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DESCRIGAO

CONJUGADOS DE PEG-URATO OXIDASE E SUA UTILIZAQAO

Campo da Invengao

A presente invencdo 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 invencédo refere-se a conjugacdo de
poli(etileno glic6is) ou de poli(etileno O6xidos) em urate
oxidases, que elimina substancialmente a capacidade
imunogénica da urate oxidase sem comprometer a sua
actividade uricolitica.

Fundamentos da Invencao

As indicag¢des contidas nesta secgdo de fundamentos néo
constituem uma admissdo da técnica anterior, mas, pelo
contrario, reflectem os préprios comentdriocs subjectivos
dos autores da invencdo e as interpretacdes do estado da
técnica no momento em que a invencdo foi feita. Essas
interpretagdes podem  incluir  deducdes pessoais  dos
inventores até ao momento n&c divulgadas, deducbes essas
que ndo faziam parte da arte anterior.

As urate oxidases (uricases; E.C. 1.7.3.3) sdo enzimas que
catalisam a oxidacdo do é4acido Grico num produto mais
soltvel, a alantoina, um metabolito da purina que &
excretado mais rapidamente. 0Os seres humanos ndo produzem
a uricase enzimaticamente activa, em consequéncia de
diversas mutag¢des no gene para a uricase adquiridas durante
a evolucdo de primatas superiores. Wu, X, et al., (1992) J
Mol Evol 34:78-84. Conseqguentemente, em individuos
susceptiveis, as concentrag¢des excessivas do acido Grico no
sangue (hiperuricemia) e na urina (hiperuricostria) podem
conduzir & artrite doloroso (gota), desfigurando depdsitos
de urate (cédlculos artriticos), e a falha renal. Em alguns
individuos afectados, as drogas disponiveis, tais como o
alopurinol (um inibidor da sintese de 4cido urico),



produzem efeitos adversos limitadores do tratamento ou ndo
aliviam essas condi¢@es adequadamente. Hande, KR, et al.,
(1984) Am J Med 76:47-56; Fam, AG, (1990) Bailliere’s Clin
Rheumatol 4:177-192. As injecgdes de wuricase podem
diminuir a hiperuricemia e o hiperuricosturia, pelo menos
temporariamente. Uma vez que a uricase & uma proteina
estranha nos seres humanos, até mesmo a primeira injeccéo
da proteina ndo modificada de Aspergillus flavus pode
induzir reacgbes anafilaticas em varias percentagens de
pacientes tratados (Pui, C-H, et al., (1997) Leukemia
11:1813-1816), e as respostas imunoldgicas limitam a sua
utilidade para o tratamento crénico ou intermitente.
Donadio, D, et al., (198l) Nouv Presse Méd 10:711-712;
Leaustic, M, et al., (1983) Rev Rhum Mal Osteocartic 50:553-
554.

O desempenho sub-dptimo de tratamentos disponiveis para a
hiperuricemia é reconhecido ha diversas décadas. Kissel,
P, et al., (1968) Nature 217:72-74. Analogamente, a
possibilidade de que determinados grupos de pacientes com
gota grave possam beneficiar de uma forma segura e eficaz
da uricase injectével tem sido reconhecida zo longo de
muitos anos. Davis, FF, et al., (1978) in GB Broun,
et al., (Eds.) Enzyme Engineering, Vol. 4 (pp. 169-173)
New York, Plenum Press; Nishimura, H, et al., (1979) Enzyme
24:2¢1-264; Nishimura, H, et al., (1981) Enzyme 26:49-53;

Davis, 3, 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) Anal Biochem 176:290-

293. As uricases derivadas dos 6rgdos de animais sdo quase
insoltveis nos solventes que sdo compativeis com a
administracdo segura por meio de injeccdo. Patente Estados
Unidos 3.616.231. Determinadas wuricases derivadas de
plantas ou de microorganismos sdc mais soldveis em
solventes medicamente aceitaveis. Entretanto, a injeccéio
das enzimas microbianas induz rapidamente as respostas
imunoldgicas que podem conduzir a reacgdes alérgicas que
ameacam a vida ou a inactivagdo e/ou ao aclaramento
acelerado da wuricase de circulacdo. Donadio, et al.,
(1981); Leaustic, et al., (1983). As enzimas baseadas nas
sequéncias de aminocdcidos deduzidas de uricases de
mamiferos, incluindo o porcc e o babuino, ou de insectos,



tais como, ©por exemplo, Drosophila melanogaster ou
Drosophila pseudoobscura (Wallrath, LL, et al., (1990) Mol
Cell Biol 10:5114-5127), nao tém sido candidatos
apropriados para o uso clinico, devido aos problemas da
capacidade imunogénica e da insolubilidade em pH
fisioldgico.

A modificacdo covalente das proteinas com poli(etileno
glicol) ou poli(etileno éxido) (ambos indicados como PEG),
tem sido empregada para aumentar a semi-vida da proteina e
reduzir a capacidade imunogénica. Patentes Estados Unidos
4.179.337, 4.706.1006. e 4.847.325; Saifer, MGP, et al.,
(1994) Adv Exp Med Biol 366:377-387. O acoplamento de PEG
de pesoc molecular elevado para produzir conjugados com
vidas em circulacdo prolongadas e/ou capacidade imunogénica
diminuida, embora conservando a actividade 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 Estados Unidos 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) in JM Harris,
et al., (Eds.), Poly(ethylene glycol) Chemistry and
Biological Applications. ACS Symposium Series 680 (pp. 155-
169) Washington, D.C.: American Chemical Society). Os
conjugados de uricase com polimeros com excepcdo de PEG
também foram descritos. Patente Estados Unidos 4.460.683,
[0006] 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 residuocs de
lisina disponiveis. Nas uricases normalmente utilizadas, o
nimero total de lisinas em cada uma das quatro sub-unidades
idénticas fica entre 25 (Aspergillus flavus (Patente
Estados Unidos 5.382.518)) e 29 (porco (Wu, X, et al.,
(1989) Proc Natl Acad Sci USA 86:9412-9416)). Algumas das
lisinas n&o estdoc disponiveis para a PEGilacdo na
conformacdo nativa da enzima. A abordagem mais comum para
reduzir a capacidade imunogénica da uricase tem sido ©
acoplamento de grandes nUmeros de filamentos de PEG de
baixo peso molecular. Isto resulta invariavelmente em
grandes diminuig¢bes na actividade enzimatica dos conjugados
resultantes.



Os pesquisadores anteriores utilizaram a uricase injectada
para catalisar a conversdo do &cido Urico em alantoina in
vivo. Veja Pui, et al., (1997). Esta & a base para o uso,
em Franca e na Itadlia, da uricase do fungo Aspergillus

flavus (Uricozyme®) para impedir ou corrigir
temporariamente a hiperuricemia associada com a terapia
citotdxica 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 Estados Unidos 5.382.518 e 5.541.098. ©Por causa

da sua vida em circulagdo curta, a Uricozyme® requer
injeccgBes diarias. Além disso, n&o se adeguada bem a
terapia a longo prazo por causa da sua capacidade
imunogénica.

Uma Gnica injeccdo 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 concentracdo média da urate do soro da pré-
injeccdo era de 6,2 mg/dL , que estd dentro da faixa
normal. Davis, et al., (1981). Aos individuos foi
aplicada uma injecc¢do adicional quatro semanas mais tarde,
mas as suas respostas ndo foram relatadas. N&o foi
detectado nenhum anticorpo para a uricase depois da segunda
(e Gltima) injeccgdo, quando se fez um ensaio de difusdo de
gel relativamente insensivel. Esta referéncia ndo relatou
nenhum resultado dos tratamentos croénicos ou subcrdnicos de
pacientes humanos ou de animais experimentais.

Um preparado da uricase de Arthrobacter protomorfiae
acoplada a PEG de 5 kDa foi usado para controlar
temporariamente a hiperuricemia num Unico paciente com
linfoma, cuja concentracdoc da urate do soro da pré-injeccao
era de 15 mg/dL . Chua, et al., (1988). Devido a condicdo
critica do paciente e a curta duracdo do tratamento (quatro
injeccBes durante catorze dias), ndo foi possivel avaliar a
eficdcia ou a seguranca do conjugado a longo prazo.

No presente pedido, a expressido "capacidade imunogénica"
refere-se a 1inducdo de uma resposta imunoldgica por um
preparadc injectado de uricase modificada por PEG ou néo
modificada (0 antigeno), ao passo que Tcapacidade
antigénica”™ refere-se a vreaccdo de um antigeno com



anticorpos pré-existentes. Colectivamente, a capacidade
antigénica e a capacidade imunogénica sdo indicadas como
"imunoreactividade". Em estudos precedentes da PEG-
uricase, a imunoreactividade foil avaliada através de uma
variedade de métodos, incluindo: 1) a reacg¢do in vitro de
PEG-uricase com anticorpos pré-formados; 2) medigdes da
sintese de anticorpo induzida; e 3) taxas de aclaramento
aceleradas depois de injec¢les repetidas.

As tentativas ©precedentes de eliminar a capacidade
imunogénica das wuricases de diversas fontes mediante o
acoplamento de vAarios nlUmeros 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
Estados Unidos 4.179.337; Nishimura et al., (1979) ;
Patentes Japonésas 55-99189 e 62-55079. O conjugado
apresentado na patente '337 foi sintetizado ao fazer reagir
a uricase de origem ndo especificada com um excesso molar
de 2.000 vezes de PEG de 750 daltons, indicandc gque um
grande numero de moléculas de polimero fol provavelmente
ligado a cada sub-unidade de uricase. A patente '337
apresenta o acoplamento de PEG ou de poli (propileno glicol)
com pesos moleculares de 500 a 20.000 daltons, de
preferéncia de aproximadamente 500 a 5.000 daltons, para se
obter conjugados activos soluveis em &gua ndo imunogénicos
de varios horménios de polipeptideos e enzimas, incluindo
as oxldareductases, 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 retencdoc de pelo mencs 40% da actividade
enzimadtica. Nenhum resultado de teste foi relatado para a
extensdo do acoplamento de PEG aos grupos amino disponiveis
de uricase, a actividade uricolitica especifica residual,
ou a imunoreactividade do conjugado.

Os dados de 13 citacbGes gque se referem a PEGilacdo da
uricase sdo resumidos na Tabela 1. Alguns destes
resultados s&o apresentados também graficamente nas Figuras
1A-2B. Sete dessas publicacdes descrevem diminuicdes
significativas na actividade uricolitica medida in vitro,
causadas pelo acoplamento de varios nUmeros de filamentos
de PEG & uricase de Candida utilis. O acoplamento de um
grande numero de filamentos de PEG de 5 kDa & uricase do



figado de suinc acarretou resultados similares, tal como
descrito na publicagido de Chen e num relatdério de simpdsio
pelo mesmo grupo. Chen, et al., (1981); Davis, et al.,
(1978) .

Entre os estudos resumidos na Tabela 1, a imunoreactividade
da uricase foi relatada como sendo diminuida pela PEGilacéo
em sete deles e eliminada em cinco deles. Em trés dos
Ultimos cinco estudos, a eliminacdo da imunoreactividade
foli associada as diminuicbes profundas na actividade
uricolitica - até no maximo 15%, 28%, ou 45% da actividade
inicial. Nishimura, et al., (1979) (15% actividade); Chen,
et al., (1981) (28% actividade); Nishimura, et al., (1981)
(45% actividade). No quarto relatério, o PEG foli relatado
como sendo acoplado a 61% dos residuos de lisina
disponiveis, mas a actividade especifica residual ndo foi
indicada. Abuchowski, et al., (1981). Entretanto, uma
equipe de pesquisa que incluia dois dos mesmos cientistas e
utilizou os mesmos métodos, relatou noutra parte gque essa
extensdo do acoplamento deixou uma actividade residual de
somente 23% a 28%. Chen, et al, (1981). As publicactes de
1981 de Abuchowski et al. e de Chen et al., indicam que,
para reduzir substancialmente a capacidade imuncgénica da
uricase, o PEG deve ser acoplado a aproximadamente 60% dos
residuos de lisina disponiveis (Tabela 1). A quinta
publicacdo em que a imunoreactividade da wuricase foi
relatada como tendo sido eliminado, ndo divulga a extenséo
do acoplamento do PEG, a actividade uricolitica residual,
ou & natureza da ligacdo de PEG-proteina. Veronese, FM,
et al., (1997) in JM Harris, et al., (Eds.), Poly(ethylene
glycol) Chemistry and Biological Applications. ACS
Symposium Series 680 (pp. 182-192) Washington, DC: American
Chemical Society.

A conjugacdo de PEG a uma fracgdo menor dos residuos de
lisina em wuricase reduziu, mas ndo eliminou, a sua
imunoreactividade 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) Chenm
Pharm Bull 38:2053-2056 (38% dos grupos amino acoplados).
As actividades uricoliticas residuais dos adutos
correspondentes variaram de <33% (Tsuji, et al.) a 60%
(Yasuda, et al) dos seus valores iniciais. Tsuji, et al.
sintetizaram conjugados de PEG-uricase com PEGs de 7,5 kDa



e 10 kba, além de PEG de 5 kDa. Todos o©0s conjugados
resultantes eram um pouco imunogénicos e antigénicos, ao
mesmo tempo que apresentavam actividades enzimiticas
bastante reduzidas (Tebela 1; Figuras 1A-1B).

Um preparado de uricase PEGilada de Candida utilis que foi
administrado com seguranca duas vezes a cada um de cinco
seres humanos, foi relatado como tendo retido somente 11%
de sua actividade inicial. Davis, et al., (1981).
Diversos anos mais tarde, a uricase modificada com PEG de
Arthrobacter protomorfiae fol administrada quatroc vezes a
um paciente com linfoma avancado e hiperuricemia grave.
Chua, et al., (1988). Embora a actividade residual desse
preparado de enzima ndc tenha sido medida, Chua, et al.,
demonstraram a auséncia de anticorpos antiuricase no soro
do paciente, 26 dias depois da primeira injeccgdo de PEG-
uricase, num ensaio de imunosorvente ligado por enzima
(ELISA) .

Conforme resumido na Tabela 1, o0s estudos precedentes da
uricase PEGilada mostram que a actividade catalitica é
bastante reduzida mediante o acoplamento de um nlmero
suficiente de filamentos de PEG, de modo a diminuir
substancialmente a sua imunoreactividade. Além disso, a
maioria dos preparados precedentes de PEG-uricase era
sintetizada ao utilizar-se PEG activado com cloreto
ciantrico, um derivado de triazina (2,4,6-tricloro-1,3,5-
triazina) que demonstrou introduzir novas determinantes
antigénicas e induzir a formacdo de anticorpos em coelhos.
Tsuji, et al., (1985).



TABELA 1:

Caracteristicas de

PEG—-uricases dos Estudos Precedentes

Fonte de|Ligacdo de|Peso Percentagem|Actividade |Capacidade |Referéncia
Uricase |Acopla- Molecular|de Lisinas|Uricoliticalantigénica
mento do PEG | com PEG|Residual ou
(kDa) Ligado (%) imunogénica
Comentdrios
N&o Azida 0,7 N&o N&o N&o Patente
relatada (diol) relatada relatada relatada Estados
Unidos
4.179.337
Candida |Triazina 5 % de “98” Capacidade |Nishimu, H,
utilis (cloreto antigénica |et al.,
ciantrico) com soro de|1979
coelho (%
da enzima
nao
20 31 modificada)
26 21
70%
43 15
6%
48 5
0
0
Candida |PEG; 2 x5 22 87 86% Nishimura,
utilis Triazina H, et al.,
1981
25 70 49%
36 45 0
46 31 0
50 27 0
Candida |Triazina 5 71 11 Cinco Davis, S,
utilis homens et al.,
toleraram 1981
duas
injecgbes
em trinta
dias.




Candida
utilis

Triazina
de acordo
com Chen,
R H-L,
et al.,
1981

49

61

N3o
relatada

N&ao
relatada

Capacidade
imunogénica
similar a
uricase
nativa, em
aves
Capacidade
imunogénica
negativa

Abuchowski,
A, et al.,
1981

Figado
de suino

Triazina

37

47
58

60

45
28

Aclaramento
acelerado
em
camundongos

Aclaramento
acelerado
em
camundongos

Aclaramento
constante
(semi-vida
de aprox.
8 horas)

Candida
utilis

Triazina

57

23

Aclaramento
constante
(semi-vida
de aprox.
8 horas)

Chen, R H-
L, et al.,
1981

Candida
utilis

Triazina
de acordo
com Chen,
R H-L,
et al.,
1981

35

70

N&o
relatada

N3o
relatada

0 PEG
reduziu a
capacidade
imunogénica
em coelhos
0 PEG
reduziu a
capacidade
imuno-
génica em
coelhos

Savoca, KV,
et al.,
(1984) Int
Arch
Allergy
Appl
Immunol
75:58-67




TABELA 1:

(continuacio)

Caracteristicas de PEG-uricases dos Estudos Precedentes

Fonte de

Uricase

Ligacgéao
de
Acopla-
mento

Peso

Molecular

do
(kDa)

PEG

Percentagem
de
com

Lisinas
PEG
Ligado

Actividade
Uricolitica
Residual
(%)

Capacidade
antigénica
ou
imunogénica

Comentdrios

Referén
cla

Candida
utilis

Triazina

Nao
relatada

Nao
relatada

A
uricase

PEG-
foi
administrada
oralmente a
frangos, em
lipossomas

(uma vez)

Nishida
, T,
et al.,
(1984)

J Pharm
Pharmac
ol
36:354-
355

Candida

utilis

Triazina

44
45

28
37
41
45

9,4
7,8
32
11

7,3

Capacidade
imunogénica
reduzida,
mas positiva
em coelhos.
(Anticorpos
nao para a
uricase;
eles reagem
bilateral-
mente
PEG-
dismutase de

com

superodxido) .
A capacidade
antigénica
testada com
anticorpos
de
nhos

porqui
da

India foi

reduzida.

Tsuji,
JI

et al.,
1985

Arthrobacter
protoformiae

N&do
relatada

Ndo
relatada

Nao
relatada

Nenhum
anticorpo
foi

Chua,
CC,
et al.,




detectado

por ELISA 26
dias depois
da primeira
de quatro
injeccgbes de
PEG-uricase.

1988

Candida

utilis

PEG,

triazina

2

X

10
12

15
21
38

90
89

80
70
60

Ndo relatada

Ndo relatada
Ndo relatada
Ndo relatada

A capacidade
antigénica
testada com
SOY0 de
coelho foi
reduzida em
75%.

Yasuda,
7,

et al.,
1990

Candida
utilis

PEG»

triazina

2

X

22

68

Uma S0
injecg¢do.

0 PEG
aumentou a
semi-vida de

aprox. uma
hora para
aprox. oito
horas em
camundongos.
0 PEG
blogueou o)
aclaramento

pelo figado,
baco e rim
(duracdo do
estudo de 24
horas)

Fujita,

et al.,
1991




TABELA 1:

(continuacio)

Caracteristicas de PEG-uricases dos Estudos Precedentes

Fonte de|Ligacéo Peso Percentagem|Actividade |Capacidade [Referéncia
Uricase |de Molecular|de Lisinas|Uricolitica|antigénica
Acopla- do com PEG|Residual ou
mento PEG (kDa) |Ligado (%) imunogénica
Comentdarios
Nao PEG Nao Nao Nao A Veronese,
relatada relatada |relatada relatada capacidade |FM,
imunogénicalet al.,
em 1997
PEG; camundongos
Relatada N&o foi
como alrelatada reduzida em
Ligacao mesma  que 98% (PEG)
nao para o PEG ou 100%
declarada (PEG;) .
A patente Jjaponesa 3-148298, concedida a A. Sano, et al.,
apresenta proteinas modificadas, incluinde a uricase,

derivatizadas com PEG, que tem um peso molecular de 1-
12 kDa que mostra uma capacidade antigénica reduzida e uma

e métodos de producdo de
Entretanto,
descricdo a respeito das contagens de filamentos,

de enzima, testes bioldgicos ou

accdo "prolongada e melhorada",

tais peptideos derivatizados. ndo ha nenhuma
ensaios
sobre o significado de
“prolongada e melhorada”.
62-55079,
de uricase preparados com PEG-triazina ou bis-PEG-triazina
(indicado como PEG, na Tabela 1),
(1979 e 1981). No primeiro tipo de
08 pesos moleculares dos PEGS eram de 2 kDa e
ao passo gue no segundo apenas o PEG de 5 kDa foi
et (1979)

actividade wuricolitica

As patentes japonesas 55-99189 e
ambas concedidas a Y Inada, apresentam conjugados
respectivamente. Veja
Nishimura, et al.,
conjugado,
5 kDa,
utilizado. Nishimura, relataram a
de 15% da apb6s a
modificacdo de 43% das lisinas disponiveis com o PEG linear
de 5 kDa, et al. (1981)

recuperacdo de 31% ou 45% da actividade uricolitica apds a

al.,
recuperacao

ao passo que Nishimura, relataram a




modificacdo de 46% ou de 36% das lisinas, respectivamente,
com PEG;.

Sumario da Invencdo

Os estudos precedentes ensinam que, quando uma reducdo
significativa na capacidade imunogénica e/ou na capacidade
antigénica da uricase é obtida por meio da PEGilacdo, ela é
associada invariavelmente a uma perda substancial da
actividade uricolitica. A seguranca, a conveniéncia e a
economia dos produtos biofarmacéuticos s&o adversamente
afectadas por diminuices das suas poténcias e pela
consequente necessidade de aumentar a dose administrada.
Assim, h& necessidade de encontrar um meio seguro e eficaz
alternativo para baixar os niveis elevados de acido urico
nos fluidos corpdreos, incluindo o sangue e & urina.

Reference D1, Chen et al. (“Chen”), apresenta PEGilacédo
usando PEG com 5 kDa. A actividade uricolitica retida
da uricase PEGilada assinalada por Chen situa-se numa
faixa de 23% a 60%

Reference D2, Davis et al. (“Davis”), apresenta
PEGilagdo geral da wuricase wusando PEG com 5 kDa.
Conforme explicitamente afirmado em Davis, a uricase-
PEG resultante reteve apenas cerca de 11% de actividade
(ver abstract). Além disso, Davis afirma que 71% dos
grupos amino na uricase foram modificados.

Reference D3, Yasuda et al. (“asuda”) Chem. Pharm.
Bull. 38(7):2053-2056, apresenta uma uricase que ¢&
PEGilada usando dois filamentos de PEG de 5 kDa em cada
ponto de ligagdo, gque resulta numa uricase que retém
60% da actividade urolitica e 25% da sua antigenicidade
(ver Table 1 em Specification, p. 8).



Reference D4, Osman et al. (“Osman”), assinala
tentativas de purificar e caracterizar a uricase do
figado de um camelo. Nenhuma comunicacdo de Osman estéa
relacionada com a sintese ou caracterizacdo de
conjugados PEG de uricase.

Reference D5, Chua et al. (“Chua”) apresenta uma
uricase que ¢é PEGilada usando-se PEG com 5 kDa. No
entanto, Chua ndo apresenta nem sugere uma exigéncia
para uma actividade uricolitica residual do respectivo
conjugado de uricase.

Reference D6, Savoca et al. (“Savoca”), apresenta a
PEGila¢do geral da uricase usando-se PEG com 5 kDa. O
método de PEGilacdoc de Savoca foi o mesmo utilizado por
Chen e a respectiva uricase modificada por PEG
apresenta as mesmas imperfeigdes do que aquela
produzida por Chen.

Reference D8, Burnham et al., trata de forma breve a
ideia de gue a uricase pode ser PEGilada.

A presente invencéo apresenta uma PEG-uricase
substancialmente n&o imunogénica que retém toda, ou guase
toda, a actividade uricolitica da enzima n&o modificada.

Uma das formas de manifestacdo da presente invencdo & um
conjugado de urate oxidase (uricase) conforme definido na
reivindicacdo 1. A uricase deste aspecto da invencdo pode
ser recombinante. Quer seja recombinante ou n&o, a uricase
pode ser de origem de mamiferos., Num aspecto desta forma
de manifestacdo, a uricase pode ser uricase de figado de
suinos, bovinos ou ovinos. Num outro aspecto desta forma de
manifestacdo, 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 mutacdes R291K e
T301S (uricase de PKS) (veja as sequéncias na Figura 6 e 08
resultados dos estudos fisioldégicos e imunoldégicos nas
Figuras 7-12). Alternativamente, a uricase pode ser uricase
de figado de babuino onde a tirosina 97 foi substituida
pela histidina, através da qual a actividade especifica da
uricase pode ser aumentada em, pelo menos, aproximadamente
60%. A uricase da invencdo, qualquer que seja a origem,



também pode estar numa forma truncada, no terminal amino ou
no terminal carboxila, ou em ambos 08 terminais.
Analogamente, a uricase ©pode ser uricase fungica ou
microbiana. Num aspecto desta forma de manifestacdo, a
uricase flngica 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 Droscophila melanogaster ou
Drosophila pseudobscura. A uricase da invencgdo também pode
ser uma uricase de planta, por exemplo, uma forma natural
ou recombinante da uricase do nédulo da raiz de soja
(Glycine max) . 0 PEG pode ter um peso molecular médio
entre aproximadamente 5 kDa e 100 kDa; de preferéncia, o
PEG pode ter um peso molecular médic entre aproximadamente
10 kDa e 60 kDa; de maior preferéncia, 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 por sub-unidade de uricase; de
preferéncia, o nimero médio de filamentos covalentemente
ligados pode ser de trés a oito por sub-unidade; de maior
preferéncia, o numero médic dos filamentos do PEG pode ser
de quatro a seis por sub-unidade. Num aspecto desta forma
de manifestacdo, a uricase pode ser tetramérica. Os
filamentos de PEG podem ser covalentemente 1ligados a
uricase através das ligac®es uretano (carbamato), ligacdes
amina secundéria, e/ocu ligacdes amida. Quando a uricase é
uma forma recombinante de qualquer das uricases aqui
mencionadas, a forma recombinante pode ter substancialmente
a sequéncia da forma de ocorréncia natural.

[0021] Uma outra forma de manifestacdo da presente
invencdo é uma composicdo farmacéutica conforme definido
na reivindicacédo 1. A composicdo pode ser estabilizada
através de liofilizacdo, e também se ©pode dissolver
imediatamente com a reconstituicidc para que se obtenha
solucdes apropriadas para a administracdo parenteral.

Esta previsto um uso de PEG-uricase para baixar os niveis
de 4cido fGrico nos fluidos corpbdreos e tecidos de um
mamifero. O uso inclui a administracdo, a um mamifero, de
uma quantidade redutora de 4acido durico eficaz de PEG-
uricase. A PEG-uricase pode ser uma uricase purificada de



duas ou mais sub-unidades, na qual cada sub-unidade pode
ser covalentemente ligada a uma média de dois a dez
filamentos de PEG linear ou ramificado, podendc cada
molécula de PEG ter um peso mclecular entre aproximadamente
5 kDa e 100 kDa, num veiculo farmaceuticamente aceitéavel.
0O mamifero pode ser um ser humano. A  etapa da
administracdo pode ser, por exemplo, injeccdo por via
intravenosa, i1ntradérmica, subcuténea, intramuscular ou
intraperitoneal, ou pela inalacdo de um preparado em
aerossol. 0Os niveis de 4cido Urico elevados podem estar no
sangue, na urina e/ou noutros fluidos corpdéreos e tecidos,
e podem ser associados a gota, célculos artriticos,
insuficiéncia renal, transplante de 6rgdos ou uma doenca
maligna.

Um método pode incluir as etapas de: aplicacdo da solugédo
a, pelo menos, uma coluna de separacdc a um pH entre
aproximadamente 9 e 10,5 tal como, por exemplo, 10,2; a
recuperacdo das fraccgdes do eluato e a identificacéo
daqueles que podem conter uricase tetramérica isolada,
sendo as fraccdes substancialmente livres de agregados de
uricase; e o agrupamento das fraccBes da uricase
tetramérica isolada. A coluna de separacdo pode ser
baseada na troca de 1ions, na exclusdo de tamanho, ou em
qualguer outra propriedade de separacdo eficaz. O método
também pode incluir a anadlise das fracgdes para determinar
a presenca de uricase tetramérica e/ou da auséncia de
agregados de uricase. Por exemplo, essa analise pode
incluir a cromatografia liquida de alto desempenho (HPLC),
outros métodos cromatograficos, dispersdo luminosa,
centrifugacdo e/ou electrofcrese. Num aspecto desta forma
de manifestacdo, a uricase tetramérica purificada pode
conter menos de aproximadamente 10% de agregados de
uricase.

Breve Descrigido dos Desenhos

A Figura 1A mostra a retencdo da actividade pela uricase
PEGilada de Candida wutilis, em funcdo do nUmero de
filamentos de PEG acoplados por sub-unidade.

A Figura 1B mostra a retencdo da actividade pela uricase
PEGilada de Candida utilis, em funcido da massa total de PEG
acoplada por sub-unidade.



A Figura 2A mostra a retencdo da actividade pela uricase
PEGilada do figado de suino, em funcdo do numero de
filamentos de PEG acoplados por sub-unidade.

A Figura 2B mostra a retencdo da actividade pela uricase
PEGilada do figado de suino, em fun¢do da massa total de
PEG acoplada por sub-unidade.

A Figura 3A mostra a retencdo da actividade pela uricase
quimérica de porco-babuino (PBC) PEGilada, em fungdo do
numero de filamentos acoplados por sub-unidade.

A Figura 3B mostra a retencdo da actividade pela uricase de
PBC PEGilada, em funcdo da massa total de PEG acoplada por
sub-unidade.

A Figura 4A mostra a retencdo da actividade pela uricase
PEGilada de Aspergillus flavus, em funcdo do ntmero de
filamentos de PEG acoplados por sub-unidade.

A Figura 4B mostra a retencdo da actividade pela uricase
PEGilada de Aspergillus flavus, em funcdo da massa total de
PEG acoplada por sub-unidade.

A Figura b5A mostra a retencdo da actividade pela uricase de
ndédulo de raiz de soja recombinante PEGilada, em func&o do
nimero de filamentos de PEG acoplados por sub-unidade.

A Figura 5B mostra a retencdo da actividade pela uricase de
noédulo de raiz de soja recombinante PEGilada em funcdo da
massa total de PEG acoplada por sub-unidade.

A Figura 6 mostra as sequéncias de aminocdcidos deduzidas da
uricase quimérica de porco-babuino (uricase de PBC), da
uricase de PBC que ¢é truncada nos terminais amino e
carboxila (PBC-NT-CT) e da uricase de suino que contém as
mutacdes RZ91K e T301S (uricase de PKS), comparadas com as
sequéncias de suino e babuino.

A Figura 7 mostra a actividade da uricase no soro de
camundongo, 24 horas depois de cada uma (entre quatro ou
cinco) das injeccBes intraperitoneais de uricase de PBC
modificada com PEG, em relacdo ao valor 24 horas depois da
primeira injecgéo.

A Figura 8 mostra a relacdo inversa entre a actividade da
uricase de PBC modificada com PEG, injectada no soro de um
camundongo com deficiéncia de uricase, e as concentracdes
de &cido Girico no soro e na urina.

A Figura 9 mostra a gravidade decrescente de um defeito de
concentracdo na urina, em camundongos com deficiéncia 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 camundongos com 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 4acido TUrico, tal <como visualizada pela
microscopia de ressondncia magnética, em camundongos com
deficiéncia em uricase (uox -/-) que foram tratados com
uricase de PBC modificada com PEG.

A Figura 12 mostra o aclaramento acelerado da circulacdo de
camundongos BALB/c do octdmero de uricase de PBC injectado,
comparado com © tetrlmero, quando ambos foram acopladecs a
cinco a seis filamentos de PEG de 10 kDa por sub-unidade.

Descrigao Detalhada das Formas de Realizacdo Preferidas

A presente invencdo apresenta conjugados aperfeicoados de
polimeros,de preferéncia de poli(etioleno glicéis) ou de
poli(etileno Oxidos) sollvels em &gua, com uricases. A
invencdo também apresenta compcsicgdes farmacéuticas dos
conjugados aperfeicoados. Esses conjugados sd0
substancialmente n&o imunogénicos e retém pelo menos 75%,
de preferéncia 85%, e de maior preferéncia 95% ou mais, da
actividade uricolitica da enzima ndo modificada. As
uricases apropriadas para a conjugacéo em polimeros
soliveis em 4&gua incluem as wurate 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 activas da
uricase. Os polimeros solUveis em agua apropriados para ©
uso na presente invencdo incluem poli(etileno glicdis) ou
poli(etileno 6xidos) lineares e ramificados, todos
geralmente conhecidos como PEGS. Os exemplos de PEG
ramificado sdo o© ©objecto da Patente FEstados Unidos
5.643.575. Um exemplo preferido de PEG linear &
monomet6xi-PEG, de estrutura geral CH30-(CH;CHz0),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
sequéncias de uricase de figado de porco e figado de



babuino, tendc sido ambas determinadas primeiramente por
Wu, et al., (1989). Um exemplo dessa uricase quimérica
contém os primeiros 225 aminocdcidos da sequéncia de uricase
de suino (SEQ ID NO.: 1) e os ultimos 79 amincédcidos da
sequéncia de uricase de babuino (SEQ ID NO.: 2) (uricase de
porco-babuino, ou uricase de PBC; veja a Figura 6). Um
outrc exemplo dessa uricase guimérica contém os residuos 7-
225 da sequéncia de suino (SEQ ID NO.: 1) e os residuos
226-301 da sequéncia de babuino (SEQ ID NO.: 2); isto &
equivalente & uricase de PBC que é truncada nos terminais
amino e carboxila (PBC-NT-CT; veja a Figura 6). Um outro
exemplo dessa uricase quimérica contém os primeiros 288
aminocacidos da sequéncia de suino (SEQ ID NO.: 1) e os
tltimos 16 amincécidos da sequéncia de babuino (SEQ ID NO.:
2). Uma vez que a Ultima sequéncia difere da sequéncia 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 ¢é 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 outro sitio com potencialidade de PEGilacdo do que
a segquéncia de suino ou de babuino.

Os ADNs para véarias wuricases de mamiferos, incluindo a
uricase de PBC, a uricase de PKS e uma do tipo de bkabuino
recombinante, foram subclonados, e as condig@es Optimas
foram determinadas para a expressdo em E. coli, ao serem
utilizados métodos-padréo. Veja Erlich, HA, (Ed.) (1989)
PCR Technology. Principles and Applications for ADN
Amplification. New York: Stockton Press; Sambrook, J,
et al., (1989) Molecular C(Cloning. A Laboratory Manual,
Second Edition. Cold Spring Harbor, NY: Cold Spring Harbor
Laboratory  Press. As uricases recombinantes foram
extraidas e purificadas, e as suas estabilidade e
actividade foram avaliadas usando uma modificacdo de
ensaios-padréo. Veja Fridovich, I, (196b5) J Biol Chem
240:2491-2494; Nishimura, et al., (1979), e o Exemplo 1.

Numa das formas de manifestacdo da invencdo, a uricase pode
ser conjugada através de uma ligacdo covalente atodxica
biologicamente estdvel, a um numero relativamente pequeno
de filamentos de PEG. Essas ligagdes podem incluir
ligagdes uretano (carbamato), ligacdes amina secundara, e
ligacdes amido. Varios PEGs activados apropriados para



essa conjugagdo estdo disponiveis comercialmente na
Shearwater Polymers, Huntsville, AL.

Por exemplo, as ligac¢bes uretano para a uricase podem ser
formadas mediante a incubacido da uricase na presenga do
derivado de carbonato de succinimidila (SC) ou de carbonato
4-nitrofenila (NPC) de PEG. A SC-PEG pode ser sintetizada
usando © procedimento descrito na patente Estados Unidos
5.612.460, que esta aqui incorporada a titulo de
referéncia. A NPC-PEG pode ser sintetizada ao fazer reagir
0 PEG com cloroformato de 4-nitrofenila, de acordo com 0sS
métodos descritos em Veronese, FM, et al., (1985) Appl
Biochem Biotechnol 11:141-152, e na patente Estados Unidos
5.286.¢37, que estd aqui incorporada a titulo de
referéncia. Os métodos descritos na patente '637 séo
adaptados a PEGs de um peso molecular mais elevado,
mediante o© ajuste das concentracdes dos reagentes para
manter uma estequiometria semelhante. Um método
alternativo da sintese de NPC-PEG é descrito por Biittner,
W., et al., Relatdério Descritivo de Patente Alemd 279 486
Al.

As ligacbes amido para a uricase podem ser obtidas usando
um éster de N-hidrdéxi succinimida de um derivado de &acido
carboxilico de PEG (Shearwater POlymers). As ligacdes
amina secunddria podem ser formadas usando 2,2,2-trifluoro
etano sulfonil PEG (tresil PEG; Shearwater Polymers) ou
mediante a alquilagdo redutiva usando 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 numerco méximo de filamentos do PEG que
foram acopladas por sub-unidade, ao reter pelo menos 75% da
actividade uricolitica da enzima ndo 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 condicgdes
do ensaio no Exemplo 1 e os resultados nas Figuras 1A-5B).
A Gltima extensao de PEGilacéo corresponde a
aproximadamente um terc¢o dos grupos amino totais. Numa das
formas de manifestacdo da invencdo, © nuUmero médio de
filamentos de PEG acoplados por sub-unidade de uricase fica
entre dois e dez. Numa forma de manifestacdo preferida, o
numero médio de filamentos de PEG acoplados por sub-unidade
de uricase fica entre trés e oito. Numa forma de



manifestacdo mais preferida, o nlimerc médio de filamentos
covalentemente ligados de PEG por sub-unidade de uricase
fica entre quatro e seis. Numa outra forma de
manifestacdo, o peso molecular do PEG utilizado para a
reac¢do de acoplamento fica entre 5 kDa e 100 kDa, de
preferéncia entre 10 kDa e 60 kDa, e de maior preferéncia
entre 20 kDa e 40 kDa tal como, por exemplo, 30 kDa.

H4a diversos factores que podem afectar a escolha do peso
molecular e o numerc o6ptimo de filamentos de PEG para
acoplar a uma determinada forma de uricase. Geralmente, a
reducdo ou a eliminacdo da capacidade imunogénica sem perda
substancial da actividade wuricolitica pode reguerer o
acoplamentoc de relativamente mais filamentos de PEG com um
peso molecular mais baixo, em comparagdo a relativamente
pouccs filamentos de PEG com um peso molecular mais
elevado. Por exemplo, seis filamentos de PEG de 20 kDa por
sub-unidade ou quatro filamentos de PEG de 30 kDa por sub-
unidade puderam ter uma eficdcia Optima. Do mesmo modo,
cada forma diferente de uricase pode ter um valor &ptimo
diferente nc que diz respeito ao tamanho e ao numero de
filamentos. Veja as Figuras 1A-5B.

A conjugacdo de PEG tornou todas as uricases testadas
solivels e estavels nos tampdes ao pH fisioldgico, sem a
adicdo de um andlogo ou inibidor de substrato, tal como a
§-azaxantina, que é wutilizada como um estabilizante na
uricase fungica (Uricozyme®) vendida pela Sanofi Winthrop
em Franca e na Itédlia. Dois conjugados diferentes de
uricase de PBC, um contendo aproximadamente seis filamentos
de PEG de 10 kDa por sub-unidade e o outro contendo
aproximadamente dois filamentos de PEG de 19 kDa por sub-
unidade, zretiveram uma actividade significativa apds a
incubacdo em soro de camundongo por mais de um més a 37°C.
Além disso, diversos conjugados da presente invencédo
tiveram uma semi-vida em <circulacdo nos camundongos
superiores a 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., (1981l); Fuertges, F,
et al., (1990) J Contr Release 11: 139-148; Fujita, T,
et al., (1991) J Pharmacobiodyn 14:623-629. Semi-vidas
mais longas de drogas injectadas de proteina tornam estas
mais econdémicas e podem levar a uma melhor compatibilidade



com o paciente. A semi-vida prolongada é também indicativa
de produtos que sdao melhor tolerados pelo corpo.

Quando o0s conjugados de PEG da uricase de PBC foram
preparados a partir da forma tetramérica purificada da
enzima (quatro sub-unidades de 35 kDa), apresentaram uma
capacidade imunogénica muito reduzida em camundongos
(Figura 7), ao contrario da capacidade imunogénica moderada
dos conjugados de PEG de formas maiores de enzima (por
exemplo, octameros da sub-unidade de 35 kDa; veja a
Figura 12), e a capacidade imunogénica muito elevada da
enzima n&oc modificada. As injeccbes repetidas em
camundongos com deficiénecia em uricase com a PEG-uricase da
presente invencdo eliminaram a sua hiperuricemia por mais
de dois meses e protegeram a estrutura e o funcionamento
dos seus rins contra os danos relacionados com o acido
trico (Figuras 8-11).

As injeccdes de conjugados inteiramente activos da uricase
de PBC com o PEG de 10 kDa (Figuras 3A-3B) reduziram
drasticamente a hiperuricemia de camundongos com
deficiéncia de uricase homozigdticos (Figura 8). Os niveis
de A4cidos Urico na urina foram também drasticamente
reduzidos em todos os camundongos com deficiéncia em
uricase, tratados com a uricase de PBC modificada com PEG.
Os camundongos com deficiéncia em uricase receberam uma
série de injecgdes com um preparado de PEG-uricase,
semelhante ao utilizado para obter os dados na Figura 8.
Esse tratamento reduziu a gravidade de um defeito de
concentracdo na urina, tal como foi demonstrado por
medicdes da osmolalidade da urina em condig¢Bes normais e
apds um periodo de doze horas sem agua (Figura 9), e pelo
seu consumo de 4agua e saida na urina (Figura 10), em
comparacdo com as medic¢dess correspondentes em camundongos
geneticamente semelhantes ndo tratados. Também foi
demonstrado que dez semanas de tratamento, iniciado nos
primeiros dez dias de vida, de camundongos knockout (de
queda) com deficiéncia em uricase homozigbéticos (uox -/-)
com uma PEG-uricase da presente invencdc, diminuiram a
gravidade da rotura da arquitectura renal induzida por
urate, tal como foi wvisualizado pela microscopia de
ressondncia magnética (Figura 11). Para os métodos de
microscopia, veja Hedlund, LW, et al., (1991) Fund Appl
Toxicol 16:787-797; Johnson, GA, et al., (1992) in JC Gore,



(Ed.), Reviews of Magnetic Resonance 1in Medicine, Vol. 4
(pp. 187-219) New York: Pergamon Press.

Os  preparados purificados de uricases naturais e
recombinantes contém geralmente uma mistura de agregados de
enzima, além da forma (140 kDa) tetramérica. A percentagem
de cada preparado de uricase que estd na forma tetramérica
varia geralmente de, aproximadamente, 20% a 90%. Apesar da
evidéncia que os agregados ndo PEGilados de diversas outras
proteinas s&o 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 esforco para limitar o teor dos agregados, sugerindo
que a capacidade imunogénica ©potencial dos agregados
modificados pela PEG ndo foi levada em consideracdo. Com
base nas observacbes dos autores da presente invencdo,
parece provavel que esses agregados estejam presentes nos
preparados de enzima utilizados para as sinteses

precedentes de PEG-uricase. A sua presenga pode ter
dificultado a tarefa de preparar conjugados nao
imunogénicos. Também parece que as grandes perdas da

actividade uricolitica, observadas em esforgos precedentes
para PEGilar & uricase, estavam relacionadas com o grande
nimero de filamentos de PEG de baixo peso molecular que
foram acoplados. Por outro lado, os métodos de purificacéo
e PEGilacdo da uricase aqui descritos permitem a ligacgédo
covalente de até dez filamentos de PEG por sub-unidade ao
passo gue retém mais de 75% da actividade uricolitica, pelo
menos para determinadas uricases, por exemplo, a uricase
quimérica de porco-babuino e a enzima de A. flavus (veja as
Figuras 3A e 4A).

Numa outra forma de manifestacéo 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
aproximadamente 9 e 10.5, de preferéncia de 10.2, antes da
conjugacao do preparado de uricase resultante,
substancialmente tetramérico. O peso molecular da uricase
em cada fraccdo da coluna preparativa pode ser monitorado
por qualquer técnica analitica dependente de tamanho,
incluindo, por exemplo, a HPLC, a cromatografia de excluséo
de tamanho convencional, a centrifugacdo, a disperséo
luminosa, a eletroforese capilar ou a eletroforese com gel



num tampdoc ndo desnaturante. Para a uricase tetramérica
isclada usando a cromatografia de exclusdo de tamanho, as
fracgcbes que contém somente a forma de 140 kDa da enzima
podem ser agrupadas e utilizadas para a conjugac¢do em PEG.
Para a uricase tetramérica isolada usando a cromatografia
de troca de ions, as fraccgdes da coluna de troca de ions
podem ser analisadas quanto ao tamanho para se determinar
quais as fracgdes que 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,
apresentar valores tdo reduzidos como 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 PRC
maiores do que o tetrdmero sido altamente imunogénicas nos
camundongos (Figura 12). Além disso, nos camundongos gque
tinham sido injectados uma vez com os conjugados de PEG de
agregados de uricase, a actividade uricolitica nas
injeccB8es subsequentes, tanto de tetrémeros PEGilados
quanto de agregados PEGilados, foi retirada rapidamente de
circulacéo. Por outro lado, os conjugados preparados a
partir de uricase contendo menos de 5% de agregados podiam
ser reinjectados muitas vezes sem nenhuma aceleracgdo das
suas taxas de aclaramento (Figura 7) e sem a formacgdo
detectavel de anticorpos, conforme medido por um
imunoensaio ligado por enzima sensivel. 0 emprego de
uricase tetramérica altamente purificada distingue ainda
mais os conjugados aperfeicoados da presente invencido dos
preparados de PEG-uricase descritos anteriormente. Por
outro lado, a presen¢ga de uma propor¢do significativa (por
exemplo, > 10%) dos agregados nos preparados de uricase
utilizados por alguns pesquisadores precedentes pode ter
conduzido ao acoplamento de um grande nimero de filamentos
de PEG nos esforcos para suprimir a capacidade imunogénica.
Consequentemente, a actividade enzimatica dos conjugados
resultantes foil diminuida substancialmente. Noutras formas
de manifestacdo, a presente invencgdo contempla
expressamente a uricase PEGilada na forma ndo tetramérica,
tais como, por exemplo, dimeros de uricase, contanto que os
preparados de tal uricase conjugada retenham, pelo menos,
aproximadamente 75% da sua actividade uricolitica e sejam
substancialmente ndo imunogénicos.



Numa outra forma de manifestacdoc da presente invencdo, é
apresentada uma uricase de figado de babuino mutada de
poténcia inesperadamente aumentada, em relacdo a da enzima
ndo mutada. Essa uricase de primata aperfeicoada foi
preparada através de técnicas de ADN recombinante
convencionais. Foi particularmente inesperado que a
substituicdo de um Unico residuo de aminodcido (histidina
em lugar de tirosina na posig¢do 97) na uricase de babuino
resultaria num aumento substancial na actividade enziméatica
especifica. Quando expressa em E. coli, verificou-se que
essa proteina mutante apresenta, pelo mencs, uma actividade
especifica 60% mais elevada do que a enzima de babuino
recombinante da qual ela foi derivada.

Numa outra forma de manifestacdo, a actividade especifica é
aumentada e/ou a solubilidade da enzima ndo PEGilada é
aumentada mediante a expressdo de variantes truncadas das
uricases quiméricas de suino ou de de suino-babuino, das
quais, pelo menos, 08 primeiros seis amincdcidos no
terminal amino e/ou, pelo menos, 0os ultimos  trés
aminocdcidos no terminal carboxila sdo suprimidos das
proteinas expressas (veja a Figura 6). As uricases
recombinantes com o truncamento do terminal carboxila podem
ter uma melhor solubilidade antes da PEGilacdo devido a
remocdo da sequéncia- alvo peroxisomal. Veja Miura, S,
et al., (1994) Eur J Biochem 223:141-146.

Os conjugados de PEG-uricase da presente invencdo sdo Uteis
para baixar os niveis de acido UGrico nos fluidos corpdreos
e tecidos dos mamiferos, de preferéncia dos seres humanos,
e desse modo podem ser utilizados para o tratamento dos
niveis elevados de &cido Grico associados as condigbes gque
incluem a gota, calculos artriticos, insuficiéncia renal,
transplante de 06rgdos e doenca maligna. 0s conjugados de
PEG-uricase podem ser injectados num mamifero que tem
niveis de 4acido Urico excessivos, por uma de varias vias,
incluindo as wvias intravenosa, subcuténea, intradérmica,
intramuscular e intraperitoneal. Alternativamente, podem
ser ministrados em aerossol e inalados. Veja Patton, JS,
(199¢) Adv Drug Delivery Rev 19:3-36 e a patente Estados
Unidos 5.458.135. A dose eficaz de PEG-uricase da presente
invencdo vai depender do nivel de &cido Grico e do tamanho
do individuo. Numa forma de manifestacdo deste aspecto da
invencdo, a PEG-uricase é administrada num excipiente ou



diluente farmaceuticamente aceitdvel, numa gquantidade que

varia entre aproximadamente 10 ug e aproximadamente 1 g.
Numa forma de manifestacdo preferida, a quantidade

administrada fica entre aproximadamente 100 pug e 500 mg.
De maior preferéncia, a uricase conjugada & administrada
numa 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 formas de manifestacdo referem-
se a quantidade de proteina no conjugado.

As formulagdes farmacéuticas gue contém PEG-uricase podem
ser preparadas através de técnicas convencionais, por
exemplo, conforme descritos em Gennaro, AR (Ed.) (1990)
Remington’s Pharmaceutical Sciences, 18th Edition, Easton,
PA: Mack Publishing Co. 0Os excipientes apropriados para a
preparacdo de solugbes injectaveis incluem, por exemplo,
soro fisioldgico tamponado com fosfato, solugdo de Ringer
lactada, 4agua, polidéis e glicerol. As composicdes
farmacéuticas para a injeccdo parenteral compreendem
liquidos aquosos e ndo aquosos estéreis, dispersdes,
suspensdes e emnulsdes farmaceuticamente aceitdveis, bem
como pods estéreis para a reconstituigdo em solugdes ou
dispersdes 1injectaveis estéreis, imediatamente antes do
uso. Essas formulagdes podem conter componentes adicionais
tais como, ©por exemplo, conservantes, solubilizantes,
estabilizantes, agentes umectantes, emulsificantes,
tampdes, antioxidantes e diluentes.

A PEG-uricase pode também ser ministrada sob a forma de
composicBes de liberacdo controlada para implante num
individuo, para controlar continuamente os niveis de acido
Urico elevados nos fluidos corpbdreos. Por exemplo, o acido
poliléactico, 4cido poliglicélico, coldgeno regenerado,
poli-L-lisina, alginato de sdédio, goma de gelana,
quitosana, agarose, lipossomas multilamelares e muitas
outras formula¢bdes de armazenagem convencionals compreendem
materiais Dbioerodiveis ou biodegradaveis que podem ser
formulados com composi¢des biologicamente activas. Estes
materiais, quando implantados ou injectados, enfraquecem e
liberam gradualmente o material activo no  tecido
circunvizinho. Por exemplo, um método de encapsulacdo de
PEG-uricase compreende o método apresentado na patente
Estados Unidos 5.653.974. O emprego de formulacdes
bioerodiveis, biodegradaveis e outras de armazenagem é



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

As composicbes farmacéuticas de PEG-uricase da invencéo
irdo diminuir a necessidade de hemodidlise nos pacientes
com risco elevado de falha renal induzida por urate, por
exemplo, o0s receptores de transplantes de oérgdos (veja
Venkataseshan, VS, et al., (1990) Nephron. 56:317-321) e os
pacientes com algumas doencas malignas. Nos pacientes com
grandes actmulos de urate cristalino (cadlculos artriticos),
essas composicdes farmacéuticas irdo melhorar a qualidade
de vida mais rapidamente do que os tratamentos actualmente
disponiveis.

0Os seguintes exemplos ilustram os varios aspectos acima
apresentadoes. Estes exemplos descrevem PEG-uricases
preparadas através do acoplamento de derivados de PEG (ou
seja, eletrofilicos) de diversos tamanhos e composicdes com
as uricases de suino, flUngicas ou bacterianas de ocorréncia
natural, ou com as uricases quiméricas de soja, suino ou
porco-babuino recombinantes. 0s resultados dos estudos da
actividade, da solubilidade, da estabilidade,
farmacocinéticos, farmacodindmicos e imunoldgicos estéo
incluidos. 0Os dados nas Figuras 8-11 fornecem a evidéncia
da capacidade da uricase de PBC modificada com PEG da
presente invencao, corrigir a hiperuricemia e a
hiperuricosuria e preservar a estrutura e a funcdo renal
num modeloc  animal, em que a hiperuricemia e a
hiperuricosturia ocorrem e causam graves danos renais. Wu,
X, et al., (1994) Proc Natl Acad Sci USA 91:742-746¢. Estes
exemplos fornecem a orientacdo a um elemento versado na
técnica para a producdo dos conjugados substancialmente néo
imunogénicos de uricase, que retém pelo menos
aproximadamente 75% da actividade uricolitica da enzima ndo
modificada.



EXEMPLO 1

Purificacdo da forma tetramérica de uricase

A forma tetramérica de uricase (peso molecular de
aproximadamente 140 kDa) foi purificada a partir de uma
solugdo de uricase de figado de suino, através de
cromatografia preparatdéria de exclusdo de tamanho ou de
troca 1dénica, seguida por cromatografia analitica de
exclusdo de tamanho. A uricase de figado de suino foi
obtida na Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, catdlogo nlmero
U2350 ou U3377; e na Boebringer Mancheim, Indianopolis, IN.

As cromatografias preparatdéria e analitica de exclusdc de
tamanho foram realizadas a um pH de 10-10,5, de preferéncia
de 10,2, em 10 mM de tamp&o de carbonato de sddio contendo
NaCl 0,1M em colunas Superdex 200, as qgquals foram
calibradas previamente com proteinas de peso molecular
conhecido. As Superdex foram obtidas na Amersham
Pharmacia, Piscataway, NJ. Qualgquer tampdo pode ser
utilizado, desde que seja capaz de manter o pH desejado e
seja compativel com a quimica a ser utilizada para o
acoplamento subsequente de PEG. Tais tampdes sdo bem
conhecidos no estado da  técnica. A absorbancia
ultravioleta do eluato proveniente da coluna preparatdria
foi monitorada a 280 nm, e porgdes contendo uricase do
eluato correspondente ao peso molecular da forma
tetramérica desejada, mas sem uma espécie de peso molecular
mais elevado, foram colectadas para o uso na sintese de
PEG-uricase substancialmente n&o imunogénica, conforme
descricdo no Exemplo 2. Alternativamente, as formas
tetraméricas de uricase podem ser isoladas através do uso
de outros meios de exclusdo de tamanho tais como, por
exemplo, Superose 12 (Amersham Pharmacia) ou algum outro
meio que seja compativel com solugdes moderadamente
alcalinas e que tenha wuma capacidade apropriada de
fracionamento de tamanho. Tais meios sdo de
disponibilidade imediata e s&o bem conhecidos no estado da
técnica.

A cromatografia de troca idénica 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 tamp&o de carbonatoc de sédio 0,1 M.
Qualguer 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 idénica suficientemente
baixa, para permitir o adsorcdoc de uricase a coluna. Tais
tampdes sdo bem conhecidos no estado da técnica.
A absorbincia ultravioleta do eluato foi monitorada a 280
nm, durante a eluicdo de uricase da resina de troca idénica,
pelo aumento da forcga idnica da solucdo de tampdo aplicada,
como por exemplo, por um gradiente linear de 0 a 0,5 M NaCl
no tampido de carbonato de sbédio. A HPLC por exclusido de
tamanho foi entdo utilizada para identificar as fraccgdes do
eluato que contém a forma tetramérica desejada de uricase,
sem agregados detectéveis, para a sintese de uricase-PEG
substancialmente ndo imunogénica. Alternativamente, a
forma tetramérica de uricase pode ser isolada através do
uso de outros meios de troca idnica, tal como Q-Sepharose
(Amersham Pharmacia) ou gqualguer outro meio que seja
compativel com solucles moderadamente alcalinas. Tals meios
sdo de disponibilidade imediata e sdc bem conhecidos no
estado da técnica.

A actividade de uricase foi analisada através do uso de uma
modificacdo de métodos-padrio. Vide, por exemplo,
Fridovich (1965); Nishimura, et al., (1979). As solucgbdes
de é&cido tUrico foram preparadas na hora, diariamente, em
tampdo de borato de sédio 50 mM, a um pH de 92, para se
obter concentracdes finais na analise de 6-150 uM. Os
preparados de uricase foram diluidos neste tamp&do de borato
que contém albumina de soro bovino (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, catdlogo No. A-7030), de modo que a concentracio
final de albumina na andlise ficou sendo de 0,1 mg/mL.
Apdés a mistura de vérias diluigbes da enzima com o©
substrato nas cavidades de uma placa de microtitulacdo num
leitor de microplacas, a taxa de desaparecimento do &acido
Urico a 25°C foi monitorada a 292 nm, de quatro em 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 diminuic&o na
absorbéncia por minuto. Uma unidade internacional (IU) da
actividade da wuricase é definida como a guantidade de
enzima que consome um micromole de acido Grico por minuto;
as actividades especificas sdo expressas como IU/mg de
proteina. Alguns dos dados para as actividades relativas
de uricase das Figuras 1A-5B foram obtidos através do uso



de 100 uM de &cido Urico na analise. Qutros resultados para
a velocidade em 100 uM de Aacido udrico (Vig) foram
calculados a partir dos valores da constante de Michaelis
(Ky) e da velocidade méxima (Vnax) para as respectivas
preparacdes da enzima, através do uso da férmula:

Vigo= 100 X Vpax / (Kyt+ 100)

onde Ky é expresso em unidades micromolares.
EXEMPLO 2

Acoplamento de PEG & uricase tetramérica de suino

A uma solucdo 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 activo de monometéxi PEG, como por exemplo, O
carbonatc 4-nitrofenil (NPC-PEG), de varios tamanhos (de 5
kDa a 30 kDa), foi adicionado para cada mole de sub-unidade
de uricase (peso molecular de 35 kDa). Estes e outros PEGs
activos apropriados estdo disponiveis na  Shearwater
Polymers. As instrucgdes para acoplar estes PEGs as
proteinas sdo fornecidas no catadalogo da Searwater Polymers,
no endereco da Internet www.swpolymers.com, e por JM

Harris, et al., (Eds.) (1997) Poly(ethylene glycol)
Chemistry and Biological Applications. ACS Symposium Series
680, Washington, DC: American Chemical Society. A reaccéo
do acoplamento foi continuada a 0-8°C, até a extensdo do
acoplamento de PEG que ndo mudou mais de forma
significativa com o tempo. O PEG que ndo reagiu foi entéo
removido do produto da reaccdo por meio de cromatografia
e/ou de ultrafiltracéo.

O nUmero de filamentos de PEG acoplado por sub-unidade de
uricase fol determinado através de uma adaptacdo 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

reaccdo de PEGilac&o ou fracgdes das colunas preparatdrias
de troca idénica ou por exclusdo de tamanho, foram
caracterizadas por meio de HPLC analitica por exclusdo de
tamanho numa coluna de TSK 5.000 PWy, & temperatura
ambiente, em tampdo de carbonato de sdédio 10 mM, a um pH de



10,2, contendo NaCl 0,1M. A coluna da HPLC fci obtida na
TosoHaas, Montgomeryville, PA. As proteinas e os PEGs foram
monitorados por detectores de indice de refraccdo e de
absorbéncia de radiagdo ultraviocleta. A quantidade de
proteina no conjugado foi calculada a partir da absorbancia
de radiacdo ultravioleta em relacgdo a da uricase-padrido ndo
modificada apropriada. A quantidade de PEG no conjugado foi
entdo calculada, a partir da &rea do pico do indice de
refracgdo, corrigida para a contribuic¢do da proteina no
indice de refraccdo, em relacdo a area do pico do indice de
refraccdo-padrédo apropriado de PEG.

A Figura 2A mostra a retencdo de actividade pela uricase de
figado de suino PEGilada, como uma funcdo do numero de
filamentos de PEG acoplado por sub-unidade. 0Os dados dos
autores da presente invencdo (A, 0O) sdo comparados com 08
de Chen, et al., (1981). O ponto de dados dentro de um
circulo grande denota um conjugado relatado para ser néo
imunoreactivo, por Chen, et al., (1981l). Conforme mostrado
na Figura 24, os conjugados de uricase tetramérica de suino
com até seis filamentos de PEG de 30 kDa por sub-unidade ou
até sete filamentos de PEG de 5 kDa por sub-unidade
retiveram pelo menos 75% da actividade da enzima nao
modificada. O aumento aparente na actividade especifica,
com um nimero crescente de filamentos de PEG de 5 kDa ou de
30 kDa (até aproximadamente quatro filamentos por sub-
unidade) pode reflectir a insolubilidade ou a instabilidade
relativa da enzima ndo modificada, em comparacdc com OS
conjugados. Conforme mostrado na Figura 2B, os conjugados
de wuricase de suino com uma média de mais de trés
filamentos de PEG de 30 kDa por sub-unidade contém uma
massa maior de PEG do que foi considerado suficiente para
impossibilitar a capacidade zreactiva, por Chen, et al.
(1981) .

EXEMPLO 3

Propriedades dos conjugados de PEG de uricase de PBC
tetramérica recombinante

O ADN da wuricase quimérica de porco babuino (PBC) foi
subclonado no vector de expressdo pET3d (Novagen, Madison,
WI) e a construcdo resultante de plasmideo fol transformada
e expressada num filamento de Escherichia coli



BL21 (DE3)pLlysS  (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.,
(BEds.), (1997) Short Protocols in Molecular Biology. New
York: John Wiley & Sons.

A Figura 6 mostra a sequéncia de aminoacidos deduzida de
uricase de PBC (aminoacidos 1-225 da SEQ. ID. No.: 1 e
amincacidos 226-304 da SEQ. ID. No.: 2), em comparacdo com
as sequéncias de suino (SEQ. ID. No.: 1) e de babuino (SEQ.
ID. No.: 2). Os residuos na sequéncia de babuino que
diferem dos que estdo presentes na sequéncia de suino, sdo
mostrados em negrito. As sequéncias de suino e de babuino
foram primeiramente determinadas por Wu, et al., (1989) e
confirmadas pelos autores da presente invencdo. A SEQ. ID.
No. 1 é idéntica ao Numero de Acesso pl6l64 do GenBank, com
excepgdo da ausénecia do residuo inicial de metionila na
sequéncia do GenBank. A SEQ. ID. No. 2 é idéntica ao
Nimero de Acesso p25689 do GenBank, com excepcdo da
auséncia do residuo inicial de metionila e de uma
substituicdo de histidina por treonina, no residuo 153 na
sequéncia do GenBank (residuo 154, na Figura 6).

A forma tetramérica de uricase de PBC foi 1isolada e
acoplada aos PEGs de varios pesos moleculares, conforme
descrito nos Exemplos 1 e 2. 0s conjugados preparados com
0 PEG de 5 kDa, de 10 kDA, de 19 kDa ou de 30 kDa continham
até dez filamentos de PEG, por sub-unidade. 0Os conjugados
preparados com ©s PEGs de, pelo mencs, 10 kDa, retiveram
mais do que 95% da actividade 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 sub-unidade, s&o ilustradas nas figuras
indicadas: a falta do capacidade imunogénica (Figura 7) e a
eficdcia em camundongos com deficiéncia de uricase em:
1) correccdo de hiperuricemia e hiperuricostria (Figura 8);
2) diminuicdo da gravidade de um defeito de concentracgdo de
urina (Figura 9), e 3) diminuicdo da gravidade de diabetes
insipidus nefrogénico (Figura 10). Adicionalmente, essa
PEG-uricase diminuiu a gravidade dos danos renais
relacionados com o &cido trico, conforme visualizacido por



microscopia por ressondncia magnética (Figura 11).

A Figura 7 mostra a actividade de uricase de PBC no soro de
camundongo, 24 horas apdés cada uma das quatro ou cinco
injec¢des intraperitoneais de PEG-uricase, em relacgdo ao
valor de 24 horas apds a primeira injecgdo. 0s conjugados
de PEG foram preparados a partir de trés preparados
diferentes de wuricase de PBC, através do uso de duas
técnicas diferentes para a activacido de PEG. Um preparado
(#) foi testado em camundongos com deficiéncia de uricase
(uox -/-); o0s outros dois (A, W) foram testados em
camundongos normais BAIB/c. O preparado mais imuncreactivo
(A) foi preparado a partir de uricase 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 sub-unidade, através do uso do derivado do
carbonato de succinimidila de PEG (SC-PEG). Zalipsky,
patente Estados Unidos 5.612.460, aqui incorporada a titulo
de referéncia. O preparado moderadamente imunoreactivo (H)
fol preparado por meio do acoplamento de um preparado de
uricase de PBC que contém 11% dos agregados numa média de
dois filamentos de PEG de 19 kDa por sub-unidade, através
do uso de um derivado de carbonato de 4-nitrofenila de PEG
(NPC-PEG) . Sherman, et al., (1997). 0 conjugado menos
imunoreactivo (e) foi preparado por meio do acoplamento de
uma média de seis filamentos NPC-PEG de 10 kDa por sub-
unidade, numa preparacido de uricase de PBC, que contém a
uricase agregada inferior a 5%.

A Figura 8 mostra a relacdo inversa entre as concentracdes
do &cido Urico no soro e na urina e a actividade de PEG-
uricase injectada no soro (uox -/-) de um camundongo com
deficiéncia de uricase. Injecgdes 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 sub-
unidade da enzima.

A Figura 9 mostra gque o tratamento de camundongos com
deficiéncia de uricase com a uricase de PBC modificado pela
PEG diminuiu a gravidade de um defeito de concentracdo de
urina. O desvio médio e padrdo dos dados para a
osmolalidade da urina é mostrado para dois camundongos, gue
contém uma cépia do gene de uricase de murino normal (uox
+/=), seis camundongos com deficiéncia de uricase



homozigdéticos ndo tratados (uox —/-) e seis camundongos com
deficiéncia de uricase homozigéticos que foram injectados
dez vezes, entre o terceiro e o septuagésimo segundo (722)
dia de wvida, ou com 95 ou 190 mIU de PEG-uricase. Os
camundongos de cada base genética ou receberam Aagua ad
libitum (barras solidas) ou foram privados de agua durante
doze horas (barras hachuriadas) antes da coleta de sua
urina.

A Figura 10 mostra gue o tratamentc 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
08 mesmos que os da Figura 9. O desvio médio e padrdo de
consumo didrio 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 tratamentc de camundongos com
deficiéncia de uricase de PBC modificada por PEG diminuiu a
gravidade da nefropatia induzida por &cido Urico, conforme
visualizacdo por microscopia por ressondncia magnética. Os
conteldos genéticos dos trés grupos de camundongos e 0
protocolo de tratamento foram os mesmos que agqueles da
Figuras 9 e 10. A microscopia por ressonadncia magnética
foi executada no Center for in vivo Microscopy, Duke
University Medical Center, Durham, North Carolina.

Além dos resultados resumidos nas Figuras de 8 a 11, foi
demonstrado que os niveis de &acido Grico na urina de todos
os camundongos com deficiéncia de uricase diminuiram
drasticamente, apds 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 mecdificada
por PEG, a forma octamérica (peso molecular = 280 kDa),
mesmo quando extensivamente PEGilada, ¢é imunogénica em
camundongos. Esta propriedade & reflecte-se no aclaramento
acelerado do octémero modificado pela PEG, dentro de cinco
dias apds uma Unica injeccdo intraperitoneal. 0s mesmos
camundongos foram novamente injectados 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 injecg¢les, & actividade uricolitica ndo foi
detectdvel nos soros dos camundeongos injectados com ©
octémero PEGilado, mas fol detectada prontamente nos soros
dos que foram injectados com o tetrémero PEGilados. Estes
resultados, em combinacdo com o aclaramento acelerado do
octdmero PEGilado, observado apds a primeira injeccédo
(Figura 12), confirmam a utilidade da remoc&oc de todas as
formas de uricase maiores do que o tetramero, antes da
PEGilacdo da enzima.

EXEMPLO 4

Conjugacido de PEG da uricase de Candida utilis

A uricase de Candida utilis foi obtida na Sigma-Aldrich
(st. Louis MO; catédlogo No. U1878) ou na Worthington
Biochemical Corporation (Freehold, NJ; catédlogo No. URYW).
Através do mesmo procedimento, conforme descrigc&o nos
Exemplos 1 e 2, a forma tetramérica foil isclada e os
conjugados de PEG foram sintetizados com o PEG de 5 kDa, de
10 kba ou de 30 kDa (Figuras 1A-1B). A Figura 1A mostra a
retencdo da actividade pela uricase PEGilada de Candida
utilis em funcdo do nUmero de filamentos de PEG acoplados
por sub-unidade. Os dados dos autores da presente invengdo
(A, o, [) sdo comparados com aqueles de 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 o0s conjugados
relatados como sendo n&o antigénicos, por Nishimura, et
al., (1979 ou 1981) ou ndo imunorreativos, por Chen, et
al., (1981).

A Figura 1B mostra a retencdo da actividade pela uricase
PEGilada de Candida utilis em funcdo da massa total de PEG
acoplado por sub-unidade. 0s dados dos autores da presente
invencdo (A, o, [0O) s8o comparados com o0s 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, o©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 sub-
unidade retiveram, pelo menos, 75% da actividade da enzima
ndo modificada. O aumento aparente na actividade
especifica quandoc um nUmero crescente de filamentos de PEG
de 30 kDa é ligado (até cinco ou seis filamentos por sub-
unidade), pode reflectir a insolubilidade ou a
instabilidade relativa da enzima ndo modificada, em
comparacdo com 0s conjugados.

EXEMPLO 5

Conjugacdo de PEG de uricase de Aspergillus flavus

A uricase de Aspergillus flavus foi obtida na Sanofi
Winthrop (Gentilly Cédex, France). Através do mesmo
procedimento, conforme descricdo no Exemplo 2, 08
conjugados com 0s PEGs de varios pesos moleculares foram
sintetizados (Figuras 4A-4B). Os conjugados preparados
pelo acoplamento da enzima de A. flavus, com uma média de
até doze filamentos de PEG de 5 kDa ou de até sete
filamentos de PEG de 30 kDa por sub-unidade, retiveram pelo
menos 75% da actividade especifica inicial dessa uricase
fungica.

EXEMPLO 6

Conjugacao de PEG de uricase de soja

A uricase recombinante do nédulo da raiz da soja (chamado
também de nodulin 35) foi preparada e purificada, conforme
descricdo 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 descricdo nos Exemplos 1 e 2,
a forma tetramérica foi isolada e o0s conjugados foram
preparados com 0s PEGs de varios pesos moleculares (Figuras
5A-5B) . Ao contridrio da uricase de Candida utilis
(Figura 1A), da uricase de suino (Figura 2A), da uricase
quimérica de porco-babuino (Figura 324) 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 sub-unidade, com retencdo de, pelo
menos, 75% da actividade uricolitica inicial.

EXEMPLO 7

Conjugacdo de PEG de uricase de Arthrobacter globiformis

A uricase de Arthrobacter globiformis foi obtida na Sigma-
Aldrich (catélogo No. U7128). Vide a Patente Japonesa 9-
154581. Através do mesmo procedimento, conforme descricéo
nos Exemplos 1 e 2, a forma tetramérica foi iscolada e os
conjugados com 5 kDa e o PEG de 30 kDa foram preparados.
Ao passo que os conjugados com uma média de mais de trés
filamentos de PEG de 5 kDa por sub-unidade retiveram menos
do gue 60% da actividade especifica inicial, os conjugados
com uma média de aproximadamente dois filamentos de PEG de
30 kDa por sub-unidade retiveram, pelo menos, 85% da
actividade especifica inicial.

EXEMPLO 8

Conjugacdo de PEG de uricases de PBC e de suino truncadas

por amino

As uricases recombinantes de suinc e de PBC, a partir das
quais o©0s primeiros seis aminocacidos no terminal de
carboxila sdo suprimidos, sdo expressas e purificadas de E.
coli, por técnicas-padr&o, conforme descricdo no Exemplo 3.
Através do mesmo procedimento, conforme descrigdo nos
Exemplos 1 e 2, conjugados de PEG de wuricases de PBC
truncadas por amino foram sintetizados para produzir os
conjugados substancialmente n&o imunogénicos, o©os quais
retém, pelo menos, 75% da actividade especifica inicial.



EXEMPLO 9

Conjugacdo 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 e de PBC, a partir das
quals os Ultimos trés aminodcidos no terminal carboxila séo
eliminados, sdo expressas e purificadas de E. coli por
técnicas-padrédo, conforme descricdo no Exemplo 3. Esta
remocdo do terminal carboxila pode aumentar a solubilidade
das enzimas n&do modificadas, uma vez que remove o sinal
alvo peroxiscmal. Vide Miura, et al., (1994). Através do
mesmo procedimento, conforme descricdo nos Exemplos 1 e 2,
0s conjugados de PEG de uricases truncadas de carboxila séo
sintetizados para produzir os conjugados substancialmente
nido imunogénicos, o©0s guais retém, pelo menos, 75% da
actividade especifica inicial. A sequéncia de uricase
recombinante de PBC truncada por seis residuos no terminal
amino e por trés residuos no terminal carboxila (PBC-NT-CT)
¢ mostrada na Figura 6. Esta uricase ¢é expressada,
purificada e PEGilizada, conforme descricdo nos Exemplos 1,
2 e 3, para produzir os conjugados substancialmente ndo
imunogénicos, 0s quais retém, pelo menos, 75% da actividade
especifica inicial.

EXEMPLO 10

Conjugacdo 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
descrito no exemplo 3, no qual o numero potencial de pontos
de ligacdo de PEG é aumentado pela substituicdo de um ou
mais residuos de arginina por lisina. Vide Hershfield, MS,
et al., (1991) Proc Natl Acad Sci USA 88:7185-7189. A
sequéncia de amincacidos de um exemplo da tal mutante
(uricase de PKS), em que a arginina noc residuo 291 ¢é
substituida por lisina e a treonina no residuo 301 ¢é



substituida por serina, é mostrada na Figura 6. Através do
mesmo procedimento, conforme descrito nos Exemplos 1 e 2, o
PEG é conjugado a esta uricase para produzir os conjugados
substancialmente ndo imuncgénicos, o0s quais retém, pelo
menos, 75% da actividade especifica inicial de wuricase
recombinante.

EXEMPLO 11

Conjugacdo de PEG de um mutante de uricase de babuino
recombinante

Através do uso de métodos-padrdc da biologia mclecular, tal
como no Exemplo 3, a uricase de babuino recombinante &
construida por intermédic de uma substituicido de
amincacidos (histidina em lugar de tirosina) na posicdo 97
(vide a sequéncia 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 0s conjugados de capacidade imunogénica
substancialmente reduzida, os gquais retém, pelo menos, 75%
da actividade especifica inicial de uricase recombinante.

EXEMPLO 12

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

globiformis

A uricase de Candida utilis, Aspergillus flavus e
Arthrobacter globiformis é obtida conforme descrito nos
Exemplos 4, 5 e 7, respectivamente. Através do mesmo
procedimento, de acordo com a descrig¢do nos exemplos 1 e 2,
0s conjugados de PEG foram sintetizados com o PEG de 5 kDa,
de 10 kba, de 20 kba ou de 30 kDa. A capacidade
imunogénica destes conjugados é substancialmente reduzida
ou eliminada.
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REIVINDICAGOES

Conjugado  incluindo uma uricase ©purificada <conjugada a
poli(etilenoglicol) (PEG), em que pelc menos 90% da dita
uricase se encontra numa forma tetramérica.

Composicdo farmacéutica adequada para baixar os niveis de &cido
urico num fluido ou tecido corporal, incluindo o conjugado da
reivindicacgdo 1 e um veiculo farmaceuticamente aceitdvel.



RESUMO

CONJUGADOS DE PEG-URATO OXIDASE E SUA UTILIZACKO

Uma oxidase de urato de ocorréncia natural ou recombinante
(uricase) covalentemente ligada a poli (etileno glicol) ou
poli (6xido de etileno) (ambos referidos como PEG), em que
uma média de 2 a 10 fios de PEG sao conjugados para cada
subunidade de uricase e os PEG tem um peso molecular médio
entre cerca de 5 kDa e 100 kDa. Os conjugados de PEG-
uricase resultantes sdo substancialmente ndo imunogénicos e
retém pelo menocs 75% da actividade uriceolitica da enzima
inalterada.
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Figura B Seuuéneas de armincacidos deduzidas de uricase quimérnics de Porco-Babuinn
{PBC;. da uricose de PEC que 8 fruncada nos ter'niﬂai aming e carboxiia (PBC-NT-CTi e

da uricase de suwine gque contém as mwdagfies R2ZGIK & TAHE {uricase de PKSL
comparadas com a segudnicia de sulno ,aE(x iR NO 11 e A sequdncia de baluino (SEQVID
NG: 23

Eoroine MAHYRNDYKE MNDEVEFVRTS YGEIMIKVLH IQREDGKYHST

PBE{ | sequéneia de suino 1-2325 —

PBU-NT-CT sequéncia de suino 1-2i5 —»

PES sequénoia de suino 1-288

Babwion MADYHNNYEE HNDELEFVETE YOEDMVEKVLH IQEDGKYHST

Poroine
FBC

KEVATEVOLT LESKEDYLHG

DHSDVIFTDT IEMTVHVLAK

PRC-WT-CT

EER T de suino —»

Baboon YEVATEV DLT LESEFDYLHG DNEDIIPTLT IENTVHVLAK
EBorcine FK& IK" IETF AYTICEHFLE SFEHVIERLQY YVEEVDRERF
EBC & via de suino —

FBU-NT-CT azeguéncia de suino —

PK& sequéncia de suino —

Eahoon FEGIESIEAF GVNICEYFLE SFEFNHVIRAQV YVEEIEWKRL
Poroine ERNGVEHVHA FIYTPTGTHF CEVEQIRNGP FVIHSGIKDL
FRC o de guing —»

EBU-NT-OT : i —»

PK& Hs‘quﬁz:’::«ﬂ dz— auing —

Eahaon EFNGVEHVHA FIHTPTGTHE CEVEQLRSGP TFVIHSGIKDL
Porcine KVLE TTQbﬁF BGFIFDOFTT LEEVKDROFA TOVICEWEYH
ERC FeE ia de suino —

EBU-NT-CT sequéncia de suing —

EKS segquéncia ds suino —

Baboon EVLETTQSGF BGFIKLOOFTT LPEVKDRCFA TOVTCEWRYH
Poraine Qi JRD ’DFE AT v’DT ’P VIVLY EKFAGPYDEGE YSPEVQKTLY
EBL fncia de i « geg. de babulno
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Figura 11:

Gravidade decrescente da nefropatia induzida por acido (rico depois do
tratamento com PEG-Uricase, sequndo a visualizagdo microscopica por
ressondncia magnética

Rifvyde uini camundonan normal

Rim de um camundonge:
“knockou!” n&a tratado com
wricase

Rinde um camundongo
“fnockouf” 2 tratado
com PEG-uricase

Superficie Gorte
reprasentada corahal
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Mathys & Squire LLP
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GERMANY

Tel. +49(0)892399-0
Fax +49 (0)89 2399 - 4465

this communication:

Tel.:+31 (0)70 340 45 00

Date
20.01.11

Reference

P32275EP-D1-PCT

Application No./Patent No.
05011069.1 - 2112/ 1588716

Applicant/Proprietor

Mountain View Pharmaceuticals, Inc., et al

Decision to grant a European patent pursuant to Article 97(1) EPC

Following examination of European patent application No. 05011069.1 a European patent with the title
and the supporting documents indicated in the communication pursuant to Rule 71(3) EPC dated
01.07.09 is hereby granted in respect of the designhated Contracting States.

The request for amendments received at the ERFO on 01.10.09 and any subsequent modifications agreed
with the applicant have been taken into account.

Patent No.
Date of filing
Priority claimed

Desighated Contracting States
and Proprietor(s)

. 1588716
. 02.08.99
: 06.08.98/USP 219318

- ATBECHCY DEDKES FI FR GBGR IE IT LI LU MC NL PT SE

Mountain View Pharmaceuticals, Inc.
3475-S Edison Way
Menlo Park, CA 94025-1813/US

ATBECHCY DEDKES FIFRGBGR IE IT LILU MC NL PT SE
Duke University

Office of Licensing and Ventures

2812 Erwin Road, Suite 306

Durham, NC 27705/US

This decision will take effect on the date on which the European Patent Bulletin mentions the grant

(Art. 97(3) EPC).

The mention of the grant will be published in European Patent Bulletin 11/07 of 16.02.11.

Registered letter
EPO Form 2006A 12.07 (14/01/11)

to EPO postal service: 14.01.11
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