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Inventia se refera la o proteinad dietetica
recombinantd, care nu contine fenilalanina si
este o proteind dietetica cu o valoare biologica
ridicata. Sunt furnizate in continuare un vector
care codifica respectiva proteina dietetica, un
microorganism care exprimd respectiva
proteind, o metodda pentru producerea
respectivei proteine si o compozitie dietetica
cuprinzand respectiva proteind care, intr-0

2

formd de realizare, este utilizata ca
medicament si / sau aliment pentru scopuri
medicale speciale la pacientii cu acumulari de
fenilalanind in organism.
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(57) Abstract:

1

A recombinant dietary protein is provided
that is free of phenylalanine and is a dietary
protein with a high biological value. Further
provided are a vector encoding said dietary
protein, a microorganisms expressing said
protein, a method for the production of said
protein, and a dietary composition comprising

2

said protein that in an embodiment is for use as
a medicament and/or food for special medical
purposes in patients with accumulations of
phenylalanine in the body.
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Descriere:
(Descrierea se publica in redactia solicitantului)

DOMENIUL TEHNIC

Inventia se referd la o proteina dieteticd recombinata sau o portiune suficienta din punct de
vedere dietetic a acesteia, in care proteina mentionatd nu cuprinde fenilalanina, pentru utilizare in
alimentatia pacientilor afectati de fenilcetonurie.

CONTEXTUL INVENTIEI

Fenilcetonuria (PKU) (OMIM 261600, ORPHA716) este o tulburare metabolicd mostenita
cu o incidenta de 1:10.000 in Europa. In cele mai multe cazuri, aceasta este o tulburare a
metabolismului aminoacizilor provocatd de o functie absenta sau deterioratd a enzimei hepatice
fenilalanin hidroxilazd (PAH). La randul lor, deficientele de PAH determina un exces de
fenilalanina (Phe) in creier si plasma. Deficienta de PAH se manifestd in cele din urma prin lipsa
tirozinei, care este un precursor pentru neurotransmititori. Impreuna cu mutatii care implica
enzime ale metabolismului pterinei, PKU este asociata cu hiperfenilalaninemie (HPA).

Boala este in mod obisnuit diagnosticatd in majoritatea tarilor imediat dupd nastere in
timpul screening-urilor nou-ndscutilor din cauza nivelului crescut de Phe din singe. Lasat
nedetectat si netratat la inceputul vietii, PKU duce la deteriorarea ireversibila a sistemului nervos
al sugarului, retard mental sever si dezvoltare slabd a creierului. Alte caracteristici decat
deficientele intelectuale la pacientii netratati includ complicatii neurologice, deficiente
neuropsihologice, precum si deficite de functie executiva. S-a raportat ca atunci cand este lasat
netratat, un sugar suferd o scidere de IQ in primul an de viata. in functie de varsta la inceputul
tratamentului, nivelurile de Phe din sange in diferite perioade de varsta si complianta la terapia
alimentard pentru PKU sunt insotite invariabil de cel putin o anumitd scadere de 1Q. Odata
detectata, afectiunea este tratata prin furnizarea la sugar, si mai tarziu la copil, a unei alimentatii cu
restrictii de Phe. La adulti, suplimentele de proteine luate in mod obisnuit de catre pacientii cu
PKU clasici sunt lipsite de Phe, cu presupunerea ca astfel de adulti vor primi cantitati suficiente de
Phe prin restul dietei, controlata intr-un regim strict, astfel incat dieta globala sa fie o alimentatie
cu Phe scazuta. in special, femeilor insarcinate care sufera de afectiune li se recomanda sa respecte
un regim alimentar rigid cu Phe limitatd, pentru a evita riscul de afectare a dezvoltarii fatului si de
malformatii congenitale (sindromul PKU matern).

In ultimii ani, s-a demonstrat cd simptomele patologice care se manifesta datorita starii de
exces de Phe, denumite colectiv hiperfenilalaninemie (HPA), pot fi impartite in mai multe
tulburari distincte, care sunt diagnosticate in functie de concentratiile Phe plasmatice si de
raspunsul la un co-factor pentru PAH. La un nivel initial, HPA-urile pot fi impartite in HPA
cauzate ca urmare a unei deficiente a cofactorului 6R-L-eritro-5,6,7,8-tetrahidrobiopterind (BH4)
din cauza unor defecte enzimatice din metabolismul biopterinei (PKU malignd) si HPA provocata
de o deficienta de PAH. Aceasta din urma este in sub-impartita suplimentar, rezultand cel putin
patru subcategorii in functie de concentratia plasmaticd a Phe in absenta unei interventii cu dieta
sau a unei alte interventii terapeutice (denumitd aici ,concentratic de Phe plasmaticd
nerestrictionatd”) si de raspunsul la co-factorul BH4.

Homeostazia Phe plasmaticd normald este controlata strans, ceea ce duce la o concentratie
plasmatia de Phe de 60 ?mol/L = 15 ?mol/L. PKU clasica (ORPHA79254) este cea mai severa
forméa de PKU si este provocata de mutatii nule sau severe in PAH, ceea ce duce la concentratii de
Phe plasmaticd nerestrictionate mai mari de 1200 pml/L atunci cdnd este ldsatd netratata.
Persoanele cu PKU clasica (sau severd) trebuie tratate cu un regim dietetic strict care se bazeaza pe
o dietd cu Phe foarte scazutd pentru a reduce concentratiile de Phe la un interval sigur. Au fost
caracterizate si forme mai usoare de PKU. O formd mai putin severa de PKU este cea care se
manifesta prin concentratii de Phe plasmatice nerestrictionate de 10-20 mg/dL (600-1200 pmol/L)
si este denumita in general ,,PKU usoara” (ORPHA79253). Aceastd forma moderata de PKU este
gestionata prin utilizarea unor restrictii dietetice moderate, de exemplu o dieta relativ scdzutd in
proteine fard nevoia de suplimentare cu formule de aminoacizi fard Phe. HPA usoara, denumita si
HPA benigna sau HPA non-PKU (ORPHA79651) este caracterizatd prin concentratii de Phe
plasmatice nerestrictionate cuprinse intre 180-600 pmol/L. Persoanele cu HPA non-PKU nu sunt
tratate de rutind, deoarece sunt considerate a avea niveluri de Phe plasmatice care sunt in intervalul
,sigur”. In terapia dietetica pentru PKU, este vizat un interval sub <360 umol/L, cu un interval de
pana la 600 pmol/L considerat acceptabil. in final, PKU/HPA cu raspuns la BH4 (ORPHA293284)
este caracterizat prin concentratii de Phe plasmatice nerestrictionate de >360 ?mol/L care pot fi
reduse semnificativ sau normalizate dupa incarcare orald cu tetrahidrobiopterina (BH4;
diclorhidrat de sapropterind). Aceasta forma usoara pana la moderata de PKU/HPA este cauzata de
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mutatii specifice ale genei PAH care duc la proteine mutante cu activitate enzimatica rezidualad
semnificativa. Suplimentarea BH4 ca parte a managementului PKU/HPA permite ca unii pacienti
sa-si relaxeze regimul alimentar restrictionat in Phe. Trebuie sa se Inteleaga ca termenii "tratament
al PKU" sau "pacient cu PKU", asa cum este utilizat aici, sunt destinati sa se refere la tratamentul
pacientilor si la pacientii cu urmatoarele forme de HPA, de exemplu PKU clasica, PKU usoar3,
HPA usoard si PKU/HPA cu raspuns la BH4.

La inceputul terapiei dietetice a PKU la inceputul anilor 1950, pacientilor li s-au oferit
aminoacizi esentiali (cu exceptia Phe) prin hidrolizate de proteine. Prin urmare, o proteind cu un
nivel relativ ridicat de aminoacizi esentiali, cum ar fi cazeina (o proteind care se gaseste in mod
obisnuit in laptele de mamifer, care constituie 80% din proteinele din laptele de vacd) sau
albumina sericd bovind, a fost hidrolizatd urmat de o etapa de filtrare a peptidelor pentru a elimina
cat mai mult din contaminarea cu Phe si/sau prin combinarea aminoacizilor liberi intr-un amestec
care include o proteina hidrolizatd. Astdzi, sunt furnizate pacientilor in mod tipic amestecuri
echilibrate de aminoacizi cristalini liberi cuprinzand aminoacizi esentiali (cu exceptia Phe). Astfel
de amestecuri de aminoacizi pot avea un gust amar, pot provoca senzatie de nisip in gura si pot fi
considerate improprii sau nedorite pentru anumite utilizari. Ca urmare, astfel de amestecuri includ
uneori arome care sia mascheze gustul aminoacizilor liberi si/sau proteinei hidrolizate. in unele
cazuri, compozitiile in care o proportie din continutul de aminoacizi este furnizatd prin polipeptide
sau proteine se dovedesc a avea un gust mai bun decat compozitiile cu o proportie ridicata de
aminoacizi totali furniza{i ca aminoacizi liberi si/sau anumite proteine hidrolizate. Totusi,
disponibilitatea unor astfel de compozitii a fost limitata, deoarece, in mod traditional, formularile
nutritive au fost fabricate din proteine izolate din produse alimentare naturale, precum zer izolat
din lapte sau proteina din soia izolata din soia. Profilurile de aminoacizi ale acestor proteine nu
indeplinesc obligatoriu cerintele de aminoacizi pentru un mamifer. in plus, proteinele comerciale
sunt constituite in mod obisnuit din amestecuri de proteine si/sau hidrolizate de proteine care pot
varia in compozitia proteinelor lor, ducand astfel la imprevizibilitate in ceea ce priveste valoarea
lor nutritiva. Mai mult decat atat, numarul limitat de surse de astfel de proteine cu o valoare
biologica ridicata a insemnat ca doar anumite combinatii de aminoacizi sunt disponibile pe scara
larga pentru ingestia sub forma de proteine.

Glicomacropeptida (GMP), o proteind naturala din zer produsa in timpul fabricarii branzei,
a fost utilizatd in tratamentul PKU. GMP in forma sa pura nu contine aminoacizii aromatici
fenilalanind (Phe; F), tirozind (Tyr; Y) si triptofan (Trp; W), precum si arginina (Arg; R), histidina
(His; H) si cisteina (Cys ; C), dar este imbogétitd in aminoacizii neutri mari izoleucina (Ile; I) si
treonind (Thr; T). Ca proteind dietetica disponibild in comert, ea contine cantitati minime de Phe.
Cu toate acestea, utilizatd ca sursd proteicd unica in suplimentele alimentare medicale pentru
gestionarea dieteticd a PKU, aceasta trebuie sa fie suplimentata cu Trp, Arg, Leu, His si Tyr pentru
a satisface nevoile zilnice de aport ale acestor aminoacizi esentiali si semi-esentiali si pentru a
oferi un raport scazut adecvat Phe/Tyr (<1). Devenind esential la pacientii cu PKU, Tyr
imbunatateste comportamentul emotional al acestora dependent de disponibilitatea pentru sinteza
neurotransmitatorilor.

Prezenta inventie abordeaza problemele de mai sus, prin furnizarea unei proteine dietetice
care cuprinde toti aminoacizii esentiali (cu exceptia Phe) care are proprietdti imbunatétite, cum ar
fi o valoare biologica ridicatd sau un gust neutru. Mai mult decat atat, proteina dietetica poate fi
furnizata sub forma unui produs nutritiv care poate constitui parte din dieta normala a pacientilor,
cum ar fi produse coapte, cereale sau batoane presate. in mod alternativ, proteina dietetica poate fi
furnizata intr-o forma care este adecvatd pentru producerea unui produs nutritiv de citre pacient,
cum ar fi amestecuri de coacere pre-preparate sau amestecuri de supa de legume.

Prin urmare, prezenta inventie are ca scop imbunatitirea calitatii vietii pacientilor cu PKU,
deoarece toti pacientii PKU trebuie sé respecte o dieta speciald cu un nivel scazut de Phe pentru o
dezvoltare optima a creierului. ,,Dieta pe viatd” a devenit standardul recomandat de majoritatea
expertilor. Dieta necesita restrictionarea severa sau eliminarea alimentelor bogate in Phe, cum ar fi
carne, pui, peste, oud, nuci, branza, legume, lapte si alte produse lactate. Alimentele cu amidon,
cum ar fi cartofii, painea, pastele si porumbul, trebuie sd fie monitorizate. Aspartamul indulcitor,
prezent in multe alimente dietetice si bauturi racoritoare, trebuie de asemenea evitat, deoarece
aspartamul este constituit din doi aminoacizi: fenilalanina si acidul aspartic.

Sugarii pot fi in continuare aldptati la san pentru a le oferi toate beneficiile laptelui matern,
dar cantitatea trebuie, de asemenea, monitorizata si va fi necesard suplimentarea nutrientilor lipsa.
La acesti pacienti sunt utilizate formulele suplimentare pentru sugari pentru a furniza aminoacizii
si alte substante nutritive necesare, care altfel ar lipsi intr-o dieta cu un nivel scazut de fenilalanina.
Pe masurd ce copilul creste, acestea pot fi inlocuite cu tablete, formule si alimente special
formulate. Deoarece Phe este necesara pentru sinteza multor proteine, aceasta este necesara pentru
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0 crestere adecvatd, dar nivelurile trebuie s fie controlate strict la pacientii cu PKU. in plus,
tirozina, care este derivatd In mod normal din fenilalanina, trebuie sd fie suplimentata in dieta
pacientilor cu PKU.

Administrarea orald de tetrahidrobiopterinda (sau BH4) (un co-factor pentru oxidarea
fenilalaninei) poate reduce nivelul sanguin de Phe la anumiti pacienti. Un preparat tabletd din
compusul sapropterind diclorhidrat (Kuvan®), care este o forma de tetrahidrobiopterind, este
disponibil comercial. Kuvan® este primul medicament care poate ajuta pacientii cu PKU
responsivi la BH4 (ORPHA293284, in functie de setarea clinica definitd in randul clinicienilor ca
aproximativ 25-50% din populatia cu PKU) scade nivelurile de Phe pana la intervale recomandate.
Lucrand indeaproape cu un dietetician, este posibil ca unii pacienti PKU care raspund la Kuvan®
sa poata creste cantitatea de proteine naturale pe care o pot manca. Totusi, pacientii vor necesita in
continuare o dieta cu restrictie de Phe.

In teorie, secvente de polipeptide sintetice cuprinzdnd un amestec dorit de aminoacizi ar
putea fi proiectate si produse intr-un cadru de laborator. Totusi, aceasta abordare poate naste
diverse probleme si, prin urmare, nu este intotdeauna aplicabild. In primul rand, specialistii
calificati sunt constienti ca obtinerea unor niveluri ridicate de productie a unor astfel de secvente
sintetice poate fi foarte dificila. in al doilea rand, chiar daci o astfel de proteini sintetica ar fi
sintetizatd, potrivirea ei pentru utilizare intr-un produs nutritiv ar fi incertd. De exemplu, o astfel
de polipeptida care nu existd In mod natural poate fi alergen sau toxina. Asadar, sunt preferate
proteinele naturale.

inlocuirea resturilor de Phe in proteine naturale urmati de producerea prin recombinare a
acestor proteine a fost propusd, de asemenea, in Brevetul U.S. nr. 6.495.344, referitor la
ovalbumina si cazeind, doud proteine extrem de abundente in oua si, respectiv, in lapte, si Brevetul
U.S. nr. 6.004.930, care dezvaluie zeine gamma, o clasa de proteine prezente la porumb. Cu toate
acestea, inlocuirea Phe in proteine naturale nu este intotdeauna posibilad si poate schimba structura
proteinei astfel Incat proteina sd nu mai fie exprimata.

WO 2013/148332 se refera la secvente de polipeptide nutritive care existd in mod natural
compuse din combinatii de aminoacizi care nu contin Phe sau contin Phe scdzuta, unele dintre ele
fiind secretate. WO 2014/081884 se refera la formulari de astfel de polipeptide nutritive izolate, de
exemplu pentru scopuri nutritive. WO 2016/046234 se refera la o metoda pentru prepararea unei
proteine recombinate fara Phe sau cu Phe scazuta.

REZUMATUL INVENTIEI

Un obiect al inventiei este de a furniza o proteina dieteticd recombinatd fard Phe, cu o
valoare biologica ridicaté, pentru utilizarea in compozitii dietetice pentru pacientii cu acumulare de
fenilalanind in organism, pentru a furniza toti ceilalti aminoacizi esentiali intr-un echilibru
suficient din punct de vedere dietetic.

Intr-un aspect, inventia se referd la o proteind dieteticd recombinatd care cuprinde o
secventa de polipeptida care este cel putin 70% identici cu SECV ID NR. 2. intr-o varianti de
realizare, proteina dieteticd recombinata cuprinde o secventa de polipeptida care este cel putin
75%, mai preferabil cel putin 80%, mai preferabil cel putin 85%, mai preferabil cel putin 90%, mai
preferabil cel putin 95%, mai preferabil cel putin 98% identici cu SECV ID NR 2. Intr-o varianta
de realizare si mai preferata, proteina dieteticd recombinatd cuprinde o secventd polipeptidica
100% identica cu SECV ID NR 2. Proteina dietetica recombinata poate fi o portiune suficienta din
punct de vedere dietetic a secventei din SECV ID NR 2 care este, cu preferinta crescétoare, cel
putin 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% sau 99% identica cu SECV ID NR. 2.

Intr-o alta variantd de realizare, proteina dieteticd recombinata sau o portiune suficienta din
punct de vedere dietetic a acesteia cuprinde una sau mai multe secvente de proteind suplimentare
care sunt prelungiri sau marcaje de purificare. Intr-o variantd de realizare preferata, secventa de
proteind suplimentarad cuprinde SECV ID NR. 3.

Intr-un alt aspect, inventia se referd la un vector care cuprinde o secventa de acid nucleic
care codifica proteina dietetica recombinata sau o portiune suficientd din punct de vedere dietetic a
acesteia.

Intr-un alt aspect, inventia se referd la un microorganism recombinat care cuprinde vectorul
care codifica proteina dietetica recombinatd sau o portiune suficientd din punct de vedere dietetic a
acesteia. Intr-o variantd de realizare, microorganismul este selectat din grupul format din
Escherichia, Klebsiella, Pseudomonas, Xanthomonas, Bacillus, Staphylococcus, Saccharomyces,
Corynebacterium, Streptomyces, Salmonella, Aspergillus, Gluconobacter, Mycobacterium,
Actinomycetes, Caulobacter, Pichia, Corynebacterium glutamicum, Saccharomyces cerevisiae,
Clostridium botulinum, Flavobacterium heparinum, Lactococcus lactis, Methylobacterium
extorquens, Pseudoalteromonas haloplanktis, Ralstonia eutropha, Neurospora crassa, Arxula
adeninivorans, Hansenula polymorpha, Kluyveromyces lactis, Zygosaccharomyves bailii,
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Pseudomonas fluorescens, Bacillus subtilis si Bacillus megaterium. Intr-o varianta de realizare
preferata, microorganismul este selectat din grupul format din Bacillus sau Pseudomonas. Intr-o
variantd de realizare mai preferatd, microorganismul mentionat este Bacillus subtilis sau
Pseudomonas fluorescens.

Intr-un alt aspect, inventia se referda la o metodd de producere a proteinei dietetice sau a
unei portiuni suficiente din punct de vedere dietetic a acesteia, metoda cuprinzand cultivarea
microorganismului recombinat care poartd vectorul care codificd proteina recombinatid sau o
portiune suficienta din punct de vedere dietetic a acesteia in conditii adecvate pentru productie.
Proteina dietetica recombinata sau o portiune suficientd din punct de vedere dietetic a acesteia pot
fi purificate. Intr-o variantd de realizare, purificarea este efectuata cu ajutorul unei prelungiri de
purificare. Este preferat ca proteina recombinatd purificata sau o portiune suficientd din punct de
vedere dietetic a acesteia sa nu cuprinda mai mult de 1 g de Phe la 100 g proteind, de preferinta nu
mai mult de 0,45 g Phe contaminanta la 100 g proteina, mai de preferat nu mai mult de 0,35 g de
Phe contaminanta la 100 g proteind, mai preferabil nu mai mult de 0,25 g de Phe contaminanta la
100 g proteina, mai preferabil nu mai mult de 0,15 g Phe contaminanta la 100 g proteina, mai
preferabil nu mai mult de 0,13 g de Phe contaminanta la 100 g proteina si cel mai preferat nu mai
mult de 0,10 g de Phe contaminanta la 100 g proteina.

Intr-un alt aspect, inventia se referd la o compozitie dietetica ce cuprinde proteina dietetica
sau 0 portiune suficienti din punct de vedere dietetic a acesteia. intr-o varianti de realizare,
compozitia dieteticd constd din proteina dieteticd sau o portiune suficientd din punct de vedere
dietetic a acesteia. Intr-o alta variantd de realizare, proteina dieteticd sau o portiune suficientd din
punct de vedere dietetic a acesteia este combinati cu excipienti suplimentari. intr-o varianta de
realizare preferatd, compozitia dieteticd nu contine mai mult de 0,2 g de Phe la 100 g proteina, de
preferinta nu mai mult de 0,1 g de Phe contaminantd la 100 g proteind, mai preferabil nu mai mult
de 0,05 g de Phe contaminantd la 100 g proteind, mai preferabil nu mai mult de 0,04 g de Phe
contaminanta la 100 g proteind, mai de preferat nu mai mult de 0,03 g de Phe contaminanta la 100
g proteinad si cel mai preferat nu mai mult de 0,02 g de Phe contaminanta la 100 g proteina.

Proteina dietetica sau o portiune suficientd din punct de vedere dietetic a acesteia sau
compozitia dietetica se utilizeaza ca aliment pentru scopuri medicale speciale; se face referire la
directivele UE 2009/39/EG (,,Diatrahmenrichtlinie”) si 1999/21/EG (,didtetische Lebensmittel fiir
besondere medizinische Zwecke”), precum si la regulamentul UE 609/2013 (,,Alimente pentru
grupuri speciale”; "Lebensmittel fur Sauglinge und Kleinkinder, Lebensmittel fur besondere
medizinische Zwecke und Tagesrationen fiir gewichtskontrollierende Ernéhrung"), care intra in
vigoare pe 20 iulie 2016. In particular, proteina dieteticd sau o portiune suficientd din punct de
vedere dietetic a acesteia sau compozitia dieteticd mentionatd pot fi previzute pentru utilizare in
ingrijirea unei tulburari caracterizate prin acumularea de fenilalanind in organism, cum ar fi
hiperfenilalaninemia (HPA), de preferintd fenilcetonuria (PKU). Astfel, intr-un alt aspect, proteina
dietetica sau o portiune suficientd din punct de vedere dietetic a acesteia sau compozitia dietetica
mentionatd este utilizati ca medicament. Intr-o varianti de realizare preferata, proteina dietetica
sau o0 portiune suficientd din punct de vedere dietetic a acesteia este prevazuta pentru utilizare in
tratamentul unei tulburari caracterizate prin acumularea de fenilalanina in organism. Intr-o varianti
de realizare mai preferata, tulburarea este HPA, mai preferabil PKU.

FIGURI

Figura 1 arata evolutia in greutate a soarecilor cu PKU tratate cu dieta standard de soareci (grupul
1, fara tratament), dieta cu proteina GSP105 fara Phe (grupul 2) sau dieta cu aminoacizi fard Phe
(grupul 3, tratament standard) pe durata de 28 zile de hranire. Axa X reprezinta zile din perioada
de hranire, axa y indica greutatea animalelor in grame.

Figura 2 ilustreaza grafic concentratii medii de Phe in plasma sanguina la cele trei grupuri de
soareci diferite in decurs de 28 de zile de hranire. Axa X reprezinta zilele perioadei de hranire, axa
y indica nivelul de L-Phe in micromoli pe litru de plasma sanguina.

Figura 3 prezintd un exemplu de soarece din fiecare grup de dietd cu modificari mai mult sau mai
putin partiale, exprimate diferentiat, ale hipopigmentarii pielii de soarece dupa 28 de zile de
hranire.

Figura 4 arata raportul dintre fenilalanina si tirozina in sangele celor trei grupuri de soareci diferite
in decurs de 28 de zile de hranire. Axa X reprezinta zile din perioada de hranire, axa y indica
raportul fenilalanina/tirozina in sange.

Figura 5 prezinta concentratiile medii de Phe si Tyr in creierul soarecilor de tip salbatic (WT) si
soarecilor cu PKU tratati cu dieta standard de soarece, dietd de proteina GSP105 fara Phe sau dieta
cu aminoacizi fara Phe.
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Figura 6 arata rapoartele medii Phe/Tyr in creierul de la soareci WT si soareci cu PKU tratati cu
dieta standard de soareci, dietd cu proteina GSP105 fard Phe sau dietd cu aminoacizi fard Phe.
DESCRIERE DETALIATA

Asa cum este utilizat in lucrarea de fata, "recombinat" se referd la o biomoleculd, de
exemplu, o gend sau o proteind, care (1) a fost scoasa din mediul sau natural, (2) nu este asociata
Cu intreaga sau cu o portiune a unei polinucleotide in care gena se géseste in naturd, (3) este legata
operabil la o polinucleotida la care nu este legatd in naturd si/sau (4) nu apare in natura. Termenul
"recombinat™ poate fi utilizat pentru referire la izolate de ADN clonat, analogi de polinucleotida
sintetizati chimic sau analogi de polinucleotida care sunt sintetizati biologic de sisteme heterologe,
precum si proteine si/sau ARNm-uri codificate de astfel de acizi nucleici. Astfel, de exemplu, o
proteind sintetizatad de un microorganism este recombinatd dacd este sintetizatd dintr-un ARNmM
sintetizat dintr-o gena recombinata prezenta in celula.

Termenul "proteind dieteticd", asa cum este utilizat aici, se referd la o proteind adecvata
pentru ingestie umanad. Proteinele dietetice care furnizeaza toti aminoacizii esentiali sunt denumite
proteine cu o valoare biologica ridicata. O proteina fara Phe care furnizeaza toti ceilalti aminoacizi
esentiali este, de asemenea, considerata a fi o proteind cu o valoare biologica ridicatd. Cazeina (o
proteind intalnitd in mod obisnuit in laptele de mamifer, care constituie 80% din proteinele din
laptele de vaca) si zerul (proteina din lichidul care ramane dupa ce laptele a fost inchegat si presat)
sunt surse majore de proteine dietetice cu o valoare biologicd ridicatd. Proteina dietetica din
inventie cuprinde toti aminoacizii esentiali cu exceptia Phe. Termenul "portiune suficientd din
punct de vedere dietetic a acesteia" se refera la o parte a proteinei dietetice.Portiunea suficienta din
punct de vedere dietetic a proteinei dietetice are mai putini aminoacizi decat proteina dieteticd din
inventie, dar cuprinde totusi toti aminoacizii esentiali, cu exceptia Phe.

Termenul "suficient din punct de vedere dietetic”, asa cum este utilizat aici, se referd la o
secventa de polipeptida care cuprinde toti aminoacizii esentiali cu exceptia fenilalaninei, si este o
proteind cu o valoare biologica ridicata.

Termenul "aminoacizi esentiali", asa cum este utilizat aici, se referd la histidina (His, H),
arginind (Arg, R), izoleucina (Ile, I), leucind (Leu, L), lizina (Lys, K), metioninda (Met, M),
fenilalanina (Phe, F), treonina (Thr, T), triptofan (Trp, W) si valina (Val, V), care sunt aminoacizi
necesari pentru sdndtate si crestere, dar care nu pot fi sintetizati de corpul uman si trebuie obtinut
din alimente.

Termenul "microorganism recombinat”, asa cum este utilizat aici, se refera la un
microorganism care a fost modificat pentru a purta o copie a unei gene recombinate.

Asa cum se utilizeaza aici, o ,,compozitie dietetica” este 0 compozitie adecvata consumului
uman. Compozitia dietetica poate cuprinde majoritar proteind. Compozitia dietetica din inventie
cuprinde proteina dietetica recombinata din inventie sau o portiune suficienta din punct de vedere
dietetic a acesteia si are continut scazut de fenilalanind totala.

Termenul "proteina existentd natural", asa cum este utilizat aici, se refera la o proteina care
este generata dintr-0 secventa nealteratd de om prezenta intr-o gazda naturald. Prin urmare, nici
secventa de ADN care codifica proteina, nici secventa de aminoacizi a proteinei in sine nu a fost
modificata fatd de secventele care se gasesc in gazda naturala.

Pentru scopurile acestei dezvaluiri, un ,,produs nutritiv”’ este un produs adecvat consumului
uman care cuprinde proteina dieteticd recombinata din inventiei sau o portiune suficientd din punct
de vedere dietetic a acesteia sau compozitia dietetica din inventie si contine o cantitate doritd de
aminoacizi esentiali. Cantitatea doritd de aminoacizi esentiali necesard pentru un pacient pe zi
depinde de varsta pacientului si de dieta pacientului, adica de nivelul de restrictie de proteine
si/sau de Phe. Cantitatea dorita zilnic poate fi determinatd de medic si/sau dietetician prin metode
cunoscute in domeniu. O cantitate tipica este, de exemplu, pe baza de 0,8 g proteina pe kg corp pe
zi pentru adulti sau 1,2 g proteind pe kg corp pe zi pentru copii. Produsul nutritiv in sine, adica
inainte sa fie adaugata proteina dietetica recombinatd din inventie sau o portiune suficienta din
punct de vedere dietetic a acesteia sau compozitia dietetica din inventie, nu contine proteine sau
are un continut scazut in componente proteice.

Asa cum s-a utilizat aici, o ,,prelungire de purificare” este orice polipeptidd care are un
partener de legare care poate fi utilizat pentru a detecta, a izola si/sau a purifica o a doua proteina
sau secventa de polipeptida de interes fuzionatd cu prelungirea de purificare. in domeniu sunt
cunoscute mai multe exemple si acestea includ o prelungire His-6, un epitop FLAG, un epitop c-
myc, un Strep-TAGII, o prelungire biotina, o glutation 5-transferaza (GST), o proteina de legare la
chitind (CBP), o proteina de legare la maltoza (MBP), o prelungire de afinitate la metal sau Tag54
(Rasche si colab., The Open Biotechnology Journal 2011, 5: 1-6) sau modificéri ale acestora.

Inventia se referd intr-un aspect la o proteina dietetica recombinata fard Phe, cu o
valoare biologicd ridicatd. Exemplul 1 descrie procedeul pentru identificarea unei astfel de
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proteine dietetice utilizate pentru producerea proteinei dietetice recombinate fara Phe conform
inventiei care poate fi utilizata pentru ingrijirea dietetica a pacientilor cu acumulare de fenilalanina
in organism. "Proteina de stres general 160 (G160 _BACSU)" (SECV. NR. 1) (banca de date de
proteine UniprotKb cu nr. de inregistrare P80872) de la Bacillus subtilis (tulpina 168) a fost
identificata ca fiind un candidat proteina adecvat. Restul de Phe unic a fost inlocuit cu aminoacidul
triptofan similar din punct de vedere structural (Trp) prin inlocuirea tripletei de baze de codificare
a Phe cu o tripletd de baze de codificare a triptofanului la nivelul ADNc. Aceastd inlocuire are ca
rezultat o proteind dieteticd ce nu contine Phe, ci in schimb aminoacidul esential Trp, oferind astfel
o proteind dieteticd ce contine toti aminoacizii esentiali, cu exceptia Phe. Prin urmare, substitutia
este avantajoasa din doua motive: in primul rand este furnizata o proteina dietetica fara Phe, in al
doilea rand toti ceilalti aminoacizi esentiali sunt prezenti in proteina dietetica si nu este necesara o
suplimentare. Acest lucru este deosebit de avantajos, deoarece Trp are un gust foarte amar si
adaugarea de Trp liber intr-0 compozitie dietetica ar avea ca rezultat o aroma amard. Mai mult
decat atat, s-a constatat surprinzator ca introducerea aminoacidului cu gust amar Trp nu a dus la o
proteind dietetica cu gust amar. Astfel, intr-o varianta de realizare, proteina dietetica recombinata
cu o valoare biologica ridicata, care este fard Phe si contine toti aminoacizii esentiali are o
secventa de polipeptida care este identica cu SECV ID NR. 2. O astfel de proteina dietetica este
denumita GSP105. Intr-o alti varianti de realizare, proteina dieteticd recombinati cuprinde o
secventa de polipeptida care este cel putin 70% identicd cu SECV ID NR. 2. Mai preferabil,
proteina dietetica recombinata cuprinde o secventd de polipeptida care este cel putin 75%, mai
preferabil cel putin 80%, mai preferabil cel putin 85%, mai preferabil cel putin 90%, mai
preferabil cel putin 95%, mai preferabil cel putin 98% identica, mai preferabil cel putin 99%
identica si cel mai de preferat cel putin 100% identica cu SECV ID NR 2. Trebuie sa se inteleaga
céd identitatea secventei trebuie determinata in raport cu secventa SECV ID NR 2 pe intreaga sa
lungime. De exemplu, o proteind care cuprinde secventa din SECV ID NR 2 si care are la capatul
C-terminal si/sau N-terminal al proteinei dietetice aminoacizi suplimentari este consideratd ca are
0 identitate de secventa de 100% cu secventa SECV ID NR 2, deoarece aminoacizii C-terminali
si/sau N-terminali pot fi ignorati pentru comparatia de secventa.

Proteina dietetica recombinatd poate cuprinde o portiune suficientd din punct de vedere
dietetic a secventei din SECV ID NR 2 care este, in ordinea crescatoare a preferintei, cel putin
70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98 % sau 99% identicd cu SECV ID NR. 2.

Proteina dietetica recombinatd sau o portiune suficientd din punct de vedere dietetic a
acesteia pot cuprinde una sau mai multe secvente de proteine suplimentare care sunt prelungiri sau
marcaje de purificare. Secventa de proteind suplimentara poate fi inlaturatd optional prin clivare.
Daca proteina dietetica sau portiunea suficientd din punct de vedere dietetic a acesteia cuprinde
mai mult de o secventa de proteina suplimentara, fiecare astfel de secventd, orice combinatie sau
toate pot fi indepartate prin clivare. Trebuie inteles ca secventa de proteina suplimentara nu
introduce un rest Phe sau, in cazurile in care o secventa de proteind suplimentara cuprinde un rest
Phe, o astfel de secventa de proteina suplimentara este eliminati prin clivare. Intr-o varianta de
realizare, secventa de proteina suplimentara cuprinde SECV ID NR. 3. Intr-o varianti de realizare
preferata, secventa de proteind suplimentara cuprinde o TAG54 modificatd (Rasche §i colab.) in
care restul Phe a fost inlocuit cu un alt aminoacid, de preferinta un rest tirozina sau alanind. Astfel,
intr-o variantd de realizare preferata particulard, secventa de proteina suplimentara cuprinde SECV
ID NR 4, Tag54 modificata in care restul Phe a fost inlocuit cu un rest alanina. intr-o alti varianta
de realizare preferata particulara, secventa de proteind suplimentara cuprinde Tag54 modificata in
care restul Phe a fost inlocuit cu un rest tirozind (SECV ID NR 5). O astfel de inlocuire are
avantajul ca continutul de Tyr este crescut si raportul Phe/Tyr al proteinei dietetice este scazut.
Intr-o varianta de realizare preferatd suplimentara, proteina dieteticd recombinata sau 0 portiune
suficientd din punct de vedere dietetic a acesteia cuprinde in plus o prelungire C-terminald His-6.
Intr-o varianta de realizare preferatd in special, proteina dietetica recombinatd cuprinde o secventa
de polipeptida care este identica cu SECV ID NR 2 si cuprinde ca secvente de proteine
suplimentare o prelungire C-terminald His-6 si SECV ID NR 4, rezultind proteina dietetica
recombinatd prelungitd avand secventa dezvaluitd in SECV ID NR 6 (= GSP105-6His-Tag54-
P15). Caracteristicile proteinei dietetice recombinate prelungite (SECV. NR. 6) in comparatie cu
proteina de stres general 160 (GSP160) de la B. subtilis sunt enumerate in Tabelul 1.

Tabelul 1: Comparatia intre proteina existentad natural GSP160 si proteina dietetici
recombinati prelungita GSP105 (SECV ID NR. 6) produsa in Bacillus subtilis si
Pseudomonas fluorescens

GSP160 GSP105-6His-Tag54-P15
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9
GSP160 GSP105-6His-Tag54-P15
Origine B. subtilis B. subtilis Pseudomonas
fluorescens
Continut de Phe [%] 0,6 0 0
greutate moleculara|19 21 21
[kDa]
modificari - Phe — Trp prelungire|Phe — Trp prelungire
His6, Tag54-P15 His6, Tag54-P15
proprietati speciale secretatd, stabila la|secretatd,  stabila  la|stabild la  céldura,
caldura caldura, aroma neutra aroma neutra

Prelungirea His-6 si/sau Tag54 modificatd pot fi utilizate pentru purificarea proteinei
dietetice recombinante sau a unei portiuni suficiente din punct de vedere dietetic a acesteia. S-a
descoperit surprinzator cd prelungirea Tag54-P15 imbunatateste exprimarea proteinei in B.
subtilis. Mai mult, secventa de proteina suplimentara a Tag54 modificatd furnizeaza in mod
avantajos aminoacizi pentru compozitia totald de aminoacizi a proteinei dietetice imbunétatind
astfel compozitia totali de aminoacizi a proteinei dietetice recombinate. Inci in plus, Tag54
modificata poate servi ca epitop de detectie pentru proteina de fuziune.

Proteina dietetica recombinanta din inventie sau o portiune suficientd din punct de vedere
dietetic a acesteia poate cuprinde in plus o coada de proiectant. O ,,coadad de proiectant” se refera
la o intindere scurtd de aminoacizi care poate fi adaugata la capatul C-terminal sau N-terminal al
proteinei. Coada de proiectant contine 1 pana la 5 aminoacizi. Intr-o varianti de realizare, proteina
dietetica cuprinde o secventa de polipeptida care este cel putin 70% identica cu SECV ID NR 2 si
o coadd de proiectant. Optional, proteina dietetica poate cuprinde in plus una sau mai multe
secvente de proteina suplimentare, cum ar fi o prelungire His-6 si/sau o Tag54 modificati. intr-o
varianti de realizare preferatd, coada de proiectant este fabricati din tirozina. Intr-o varianti de
realizare preferatd in special, coada de proiectant are o tirozina, mai preferabil doud tirozine si cel
mai de preferat trei tirozine. Astfel, intr-o variantd de realizare, proteina dietetica sau o portiune
suficienta din punct de vedere dietetic a acesteia cuprinde o secventd de polipeptida care este cel
putin 70% identica cu SECV ID NR 2, o coadé de proiectant realizata din tirozind cuprinzéand cel
putin un rest de tirozina, o prelungire His-6 si o Tag54 modificata.

Intr-un alt aspect, inventia se referd la un vector care cuprinde o secventa de acid nucleic
care codificd proteina dieteticd recombinatd din inventie sau o portiune suficientd din punct de
vedere dietetic a acesteia. Intr-o varianta de realizare, vectorul este o plasmida. intr-o variantd de
realizare preferatd, plasmida este plasmida de expresie pHT43 inductibila de catre IPTG
(MoBiTec) sau plasmida de expresie pDAB107209 inductibila de catre IPTG (Dow;
US2008/0269070 Al).

O secventa de acid nucleic care codifica proteina dieteticd recombinatd din inventie sau o
portiune suficientd din punct de vedere dietetic a acesteia poate fi determinatd cu usurinta de catre
un specialist in domeniu folosind metode cunoscute, cum ar fi translatia inversa. Translatia inversa
este 0 metoda 1n care o secventd de proteind este utilizatd ca intrare si dupa utilizarea unui tabel de
utilizare a codonilor se obtine o secventa de ADN care reprezintd cea mai probabila secventd de
codificare non-degenerata. Secventa de acid nucleic obtinutd poate fi optimizata folosind algoritmi
de optimizare cunoscuti. Aceasta a permis persoanei de specialitate sd obtind o secventad de acid
nucleic optimizatd pentru exprimarea intr-o gazda specifici. O persoana de specialitate poate
obtine, de asemenea, acizi nucleici in mod comercial, furnizand secventa de aminoacizi doritd si
organismul gazdd in care proteina urmeazd sda fie produsd. O secventa de acid nucleic
exemplificatoare pentru producerea proteinei dietetice recombinate avand secventa polipeptidica
din SECV ID NR 6 in B. subtilis este aratatd in SECV ID NR. 7. Cu toate acestea, trebuie inteles
ca alte secvente de acid nucleic, cum ar fi secvente de acid nucleic care sunt optimizate la codoni
pentru celule gazda specifice, pot sd se abata de la secventa exemplificatoare producéand totusi in
continuare proteina dieteticd recombinatd din inventie sau o portiune suficientd din punct de
vedere dietetic a acesteia. Chiar si pentru acelasi organism secventa de acid nucleic poate varia in
functie de producatorul comercial si de algoritmul utilizat.

Intr-un alt aspect, inventia se refera la un microorganism recombinat care cuprinde vectorul
care cuprinde o secventa de acid nucleic care codificd proteina dieteticd recombinatd din inventie
sau o portiune suficientd din punct de vedere dietetic a acesteia. Astfel, inventia se referd la un
microorganism recombinat care exprima proteina dieteticd recombinata din inventie sau o portiune
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suficienta din punct de vedere dietetic a acesteia. Intr-o variantad de realizare, microorganismul este
selectat din grupul format din Escherichia, Klebsiella, Pseudomonas, Xanthomonas, Bacillus,
Staphylococcus, Saccharomyces, Corynebacterium, Streptomyces, Salmonella, Aspergillus,
Gluconobacter, Mycobacterium, Actinomycetes, Caulobacter, Pichia, Corynebacterium
glutamicum, Saccharomyces cerevisiae, Clostridium botulinum, Flavobacterium heparinum,
Lactococcus lactis, extorquens Methylobacterium extorquens, Pseudoalteromonas haloplanktis,
Ralstonia eutropha, Neurospora crassa, Arxula adeninivorans, Hansenula polymorpha,
Kluyveromyces lactis, Zygosaccharomyves bailii, Pseudomonas fluorescens, Bacillus subtilis si
Bacillus megaterium. Intr-o variantd de realizare preferatd, microorganismul este selectat din
grupul format din Bacillus sau Pseudomonas. Intr-o variantd de realizare mai preferatd,
microorganismul este Bacillus subtilis sau Pseudomonas fluorescens.

Intr-un alt aspect, inventia se referd la o metodd de producere a proteinei dietetice
recombinate din inventie sau o portiune suficienta din punct de vedere dietetic a acesteia, metoda
cuprinzand cultivarea microorganismului recombinat din inventie in conditii adecvate pentru
producerea proteinei dietetice sau a unei portiuni suficiente din punct de vedere dietetic a acesteia
de citre microorganismul recombinat. Intr-o varianti de realizare, metoda cuprinde cultivarea
microorganismului recombinat, extragerea proteinei dietetice recombinate sau a unei portiuni
suficiente din punct de vedere dietetic a acesteia, purificarea proteinei dietetice recombinate sau a
unei portiuni suficiente din punct de vedere dietetic a acesteia si uscarea proteinei obtinute. intr-o
altd variantd de realizare, metoda cuprinde etapele de cultivare a microorganismului recombinat,
cum ar fi Bacillus, recoltarea supernatantului, optional concentrarea supernatantului, purificarea
proteinei dietetice recombinate sau a unei portiuni suficiente din punct de vedere dietetic a
acesteia, schimbarea tamponul cu apa si uscarea cu inghetare si/sau cu pulverizare si/sau cu tambur
si/sau cu extrudare a proteinei obtinute. Cultivarea microorganismului recombinat cuprinde, de
preferinta, utilizarea culturilor initiald si principald. Recoltarea si concentrarea supernatantului
cuprind, de preferinta, diafiltrare, mai preferabil filtrarea in flux incrucisat folosind fibre cavitare
cu diferite dimensiuni ale porilor. Este de preferat ca supernatantul dupd concentrare si fie
concentrat de cel putin 10 ori. Purificarea proteinei dietetice recombinate sau a unei portiuni
suficiente din punct de vedere dietetic a acesteia poate cuprinde cromatografia de afinitate cu ioni
metalici imobilizati IMAC), de preferintd folosind ioni de zinc si sefarozd chelatoare. Optional,
proteina purificatd poate fi concentrata dupa schimbarea tamponului cu apa. Astfel, intr-o varianta
de realizare preferatd, metoda cuprinde etapele de cultivare a microorganismului recombinat
folosind initiala si principald, recoltarea supernatantului, concentrarea supernatantului de cel putin
10 ori, purificarea proteinei dietetice recombinate sau a unei portiuni suficiente din punct de
vedere dietetic a acesteia, schimbarea tamponului cu apa, optional concentrarea proteinei purificate
si uscarea cu congelare si/sau cu pulverizare a proteinei obtinute.

Metoda de producere a proteinei dietetice recombinate din inventie sau a unei portiuni
suficiente din punct de vedere dietetic a acesteia are ca rezultat un randament ridicat de proteina,
cum ar fi cel putin 100-500 mg/L in B. subtilis sau cel putin 2,4 g/L in Pseudomonas fluorescens.
Proteina recombinatd purificatd sau o portiune suficientd din punct de vedere dietetic a aceSteia
cuprinde nu mai mult de 1 g de Phe la 100 g proteina, de preferintd nu mai mult de 0,45 g de Phe
de contaminare la 100 g proteina, mai preferabil nu mai mult de 0,35 g de Phe de contaminare la
100 g proteina, mai preferabil nu mai mult de 0,25 g de Phe de contaminare pentru 100 g proteina,
mai preferabil nu mai mult de 0,15 g de Phe de contaminare pentru 100 g proteind, mai preferabil
nu mai mult de 0,13 g de Phe de contaminare pentru 100 g proteina si cel mai preferat nu mai mult
de 0,10 g de Phe de contaminare pentru 100 g proteina.

Proteina purificatd uscata cu inghetare si/sau cu pulverizare si/sau cu tambur si/sau cu
extrudare poate fi pastratd in stare congelatd, cum ar fi la -20°C, in conditii racite, cum ar fi la 4°C
sau la temperatura camerei. Intr-o varianta de realizare preferatd, proteina purificata uscata cu
inghetare si/sau cu pulverizare si/sau cu tambur si/sau cu extrudare este pastrata la -20°C.

Intr-un alt aspect, inventia se referd la o compozitie dietetica cuprinzind proteina dietetica
recombinatd din inventie sau o portiune suficientd din punct de vedere dietetic a acesteia, fie
singura, fie optional cu alti excipienti. intr-o varianta de realizare, compozitia dietetica din inventie
este suplimentatd cu excipienti suplimentari selectati din grupul constind din vitamine esentiale,
minerale si oligoelemente, substante asemanétoare vitaminelor (cum ar fi, dar fard a se limita la
acestea, taurina, mio-inozitol, colind si carnitind), lipide (cum ar fi, dar fara a se limita la acestea,
grasimi, uleiuri, acizi grasi, acid docosahexaenoic (DHA), acid eicosapentaenoic (EPA),
trigliceride, fosfolipide, lecitina, esteri de acizi grasi sau colesterol), carbohidrati (cum ar fi, dar
faira a se limita la acestea, mono-zaharide/di-zaharide/oligo-zaharide/polizaharide, amidon,
glucani, fructani sau pentosani), nucleotide, proteine, peptide, aminoacizi (cum ar fi tirozina) si
produsele de reactie ale acestora, acizi, regulatori de aciditate, agenti anti-aglomerare, agenti anti-
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spumare, anti-oxidanti, lianti, substante tampon (cum ar fi, dar fard a se limita la acestea, citrat de
sodiu, carbonat de magneziu, bicarbonat de magneziu, carbonat de calciu, bicarbonat de calciu),
agenti de aglomerare, emulgatori, enzime, agenti de intarire, arome, intensificatori de arome,
agenti de spumare, agenti de gelifiere (cum ar fi, dar fara a se limita la acestea, guar, xantan,
alginat, caragen, pectind), agenti de glazura, umectanti, amidon modificat, conservanti, gaz
propulsor, agenti de initiere, sechestranti, stabilizatori, agenti de ingrosare (cum ar fi, dar fird a se
limita la acestea, amidon, celulozd), indulcitori, coloranti alimentari, ierburi, condimente, extracte
de plante si fitochimice. intr-o varianti de realizare preferati, compozitia dietetica poate fi
Suplimentata cu tirozina.

Intr-o variantd de realizare, compozitia dieteticd este preparatd sub forma de pulbere,
granule, tabletad, capsuld, aglomerat, compozitie congelatd, peleta, solutie, solutie
macromoleculara, hidrocoloid, sistem de dispersie complex, suspensie, emulsie, lichid, spuma, gel,
sol, sol solid, spuma solida, cristal, solid amorf, pastila, extrudat sau pastd. Compozitia dietetica
poate fi pastrata cu sau fara racire intr-o forma uscata, uscatd cu congelare, uscata cu pulverizare,
uscatd cu tambur sau uscata cu extrudare.

Intr-o varianta de realizare preferatd, compozitia dietetica nu contine mai mult de 0,2 g de
Phe la 100 g proteine, de preferintd nu mai mult de 0,1 g de Phe de contaminare la 100 g proteina,
mai preferabil nu mai mult de 0,05 g de de Phe de contaminare la 100 g proteind, mai preferabil nu
mai mult de 0,04 g de Phe de contaminare la 100 g proteina, mai de preferat nu mai mult de 0,03 g
de Phe de contaminare la 100 g proteina si cel mai preferat nu mai mult de 0,02 g de Phe de
contaminare la 100 g proteina.

Proteina dietetica recombinatd din inventie sau o portiune suficientd din punct de vedere
dietetic a acesteia sau compozitia dietetica din inventie poate fi utilizata intr-un produs nutritiv.
Produsul nutritiv poate fi selectat, dar nu se limiteaza la acestea, din grupul format din bauturi,
supe, batoane presate, napolitane, gofre, budinci, alimente de tip gel, alimente de tip carne, cum ar
fi analogii de carne care cuprind fibre non-animale, analogi de carnati, produse coapte, sosuri,
sosuri pentru salate, cereale, fulgi, amestecuri de copt, cum ar fi amestecuri de briose, amestecuri
de gofre sau amestecuri de clatite, fainuri, fursecuri, biscuiti, creme, spume, tarte, creme de sarlota,
compoturi, inghetata, serbeturi, parfait, marinate, produse de intins pe paine, siropuri, piureuri,
aluat, jeleuri, unturi, gemuri, analogi de branza, analogi de branza crema, analogi de iaurt, analogi
de lapte, cipsuri si produse solide extrudate. Produsul nutritiv poate fi fabricat si cumparat
cuprinzand compozitia dietetica a inventiei sau poate fi preparat individual de cétre pacient. De
exemplu, bauturile sau supele pot fi preparate addugand compozitia dietetica in apa, suc de fructe,
lapte de orez sau bulion de legume. In mod avantajos, proteina dietetica recombinata sau o
portiune suficienta din punct de vedere dietetic a acesteia tolereaza tratamentele cu caldura fara
modificari ale valorii sale nutritive, consistentei sau aromei sale. Astfel, atunci cand se prepara un
produs nutritiv, cum ar fi de exemplu produsele coapte, cerealele, supele sau batoanele presate,
proteina dietetica recombinatd sau o portiune suficientd din punct de vedere dietetic a acesteia pot
fi incalzite, coapte, fierte, préjite, prajite profund, preparate sote, fripte inabusit, fierte inabusit,
fripte, gitite la aburi, fierte, fierte la foc mic, fripte la gratar, gatite la sub-vid (la temperatura
scazuta timp indelungat), omogenizate, sterilizate, tindalizate, tratate la presiune inalta-temperatura
scazuta, gatite la vid, prelucrate prin congelare, pasteurizate sau extrudate.

Intr-o varianti de realizare, produsul nutritiv contine cantitati foarte mici de Phe. intr-o
varianta de realizare preferatd, produsul nutritiv nu contine Phe. Cantitatea de Phe de contaminare
din compozitia dietetica din inventie care este addugata la produsul nutritiv poate varia in functie
de produsul nutritiv. Intr-o varianta de realizare, produsul nutritiv nu contine mai mult de 0,2 g de
Phe la 100 g proteina, de preferintd nu mai mult de 0,1 g de Phe de contaminare la 100 g proteina,
mai preferabil nu mai mult de 0,05 g de Phe de contaminare la 100 g proteind, mai mult de
preferinta nu mai mult de 0,04 g de Phe de contaminare la 100 g proteina, mai preferabil nu mai
mult de 0,03 g de Phe de contaminare la 100 g proteind si cel mai mult preferabil nu mai mult de
0,02 g de Phe de contaminare la 100 g proteina.

Intr-un alt aspect, inventia se referd la proteina dieteticd recombinatd din inventie sau la o
portiune suficienta din punct de vedere dietetic a acesteia sau la compozitia dieteticd a inventiei
pentru utilizare ca medicament si/sau aliment pentru scopuri medicale speciale. Proteina dietetica
recombinatd sau o portiune suficientd din punct de vedere dietetic a acesteia sau compozitia
dietetica poate fi sub forma de pulbere, granule, tablete, pelete, suspensie, emulsie, lichid, pastile,
extrudat sau pastd. Administrarea poate fi de trei panad la de cinci ori pe zi. Doza poate fi, de
exemplu, de cel putin 5, 10, 15, 20, 30, 40 sau 50 g proteina dieteticd. Administrarea poate fi in
timpul meselor. Administrarea poate fi orala sau entericd. De preferinta, administrarea este orala.
Medicamentul poate fi administrat copiilor, adolescentilor si adultilor. Intr-o varianti de realizare
preferata, proteina dieteticd recombinatd din inventie sau o portiune suficientd din punct de vedere
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dietetic a acesteia sau compozitia dietetici din inventie este destinatd pentru utilizare in
tratamentul unei tulburari caracterizate prin acumularea de fenilalanina in organism. Intr-o varianti
de realizare chiar si mai preferata, tulburarea este hiperfenilalaninemia sau fenilcetonuria. Intr-0
varianta de realizare preferatd suplimentard, proteina dietetici recombinatd sau o portiune
suficienta din punct de vedere dietetic a acesteia sau compozitia dietetica este utilizata in
combinatie cu un medicament pentru gestionarea PKU sau HPA, cum ar fi BH4 sau analogul
acestuia.

Potrivirea proteinei dietetice recombinate din inventie pentru utilizare in gestionarea
fenilcetonuriei (PKU) este prezentatd in Exemplul 3. Exemplul 3 arata rezultatele unui studiu pilot
in care soareci cu PKU sunt tratati fie cu o dietd in care unica lor sursd de aminoacizi este un
amestec de aminoacizi liberi fara Phe, dar cu 1,5% Tyr (Harlan Teklad TD.97152; Seagraves si
McBride, Mol Genet Metab 2012, 107 (4): 650-658) (denumitd aici in continuare "dieta cu
aminoacizi fard Phe") care seamana cu standardul actual in produsele alimentare medicale pentru
pacientii cu PKU, sau cu o dietd in care unica lor sursd de aminoacizi este proteina dietetica
recombinatd GSP105 suplimentatd cu 0,2% Phe (mentionatd aici sub denumirea de ,dieta cu
proteind GSP105 fara Phe” sau ,dieta cu GSP105 fara Phe”). Suplimentarea dietei cu Phe in
experiment s-a facut deoarece soarecii nu aveau altfel acces in niciun fel la acest aminoacid
esential. Soarecii hraniti cu dieta cu proteind GSP105 fara Phe au ardtat mentinerea in greutate sau
Ccresterea in greutate, spre deosebire de soarecii alimentati cu dieta cu aminoacizi fara Phe, care au
prezentat pierdere in greutate (Figura 1). Acest lucru se poate explica prin faptul ca proteina
dietetica recombinata este o sursa de proteind intacta structural. Desi in domeniul dieteticii exista o
dezbatere asupra faptului daca proteinele si fragmentele de proteine raman disponibile pentru
scopuri metabolice in comparatie cu compozitiile de aminoacizi liberi, se crede ca grupul de
aminoacizi disponibili dintr-o compozitie de aminoacizi cristalini trebuie sia fie metabolizat
imediat, deoarece organismul nu le poate stoca pentru utilizarea metabolica viitoare. Proteinele si
fragmentele de proteine sunt insd digerate succesiv, ceea ce asigurd o eliberare continua de
aminoacizi liberi disponibili pentru scopuri metabolice pe o perioada mai lunga de timp. Astfel,
folosind proteina dietetica recombinata din inventie sau o portiune suficientd din punct de vedere
dietetic a acesteia sau compozitia dietetica din inventie ar putea furniza aminoacizi pe o perioada
mai lungd, conducand astfel la mentinerea in greutate sau la cresterea in greutate.

Fara legatura cu teoria, scaderea in greutate la soarecii hraniti cu dieta de aminoacizi fara
Phe ar putea de asemenea sa fie determinata de lipsa cantitatii minime de Phe necesara in dieta,
deoarece este posibil ca animalele sa ajungd la metabolism catabolic in care proteina endogena a
fost metabolizatd pentru a mentine nivelurile de Phe necesare in sange. Un astfel de fenomen poate
fi observat si la pacientii cu PKU care sufera de malnutritie, care metabolizeaza proteina endogena
si in schimb suferd de niveluri ridicate de Phe in sdnge. Absenta completa si absolutd a Phe 1n dieta
pacientilor cu PKU nu este de dorit si este imposibila, astfel cd pacientii cu PKU obtin cantitatea
minima din aminoacidul esential Phe prin alimentele lor. Pe de altd parte, malnutritia poate aparea
si la pacientii cu PKU, deoarece dieta strictd poate provoca o lipsa si a altor aminoacizi esentiali.
Astfel, utilizand proteina dietetica recombinatd din inventie sau o portiune suficientd din punct de
vedere dietetic a acesteia sau compozitia dieteticd din inventie s-ar putea preveni malnutritia la
pacientii cu PKU.

EXEMPLE
Exemplul 1 - Descoperirea genelor candidate

Pentru identificarea potentialilor candidati proteine care indeplinesc criteriile necesare
pentru o proteind nutritiva fara fenilalanina, a fost utilizat un algoritm de cutare auto-proiectat.
Secvente de proteine din diverse genuri sau specii au fost obtinute din baza de date UniProt
(http://lwww.uniprot.org) folosind caracteristica de import din CLC Main Workbench 6.6.1.

Au fost utilizate proteine provenite din specii care sunt surse obignuite pentru alimente
precum legume (de exemplu cartoful), dar si provenite din microorganisme (de exemplu, drojdie)
sau animale (de exemplu, bovine). Ca lant de cdutare a fost utilizat fie numele latin sau comun al
speciei/genului, in functie de numele care a dus la un numar mai mare de potriviri. Toate
potrivirile, cu exceptia proteinelor necaracterizate, au fost descércate, rezultind un numar total de
836.037 de secvente din diverse specii. Urmatoarele lanturi de céutare au fost utilizate pentru a
identifica potrivirile enumerate in Tabelul 2.

Functia ,,Creeaza statistici de secventa” din cadrul CLC cu loturi de 5.000 pana la 10.000
de secvente a fost utilizatd in continuare pentru a genera liste cu aminoacizii prezenti in fiecare
dintre cele 836.037 de gene. Aceste liste au fost importate in Excel, iar compozitia de aminoacizi a
fost comparatd cu doud standarde nutritionale: asa-numitul principiu cartof-ou (Kartoffel-Ei
Standard, KES), precum si compozitia de aminoacizi pe care producatorul Milupa o foloseste in
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produsul sau PKUI, o compozitie de aminoacizi fara Phe, utilizatd pentru tratamentul pacientilor
cu PKU.

In plus, a fost analizat numarul total de Phe in secventa de aminoacizi, precum si numérul
total de aminoacizi. Toti factorii analizati au fost evaluati in functie de setarile din Tabelul 3.
Tabelul 2: Lanturi de cautare pentru selectarea genelor si numairul de potriviri
corespunzator

Lant de cautare Potriviri | Lant de cautare Potriviri | Lant de cautare Potriviri
Lactobacillus 259251 |Porphyra 1214 Mango 241
Bifidobacterium 80262 |Gadus 1084 Merluccius 231
Sacch_a_romyces 73620 |Psetta 979 Clupea 221
cerevisiae
Oryza 67411 |Musca 898 Lophius 163
Porumb 63309 |Céapsuna 739 Echinochloa 154
Bacillus subtilis 47456 |Secale 721 Equisetum arvense  |146
Panicum 40273 |Morcov 668 Urchloa 145
Setaria 39691 |Spinacia oleracea 624 Grau + siloz 112
Solanum lycoperison 37921 |Naut 584 Digitaria 101
Sorg 34201 | Thunnus 551 Hypericum 84
perforatum
Orz 26663 | Latuca sativa 500 Achillea millefolium |81
Salmo 14939 Li_num _ 499 Sardina 76
usitatissimum
Tiriticum 8766 Salvia 472 Pollachius 60
Bos taurus 7498 Cucurbita 401 Plantago lanceolata |57
Citrus 5694 Cucurbita 395 Verbascum 45
Sus scrofa 4905 Pennisetrum 374 Thymus 44
Sebastes 2980 Crataegus 289 Viscum Album 44
Cartof 2548 Eragrostis 288 Urtica dioica 42
Ipomoea 1635 Eleusine 288 Matricaria 40
Cyprinus 1559 Coix 274 Rosmarinus 24
officinalis
Essox 1509 Papalum 245 Tussilago farfara 18

Potrivirile peste un scor total de 20 (suma scorurilor pentru continutul de Phe, greutatea
moleculara si abaterea la KES si PKU1 pentru o singura proteina) au fost evaluate manual in ceea
ce priveste starea secventei (completd sau partiald), existenta proteinei (dovezi la nivel de proteine,
presupus, dedus din  omologie), functia  proteica  si  potentialul  alergenic
(http://www.allergenonline.org, fereastra de culisare de 80 de meri). Proteinele cu o secventa
completd, dovezi la nivel de proteine si lipsite de potential alergenic au fost preselectate si
analizate in continuare cu privire la functia lor moleculara. Toate proteinele care au o activitate de
legare ADN/ARN cunoscuta sau presupusa, precum si proteine toxice au fost respinse de pe lista
potentialilor candidati.

Printre ceilalti candidati am identificat ,,Proteina de stres general 160 (G160 _BACSU)”
din Bacillus subtilis (tulpina 168) ca candidat proteic adecvat.

Pe baza secventei de proteine publicate de UniProt (www.uniport.org) am proiectat o gend
de sinteza folosind functia de transcriere inversd a CLC Main Workbench.

Tabelul 3: Evaluarea proteinelor candidat
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Continut de fenilalanind |Greutate Abaterea in compozitia de aminoacizi in raport cu

moleculara PKUL1 si KES (fara F, Q, N)
Numar total de|Scor AS Scor |Abatere Scor
Phe
> 10 -10 >500 |0 >80 -2
<10 1 <500 |1 <80 0
<6 2 <200 |2 <60
<3 4 <80 0 <40 5
<2 8 <50 -100 |<30 10
<1 10

*Abaterea se calculeazd ca valoarea addugata absolutd intre fiecare aminoacid din secventa
proteica analizatd in comparatie cu compozitia de referintd KES si PKUI (procentuald).

Doua secvente de eticheta epitop (Tag54-P15, tag 6 His6) au fost adaugate la capatul 3' al
secventei de codificare a proteinei de stres General (GSP) pentru a permite detectarea,
cuantificarea si purificarea specificd a proteinelor, rezultind secventa de nucleotide prezentata in
SECV ID Nr.: 7. In plus, situsurile enzimei de restrictie BamHI si Aatll au fost adaugate la capatul
5' si 3' permitand clonarea constructului genei intr-un vector de expresie.

Secventa genica a fost desemnatd ca GSP105 si optimizatd in ceea ce priveste utilizarea
codonului si stabilitatea ARN pentru exprimarea in Bacillus subtilis si ulterior sintetizate de
GenScript (SUA).

Exemplul 2 - Productia in B. subtilis

Gena sinteticd GSP105 avand secventa de nucleotide asa cum este aratat in SECV. ID NR.:
7 a fost introdusa in Bacillus subtilis vector de expresie pHT43 (MoBiTec, Gottingen, Germania),
care permite secretia proteinei recombinante in mediul de cultura si este introdusa B. subtilis
tulpina WB80ON cu deficit de proteaza (MoBiTec), urmand instructiunile de fabricatie.

Dupa transformare, clonele pozitive au fost selectate pe placile de selectie cu antibiotic;
prezenta vectorului de expresie a fost confirmata in continuare prin PCR, extractie plasmidica si
secventarea ulterioard a ADN-ului. Culturile stocuri de glicerol au fost generate si stocate la -80°C.

O cultura initiala a recombinantului B. subtilis GSP105 a fost preparata prin inoculare de 1
L mediu-TB (Carl Roth, Karlsruhe, Germania), completat cu cloramfenicol (Carl Roth) si
neomicind (Carl Roth) la concentratii finale de 5 pg/ml fiecare, cu 1 ml solutie stoc B. subtilis
GSP105. Cultura a fost cultivata timp de 24 de ore la 28°C i 160 rpm in 2,5 L "Ultra Yield
Flasks" (Thomson Instrument Company, California, SUA).

Pentru expresia proteinelor recombinante, mediul TB suplimentat cu cloramfenicol si
neomicind a fost inoculat cu cultura initiala la un raport de 1:20 (v/v). Pentru a induce expresia
proteinei tintd, IPTG a fost addugat la o concentratie finald de 0,5 uM. Cultura a fost cultivata timp
de 20 ore la 37°C si 160 rpm.

Dupa cultivare, celulele de au fost indepartate prin centrifugare, urmate de filtrare sterila
folosind un modul de filtrare cu fibre goale de 0,22 um (N02-E20U-05-N, Spectrum Labs, Los
Angeles, SUA) la 2,5 L/min cu o presiune transmembrand de péand la 1,6 bar. Pentru a reduce
volumul procesului, supernatantul de cultura clarificata a fost concentrat de 10 ori utilizdnd un
modul de fibre goale de 10 kDa (N02-E010-05-N, Spectrum Lab) la 2,5 L/min cu o presiune
transmembrana de pana la 1,6 bar.

GSP105 a fost purificat din supernatantul de cultura concentrata prin IMAC folosind 500
ml Cheharing Sepharose (GE Healthcare, Uppsala, Suedia) ambalat intr-o coloana XK 50/40 si
incércat cu ioni Zn conform instructiunilor de fabricatie. Supernatantul a fost incéarcat pe coloana
cu 76 cm/h; apoi coloana a fost spalata cu 5 volume de coloana (CV) PBS la 92 cm/h. Proteina
legata a fost eluatd din coloana cu 5 CV PBS, pH 8,0, 250 mM imidazol la 92 cm/h. Fractiile de
elutie IMAC au fost reunite si tamponul a fost schimbat in apa féra sare folosind un modul de fibre
goale de 10 kDa (S02-E010-05N, Spectrum Labs) la 900 ml/min cu o presiune transmembrana de
pana la 1,6 bar. Pentru a asigura un schimb eficient de tampon, volumul esantionului a fost inlocuit
de sapte ori. Proteina purificatd si re-tamponatd a fost mentinuta la -20°C si ulterior congelata si
uscata prin pulverizare.




MD/EP 3290436 T2 2019.10.31
15

Concentratia GSP105 a fost determinatd prin concurenta ELISA (Piotrzkowski si colab.,
PL0S ONE, 2012, 7 (9): e45803), integritatea si puritatea proteinelor au fost confirmate de SDS-
Gel si de imunoblot (Rasche si colab.).
Exemplul 3 - Studiu de hriinire a soarecilor (studiu pilot)

5  Model de studiu:
Sase soareci PKU homozigoti, masculi, adulti (Pah®™?2; Shedlovsky si colab., Genetics
1993, 134: 1205; http://www.pahdb.mcgill.ca/?Topic=Information& Section = Mouse & Page = 1)
au fost separati in 3 grupuri de 2 soareci fiecare. Animalele apartinand aceluiasi grup au impartit o
cuscd. Grupurile au fost hranite cu diete asa cum sunt enumerate in Tabelul 4. Principalele
10  diferente intre diete au fost componenta proteicd si continutul de Phe, asa cum este stabilit in
Tabelul 5. Inainte de studiul de hréanire, soarecii PKU au fost alimentati cu diete standard pentru
soareci. Studiul de hranire s-a extins pe o perioadd de 28 de zile, timp in care animalelor li s-a
oferit hrana si apa ad libitum.
15  Tabelul 4: Grupuri de animale si dietele animalelor (N = 6)
Grup de animale Dieta Numar de animale
1 Dieta standard pentru soareci 2
2 Dieta cu proteine GSP105 fara Phe 2
3 Dieta fara aminoacizi Phe 2
Tabelul 5: Dietele animalelor
Dieta % proteina Continut Phe
Dieta standard pentru soarece 18,5 (proteine brute) Proteine brute (cazeind)
Dieta cu proteine GSP105 fard Phe 18,5 (GSP105) GSP105, suplimentat cu Phe la 2 g/kg

Dieta fira aminoacizi Phe (Harlan 15,4 (fird aminoacizi) |inlocuit cu tirozina 1,5%
Teklad, TD.97152)
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"Dieta cu proteine GSP105 farda Phe" sau "dieta GSP105 fara Phe" se refera la o dietd in
care singura sursd de aminoacizi este proteina dieteticd recombinantda GSP105 suplimentata cu
0,2% Phe. Dieta cu proteine Phe fara GSP105 nu a fost complet lipsitd de Phe. Fractia de proteina
GSP105 purificatd a continut o cantitate micd de contaminare probabild rezultatd din urme de
medii sau metaboliti secundari, care s-au ridicat la 0,45 grame Phe la 100 g de proteine totale.
Proteina GSP105 in sine nu era complet farda Phe. Contaminarea minord cu Phe nu a prezentat
probleme pentru soarecii PKU. Mai mult, din moment ce Phe este un aminoacid esential si nu au
fost puse la dispozitia animalelor surse alternative nutritive, Phe in forma cristalina a fost adaugat
la dieta cu proteina GSP105 fara Phe pana la o concentratie finald de Phe de aproximativ 0,2%.

"Dieta fara aminoacizi Phe" se refera la o dieta in care singura sursa de aminoacizi este un
amestec de aminoacizi fara Phe, dar cu Tyr 1,5%, care seamana cu standardul actual in alimentele
medicale pentru pacientii cu PKU. Dieta fard aminoacizi Phe a fost complet lipsita de Phe, in timp
ce continutul de tirozina a crescut la 1,5%.

In ,,dieta standard pentru soarece”, singura sursé de proteine a fost cazeina.

In zilele 0, 1, 7, 14, 21 si 28, 5-10 ul de sange au fost prelevate din vena de la coadd a
animalelor dupa ce au postit 4 ore. Continutul de plasma sanguind Phe si continut de tirozina a fost
determinat prin analiza MS/MS.

In zilele 0, 1, 2, 4 si 7, soarecii au fost cantariti si a fost verificata starea lor generald de
sanatate.

In zilele 14, 21 si 28, soarecii doar au fost cantdriti. In ziua 28, toate animalele au fost
eutanasiate cu CO,. Ficatul, rinichii, creierul si inimile fiecarui animal au fost recoltate si
congelate in azot lichid pentru analize ulterioare.

Rezultate:
Greutate corporali

Hranirea cu dieta standard pentru soareci a avut drept principiu mentinerea greutatii (Figura
1, linii solide cu patrate). Cand au fost hraniti cu dietd proteicd GSP105 fara Phe, soarecii PKU au
castigat 1n greutate (Figura 1, linii punctate cu cercuri), in timp ce acei soareci alimentati cu dieta
cu aminoacizi fara Phe au demonstrat o usoard pierdere in greutate (Figura 1, liniile intrerupte cu
triunghiuri). Desi dimensiunea grupului mic nu a permis analiza statistica, tendinta observata
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sustine GSP105 ca o componentd proteica adecvata pentru mentinerea in greutate si/sau cresterea
in greutate. Cresterea in greutate observata se poate datora faptului ca este o proteind dieteticd cu o
valoare biologica mai mare decat cazeina.

Reducerea nivelului de Phe din sange

Soarecii PKU aflati pe dietd standard de soarece au pastrat un nivel mediu ridicat de Phe in
sange (Figura 2, linie solida cu patrate). Dieta fara aminoacizi Phe a dus la o scddere drastica a
nivelului mediu de Phe in sange (<360 micromoli pe litru, intervalul fiziologic vizat in tratamentul
PKU) (Figura 2, linia intreruptd cu triunghiuri). Nivelurile medii de Phe din sange din dieta cu
proteind GSP105 fard Phe au fost, de asemenea, reduse in mod clar, apropiindu-se de <360
micromoli pe litru dupa 28 de zile (Figura 2, linia punctatd cu cercuri). Aceste rezultate indica
faptul ca proteina dietetica recombinanta dezvaluitd este potrivitd pentru gestionarea PKU
dietetice.

Soarecii PKU netratati avand fond genetic C57BL/6 au blana brund spre deosebire de blana
neagrd observatd la soarecii de tip sdlbatic din acelasi fond genetic, fenomen numit
hipopigmentare. Nivelurile crescute de Phe din sdnge inhibd enzima tirozinaza, care perturba
sinteza melaninei pigmentare. Nivelurile scdzute de Phe din sdnge in cayul soarecilor hraniti cu
diete pentru soareci fara Phe sau cu continut redus de Phe au dus la o hipopigmentare completd dar
0 inversare partiala pe intregul corp la animale (Figura 3). Figura 3 prezinta un exemplu de soarece
din fiecae grup de dietd cu modificari mai mult sau mai putin partiale ale hipopigmentarii blanii de
soarece dupa 28 de zile de la hranire. Fiecare soarece este prezentat dorsal si ventral. Soarecii
alimentati cu dieta cu proteine GSP105 fara Phe au prezentat o culoare neagra aproape complet pe
partea ventrald. Sagetile negre si albe indica cea mai puternica inversare a hipopigmentarii atinsa
dupa perioada de hranire. Presupunem o inversare completa a culorii blanii de la maro la negru in
cazul dietelor fara Phe sau cu continut redus cu o perioada de hréanire prelungita.

Raporturile Phe/Tyr in plasma sanguina

Dieta fara aminoacizi Phe a avut ca rezultat cel mai mic raport Phe/Tyr in plasma sanguina
a soarecilor PKU (Figura 4, liniile intrerupte cu triunghiuri), urmata de dieta cu proteina GSP105
fara Phe (Figura 4, linii punctate cu cercuri). Soarecii PKU de la soarecii cu dieta standard pentru
soarece sunt descrisi in Figura 4 ca linii continue cu patrate ca referintd. Raportul Phe/Tyr pentru
dieta fara proteine Phe fara GSP105 ar putea fi imbunatatit prin reducerea cantitatii de
contaminanti Phe din proteina dietetica recombinanta GSP105 si/sau prin suplimentarea cu tirozina
cristalind, asa cum este utilizatd In dieta cu aminoacizi fard Phe sau addugarea unei tirozine care
contine modelul coada.

Exemplul 4 - Miasurarea concentratiilor Phe si Tyr in creierul soarecilor PKU din Exemplul
3

Metode:

Prepararea tesutului cerebral de soarece

Awu fost utilizate creierele animalelor din exemplul 3. Creierele de soarece intregi inghetate
au fost dezghetate pe gheata si lizate in tampon de omogenizare (10 pul/mg tesut) contindnd 50 mm
Tris-HCI, pH 7,5, 0,1 m KCI, 1 mm EDTA, 1 mm ditiotreitol, 0,2 mm fenilmetilsulfonil fluorura,
1 um leupeptind si 1 pm de pepstatind si omogenizat folosind Quiagen TissueLyser II la 4°C.
Dupa centrifugare la 13.000 g si 4°C timp de 30 min, supernatantii s-au mentinut inghetati la -
80°C.

Mdsurarea proteinelor

Concentratiile de proteine din tesuturile omogeneizate au fost determinate prin metoda
spectrofotometrica descrisa de Bradford, folosind y-globulina ca calibrator.
Prepararea si derivatizarea probelor

Probele au fost preparate conform manualului Kitului Phenomenex EZ: faast™, cu
urmatoarele modificari: Tnainte de extragerea si derivatizarea aminoacizilor, 20 pl din fiecare
solutie standard interna contindnd 100 uml/L Phe-d5 si 20 pmol/L Tyr-d4 (in 50 mmol/L HCI) s-
au adaugat la 40 pl de lizat de proba. Folosind reactivii kitului, aminoacizii sunt derivatizati cu
cloroformiat de propil, ceea ce duce la addugarea unui formiat de propil la partea aminica si a unei
grupari propil la capatul carboxilic al aminoacizilor. Gruparea hidroxi a lui Tyr este, de asemenea,
derivatizatd prin addugarea unei grupari formilate de propil.

Instrumentare

Pentru separarea HPLC RP (faza inversatd) a aminoacizilor, a fost utilizata o coloana C18
de 250 ? 2 mm (Phenomenex EZ:faast™). Aminoacizii derivati au fost separati folosind urmatorul
program: (i) flux izocratic 75% solvent B timp de 6 min; (ii) gradient liniar de la 75% la 95%
solvent B (v/v) in 9 min; (iii) gradient liniar de la 95% la 100% solvent B in 0,1 min; (iv) debit
izocratic 100% solvent B timp de 3 minute; (v) gradient liniar de la 100% la 75% solvent B in 0,1
min; (vi) debit izocratic 75% solvent B pentru 2 min. Solventii A si B au fost formati cu 10
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mmol/L de amoniu in HzO si respectiv 10 nmol/L formiat de amoniu in metanol. Debitul a fost de
150 ul/min si volumul de injectie a fost de 10 pL. Pentru analiza LC-ESI-MSMS s-au utilizat un
sistem SCPX SC 2000 de la PerkinElmer API1 2000 LC-ESI-MSMS echipat cu un automatizator
PerkinElmer Series 200 si doud pompe PerkinElmer Series 200. Aminoacizii au fost achizitionati
folosind modul de reactie multiplu (MRM), modul ionic pozitiv, cu urmatoarele tranzitii: 294 —
206 (Phe), 299 — 211 (Phe-d5), 302 — 214 (Phe-d8), 396 — 308 ( Tyr) si 400 — 312 (Tyr-d4).
Durata de stationare a fost de 500 ms. Spectrele de masa au fost dobandite in intervalul de timp de
6 pana la 20 min.

Rezultate:

Reducerea nivelului de Phe cerebral

Figura 5 prezinta concentratiile medii de Phe si Tyr in creierul soarecilor de tip salbatic
(WT), soarecii PKU tratati cu dieta standard pentru soareci, dieta cu proteine GSP105 fard Phe sau
dieta cu aminoacizi fara Phe.

Concentratiile medii ale aminoacizilor fenilalanind si tirozina in creierul soarecilor de tip
salbatic (WT) au fost aproximativ aceleasi (0,31 nmol Phe/mg proteind; 0,36 nmol Tyr/mg
proteind) (Figura 5) asemanatoare cu situatia de la oamenii sanatosi.

Dimpotriva, concentratia medie de Phe in creierul soarecilor PKU alimentati cu dieta
standard de soarece (grupul 1) a aratat o crestere de 10 ori (3,82 nmol Phe/mg proteind), cu o
concentratie medie de 0,18 nmol Tyr/mg proteind, corespunzator situatiei pacientilor care nu au
fost tratati cu PKU.

Alimentarea cu dieta proteicd GSP105 fara Phe (grup 2) a condus la o reducere de 50% a
concentratiei medii de Phe in creier (proteind Phe 1,78 nmol/mg) in comparatie cu alimentarea cu
dieta standard de soarece, in timp ce concentratia medie de Tyr a fost mentinutd redusa (0,15
nmol/mg proteind).

Cel mai scézut nivel mediu de Phe in creier si cel mai mare nivel mediu de Tyr in creier au
fost atinse cu dieta de aminoacizi fara Phe din grupul 3 (proteina Phe 1,16 nmol/mg; 0,22 nmol/mg
proteind).

Rezultatele analizei concentratiilor Phe- si Tyr in creierul soarecilor WT, precum si al
soarecilor PKU tratati si netratati, potrivite cu nivelurile corespunzatoare de Phe in sange si Tyr in
sange in diferitele grupuri de hranire a animalelor (Figurile 2 si 4).

Cea mai puternicd scadere a concentratiei de Phe in creier a fost obtinutd cu dieta cu
aminoacizi fara Phe. Tinand cont de faptul ca influenta unei diete cu Phe redus asupra nivelului de
Phe cerebral este intarziata si nu la fel de abrupta ca si influenta asupra concentratiei de Phe in
sange, presupunem o reducere suplimentard a Phe in creier intr-o perioada de hranire prelungita cu
hrand cu proteine GSP105 fara Phe. Aceasta ipoteza se bazeaza pe observatia ca nivelurile de Phe
din sange din acest grup au aproximat concentratiile de Phe in sangele soarecilor alimentati cu
dieta cu aminoacizi fara Phe dupa o perioada de hranire de 28 de zile.

Raportul mediu de Phe/Tyr in creier

Figura 6 prezinta raporturile medii Phe/Tyr din creierul soarecilor WT, al soarecilor PKU
tratati cu dieta standard de soarece, dieta proteicda GSP105 fara Phe sau dieta fara aminoacizi Phe.

Dieta fard aminoacizi Phe a avut ca rezultat cel mai mic raport Phe/Tyr din creierul
soarecilor PKU (Figura 6, coloana verificatd), urmata de dieta cu proteine GSP105 fard Phe
(Figura 6, coloana cu dungi in diagonala). Soarecii PKU aflati pe dieta standard de soarece sunt
descrisi in Figura 6 ca o coloana alba cu cadru negru. Proportia Phe/Tyr este semnificativ mai buna
decat la soarecii PKU cu dieta standard. Dieta proteica GSP105 fara Phe ar putea fi imbunatatita
prin reducerea cantitdtii de contaminanti Phe din proteina dieteticd recombinantd GSP105 si/sau
prin suplimentarea de tirozina cristalind, asa cum este utilizatd in dieta cu aminoacizi fard Phe sau
prin addugarea unei tirozina care contine modelul coada.
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(56) Referinte bibliografice citate in raportul de documentare:

= NAFISEH SOLTANIZADEH ET AL: "Strategies Used in Production of Phenylalanine-
Free Foods for PKU Management”, COMPREHENSIVE REVIEWS IN FOOD
SCIENCE AND FOOD SAFETY, vol. 13, no. 3, 16 May 2014 (2014-05-16), pages 287-
299, XP055234111, US ISSN: 1541-4337, DOI: 10.1111/1541-4337.12057

= WO-A1-95/02692

=  WO-A1-2013/148332

(57) Revendicari:

1. Proteina dieteticd recombinatd care cuprinde o secventd polipeptidica ce este cel putin
70% identicd cu SECV ID NR 2, sau o portiune suficientd din punct de vedere dietetic a acesteia,
in care proteina mentionatd nu cuprinde fenilalanina.

2. Proteina dieteticd recombinata conform revendicarii 1, in care secventa polipeptidica este
cel putin 85%, de preferinta 90%, mai preferabil 95% identicd cu SECV ID NR 2.

3. Proteina dietetica recombinata conform revendicarii 1 sau 2, in care proteina cuprinde in
plus una sau mai multe secvente de proteind suplimentare, in care secventa de proteind
suplimentara este o prelungire sau marcaj de purificare.

4. Proteina dietetica recombinatd conform revendicarii 3, in care secventa de proteind
suplimentara este o prelungire polipeptidica cuprinzand secventa de aminoacizi SECV ID NR 3.

5. Vector care cuprinde 0 secventd de acid nucleic care codificd proteina dietetica
recombinatd conform oricareia dintre revendicarile 1 pana la 4.

6. Microorganism recombinat care cuprinde vectorul conform revendicarii 5.

7. Microorganismul recombinat conform revendicérii 6, in care microorganismul este
selectat din grupul format din Escherichia, Klebsiella, Pseudomonas, Xanthomonas, Bacillus,
Staphylococcus, Saccharomyces, Corynebacterium, Streptomyces, Salmonella, Aspergillus,
Gluconobacter, Mycobacterium, Actinomycetes, Caulobacter, Pichia, Corynebacterium
glutamicum, Saccharomyces cerevisiae, Clostridium botulinum, Flavobacterium heparinum,
Lactococcus lactis, Methylobacterium extorquens, Pseudoalteromonas haloplanktis, Ralstonia
eutropha, Neurospora crassa, Arxula adeninivorans, Hansenula polymorpha, Kluyveromyces
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lactis, Zygosaccharomyces bailii, Pseudomonas fluorescens, Bacillus subtilis si Bacillus
megaterium.

8. Microorganismul recombinat conform revendicarii 7, in care microorganismul mentionat
este din specia Bacillus sau Pseudomonas.

9. Microorganismul recombinat conform revendicarii 8, in care microorganismul mentionat
este Bacillus subtilis sau Pseudomonas fluorescens.

10. Metoda de producere a proteinei dietetice recombinate conform oricdreia dintre
revendicarile 1 pand la 4, metoda cuprinzand cultivarea microorganismului recombinat conform
oricareia dintre revendicarile 6 pana la 9 in conditii adecvate pentru producerea proteinei dietetice
de catre microorganismul recombinat.

11. Compozitie dietetica cuprinzand proteina dieteticd recombinatd conform oricareia dintre
revendicdrile 1 pana la 4 si, optional, excipienti suplimentari.

12. Compozitia dietetica conform revendicarii 11 care cuprinde cel mult 0,1 g de fenilalanind
la 100 g proteina totala.

13. Proteina dieteticd conform oricéreia dintre revendicarile 1 pana la 4 sau compozitia de
proteina dietetica conform revendicarii 11 pentru utilizare ca medicament si/sau aliment pentru
scopuri medicale speciale.

14. Proteina dieteticd conform oricéreia dintre revendicarile 1 pana la 4 sau compozitia de
proteind dietetica conform revendicarii 11 pentru utilizare in tratamentul unei tulburari
caracterizate prin acumularea de fenilalanind in organism.

15. Proteina dieteticd conform oricéreia dintre revendicarile 1 pana la 4 sau compozitia de
proteind dieteticd conform revendicarii 11 pentru utilizarea conform revendicarii 14, in care
tulburarea mentionata este hiperfenilalaninemia, preferabil fenilcetonuria.

Agentia de Stat pentru Proprietatea Intelectuala
str. Andrei Doga nr. 24, bloc 1, MD-2024, Chisiniu, Republica Moldova
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