 13 e 14 mostram os valores de atividade obtido pelos clones das
linhagens L18 e L17, respectivamente.

Tabela 13. Dados de atividade bioldgica da GCase no sobrenadante celular dos clones da linhagem
L18 293FT_GBA_WT apds 48h de cultivo em meio DMEM (10% SBF), e a atividade dos mesmos por
milhdo de células.

N° de Atividade
Amostra celulas Bioldgica
apos 96h (U/mL)

Atividade
(U/10° células)

L18 293FT_GBA_WT_CL.2_SBF* 4,92x10° 14,948 6,076
L18 293FT_GBA_WT _CL.4 SBF* 4,68x10° 19,725 8,430
L18 293FT_GBA_WT_CL.5_SBF* 528x10° 14,884 5,638
L18 293FT_GBA_WT_CL.7_SBF* 3,66x10° 9,955 5,440
L18 293FT_GBA_WT_CL.8_SBF* 4,98x10° 12213 4,905
L18 293FT_GBA_WT_CL.9 SBF* 4,14x10° 17,076 8,249
L18 293FT_GBA_WT_CL.10_SBF* 3,48x10° 7,028 4,039
L18 293FT_GBA_WT _CL.11_SBF* 4,26x10° 8,414 3,950
L18 293FT_GBA_WT_CL.12 SBF* 3,54x10° 6,061 3,424
L18 293FT_GBA_WT_CL.13 SBF* 4,44x10° 7,778 3,504
18 293FT_GBA_WT_CL.15_SBF* 3,72x10° 8,079 4,343
L18 293FT_GBA_WT_CL.17 SBF* 4,44x10° 10,910 4,914

L18 293FT GBA_WT CL.18 SBF* 3,42x10° 8,133 4,756
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Tabela 14. Dados de atividade bioldgica da GCase no sobrenadante celular dos clones da linhagem
L17 293FT_GBA SYN apds 48h de cultivo em meio DMEM (10% SBF), e a atividade dos mesmos
por milh&o de células.

Amostra NC de células ABE:J‘{'O%"’I‘S: Atividade
. 6
apos 96h (U/mL) (U/10° células)

L17 293FT_GBA_SYN_CL.5 SBF* 2,1x108 265,087 252,464
L17 293FT_GBA_SYN_CL.7_SBF* 1,4x10° 89,911 128,444
L17 293FT_GBA_SYN_CL.8 SBF* 3,4x108 230,045 135,320
L17 293FT_GBA SYN_CL.9_SBF* 3x10° 301,160 200,773
L17 293FT_GBA SYN_CL.10 SBF* 3,3x10° 118,907 72,065

L17 293FT_GBA_SYN_CL.11 SBF*  2,6x10° 285,561 219,662
L17_293FT_GBA _SYN_CL.13_SBF* 3,2x10° 440,955 275,597
L17 293FT_GBA_SYN_CL.15 SBF* 3x10° 585,464 390,310
L17 293FT_GBA SYN_CL.16_SBF* 3x10° 683,952 455,968
L17_293FT_GBA_SYN_CL.17_SBF* 2,9x106 207,610 143,180
L17 293FT_GBA_SYN_CL.18 SBF*  3,1x10° 167,931 108,342

As analises de atividade bioldgica da GCase no sobrenadante celular dos clones da
linhagem L18. Foram obtidas as analises de atividade para 13 clones e, dentre eles a atividade
variou de 6,06 U/mL (clone 12) a 19,7 U/mL (clone 4) (Figura 23). Os dois clones que
apresentaram os maiores niveis de atividade de GCase foram os clones 4 (19,7 U/mL) e o clone
9 (17,07 U/mL).
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Figura 23. Atividade biol6gica da GCase. Niveis de atividade biol6gica da GCase no meio extracelular
dos 13 clones da linhagem L18_293FT_GBA_WT.

Quando corrigida a atividade de GCase por milhdo de células os clones 4 e 9
continuaram apresentando os niveis mais elevados de atividade de GCase no sobrenadante
celular com 8,4 e 8,2 U/108 células, respectivamente. Essa mesma relagio ndo se manteve para
todos clones, mas de maneira geral ndo houve uma mudanca significativa. Os dados de

atividade por milhdo de células, pode ser visto na Figura 24.
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Figura 24. Atividade biol6gica da GCase. Niveis de atividade biol6gica da GCase no meio extracelular
dos 13 clones da linhagem L18 293FT_GBA_WT corrigido por milh&o de células.
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As andlises de atividade biologica da GCase no sobrenadante celular dos clones da
linhagem L17 foram realizadas 48h apds trocar o meio. Foram obtidas as analises de atividade
extracelular para 11 clones e, dentre eles a atividade variou de 89,9 U/mL (clone 7) a 683,9
U/mL (clone 16) (Figura 25). Os dois clones que apresentaram 0s maiores niveis de atividade
da GCase no sobrenadante foram os clones 15 (585,4 U/mL) e o clone 16 (683,9 U/mL). A
diferenga nos niveis de atividade foi de 7,6 vezes mais atividade do clone 16 (mais produtivo)
em relacdo ao clone 7 (menos produtivo). Em comparacdo entre os melhores clones das
linhagens L17 e L18, o clone 16 da L17 foi 34,7 vezes mais produtivo em comparacdo com o
clone 4 da L18.
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Figura 25. Atividade bioldgica da GCase. Niveis de atividade biologica da GCase no meio extracelular
dos 11 clones da linhagem L17_293FT_GBA_SYN.

Quando corrigida a atividade de GCase por milhdo de células os clones 15 e 16 da L17
continuaram apresentando os niveis mais elevados de atividade da GCase com 390,3 e 455,9
U/108 células, respectivamente. Essa mesma relagdo ndo se manteve para todos clones, mas de
maneira geral ndo houve uma mudanca significativa. Os dados de atividade por milhdo de

células, pode ser visto na Figura 26.
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Figura 26. Atividade biol6gica da GCase. Niveis de atividade biolégica da GCase no meio extracelular
dos 11 clones da linhagem L17_293FT_GBA_SYN corrigido por milhdo de células.

6.4.2 Producdo da GCase intracelular pela populacéo mista e por clones selecionados das

linhagens L17_293FT_GBA SYNe L18 293FT_GBA WT

Realizamos a avaliacdo da GCase intracelular dos melhores clones derivados das

linhagens L17 e L18, juntamente com as populacdes mistas e linhagem 293FT/Virgem. As

linhagens foram cultivadas em DMEM suplementado com 10% de SBF e trocou-se 0 meio apds

48h. Depois de mais 48h foi realizada a coleta do lisado celular para analise de atividade

bioldgica intracelular. Os resultados obtidos estdo descritos na Tabela 15 e foram corrigidos

pela quantidade de proteina total, previamente quantificada pelo método de Lowry.



Tabela 15. Atividade bioldgica

atividade especifica.

intracelular

da GCase

90

nas linhagens 293FT/Virgem,
L18 293FT GBA WT PMe L17 293FT_GBA SYN_PM e dos dois clones mais produtivos de cada
uma das linhagens, apds 48h de cultivo em DMEM (10% SBF), corrigida pela proteina total, ou seja,

N®de — Proteina  \yividade |

Amostra células Total - Bioldgica Desvio /g,

apos Lowry (U/mg) Padréo
96h  (mg/mL)

Leucocitos 2,51 12,865
293FT/Virgem (1) 2,55x10° 7,74 74,406 16,50 17,26
293FT/Virgem (2) 2,95x10° 11,06 93,684
293FT/Virgem (3) 3,55x10% 7,61 100,089
293FT/Virgem (4) 3,85x10° 5,77 114,135

L18 293FT_GBA WT PM (1) 3,6x10° 7,51 86,213 26,09 24,06

L18 293FT_GBA WT_PM (2) 4,05x10° 5,77 118,338

L18 293FT_GBA WT_PM (3) 2,85x10° 4,50 140,764

L18 293FT GBA WT PM (4) 4,1x10° 8,86 88,327

L18 293FT_GBA WT CL.4(1) 5,5x10° 471 162,212 23,60 16,11
L18 293FT_GBA WT CL.4(2) 3,7x10° 8,50 119,607

L18 293FT_GBA WT CL.4(3) 3,75x10° 4,76 169,968

L18 293FT GBA WT CL.4(4) 2,85x10° 559 134,238

L18 293FT_GBA WT CL.9 (1) 3,95x10° 7,10 156,201 11,92 7,46
L18 293FT_GBA WT CL.9(2) 3,75x10° 6,16 146,671

L18 293FT_GBA WT CL.9(3) 4,2x10° 4,92 161,014

L18 293FT GBA WT CL.9(4) 39x10° 471 175,274

L17 _293FT_GBA SYN PM (1) 4,6x10° 10,36 248,834 53,49 17,39
L17_293FT_GBA _SYN _PM (2) 3,25x10° 5,98 275,523
L17_293FT_GBA _SYN _PM (3) 3,35x10° 5,51 351,083

17 293FT_GBA SYN PM (4) 2,45x10° 6,24 354,609
L17 293FT_GBA SYN _CL.15 (1) 3,85x10° 5,46 808,893 371,75 63,40
L17 293FT_GBA_SYN _CL.15(2) 3,45x10° 7,30 612,007
L17 293FT_GBA SYN _CL.15(3) 3,95x10°® 5,98 870,621
L17 293FT GBA SYN CL.15(4) 3,85x10° 5,44 53,812
L17 293FT_GBA SYN CL.16 (1) 3,7x10° 4,81 916,86 152,10 20,22
L17 293FT_GBA_SYN _CL.16 (2) 3,55x10° 4,84 822,35
L17 293FT_GBA SYN CL.16 (3) 4,1x10° 6,78 705,545
L17 293FT GBA SYN CL.16 (4) 4,2x10° 9,01 564,598
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As analises de atividade biol6gica intracelular das linhagens geradas, mostrou atividade
da GCase de 95,58 (+ 8,249) U/mg de proteina para a linhagem virgem, 108,4 (+ 13,04) U/mg
de proteina para a populacdo mista da linhagem L18 e de 307,5 (+ 26,74) U/mg de proteina
para a populacdo mista da linhagem L17, (Figura 27). Nao houve diferenca estatisticamente
significativa entre virgem e L18 (p = 0,4431), mas entre virgem e a L17 foi observada diferenca
significativa (p = 0,0026) sendo que a L17 apresentou atividade 3,21 vezes mais elevada em
comparagdo com virgem. Entre a populacdo mista de L17 e L18 também foi observada
diferenca estatisticamente significativa (p = 0,0019) sendo 2,84 vezes mais produtiva a

linhagem L17 em relagdo a L18.
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Figura 27. Atividade especifica da enzima recombinante GCase produzida pelas linhagens L18 e L17.
A populagdo mista da L18 apresentou atividade da GCase cerca de 1,13 vezes mais elevada em
comparagdo com a linhagem virgem e a L17 obteve uma produtividade de 3,2 vezes mais que a virgem.
Entre a populagdo mista de L17 e L18 a diferenca foi de 2,84 vezes mais na linhagem L17 em relagéo a
L18.

A atividade intracelular da GCase para o clone 4 da L18 foi de 146,5 (+ 11,80) U/mg o
que representa cerca de 1,35 vezes mais em relacdo a atividade para a populacdo mista da
mesma linhagem L18, porém estatisticamente os valores ndo foram significativos (p = 0,0739).
Comparando o clone 9 que apresentou uma atividade enzimatica de GCase da ordem de 159,8
(+ 5,96) U/mg a diferenca com o clone 4 nédo foi estatisticamente significativa (p = 0,3666)
porém, quando comparado com a populacdo mista, o clone 9 apresentou niveis de atividade

intracelular cerca de 1,5 vezes mais elevado (p = 0,0213), como pode ser visto na Figura 28.
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Figura 28. A atividade intracelular da GCase para o clone 4 da L18 foi cerca de 1,35 vezes maior em
relacdo a producéo da populagdo mista da mesma linhagem L18. Comparando o clone 9 com o clone 4,
a diferenca néo foi estatisticamente significativa, mas em comparagdo com a populacdo mista, o clone
9 apresentou atividade intracelular da GCase 1,5 vezes mais elevada.

A analise de atividade intracelular da GCase para a populacdo mista da linhagem L17
foi de 307,5 (+ 26,74) U/mg e para o clone 15 foi de 586,3 (+ 185,9) U/mg, o que em
comparagdo com a populagdo mista foi cerca de 1,9 vezes mais elevada (p = 0,23). Pudemos
observar que o clone 16, apresentou atividade enzimética de 752 (+ 76,05) U/mg, o que
representa 2,45 vezes mais em comparacdo com a populacdo mista (p = 0,006) e 1,28 vezes
mais em comparacdo com o clone 15 (p = 0,46). Notamos ainda que a produgdo menor de
GCase pelo clone 15 pode ser explicado pelos reduzidos niveis da mesma em uma das culturas
(53,8 U GBA/ mg de proteina), enquanto nas demais culturas os niveis de GCase foram cerca
de 763,8 + 77,9 U GBA/mg proteina. A Figura 29 ilustra os niveis da atividade especifica de
GCase pela linhagem L17 293FT_GBA _SYN_PM, seus dois clones
(L17_293FT_GBA_SYN CL.15 e L17 293FT_GBA SYN_CL.16) e a linhagem celular

virgem.
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Figura 29. A atividade intracelular da GCase para o clone 16 da L17 foi 2,45 vezes mais elevada em
comparagdo com a produgdo da populagdo mista (p = 0,0064) e 1,28 vezes maior em comparagdo com
0 produzido pelo clone 15. Quando o clone 15 foi comparado com a populagdo mista, este produziu 1,9
vezes mais atividade intracelular da GCase (p = 0,23).

Essas informacdes levaram-nos a determinar a atividade bioldgica de GBA intracelular
pelo nimero de células presentes em cada cultura celular para a linhagem celular
L17 293FT_GBA_SYN e seus dois clones mais produtivos (clones 15 e 16). Assim, antes da
obtencdo do extrato proteico total, as células foram lavadas em PBS, coletadas e quantificado
0 namero total de células/cultura celular. A partir desses valores pdde-se obter a produtividade
das respectivas linhagens celulares. Conforme mostra a Figura 30, os niveis de produgdo de
GBA pela populagdo mista foi 159,3 (+ 22,48) U GBA/10° células, comparado com a célula
virgem que mostrou niveis de producao de GBA intracelular da ordem de 60,19 (+ 9,67) U
GBA/10° células. Isso indica um aumento de produtividade de 2,64 vezes. Esses valores foram
significativos (t-test two sample, p = 0,014 com teste de Welch assumindo as variancias
desiguais). O clone 15 mostrou niveis de producdo de GBA de 313,4 (+ 13,38) U GBA/10°
células e o clone 16 niveis de GBA de 293,3 (+ 4,91) U GBA/10° células, cerca de 1,96 vezes e
1,84 vezes, respectivamente maior em relacdo a populacdo mista. Esses valores foram
significativos (p = 0,0026 e p = 0,0078, respectivamente). Convém ressaltar que para essa
analise ndo avaliamos as medidas de atividade da quarta cultura celular do clone 15.
Considerando a diferenca observada em relagdo as demais culturas no momento estamos

repetindo esse ensaio.
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Figura 30. Produtividade da linhagem celular L17_293FT/GBA_SYN_PM, os clones 15 e 16 derivados
da mesma e da linhagem celular controle (293FT virgem). O numero de unidades de GBA
biologicamente ativa foram determinadas pelo ensaio fluorimétrico. A produtividade dos clones 15 e 16
séo cerca de 1,96 vezes e 1,84 vezes, respectivamente maior comparada a populagéo mista.

6.4.3 Quantificacdo da GCase por espectrometria de massa no sobrenadante e no lisado
celular das linhagens com producéo permanente

Para avaliar com maior precisdo a quantidade de GCase produzida pelas linhagens L17
e L18 e seus clones mais produtivos, realizamos a quantificacdo da GCase presente no
sobrenadante e no lisado celular. Para isso, depois de 24h do plagueamento de 1x10° células o
meio foi trocado por 4mL de DMEM sem SBF e apds mais 48h o mesmo foi coletado para
quantificacdo da GCase por espectrometria de massa no sobrenadante celular. O lisado celular
foi coletado em um volume final de 250uL de tamp&o desnaturante. Na Tabela 16 pode-se
verificar a quantificacdo em micrograma (pg) de GCase no sobrenadante e no lisado celular,
utilizando os valores médios das duas sequéncias peptidicas que apresentaram quantificacéo

mais intensa, como também o ndmero de células contados.
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Tabela 16. Numero de células e valores médios obtidos em g de GCase pela analise de espectrometria
de massa presente no sobrenadante e no lisado celular.

Media (ug) Media (ug)

Amostras N° de células Sobrenadante  Intracelular
293FT/Virgem (1) 2,2x10° 0,574 2,434
293FT/Virgem (2) 2,15x108 0,563 3,027
293FT/Virgem (3) 3,95x106 1,413 2,509
293FT/Virgem (4) 3,35x10° 0,947 2,806

0,874 2,694

L18 293FT_GBA_WT_PM (1) 2,9x10° 2,173 4,316
L18_293FT_GBA_WT_PM (2) 5,45x10° 1,264 3,525
L18 293FT_GBA_WT_PM (3) 5x10° 1,382 2,512
L18 293FT_GBA WT_PM (4) 4,85x10° 1,644 1,731
1,616 3,021

L18 293FT_GBA WT CL.4 (1)  1,75x10° 0,628 1,812
L18 293FT _GBA WT CL.4(2) 2,5x10° 0,675 3,958
L18 293FT_GBA_WT _CL .4 (3) 3,2x10° 0,596 4,431
0,633 3,400

L18 293FT_GBA_WT_CL.9 (1) 5,3x108 1,649 3,541
L18 293FT GBA WT CL.9(2)  3,9x10° 1,186 2,690
L18 293FT _GBA WT CL.9(3)  3,75x10° 1,390 3,295
L18 293FT GBA WT CL.9(4)  3,45x10° 1,934 3,307
1,540 3,208

L17 293FT_GBA SYN PM (1)  2,65x10° 45,958 12,674
L17 293FT_GBA_SYN_PM (2) 2,7x10° 22,636 12,871
L17 293FT_GBA SYN PM (3)  1,65x10° 33,137 11,582
L17 293FT_GBA_SYN_PM (4) 2,4x108 51,837 19,211
38,392 14,085

L17 293FT_GBA_SYN CL.15(1)  5,6x10° 62,686 8,133
L17 293FT_GBA SYN_CL.15(2) 6x10° 57,420 4,848
L17 293FT_GBA_SYN CL.15(3)  6,2x10° 80,391 6,566
L17 293FT_GBA SYN_CL.15 (4) 5,2x10° 40,103 5,120
60,150 6,166

L17 293FT_GBA_SYN CL.16(1)  4,9x10° 19,502 5,671
L17 293FT_GBA _SYN_CL.16 (2) 5,2x10° 61,957 6,569
L17 293FT_GBA SYN_CL.16 (3)  6,85x10° 65,318 5,082
L17 293FT_GBA _SYN_CL.16 (4) 5x10° 66,146 4,023

53,231 5,336
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Os resultados de quantificagdo da GCase no sobrenadante celular, pela técnica de
espectrometria de massa, a partir da média dos valores obtidos pela quantificacdo dos dois
peptideos mais intensos, mostrou a quantificacdo da GCase presente no sobrenadante da
populacdo mista da L18 da ordem 1,62 (+ 0,20) pug de GCase e cerca de 38,39 (+ 6,54) ug no
sobrenadante da linhagem L17. A linhagem virgem obteve uma quantificagdo de GCase
secretada da ordem de 0,874 (+ 0,20) ug. Em uma analise comparativa observamos que a L18
produziu 1,8 vezes mais GCase que a linhagem virgem (p = 0,04) e a L17 cerca de 43,9 vezes
mais que a virgem (p = 0,011) e, a producdo em pg de GCase no sobrenadante da L17 em
comparacdo com a L18 foi cerca de 23,7 vezes maior (p = 0,011). Os resultados podem ser

observados na Figura 31.
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Figura 31. Concentragdo em micrograma (pg) de GCase a partir de 100 pg de proteina total presente
no sobrenadante da linhagem 293FT/Virgem e das populagbes mistas L18 e L17. A linhagem 17
produziu 43,9 vezes mais que a virgem e 23,7 vezes mais de GBA que a L18. A L18 em comparacédo
com a virgem produziu 1,8 vezes mais de GBA no sobrenadante celular.

Os resultados de quantificacdo da GCase no sobrenadante celular dos clones 4 e 9 da
L18 foram da ordem de 0,63 (+ 0,023) e 1,54 (+ 0,16) ug, respectivamente. A quantificacdo da
GCase no sobrenadante da populagdo mista da L18 foi cerca de 2,6 vezes maior em relacéo ao
produzido no sobrenadante do clone 4 (p = 0,0159).
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Quando comparada a quantificacdo da GBA no sobrenadante da L18 em comparacao
com o clone 9, a populagdo mista produziu 1,04 vezes mais de GCase (p = 0,78). Ja a
comparacao entre os clones foi significativa, tendo o clone 9 obtido um valor de quantificacao

de 2,4 vezes mais de GCase no sobrenadante em relacdo ao clone 4 (p = 0,01), (Figura 32).
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Figura 32. Concentracdo de GCase a partir de 100ug de proteina total presente no sobrenadante da
populagdo mista linhagem 18 e dos clones 4 e 9. A linhagem 18 produziu 2,6 vezes mais que o clone 4
e 1,04 vezes mais que o clone 9. O clone 9 obteve 2,4 vezes mais GCase no sobrenadante em comparagéo
com o obtido pelo clone 4.

Esses resultados levaram-nos a investigar a relacdo sobre a quantidade de GBA no
sobrenadante celular e o nimero de células presentes por cultura. Conforme demonstrado na
Figura 33, de fato as culturas que produzem maior quantidade de GBA apresentam maior
namero de células. Em média o nimero de células na cultura de 293FT virgem foi 2,91 (+ 0,44)
x 108 células e na populacio mista da ordem de 4,5 (+ 0,5) x 10° células, porém essa diferenca
ndo é significativa (p = 0,06). Por outro lado, o nimero de células na cultura do clone 4 foi 2,48
(+ 0,5) x 10° celulas e do clone 9 foi 4,1 (+ 0,6) x 10° células. Essa diferenca € significativa (p
= 0,04). Também foi significativa a diferenca do nimero de células na cultura da populagéo
mista e do clone 4 (p = 0,03).
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Figura 33. Numero de células por cultura celular. O crescimento da popula¢édo mista foi cerca de 1,8
vezes maior comparado com o clone 4 (p = 0,03). Em relagdo ao clone 9, 0 mesmo mostrou um
crescimento celular cerca de 1,6 vezes maior comparado ao clone 4 (p = 0,04).

Em seguida, passamos para as analises de quantificacdo da GCase no sobrenadante
celular dos clones 15 e 16 da L17. Pudemos observar que a producdo de GCase foi da ordem
de 60,15ug (+ 8,294) e 53,23ug (+ 11,28), respectivamente. A quantificacdo da GCase no
sobrenadante do clone 15 foi 1,6 vezes maior em relacdo ao produzido no sobrenadante da
populacdo mista L17 (p = 0,0877) e 1,13 vezes mais em compara¢do com o produzido pelo
clone 16 (p = 0,6402). Quando comparada a quantificagdo da GCase no sobrenadante da L17
em comparacdo com o clone 16, o clone obteve um resultado cerca de 1,4 vezes maior do que

0 obtido pela populagéo mista (p = 0,3086), (Figura 34).
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Figura 34. Concentracdo de GCase a partir de 100ug de proteina total presente no sobrenadante da
populacdo mista da linhagem 17 e dos clones 15 e 16. O clone 15 produziu 1,6 vezes mais que a
populacdo mista e 1,13 vezes mais que o clone 16. O clone 16 obteve 1,4 vezes mais GCase no
sobrenadante em comparacdo com o obtido pela populagdo mista.

Os resultados de quantificacdo da GCase no lisado celular, pela técnica de
espectrometria de massa, mostrou a quantificagdo da GCase intracelular da populagéo mista da
L18 da ordem 3,02 (+ 0,57) ug de GCase e cerca de 14,08 (+ 1,73) pg no lisado da linhagem
L17. A linhagem virgem obteve uma quantificacdo de GCase intracelular da ordem de 2,69 (+
0,14) pug. Em uma andlise comparativa observamos que a L18 produziu 1,12 vezes mais GCase
que a linhagem virgem (p = 0,61) e a L17 cerca de 5,2 vezes mais que a virgem (p = 0,007), o
que foi estatisticamente significativo. A produgédo de GCase intracelular da L17 em comparagao

com a L18 foi cerca de 4,7 vezes maior (p = 0,005) (Figura 35).
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Figura 35. Concentracdo de GCase presente no lisado celular da linhagem 293FT/Virgem e das
populagcdes mistas L18 e L17 a partir de 100ug de proteina total. A linhagem 17 produziu 5,2 vezes mais
que a virgem e 4,7 vezes mais GCase que a L18. A L18 em comparagdo com a virgem produziu 1,12
vezes mais GCase no lisado celular.

Os resultados de quantificagdo da GCase intracelular dos clones 4 e 9 da L18 foi da
ordem de 3,4ug (+ 0,8) e 3,21ug (+ 0,18), respectivamente. A quantificacdo da GCase
intracelular dos mesmos clones (4 e 9, respectivamente) foi 1,26 (p = 0,72) e 1,01 (p = 0,77)
vezes maior em relacdo a populagdo mista L18. Também ndo houve diferenca significativa na
quantificacdo de GCase intracelular entre os clones (p = 0,84), como pode ser observado na

Figura 36.
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Figura 36. Concentracdo de GCase presente no lisado celular da linhagem 293FT/Virgem, da populacdo
mista L18 e seus respectivos clones a partir de 100ug de proteina total. Nao houve diferenca
estatisticamente significativa entre a producéo de GCase intracelular.

Os resultados de quantificacdo da GCase intracelular dos clones 15 e 16 da L17 foi da
ordem de 6,17ug (+ 0,76) e 534ug (+ 0,53), respectivamente. Esse resultado foi
estatisticamente significativo em relagdo a populacdo mista da L17, sendo que o clone 15
apresentou 2,3 mais GCase (p = 0,013) e o clone 16 cerca de 2 vezes mais GCase (p = 0,011)
em relagdo a populacdo mista da L17. Entre os clones ndo houve diferenca significativa (p =

0,48), como pode ser observado na Figura 37.
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Figura 37. Concentracdo de GCase presente no lisado celular da linhagem 293FT/Virgem, da populagéo
mista L17 e seus respectivos clones, a partir de 100pg de proteina total. Houve diferenca estatisticamente
significativa entre a producdo de GCase intracelular da popula¢do mista em comparagao com os clones,
tendo sido 2,3 e 2 vezes mais produtivos os clones 15 e 16, respectivamente.

6.5 QUANTIFICAGAO DO NUMERO DE COPIAS INTEGRADAS DA SEQUENCIA
DO cDNA DA GBA SELVAGEM E OTIMIZADA PELA TECNICA DE PCR
QUANTITATIVO EM TEMPO REAL

O baixo nivel de producdo da enzima GCase recombinante humana pela linhagem
celular L18 293FT_GBA_WT e o elevado nivel de producdo da enzima GCase recombinante
pela linhagem celular L17_293FT_GBA_SYN levou-nos a investigar se essa diferenca poderia
ser explicada por diferengas no nimero de copias integradas do cDNA recombinante. Para
tanto, realizamos dois ensaios e os resultados foram divergentes. Em ambos 0s ensaios a
quantificacdo absoluta do nimero de copias lentivirais por uma Unica célula foi calculado pela
normalizacdo do nimero de cdpias da sequéncia WPRE. A sequéncia WPRE esta presente na
construcdo lentiviral e 0 nimero de cépias foi determinado em relacdo a cOpias do gene
enddgeno albumina. Para a realizacdo dessa analise os pares de primers foram previamente
testados, 0 DNA plasmidial foi extraido e digerido para a construcdo da curva referéncia da
sequéncia WPRE e o DNA gendmico da linhagem virgem foi utilizado de amostra referéncia
para a curva do gene endogeno. Foram extraidos 0 DNAg das populacdes mistas e dos clones
com niveis mais elevados de atividade biologica das linhagens L17 e L18 geradas, a fim de
determinar o numero de copias integradas do gene da GBA. A verificacdo do DNA das amostras

pode ser observada na Figura 38.
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Figura 38. DNA para calculo do nimero de copias. (A) (M) Marcador de peso molecular A DNA/Hind
I11; (1) DNA plasmidial LV_HeFla GBA WT P*; (2) DNA plasmidial LV_HeFloa GBA WT P*
digerido e purificado; (3) DNAg da linhagem 293FT/Virgem; (4) DNAg da linhagem
L18 293FT _GBA WT_PM; (5) DNAg da linhagem L18 293FT_GBA WT CL.4; (6) DNAg da
linhagem L18 293FT_GBA_WT _CL.9; (B) (M) Marcador de peso molecular A DNA/Hind III; (1)
DNA plasmidial LV_HeFlo. GBA SYN P7; (2) DNA plasmidial LV_HeFlo. GBA SYN P*digerido
e purificado; (3) DNAg da linhagem 293FT/Virgem; (4) DNAg da linhagem
L17_293FT_GBA_SYN_PM; (5) DNAg da linhagem L17_293FT_GBA_SYN_CL.15; (6) DNAg da
linhagem L17_293FT_GBA_SYN_CL.16.

O numero de copias integradas foi calculado pelo “quantity” obtido com base nas curvas
de referéncia geradas pela sequéncia WPRE e o gene da albumina. No primeiro ensaio (Tabela
17) foram realizadas duas reacfes separadas. Em cada reacdo o numero de cépias absoluto foi
calculado pelo valor do quantity da sequéncia WPRE dividido pelo quantity do end6geno
(albumina). No segundo ensaio (Tabela 18) todas as amostras foram aplicadas em uma Unica
placa e o valor do quantity da sequéncia WPRE foi dividido pelo quantity do end6geno
(albumina). Porém nesse ensaio nao adicionamos 0 DNA gendmico da linhagem celular virgem
(controle negativo). Em ambos os casos foi previamente corrigido pelo nimero de cépias do
mesmo no genoma, dado que a albumina é gene diploide e a sequéncia WPRE esta presente em

copia unica na construcao plasmidial.
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Tabela 17. Célculo do numero de cépias integradas do gene da GBA com base nas curvas referéncia
para o gene enddgeno albumina e para a sequéncia de cépia Unica WPRE presente nas construcGes
lentivirais.

Quantity Quantity N° de Copias
Amostra Albumina WPRE Integradas
4333,67 2981,72
L18 293FT_GBA_WT_PM 4480,57 3571,83 1,8 (2)
4443,69 5407,27
2809,07 2737,06
L18 293FT_GBA WT_CL.4 2746,65 1485,88 1,1 (1)
2639,78 1354,40
7259,59 4148,79
L18 293FT_GBA WT_CL.9 6421,63 4394,26 0,25
6220,37 2410,25
6839,33 29,23
293FT_Virgem 6291,44 34,41 0,009
5551,45 29,37
3897,55 21776,95
L17_293FT_GBA_SYN_PM 4120,48 21017,95 10,24 (10)
3819,80 17845,57
16545,15 177900,89
L17_293FT_GBA_SYN_CL.15 17358,62 173278,06 19,32 (19)
19843,38 168100,15
11299,51 89714,61
L17_293FT_GBA_SYN_CL.16 11745,16 81352,14 14,88 (15)
10966,68 82123,86
6429,95 183,12
293FT_Virgem 5969,18 184,13 0,007

2637,86 159,38
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Tabela 18. Célculo do numero de cépias integradas do gene da GBA com base nas curvas referéncia
para o gene enddgeno albumina e para a sequéncia de cépia unica WPRE presente nas construcoes
lentivirais.

uantit uanti No de Cdpias
Amostra lgbumir;‘; QWPREty Integragas

20936,91 22848,17

L18_293FT_GBA_WT_PM 21125,55 21146,70 1,93 (2)
19082,96 15142,62
12303,04 10457,43

L18_293FT_GBA_WT_CL.4 11941,19 8668,98 1,61 (2)
9976,26 8476,01
13511,42 6539,42

L18_293FT_GBA_WT_CL.9 15395,43 6297,88 1,04 (1)
13267,42 9022,12
8066,79 7023,38

L17_293FT_GBA_SYN_PM 8617,81 8354,77 1,99 (2)
9314,63 10530,36
11302,98 11897,35

L17_293FT_GBA_SYN_CL.15 9524,13 12357,19 2,26 (2)
10772,02 11423,25
12971,79 14737,87

L17_293FT_GBA_SYN_CL.16 13907,66 11241,66 1,86 (2)
13475,95 11506,51

Porém, ndo podemos afirmar até 0 momento o nimero de copias do cDNA relativo a
GBA recombinante  nas linhagens celulares L18 293 FT GBA WT PM e
L17 293 FT_GBA SYN_PM devido a problemas na padronizacdo da técnica e marcagdo
positiva na reacdo controle negativo (NTC) em ambos ensaios. Desta maneira, iremos realizar

novos ensaios com novos oligonucleotideos recém adquiridos no laboratorio.
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7 DISCUSSAO

Inicialmente foram geradas quatro linhagens celulares humana, com producgéo transiente
da enzima GBA humana e uma célula controle transfectada com o vetor vazio. Essas linhagens
foram denominadas por: 293FT/CMV_GBA WT; 293FT/HeFla GBA WT;
293FT/CMV_GBA SYN; 293FT/HeFlo. GBA SYN; 293FT/MOCK. Os resultados de
atividade bioldgica por ensaio fluorimétrico, mostraram que as linhagens geradas foram
capazes de secretar niveis mais elevados da GCase no sobrenadante celular, em comparacéao
com a linhagem transfectada com o vetor vazio, e a mesma mostrou-se ser biologicamente ativa.
As linhagens transfectadas com o plasmideo portador do cDNA da GBA otimizada, sob o
controle do promotor HeFla apresentou niveis de atividade da GCase da ordem de 133,19
U/mL (+ 26,17) o que foi 5,2 vezes mais elevado em comparagdo com a mesma sequéncia sob
o0 controle do promotor CMV e 48 vezes mais elevado os niveis de atividade em comparacao
com a sequéncia original sob o controle do mesmo promotor. As primeiras tentativas de
expressar proteinas recombinantes foram com promotores virais, como € o caso do SV40 ou do
CMV (citomegalovirus) (Paborsky et al., 1990; Geisse et al., 1996), o fator de elongacéo
humano (HeFla) esta recebendo atengdo, uma vez que esta sendo mais eficaz que parte dos
promotores virais.

Wang e colaboradores (2008) compararam as atividades transcricionais dos promotores
constitutivos: fator de alongamentola (EFla), fosfoglicerato quinase-1 (PGK) e
citomegalovirus (CMV), durante a diferenciacdo e propagacdo de células embrionarias de rato,
utilizando linhagens estaveis com expressao aumentada da proteina fluorescente verde (EGFP)
sob cada um destes promotores. A expressao de GFP sob o controle do promotor EFla foi a
mais estavel em células embrionérias indiferenciadas seguida do promotor PGK e, além disso,
em células diferenciadas, a intensidade de sinal fluorescente foi maior para EFla seguido de
PGK. Em células diferenciadas, o promotor CMV produziu sinal fluorescente de baixa
intensidade em cerca de 60-80% das células e de intensidade como a do promotor EFla no
restante das células analisadas.

Um outro estudo comparou quantitativamente a atividade de cinco promotores
constitutivos comumente utilizados, sendo eles: promotor da B-actina humana (ACTB),
citomegalovirus (CMV), fator de elongacdo lo (EFla), fosfoglicerato quinase (PGK) e
ubiquitina C (UbC), em células embrionarias humanas, por meio do sistema lentiviral, com o
intuito de assegurar a integracdo estavel das construces promotor-eGFP no genoma dessas

células. As atividades dos promotores foram comparadas em termos tanto de células
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indiferenciadas quanto de células diferenciadas, e observou-se que o promotor EFla
apresentou-se mais estavel durante o processo de diferenciacdo (Norrman et al., 2010).

Um estudo posterior, de Tavares e colaboradores (2016) utilizando adenovirus, produziu
um vetor recombinante portador do cDNA da GBA humana e do GFP, como gene reporter,
ambos sob o controle do promotor CMV independentes, em células HEK-293 e, obteve-se um
titulo viral de 2,5x10° particulas/mL. Para verificar a capacidade de células epiteliais mamarias
produzirem GCase através de transducdo adenoviral in vitro, células MAC-T bovinas foram
infectadas com o vetor viral, com MOI = 25. Apos 24h foi observada alta expressao de GFP e
72h ap0os a transducao foi detectada GCase no sobrenadante celular de trés tamanhos distintos
61,1; 65,1 e 68,8kDa, 0 que acreditam ser devido a diferentes padrdes de glicosilacao.

Foi realizada também a transduc&o in vivo, pelo ducto mamario da cabra, com 1x10°
particulas virais/mL e, as proteinas totais foram medidas diariamente. Foi quantificada uma
forma ativa da GBA presente no leite, pelo método fluorimétrico, tendo tido altos niveis de
producdo no segundo dia pos-infec¢do (111,1 mg/mL), o que representou um aumento de até
173 vezes na atividade da GCase comparado aos niveis basais. Entretanto, a partir do sexto dia
apos a transducdo, a enzima foi quase indetectavel (Tavares et al., 2016). No caso do uso do
sistema lentiviral, tem-se a vantagem de apresentar expressao estavel, além de que os LVs sdo
conhecidos pela capacidade de integra-se preferencialmente préximo as regides de
eucromatina, o que aumenta a probabilidade da expressdo do transgene apds sua integracao
(Spencer et al., 2011).

Os dados obtidos de quantificacdo da GBA das linhagens transientes, por espectrometria
de massa, nos mostraram que ambas as linhagens, portadora da sequéncia selvagem e otimizada,
sob o controle do promotor HeF 1a, apresentaram cerca de 3,7 e 3ug de GBA a partir de 100ug
de proteina total. Esses resultados foram obtidos em sistemas de pequena escala, porém quando
expandido para sistemas de larga escala, os niveis de GCase obtidos também podem ser
expandidos.

Os resultados apresentados apos transfeccao, mostraram que as construgdes plasmidiais
previamente geradas sdo funcionais e que a sequéncia otimizada obteve niveis de atividade mais
elevado no sobrenadante celular em comparacdo com a sequéncia original, o que nos conduziu
a hipotese de que a geracdo de linhagens com producdo permanente por meio do sistema
lentiviral, em conjunto com a otimizacéo da sequéncia alvo, € uma alternativa para obtencéo de
niveis mais elevados de atividade da GCase. Buscando alcancar esse objetivo foram realizadas
transfeccGes com os vetores lentivirais portadores do cDNA da GBA selvagem e otimizada,

ambos sob o controle do promotor HeFla, em linhagem celular humana HEK293FT. Os
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resultados mostraram que os vetores foram capazes de formar particulas lentivirais, e os titulos
virais foram obtidos a partir da concentracdo de 120mL de sobrenadante celular, sendo da
ordem de 5,24x108 e 7,88x108 particulas virais/mL, respectivamente. De acordo com Tiscornia,
Singer e Verma (2006), apds concentragio do sobrenadante celular é esperado um titulo de 10°
a 10%° particulas virais/mL, entretanto, as condi¢es de producdo viral bem como o tamanho
dos vetores séo fatores que devem ser considerados para esse tipo de comparacao, bem como a
sensibilidade da técnica empregada e o método utilizado para concentracdo das particulas
lentivirais.

O uso de vetores lentivirais recebeu um aumento significativo em terapia génica para o
tratamento de doencas genéticas e adquiridas (Merten, Hebben e Bonovolenta, 2016), e esta
sendo o vetor de escolha para estudos de terapia génica tanto in vitro como in vivo (Amado e
Chen, 1999). Outra escolha a ser considerada é o sistema de expressao. A linhagem de células
HEK?293 tem sido utilizada como ferramenta de expresséo de proteinas recombinantes ha mais
de 25 anos, e apresenta maquinaria bioquimica capaz de realizar a maior parte do processo de
dobramento e processamento poés-translacional necessario para a geracdo de proteinas
funcionais (Thomas e Smart, 2005). A linhagem HEK293T ¢ preferida em relacdo a HEK293,
para ensaios de transfeccdo, devido a presenca do antigeno SV40 T tornar a linhagem mais
eficiente para a producdo de vetores (Merten, Hebben e Bonovolenta, 2016). O antigeno do
virus simio 40 (SV40) desempenha um papel essencial na replicagcdo viral em células de
mamiferos (Wang, Alvarez-Cabrera e Chen, 2017), o que permite taxas maiores de producio
de vetores em comparacao com as linhagens que ndo expressam essa enzima (Gama-Norton et
al., 2011).

Ap6és o célculo dos titulos virais referente aos vetores plasmidiais
pLV _B4B2 HeFla GBA WT UbC Puro e pLV _B4B2 HeFla GBA Mut UbC Puro
foram geradas duas linhagens por meio do sistema lentiviral. Para cada linhagem foram
realizados seis ciclos de transdugdo com MOI entre 30-60. A multiplicidade de infecgdo (MOI)
é um parametro utilizado para prever a infeccdo viral em uma populacéo de células-alvo (Zhang
et al., 2004). Em terapia génica, uma vez que 0s vetores virais sdo usados para transferéncia
génica, o MOI foi adotado como sendo o numero de unidades infecciosas para o nimero de
células disponiveis para transducdo (Andreadis et al., 2000), ou seja, 0 numero de particulas
virais por célula. A eficiéncia da transferéncia génica atinge um platd e apds alcancar esse
patamar, o uso de MOI mais elevados pode reduzir o nimero de células transduzidas (Arai et
al., 1999). De acordo com Zhang e colaboradores (2004) geralmente um MOI alto € necessario

para a obtencdo de niveis satisfatorios de transferéncia génica, entretanto, o que é possivel
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observar na prética é que a eficiéncia de transdugdo é menor comparado ao esperado. Neste
estudo, foi verificada a expresséo do gene GFP, e a eficiéncia de transducéo ocorreu em 67,4%
das células FRL-19 (linhagem celular de carcinoma hepatico de feto de rato); 33,1% das células
293T, 23,1% em células NIH 3T3 (linhagem de fibroblastos embrionarios murinos) e 8,7% em
células 293, a um MOI de 32, pelo método de FACS.

Em um trabalho onde foi avaliada a transferéncia de genes no tecido cérneo humano, in
vitro, por meio de vetor lentiviral recombinante, contendo o gene GFP, foi observado que os
ceratocitos humanos in vitro, foram transduzidos com alta eficiéncia, tendo sido observado por
FACS, que 92% das células foram transduzidas a um MOI de 1000 e, além disso, o nimero de
células positivas para GFP permaneceu inalterado durante os 60 dias que essas células
permaneceram em cultura, o que indica expressdo estavel (Wang et al., 2000).

Os dados de atividade biologica da GCase no sobrenadante celular das populacbes
mistas L17 e L18 mostraram atividade da ordem de 104,8 (+ 26,35) U/mL e de 2,718 (+ 0,438)
U/mL, respectivamente, o que significa que a linhagem L17 obteve niveis de atividade cerca de
38,6 vezes mais elevado no sobrenadante em relagdo a L18 (p = 0,0305), sob as mesmas
condicdes de cultivo.

Em comparacdo com a linhagem virgem a populacdo mista L17 obteve niveis de
atividade da GCase da ordem de 47 e 62 maior em relagdo a virgem ap6s tratamento com 1 e
5ug/mL de puromicina, respectivamente, quando cultivadas em meio com 10% SBF. Em
cultivo na auséncia de SBF os niveis de atividade da L17 foram 3,65 e 15,8 vezes maior em
relacdo a virgem apos tratamento com 1 e 5ug/mL de puromicina. Esses resultados nos mostram
que a nossa linhagem contendo a sequéncia otimizada estd produzindo GBA em niveis
promissores. A expressao de GBA humana otimizada j& foi testada em outros sistemas de
expressao, como por exemplo, em Pichia pastoris. Sinclair e Choy (2002) fundiram fragmentos
de cDNA da GBA com fragmentos da luciferase, que serviu de gene reporter. A fim de verificar
a expressao de GBA, foi realizada a otimizacdo de codons referente a 186 pb do gene da GBA
de acordo com o conjunto de codons preferenciais de P. pastoris. O resultado obtido mostrou
gue enquanto a expressao de GBA a partir da sequéncia original limitava a expressao da
luciferase aos niveis basais, a construcdo otimizada possibilitou um aumento na expressao da
luciferase em 10,6 vezes mais, 0 que contribuiu para a expressdo heterologa da GBA.

Sabe-se que a producéo heter6loga da GBA humana ja foi avaliada em diversos sistemas
de expressdo. Cramer e colaboradores (1996) foi o primeiro grupo a relatar a produgéo estavel
de uma enzima lisossdmica humana em plantas transgénicas. E apesar de apresentar diferentes

modificagfes pds-transcricionais em relacdo a células de mamiferos, a proteina de 69kDa
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identificada no extrato de plantas transgénicas de tabaco, mostrou-se ser biologicamente ativa,
indicando que uma por¢do significativa do produto génico é glicosilado e dobrado
corretamente. Os autores ainda destacam que essa producdo representou cerca de 10% de
proteina soltvel a partir do extrato bruto qual método e, ressalta que uma planta de tabaco é
capaz de produzir enzima suficiente para uma dose terapéutica padrdo de GBA. Ainda, 0s
autores defendem que esse é um sistema de facil cultivo, livre de contaminagéo por patégenos
humanos e de custo significativamente baixo.

Liu e colaboradores (1998) geraram um vetor retroviral contendo a sequéncia de cONA
da GBA humana e, transduziram a linhagem de mioblasto murino (C2C12) como também de
mioblasto humano, a fim de verificar a atividade de GCase intracelular e extracelular. As
linhagens de mioblasto murino e humano apresentaram eficiéncia de 100% de células
transduzidas com o vetor retroviral e, foram observadas de cinco a dez cépias do gene da GBA
humana por célula transduzida com MOl entre 5 e 10. A atividade intracelular dessas linhagens
apos a transducdo foi de cinco a dez vezes maior em relagdo aos controles ndo-transduzidos,
enquanto que a atividade da GCase secretada foi observada in vitro, pelas linhagens de
mioblastos transduzidos por até 35 semanas.

A atividade bioldgica extracelular de GCase em mioblastos humanos transduzidos foi
cerca de 50U/mL, cerca de 50 vezes mais que o controle (linhagem n&o-transduzida) (Liu et al.,
1998). Os nossos resultados mostraram niveis de atividade da GCase 46,8 vezes mais elevados
no sobrenadante da populacdo mista da L17 em relacdo a virgem. J& a atividade dos clones mais
promissores da L17, apresentaram atividade da GCase no sobrenadante celular da ordem de
585,4 U/mL (clone 15) e 683,9 U/mL (clone 16).

A fim de verificar a expressdo de GBA humana em células Sf9 (tecido de pupa de
Spodoptera frugiperda), Martin e colaboradores (1988) infectaram células Sf9 com baculovirus
recombinante que continha a sequéncia de cDNA da GBA humana. Foi verificado que a GBA
recombinante € ativa, foi glicosilada e apresentava oligossacarideos com elevados niveis de
manose, como consequéncia do processamento pos-traducional. O meio de cultura foi coletado
72h apods a infeccdo, e de 1,2x108 células Sf9 infectadas com o baculovirus recombinante. Os
200mL do meio de cultura, bem como o lisado celular, resultaram em 270.000 e 400.000
unidades de atividade da GCase, respectivamente. Porém, nesse estudo os ensaios de atividade
bioldgica utilizaram o substrato marcado com radiois6topo *C, o que torna dificil comparar
com a metodologia utilizada em nosso estudo por meio do ensaio fluorimétrico. Apds a
purificacdo por cromatografia hidrofébica, cerca de 15 a 40% desta atividade inicial foi

recuperada.
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Foi realizado o escalonamento da linhagem L17 293FT_GBA _SYN_PM com
producdo estavel da GCase, em garrafas de 10 andares e avaliamos o sobrenadante celular 72h
apos trocar o meio de cultura por meio fresco sem adicdo de SBF. Nés verificamos que foi
possivel realizar a expansdo celular e escalonar os niveis de atividade da GCase. Foram
coletados 500mL de sobrenadante e obtidas 201.931 unidades de GBA no sobrenadante da
linhagem L17_293FT_GBA_SYN_PM em um sistema onde havia 6,06x108 células. Esses
resultados foram promissores e a populacdo mista da L17 obteve niveis de atividade cerca de
963 vezes maior em comparacdo com o cultivo da mesma linhagem celular em cultivo em
pequena escala (2mL).

A prética da geracdao de linhagens celulares transgénicas requer diversos controles, entre
eles a obtencdo de clones celulares, uma vez que é conhecido o efeito do sitio de integracéo no
genoma e a taxa de transcricdo do gene alvo. As linhagens celulares de mamiferos, tais como,
CHO (ovario de hamster chinés), NSO (linhagem celular de mieloma derivada de linfécitos B
murinos), Sp2/0 (linhagem celular de mieloma linfoblastoide derivada de um hibridoma de
linfocitos B murinos), BHK (rim de hamster) e HEK (rim de embrido humano) s&o os sistemas
preferidos para a producdo de proteinas recombinantes, dado que mostraram propriedades
favoraveis para a producdo de biofdrmacos funcionais e bioativos (Wurm, 2004). A linhagem
HEK-293 é comumente utilizada devido a alta suscetibilidade a transfeccdo, e a obtencdo de
altos niveis de expressao transiente (Backliwal et al., 2008). J& a expressdo estavel por meio de
vetores virais também esta sendo relatada (Kim et al., 2009). Song e colaboradores (2011)
selecionaram 55 clones a partir de 5% de células fluorescentes provenientes da populacao
heterogénea, utilizando a linhagem HEK-293. Os clones isolados mais produtivos obtiveram
niveis de producdo de 5 a 7 vezes mais em relacdo a populacdo heterogénea, e foi possivel
escalonar a producéo de anticorpo para sistemas de 25 litros. Esse sistema mostrou-se eficiente
para a producdo de biofarmacos em quantidades consideraveis, o que pode vir a ser utilizado
para o desenvolvimento de testes pré-clinicos.

Apos clonagem a partir de célula Unica, realizada neste trabalho, o nivel de atividade foi
cerca de 5,6 vezes maior no sobrenadante do clone 15 em comparagéo a popula¢do mista e 6,5
vezes maior no sobrenadante do clone 16 comparado a populacdo mista. Le Ru e colaboradores
(2010) demonstraram ser possivel replicar eficientemente o virus da gripe em linhagem HEK-
293 em suspensdo, na auséncia de SBF, e obter resultados promissores. Apos a otimizacéo das
condigdes de infeccdo, foram obtidos titulos virais de até 10° particulas virais infectantes/mL
em biorreatores de 3 litros. Sistemas de expressdo em linhagens humanas, como a realizada

neste trabalho, apresenta a capacidade de produzir proteinas mais semelhantes as sintetizadas
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naturalmente em humanos, o que pode ser considerado vantajoso em relacdo aos demais
sistemas de mamiferos (Ghaderi et al., 2010).

Kim e colaboradores (2004) realizaram a transducdo em trés diferentes linhagens: HelLa,
SH-SY5Y e HEK 293 (MOI entre 10-50) com vetor lentiviral recombinante contendo a
sequéncia de cDNA que codifica para GBA, e mediram os niveis de atividade da GCase cinco
dias apos a transducgdo. Foi realizada a transdugdo com vetores lentivirais 0s quais a sequéncia
da GBA estava sob o controle do promotor CMV ¢ HeFla, e os niveis mais elevados de
atividade foram obtidos nas linhagens transduzidas com os vetores lentivirais em que a
sequéncia alvo estava sob o controle do promotor HeFla. Em média os niveis de atividade
bioldgica da GCase no sobrenadante foram de 189 U de GBA/mL, cerca de 2,4 vezes mais que
a média das linhagens nédo transduzidas (80 U de GBA/mL).

Os experimentos foram realizados em meio de cultivo contendo 10% de SBF e visando
inibir a GCase enddgena, as células foram ressuspendidas e incubadas com 1mM de epdxido
de conduritol (CBE) (Kim et al., 2004). No presente estudo nos obtivemos niveis consideraveis
de atividade da GCase a partir da transdugdo com o vetor lentiviral portador do cDNA da GBA
otimizada. Os niveis de GCase no sobrenadante da populacdo mista da L17, em cultivo com
10% SBF, foram da ordem de 329,7 U/mL (tratada com 1ug de puromicina) e de 439,5 U/mL
(tratada com 5ug de puromicina). Se levarmos em consideracao que a linhagem gerada nédo €
nocaute para o gene da GBA e que ndo tratamos previamente com o inibidor CBE, descontando
0s nossos resultados obtidos para a linhagem virgem (7,04 U/mL), temos ainda niveis de
atividade da GCase de 322,7 e 432,5 U/mL, respectivamente. Levando em consideracdo que o
meio de cultivo foi trocado 48h antes da coleta, nosso sistema mostrou ser eficiente para a
producdo de enzimas recombinantes, com expressdo estavel, tendo em vista que produzimos o
dobro do que a média obtida por Kim e colaboradores (2004).

Entretanto, considerando a nossa linhagem transduzida com o vetor lentiviral portador
da sequéncia de cDNA da GBA selvagem, os niveis de atividade biolégica da GCase obtidos
no sobrenadante celular mesmo apos a selecao clonal, ficou abaixo do encontrado pelo grupo
de Kim e colaboradores (2004), o que ainda iremos investigar. LVs sdo eficazes para a
transferéncia de genes, porém o nimero de cépias de DNA proviral integradas pode variar
consideravelmente. Uma estratégia utilizada para garantir como também para aumentar o
namero de copias integradas é o nimero de ciclos de transducdo (Charrier et al., 2011). Em um
estudo com células T, o nimero de cdpias integradas foi avaliado ap6s transducéo lentiviral
com MOI de 20 sob diferentes condicdes, e foi obtido nUmero de cépias entre 1 e 3 apos

avaliagdo por gPCR (Qasim et al., 2007). Nés ainda estamos realizando anélises a fim de
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verificar a relagdo entre os niveis de atividade bioldgica e 0 nUmero de copias integradas da
nossa sequéncia alvo.

Com relacdo a analise comparativa da atividade biologica da enzima recombinante
GCase humana portadora dos cddons originais versus a linhagem celular portadora dos codons
sinbnimos, os dados aqui apresentados permitem a realizagdo dessa investigagcdo com base nos
dados obtidos na expresséo transiente da GCase. Conforme mencionado acima, a atividade
biologica da GCase portadora de codons sindnimos presentes no sobrenadante sob controle do
promotor HeFla, 48h apos a transfec¢éo foi 48 vezes maior (133 + 26,2 U de GBA/mL) quando
comparada com a atividade biologica da GCase portadora de codons originais (2,76 + 0,16 U
de GBA/mL). Essa diferenca € significativa (p = 0,03).

Os ensaios realizados até 0 momento para a caracterizagdo da linhagem celular L18 com
producdo estavel da GCase com os cddons originais mostraram baixos niveis de producdo da
mesma. Porém, informac6es definitivas sobre esse baixo nivel da enzima recombinante requer
ensaios adicionais que estdo em andamento, entre eles podemos citar, determinacéo do nimero
de copias do rGBA_WT, como mencionado acima e reacdo em cadeia da polimerase para o
diagnostico da presenca ou ndo do cDNA recombinante a partir do DNA genémico obtido da
linhagem L18 293FT/GBA WT_PM e seus clones. Desta maneira, enquanto esses ensaios
estdo sendo realizados, optamos por discutir os dados obtidos neste estudo no que diz respeito
a caracterizacdo da linhagem celular L17_293FT/GBA_SYN_PM e seus clones derivados.

Com relacdo aos dados de atividade intracelular, Kim e colaboradores (2004), ja citado
anteriormente, obtiveram em média, niveis de atividade da GCase de 233 U/mg de proteina
proveniente das linhagens HelLa, SH-SY5Y e HEK 293, com MOI entre 10-50. Esse resultado
foi 2,1 vezes maior em comparacdo com a média das linhagens ndo transduzidas (113 U/mg).
No presente estudo nds obtivemos niveis de atividade especifica da GCase de 307,5 U/mg para
a populacdo mista da L17. Subtraindo o valor obtido pela linhagem virgem temos que a
atividade da GCase pela populagdo L17 foi de 211,9 U/mg. Esses resultados sugerem que a
linhagem L17 mostrou-se promissora para a producao da enzima recombinante GCase.

A atividade intracelular de GCase em mioblastos humanos transduzida por Liu e
colaboradores (1998), foi de 1700U/mg, o que corresponde a cerca de 4 vezes mais que 0
controle. Quando avaliamos a atividade especifica apds a clonagem, verificamos que a mesma
foi efetiva dado que os niveis de atividade foram mais elevados em comparacdo com a
populagéo mista e com a linhagem n&o transduzida (linhagem controle). Os melhores clones da
L17 apresentaram atividade especifica de 586,3 (clone 15) e 752 (clone 16) U/mg, o que foi 6

e 8 vezes maior em comparagdo com a linhagem virgem.
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Um trabalho realizado com expressao de GBA em células CHO mostrou um produto de
GCase glicosilada na forma associada a células de 64 e 59kDa, e de maneira segregada com
tamanho entre 63-69kDa. Além disso, verificaram atividade especifica da GCase produzida por
subclones da ordem de 28,54 umol 4-MU/min/mg (Novo et al., 2012). Apesar das linhagens
celulares provenientes de mamiferos, fornecerem a maquinaria para o dobramento correto e
glicosilagdo necessaria a producdo de proteinas funcionais, como ja foi dito anteriormente, o
uso de linhagens humanas, ainda é um sistema considerado mais seguro.

Das enzimas comercializadas a alfavelaglicerase, produzida em células humanas, por
meio de ativacdo génica, foi a que apresentou menor porcentagem de imunogenicidade,
variando de 0-1% (VPRIV: alfavelaglicerase. Cambridge (MA-EUA): Shire Human Genetics
Therapies Inc.). Essa porcentagem na formacdo de anticorpos antienzima em pacientes que
receberam infuséo de alfataliglicerase, produzida em células de cenoura, foi de 6% (UPLYSO:
alfataliglicerase. Karmiel (ISR): Protalix Biotherapeutics), enquanto que em pacientes que
receberam a infusdo de imiglucerase, produzida em células CHO, a imunogenicidade foi de
15,6% (CERAZYME: imiglucerase. Cambridge (MA-EUA): Genzyme Corporation).

Apesar disso, uma andlise quanto aos perfis de glicosilacdo e funcionalidade dessas
moléculas, mostrou que a diferenca encontrada nos perfis de glicosilacdo relaciona-se a
variacdo dos residuos terminais e comprimento da cadeia de manose, mas que nao afetam a
atividade enzimatica e a estabilidade da proteina gerada. Ainda, essas enzimas apresentaram
captacdo celular e estabilidade em macrofagos de ratos e humanos de forma semelhante, e sua
funcionalidade in vivo, mostrou que as trés enzimas avaliadas, também foram captadas pelos
6rgdos alvo de maneira semelhante (Tekoah et al., 2013).

Pela técnica de espectrometria de massa também foi possivel avaliar o quanto de GBA
produzimos a partir da linhagem L17_293FT/GBA_SYN_PM e ap0s a selecdo clonal. A partir
de 100ug de proteina total foi obtido 38,4ug de GCase no sobrenadante celular da populacao
mista da linhagem L17, enquanto que no lisado dessa mesma linhagem obtivemos 14ug de
GCase. Para os clones provenientes da populacdo mista da L17, as quantificacGes de GCase
obtida no sobrenadante celular foram de 60,15ug (clone 15) e 53,2ug (clone 16), enquanto que
no lisado celular foram obtidos 6,2jug (clone 15) e 5,3ug (clone 16). A linhagem controle, ou
seja, ndo transduzida, obteve niveis de GCase da ordem de 0,87ug no sobrenadante celular e
2,7ug no lisado celular.

Somando as quantificacdes de GBA obtidas no sobrenadante e no lisado celular temos
que a linhagem virgem produziu 3,57ug de GCase. A populagdo mista da L17 produziu 52,59
de GCase e os clones 15 e 16 produziram 66,3 e 58,6ug de GCase. A partir desses dados,
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verificamos que a linhagem gerada a partir do vetor lentiviral portador do cDNA da GBA
otimizada também apresentou resultados promissores na quantificagdo da GCase pela técnica
de espectrometria de massa. O resultado da populacdo mista da L17 foi 14,7 vezes maior que a
linhagem controle.

Se considermos que foi em sistemas de pequena escala (4mL), é possivel expandir a
producdo de GCase em sistemas mais amplos, como o demonstrado pela linhagem L17 em
garrafas de 10 andares. No caso da linhagem otimizada, tanto a popula¢édo mista como os clones
produziram mais de 25% de GCase, considerando a quantificacdo de proteina total utilizada na
técnica. He e colaboradores (2012) avaliaram a atividade da GCase a partir de uma construgédo
plasmidial contendo a sequéncia da GBA, que foi inserida em plantas de Arabidopsis thaliana
por meio de transferéncia génica mediada por Agrobacterium. Foram coletadas sementes
provenientes de 43 plantas e realizada a extracdo de proteinas para posterior ensaio de atividade
bioldgica. A linhagem transgénica com os niveis mais elevados de GCase apresentou atividade
de 24,0 nmol/min/mg de proteina soluvel total.

A necessidade de produzir proteinas recombinantes aumentou a medida que novas
aplicacdes em diversos campos comerciais se tornaram uma realidade. Novos campos de estudo
e sistemas de producdo tém sido utilizados a fim de gerar grandes quantidades de proteinas
recombinantes por meio de uma gama crescente de organismos geneticamente modificados
(Palomares, Estrada-Mondaca e Ramirez, 2004).

Estratégias para obter genes integrados cromossomicamente em células animais foram
desenvolvidas, ainda assim, um problema encontrado com integracdo cromossémica € a
possibilidade de que o gene de interesse se torne integrado em uma regido inativa de cromatina
(Twyman e Whitelaw, 2000), porém LVs s&o conhecidos por integrar-se preferencialmente
préximo as regides de eucromatina, o que aumenta a probabilidade da expressao do transgene
apos sua integracao (Spencer et al., 2011). Inicialmente a expressao transiente € tida como uma
boa opcéo para testes preliminares de candidatos a drogas, ou testes que visem verificar a
funcionalidade dos vetores de expressdo. A partir disso, a geracdo de linhagens com producéo
estavel de proteinas recombinantes por meio de expressdo viral, torna-se uma medida

promissora (Palomares, Estrada-Mondaca e Ramirez, 2004).
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8 CONSIDERACOES FINAIS

R/
L X4
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Os vetores plasmidiais s&o funcionais e permitiram a producéo transiente da proteina
recombinate GCase com os cddons originais e da enzima GCase recombinante
portadora de codons sinbnimos;

Foram geradas 4 linhagens celulares com producéo transiente da proteina recombinante
GCase e entre as mesmas, a linhagem celular 293FT/HeF1lo. GBA_SYN que apresenta
a molécula de GBA com c6dons sindnimos sob controle do promotor HEF 1o mostrou
maiores niveis da enzima lisossomal GCase da ordem de 133,19 (+ 45,32) U de
GBA/mL de sobrenadante;

Foi demonstrado também que o nivel da enzima lisossomal recombinante GCase é
promotor dependente. Sob controle do promotor CMV o nivel de produgdo de GCase é
cerca de 5 vezes inferior, da ordem de 25,61 (+ 9,35) U de GBA/mL de sobrenadante;
Ambas enzimas lisossomais recombinantes, a GCase portadora de codons originais e a
GCase portadora de cddons sinénimos sdo biologicamente ativas conforme
demonstrado pela andlise da atividade biolégica da enzima GCase presente no
sobrenadante dessas culturas por 48h em monocamada sem SBF;

Observamos que a enzima recombinante GCase portadora de cédons sinénimos mostrou
niveis da enzima secretada cerca de 48 vezes maiores que a enzima recombinante
portadora de codons originais sob controle do promotor HeFla;

Ambos vetores lentivirais sdo funcionais em termos de formacdo de particulas
lentivirais conforme demonstrado pela producio do titulo viral de 5,24x108 pLV/mL
para o vetor LV HeFlo GBA WT e 7,88x10®8 pLV/mL para o vetor
LV HeFloa GBA SYN;

O sistema lentiviral bicistronico foi efetivo e permitiu a geracdo de duas linhagens
celulares com produgdo estavel da enzima recombinante GCase e resistentes ao
tratamento com puromicina;

Foram geradas duas linhagens celulares com producdo permanente da enzima
lisossomal recombinante GCase que mostraram diferentes niveis de producdo da
mesma: a linhagem celular portadora do cDNA da GBA com o0s codons originais
nomeada por L18 293FT_GBA_ WT e a linhagem celular portadora do cDNA da GBA
com codons sindnimos nomeada por L17 _293FT_GBA_SYN;

A linhagem celular L18_293FT_GBA_WT apresentou uma baixa producdo da enzima
recombinante, da ordem de 2,71 (+ 0,4) U GBA/mL no sobrenadante da cultura,
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enquanto a célula virgem apresentou uma produgdo média da enzima enddgena de 4,94
(+1,17) U GBA/mL no cultivo por 48h em monocamada sem SBF (p < 0,05);

A atividade especifica da enzima recombinante produzida pela linhagem
L18 293FT_GBA_WT foi da ordem de 108,4 (+ 13,04) U GBA/mg de proteina total
similar ao observado pela célula virgem da ordem de 95,58 (+ 8,25) U GBA/mg de
proteina total (p > 0,05);

A linhagem celular L17_293FT_GBA_SYN apresentou uma alta producéo da enzima
recombinante, da ordem de 254,1 (+ 7,2) U GBA/mL no sobrenadante da cultura, cerca
de 51 vezes maior que a producdo endogena de GBA pela célula virgem no cultivo por
48h em monocamada sem SBF (p < 0,05);

A produtividade da linhagem celular L17_293FT_GBA_SYN quanto o nivel da enzima
lisossomal secretada € 236,6 (+ 7,2) U/ 10° células, cerca de 121 vezes maior da célula
293FT virgem (1,96 (+ 0,1_ U GBA/ 10° células) quando cultivadas por 48h em
monocamada em meio de cultura sem SBF. Essa diferenca € significativa (p < 0,05);

A atividade especifica da enzima recombinante produzida pela linhagem
L17 293FT_GBA_SYN foi da ordem de 307,5 (+ 26,74) U GBA/mg de proteina total
cerca de 3 vezes maior ao observado pela célula virgem. Essa diferenca é significativa
(p <0,05);

A produtividade da linhagem L17_293FT_GBA_SYN quanto o nivel de GBA
intracelular é 159,3 (+ 22,48) U GBA/10° células, cerca de 2,64 vezes maior que 0S
niveis da enzima lisossomal intracelular da célula virgem (60,19 (+ 9,67) U GBA/10°
células). Essa diferenca é significativa (p < 0,05)

Foi possivel a selecdo clonal da populacdo celular L17 293FT_GBA_SYN com
producdo permanente da GBA. A analise de 11 clones mostrou que 46% dos clones
secretam baixos niveis de GBA, inferiores aos niveis da populacdo mista (entre 89 U de
GBA/mL e 230 U de GBA/mL), 27% secretam niveis intermediarios de GBA (entre 265
U de GBA/mL e 301 U de GBA/mL) e 27% secretam niveis elevados de GBA (entre
441 U de GBA/mL e 683 U de GBA/mL);

Os clones mais produtivos derivados da linhagem celular L17 293FT_GBA _SYN
nomeados por L17 _293FT_GBA _SYN _clone 15e L17_293FT_GBA_SYN_clone 16.
A produtividade do clone 15 quanto o nivel de GBA intracelular foi cerca de 2 vezes
superior, da ordem de 313,4 (+ 13,38) U GBA/10° células, a populagdo mista. A
produtividade do clone 16 foi similar, da ordem de 293,3 (+ 4,9) U GBA/10° células;

Foi possivel quantificar a quantidade da enzima lisossomal recombinante em todas
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populacgdes celulares geradas nesse trabalho, tanto as linhagens celulares com producéo
transiente de GBA quanto as linhagens celulares com produgdo estavel de GBA.

9 CONCLUSOES

Os resultados apresentados nesse trabalho mostram que o0s clones celulares
L17 293FT_GBA_SYN clone 15 e L17 293FT_GBA _SYN _clone 16 s&o capazes de
produzir elevados niveis de f-glicosilceramidase recombinante. A enzima lisossomal produzida
por esses clones celulares é biologicamente ativa in vitro e, portanto, podemos sugerir que esses
clones celulares gerados neste trabalho apresentam potencial para producdo e purificacdo da
GCase em sistemas de larga escala, visando seu uso futuro em testes clinicos, para uso como
terapia de reposicao enzimatica para pacientes com DG.

Os dados obtidos mostram que a agregacédo da engenharia genética, codons sinbnimos e
sistema lentiviral permitiu a geracdo de uma nova molécula recombinante da glicosiceramidase

humana biologicamente ativa in vitro.
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11 ANEXO

SOLICITACAO DE DISPENSA DO
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)
Prezada Dr® Marcia Guimaraes Villanova,
Eu, Ana Carolina Coelho, do departamento de Pds-Graduagdo de Genética, orientada
pela Profa. Dra. Aparecida Maria Fontes, e pesquisadora responsdvel pelo estudo
“Geragdo de linhagem celular humana 293-FT com produgdo permanente da Beta
glucosilceramidase selvagem e mutante”, solicito a dispensa da apresentagédo do TCLE,

considerando o que se segue:

No desenvolvimento deste projeto serdo realizadas andlises de quantificacdo da enzima
GCase extra e intracelular produzida pela linhagem 293-FT comercial (Invitrogen®) e
por 2 linhagens geradas durante o projeto, com produgdo permanente da enzima GCase,
linhagens essas, derivadas da 293-FT comercial. Essas analises de atividade biologica
sao realizadas por meio de ensaio fluorimétrico e, para tanto, faz-se necessario o uso de
leucocitos, adquiridos por meio de coleta de sangue fresco de individuo saudavel, para
ser utilizado como valor referéncia da técnica. Desta forma, eu, Ana Carolina Coelho

me disponibilizo para a coleta de sangue, para a obtengdo desses leucocitos referéncia.

Justificativa quanto dispensa do TCLE: Como descrito, o sangue coletado sera

utilizado apenas como valor de referéncia padrdo para uma técnica ja bem estabelecida.

E considerando que ndo serd necessério a coleta de controles e pacientes, apenas o mcu CA &
4D L4,

acredito que ndo ha necessidade do Termo de Consentimento Livre Esclarecido. /Q vl
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Atenciosamente,
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sEaQ auy Ana Carolina Coelho
R ER Pos-graduanda em Genética

m.w de Etic !
C&/ﬁ %(L/ Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto

Universidade de Sdo Paulo
Dra. Marcia Guimorées Villanova

Coordenadora do Con o Etica em Pesquisa
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Abstract

Gaucher disease (DG), caused by mutations in the GBAL gene, is the first lysosomal storage
disease described and has become the model for the clinical and phenotypic description of the
diseases in that group. Enzyme replacement therapy is the main treatment available for patients
with DG, but high cost. Thus, for generation of GBA stable expression and also to obtain high
enzymatic levels, a strategy is the use of lentiviral system added to synonymous mutations. To
achieve this goal, transient transfection was first performed to assess whether the lentiviral
vectors were functional, which was demonstrated by the increase of GBA activity in the
supernatant of the lineages by the biological activity assay of GCase. From these results
lentiviral particles were produced relating to the GBA cDNA sequences with the synonymous
codons. The lentiviral titer was obtained by qPCR, and resulted in about 7.88x108 PV/mL,
LV _HeFla GBA SYN P'. Analyzes of biological activity in the supernatant of the
L17 293FT_GBA_SYN_PM lineage was 329.7 (+ 15.51) U/mL and 439.5 (+ 12.03) U/mL,
after trated with puromycin (1 and 5ug/ml). This were 62 more than virgin lineage. In relation
to the clones that presented higher levels of GBA activity, we had clone 15 (585.46 U/mL) and
16 (683.95 U/mL) for L17. Intracellular activity for the mixed population of L17 was 307.5
U/mg and for clones 15 and 16 were about 586.3 and 752.3 U/mg. In this way, we conclude
that the lentiviral system was effective and the lineage with higher levels of GCase activity was

generated in comparison to our control lineage.

Keywords: Gaucher Disease. Glucosylceramide beta. Recombinant Enzyme. Lentiviral
System.
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Introduction

Gaucher disease (GD) is an autosomal recessive genetic disorder caused by [-
glycosylceramidase (GBA) gene mutations. GBA is a lysossomal enzyme and hydrolyses the
B-glycosidic linkage in the glycosylceramide (GlcCer) lipid (Beutler and Grabowski, 2001;
Jmoudiak and Futerman, 2005; Baris, Cohen and Mistry, 2014). The GlcCer accumulation leads
to pathological symptoms related with the disease, since GlcCer is a biological membrane
constituent and intermediate in the sphingolipid synthesis and degradation pathways (Jmoudiak
and Futerman, 2005). GD is the most common lysosomal storage disease and presents
heterogeneous clinical conditions ranging from non-neuropathic (type 1) (Sidransky, 2012) to
chronic (type 2) and acute (type 3) which are neuropathic forms (Tylki-Szymanska, Keddache
and Grabowski, 2006; Pastores, 2010). Currently, enzyme replacement therapy is the most
effective treatment for GD patients, but it is an expensive medice. According to data from the
Brazilian public health agency (Ministério da Saude, 2007), in 2007, the Brazilian government
spend more than R$250 million to provide enzyme replacement therapy for 500 GD patients.
Among other factors, the recombinant protein production itself is expensive, which leads to an
increase in the price, and also indicates that production methods must be optimized.

Different expression systems have already been tested for recombinant GBA
production. Some authors used yeast-based systems (Sinclair and Choy, 2002), insect cells
(Martin et al., 1988), and plants cells, carrot root cells were approved for commercialization in
2012 by the FDA (Shaaltiel et al., 2012). Mammalian cells such as CHO were also approved
by the FDA for commercialization in 1996, other studies were developed in CHO line (Novo
et al., 2012), as well as expression systems in HEK 293 lineages (Kim et al., 2004) as also
presented in this work. Despite the protein levels obtained non-human systems, the production
in human cell strains is still an attractive option, since it has the capacity to produce proteins
more similar to those synthesized naturally in humans (Ghaderi et al., 2010).

A promising methodology option aiming to improve recombinant protein production
are synonymous codons. These codons variants encode the same amino acid residue, which
leads to the formation of different nucleotide sequences, but express the same protein product
(Zuckerkandl and Pauling, 1965). A study using Pichia pastoris evaluated the synonymous
codons impact on the GBA protein expression, the authors observed a 10.6 times protein
increase and more biological activity after the preferential codons usage in a fragment of 186
bp (Sinclair and Choy, 2002). Another study analyzed the papillomavirus capsid L1 and L2
proteins expression level in Cos-1 cells using preferential papillomavirus versus preferential

mammalian codons, the use of preferential mammalian codons increased 1000 times the capsid
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proteins production in the host cell (Zhou et al., 1999). It was initially believed that these
mutations were neutral, since they did not alter the polypeptide sequence, which could mean
that they had no effect on the cellular fitness or organisms function (King and Jukes 1969,
Plotkin and Kudla, 2011). However, recent studies have shown that sequence variation due to
the redundancy of the genetic code, as well as the multiple possibilities of transcription, may
allow natural selection (Sharp et al., 1995; Plotkin and Kudla, 2011).

The expression systems of choice to produce GCase must allow the enzyme stable
production in order to obtain higher levels of enzymatic activity. Lentiviruses (LV) are RNA
viruses capable of transducing cells that are not in the process of cell division, being their main
advantage in comparison to oncoretroviral vectors (Naldini et al., 1996; Merten, Hebben and
Bovolenta, 2016). LV integration sites are in euchromatin regions preferably, which increases
the chances to obtain active transgene expression (Spencer et al., 2011). LV vectors has been
used in neurodegenerative diseases and immunodeficiency clinical trials in gene therapy
(Merten, Hebben and Bovolenta, 2016).

Considering the treatment high cost for GD and knowing that the enzyme production
and commercialization is exclusively under the dominance of large international companies,
this work aims to develop an optimized GBA production by lentiviral system, from a GBA
cDNA carrier vector with optimized codons, aiming to achieve high GCase levels in the
supernatant and the cell lysate in comparison to the non-transduced HEK-293FT lineage.

Material and Methods

Plasmid constructs

Lentiviral plasmids used in this study were derived from the plasmid pDEST_R4 R2
kindly provided by Prof. Dr. Ron Weiss - Synthetic Biology Center Director, Department of
Biological Engineering, Massachusetts Institute of Technology - MIT, Cambridge, MA, USA
(Guye et al., 2013). Two accessory plasmid vectors were used for the production of lentiviral
particles: pPCMV-VSV-G (5,824 bp) and pPCMVAR8.91 (12,120 bp). These plasmids were
kindly provided by Dr. Lucas Eduardo Botelho de Souza - Laboratory of Molecular Biology,

Hemocentro of Ribeirdo Preto, SP.
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Cell culture

The lineage HEK-293FT (Cat. Number R700-07, Gibco, by Thermo Fisher Scientific)
from human embryonic kidney was used as host cell. The untreated 293FT cell line was
expanded and cultured in Gibco® DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's Medium)
supplemented with 10% fetal bovine serum - Hyclone ™ Fetal Bovine Serum (GE Healthcare
Life Sciences) and 1% Gibco ™ antibiotic, penicillin and streptomycin (Life Technologies).
Serum was previously inactivated at 56 °C for 30 minutes. During cultivation the cell culture
was kept at 37 °C and 5% CO?.

Generation of lineages with transient production of GCase

For this experiment 1x10° 293FT cells were cultivated in 6 well plates. Transfections
were performed 48 hours after plating, with reagent Attractene transfection reagent (Qiagen
inc, CA, USA), according to the manufacturer's specifications. New DMEM culture medium
with antibiotic (1%) and serum (10%) was added prior transfection and 6 hours’ post-
transfection, the medium was changed by medium without serum. The supernatant was

collected 48 hours after transfection and centrifuged at 1500rpm, 10 ° C for 5 minutes.

Recombinant lentivirus vector production and titration

Transfection assays were performed using Thermo Fisher Scientific's Lipofectamine®
3000 Transfection Reagent. Each 145mm cell plate an assay containing 6.5 pg of plasmid
PCMVARS.9, 3.2 ng of pCMV-VSV-G and 12 pg of plasmid coding the target cDNA was
added. The supernatant was collected 48h and 72h after transfection. The lentiviral particles
were concentrated in OPTIMATM XL 100K Ultracentrifuge ultracentrifuge (SW 28 Beckman
rotor), as described by Kurtner et al. (2009). The viral titration was calculated by gPCR in real
time, using TagMan ™ system from Applied Biosystems. 3-actin gene was used as endogenous
control Hs03023880 g1, primers and probe for the LTR gene were 5
'GCCCGAACAGGGACTTGA 3, 5 'CGAGTCCTGCGTCGAGAGA 3 and 5 'FAM
AGCGAAAGGGAAACC MGB 3'. The viral titre was calculated as described by Matsui et al.
(2007), with the formula: {[(Average LTR copy number * 2 / Average -actin copy number) *
cell plated number] * dilution factor}. The lentiviral transductions were performed with MOI
between 30-60.
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In vitro GCase extracellular Production HEK 293FT Virgin and L17 _293FT_GBA _SYN

The cell lines generated were cultivated in a high stringency treatment with puromycin
antibiotic (GibcoTM Sterile Puromycin Diihydrochloride). The selective media was kept for 10
days in order to select the transduced cells, since the insertion sequence presented the
puromycin resistance gene. To obtain single-cell clones, firstly, 1x10° transfected cells were
cultivated in 100mm cell plates. One week later it was possible to observe individualized clonal
colonies. These populations were trypsinized and transferred to 6 well plates.

For the GCase biological activity experiment of the heterogeneous transfected
population, the clones generated and the virgin line (control), 3x10° cells were plated per well
of 6-well plate, new culture medium was added 48h after the plating, with 10% SBF. After
another 48h, the cell supernatant was collected.

In vitro GCase intracellular production by HEK 293FT Virgin and
L17 _293FT_GBA_SYN

To evaluate the GCase intracellular activity, 2x10° cells were cultivated in 6-well plates.
After 48h, new culture medium was added (DMEM supplemented with 10% Serum and 1%
antibiotic). And after 48h, the supernatant was discarded, and to each well 245uL of
Mammalian Protein Extraction Buffer (GE Healthcare Life Sciences) plus 5L of the protease
inhibitor cocktail, from Sigma-Aldrich, was added. The cell lyses was stored at -80 °C.

In vitro extracellular and intracellular GCase biological activity

The GCase biological activity assay was performed in a 100ul reaction, 20ul of Sodium
taurodeoxycholate hydrate (TDC) - Sigma-Aldrich (2% TDC + 1M phosphate citrate buffer);
50pl of substrate (4MUGQG); 30uL of the sample. The samples were incubated for 2h, 100rpm at
37°C in a water incubator. The fluorescence was measured by SpectraMax M2 fluorimeter
(Molecular Devices) with excitation of 360nm and emission of 450nm. Quality control
(leukocyte) and intracellular samples were sonicated and the amount of total protein present in
the sample was assayed by the Lowry method using the commercial DCTM Protein Assay kit
(BioRad) according to the manufacturer's recommendations. For data analysis, it was defined
that a unit of biological activity is the amount of enzyme required to release 1 nmol of 4 MU
per hour. For supernatant samples are measured in milliliter of culture medium, and for

intracellular samples the unit is milligram of total protein.
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Statistical analysis

Statistical analyzes were performed using the non-parametric t test with Welch's
correction, with p-value set at 0.05. The graphs were generated by GraphPad Prism software
version 7.00 (GraphPad Software, San Diego California USA).

Results

Promising GCase biological activity levels were observed in transient lines and in the
cell supernatant GCase was shown to be biologically active. The transient transfected cell line
containing the empty vector obtained secreted GCase activity of 4.69 (+ 1.96) U/mL, whereas
the line transfected GBA wild-type plasmid showed GCase activity of 6.62 (+ 2.11) U/mL and
2.77 (+ 0.17) U/mL under the control of the CMV and HeF 1a promoters, respectively. GCase
enzyme activity levels in the extracellular medium were 25.61 (+ 5.4) U/mL and 133.2 (+ 26.17)
for the line transfected with optimized plasmid (p = 0.057) and 48.13 times greater (p = 0.038)
than the wild-type GBA sequence under the control of the same promoters. Compared to the
cell line transfected with the MOCK vector, GCase activity levels in the
293FT/CMV_GBA_SYN lineage supernatant was 5.47 times higher (p = 0.047) and 28.4 times
higher than the 293FT lineage/HeFla. GBA SYN (p =0.038). In relation to the line transfected
with the wild-type GBA plasmids, the 293FT/CMV_GBA_WT line showed levels of GCase
activity in the cell supernatant about 1.4 times greater than the transfected lineage with the
empty vector (p = 0.53). And the MOCK-transfected line had 1.7 fold higher GCase activity (p
=0.40) than 293FT/HeFla GBA_ WT cell line (Figure 1).

LV _HeFla_GBA_SYN_P* viral titer was 7.88x10% viral particles per milliliter
(PV/mL), and after six cycles of lentiviral transduction the heterogeneous population
L17 293FT_GBA_SYN was obtained. GCase activity analysis from this heterogeneous
population supernatant after treatment with low (1pg/mL) and high (5pg/mL) puromycin
stringency was performed. The results showed that GCase activity levels of 7.038 (+ 0.2) U/mL
in the virgin line supernatant and 329.7 (+ 15.51) U/mL in the L17_293FT_GBA _SYN line
supernatant treated with 1pug/mL of puromycin, which is about 47-fold higher (p = 0.0002). The
same population treated with Spg/mL puromycin showed GCase activity of 439.5 (+ 12.03)
U/mL, which was 62 times higher than the virgin line (p < 0.0001). Puromycin stringency had
positive results, since the GCase activity in cells treated with 5pg/mL puromycin was 1.3 times

higher than the treatment with low stringency (p = 0.0017) (Figure 2).
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The extracellular activity analyzes were performed in 11 clones derived from the
heterogeneous population L17_293FT_GBA_SYN. Clone 7 showed the GCase biological
activity, with an average of 89.9 U/mL, yet the activity levels were about 9 times higher than
the virgin line. Clones 15 and 16 were the most productive with GCase activity levels of 585.4
U/mL and 683.9 U/mL, respectively. These results indicate that cell cloning was effective, with
the most productive clones (clones 15 and 16) activity being 57 and 66 times higher than the
virgin cell line (Figure 3).

The intracellular biological activity analysis was performed in the 11 clones,
heterogeneous population and virgin cell line. The virgin 293FT untreated cell line presented
95.58 (+ 8,249) U/mg of GCase activity. The L17 mixed population showed average mean of
307.5 (+ 26.74) U/mg in the intracellular analysis, which was 3.21 times higher in comparison
to virgin (p = 0.0026). Clone 15 from L17 line obtained 586.3 (+ 185.9) U/mg of GCase
intracellular activity, which was 1.9 fold higher when compared to the mixed population (p =
0.23). Clone 16 presented an average mean of 752 (+ 76.05) U/mg, which represents 2.45 times
more when compared to the mixed population (p = 0.006) and 1.28 times more than the clone
15 (p = 0.46). In comparison to the virgin line, clone 16 obtained a 8-fold higher intracellular
GCase activity (p = 0.003) (Figure 4).

Discussion

Considering GCase production obtained from transient transfection cell lines, the
optimized GBA cDNA plasmid transfected cells with HeF1a promoter showed GCase activity
of 133.19 U/mL (+ 26.17), which was 5.2-fold higher compared to the same sequence under
the CMV promoter and 48-fold higher considering the original GBA sequence with HeFla
promoter plasmid. Aiming to create a permanent cell line with stable GCase production, the
most promising plasmid was chosen. The plasmid selected was optimized sequence that
obtained functional GCase production and the higher activity levels in the cell supernatant
compared to the original sequence. For this molecule, the viral titration showed 7.88x108 viral
particles/mL.

The lentiviral vectors usage in gene therapy for the treatment of genetic and acquired
diseases had a significant increase in the last years (Merten, Hebben and Bonovolenta, 2016).
In special, the HEK293 cell line has been selected as a tool for recombinant proteins expression

for more than 25 years, since it presents the biochemical machinery capable of performing the
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correct folding and post-translational processing necessary for the generation of functional
proteins (Thomas and Smart, 2005).

Considering the L17 mixed population to the 293FT virgin cell line, when kept in
medium with 10% FBS, the first presented GCase activity levels of 47 and 62 higher than the
virgin after treatment with 1 and 5 pg/mL of puromycin, respectively. These results show that
optimized sequence line produces promising GCase levels. The optimized human GBA
sequence has already been tested in other expression systems, for example, in Pichia pastoris.
Sinclair and Choy (2002) fused GBA cDNA fragments with luciferase fragments, which
worked as a reporter gene. In order to analyze the GBA expression, codon optimization was
performed according to the preferred P. pastoris codons set for 186 bp in the GBA gene. The
authors described that while GBA expression from the original sequence had limited luciferase
expression, the optimized construct allowed an increase in luciferase expression in 10.6 times,
which contributed to the GBA heterologous expression.

It is known that human GBA heterologous production has already been studied in
several expression systems. Cramer et al. (1996) was the first group to report a human
lysosomal enzyme stable production in transgenic plants. And despite having different post-
transcriptional modifications that mammalian cells, a 69kDa protein was identified in the
transgenic tobacco plant extract and it was shown to be biologically active, indicating that a
significant enzyme portion is glycosylated and folded correctly.

The GCase extracellular biological activity in transduced human myoblasts, described
by Liu et al. (1998), was about 50U/mL, which is about 50 times more than the control (hon-
transduced lineage). Our data showed GCase activity levels 46.8 times higher in the L17 mixed
population supernatant when compared to virgin supernatant. And, the most productive L17
clones presented 585.4 U/mL (clone 15) and 683.9 U/mL (clone 16) of GCase activity in the
cell supernatant.

A number of steps are required when generating transgenic cell lines, including
obtaining cell clones, since there are an integration site effect and the transcription rate of the
target gene is known in the heterologous population. Mammalian cell lines such as CHO
(Chinese hamster ovary), NSO (murine B lymphocyte derived myeloma cell line), Sp2/0
(murine B lymphocyte hybridoma derived lymphoblastoid cell line), BHK (hamster kidney)
and HEK (human embryo kidney) are the preferred systems for the production of recombinant
proteins, since they have shown favorable properties for the functional and bioactive
biopharmaceuticals production (Wurm, 2004). The HEK-293 lineage is commonly used thanks
to its high transfection rate and high transient expression levels (Backliwal et al., 2008). Viral
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vectors stable expression is also greatly considered (Kim et al., 2009). Song and collaborators
(2011) selected 55 clones from 5% fluorescent cells from the heterogeneous population, using
the HEK-293 lineage. The most productive clones had 5 to 7 times higher production levels
than the heterogeneous population, and it was possible to scale up the production to a 25-liter
system. These experiments indicate that this is an efficient biopharmaceutical production
system and also able to be scale up in considerable amounts, which can be used for preclinical
tests development.

After performing single cell cloning, our results showed that the clone 15 GCase activity
in the supernatant was 5.6 times higher compared to the mixed population, and also, clone 16
GCase production was 6.5 fold higher. Kim et al. (2004) performed a lentiviral transfection in
three different strains: HeLa, SH-SY5Y and HEK 293 (MOI among 10-50) with GBA cDNA
sequence vector and measured the GCase activity five days after transduction. The GBA
sequence was under CMV and HeFla promoter control and the activity highest levels were
obtained in the transduced lines with HeFla promoter. On average the GCase activity in the
supernatant were 189 U of GBA/mL, 2.4 times higher than the non-transduced strains average
(80 U of GBA/mL).

Kim at al. (2004) carried out the experiments in culture medium with 10% FBS and,
aiming to inhibit endogenous GCase, cells were incubated with 1mM conduritol epoxide (CBE)
(Kim et al., 2004). In the present study we obtained considerable GCase activity levels from
the optimized GBA cDNA lentiviral vector. The GCase analysis in the L17 mixed population
supernatant, in culture with 10% FBS, were in the order of 329.7 U/mL (treated with Ipg
puromycin) and 439.5 U/mL (treated with Spug puromycin). If we take into consideration that
the line generated is not GBA gene knockout and that we did not previously incubated with
CBE inhibitor, we can estimate the GBA recombinant production by discounting the activity of
virgin line (7.04 U/mL). And still, the recombinant lines showed high GCase levels of 322.7
and 432.5 U/mL, respectively. Considering the activity results obtained after 48h, our system
has been shown to be efficient for recombinant enzymes production and had stable expression,
compared with Kim et al. (2004) GCase production our work produced twice as much.

Considering the intracellular activity data, Kim et al. (2004), already mentioned above,
obtained, on average 233 U/mg of GCase activity from the HeLa, SH-SY5Y and HEK 293
lines, with MOI among 10-50. This result was 2.1 times higher compared to non-transduced
strains production (113 U/mg). In the present study we obtained specific GCase activity levels

of 307.5 U/mg for L17 mixed population. Subtracting the basal GCase production we conclude



140

that L17 population has 211.9 U/mg of GCase activity. These results suggest that the L17 line
has promising recombinant enzyme GCase production levels.

Liu et al. (1998) described that the intracellular GCase activity in human transduced
myoblasts was 1700U/mg, which corresponds to 4 times more than the control. When we
evaluated the GCase specific activity after single cell cloning, we verified that it was effective
since the activity levels were higher compared to the mixed population and the non-transduced
line (control strain). The best L17 clones showed 586.3 (clone 15) and 752 (clone 16) U/mg of
GCase specific activity, which was 6 and 8 times higher comparing to the virgin cell line.

In the last years, several strategies for obtaining chromosomal integrated genes in animal
cells have been developed. One of those are Lentiviral vectors, LVs are known to have insertion
preference sites in transcriptionally active sequences, integrating without differentiating introns
or exons, in addition to being associated with histone-enriched regions of the H3K36me3 type
(Lusic and Siciliano, 2017; Poletti and Mavilio, 2018). The LV selection in this work possibly
had a great impact on the positive results obtained. The lineage generated here has a promising
GCase production levels and has potential to be used in future experiments, aiming to reach the

clinical stages.
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Figure 1. Transient GCase biological activity in the cell supernatant. (A) The 293FT / CMV_GBA_WT
line showed GCase enzymatic activity of 1.4 and 2.4 fold higher considering the results in MOCK and
293FT / HeFla__GBA_WT cell lines, respectively; (B) The 293FT / HeFla_ GBA_SYN line presented
GCase activity 28.4 times higher than MOCK cell line and 5.2 times higher than 293FT /
CMV_GBA _SYN; (C) Among the cell lines under CMV promoter control, the 293FT /
CMV_GBA_SYN line showed activity levels 3.87 times higher than 293FT / CMV_GBA_WT; (D) The
293FT / HeFlo. GBA SYN line showed 48-fold higher activity when compared to the 293FT /
HeFla_ GBA_ WT results.

Figure 2. GCase biological activity in L17_293FT_GBA_SYN_PM supernatant, in cell DMEM culture
medium with 10% FBS. The L17 heterologous population treated with puromycin 5 pg / mL produced
1.3 times more GCase when compared to the same strain treated with 1 pg / mL puromycin and 62.4
times higher production than the 293FT virgin cell line. In relation to the virgin, L17 treated with 1ug/
mL puromycin had 46.8 times higher GCase activity.

Figure 3. GCase biological activity in the extracellular medium. Analysis from 11 clones generated
from L17_293FT_GBA_SYN, the L17 heterologous population and the virgin HEK-293FT.

Figure 4. Intracellular GCase activity. The L17 heterologous population showed GCase activity of 3.2
times higher in comparison to the HEK 293FT virgin line. Clone 16 GCase intracellular activity was
2.45 times higher compared to the L17 heterologous population production and 1.28 times higher than
clone 15 activity. Comparing clone 15 to L17 heterologous population production, the clone showed
results 1.9 times higher. Clone 16 obtained intracellular GCase activity about 8-fold higher than
HEK293FT virgin line.



Figure 1
A
124
10
8_
g
2 2
RE o
< =
[==]
o
4_
2-
0_
C
40
301
2
22
€ 20
o< =
==1
(&)
101
0.

—
293FT/ 293FT/CMV 293FT/HeFla
MOCK GBA_WT GBA_WT
*
293FT/ 293FT/CMV 293FT/CMV
MOCK GBA_WT GBA_SYN

GBA activity

GBA activity

U/mL

U/mL

144

2001
1501
1004
50+ —_—
0-—; T
293FT/ 293FT/CMV 293FT/HeFla
MOCK GBA_SYN GBA_SYN
*®
200+
1501
100+
207
101
0- T
293FT/ 293FT/HeF1a 293FT/HeFla
MOCK GBA_WT GBA_SYN



145

Figure 2
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Figure 4
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