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"CONJUGADOS DE PEG-URATO OXIDASE E SEU USO"

Campo da Invencio

A presente invencéio refere-se a modificacdo quimica das proteinas
para prolongar as suas vidas médias em circulacdo e para reduzir a sua
capacidade imunogénica. Mais especificamente, a invencao refere-se a
conjugacdo de poli(etileno glicéis) ou de poli(6xidos de etileno) em urate
oxidases, que elimina substancialmente a capacidade imunogénica da urate
oxidase sem comprometer a sua atividade tricoolitica.

Fundamentos da Invencio

As indicagdes contidas nesta se¢do de fundamentos ndo constituem
uma admissdo da técnica anterior, mas ao invés disso refletem os proprios
comentdrios subjetivos dos autores da invenc@o e as interpretacdes do
estado da técnica no momento em que a invencdo foi feita. Essas
interpretacGes podem incluir dedug¢des dos inventores pessoais até o
momento ndo divulgadas, deducdes essas que ndo faziam parte da técnica
anterior.

As urate oxidases (uricases; E.C. 1.7.1.3) sdo enzimas que catalisam
a oxidacdo do 4cido tdrico a um produto mais solivel, a alantoina, um
metabdlito da purina que é excretado mais rapidamente. Os seres humanos
nio produzem a uricase enzimaticamente ativa, em conseqiiéncia de
diversas mutagdes no gene para a uricase adquiridas durante a evolugdo de
primatas superiores. Wu, X, et al, (1992) J. Mol. Evol. 34:78-84.

Consequentemente, em individuos suscetiveis, as concentragdes excessivas
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do 4cido trico no sangue (hiperuricemia) ¢ na urina (hiperuricossuria)
podem conduzir & artrite doloroso (gota), desfigurando depésitos de urate
(calculos artriticos), e a falha renal. Em alguns individuos afetados, as
drogas disponiveis tais como o alopurinol (um inibidor da sintese de acido
tirico) produzem efeitos adversos limitadores do tratamento ou ndo aliviam
essas condigdes adequadamente. Hande, KR, et al., (1984) Am. J. Med.
76:47-56; Fam, AG, (1990) Bailliére's Clin. Rheumatol. 4:177-192. As
injecdes de uricase podem diminuir a hiperuricemia e o hiperuricossuria,
pelo menos temporariamente. Uma vez que a uricase € uma proteina
estranha nos seres humanos, entretanto, até mesmo a primeira injecéo da
proteina ndo modificada de Aspergillus flavus induz reag¢des anafilaticas em
varias porcentagens de pacientes tratados (Pui, C-H, et al., (1997) Leukemia
11:1813-1816), € as respostas imunoldgicas limitam a sua utilidade para o
tratamento crénico ou intermitente. Donadio, D, et al., (1981) Nouv Presse
Méd 10:711-712; Leaustic, M, et al., (1983) Rev Rhum Mal Osteoartic
50:553-5:54.

O desempenho sub-6timo de tratamentos disponiveis para a
hiperuricemia tem sido reconhecido por diversas décadas. Kissel, P, et al.,
(1968) Nature 217:72-74.  Analogamente, a possibilidade de que
determinados grupos de pacientes com gota grave possam se beneficiar de
uma forma segura e eficaz da uricase injetavel tem sido reconhecida por
muitos anos. Davis, FF, et al., (1978) em GB Broun, et al., (Eds.) Enzyme
Engineering, Vol. 4 (paginas 169-173) New York, Plenum Press;
Nishimura, H, et al., (1979) Enzyme 24:261-264; Nishimura, H, et al,
(1981) Enzyme 26:49-53; Davis, S, et al., (1981) Lancet 2(8241):281-283;
Abuchowski, A, et al., (1981) J. Pharmacol. Exp. Ther. 219:352-354; Chen,
RH-L, et al., (1981) Biochim. Biophys. Acta 660:293-298; Chua, CC, et
al.,, (1988) Ann. Int. Med. 109:114-117; Greenberg, ML, et al., (1989)
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Biochem. Anal. 176:290-293. As uricases derivadas dos 6rgdos de animais
¢ quase insoluvel nos solventes que sdo compativeis com a administragao
segura por meio de injegdo.  Patente Norte-americana 3.616.231.
Determinadas uricases derivadas de plantas ou de microorganismos sao
mais soliveis em solventes medicamente aceitaveis. Entretanto, a inje¢do
das enzimas microbianas induz rapidamente as respostas imunoldgicas que
podem conduzir a reagdes alérgicas que ameacam a vida ou a inativagdo
e/ou ao afastamento acelerado da uricase de circulagdo. Donadio, et al.,
(1981); Leaustic, et al., (1983). As enzimas baseadas nas seqiiéncias de
aminoacidos deduzidas de uricases de mamiferos, incluindo o porco e o
babuino, ou de insetos, tais como, por exemplo, Drosophila melanogaster ou
Drosophila pseudoobscura (Wallrath, LL, et al., (1990) Mol. Cell. Biol.
10:5114-5127), ndo tém sido candidatos apropriados para o uso clinico,
devido aos problemas da capacidade imunogénica e da insolubilidade em
pH fisiolégico.

A modificagcdo covalente das proteinas com poli(etileno glicol) ou
6xido de poli(etileno) (ambos indicados como PEG), tem sido empregada
para aumentar a vida util da proteina e reduzir a capacidade imunogénica.
Patentes Norte-americanas 4.179.337, 4.766.106. e 4.847.325; Saifer, MGP,
et al., (1994) Adv. Exp. Med. Biol. 366:377-387. O acoplamento de PEG
de peso molecular elevado para produzir conjugados com vidas médias em
circulagio prolongadas e/ou capacidade imunogénica diminuida, enquanto €
conservada a atividade funcional, foi demonstrado anteriormente para uma
outra enzima, a dismutase de superdxido (Somack, R, et al, (1991) Free
Rad. Res. Commun. 12-13: 553-562; Patentes Norte-americanas 5.283.317
e 5.468.478) e para outros tipos de proteinas, por exemplo, citocinas (Saifer,
MGP, et al., (1997) Polym. Preprints 38:576-577; Sherman, MR., et al.,
(1997) em JM Harris, et al., (Eds.), Poly(ethylene glycol) Chemistry and
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Biological Applications. ACS Symposium Series 680 (paginas 155-169)
Washington, D.C.: American Chemical Society). Os conjugados de uricase
com polimeros com exce¢do de PEG também foram descritos. Patente
Norte-americana 4.460.683.

Em quase todas as tentativas relatadas para PEGilar a uricase (isto €,
para acoplar covalentemente a PEG a uricase), o PEG foi ligado
primeiramente aos grupos amino, incluindo o residuo do terminal amino e
os residuos de lisina disponiveis. Nas uricases normalmente utilizadas, o
numero total de lisinas em cada uma das quatro subunidades idénticas fica
entre 25 (Aspergillus flavus (patente norte-americana 5.382.518)) e 29
(porco (Wu, X, et al., (1989) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 96:9412-9416)).
Algumas das lisinas s&o estdo disponiveis para a PEGilagdo na conformagéo
nativa da enzima. A abordagem mais comum para reduzir a capacidade
imunogénica da uricase tem sido o acoplamento de grandes nimeros de
filamentos de PEG de baixo peso molecular. Isto resulta invariavelmente
em grandes diminuigdes na atividade enziméatica dos conjugados
resultantes.

Os pesquisadores anteriores utilizaram a uricase injetado para
catalisar a conversdo do 4acido urico em alantoina in vivo. Veja Pui, et al.,
(1997). Esta é a base para o uso na Franga e na Italia da uricase do fungo
Aspergillus flavus (Uricozyme®) para impedir ou corrigir temporariamente
a hiperuricemia associada com a terapia citotoxica para malignidades
hematoldgicas e reduzir temporariamente a hiperuricemia grave nos
pacientes com gota. Potaux, L, et al.,, (1975) Nouv Presse Méd 4:1109-
1112, Legoux, R, et al,, (1992) J. Biol. Chem. 267:8565-8570; Patentes
Norte-americanas 5.382.518 e 5.541.098. Por causa de sua vida em

circulagio curta, a Uricozyme® requer injegdes diarias. Além disso, nédo €
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bem adequada para a terapia a longo prazo por causa de sua capacidade
imunogénica.

Uma unica inje¢do intravenosa de um preparado de uricase de
Candida utilis acoplada a PEG de 5 kDa reduziu a urate do soro a niveis ndo
detectaveis em cinco individuos humanos cuja concentragdo média da urate
do soro da pre-injegdo era de 6,2 mg/dl, que fica dentro da faixa normal.
Davis, et al., (1981). Aos individuos foi aplicada uma injegéo adicional
quatro semanas mais tarde, mas sas uas respostas ndo foram relatadas.
Nenhum anticorpo para a uricase foi detectado depois da segunda (e ultima)
injecdo, ao se empregar um ensaio de difusdo de gel relativamente
insensivel. Esta referéncia ndo relatou nenhum resultado dos tratamentos
cronicos ou subcrdnicos de pacientes humanos ou de animais experimentais.

Um preparado da uricase de Arthrobacter protomorfiae acoplada a
PEG de 5 kDa foi empregado para controlar temporariamente a
hiperuricemia em um unico paciente com linfoma cuja concentragdo da
urate do soro da pre-injegdo era de 15 mg/dl. Chua, et al., (1988). Por
causa da condicdo critica do paciente e da curta duragdo do tratamento
(quatro injegdes durante catorze dias), ndo foi possivel avaliar a eficacia ou
a seguranca do conjugado a longo prazo.

No presente pedido, a expressdo "capacidade imunogénica" refere-se
a inducdio de uma resposta imunologica por um preparado injetado de
uricase modificada por PEG ou néo modificada (o antigeno), enquanto que
"capacidade antigénica" refere-se a reagdo de um antigeno com anticorpos
preexistentes. Coletivamente, a capacidade antigénica e a capacidade
imunogénica sfo indicadas como "imunoreatividade". Em estudos
precedentes da PEG-uricase, a imunoreatividade foi avaliada através de uma

variedade de métodos, incluindo: 1) a rea¢do in vitro de PEG-uricase com
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anticorpos pré-formados; 2) medi¢des da sintese de anticorpo induzida; e
3) taxas de afastamento aceleradas depois de injegdes repetidas.

As tentativas precedentes de eliminar a capacidade imunogénica das
uricases de diversas fontes mediante o acoplamento de varios nimeros de
filamentos de PEG com varios ligantes atingiram um sucesso limitado. As
PEG-uricases foram apresentadas primeiramente por FF Davis e por Y
Inada e seus colegas. Davis, et al.,, (1978); Patente Norte-americana
4.179.337; Nishimura et al., (1979); Patentes Japonésas 55-99189 e 62-
55079. O conjugado apresentado na patente '337 foi sintetizado ao se reagir
a uricase de origem ndo especificada com um excesso molar de 2.000 vezes
de PEG de 750 daltons, indicando que um grande numero de moléculas de
polimero foi provavelmente ligado a cada subunidade de uricase. A patente
'337 apresenta o acoplamento de PEG ou de poli(propileno glicol) com
pesos moleculares de 500 a 20.000 daltons, preferivelmente de
aproximadamente 500 a 5.000 daltons, para se obteer conjugados ativos
soltiveis em agua ndo imunogénicos de varios hormdnios de polipeptideos e
enzimas incluindo as oxidareductases, das quais a uricase é um de trés
exemplos. Além disso, a patente '337 enfatiza o acoplamento de 10 a 100
filamentos de polimero por molécula de enzima, e a reteng@o de pelo menos
40% da atividade enzimatica. Nenhum resultado de teste fo1 relatado para a
extensdo do acoplamento de PEG aos grupos amino disponiveis de uricase,
a atividade uricolitica especifica residual, ou a imunoreatividade do
conjugado.

Os dados de 13 citagdes que se referem a PFGilac&o da uricase sio
resumidos na Tabela 1. Alguns destes resultados s@o apresentados também
graficamente nas figuras 1A-2B. Sete dessas publicagdes descrevem
diminui¢des significativas na atividade uricolitica medida in vitro causadas

pelo acoplamento de varios nimeros de filamentos de PEG a uricase de
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Candida utilis. O acoplamento de um grande numero de filamentos de PEG
de 5 kDa a uricase do figado de suino acarretou resultados similares, tal
como descrito na publicagio de Chen e em um relatério de simpdsio pelo
mesmo grupo. Chen, et al., (1981); Davis, et al., (1978).

Entre os estudos resumidos na Tabela 1, a imunoreatividade da
uricase foi relatada como sendo diminuida pela PEGilagdo em sete deles e
eliminada em cinco deles. Em trés dos ultimos cinco estudos, a eliminagio
da imunoreatividade foi associada com as diminui¢des profundas na
atividade uricolitica — até no maximo 15%, 28%, ou 45% da atividade
inicial. Nishimura, et al, (1979) (atividade de 15%); Chen, et al., (1981)
(atividade de 28%); Nishimura, et al., (1981) (atividade de 45%). No
quarto relatério, o PEG foi relatado como sendo acoplado a 61% dos
residuos de lisina disponiveis, mas a atividade especifica residual nédo foi
indicada. Abuchowski, et al., (1981). Entretanto, uma equipe de pesquisa
que incluia dois dos mesmos cientistas e utilizou os mesmos métodos
relatou em outra parte que essa extensdo do acoplamento deixou uma
atividade residual de somente 23% a 28%. Chen, et al, (1981). As
publicagdes de 1981 de Abuchowski et de al. e de Chen et al., indicam que,
para reduzir substancialmente a capacidade imunogénica da uricase, o PEG
deve ser acoplado a aproximadamente 60% dos residuos de lisina
disponiveis (Tabela 1). A quinta publicagdo em que o imunoreatividade da
uricase foi relatada como tendo sido eliminado ndo divulga a extensdo do
acoplamento do PEG, a atividade uricolitica residual, ou a natureza da
ligagdo de PEG-proteina. Veronese, FM, et al., (1997) em JM Harris, et al.,
(Eds.), Poli(ethylene glycol) Chemistry and Biological Applications. ACS
Symposium Series 680 (paginas 182-192) Washington, D.C.. American

Chemical Society.
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A conjugac¢io de PEG a uma frag@o menor dos residuos de lisina em
uricase reduziu mas ndo eliminou a sua imunoreatividade em animais
experimentais. Tsuji, J, et al, (1985) Int. J. Imunopharmacol. 7:725-730
(28% a 45% dos grupos amino acoplados); Yasuda, Y, et al, (1990) Chem.
Pharm. Bull. 38-2053-2056 (38% dos grupos amino acoplados). As
atividades uricoliticas residuais dos adutos correspondentes variaram de
<33% (Tsuji, et al.) a 60% (Yasuda, et al) de seus valores iniciais. Tsuji, et
al. sintetizaram conjugados de PEG-uricase com PEGs de 7,5 kDa ¢ 10
kDa, além de PEG de 5 kDa. Todos os conjugados resultantes eram um
pouco imunogéhicos e antigénicos, gneuanto que apresentavam atividades
enzimaticas bastante reduzidas (Tabela 1; Figuras la-1b).

Um preparado de uricase PEGilada de Candida utilis que foi
administrado com seguran¢a duas vezes a cada um de cinco seres humanos
foi relatado como tendo retido somente 11% de sua atividade inicial. Davis,
et al., (1981). Diversos anos mais tarde, a uricase modificada com PEG de
Arthrobacter protomorfiae foi administrada quatro vezes a um paciente com
linfoma avangado e hiperuricemia grave. Chua, et al., (1988). Embora a
atividade residual desse preparado de enzima ndo foi medida, Chua, et al,,
demonstraram a auséncia de anticorpos antiuricase no soro do paciente 26
dias depois da primeira inje¢do de PEG-uricase, ao se empregar um ensaio
de imunosorvente ligado por enzima (ELISA).

Conforme resumido na Tabela 1, os estudos precedentes da uricase
PEGilada mostram que a atividade catalitica ¢ bastante reduzida mediante o
acoplamento de um numero suficiente de filamentos de PEG para diminuir
substancialmente a sua imunoreatividade. Além disso, a maioria dos
preparados precedentes de PEG-uricase era sintetizada ao se utilizar PEG

ativado com cloreto cianurico, um derivado de triazina (2,4,6-tricloro-1,3,5-
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triazina) que demostrou introduzir novas determinantes antigénicas e

induzir a formac@o de anticorpos em coelhos. Tsuji, et al., (1985).

TABELA 1: Caracteristicas de PEG-uricases dos Estudos Precedentes

Fonte de|Ligagdo |Peso Porcenta |Ativida |Capacida | Referénci
Uricase |de Molecu |gem de|de de a
Acopla |lar  do|Lisinas |Uricoliti |antigéni
mento PEG com PEG |ca ca ou
(kDa) Ligado |Residual |imunogé
(%) nica
Comenta
rios
Nao Azida 0,7 (diol) | Nao Nio Nao Patente
relatada relatada |relatada |relatada |Norte-
america
na
4.179.33
7
Candida |Triazina |5 Capacida | Nishimu
utilis (cloreto de ra, et al.,
clanuri antigéni | 1979
co) ca com
soro de
coelho
% de (%
"98": 20 |31 daquela
26 21 da
43 15 enzima
48 5 ndo
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" " | Immunol
75:58-67
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que para camon
o PEG dongos
foi
reduzida
em 98%
(PEG) ou
100%
(PEG2).

A patente japonesa 3-148298, concedida a A. Sano, et al., apresenta
proteinas modificadas, incluindo a uricase, derivatizadas com PEG que tem
um peso molecular de 1-12 kDa que mostramumao capacidade antigénica
reduzida e uma agdo "prolongada melhorada", e métodos de produgdo de
tais peptideos derivatizados. Entretanto, ndo hd nenhuma descri¢do a
respeito das contagens de filamentos, ensaios de enzima, testes bioldgicos
ou o significado de “prolongada melhorada”. As patentes japonésas 55-
99189 e 62-55079, ambas concedidas a Y Inada, apresentam conjugados de
uricase preparados com PEG-triazina ou bis-PEG-triazina (indicado como
PEG, na Tabela 1), respectivamente. Veja Nishimura, et al., (1979 e 1981).
No primeiro tipo de conjugado, os pesos moleculares dos PEGS eram de 2
kDa e 5 kDa, enquanto que no segundo apenas o PEG de 5 kDa foi
utilizado. Nishimura, et al., (1979) relataram a recuperagéo de 15% da
atividade uricolitica ap6s a modificac¢éo de 43% das lisinas disponiveis com
o PEG linear de 5 kDa, enquanto que Nishimura, et al. (1981) relataram a
recuperagio de 31% ou 45% da atividade uricolitica ap6s a modificacdo de
46% ou de 36% das lisinas, respectivamente, com PEG,.

Sumario da Invencédo
Os estudos precedentes ensinam que, quando uma reducédo

significativa na capacidade imunogénica e/ou na capacidade antigénica da
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uricase ¢ obtida por meio da PEGilacgo, ela ¢ associada invariavelmente
com uma perda substancial da atividade uricolitica. A seguranca, a
conveniéncia e a economia dos produtos biofarmacéuticos sdo todas
impactadas adversamente por diminui¢des em suas poténcias e pela
necessidade resultante de aumentar o dose administrada. Desse modo, ha
uma necessidade quanto a um meio seguro e eficaz alternativo para baixar
os niveis elevados de 4cido urico nos fluidos corpéreos, incluindo o sangue
e a urina. A presente invencdo apresenta uma PEG-uricase
substancialmente ndo imunogénica que retém toda ou quase toda a atividade
uricolitica da enzima n&o modificada.

Uma realiza¢do da presente invengdo ¢ um conjugado de urate
oxidase (uricase) que retém pelo menos aproximadamente 75% da atividade
uricolitica de uricase nfo conjugada e tem uma capacidade imunogénica
substancialmente reduzida. Essa realizag#o inclui uma uricase purificada na
qual cada subunidade pode ser covalentemente ligada a uma média de dois a
dez filamentos de PEG, que podem ser lineares ou ramificados, sendo que
cada molécula de PEG pode ter um peso molecular entre aproximadamente
5 kDa e 100 kDa. A uricase deste aspecto da invencdo pode ser
recombinante. Quer seja recombinante ou néo, a uricase pode ser de origem
de mamiferos. Em um aspecto desta realizagdo, a uricase pode ser uricase
de figado de suinos, bovinos ou ovinos. Em um outro aspecto desta
realizacdo, a uricase pode ser quimérica. A uricase quimérica pode conter
partes da uricase de figado de suino e/ou de figado de babuino. Por
exemplo, a uricase quimérica pode ser uricase quimérica de porco-babuino
(uricase de PBC) ou uricase de suino que contém as mutagdes R291K e
T301S (uricase de PKS) (veja as seqiiéncias na figura 6 e os resultados dos
estudos fisioldgicos e imunologicos nas figuras 7-12). Alternativamente, o

uricase pode ser uricase de figado de babuino onde a tirosina 97 foi
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substituida pela histidina, por meio do que a atividade especifica da uricase
pode ser aumentada em pelo menos aproximadamente 60%. A uricase da
inveng¢do, qualquer que seja a origem, também pode estar em uma forma
que seja truncada, no terminal amino ou no terminal carboxila, ou em
ambos os terminais. Analogamente, a uricase pode ser uricase flingica ou
microbiana. Em um aspecto desta realizagdo, a uricase fungica ou
microbiaana pode ser uma forma natural ou recombinante da uricase de
Aspergillus  flavus, Arthrobacter globiformis ou Candida utilis.
Alternativamente, a uricase pode ser uma uricase de invertebrado tal como,
por exemplo, uma forma natural ou recombinante da uricase de Drosophila
melanogaster ou Drosophila pseudobscura. A uricase da invengio também
pode ser uma uricase de planta, por exemplo, uma forma natural ou
recombinante da uricase do nodulo da raiz de soja (Glycine max). O PEG
pode ter um peso molecular médio entre aproximadamente 5 kDa e 100
kDa; preferivelmente, o PEG pode ter um peso molecular médio entre
aproximadamente 10 kDa e 60 kDa; mais preferivelmente, o PEG pode ter
um peso molecular médio entre aproximadamente 20 kDa e
aproximadamente 40 kDa tal como, por exemplo, 30 kDa. O nimero médio
de filamentos covalentemente ligados do PEG pode ser de dois a dez
filamentos por subunidade de uricase; preferivelmente, o nimero médio de
filamentos covalentemente ligados pode ser de trés a oito por subunidade;
mais preferivelmente, o nimero médio dos filamentos do PEG pode ser de
quatro a seis por subunidade. Em um aspecto desta realizacdio, a uricase
pode ser tetramérica. Os filamentos de PEG podem ser covalentemente
ligados a uricase através das ligagdes uretano (carbamato), ligacdes amina
secundaria, e/ou ligagdes amida. Quando a uricase é uma forma

recombinante de qualquer das uricases aqui mencionadas, a forma
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recombinante pode ter substancialmente a seqiiéncia da forma de ocorréncia
natural.

Uma outra realizacdo da presente invengio ¢ uma composi¢do
farmacéutica para baixar os niveis de 4cido urico nos fluidos corporeos,
contendo qualquer um dos conjugados de PEG-uricase descritos acima ¢ um
veiculo farmaceuticamente aceitavel. A composi¢do pode ser estabilizada
através de liofilizacdo, e também pode dissolver imediatamente com a
reconstituicio para que se obtenha solugdes apropriadas para a
administragdo parenteral.

A presente inveng@io também apresenta um método para baixar os
niveis de acido turico nos fluidos corpdreos e tecidos de um mamifero. O
método inclui a administragio, a um mamifero, de uma quantidade redutora
de acido urico eficaz de PEG-uricase. A PEG-uricase pode ser uma uricase
purificada de duas ou mais subunidades na qual cada subunidade pode ser
covalentemente ligada a uma média de dois a dez filamentos de PEG linear
ou ramificado, sendo que cada molécula de PEG pode ter um peso
molecular entre aproximadamente 5 kDa e 100 kDa, em um veiculo
farmaceuticamente aceitavel. O mamifero pode ser um ser humano. A
etapa da administrag@o pode ser, por exemplo, inje¢do por via intravenosa,
intradermal, subcuténea, intramuscular ou intraperitoneal, ou pela inalagdo
de um preparado aerossolizado. Os niveis de 4cido urico elevados podem
estar no sangue, na urine e/ou em outros fluidos corpdreos e tecidos, €
podem ser associados com a gota, calculos artriticos, a insuficiéncia renal, o
transplante de 6rgéos ou uma doenga maligna.

Outras realizagdes da presente invengdo incluem um método para
isolar uma forma tetramérica da uricase de uma solugéo que contém formas
multiplas da uricase, € o produto desse método. Inicialmente, a solugdo

pode conter uricase tetramérica ¢ agregados de uricase. O método pode
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incluir as etapas de: aplicagdo da solugfio a pelo menos uma coluna de
separagiio a um pH entre aproximadamente 9 e 10,5 tal como, por exemplo,
10,2; a recuperacdo das fragdes do eluato e a identificagdo daqueles que
podem conter uricase tetramérica isolada, sendo que as fragSes sio
substancialmente livres de agregados de uricase; e o agrupamento das
fracdes da uricase tetramérica isolada. A coluna de separagdo pode ser
baseada na troca de ions, na exclusdo de tamanho, ou em qualquer outra
propriedade de separagéo eficaz. O método também pode incluir a analise
das fragbes para determinar a presenga de uricase tetramérica e/ou da
auséncia de agregados de uricase. Por exemplo, essa analise pode incluir a
chromatografia liquida de alto desempenho (HPLC), outros métodos
cromatograficos, dispersdo luminosa, centrifuga¢do e/ou eletroforese. Em
um aspecto desta realizagdio, a uricase tetramérica purificada pode conter
menos de aproximadamente 10% de agregados de uricase.
Breve Descri¢io dos Desenhos

A figura 1A mostra a retengfo da atividade pela uricase PEGilada de
Candida utilis em fung¢@o do nimero de filamentos de PEG acoplados por
subunidade.

A figura 1B mostra a retengdo da atividade pela uricase PEGilada de
Candida utilis em fungdo da massa total de PEG acoplada por subunidade.

A figura 2A mostra a reteng@o da atividade pela uricase PEGilada do
figado de suino em fung@o do numero de filamentos de PEG acoplados por
subunidade.

A figura 2B mostra a retengéo da atividade pela uricase PEGilada do
figado de suino em fung¢do da massa total de PEG acoplada por subunidade.

A figura 3A mostra a retengéo da atividade pela uricase quimérica de
porco-babuino (PBC) PEGilada em fun¢do do numero de filamentos

acoplados por subunidade.
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A figura 3B mostra a retengéo da atividade pela uricase de PBC
PEGilada em fung#io da massa total de PEG acoplada por subunidade.

A figura 4A mostra a retengdo da telha da atividade pela uricase
PEGilada de Aspergillus flavus em fun¢@o do nimero de filamentos de PEG
acoplados por subunidade.

A figura 4B mostra a retengio da atividade pela uricase PEGilada de
Aspergillus flavus em fungdo da massa total de PEG acoplada por
subunidade.

A figura 5A mostra a retencdo da atividade pela uricase de nddulo de
raiz de soja recombinante PEGilada em fun¢o do nimero de filamentos de
PEG acoplados por subunidade.

A figura 5B mostra a retengdo da atividade pela uricase de nédulo de
raiz de soja recombinante PEGilada em fungfio da massa total de PEG
acoplada por subunidade.

A Figura 6 mostra as seqiiéncias de aminoacidos deduzidas da
uricase quimérica de porco-babuino (uricase de PBC), da uricase de PBC
que ¢ truncada nos terminais amino e carboxila (PBC-NT-CT) e da uricase
de suino que contém as mutagdes R291K e T301S (uricase de PKS),
comparadas com as seqiiéncias de suino e babuino.

A Figura 7 mostra a atividade da uricase no soro de camondongo 24
horas depois de cada uma entre quatro ou cinco inje¢des intraperitoneais de
uricase de PBC modificada com PEG, em relagdo ao valor 24 horas depois
da primeira injegéo.

A Figura 8 mostra a relagio inversa entre a atividade da uricase de
PBC modificada com PEG injetada no soro de um camondongo com

deficiéncia de uricase e as concentragdes de acido urico no soro e na urina.
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A Figura 9 mostra a gravidade decrescente de um defeito de
concentra¢io na urina em camondongos com deificéncia em uricase (uox -/
) que foram tratados com uricase de PBC modificada com PEG.

A Figura 10 mostra a gravidade decrescente de diabetes insipidus
nefrogénica em camondongos deficiéncia de uricase (uox -/-) que foram
tratados com uricase de PBC modificada com PEG.

A Figura 11 mostra a gravidade decrescente da nefropatia induzida
por 4cido drico, tal como visualizada pela microscopia de ressonéncia
magnética, em camondongos com deficiéncia em uricase (uox -/-) que
foram tratados com uricase de PBC modificada com PEG.

A Figura 12 mostra o afastamento acelerado da circulagido de
camondongos BALB/c do octamero de uricase de PBC injetado, comparado
com o tetrimero, quando ambos foram acoplados a cinco a seis filamentos
de PEG de 10 kDa por subunidade.

Descricio Detalhada das Realizacdes Preferidas

A presente inven¢do apresenta conjugados aperfeicoados de
polimeros, preferivelmente de poli(etioleno glicdis) ou de poli(dxidos de
etileno) suluveis em agua, com uricases. A invengdo também apresenta
composigdes farmacéuticas dos conjugados aperfeigoados. Esses
conjugados sdo. substancialmente ndo imunogénicos e retém pelo menos
75%, preferivelmente 85%, e mais preferivelmente 95% ou mais, da
atividade uricolitica da enzima n#o modificada. As uricases apropriadas
para a conjugag@o em polimeros soliveis em agua incluem as urate oxidases
naturais isoladas de bactérias, fungos e tecidos das plantas e animais,
vertebrados e invertebrados, assim como as formas recombinantes de
uricase, incluindo as variantes mutadas, hibridas, e/ou truncadas
enzimaticamente ativas da uricase. Os polimeros soliveis em agua

apropriados para o uso na presente invengéo incluem poli(etileno glicdis) ou
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poli(6xidos de etileno) lineares e ramificados, todos geralmente conhecidos
como PEGS. Os exemplos de PEG ramificado sdo o objeto da Patente
Norte-americana 5.643.575. Um exemplo preferido de PEG linear ¢
monomet6xi-PEG, de estrutura geral CH,0-(CH,CH,0),H, onde n varia de
aproximadamente 100 a aproximadamente 2.300.

Uma uricase de mamifero preferida ¢ a uricase quimérica de porco-
babuino recombinante, composta por partes das seqiiéncias de uricase de
figado de porco e figado de babuino, ambas as quais foram determinadas
primeiramente por Wu, et al., (1989). Um exemplo dessa uricase quimérica
contém os primeiros 225 aminoacidos da seqiiéncia de uricase de suino
(SEQ ID NO.: 1) e os ultimos 79 aminoécidos da seqiiéncia de uricase de
babuino (SEQ ID NO.: 2) (uricase de porco-babuino, ou uricase de PBC;
veja a figura 6). Um outro exemplo dessa uricase quimérica contém os
residuos 7-225 da seqiiéncia de suino (SEQ ID NO.: 1) e os residuos 226-
301 da seqiiéncia de babuino (SEQ ID NO.: 2); isto ¢ equivalente a uricase
de PBC que ¢ truncada nos terminais amino e carboxila (PBC-NT-CT; veja
a figura 6). Um outro exemplo dessa uricase quimeérica contém os
primeiros 288 aminoacidos da seqiiéncia de suino (SEQ ID NO.: 1) e os
ultimos 16 aminoacidos da seqiiéncia de babuino (SEQ ID NO.: 2). Uma
vez que a ultima seqiiéncia difere da seqiiéncia de suino em somente duas
posigdes, tendo uma lisina (K) no lugar da arginina no residuo 291 e uma
serina (S) no lugar da treonina no residuo 301, este mutante € indicado
como uricase de porco-K-S ou PKS. Cada uma das uricases de PKS, PBC e
PBC-NT-CT tem mais um residuo de lisina e, desse modo, um sitio mais
potencial de PEGilag&o do que a seqiiéncia de suino ou de babuino.

Os DNAS para varias uricases de mamiferos, incluindo a uricase de
PBC, a uricase de PKS e uma do tipo de babuino recombinante, foram

subclonados, e as condigdes Otimas foram determinadas para a expressdo
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em E. coli, ao se empregar métodos padrdo. Veja Erlich, HA, (Ed.) (1989)
PCR Technology. Principles and Applications for DNA Amplification.
New York: Stockton Press; Sambrook, J, et al., (1989) Molecular Cloning.
A Laboratory Manual, Segunda Edigdo, Cold Spring Harbor, NY: Cold
Spring Harbor Laboratory Press. As uricases recombinantes foram
extraidas, purificadas, e as suas estabilidade e atividade foram avaliadas ao
se empregar uma modificagdo de ensaios padrdo. Veja Fridovich, I, (1965)
J. Biol. Chem. 240:2491-2494; Nishimura, et al., (1979), e o Exemplo 1.

Em uma realizagdo da invengao, a uricase pode ser conjugada através
de uma ligagdo covalente atdxica biologicamente estivel a um numero
relativamente pequeno de filamentos de PEG. Essas ligagdes podem incluir
ligagdes uretano (carbamato), ligagdes amina secundara, e ligagdes amido.
Varios PEGs ativados apropriados para essa conjugacdio estdo disponiveis
comercialmente junto a Shearwater Polymers, Huntsville, AL.

Por exemplo, as liga¢cdes uretano para a uricase podem ser formadas
mediante a incubagido da uricase na presenca do derivado de carbonato de
succinimidila (SC) ou de carbonato 4-nitrofenila (NPC) de PEG. A SC-
PEG pode sintetizada ao se empregar o procedimento descrito na patente
norte-americana 5.612.460, que esta aqui incorporada a titulo de referéncia.
A NPC-PEG pode ser sintetizada ao se reagir o PEG com cloroformato de
4-nitrofenila de acordo com os métodos descritos em Veronese, FM, et al.,
(1985) Appl. Biochem. Biotechnol. 11:141-152, e na patente norte-
americana 5.286.637, que estd aqui incorporada a titulo de referéncia. Os
métodos descritos na patente '637 sdo adaptados a PEGs de um peso
molecular mais elevado mediante o ajuste das concentragdes dos reagentes
para manter uma estequiometria semelhante. Um método alternativo da
sintese de NPC-PEG ¢ descrito por Biittner, W., et al., Relatério Descritivo
de Patente Alema 279 486 Al.
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As ligagBes amido para a uricase podem ser obtidas ao se empregar
um éster de N-hidréxi succinimida de um derivado de 4cido carboxilico de
PEG (Shearwater POlymers). As ligagdes amina secundaria podem ser
formadas ao se empregar 2,2,2-trifluoro etano sulfonil PEG (tresil PEG;
Shearwater Polymers) ou mediante a alquila¢do redutiva ao se empregar o
aldeido de PEG (Shearwater Polymers) e cianoboridreto de sédio.

Nos conjugados que contém PEGs com pesos moleculares entre 5
kDa e 30 kDa, o numero maximo de filamentos do PEG que foram
acopladas por subunidade, ao reter pelo menos 75% da atividade uricolitica
da enzima nd3o modificada, variou de uma média de dois filamentos para a
uricase de soja a mais de dez filamentos para a uricase de PBC (veja as
condi¢des do erisaio no Exemplo 1 e os resultados nas figuras 1A-5B). A
ultima extensdio de PEGilag@o corresponde a aproximadamente um tergo
dos grupos amino totais. Em uma realizag@o da invengdo, o nimero médio
de filamentos de PEG acoplados por subunidade de uricase fica entre dois e
dez. Em uma realizagfo preferida, o nimero médio de filamentos de PEG
acoplados por subunidade de uricase fica entre trés e oito. Em uma
realizagdo mais preferida, o nimero médio de filamentos covalentemente
ligados de PEG por subunidade de uricase fica entre quatro e seis. Em uma
outra realizagdo, o peso molecular do PEG utilizado para a reagdo de
acoplamento fica entre 5 kDa e 100 kDa, preferivelmente entre 10 kDa e 60
kDa, e mais preferivelmente entre 20 kDa e 40 kDa tal como, por exemplo,
30 kDa.

Ha diversos fatores que podem afetar a escolha do peso molecular e
o numero 6timo de filamentos de PEG para acoplar a uma determinada
forma de uricase. Geralmente, a reducéo ou a eliminagdo da capacidade
imunogénica sem perda substancial da atividade uricolitica pode requerer o

acoplamento de relativamente mais filamentos de PEG com um peso



10

15

20

25

26/47

molecular mais baixo, em comparag@o a relativamente poucos filamentos de
PEG com um peso molecular mais elevado. Por exemplo, seis filamentos
de PEG de 20 kDa por subunidade ou quatro filamentos de PEG de 30 kDa
por subunidade puderam ser otimamente eficazes. Do mesmo modo, cada
forma diferente de uricase pode ter um valor 6timo diferente com respeito
ao tamanho e ao numero de filamentos. Veja as Figuras 1a-5b.

A conjugagdo de PEG tornou todas as uricases testadas soluveis e
estaveis nos tampdes ao pH fisioldgico, sem a adi¢iio de um anédlogo ou
inibidor de substrato, tal como a 8-azaxantina, que € utilizada como um
estabilizante na uricase fungica (Uricozyme®) vendida pela Sanofi
Winthrop na Franga e na Itdlia. Dois conjugados diferentes de uricase de
PBC, um contendo aproximadamente seis filamentos de PEG de 10 kDa por
subunidade € o outro contendo aproximadamente dois filamentos de PEG de
19 kDa por subunidade, retiveram uma atividade significativa apds a
incubagdo em soro de camondongo por mais de um més a 37°C. Além
disso, diversos dos conjugados da presente inven¢do tiveram uma vida
média em circula¢do nos camondongos que eram maiores do que dois dias,
ao contrario das vidas médias de aproximadamente oito horas ou 24 horas
previamente relatadas para as uricases de mamiferos e microbianas
modificadas com PEG. Chen, et al., (1981); Fuertges, F, et al., (1990) J.
Contr. Release .11:139-148; Fujita, T, et al.,, (1991) J. Pharmacobiodyn.
14:623-629. Vidas médias mais longas de drogas injetadas de proteina as
tornam mais econdmicas € podem levar a uma melhor compatibilidade com
o paciente. A vida média prolongada ¢ também indicativa de produtos que
sdo melhor tolerados pelo corpo.

Quando os conjugados de PEG da uricase de PBC foram preparados
a partir da forma tetramérica purificada da enzima (quatro subunidades de

35 kDa), eles apresentaram uma capacidade imunogénica profundamente
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reduzida em camondongos (figura 7), ao contrario da capacidade
imunogénica moderada dos conjugados de PEG de formas maiores de
enzima (por exemplo, octimeros da subunidade de 35 kDa; veja a figura
12), e a capacidade imunogénica muito elevada da enzima néo modificada.
As injegdes repetidas de camondongos com deficiéncia em uricase com a
PEG-uricase da presente inveng¢@o eliminaram a sua hiperuricemia por mais
de dois meses e protegeram a estrutura ¢ a fungdo de seus rins contra os
danos relacionados com o acido urico (figuras 8-11).

As injecdes de conjugados inteiramente ativos da uricase de PBC
com o PEG de 10 kDa (figuras 3A — 3B) reduziram drasticamente a
hiperuricemia de camondongos com deficiéncia de uricase homozigoticos
(figura 8). Os niveis de acidos trico na urine foram reduzidos também
drasticamente em todos os camondongos com deficiéncia em uricase
tratados com a uricase de PBC modificada com PEG. Os camondongos
com deficiéncia em uricase receberam uma série de injegdes com um
preparado de PEG-uricase semelhante aquele utiliado para obter os dados na
figura 8. Esse tratamento reduziu a gravidade de um defeito de concentragéo
na urina, tal como demonstrado por medigdes da osmolalidade da urina sob
condi¢des normais e apds um periodo de doze horas sem agua (figura 9) e
pelo seu consumo de 4gua e saida na urina (figura 10), em comparagdo com
as medigdess correspondentes em camondongos geneticamente semelhantes
ndo testados. Também foi demonstrado que dez semanas de tratamento,
comegando dentro dos primeiros dez dias de vida, de camondongos "de
queda" com deficiéncia em uricase homozigoéticos (uox -/-) com uma PEG-
uricase da presente invengdo diminuiram a gravidade do rompimento
induzido por urate da arquitetura renal, tal como visualizado pela
microscopia de ressondncia magnética (figura 11). Para os métodos de

microscopia, veja Hedlund, LW, et al., (1991) Fund. Appl. Toxicol. 16:787-
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797; Johnson, GA, et al., (1992) em JC Gore, (Ed.), Reviews of Magnetic
Resonance in Medicine, Vol. 4 (paginas 187-219) New York: Pergamon
Press.

Os preparados purificados de uricases naturais € recombinantes
contém geralmente uma mistura de agregados de enzima, além da forma
(140 kDa) tetramérica. A porcentagem de cada preparado de uricase que
esta na forma tetramérica varia geralmente de aproximadamente 20% a
90%. Apesar da evidéncia que os agregados nido PEGilados de diversas
outras proteinas sdo altamente imunogénicos (veja, por exemplo, Moore,
WV, et al., (1980) J. Clin. Endocrinol. Metab. 51:691-697), os estudos
precedentes de PEG-uricase ndo descrevem nenhum esfor¢o para limitar o
teor dos agregados, sugerindo que a capacidade imunogénica potencial dos
agregados modificados com PEG ndo foi levada em consideragdo. Com
base nas observagdes dos autores da presente inveng#o, parece provavel que
esses agregados estavam presentes nos preparados de enzima utilizados para
as sinteses precedentes de PEG-uricase. A sua presencga pode ter dificultado
a tarefa de preparar conjugados ndo imunogénicos. Também parece que as
grandes perdas da atividade uricolitica observadas em esforgos precedentes
para PEGilar a uricase estavam relacionadas ao grande numero de
filamentos de PEG de baixo peso molecular que foram acoplados. Por
outro lado, os métodos de purificagdo e PEGilagio da uricase aqui descritos
permitem a ligagdo covalente do até dez filamentos de PEG por subunidade
enquanto que retém mais de 75% da atividade uricolitica, pelo menos para
determinadas uricases, por exemplo, a uricase quimérica de porco-babuino e
o enzima de A. flavus (veja as figuras 3A e 4A).

Em uma outra realizagdo preferida, substancialmente todos os
agregados da forma tetramérica da enzima podem ser removidos através de

cromatografia de troca de ions ou de exclusdo de tamanho a um pH entre
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aproximadamente 9 e 10,5, preferivelmente de 10,2, antes da conjugation do
preparado de uricase substancialmente tetramérico resultante. O peso
molecular da uricase em cada fragdo da coluna preparativa pode ser
monitorado por qualquer técnica analitica dependente de tamanho,
incluindo, por exemplo, a HPLC, a cromatografia de exclusdo de tamanho
convencional, a centrifugacdo, a dispersdo luminosa, a eletroforese capilar
ou a eletroforese com gel em um tamp3o néo desnaturante. Para a uricase
tetramérica isolada ao se empregar a cromatografia de exclusdo de tamanho,
as fra¢des que contém somente a forma de 140 kDa da enzima podem ser
agrupadas e utilizadas para a conjugagio em PEG. Para a uricase
tetramérica isolada ao se empregar a cromatografia de troca de ions, as
fracdes da coluna de troca de ions podem ser analisadas com respeito ao
tamanho para se determinar quais fragdes contém quantidades substanciais
da forma tetramérica sem agregados detectaveis. Da uricase agrupada dessa
maneira, pelo menos 90% podem estar na forma tetramérica; os agregados
indesejaveis podem desse modo constituir tdo pouco quanto
aproximadamente 10%, 5%, 2%, ou menos, da uricase isolada total.

Os resultados aqui apresentados indicam que, mesmo quando
extensivamente PEGiladas, as formas da uricase de PBC maiores do que o
tetramero sfo altamente imunogénicas nos camondongos (figura 12). Além
disso, nos camondongos de tinham sido injetados uma vez com os
conjugados de PEG de agregados de uricase, a atividade uricolitica nas
inje¢des subseqiientes tanto de tetrdmeros PEGilados quanto de agregados
PEGilados foi retirada rapidamente de circulacdo. Por outro lado, os
conjugados preparados a partir de uricase contendo menos de 5% de
agregados poderiam ser reinjetados muitas vezes sem nenhuma aceleragéo
de suas taxas de afastamento (figura 7) e sem a formagdo detectavel de

anticorpos, conforme medido por um imunoensaio ligado por enzima
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sensivel. O emprego de uricase tetramérica altamente purificada distingue
ainda mais os conjugados aperfeicoados da presente invengdo dos
preparados de PEG-uricase descritos anteriormente. Por outro lado, a
presenca de uma proporgdo significativa (por exemplo, > 10%) dos
agregados nos preparados de uricase utilizados por alguns pesuisadores
precedentes pode ter conduzido ao acoplamento de um grande numero de
filamentos de PEG nos esforg¢os para suprimir a capacidade imunogénica.
Conseqiientemente, a atividade enzimatica dos conjugados resultantes foi
diminuida substancialmente. Em outras realizagdes, a presente invengdo
contempla expressa a uricase PEGilada na forma néo tetramérica, tais como,
por exemplo, dimeros de uricase, contanto que os preparados de tal uricase
conjugada retenham pelo menos aproximadamente 75% de sua atividade
uricolitica e seja substancialmente ndo imunogénica.

Em uma outra realizag@o da presente inveng8o, € apresentada uma
uricase de figado de babuino mutada de poténcia inesperadamente
aumentada, em relacdo a da enzima ndo mutada. Essa uricase de primata
aperfeigoada foi preparada através de técnicas de DNA recombinante
convencionais. Foi particularmente inesperado que a substituicdo de um
tnico residuo de aminoacido (histidina em lugar de tirosina na posi¢éo 97)
na uricase de babuino resultaria em um aumento substancial na atividade
enzimatica especifica. Quando expressada em E. coli, foi verificado que
essa proteina mutante arpesenta pelo menos uma atividade especifica 60%
mais elevada do que a enzima de babuino recombinante da qual ela foi
derivada.

Em uma outra realizagdo, a atividade especifica € aumentada e/ou a
solubilidade da enzima nio PEGilada ¢ aumentada mediante a expressédo de
variantes truncadas das uricases quiméricas de suino ou de de suino-babuino

das quais pelo menos os primeiros seis aminoacidos no terminal amino e/ou
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pelo menos os ultimos trés aminoacidos no terminal carboxila sdo
suprimidos das proteinas expressadas (veja a figura 6). As uricases
recombinantes com o truncamento do terminal carboxila podem ter uma
melhor solubilidade antes da PEGilagdo por causa da remogéo da seqiiéncia
alvo peroxisomal. Veja Miura, S, et al., (1994) Eur. J. Biochem. 223:141-
146.

Os conjugados de PEG-uricase da presente invengdo sdo uteis para
baixar os niveis de 4cido trico nos fluidos corpéreos e tecidos dos
mamiferos, preferivelmente dos seres humanos, e desse modo podem ser
utilizados para o tratamento dos niveis elevados de acidos tirico associados
com as condi¢Oes que incluem a gota, célculso artriticos, a insuficiincia
renal, o transplante de 6rgéos e a doenga maligna. Os conjugados de PEG-
uricase podem ser injetados em um mamifero que tem niveis de 4cido urico
excessivos por qualquer via dentre um numero de vias, incluindo as vias
intravenosa, subcutinea, intradermal, intramuscular e intraperitoneal.
Alternativamente, eles podem ser aerrosolizados € inalados. Veja Patton,
JS, (1996) Adv. Drug Delivery Rev. 19:3-36 e a patente norte-americana
5.458.135. A dose eficaz de PEG-uricase da presente invengdo vai
depender do nivel de 4cido turico € do tamanho do individuo. Em uma
realizagdo deste aspecto da invengdo, a PEG-uricase ¢ administrada em um
excipiente ou diluente farmaceuticamente aceitavel em uma quantidade que
varia de aproximadamente 10 pg a aproximadamente 1 g. Em uma
realizagio preferida, a quantidade administrada fica entre aproximadamente
100 pg e 500 mg. Mais preferivelmente, a uricase conjugada ¢ administrada
em uma quantidade entre 1 mg e 100 mg tal como, por exemplo, 5 mg, 20
mg ou 50 mg. As massas fornecidas para as quantidades de dosagem das

realizagdes se referem a quantidade de proteina no conjugado.
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As formulagdes farmacéuticas que contém PEG-uricase podem ser
preparadas através de técnicas convencionais, por exemplo, conforme
descritos em Gennaro, AR (Ed.) (1990) Remington's Pharmaceutical
Sciences, 18 edicdo Easton, PA: Mack Publishing Co. Os excipientes
apropriados para a preparagdo de solugdes injetaveis incluem, por exemplo,
soro fisiolégico tamponado com fosfato, solugdo de Ringer lactada, agua,
poliis € glicerol. As composi¢des farmacéuticas para a injegao parenteral
compreendem liquidos aquosos € ndo aquosos estereis, dispersoes,
suspensdes, ou emulsdes farmaceuticamente aceitaveis, bem como pos
estéreis para a reconstituigio em solugdes ou dispersdes injetaveis estéreis
imediatamente antes do uso. Essas formula¢des podem conter componentes
adicionais tails como, por exemplo, conservantes, solubilizantes,
estabilizantes, agentes umectantes, emulsificantes, tampdes, antioxidantes €
diluentes.

A PEG-uricase pode também ser empregada como composi¢des de
liberagdo controlada para o implante em um individuo, para controlar
continuamente os niveis de acido urico elevados nos fluidos corpéreos. Por
exemplo, o 4cido polilatico, acido poliglicdlico, colageno regenerado, poli-
L-lisina, alginato de sddio, goma de gelana, quitosana, agarose, lipossomas
multilamelares € muitas outras formula¢des de armazenagem convencionais
compreendem materiais bioerodiveis ou biodegradaveis que podem ser
formulados com composigdes biologicamente ativas. Estes materiais,
quando implantados ou injetados, rompem e liberam gradualmente o
material ativo no tecido circunvizinho. Por exemplo, um método de
encapsulagio de PEG-uricase compreende o método apresentado na patente
norte-americana 5.653.974, que esta aqui incorporada a titulo de referéncia.
O emprego de formulagdes bioerodiveis, biodegradaveis e outras de

armazenagem ¢é contemplado expressamente na presente invengdo. O uso
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de bombas de infusdo e de sistemas de captura de matriz para a
administracio de PEG-uricase também ¢ englobado dentro do a&mbito da
presente inven¢do. A PEG-uricase também pode ser vantajosamente
incluida nas micelas ou nos lipossomas. A tecnologia de encapsulagdo de
lipossoma ¢ bem conhecida no estado da técnica. Veja, por exemplo, Lasic,
D, et al., (Eds.) (1995) Stealth Liposomes. Boca Raton, Fl: CRC Press.

As composigdes farmacéuticas de PEG-uricase da invengdo irdo
diminuir a necessidade de hemodialise nos pacientes com risco elevado de
falha renal induzida por urate, por exemplo, os receptores de transplantes de
6rgaos (veja Venkataseshan, VS, et al., (1990) Nephron. 56:317-321) e os
pacientes com algumas doengas malignas. Nos pacientes com grandes
acumulos de urate cristalino (calculos artriticos), essas composi¢des
farmacéuticas irdo melhorar a qualidade de vida mais rapidamente do que
os tratamentos atualmente disponiveis.

Os seguintes exemplos, que ndo devem ser interpretados como
limitadores da inveng¢do de nenhuma maneira, ilustram os varios aspectos
apresentados acima. Estes exemplos descrevem PEG-uricases preparadas
através do acoplamento de derivados de PEG (ou seja, eletrofilicos) de
diversos tamanhos e composi¢des com as uricases de suino, fingicas ou
bacterianas de ocorréncia natural, ou com as uricases quiméricas de soja,
suino ou porco-babuino recombinantes. Os resultados dos estudos da
atividade, da  solubilidade, da estabilidade, farmacocinéticos,
farmacodinidmicos e imunologicos s&o incluidos. Os dados nas figuras 8-11
fornecem a evidéncia da capacidade da uricase de PBC modificada com
PEG da presente invengdo corrigir a hiperuricemia e a hiperuricosuria e
preservar a estrutura ¢ a fungdo renal em um modelo animal em que a
hiperuricemia e a hiperuricosuria ocorrem e causam graves danos renais.

Wu, X, et al., (1994) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 91:742-746. Estes
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exemplos fornecem a orientagdo a um elemento versado na técnica para a
produgio dos conjugados substancialmente néo imunogénicos de uricase
que retém pelo menos aproximadamente 75% da atividade uricolitica da
enzima nio modificada.

EXEMPLO 1

Purificaciio da forma tetramérica de uricase

A forma tetramérica de uricase (peso molecular de aproximadamente 140
kDa) foi purificada a partir de uma solugio de uricase de figado de suino,
através de cromatografia preparatoéria de exclusdo de tamanho ou de troca
iénica, seguida por cromatografia analitica de exclusdo de tamanho. A
uricase de figado de suino foi obtida junto a Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
catalogo numero U2350 ou U3377; ou junto a Boebringer Mancheim,
Indianopolis, IN.

As cromatografias preparatdria e analitica de exclusdo de tamanho
foram realizadas a um pH de 10-10,5, de preferéncia de 10,2, em 10 mM de
tampéo de carbonato de sédio contendo NaCl 0,1M em colunas Superdex
200, as quais foram calibradas previamente com proteinas de peso
molecular conhecido. As Superdex foram obtidas junto 4 Amersham
Pharmacia, Piscataway, NJ. Qualquer tamp&o pode ser utilizado, desde que
seja capaz de manter o pH desejado e seja compativel com a quimica a ser
utilizada para o acoplamento subseqiiente de PEG. Tais tamp&es sdo bem
conhecidos no estado da técnica. A absorbancia ultravioleta do eluato
proveniente da coluna preparatoria foi monitorada a 280 nm, e porgoes
contendo uricase do eluato correspondente ao peso molecular da forma
tetramérica desejada, mas sem uma espécie de peso molecular mais elevado,
foram coletadas para o uso na sintese de PEG-uricase substancialmente ndo
imunogénica, conforme descri¢do no Exemplo 2. Alternativamente, as

formas tetraméricas de uricase podem ser isoladas através do uso de outros
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meios de exclusio de tamanho tais como, por exemplo, Superose 12
(Amersham Pharmacia) ou algum outro meio que seja compativel com
solucdes moderadamente alcalinas e que tenha uma capacidade apropriada
de fracionamento de tamanho. Tais meios sdo de disponibilidade imediata e
sdo bem conhecidos no estado da técnica.

A cromatografia de troca i6nica foi executada a um pH de 10-10,5,
de preferéncia de 10,2, em colunas Mono Q (Amersham Pharmacia,
Piscataway, NJ), as quais foram equilibradas com tampéo de carbonato de
sédio 0,1 M. Qualquer tampdo que seja compativel com a quimica do
acoplamento de PEG e que seja capaz de manter o pH desejado pode ser
utilizado a uma intensidade idnica suficientemente baixa para permitir o
adsorcdo de uricase & coluna. Tais tampdes sdo bem conhecidos no estado
da técnica. A absorbancia ultravioleta do eluato foi monitorada a 280 nm,
durante a eluigio de uricase da resina de troca i6nica, pelo aumento da forga
jdnica da solugdo de tampéo aplicada, como por exemplo, por um gradiente
linear de 0 a 0,5 M NaCl no tamp#o de carbonato de sédio. A HPLC por
exclusdo de tamanho foi entfio utilizada para identificar as fragdes do eluato
que contém a forma tetramérica desejada de uricase, sem agregados
detectaveis, para a sintese de uricase-PEG substancialmente n@o
imunogénica. Alternativamente, a forma tetramérica de uricase pode ser
isolada através do uso de outros meios de troca ibnica, tal como Q-
Sepharose (Amersham Pharmacia) ou qualquer outro meio que seja
compativel com solugdes moderadamente alcalinas. Tais meios sdo de
disponibilidade imediata e sdo bem conhecidos no estado da técnica.

A atividade de uricase foi analisada através do uso de uma
modificacio de métodos-padrdo. Vide, por exemplo, Fridovich (1965),
Nishimura, et al., (1979). As solugdes de acido urico foram preparadas na

hora, diariamente, em tampdo de borato de sédio 50 mM, a um pH de 92,
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para se obter concentragdes finais na analise de 6-150 M. Os preparados de
uricase foram diluidos neste tampdo de borato, o qual contém albumina de
soro bovino (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, catdlogo No. A-7030), de
modo que a concentragdo final de albumina na analise ficou sendo de 0,1
mg/ml. Apds a mistura de vérias dilui¢bes da enzima com o substrato nas
cavidades de uma placa de microtitulagdo em um leitor de microplacas, a
taxa de desaparecimento do acido 1rico a 25°C foi monitorada a 292 nm, a
cada quatro segundos, durante trés minutos. Das amostras, entre as quais
10% e 40% do substrato foram consumidos dentro de trés minutos, pelo
menos 20 pontos de dados foram utilizados para calcular a taxa maxima de
diminui¢3o na absorbancia por minuto. Uma unidade internacional (IU) da
atividade da uricase ¢ definida como a quantidade de enzima que consome
um micromole de acido urico por minuto; as atividades especificas sdo
expressadas como IU/mg de proteina. Alguns dos dados para as atividades
relativas de uricase das Figuras 1A-5B foram obtidos através do uso de 100
M de acidourico na analise. Outros resultados para a velocidade em 100 M
de 4cido urico (V) foram calculados a partir dos valores da constante de
Michaelis (K,,) e da velocidade maxima (V,,) para as respectivas
preparagdes da enzima, através do uso da férmula:
V=100 x V... / (Ky+ 100)
onde K,, é expressado em unidades micromolares.
EXEMPLO 2
Acoplamento de PEG a uricase tetramérica de suino

A uma solugio de uricase tetramérica em tampdo de carbonato de
sédio 0,1 M, a um pH de 10,2, de 10 a 200 moles de um derivado ativo de
monometdxi PEG, como por exemplo, o carbonato 4-nitrofenil (NPC-PEG),
de varios tamanhos (de 5 kDa a 30 kDa), foi adicionado para cada mole de

subunidade de uricase (peso molecular de 35 kDa). Estes e outros PEGs
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ativos apropriados estdo disponiveis junto & Shearwater Polymers. As
instrugdes para acoplar estes PEGs as proteinas sdo fornecidas no catalogo
da Searwater Polymers, no enderego da Internet www.swpolymers.com, e
por JM Harris, et al., (Eds.) (1997), em Poly(ethylene) Chemistry and
Biological Applications. ACS Symposium Series 680, Washington, DC:
American Chemical Society. A reagdo do acoplamento foi continuada a 0-
8°C, até a extensfo do acoplamento de PEG que ndo mudou mais de forma
significativa com o tempo. O PEG que ndo reagiu foi entdo removido do
produto da reag@o por meio de cromatografia e/ou de ultrafiltracéo.

O numero de filamentos de PEG acoplado por subunidade de uricase
foi determinado através de uma adaptagdo dos métodos descritos por
Kunitani, M, et al., (1991) J. Chromatogr. 588:125-137; Saifer, et al.,
(1997) e Sherman et al., (1997). Em suma, as aliquotas das misturas da
reagdo de PEGilagdo ou fragdes das colunas preparatdrias de troca 16nica ou
por exclusdo de tamanho foram caracterizadas por meio de HPLC analitica
por exclusdo de tamanho em uma coluna de TSK 5.000 PWy, a temperatura
ambiente, em tampdo de carbonato de soédio 10 mM, a um pH de 10,2,
contendo NaCl 0,1IM. A coluna da HPLC foi obtida junto a TosoHaas,
Montgomeryville, PA. As proteinas ¢ os PEGs foram monitorados por
detectores de indice de refracdo e de absorbancia de radiago ultravioleta.
A quantidade de proteina no conjugado foi calculada a partir da absorbancia
de radiagdo ultravioleta em relagdo aquela da uricase padrdo ndo
modificada apropriada. A quantidade de PEG no conjugado foi entdo
calculada, a partir da area do pico do indice de refragéo, corrigida para a
contribui¢iio da proteina no indice de refragéo, em relagdo a area do pico do
indice de refra¢do padrédo apropriado de PEG.

A figura 2A mostra a retengédo de atividade pela uricase de figado de

suino PEGilada, como uma fun¢do do numero de filamentos de PEG
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acoplado por subunidade. Os dados dos autores da presente invengdo (, )
sdo comparados com aqueles de Chen, et al.,, (1981). O ponto de dados
dentro de um circulo grande denota um conjugado relatado para ser nédo
imunorreativo, por Chen, et al., (1981). Conforme mostrado na Figura A,
os conjugados de uricase tetramérica de suino com até seis filamentos de
PEG de 30 kDa por subunidade ou até sete filamentos de PEG de 5 kDa por
subunidade retiveram pelo menos 75% da atividade da enzima n@o
modificada. O aumento aparente na atividade especifica, com um nimero
crescente de filamentos de PEG de 5 kDa ou de 30 kDa (até
aproximadamente quatro filamentos por subunidade) pode refletir a
insolubilidade ou a instabilidade relativa da enzima n3o modificada, em
comparagdo com os conjugados. Conforme mostrado na Figura 2B, os
conjugados de uricase de suino com uma média de mais de trés filamentos
de PEG de 30 kDa por subunidade contém uma massa maior de PEG do que
foi considerado suficiente para impossibilitar a capacidade reativa, por
Chen, et al. (1981).

EXEMPLO 3

Propriedades dos conjugados de PEG de uricase de PBC tetramérica

recombinante

O DNA da uricase quimérica de porco babuino (PBC) foi subclonado
no vetor de expressdo pET3d (Novagen, Madison, WI) e a construgdo
resultante de plasmideo foi transformada e expressada em um filamento de
Escherichia coli BL21(DE3)pLysS (Novagen). Estes procedimentos foram
realizados através do uso de métodos bem conhecidos no estado da técnica
da biologia molecular. Vide Erlich (1989); Sambrook, et al., (1989);
AuSubel, F. et al, (Eds.), (1997) Short Protocols in Molecular Biology.
New York: John Wiley & Sons.

A Figura 6 mostra a seqiiéncia de aminodcidos deduzida de uricase
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de PBC (aminodacidos 1-225 da SEQ. ID. No.: 1 ¢ amino4acidos 226-304 da
SEQ. ID. No.: 2), em comparagiio com as seqiiéncias de suino (SEQ. ID.
No.: 1) e de babuino (SEQ. ID. No.: 2). Os residuos na seqiiéncia de
babuino que diferem daqueles na seqiiéncia de suino sdo mostrados em
negrito. As seqiiéncias de suino e de babuino foram primeiramente
determinadas por Wu, et al., (1989) e confirmadas pelos autores da presente
invengdo. A SEQ. ID. No. 1 ¢ idéntica ao Numero de Acesso p16164 do
GenBank, com exce¢do da auséncia do residuo inicial de metionila na
seqiiéncia do GenBank. A SEQ. ID. No. 2 ¢ idéntica ao Numero de Acesso
p25689 do GenBank, com exce¢do da auséncia do residuo inicial de
metionila e de uma substitui¢do de histidina por treonina, no residuo 153 na
seqiiéncia do GenBank (residuo 154, na Figura 6).

A forma tetramérica de uricase de PBC foi isolada e acoplada aos
PEGs de vérios pesos moleculares, conforme descrito nos Exemplos 1 e 2.
Os conjugados preparados com o PEG de 5 kDa, de 10 kDA, de 19 kDa ou
de 30 kDa continham até dez filamentos de PEG, por subunidade. Aqueles
preparados com os PEGs de pelo menos 10 kDa retiveram mais do que 95%
da atividade especifica inicial da uricase recombinante (Figuras 3A-3B).

As seguintes propriedades de um conjugado de uricase tetramérica
de PBC com aproximadamente seis filamentos de PEG de 10 kDa por
subunidade sdo ilustradas nas figuras indicadas: a falta do capacidade
imunogénica (Figura 7) e a eficacia em camundongos com deficiéncia de
uricase em: 1) corre¢do de hiperuricemia e hiperuricosuria (Figura 8); 2)
diminui¢@o da gravidade de um defeito de concentragéo de urina (Figura 9),
e 3) diminui¢3o da gravidade de diabetes insipidus nefrogénico (Figura 10).
Adicionalmente, essa PEG-uricase diminuiu a gravidade dos danos renais
relacionados com o 4cido urico, conforme visualizag@o por microscopia por

ressonancia magnética (Figura 11).



10

15

20

25

40/47

A Figura 7 mostra a atividade de uricase de PBC no soro de
camundongo, 24 horas ap6s cada uma das quatro ou cinco injegdes
intraperitoneais de PEG-uricase, em relagdo ao valor de 24 horas apos a
primeira injegdo. Os conjugados de PEG foram preparados a partir de trés
preparados diferentes de uricase de PBC, através do uso de duas técnicas
diferentes para a ativagdo de PEG. Um preparado () foi testado em
camundongos com deficiéncia de uricase (uox -/-); os outros dois (, )
foram testados em camundongos normais BALB/c. O preparado mais
imunorreativo () foi preparado a partir deuricase purificada de PBC, que
contém uma quantidade desconhecida de agregados de uricase, acoplada a
uma média de sete filamentos de PEG de 5 kDa por subunidade, através do
uso do derivado do carbonato de succinimidila de PEG (SC-PEG).
Zalipsky, patente norte-americana 5.612.460, aqui incorporada a titulo de
referéncia. O preparado moderadamente imunorreativo () foi preparadopor
meio do acoplamento de um preparado de uricase de PBC que contém 11%
dos agregados em uma média de dois filamentos de PEG de 19 kDa por
subunidade, através do uso de um derivado de carbonato de 4-nitrofenila de
PEG (NPC-PEG). Sherman et al, (1997). O conjugado menos
imunorreativo ( ) foi preparadopor meio do acoplamento de uma meédia de
seis filamentos NPC-PEG de 10 kDa por subunidade, em uma preparagio
de uricase de PBC, que contém a uricase agregada inferior a 5%.

A Figura 8 mostra a relagéio inversa entre as concentragdes do acido
urico no soro e na urina ¢ a atividade de PEG-uricase injetada no soro (uox -
/-) de um camundongo com deficiéncia de uricase. Injeg¢des no tempo zero
e depois de 72 horas continham 0,43 IU de uricase de PBC conjugado a
uma média de seis filamentos de PEG de 10 kDa por subunidade da enzima.

A Figura 9 mostra que o tratamento de camundongos com

deficiéncia de uricase com a uricase de PBC modificado por PEG diminuiu



10

15

20

25

41/47

a gravidade de um defeito de concentragdo de urina. O desvio médio ¢
padrio dos dados para a osmolalidade da urina € mostrado para dois
camundongos, que contém uma cépia do gene de uricase de murino normal
(uox +/-), seis camundongos com deficiéncia de uricase homozigdticos nao
tratados (uox -/-) e seis camundongos com deficiéncia de uricase
homozigdticos que foram injetados dez vezes, entre o terceiro e o
septuagésimo segundo (72%) dia de vida, ou com 95 ou 190 mIU de PEG-
uricase. Os camundongos de cada base genética ou receberam agua ad
libitum (barras sdlidas) ou foram privados de agua durante doze horas
(barras hachuriadas) antes da coleta de sua urina.

A Figura 10 mostra que o tratamento de camundongos com
deficiéncia de uricase com a uricase de PBC modificada por PEG diminuiu
a gravidade de diabetes insipidus nefrogénico, caracterizada pelo consumo
anormalmente elevado de agua e pela saida anormalmente elevada de urina.
Os conteudos genéticos dos camundongos e o protocolo de tratamento
foram os mesmos que aqueles da Figura 9. O desvio médio e padrdo de
consumo diario de agua (barras solidas) e a saida de urina (barras
hachuriadas) sdo mostrados para trés grupos de seis camundongos.

A Figura 11 mostra que o tratamento de camundongos com
deficiéncia de uricase de PBC modificada por PEG diminuiu a gravidade da
nefropatia induzida por acido urico, conforme visualizag@o por microscopia
por ressonincia magnética. Os conteudos genéticos dos trés grupos de
camundongos e o protocolo de tratamento foram os mesmos que aqueles da
Figuras 9 e 10. A microscopia por ressonancia magnética foi executada no
Centro para Microscopia in vivo, Duke University Medical Center,
Durtham, Carolina do Norte.

Além dos resultados sumarizados nas Figuras de 8 a 11, foi

demonstrado que os niveis de acido urico na urina de todos os camundongos
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com deficiéncia de uricase diminuiram drasticamente, apos o tratamento
com a uricase de PBC modificada por PEG. Finalmente, a Figura 12 mostra
que, ao contrario da forma tetramérica de uricase de PBC modificada por
PEG, a forma octamérica (peso molecular = 280 kDa), mesmo quando
extensivamente PEGilada, é imunogénica em camundongos.  Esta
propriedade ¢ refletida no afastamento acelerado do octdmero modificado
por PEG, dentro de cinco dias ap6s uma tnica injecio intraperitoneal. Os
mesmos camundongos foram novamente injetados com a mesma dose dos
mesmos preparados de PEG-uricase, no oitavo e no décimo quinto dia.
Vinte e quatro horas apds a segunda e a terceira injegdes, a atividade
uricolitica ndo foi detectavel nos soros dos camundongos injetados com o
octamero PEGilado, mas foi detectada prontamente nos soros daqueles
injetados com o tetramero PEGilados. Estes resultados, em combinagéo
com o afastamento acelerado do octamero PEGilado, observado apds a
primeira inje¢do (Figura 12), confirmam a utilidade da remogdo de todas as
formas de uricase maiores do que o tetramero, antes da PEGilagdo da

enzima.

EXEMPLO 4
Conjugacio de PEG da uricase de Candida utilis

A uricase de Candida utilis foi obtida junto a Sigma-Aldrich (St.
Louis MO; catalogo No. U1878) ou junto & Worthington Biochemical
Corporation (Freehold, NJ; catidlogo No. URYW). Através do mesmo
procedimento, conforme descrigdo nos Exemplos 1 € 2, a forma tetramérica
foi isolada e os conjugados de PEG foram sintetizados com o PEG de 5
kDa, de 10 kDa ou de 30 kDa (Figuras 1A-1B). A Figura 1A mostra a
retencgo da atividade pela uricase PEGilada de Candida utilis em fun¢fo do
nimero de filamentos de PEG acoplados por subunidade. Os dados dos

autores da presente inven¢do (, , ) sdo comparados com aqueles de
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Nishimura, et al., (1979); Nishimura, et al., (1981); Chen, et al., (1981);,
Davis, et al,. (1981); Tsuji, et al., (1985); Yasuda, et al., (1990), e Fujita, et
al., (1991). Os pontos de dados dentro dos circulos grandes denotam os
conjugados relatados como sendo nédo antigénicos, por Nishimura, et al.,
(1979 ou 1981) ou néo imunorreativos, por Chen, et al., (1981).

A figura 1B mostra a retengédo da atividade pela uricase PEGilada de
Candida utilis em fungdo da massa total de PEG acoplado por subunidade.
Os dados dos autores da presente invengdo (, , ) sdo comparados com
aqueles dos mesmos relatdrios, conforme a Figura 1A. Os pontos de dados
dentro dos circulos grandes tém o mesmo significado que na Figura 1A.

Conforme mostrado nas figuras 1A e 1B, os conjugados com uma
média de até seis filamentos de PEG de 5 kDa ou de 30 kDa ou de nove
filamentos de PEG de 10 kDa por subunidade retiveram pelo menos 75% da
atividade da enzima n3o modificada. O aumento aparente na atividade
especifica quando um nimero crescente de filamentos de PEG de 30 kDa ¢
ligado (até cinco ou seis filamentos por subunidade) pode refletir a
insolubilidade ou a instabilidade relativa da enzima nfo modificada, em

comparagio com os conjugados.
EXEMPLO 5
Conjugacio de PEG de uricase de Aspergillus flavus
A uricase de Aspergillus flavus foi obtida junto a Sanofi Winthrop (Gentilly
Cédex, Francga). Através do mesmo procedimento, conforme descri¢do no
Exemplo 2, os conjugados com os PEGs de varios pesos moleculares foram
sintetizados (Figuras 4A-4B). Os conjugados preparados pelo acoplamento
da enzima de A. flavus, com uma meédia de até doze filamentos de PEG de 5
kDa ou de até sete filamentos de PEG de 30 kDa por subunidade, retiveram
pelo menos 75% da atividade especifica inicial dessa uricase flingica.

EXEMPLO 6
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Conjugacio de PEG de uricase de soja
A uricase recombinante do nddulo da raiz da soja (chamado também de
nodulin 35) foi preparada e purificada, conforme descrig@o por Kahn e
Tipton (Kahn, K, et al., (1997) Biochemistry 36:4731-4738), e foi
apresentada pelo Dr. Tipton (University of Missouri, Columbia, MO).
Através do mesmo procedimento, conforme descri¢éo nos Exemplos 1 € 2,
a forma tetramérica foi isolada e os conjugados foram preparados com os
PEGs de varios pesos moleculares (Figuras SA-5B). Ao contrério da
uricase de Candida utilis (Figura 1A), da uricase de suino (Figura 2A), da
uricase quimérica de porco-babuino (Figura 3A) e da uricase de Aspergillus
flavus (Figura 4A), a enzima de soja tolerou o acoplamento de somente
cerca de dois filamentos de PEG de 5 kDa ou de 30 kDa por subunidade,
com retengdo pelo menos de 75% da atividade uricolitica inicial.
EXEMPLO 7
Conjugacdo de PEG de uricase de Arthrobacter globiformis
A uricase de Arthrobacter globiformis foi obtida junto & Sigma-Aldrich
(catalogo No. U7128). Vide a Patente Japonesa 9-154581. Através do
mesmo procedimento, conforme descrigdo nos Exemplos 1 ¢ 2, a forma
tetramérica foi isolada e os conjugados com 5 kDa € o PEG de 30 kDa
foram preparados. Enquanto que os conjugados com uma média de mais de
trés filamentos de PEG de 5 kDa por subunidade retiveram menos do que
60% da atividade especifica inicial, os conjugados com uma média de
aproximadamente dois filamentos de PEG de 30 kDa por subunidade
retiveram pelo menos 85% da atividade especifica inicial.
EXEMPLO 8
Conjugacdo de PEG de uricases de PBC e de suino truncadas por amino

As uricases recombinantes de suino e de PBC, a partir das quais os

primeiros seis aminoécidos no terminal de carboxila sdo suprimidos, sdo
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expressas e purificadas de E. coli, por técnicas padro, conforme descricéo

no Exemplo 3. Através do mesmo procedimento, conforme descricdo nos

Exemplos 1 e 2, conjugados de PEG de uricases de PBC truncadas por

amino foram sintetizados para produzir os conjugados substancialmente néo

imunogénicos, os quais retém pelo menos 75% da atividade especifica

inicial.
EXEMPLO 9
Conjugacio de PEG de uricases de PBC e de suino truncadas no terminal
carboxila ou em ambos os terminais carboxila e amino

As uricases recombinantes de suino € de PBC, a partir das quais os
ultimos trés aminoacidos no terminal carboxila sdo eliminados, s@o
expressadas e purificadas de E. coli por técnicas padrdo, conforme descrigéo
no Exemplo 3. Esta remog¢do do terminal carboxila pode aumentar a
solubilidade das enzimas nido modificadas, uma vez que remove o sinal alvo
peroxisomal. Vide Miura, et al., (1994). Através do mesmo procedimento,
conforme descri¢do nos Exemplos 1 e 2, os conjugados de PEG de uricases
truncadas de carboxila sfo sintetizados para produzir os conjugados
substancialmente ndo imunogénicos, os quais ret€ém pelo menos 75% da
atividade especifica inicial. A seqiiéncia de uricase recombinante de PBC
truncada por seis residuos no terminal amino e por trés residuos no terminal
carboxila (PBC-NT-CT) é mostrada na Figura 6. Esta uricase ¢ expressada,
purificada ¢ PEGilizada, conforme descrigdo nos Exemplos 1, 2 € 3, para
produzir os conjugados substancialmente ndo imunogénicos, os quais retém
pelo menos 75% da atividade especifica inicial.

EXEMPLO 10
Conjugac¢do de PEG de mutantes de uricase de suino que contém um
numero elevado de pontos de ligagdo de PEG

As uricases de suino recombinantes sdo preparadas conforme
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descrito no exemplo 3, no qual o nimero potencial de pontos de ligagdo de
PEG ¢ aumentado pela substituigdo de um ou mais residuos de arginina por
lisina. Vide Hershfield, MS, et al., (1991) Proc Natl Acad Sci USA
88:7185-7189. A seqiiéncia de aminoacidos de um exemplo da tal mutante
(uricase de PKS), em que a arginina no residuo 291 € substituida por lisina e
a treonina no residuo 301 ¢ substituida por serina, € mostrada na Figura 6.
Através do mesmo procedimento, conforme descrito nos Exemplos 1 € 2, 0
PEG ¢ conjugado a esta uricase para produzir os conjugados
substancialmente ndo imunogénicos, os quais retém pelo menos 75% da
atividade especifica inicial de uricase recombinante.
EXEMPLO 11

Conjugacdo de PEG de um mutante de uricase de babuino recombinante

Através do uso de métodos padrdo da biologia molecular, tal como
no Exemplo 3, a uricase de babuino recombinante € construida por
intermédio de uma substitui¢do de aminoacidos (histidina em lugar de
tirosina) na posi¢do 97 (vide a seqiiéncia de babuino na Figura 6). Através
do mesmo procedimento, conforme descrito nos Exemplos 1 e 2, os
conjugados de PEG da forma tetramérica do mutante de uricase de babuino
recombinante foram sintetizados para produzir os conjugados de capacidade
imunogénica substancialmente reduzida, os quais retém pelo menos 75% da

atividade especifica inicial de uricase recombinante.

EXEMPLO 12

Capacidade imunogénica dos conjugados de PEG provenientes de Candida
utilis, Aspergilllus flavus e Arthrobacter globiformis

A uricase de Candida utilis, Aspergillus flavus e Arthrobacter globiformis ¢

obtida conforme descrito nos Exemplos 4, 5 e 7, respectivamente. Através

do mesmo procedimento, de acordo com a descrigédo nos exemplos 1 € 2, os

conjugados de PEG foram sintetizados com o PEG de 5 kDa, de 10 kDa, de
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20 kDa ou de 30 kDa. A capacidade imunogénica destes conjugados ¢

substancialmente reduzida ou eliminada.
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SEQUENCE LISTING

<110> Williams, L. David
Hershfield, Michael S.
Kelly, Susan J.
Saifer, Mark G.P.
Sherman, Merry R.

<120> PEG-URATE OXIDASE CONJUGATES AND USE
THEREOF

<130> MVIEW.001VPC

<140>
<141>

<150> 09/130,392
<151> 1998 08-06

<160> 2
<170> FastSEQ for Windows Version 3.0

<210>1

<211> 304
<212>PRT
<213> Sus scrofa

<400> 1
Met Ala His Tyr Arg Asn Asp Tyr Lys Lys Asn Asp Glu Val Glu Phe
1 5 10 15
Val Arg Thr Gly Tyr Gly Lys Asp Met Ile Lys Val Leu His Ile GIn
20 25 30
Arg Asp Gly Lys Tyr His Ser Ile Lys Glu Val Ala Thr Ser Val Gin
35 40 45
Leu Thr Leu Ser Ser Lys Lys Asp Tyr Leu His Gly Asp Asn Ser Asp
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50 55 60
Val Ile Pro Thr Asp Thr Ile Lys Asn Thr Val Asn Val Leu Ala Lys
65 70 75 80
Phe Lys Gly Ile Lys Ser Ile Glu Thr Phe Ala Val Thr Ile Cys Glu
85 90 95
His Phe Leu Ser Ser Phe Lys His Val Ile Arg Ala Gln Val Tyr Val
100 105 110
Glu Glu Val Pro Trp Lys Arg Phe Glu Lys Asn Gly Val Lys His Val
115 120 125
His Ala Phe Ile Tyr Thr Pro Thr Gly Thr His Phe Cys Glu Val Glu
130 135 140
Gln Ile Arg Asn Gly Pro Pro Val Ile His Ser Gly Ile Lys Asp Leu
145 150 155 160
Lys Val Leu Lys Thr Thr GIn Ser Gly Phe Glu Gly Phe Ile Lys Asp
165 170 175
Gln Phe Thr Thr Leu Pro Glu Val Lys Asp Arg Cys Phe Ala Thr Gin
180 185 190
Val Tyr Cys Lys Trp Arg Tyr His GIn Gly Arg Asp Val Asp Phe Glu
195 200 205
Ala Thr Trp Asp Thr Val Arg Ser Ile Val Leu Gln Lys Phe Ala Gly
210 215 220
Pro Tyr Asp Lys Gly Glu Tyr Ser Pro Ser Val Gln Lys Thr Leu Tyr
225 230 235 240
Asp Ile Gln Val Leu Thr Leu Gly Gln Val Pro Glu Ile Glu Asp Met
245 250 255
Glu Ile Ser Leu Pro Asn Ile His Tyr Leu Asn Ile Asp Met Ser Lys
260 265 270
Met Gly Leu Ile Asn Lys Glu Glu Val Leu Leu Pro Leu Asp Asn Pro
275 280 285
Tyr Gly Arg Ile Thr Gly Thr Val Lys Arg Lys Leu Thr Ser Arg Leu
290 295 300

<210>2

<211>304

<212>PRT

<213> Papio hamadryas
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<400> 2
Met Ala Asp Tyr His Asn Asn Tyr Lys Lys Asn Asp Glu Leu Ghn Phe
i 5 10 15
Val Arg Thr Gly Tyr Gly Lys Asp Met Val Lys Val Leu His e Gin
20 25 30
Arg Asp Gly Lys Tyr His Ser lle Lys Glu Val Ala Thr Ser Val (Gln
35 40 43
Leu Thr Leu Ser Ser Lys Lys Asp Tyr Leu His Gly Asp Asn Ser Asp
50 55 60
fle He Pro Thr Asp Thr Ile Lys Asn Thr Val His Val Leu Ala Lys
65 70 75 80
Phe Lys Gly lle Lys Ber e Glu Ala Phe Gly Val Asn Ile Cys Glu
85 @0 93
Tyr Phe Leu Ser Ser Phe Asn His Val lle Arg Ala Gln Val Tyr Val
100 105 110
Ghi Glu He Pro Trp Lys Arg Leu Glu Lys Asn Gly Val Lys His Val
1135 120 125
His Ala Phe Ile His Thr Pro Thr Gly Thr His Phe Cys Glu Val Glu
130 135 140
Gln Leu Arg Ser Gly Pro Pro Val He His Ser Gly lle Lys Asp Leu
145 150 155 160
L.vs Val Leu Lys Thr Thr Glo Ser Gly Phe Glu Gly Phe He Lys Asp
165 170 175
Gln Phe Thr Thr Lyvs Pro Glu Val Lys Asp Arg Cys Phe Ala Thr Gln
180 185 190
Val Tyr Cys Lys Trp Arg Tyr His Gln Cys Arg Asp Val Asp Phe Gl
195 200 205
Ala Thr Trp Gly Thr He Arg Asp Leu Val Leu Glu Lys Phe Ala Gly
210 215 220
Pro Tyr Asp Lys Gly Glu Tyr Ser Pro Ser Val Gin Lys Thr Leu Tyr
225 230 235 240
Asp lle Gln Val Leu Ser Leu Ser Arg Val Pro Glu He Ghu Asp Met
245 250 255
{itu e Ser Leu Pro Asn [le His Tyr Phe Asn e Asp Met Ser Lys
260 265 270
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Met Gly Leu Ile Asn Lys Glu Glu Val Leu Leu Pro Leu Asp Asn Pro

275 280 285
Tyr Gly Lys Ile Thr Gly Thr Val Lys Arg Lys Leu Ser Ser Arg Leu
290 295 300

31

10 -31-
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REIVINDICACOES

1. Conjugado de uricase compreendendo uricase isolada ligada
covalentemente a poli(etileno glicol), caracterizado por mais de 90% da dita uricase
se encontrar na forma tetramérica, onde uma média de 2 a 10 corddes do dito
poli(etileno glicol) estdo covalentemente ligados a cada subunidade da dita uricase
isolada, onde dito poli(etileno glicol) tem um peso molecular médio entre 10 kDa e
60 kDa, onde dito conjugado exibe capacidade imunogénica reduzida, onde os
conjugados de uricase na composi¢do retém pelo menos 75% da atividade
uricolitica da uricase ndo conjugada.

2. Conjugado, de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado por dita
uricase ser uricase de mamifero.

3. Conjugado, de acordo com a reivindicagdo 2, caracterizado por dita
uricase ser uricase de figado de suino, uricase de figado de bovino ou uricase de
figado de ovino.

4. Conjugado, de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado por dita
uricase ser recombinante.

5. Conjugado, de acordo com a reivindicagdo 4, caracterizado por dita
uricase ter a seqiiéncia da uricase de figado de suino, uricase do figado de bovino,
uricase do figado de ovino ou uricase do figado de babuino.

6. Conjugado, de acordo com a reivindicagdo 4, caracterizado por dita
uricase ser quimérica.

7. Conjugado, de acordo com a reivindicagdo 6, caracterizado por dita
uricase quimérica conter partes da uricase de figado de sufno e partes da uricase de
figado de babuino.

8. Conjugado, de acordo com a reivindicagdo 7, caracterizado por dita
uricase quimérica ser uricase quimérica de porco-babuino (uricase PBC).

9. Conjugado, de acordo com a reivindicagdo 7, caracterizado por dita
uricase quimérica ser uricase suina na qual o residuo de arginina 291 da SEQ ID

NO:1 foi substituida por lisina (R291K) e residuo de treonina 301 da SEQ ID NO:1
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foi substituida por serina (T301S) (uricase de PKS).

10. Conjugado, de acordo com a reivindicagio 4, caracterizado por dita
uricase ter a sequéncia de amino 4cidos da uricase de figado de babuino (SEQ ID
NO:2) na qual a tirosina 97 foi substituida por histidina (YO97H).

11. Conjugado, de acordo com a reivindicagdo 4, caracterizado por dita
uricase compreender um término amino e um término carboxila, e onde a uricase é
truncada em um término ou em ambos os términos.

12. Conjugado, de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado por dita
uricase ser um uricase fingica ou microbiana.

13. Conjugado, de acordo com a reivindicagdo 12, caracterizado por dita
uricase fingica ou microbiana ser isolada de Aspergillus flavus, Arthrobacter
globiformis ou Candida utilis, ou ser uma enzima recombinante que tem a
seqliéncia de uma dessas uricases.

14. Conjugado, de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado por dita
uricase ser uma uricase de invertebrado.

15. Conjugado, de acordo com a reivindicagdo 14, caracterizado por dita
uricase de invertebrado ser isolada de Drosophila melanogaster ou Drosophila
pseudoobscura, ou ser uma enzima recombinante que tem a seqiiéncia de uma
destas uricases.

16. Conjugado, de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado por dita
uricase ser uma uricase de planta.

17. Conjugado, de acordo com a reivindicagdo 16, caracterizado por dita
uricase de planta ser isolada dos nédulos da raiz de Glycine max ou ser um enzima
recombinante que tem a seqii€ncia desta uricase.

18. Conjugado, de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado por dito
poli(etileno glicol) ter um peso molecular médio entre aproximadamente 10 kDa €
60 kDa.

19. Conjugado, de acordo com a reivindicagdo 18, caracterizado por dito

poli(etileno glicol) ter um peso molecular médio entre aproximadamente 20 kDa €
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40 kDa.

20. Conjugado, de acordo com a reivindicac@o 1, caracterizado pelo nimero
médio de corddes covalentemente acoplados do poli(etileno glicol) ser de trés a oito
cordoes por subunidade de uricase.

21. Conjugado, de acordo com a reivindicacio 20, caracterizado pelo nimero
médio de corddes covalentemente acoplados do poli(etileno glicol) ser de quatro a
seis corddes por subunidade de uricase.

22. Conjugado, de acordo com a reivindicagéo 1, caracterizado pelos cordoes
de poli(etileno glicol) serem acoplados covalentemente a uricase por meio das
ligacOes selecionadas do grupo que consiste de ligacdes uretano, ligagdes amina
secunddrias, e ligacdes amida.

23. Conjugado, de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado por dito
poli(etileno glicol) ser linear.

24. Conjugado, de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado por dito
poli(etileno glicol) ser ramificado.

25. Composicdo farmacéutica para baixar os niveis de acido urico em um
fluido corpéreo ou tecido, caracterizada por compreender o conjugado da
reivindicacdo 1 e um veiculo farmaceuticamente aceitavel.

26. Composicdo farmacéutica, de acordo com a reivindicacdo 26,
caracterizada por dita composicdo ser estabilizada pela liofilizagcdo e se dissolver
rapidamente com a reconstituicio para se obter as solugdes apropriadas para a
administracdo parenteral.

27. Uso do conjugado da reivindicagio 1, caracterizado por ser na preparagao
de um medicamento, para baixar os niveis elevados de dcido urico em um fluido
corpéreo ou tecido de um mamifero.

28. Uso de um conjugado de uricase, de acordo com a reivindicacdo 27,
caracterizado pelo fato de que o dito mamifero € um ser humano.

29. Uso de um conjugado de uricase, de acordo com a reivindicagdo 28,

caracterizado por dito conjugado ser usado para abaixar os niveis de 4cido urico
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elevados associados com uma condicédo selecionada do grupo que consiste em gota,
tofos, msuficiéncia renal, transplante de 6rgéos e doenca maligna.

30. Uso de um conjugado de uricase, de acordo com a reivindicacdo 28,
caracterizado por dito poli(etileno glicol) ser linear.

31. Uso de um conjugado de uricase, de acordo com a reivindicac¢do 28,

caracterizado por dito poli(etileno glicol) ser ramificado.
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Figura 6: Sequéncias de aminoécido deduzidas de uricase quimérica de porco-babuino {PBC), uricase
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PBC que é truncada nos terminais amina e carboxila (PBC-NT-CT) e uricase suina contendo as mutagdes
R281K e T301S (uricase PKS), comparada com a sequéncia suina (SEQ ID NO:1) e a sequéncia de babuino

(SEQID NO: 2).
Suino MAHYRNDYKK NDEVEFVRTG YGKDMIKVLH IQRDGKYHSI 40
PBC sequénciasuina 1-225 - 40
PBC-NT-CT sequénciasuina 1-219 —» 34
PKS sequénciasuina 1-288 — 40
Babuino MADYHNNYKK NDELEFVRTG YGKDMVKVLH IC_}FR_DGKYHSI 40
Suino KEVATSVQLT LSSXKDYLHG DNSDVIPTDT I KNTVNVLAK 80
PRC sequéncia suina — 80
PBC-NT-CT sequéncia suina — 74
PKS sequéncia suina — BO
Babuino KEVATSVQLT LSSKKDYLHG DNSDIIPTDT I KNTVHVLAK 80
Suino FKGIKSIETF AVTICEHFLS SFKHVIRAQV YVEEVPWKRE 120
PBC sequéncia suina — 120
PBC-NT-CT sequéncia suina —» 114
PKS sequéncia suina — 120
Babuino FKGIKSIEAF GVNICEYFLS SFNHVIRAQV YVEEIPWKRL 120
Suino EKNGVKHVHA FIYTPTGTHF CEVEQIRNGP DPVIHSGIKDL 160
PBC sequéncia suina ~> 160
PBC-NT-CT sequéncia suina — 154
PKS sequéncia suina —» 160
Babuino EKNGVKHVHA FIHTPTGTHF CEVEQLRSGP PVIHSGIKDL 160
Suino KVLKTTQSGF EGFIKDQFTT LPEVKDRCFA TQOVYCKWRYH 200
PBC sequéncia suina — 200
PBC-NT-CT sequéncia suina —» 194
PKS sequéncia suina — 200
Babuino KVLKTTQSGF EGFIKDQFTT LPEVKDRCFA TQVYCKWRYH 200
Suino QGRDVDFEAT WDTVRSIVLQ KFAGPYDKGE YS PSVQKTLY 240
PBC sequéncia suina ~» | & sequéncia de babuino 240
PBC-NT-CT sequéncia suina ~» | & sequéncia de babuino 234
PXsS sequéncia suina —» 240
Babuino QCRDVDFEAT WGTIRDLVLE KFAGPYDKGE YSPSVQKTLY 240
Suino PDIQVLTLGQV PEIEDMEISL PNIHYLNIDM SKMGLINKEE 280
PBC sequéncia de babuino ~» 280
PBC-NT-CT  sequéncia de babuino — 274
PKS sequéncia suina — 280
Babuino DIQVLSLSRV PEIEDMEISL PNIHYFNIDM SKMGLINKEE 280
Suino VLLPLDNPYG RITGTVKRKL TSRL}! 304
PBC sequéncia de babuino — 304
PBC-NT-CT sequéncia de babuino -3 [ 295
PKS suino | «  babuino  — ] 304
Babuino VLLPLDNPYG KITGTVKRKL, SSRLj 304
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Figure 11:
Gravidade Reduzida de Defeito de Nefropatia Induzida por Acido Urico
depois do Tratamento com PEG-Uricase, conforme visualizado por
Microscopia de Ressonincia Magnética
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AL Delnomdedieu, 1997 - Ctr, For In Vivo Microscopy - Duke Univ. Med. Ctr.
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" CONJUGADOS DE PEG-URATO OXIDASE E SEU USO "
RESUMO

A presente invengdo diz respeito a modificacdo quimica das
proteinas de modo a prolongar as suas vidas médias em circulacéo e reduzir
a sua capacidade imunogénica e, mais especificamente, a invencio diz
respeito a conjugacdo de poli(etileno glicéis) ou de poli(6xidos de etileno)
em urato oxidases, de modo a eliminar substancialmente a capacidade
imunogénica do urato oxidase sem com isso comprometer a sua atividade

uricoolitica.
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