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Variantni forma uratoxidazy a jeji pouZiti

Oblast techniky

Piedkladany vynalez se tyk4 geneticky modifikovanych proteint s urikolytickou aktivitou.
Konkrétné se vynalez tyka proteinti zahrnujicich zkracené uritoxiddzy a zpisobu jejich
ptipravy.

Dosavadni stav techniky

Vyrazy uratoxidaza a urikdza se zde pouZivaji zaménitelng. Uratoxidazy (urikazy, E.C.
1.7.3.3) jsou enzymy, které katalyzuji oxidaci kyseliny mofové na rozpustn&jsi produkt
alantoin, coZ je purinovy metabolit, ktery je snadné&ji vyluGovan. Kvili nékolika mutacim v
genu pro urikdzu, ziskanym béhem evoluce vysSich primatd, lidé enzymoveé aktivni urikézu
neprodukuji. Wu, X et al., (1992) J.Mol.Evol 34:78-84, GpIné znéni je zde zalenéno formou
odkazu. V disledku toho mohou nadmémé koncentrace kyseliny moové v krvi
(hyperurikémie) vést u nachylnych jedinci k bolestivé artritidé (dna), znetvotujicimu ukladani
urtu (tofus) a selhani ledvin. Dostupné léky, napf. allopurinol (inhibitor syntézy kyseliny
mocové) u nékterych postiZzenych jedinct vyvolavaji vedlejsi ucinky, které 1é&bu limituji,
nebo dostateéné tyto chorobné stavy nezmirfiuji. Hande, KR et al:, (1984) Am.J.Med 76:4756,
Fam, AG, (1990) Bailliere's Clin Rheumatol 4:177-192, uplné znéni obou praci je zde
zaClenéno formou odkazu. Injekce urikdzy mohou hyperurikémii a hyperurikosurii alespoi
pfechodné sniZit. JelikoZ urikdza je pro ¢loveka cizi protein, jiZz prvni injekce
nemodifikovaného proteinu z Aspergillus flavus vyvolala u n&kolika procent lé¢enych
pacientli anafylaktické reakce (Pui, C-H et al., (1997) Leukemia 11:1813-1816, tiplné znéni je
zde zatlen€no formou odkazu), a imunologické odpovédi jeji vyuZitelnost pro chronickou
nebo periodickou 1é¢bu limituji. Donadio, D et al., (1981) Nouv Presse Med 10:711-712,
Leaustic, M et al., (1983) Rev Rhum Mal Osteoartic 50:553-554, Gplné znéni obou praci je
zde zaclenéno formou odkazu.

Pfedkladany vyndlez se tykd mutantnich rekombinantnich urikizovych proteint, které
jsou zkracené a maji zvySenou strukturalni stabilitu.



Podstata vynalezu

Piedkladany vynalez poskytuje nové rekombinantni urikdzové proteiny. Proteiny
podle predkladaného vynélezu jsou zkracené a maji mutované aminokyseliny ve srovnani s
pfirozené se vyskytujicimi urikdzové proteiny.

Vynalez poskytuje mutantni rekombinantni urikdzu obsahujici aminokyselinovou
sekvenci SEQ ID ¢&. 8. Vynalez dale poskytuje mutantni rekombinantni urikdzu obsahujici
aminokyselinovou sekvenci SEQ ID &. 13.

Ptedkladany vynalez dale poskytuje prostiedek pro metabolizaci kyseliny mo¢ové, kde
je zahrnut novy rekombinantni urikdzovy protein s urikolytickou aktivitou. Urikolyticka
aktivita se zde pouziva v souvislosti s oznaenim enzymové konverze kyseliny mocové na
alantoin.

V dal§im provedeni urikdza obsahuje v polohach 8 az 287 aminokyselinovou sekvenci
SEQ ID ¢ 7 nebo SEQ ID ¢ 12. Vynalez dale poskytuje urikdzy obsahujici
aminokyselinovou sekvenci SEQ ID ¢&. 8 nebo SEQ ID &. 13. V jednom provedeni urikdza
obsahuje na aminovém konci aminokyselinu, kterou je alanin, glycin, prolin, serin nebo
threonin. V konkrétnim provedeni je na aminovém konci aminokyselina methionin.

Vynélez dale poskytuje izolované nukleové kyseliny obsahujici sekvenci, kterd koduje
urikdzu podle vynalezu. V konkrétnich provedenich je nukleovéa kyselina kodujici urikdzu
piipojena k heterolognimu promotoru, napfiklad promotoru osmB. Vynilez dale poskytuje
vektory obsahujici nukleovou kyselinu kddujici urikazu, hostitelské buiiky obsahujici takové
vektory a zplisoby pfipravy urikazy zahrnujici kultivaci hostitelské buitky za podminek, kdy
se sekvence nukleovych kyselin exprimuje hostitelskou butikou a exprimovana urikiza se

izoluje.

Stru¢ny popis obrazki

Obrazek 1 zobrazuje strukturu plasmidu pOUR-P-ON-ks-1. Cisla vedle restrik&nich
mist oznaCuji polohu nukleotidu vzhledem k mistu Haell, oznacenému jako 1. Restrikéni
mista, kterd béhem klonovani mizi, jsou uvedena v zavorkach.

Obrazek 2 zobrazuje DNA a odvozené aminokyselinové sekvence urikazy prase¢i KS-
AN (SEQ ID &. 9 a SEQ ID &. 7). Cislovani aminokyselin na Obrazku 2 se vztahuje k uplné

.....

nahrazuje aspartamovou kyselinu v poloze 7 threonin. Vyznadena jsou restrikéni mista, ktera



se pouZivaji pro rGizné kroky subklonovani. 3'-Netranslatované sekvence jsou oznadené

malymi pismeny. Hvézdi¢ka oznaduje stop kodon translace.

Obrazek 3 ukazuje relativni uspofddani odvozenych aminokyselinovych sekvenci
riznych rekombinantnich sekvenci praseéi urikazy (SEQ ID &. 11), PBC-ANC (SEQ ID ¢. 12)
a praseCi KS-AN (SEQ ID ¢. 7). Hvézdicka oznacuje polohy, ve kterych jsou rozdily v
aminokyselindch u prase¢i KS-AN ve srovnani s publikovanou sekvenci prase¢i urikazy,
krouZzky oznacuji polohy, ve kterych jsou rozdily v aminokyselinich u prase¢i KS-AN ve
stovnani s PBC-AN. Carkovang jsou vyznagené delece aminokyselin.

Obrazek 4 zobrazuje SDS-PAGE prase¢i urikdzy a velmi &istych variant urikdzy
pfipravenych podle piikladd 1 az 3. Pro kazdy vzorek je vyznaleno datum piipravy
(mésic/rok) a odpovidajici Eislo pasu, viz nasledujici kli¢. Na ose Y je vyznadend molekulova
hmotnost pomoci markerti a nahofe na obrazku jsou vyznagena ¢isla past. Pas 1 - markery
molekulové hmotnosti, Pas 2 - prase¢i KS-AN (7/98), Pas 3 — prase¢i (9/98), Pas 4 - prasedi
KS (6/99), Pas 5 - praseci KS (6/99), Pas 6 - praseti-AN (6/99), Pas 7 — prase¢i KS-AN (7/99),
Pés 8 - praseci KS-AN (8/99).

Obrazek 5 zobrazuje farmakokinetické profily PEGylované (9x10 kDa) praseci KS-
AN urikézy na krysach nasledn€ po IM (intramuskuléarni), SC (podkozni) a IV (intraven6zni)
injekci, stanovené sledovanim enzymové aktivity v krevnich vzorcich. Urikdzova aktivita ve
vzorcich plazmy, odebranych ve vyznadenych &asovych udsecich, je stanovena s pomoci
kolorimetrické analyzy. Hodnoty aktivity (mAU = jednotky miliabsorbance) ptedstavuji
rychlost enzymatické reakce v 1 pl vzorku plazmy. Biodostupnost (mnozstvi 1éku v ob&hu ve
srovnani s IV injekei) IV aplikované urikdzy byla spogitana z plochy pod kfivkou v grafu.

Obrazek 6 zobrazuje farmakokinetické profily PEGylované (9x 10kDa) prasedi KS-
AN urikézy u kralikii nasledné po IM (intramuskularni), SC (podkozni) a IV (intraven6zni)
injekci, stanovené sledovanim enzymové aktivity v krevnich vzorcich. Urikdzova aktivita ve
vzorcich plazmy, odebranych ve vyznadenych Gasovych usecich, je stanovena s pomoci
kolorimetrické analyzy. Hodnoty aktivity (mAU = jednotky miliabsorbance) predstavuji
rychlost enzymatické reakce v 1 pl vzorku plazmy. Biodostupnost (mnoZstvi Iéku v ob&hu ve
srovnani s IV injekci) IV aplikované urikazy byla spogitand z plochy pod kiivkou v grafu.

Obrazek 7 zobrazuje farmakokinetické profily PEGylované (9x10kDa) praseéi KS-AN
urikdzy u psit nasledn& po IM (intramuskularni), SC (podkoZni) a IV (intraven6zni) injekci
stanovené sledovanim enzymové aktivity v krevnich vzorcich. Urikdzova aktivita ve vzorcich

plazmy, odebranych ve vyznatenych &asovych usecich, je stanovena s pomoci kolorimetrické



analyzy. Hodnoty aktivity (mAU = jednotky miliabsorbance) pfedstavuji rychlost

enzymatické reakce v 1 pl vzorku plazmy. Biodostupnost (mnoZstvi Iéku v ob&hu ve srovnani
s IV injekci) IV aplikované urikazy byla spoéitana z plochy pod kfivkou v grafu.

Obrazek 8 zobrazuje farmakokinetické profily PEGylované (9x10kDa) prasei KS-AN
urikdzy u prasat nasledné po IM (intramuskularni), SC (podkoZni) a IV (intravenézni) injekci
stanovené sledovanim enzymové aktivity v krevnich vzorcich. Urikazova aktivita ve vzorcich
plazmy, odebranych ve vyzna¢enych &asovych usecich, je stanovena s pomoci kolorimetrické
analyzy. Hodnoty aktivity (mAU = jednotky miliabsorbance) pfedstavuji rychlost
enzymatické reakce v 1 pl vzorku plazmy. Biodostupnost (mnoZstvi 1éku v ob&hu ve srovnani

s IV injekci) IV aplikované urikdzy byla spoitana z plochy pod kiivkou v grafu.

Detailni popis vynalezu

Pfedchozi studie uvadéji, Ze pokud podstatny pokles imunogenity a/nebo antigenity
urikdzy je dosaZen pomoci PEGylace, je to vZdy spojeno se znaénou ztratou urikolytické
aktivity. Negativnim dopadem bezpe&nosti, vyhodnosti a rentability bioléiv je vZdy pokles
jejich sily a vysledna potieba zvysit poddvanou davku. Proto jsou zapotiebi bezpedné udinné
alternativni zplsoby pro sniZeni zvySenych hladin kyseliny mo¢ové v t&lesnych tekutinach
vCetné krve. Predkladany vynalez poskytuje mutantni rekombinantni urikdzu obsahujici
aminokyselinovou sekvenci SEQ ID ¢&. 7, SEQ ID ¢&.8, SEQ ID &. 12 nebo SEQ ID &. 13.

Pokud neni stanoveno jinak, zde pouzivana urikdza zahrnuje jednotlivé podjednotky i
tetramer.

V konkrétnim provedeni urikaza obsahuje na aminovém konci methionin. Tento
methionin lze odstranit posttranslaéni modifikaci. V konkrétnich provedenich se methionin na
aminovém konci odstrani po ptipravé urikdzy. V konkrétnim provedeni se methionin odstrani
endogenni bakteridlni aminopeptidizou. Pfedposledni aminokyselina umoziiuje odstranéni N-
koncového methioninu bakterialni methionin-aminopeptiddzou (MAP). Aminokyselinami
umoZiiujicimi co nejlipInéjsi odstranéni N-koncového methioninu jsou alanin, glycin, prolin,
serin a threonin. V konkrétnim provedeni urikiza na aminové konci obsahuje dvé
aminokyseliny, kterymi jsou methionin nasledovany aminokyselinou vybranou ze skupiny
skladajici se z alaninu, glycinu, prolinu, serinu a threoninu.

Vynilez poskytuje sekvenci nukleovych kyselin kédujici urikazu.

Vynalez poskytuje vektor obsahujici sekvenci nukleovych kyselin.

V konkrétnim provedeni se urikaza izoluje. V dal$im provedeni se urikéza &isti. V

dalSich provedenich se urikaza izoluje a &isti.



Vynélez poskytuje hostitelskou buriku obsahujici vektor, ktery obsahuje sekvenci

nukleovych kyselin kodujici urikazu.

Vynélez poskytuje zplsob piipravy sekvence nukleovych kyselin kodujici urikazu,
kdy se sekvence nukleovych kyselin kédujici urikdzu modifikuje pomoci techniky PCR
(polymeréazova fetézova reakce). Odbornik v oboru vi, Ze pozadovana sekvence nukleovych
kyselin se pfipravuje pomoci PCR pies syntetické oligonukleotidové primery, které jsou
komplementdmi k oblastem cilové DNA (jeden pro kaZdé vldkno), které maji byt
amplifikovany. Primery se pfidavaji k cilové DNA (nemusi byt i§ténd), v piitomnosti
nadbytku deoxynukleotidi a Taq polymerazy, tepelné stalé DNA polymerdzy. V sérii
teplotnich cykla (typicky 30) se cilovd DNA opakované denaturuje (pfi 90 °C), aneluje k
primertim (typicky pfi 50-60 °C) a dcefiné vlakno se prodluzuje od primert (72 °C). Dcefin
vldkna sama o sob¢& plisobi jako templaty pro nasledné cykly, a tak jsou DNA fragmenty
odpovidajici obéma primeriim amplifikované spiSe exponencialné neZ linearng.

Vynédlez poskytuje zplisob pfipravy mutantni rekombinantni urikazy, kdy se
hostitelskd burika transfektuje vektorem, pfi€emZ hostitelska butika exprimuje urikdzu,
mutantni rekombinantni urikdza se izoluje z hostitelské buiky, ¢isténd mutantni
rekombinantni urikdza se izoluje s pouZitim chromatografickych technik a mutantni
rekombinantni urikdza se &isti. Urikdzu lze pfipravit zplsoby popsanymi naptiklad v
mezinarodni patentové publikaci &. WO 00/08196 a US piihlasce &. 60/095 489, jejichZ tiplné
znéni je zde zaclenéno formou odkazu.

Ve vyhodném provedeni se hostitelska buiika upravi tak, aby exprimovala mutantni
rekombinantni urikizu. Odbornik v oboru vi, Ze transfekce bunék vektorem se obvykle
provadi s pouzitim DNA vysriZené vépenatymi ionty, atkoliv mohou byt pouZité i jiné
metody (napi. elektroporace).

Urikazu lze izolovat a/nebo &istit libovolnym zpisobem zndmym odbornikiim v oboru.
Exprimované polypeptidy podle vynalezu jsou obecng izolované v podstaté v &isté forms.
Vyhodné jsou polypeptidy izolované v ¢istoté nejméné 80 % hmotnostnich, vyhodnégji v
Cistot€ nejméné 95 % hmotnostnich a nejvyhodnéji v &istoté nejméné 99 % hmotnostnich.
Cisténi se obecné provadi s pouzitim standardnich technik, napiiklad frakcionace siranem
amonnym, SDS-PAGE elektroforézou a afinitni chromatografii. Urikaza se vyhodné izoluje s
pouZitim kationtového surfaktantu, naptiklad cetylpyridinium-chloridu (CPC), zptisobem
popsanym v kopendujici US patentové piihlasce podané 11. dubna 2005 pod &islem
60/670,520, patentova piihlaska ¢. 103864.146644, s ndzvem Cisténi proteint kationtovym

surfaktantem, jejiZ uplné znéni je zde zaélenéno formou odkazu.



V dalSim provedeni vynalezu je vektor fizen promotorem citlivym k osmotickému

tlaku. Promotor je oblast DNA, ke které se RNA polymerazy vaZou pfed iniciaci transkripce
DNA na RNA. Promotor citlivy k osmotickému tlaku iniciuje transkripci jako vysledek
zvySeného osmotického tlaku zaznamenaného burikou.

Urikdza podle vynilezu zahrnuje urikézu, kterd je konjugovana s polymerem,
napiiklad urikdzu konjugovanou s polyethylenglykolem, tzn. PEGylovanou urikazu.

V jednom provedeni vynalez poskytuje farmaceuticky ptipravek obsahujici urikdzu. V
dal$im provedeni je pfipravek roztok urikdzy. Ve vyhodném provedeni je roztok sterilni a
vhodny pro injekci. V jednom provedeni pfipravek obsahuje urikdzu ve formé fyziologického
roztoku pufrovaného fosfatem. V daldim provedeni vynalez poskytuje ptipravek ve vialce,
vyhodn€ s gumovou injekéni zatkou. V konkrétnich provedenich piipravek obsahuje urikazu
v roztoku o koncentraci 2 aZ 16 mg urikdzy na ml roztoku, 4 a% 12 mg/ml nebo 6 az 10
mg/ml. Ve vyhodném provedeni piipravek obsahuje urikézu o koncentraci 8 mg/ml. Vyhodng
se mnoZstvi urikdzy méfi vzhledem k mnozZstvi proteinu.

Utinna schémata podavéni pfipravkl podle vynilezu miZe ur¢it odbornik v oboru.
Vhodné indikétory pro stanoveni u¢innosti daného schématu jsou odbornikiim v oboru znamé.
Piiklady takovych indikator zahrnuji normalizaci nebo sniZeni hladiny kyseliny mocové v
plazmé (PUA) a sniZeni nebo udrZeni PUA na hodnoté 6,8 mg/dl nebo niZsi, vyhodng 6 mg/dl
nebo niZ8i. Ve vyhodném provedeni mé subjekt légeny piipravkem podle vynalezu hodnotu
PUA 6 mg/ml nebo nizsi alespoii 70 %, alespoii 80 % nebo alespoti 90 % z celkové doby
lé€eni. Naptiklad pfi 24-tydenni 1é€b& ma subjekt vyhodn& hodnotu PUA 6 mg/ml nebo nii
alespofti po 80 % doby z 24-tydenni 1é¢by, tzn. alespoti po dobu rovnou 134.4 dni (24 tydnu x
7 dni v tydnu x 0,8 = 134,4 dni).

V konkrétnich provedenich se podava 0,5 az 24 mg urikazy v roztoku jedenkrat kazdé
2 aZ 4 tydny. Urikéza se podavé libovolnym vhodnym zptisobem, ktery odbornik v oboru zn4,
napfiklad intraven6zng, intramuskuldamé nebo podkozné. Pii intraven6znim podévani se
podava 0,5 mg az 12 mg urikazy. Pfi podkoZnim podavani se podavaji aZ 24 mg urikazy. Ve
vyhodném provedeni se urikdza podéva intravendzni infuzi po dobu 30 az 240 minut. V
jednom provedeni se podava 8 mg urikdzy jednou kazdé dva tydny. V konkrétnich
provedenich lze infuzi provadét s pouZitim 100 aZ 500 ml fyziologického roztoku. Ve
vyhodném provedeni se podava 8 mg urikazy v roztoku po dobu 120 minut jednou kazdé dva
tydny nebo jednou kazdé 4 tydny, vyhodné se urikaza pro infuzi rozpusti ve 250 ml
fyziologického roztoku. V konkrétnich provedenich se urikdza podava po dobu lé¢eni 3

mésice, 6 mesicl, 8 mésicl nebo 12 mésici. V dalsich provedenich je doba 1égeni 12 tydnd,




24 tydnd, 36 tydnii nebo 48 tydnd. V konkrétnim provedeni je doba 1é¢eni prodlouZena, napf.

na 2 roky nebo delSi, aZ po celou dobu Zivota léeného subjektu. Kromé toho lze pouzit
mnohonisobné doby léCeni pferuSované obdobim bez léby, napt. 6 mésici 1écby
nasledovanych 3 mésici bez 1é¢by, nasledovanych 6 dalsimi mésici 1é¢by, atd.

V nékterych provedenich mohou byt pro odstranéni nebo redukovéani vyskytu reakci
na infuzi pfi podavéni urikdzy profylakticky podavané protizanétlivé sloudeniny. V jednom
provedeni se tak poddva alespoil jeden kortikosteroid, alespoii jedno antihistaminikum,
alespoi jeden NSAID nebo jejich kombinace. Uzitetné kortikosteroidy zahrnuji
betamethason, budesonid, kortison, dexamethason, hydrokortison, methylprednisolon,
prednisolon, prednison a triamcinolon. UZitené NSAID zahrnuji ibuprofen, indomethacin,
naproxen, aspirin, acetominofen, celecoxib a valdecoxib. UZite¢na antihistaminika zahrnuji
azatadin, brompheniramin, cetirizin, chlorfeniramin, clemastin, cyproheptadin, desloratadin,
dexchlorfeniramin, dimenhydrinat, difenhydramin, doxylamin, fexofenadin, hydroxyzin,
loratadin a fenindamin.

Ve vyhodném provedeni je antihistaminikum fexofenadin, NSAID je acetaminofen a
kortikosteroid je hydrokortison a/nebo prednison. Vyhodn& se kombinace vsech ¥ (neni
nutno soub&zn€) podéva pred vlastni infuzi roztoku s urikdzou. Ve vyhodném provedeni se
NSAID a antihistaminikum podavaji oralné 1 aZ 4 hodiny pred infuzi urikdzy. Vhodna davka
obsahuje 30 aZ 180 mg, 40 az 150 mg, 50 aZ 120 mg, 60 aZ 90 mg, 60 mg, vyhodn& 60 mg
fexofenadinu. Vhodna davka obsahuje 500 az 1500 mg, 700 az 1200 mg, 800 az 1100 mg,
1000 mg, vyhodn€ 1000 mg acetaminofenu. Vhodna ddvka obsahuje 100 az 500 mg, 150 az
300 mg, 200 mg, vyhodn& 200 mg hydrokortisonu. V jednom provedeni neni
antihistaminikum difenhydramin. V dalsim provedeni NSAID neni acetaminofen. Ve
vyhodném provedeni se 60 mg fexofenadinu podava oralné noc pied infuzi urikazy, 60 mg
fexofenadinu a 1000 mg acetaminofenu se podava ordlné pH§ti rano a kone&né 200 mg
hydrokortisonu se podava t&sn& pied infuzi roztoku s urikdzou. V jednom provedeni se
prednison podava den, vyhodng veder, pred podanim urikézy. Vhodna davka obsahuje 5 az 50
mg, vyhodné 20 mg prednisonu. V nékterych provedenich se tato profylakticka 1é€ba pro
odstranéni nebo redukovéani vyskytu reakci na infuzi pouZiva pro subjekty, které dostdvaji
nebo budou dostévat urikizu, véetn& PEGylované urikdzy a nePEGylované urikazy. V
konkrétnich provedenich se tato profylakticka 1é¢ba pouZiva pro subjekty, které dostavaji
nebo budou dostévat terapeutické peptidy jiné neZ urikéza, pfiCemz jiné terapeutické peptidy

jsou PEGylované nebo nePEGylované.




V  jednom provedeni vyndlezu obsahuje farmaceuticky ptipravek urikdzu

konjugovanou s polymerem a modifikovana urik4za si zachovava urikolytickou aktivitu. Ve
vyhodném provedeni je urikdza PEGylovana urikdza.

V jednom provedeni vynalezu obsahuje farmaceuticky ptipravek urikdzu, ktera byla
modifikovand konjugaci s polymerem a modifikovana urikdza si zachovava urikolytickou
aktivitu. V konkrétnim provedeni se konjugity polymer-urikdza pfipravuji zpisobem
popsanym v mezindrodni patentové publikaci & WO 01/59078 a U.S. piihladce &. 5
09/501730, jejichZ plné znéni je zde zahrnuto formou odkazu.

V jednom provedeni vynédlezu je polymer vybran ze skupiny skladajici se z
polyethylenglykolu,  dextranu,  polypropylenglykolu,  hydroxypropylmethylcelulézy,
karboxymethylcelul6zy, polyvinylpyrolidonu a polyvinylalkoholu. Ve vyhodném provedeni je
polymer polyethylenglykol a urikaza je PEGylovana uriké4za.

V provedeni vyndlezu piipravek obsahuje 2-12 molekul polymeru na kazdou
podjednotku urikdzy, vyhodné 3 az 10 molekul polymeru na podjednotku urikazy. V dal$im
provedeni vynéalezu ma kazd4 molekula polymeru molekulovou hmotnost v rozmezi 1 kDa aZ
100 kDa.

V dal8im provedeni vynalezu ma kazda molekula polymeru molekulovou hmotnost v
rozmezi 1 kDa az 50 kDa. Ve vyhodném provedeni vynalezu ma kazda molekula polymeru
molekulovou hmotnost v rozmezi 5 kDa az 20 kDa, 8 kDa aZ 15 kDa, 10 kDa az 12 kDa,
vyhodné 10 kDa. Ve vyhodném provedeni ma kada molekula polymeru molekulovou
hmotnost 5 kDa nebo 20 kDa. V obzv14st& vyhodném provedeni vynalezu méa kazda molekula
polymeru molekulovou hmotnost 10 kDa.

V dalSim provedeni vynélezu je pfipravek vhodny pro opakované podavani.

Vynélez poskytuje prostfedek pro metabolizaci kyseliny mo&ové s pouZitim urikéazy.

Vynélez poskytuje pouziti pfipravku s urikdzou pro sniZeni hladiny kyseliny mocové v
biologické tekuting.

V jednom provedeni vynalezu se pfipravek obsahujici urikdzu pouZiva pro sniZeni
hladiny kyseliny mocové v biologické tekuting zahrnujici krev.

Vynalez dale poskytuje nové molekuly nukleovych kyselin kédujici urikdzu podle
vynalezu. Zpisoby jejich piipravy jsou odbornikovi v oboru dobfe zndmé. Sekvence
nukleovych kyselin urikdzy mohou byt modifikované libovolnou z mnoha strategif znamych v
oboru (Maniatis, T., 1990, Molecular Cloning, laboratorni manudl, 2. vydani, Cold Spring
Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, N.Y.). Sekvence miZe byt §tSpena na ptislusnych

mistech restrik¢ni endonukledzou (endonukledzami), ptipadné nasleduje dalsi enzymaticka




modifikace, izolace a ligace in vitro. Pfi ppravé genu kodujiciho urikdzu je zapotiebi zajistit,

aby modifikovany gen zistal uvniti piisluného &teciho ramce translace, nepreruseny stop-
signaly translace.

Nukleotidova sekvence kodujici urikdzovy protein miiZe byt vloZena do piislusného
expresniho vektoru, tzn. vektoru, ktery obsahuje nezbytné prvky pro transkripci a translaci
vloZené sekvence kodujici protein. Pro expresi sekvence kédujici protein miiZe byt pouZito
mnoho riznych systémi hostitel-vektor. Tyto systémy zahrnuji, ale nejsou omezeny na
systémy sav¢ich bunek infikovanych virem (napf. virus vakcinie, adenovirus, atd.), systémy
hmyzich bun€k infikovanych virem (napf. baculovirus), mikroorganismy, nap¥. kvasinky
obsahujici vektory kvasinek nebo bakterie transformované bakteriofigovou DNA,
plasmidovou DNA nebo kosmidovou DNA. Prvky exprese se u téchto vektori 1i3i v jejich sile
a specifité. V zdvislosti na pouZitém systému hostitel-vektor 1ze pouzit libovolny z mnoha
vhodnych prvki transkripce a translace.

Ke konstruovéni expresnich vektorii obsahujicich chimérni gen, ktery se sklada z
pfislusnych regulanich signali pro transkripci/translaci a sekvenci kédujicich protein, lze
pouzit libovolny zpiisob znamy pro inzerci DNA fragmentii do vektoru. Tyto zptisoby mohou
zahrnovat in vitro DNA rekombinantni a syntetické techniky a rekombinace in vivo
(genetické rekombinace). Exprese sekvence nukleovych kyselin kédujici urikazovy protein
muZe byt fizena druhou aminokyselinovou sekvenci, takZe urikdzovy protein je exprimovany
v hostiteli transformovaném molekulou rekombinantni DNA. Exprese urikdzy miZe byt
fizena libovolnym elementem promotor/enhancer, ktery je v oboru znamy. Promotory, které
Ize pouzit pro fizeni exprese urikdzy, zahrnuji, ale nejsou omezeny na, oblast SV40 raného
promotoru (Bernoist a Chambon, 1981, Nature 290:304-310), promotor obsaZeny v dlouhé 3'-
koncové repetici Rous sarkoma viru (Yamamoto et al., (1980, Cell 22:787-797), promotor
herpes thymidinkindzy (Wagner et al., (1981, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 78:144-1445),
regulatorové sekvence genu metallothioninu (Brinster et al., (1982, Nature 296:39-42);
prokaryotické expresni vektory, naptiklad promotor 3-laktamazy (Villa-Kamaroff et al.,
(1978, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 75:3727-3731), promotor tac (DeBoer et al., (1983, Proc.
Natl. Acad. Sci. U.S.A. 80:21-25) a promotor osmB. V konkrétnich provedenich nukleova
kyselina zahrnuje sekvenci nukleovych kyselin koédujici urikdzu operativn€ piipojenou
k heterolognimu promotoru.

Jakmile se pfipravi a izoluje konkrétni molekula rekombinantni DNA obsahujici
kodujici sekvenci nukleovych kyselin, Ize k jeji propagaci pouZit rézné zpusoby v oboru

znamé. Jakmile je ustaven vhodny hostitelsky systém a vhodné podminky ristu, mohou byt
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rekombinantni expresni vektory propagovany a piipraveny ve velkém mnoZstvi. Jak bylo vyse
vysvétleno, pouZitelné expresni vektory zahrnuji, ale nejsou omezeny na nasledujici vektory
nebo jejich derivaty: lidské nebo zvifeci viry, napf. virus vakcinie nebo adenovirus, hmyzi
viry, napf. baculovirus, kvasinkové vektory, bakteriofagové vektory (napf. lambda) a
plasmidové a kosmidové DNA vektory a dalsi.

Kromé toho Ize vybrat kmen hostitelské builky, ktery moduluje expresi vloZenych
sekvenci nebo modifikuje a poZadovanym zpisobem genovy produkt upravuje. Exprese u
urCitych promotori miiZe byt zvySena v ptitomnosti nékterych induktord, takZe lze
kontrolovat expresi geneticky zkonstruovaného urikdzového proteinu. Rizné hostitelské
builky dale maji charakteristické a specifické mechanismy pro translaéni a posttranslaéni
upravy a modifikaci proteinii (napf. glykosylace, §tépeni). K zajisténi pozadované modifikace
a tpravy exprimovaného ciziho proteinu mohou byt vybrany vhodné bun&éné linie nebo
hostitelské systémy. Rizné systémy exprese vektor/hostitel mohou riiznou mérou ovlivnit
reakce probihajici pfi dpravé, naptiklad proteolytické $tépeni.

V konkrétnich provedenich vynédlezu se exprese urikdzy E. coli vyhodn& provadi s

pouZitim vektori obsahujicich promotor osmB.

Priklady provedeni vynalezu

Piiklad 1

Konstrukce genu a expresniho plasmidu pro expresi urikazy

Rekombinantni praseci urikdza (urdtoxiddza), praseti KS-AN (protein prasei urikazy
zkraceny na aminovém konci nahrazujici aminokyseliny v poloze 291 a 301 lysinem a
serinem) byla exprimovana na E. coli, K-12 kmen W3110 F-. Byla konstruovéna série
plasmidii s vyslednou pOUR-P-AN-ks-1, ktera po transformaci hostitelské butiky E. coli byla
schopna fidit u¢innou expresi urikazy.

Izolace a subklonovéni urikazy cDNA z prasedich a pavianich jater

Z prasetich a pavianich jater byly izolaci a subklonovanim relevantni RNA pfipraveny
urikazové cDNA. Z prasetich a pavianich jater byla extrahovéna veskerd bunéénia RNA (viz
Erlich, H. A. (1989), PCR Technologie, principy a aplikace pro DNA amplifikaci, Sambrook,
J. et al. (1989), Molekuldrni klonovéani: Laboratorni manual, 2. vydani, Ausubel, F. M. et al.

(1998), Soucasné protokoly v molekularni biologii), poté se provedla reverzni transkripce s
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pouzitim First-Strand ¢cDNA Synthesis Kit (Pharmacia Biotech). PCR amplifikace byla
provedena s pouZitim Taq DNA polymerazy (Gibco BRL, Life Technologies).

V Tabulce 1 jsou uvedeny syntetické oligonukleotidové primery pouzité pro PCR
amplifikaci prase¢i a paviani uratoxidazy (urikazy).

Tabulka 1. Primery pro PCR Amplifikaci Urikazy cDNA

Praseci jaterni urikaza

sensni (SEQ ID¢. 1) 5' gegegaattcc ATGGCTCATTACCGTAATGACTACA 3

anti-sensni (SEQ ID &. 2) 5' gegetctagaagettccatgg TCACAGCCTTGAAGTCAGC 3'

Paviani (D3H) jaterni

urikdza

sensni (SEQ ID ¢&. 3) 5" gegegaattcc ATGGCCCACTACCATAACAACTAT 3'

anti-sensni (SEQ ID ¢. 4) 5' gegeccatggtctagaTCACAGTCTTGAAGACAACTTCCT 3!

Sekvence restrikénich enzymi, zavedené na konce primerd a v Tabulce 1 ozna&ené
malymi pismeny, byly sensni EcoRI a Ncol (praseti a paviani) a anti-sensni Ncol, HindIII 5 a
Xbal (praseci), Xbal a Ncol (paviani). U pavidniho sensniho primeru byl tfeti kodon GAC
(aspartamova kyselina), ptitomny v paviani urikaze, nahrazen kodonem CAC (histidin), ktery
Je v této poloze ptitomny v kédujici sekvenci pseudogenu lidské uratoxidazy. Rekombinantni
konstrukt pavidni urikazy generovany s pouZitim téchto primerd je nazvan D3H Paviani
urikaza.

PCR produkt praseci urikazy byl natraven EcoRI a HindIII a klonovani do pUC 18 za
vzniku pUC 18 - Praseci urikdza. PCR produkt D3H paviani urikdzy byl naklonovan pfimo do
vektoru pCRTMII, pouZil se TA Cloning™ (Invitrogen, Carlsbad, CA), za vzniku paviani
urikazy pCR™II -D3H.

Pro transformaci kmene E. coli XLI-Blue (Stratagene, La Jolla, CA) byly pouzity
ligované cDNA. Byla pfipravena plasmidova DNA obsahujici klonovanou ¢cDNA urikézu a
byly selektovany a izolovany klony, které obsahuji kédujici sekvence DNA publikované
urikdzy (s vyjimkou substituce D3H v paviéni urikéze, viz Tabulka 1). Ve vybraném klonu
paviani urikazy pCR™II - D3H byly, v diisledku delece sekvenci zavedenych PCR, sekvence
pCR™II vedle stop-kodonu urikdzy. V disledku toho byla z 3'-netranslatované oblasti
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eliminovéna restrikéni mista Xbal a Ncol, coZ na 5"-konci produktu PCR umoznilo pozi¢ni

klonovani s pouZitim Ncol a BamH], ktery je odvozeny od vektoru pCR™II.

Subklonovani urikdzové cDNA do expresnich vektord pET

Subklonovani paviani urikazy

Do expresniho vektoru pET-3d (Novagen, Madison, WI) byla zavedena D3H pavidni
cDNA obsahujici celou kédujici sekvenci urikdzy. pCR™II - D3H paviani urikaza byla
natridvena Ncol a BamHI a izoloval se fragment 960 bp. Expresni plasmid pET-3d byl
natraven Ncol a BamHI a izoloval se fragment 4600 bp. Ligaci téchto dvou fragmenti byla
vytvofena paviani pET-3d-D3H.

Subklonovani chimémi urikazy prase-pavian

Pro ziskani vy33i exprese, stability a aktivity rekombinantniho genu byla konstruovana
chimérni urikdza prase-pavian (PBC). PBC byla konstruovana izolovanim 4936 bp fragmentu
Ncol-Apal z klonu paviani pET-3d-D3H a ligaci izolovaného fragmentu s 624 bp fragmentem
Ncol-Apal izolovanym z pUC 18 prase¢i urikazy, &im2 se vytvoii pET-3d-PBC. Urikizova
PBC cDNA se skladd z kodonti 1-225 praseéi urikdzy spojenych do ramce s kodony 226-304

paviani urikazy.

Subklonovani prase¢i KS urikazy

Pro vloZeni jednoho lysinového zbytku, ktery muze poskytnout dal$i misto pro
PEGylaci, byla konstruovéna praseéi KS urikdza. KS znamena vloZeni aminokyseliny lysinu
do praseti urikdzy v poloze 291, namisto argininu (R291K). Navic byl threonin v poloze 301
nahrazen serinem (T301 S). Plasmid prase¢i KS urikazy byl konstruovan izolovanim 4696 bp
Ncol-Ndel fragmentu pavidni pET-3d-D3H a naslednou ligaci s 864 bp Ncol-Ndel
fragmentem izolovanym z praseti urikdzy pUC18, za vzniku pET-3d prasecdi KS. Vysledna
sekvence praseci KS urikazy se sklad4 z kodonii 1-288 praseéi urikdzy spojenych do ramce s

kodony 289-304 paviani urikazy.

Subklonovéni urikazové sekvence regulované promotorem osmB

Gen urikdzy byl subklonovan do expresniho vektoru obsahujiciho promotor osmB
(podle postupu z US patentu &. 5 795 776, jehoZ plné znéni je zde zahrnuto formou odkazu).
Tento vektor umozZiiuje indukci exprese proteinu jako odpovéd na vysoky osmoticky tlak

nebo starnuti kultury. Expresni plasmid pMFOA-18 obsahoval promotor osmB, sekvenci pro
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misto navazani rybozomu (rbs) a sekvenci pro termindtor transkripce (ter). Dodava rezistenci

na ampicilin (AmpR) a exprimuje rekombinantni lidskou acetylcholinu-esterazu (AChE).

Subklonovéni paviani D3H urikazy

Plasmid pMFOA-18 byl natraven Ncol a BamHI a izoloval se velky fragment.
Konstrukt paviani pET-3d-D3H byl natrdven Ncol a BamHI a izoloval se 960 bp fragment
obsahujici gen D3H pavidni urikizy. Tyto dva fragmenty byly ligovany za vytvofeni
pMFOUIS.

Expresni plasmid pMFXT133 obsahuje promotor osmB, rbs (deo operon E. coli), ter
(TrypA E. coli), rekombinantni polypeptidovy inhibitor faktoru Xa (Fxal) a dodava gen
rezistence na tetracyklin (TetR). Kvilli zmén& genii rezistence na antibiotika byl do tohoto
plasmidu vloZen gen paviani urikdzy. Plasmid pMFOU18 byl natriven Ncol, vyplnén, poté
natraven Xhol a izoloval se fragment 1030 bp. Plasmid pMFXTI33 byl natraven Ndel,
vyplnén, poté natrdven Xhol a izoloval se velky fragment. Tyto dva fragmenty byly ligovany
pro vytvofeni expresniho vektoru paviani urikazy pURBA16.

Subklonovani chimérni urikdzy prase-pavian

Plasmid pURBAI6 byl natraven Apal a AIWNI a izoloval se fragment 2320 bp.
Plasmid pMFXT133 byl natriven Ndel, vyplnén, poté natrdven AIwWNI a izoloval se fragment
620 bp. Konstrukt pET-3d-PBC byl natraven Xbal, vyplnén, poté natraven Apal a izoloval se
fragment 710 bp. Tyto tfi fragmenty byly ligovany pro vytvoieni pUR-PB, plasmidu
exprimujictho PBC urikdzu pod kontrolou promotoru osmB a rbs i T7 rbs, ktery byl odvozen
z vektoru pET-3d.

V dalSim kroku byl T7 rbs odstranén. pUR-PB byl natraven Ncol, vyplnén, poté
digestovan AIWNI a izoloval se fragment 3000 bp. Plasmid pMFXTI33 byl natraven Ndel,
vyplnén a poté natrdven AIWNI a izoloval se fragment 620 bp. Tyto dva fragmenty byly
ligovény za vzniku pDUR-PB, ktery exprimuje PBC pod kontrolou promotoru osmB.

Konstrukce pPOUR-PB-ANC

Do urikdzy cDNA bylo zavedeno n€kolik zmén, které vedly k podstatnému nartstu
stability rekombinantniho enzymu. Byl konstruovan plasmid pOUR-PBC-ANC, u kterého
byly odstranény N-koncovy maturovany peptid se 3esti zbytky a tripeptid na C-konci, které

pisobi in vivo jako peroxyzomalni cilovy signal. Toto se provedlo s pouZitim PCR
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amplifikace PBC sekvence z plasmidu pDUR-PB a specifickych oligonukleotidovych primert
uvedenych v Tabulce 2.

Tabulka 2. Primery pro PCR amplifikaci urikazy PBC-ANC

Urikdza PBC-ANC:

Sensni

5" gcgcatATGACTTACAAAAAGAATGATGAGGTAGAG 3' (SEQID ¢&. 5)

Antisensni

5" ccgtetagaTTAAGACAACTTCCTCTTGACTGTACCAGTAATTTTTCCGTATGG 3'

(SEQID &. 6)

Zvyraznéné sekvence restrik¢nich enzymi zavedené na konce primerd nekddujici
oblasti jsou v Tabulce 2 oznacené malymi pismeny. Ndel je sensni a Xbal je antisensni. Anti-
sensni primer byl pouZit také pro eliminaci vnitfniho mista restrikce Ndel zavedenim bodové
mutace (podtrZzené), kterd neovliviiyje aminokyselinovou sekvenci, a tak usnadiiuje
subklonovéni s pouzitim Ndel.

Fragment 900 bp (base-pair, sparovanych bazi), generovany PCR amplifikaci pDUR-
PB, byl St€pen Ndel a Xbal a izolovan. Ziskany fragment byl poté vloZen do deo-expresniho
plasmidu pDBAST-RAT-N, ktery obsahuje deo-P1P2 promotor a rbs odvozeny z E. coli a
konstitutivné exprimuje lidsky rekombinantni prekurzor insulinu. Plasmid byl natraven Ndel a
Xbal, fragment 4035 bp se izoloval a ligoval do PCR produktu PBC urikizy. Vysledny
konstrukt pDUR-PB-ANC byl pouzit pro transformaci E. coli K 12 Sg733 (F- cytR strA),
ktery exprimoval vyssi hladinu aktivni zkracené urikéazy.

Také dvojit€ zkracené sekvence PBC-ANC byly exprimované pod kontrolou
promotoru osmB. Plasmid pDUR-PB-ANC byl natraven AIwNI - Ndel a izoloval se fragment
3459 bp. VySe popsany plasmid pMFXT133 byl natrdven Ndel AIwNI a izoloval se fragment
660 bp. Fragmenty byly poté ligované pro vytvofeni pPOUR PB-ANC, ktery byl zaveden do E.
coli K-12 kmene W3110 F" a exprimoval vy3si hladinu aktivni zkracené urikazy.
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Konstrukce expresniho plasmidu urikazy pOUR-P-AN-ks-1

Tento plasmid byl konstruovan pro vylepSeni aktivity a stability rekombinantniho
enzymu. PraseCi urikaza KS-AN byla zkracend pouze na N-konci (AN), kde byl odstranén N-
koncovy maturovany peptid se Sesti zbytky, a obsahovala mutace S46T, R291K a T301S. V
poloze 46 byl kwiili konzervativni mutaci, ke které doslo béhem PCR amplifikace a klonovani,
namisto serinu zbytek threoninovy. Lysin v poloze 291 nahradil arginin a v poloze 301 byl
namisto threoninu vloZen serin. Ob¢é zdmény byly odvozené ze sekvence paviani urikazy.
Modifikace R291 K a T301 S jsou oznafené KS a diskutované vySe. Extra lysinovy zbytek
poskytl dal§i misto pro potencidlni PEGylaci.

Pro konstrukci pOUR-P-AN-ks-1 (Obrazek 1) byl plasmid pOUR-PB-ANC natraven
Apal - Xbal a izoloval se fragment 3873 bp. Plasmid pET-3d-PKS (konstrukce uvedena na
Obrazku 4) byl natriven Apal - Spel a izoloval se fragment 270 bp. Stépeni Spel zanechalo
extenzi 5' CTAG, ktera byla uéinné ligovana s fragmenty DNA generovanymi Xbal. Tyto dva
fragmenty byly ligovany pro vytvofeni pOUR-P-ON-ks-1. Po ligaci zanikla mista rekognice
Spel a Xbal (jejich umisténi je na Obrazku 9 uvedeno v zavorkach). Konstrukt pOUR-P-AN-
ks-1 byl zaveden do E. coli K-12 kmene W3110 F, prototrofni, ATCC # 27325. Vysledna
prase¢i urikdza KS-AN, exprimovziné pod kontrolou promotoru osmB, poskytla vysoké
hladiny rekombinantniho enzymu s vy3si aktivitou a stabilitou.

Obrazek 1 ukazuje strukturu plasmidu pOUR-P-AN-ks-1. Cisla u restrik&nich mist
ukazuji polohu nukleotidu vzhledem k mistu Haell, ozna¢enému jako 1. Restrikéni mista,
ktera zanikla b€hem klonovani, jsou uvedena v zavorkiach. Plasmid pOUR-P-AN-ks-1,
kodujici praseéi urikdzu KS-AN, je dlouhy 4143 pari bazi (bp) a zahrnuje nasledujici prvky:
1. fragment DNA o délce 113 bp, sahajici od nukleotidu ¢&islo 1 do mista Ndel (v poloze
113), ktery zahrnuje promotor osmB a vazebné misto pro ribozom (rbs).

2. Fragment DNA o délce 932 bp, sahajici od Ndel (v poloze 113) do spojky Spel/Xbal
(v poloze 1045), ktery zahrnuje: kodujici oblast 900 bp praseéi KS-AN (sekvence nukleovych
kyselin proteinu prase¢i urikazy zkraceného na aminovém konci, kde jsou aminokyseliny
v poloze 291 a 301 nahrazeny lysinem a serinem) a 32 bp boéni sekvenci odvozenou z pCR™
II, od mista klonovani TA v protisméru do mista restrikce Spel/Xbal.

3. 25 bp sekvenci mista viceCetného klonovani (MCS) od spojky Spel/Xbal (v poloze
1045) do HindIII (v poloze 1070).

4, Synteticky 40 bp oligonukleotid obsahujici TrpA terminétor transkripce (ter) s konci
HindIII (v poloze 1070) a Aatll (v poloze 1110).
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5. Fragment DNA o délce 1519 bp, sahajici z mista Aatll (v poloze 1110) do Mscl/Scal
(v poloze 2629) na pBR322, ktery obsahuje gen rezistence na tetracyklin (TetR).
6. Fragment DNA o délce 1514 bp, sahajici z mista Scal (v poloze 2629) do Haell (v
poloze 4143) na pBR322, ktery obsahuje po&atek replikace DNA.

Obrézek 2 ukazuje DNA a odvozené aminokyselinové sekvence prasedi urikizy KS-
AN. V tomto obrazku je ¢islovani aminokyselin provedeno podle uplné sekvence praseéi
sekvence prasei urikdzy vloZen threonin. Tento threoninovy zbytek umoZiuje odstranéni
methioninu bakteridlni aminopeptiddzou. Mezera v aminokyselinové sekvenci ukazuje
odstranény‘ N-koncovy maturovany peptid. Vyznadend jsou restrikéni mista, kterd byla
pouzita pro rizné kroky subklonovani riznych sekvenci urikizy (Apal, Ndel, BamHI, EcoRI
a Spel). 3'-Netranslatovana sekvence, oznaena malymi pismeny, byla odvozena ze sekvence
pCR™II. Hvézdicka oznacuje stop kodon translace.

Obrazek 3 ukazuje usporadani aminokyselinovych sekvenci riznych rekombinantnich
sekvenci urikdzy. Vrchni fada pfedstavuje prase¢i urikdzu s tGplnou aminokyselinovou

sekvenci. Druha fadka je sekvence dvojité zkracené prasedi-pavian chimémi urikazy (PBC-

ANC). Treti fadka ukazuje sekvenci praseci urikazy KS-AN, ktera je zkracena pouze na N-

konci a obsahuje mutace S46T a zmény aminokyselin R291 K a T301 S, ob& reflektujici
paviani pivod karboxylového konce sekvence kodujici urikazu. Hvézdi¢ka oznatuje polohy,
kde jsou rozdily v aminokyselindch u prase¢i KS-AN ve srovnani s publikovanou sekvenci
praseci urikdzy, krouzky oznacuji polohy, kde jsou rozdily v aminokyselinach v prase¢i KS-
AN ve srovnani s prasei-paviani chimérou PBC-AN, a &arkované jsou vyznacené delece
aminokyselin.

Pro klonovéni do E. coli byly konstruovany cDNA nativni urikdzy, paviani, prase¢i a
kralici, s mutaci Y97H a prasedi-pavidni chiméra (PBC). Byly konstruoviny Kklony
exprimujici vysoké hladiny urikdzovych variant a vybrany viechny E. coli W3110 F, u
kterych je exprese regulovana osmB. Izolovaly se plasmidové DNA, ovéfily DNA sekvenéni
analyzou pomoci restrikénich enzymi a kultivovaly se buriky.

Konstrukce zkracené urikazy, véetné prase¢i-AN a prase¢i KS-AN, byla provedena
kiizovou ligaci mezi PBC-ANC a prase¢i KS, naslednym Stépenim restrikénimi
endonukledzami Apal a Xbal a Apal plus Spel. Lze odivodnéng predpokladat, Ze si tyto
zkracené mutanty zachovaji svou aktivitu, nebot’ 3est N-koncovych zbytkii, , maturovany
peptid* (1-2) a C-koncovy tripeptid, ,,peroxyzomalni cilovy signdl“ (3-5), nemaji funkce,
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které by podstatné ovlivnily enzymovou aktivitu, a Ze tyto sekvence budou imunogenni.

Vybraly se klony exprimujici velmi vysoké hladiny variantnich urikaz.
Ptiklad 2

Transformace expresniho plasmidu do bakterialni hostitelské buiiky A

Expresni plasmid pOUR-P-AN-ks-1 byl zaveden do E. coli K-12 kmene W3110 F".
Bakterialni buiiky byly pfipraveny pro rist spojeny s transformaci do faze mid log u Luria
broth (LB), poté byly butiky oddéleny centrifugaci, promyty ve studené vodg, a suspendovany
v 10% glycerolu ve vodé o koncentraci 3x10'° buitky/ml. Buriky byly uchovavané v
alikvotech pfi -70 °C. Plasmidova DNA byla vysrdZena v ethanolu a rozpusténa ve vodg.

Bakterialni buiiky a plasmidovd DNA byly smichany a transformace byla provedena
vysokonapétovou elektroporani metodou s pouzZitim Gene Pulser II z BIO-RAD (Trevors et
al (1992). Electrotransformace bakterie plasmidovou DNA, viz Privodce Elektroporace a
Elektrofuze (D.C. Chang, B. M. Chassy, J. A. Saunders a A. E. Sowers, eds.), str. 265-290,
Academic Press Inc., San Diego, Hanahan et al (1991) Meth. Enzymol., 204, 63-113).

Transformované buriky byly suspendované v médiu SOC (2% trypton, 0,5% kvasinkovy . .

extrakt, 10 mM NaCl, 2,5mM KCl, 10 mM MgCl,, 10 mM MgSO,, 20 mM gluké6za),
inkubované 1 hodinu piti 37°C, a vytfidéné podle rezistence na tetracyklin. Byl vybran klon s

vysokou expresi.

Priklad 3

Ptiprava rekombinantni urikazy

Bakterie stejného typu jako ty vySe popsané transformované byly kultivovany v médiu
obsahujicim glukézu, pH bylo udrzovano na hodnoté 7,2 + 0,2, pfi 37 °C.

Pro poslednich 5-6 hodin kultivace byl do média pfidan KCl na kone&nou koncentraci
0,3 M. Kuitivace pokra¢ovala, aby se umoznila akumulace urikazy.

Rekombinantni urikdza se akumulovala uvnitf bakteridlnich bunék jako nerozpustny
precipitat podobny inkluznim téliskim (IBs). Bunéna suspenze byla promyta centrifugaci a
suspendovana v S0mM pufru Tris pfi pH 8,0 a 10 mM EDTA na kone&ny objem odpovidajici
40-nasobku suché hmotnosti bun&k.




IBs obsahuyjici rekombinantni urikdzu byly izolované centrifugaci a naslednym
rozruSenim bakterialnich bun€k s pouZitim lysozymu a vysokého tlaku. Reakce s lysozymem
(2000-3000 jednotek/ml) byla provedena za michani pti pH 8,0 a 7 + 3° C po dobu 16-20
hodin. Peleta byla promyta vodou a uchovévana pfi -20 °C az do pouziti.

Obohacené IBs byly po suspendovani déle zpracovavany v 50 mM NaHCO; pufru pfi
pH 10,3 £+ 0,1. Kvuli solubilizaci urikdzy odvozené od IB byla suspenze pfes noc inkubovana
pfi teplot€ mistnosti, a nasledné vycefena centrifugaci.

Urikdza byla dale c¢iSténd nékolika chromatografickymi kroky. Nejprve byla
chromatografie provedena na koloné¢ Q-Sepharose FF. Kolona s liatkou byla promyta
bikarbonitovym pufrem obsahujicim 150 mM NaCl a urikaza byla eluovana bikarbonatovym
pufrem obsahujicim 250 mM NaCl. Pro odstranéni minoritnich negistot z urikédzového
preparatu byla poté pouZita xanthin-agar6zova pryskyfice (Sigma). Eluat po Q-Sepharose FF
byl nafedén 50mM glycinovym pufrem o pH 10,3 + 0,1 na koncentraci proteinu 0,25 mg/ml a
nanesen na kolonu. Kolona byla promyta bikarbonitovym pufrem pfi pH 10,3 + 0,1
obsahujicim100mM NaCl a urikdza byla eluovana stejnym pufrem doplnénym 60 pM
xanthinu. V tomto stddiu byla urikdza pro odstranéni agregovanych forem pieciiténa

. chromatografii na Q-Sepharose.

Cistota viech urikazovych p¥ipravkii je vySsi nez 95 %, jak bylo stanoveno velikostng
vylu€ujici chromatografii. Pfi pouZiti kolony Superdex 200 bylo ve vSech pfipravcich
detekovano méné nez 0,5 % agregovanych forem.

Tabulka 3 podava souhrn ¢i$téni prasei urikazy KSAN z IBs ziskanych z fermentadni
pudy 25 L.

Tabulka 3. Cisténi praseti KSAN urikazy

Krok ¢isténi Protein (mg) | Aktivita (U) Specificka aktivita (U/mg)
Rozpusténi IB 12 748 47 226 3,7

Vy¢istény roztok 11 045 44 858 4,1

Q-Sepharose I - hlavni podil | 7 590 32316 43

Xanthin-Agar6za - hlavni | 4 860 26 361 5.4

podil

Q-Sepharose II - hlavni podil | 4 438 22 982 5,2

Retentat 30 kDa UF 4262 27 556 6,5




Piiklad 4

Charakteristiky rekombinantni urikazy

SDS-PAGE

SDS-PAGE analyza vysoce C¢isténé variantni urikdzy (Obrizek 4) odhalila
charakteristicky profil. Vzorky byly uchovavany pti 4 °C v uhliditanovém pufru pfi pH 10,3
aZ po dobu n&kolika mésicti. Uplné prasedi, prase¢i KS a PBC varianty vykazuji akumulaci
dvou hlavnich degrada¢nich produkti s molekulovou hmotnosti 20 a 15 kDa. Toto pozorovéni
naznaluje, Ze alespofi jeden nick $tépi molekulu podjednotky urikazy. Rozdilny degradadni
profil je detekovan u klont zkricenych na aminovém konci a v niZ$i mife také u kralici
urikdzy. N-konec krali¢i urikdzy p¥ipomind N-konec zkracenych klond. Uréeny byly N-

koncové sekvence fragmenti urikdzy generovanych béhem &isténi a skladovani.

Sekvencovani peptida

Dlouh¢ urikdzové ptipravky byly sekvenovany od N-konce s pouzitim Edmanovy
degradace. Provedlo se deset cykla. Rekombinantni prasedi urikéza (tiplny klon) generovala
vEtSi mnoZstvi degradaCnich fragmentit ve srovnani s prasedi KS-AN. Byla vyvozena tato
mista St€peni vedouci k degradaénim fragmentim:

1) Majoritni misto v poloze 168 se sekvenci:

--QSG | FEGFI--

2) Minoritni misto v poloze 142 se sekvenci:

--IRN | GPPVI--

VySe uvedené sekvence nepfipominaji Z4dné zndmé proteolytické $tdpeni. Presto ke
Stépeni mohlo dojit bud’ proteolyzou, nebo n&jakou chemickou reakci. Urikazy zkrécené na
N-konci jsou pfekvapivé stabiln&jsi nez urikdzy na N-konci nezkracené. Také PBC-ANC méla

stabilitu podobnou dal$im AN molekul4m a niZ$i neZ u PBC na N-konci nezkracené.

Utinnost
Aktivita urikdzy byla m&fena pomoci UV. Rychlost enzymatické reakce byla uréena z
méfeni poklesu absorbance pfi 292 nm nasledkem oxidace kyseliny mocové na alantoin.

Jednotka aktivity je definovana jako mnoZstvi urikdzy nutné k oxidaci jednoho mikromolu
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kyseliny mocové za minutu pfi 25 °C pHi specifikovanych podminkach. Uginnost urikazy je
vyjadfena v jednotkach aktivity na mg proteinu (U/mg).

Extinkéni koeficient ImM kyseliny mocové pfi 292 nm je 12,2 mM'em™. Proto
oxidace 1 mikromolu kyseliny mo¢ové na ml reakéni smési vedla k poklesu absorbance 12,2
mAjg;. Zména v absorbanci s ¢asem (AAyg, za minutu) byla odvozen4 z linedrniho tiseku
kiivky.

Koncentrace proteinu byla stanovena s pouZitim modifikované Bradfordovy metody
(Macart a Gerbaut, (1982) Clin Chim Acta 122, 93-101). Specifickd aktivita (G&innost)
urikdzy byla vypocitand vydélenim aktivity v U/ml koncentraci proteinu v mg/ml. Vysledky
enzymove aktivity riznych rekombinantnich urikdz jsou shrnuty v Tabulce 4. Jako referenéni
hodnoty jsou v této tabulce pouzity vysledky u komer&nich piipravki. Z téchto vysledki je

ziejmé, Ze zkraceni urikdzovych proteinii jejich enzymatickou aktivitu vyznamné neovlivituje.

Tabulka 4. Souhrn kinetickych parametrti rekombinantnich a nativnich urikéz

Urikazy Koncentrace” | Specificka Km'¥ Kcat®
zasobniho aktivita (uM kyseliny .
roztoku (mg/ml) | (U/mg)® mocové) (1/min)

Rekombinantni

Praseci 0,49 7,41 4,39 905

Praseli-AN 0,54 7,68 4,04 822

Prase¢i KS 0,33 7,16 5,27 1085

Prase¢i KS-AN | 1,14 6,20 3,98 972

PBC 0,76 3,86 4,87 662

PBC-ANC 0,55 3,85 4,3 580

Krali¢i 0,44 3,07 4,14 522

Nativni

Praseci 2,70 3,26 5,85 901

(Sigma)

A. flavus 1,95 0,97 23,54 671

(Merck)

Poznamky k Tabulce 4:

(1) Koncentrace proteinu byla stanovena z absorbance méfené pii 278 nm, s pouZitim
extink&niho koeficientu 11,3 pro roztok urikdzy 10 mg/ml (Mahler, 1963).
(2) 1 jednotka aktivity urikazy je definovana jako mnoZstvi enzymu, které oxiduje 1

mikromol kyseliny mo&ové na alantoin za minutu pii 25 °C.
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(3) Hodnoty specifické aktivity byly odvozené z Lineweaverovy a Burkovy rovnice,
pii koncentraci substratu ekvivalentni 60 pM.

(4) Reaké&ni smési byly sloZené z riznych kombinaci nasledujicich zasobnich roztokd

100mM sodnoboritanovy pufr, pH 9,2

300uM kyselina mocova v 50 mM sodnoboritanovém pufru, pH 9,2

1 mg/ml BSA v 50mM sodnoboritanovém pufru, pH 9,2

(5) K byla vypogitand vydélenim Vmax (vypoditand z odpovidajicich
Lineweaverovych a Burkovych rovnic) koncentraci urikdzy v reakéni smési (vyjadiené v

molarnich ekvivalentech, na zdkladé& tetramerni molekulové hmotnosti urikdzy).

Ptiklad 5

Konjugace urikdzy s m-PEG (PEGylace)

Prase¢i KS-AN urikaza byl konjugovana s pouzitim m-PEG-NPC (monomethoxy
poly(ethylenglykol)nitrofenyl karbonatu). Byly stanovené podminky, pii kterych vznikalo 2
az 12 vlaken 5kDa, 10kDa, nebo 20kDa PEG na podjednotce urikdzy. Do roztoku proteinu
byl postupné pfidavan m-PEG-NPC. Po ukonleni ptidavani byla reakéni smés PEG urikaza /
m-PEG-NPC inkubovana pfi 2-8 °C po dobu 16-18 hodin, aby se maximalni pocet volnych
vlaken m-PEG konjugoval s urikézou.

Podet PEG vidken na monomer PEG-urikdzy byl stanoven pomoci velikostné
vyluéyjici chromatografie na Superose 6 (SEC), s pouZitim standardi PEG a urikazy. Pocet
PEG vlaken navdzanych na podjednotku byl stanoven pomoci nésledujiciho vztahu:

PEG 3,42 x mnozstvi PEG v injikovaném vzorku (pg)

vlakna/podjednotka mnoZstvi proteinu v injikovaném vzorku (pg)

Koncentrace jednotek PEG a proteinu ve vzorku PEG-urikdzy byla stanovena
velikostné vylu€ujici chromatografii (SEC) s pouZitim UV a sériové uspofadanych
refrakénich (RI) detektori (viz Kunitani et al., (1991)). Byly generované tfi kalibracni kiivky:
k¥ivka proteinu (absorpce métend pii 220 nm), kfivka proteinu (méfena RlI), a kiivka PEG
(méfena RI). Poté byly s pouZitim stejného systému analyzovany vzorky PEG-urikdzy. Pro
vypocet koncentraci PEG a proteinu bylo pouzito srovnani vyslednych hodnot oblasti UV a

RI maxim experimentalnich vzorkd s kalibra¢nimi kfivkami. Index 3,42 je pomér mezi
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molekulovou hmotnosti monomeru urikazy (34 192 Daltonil) a molekulovou hmotnosti
10kDa PEG.

Navézané PEG vylepSily rozpustnost urikdzy v roztocich s f&ziologick;’mi hodnotami
pH. Tabulka 5 ukazuje variabilitu mezi SarZemi produktu obsahujiciho PEGylovanou praseCi
urikdzu KS-AN. Mezi poctem navéazanych vldken PEG a uchovanou specifickou aktivitou

(SA) enzymu je obecné inverzni vztah.

Tabulka 5. Enzymova aktivita konjugata PEGylované prase¢i KS-AN urikdzy

SarZe konjugatu | PEG MW (kDa) | Vlakna PEG | Urikdza SA SA procento
na podjednotku | (U/mg) kontroly
urikazy

AN-praseci KS 8,2 100

1-17 # 5 9,7 5,8 70,4

LP-17 10 23 7,8 94,6

1-15# 10 5,1 6,4 77,9

13 # 10 6,4 6,3 76,9

14 # 10 6,5 6,4 77,5

5-15# 10 8,8 5,4 65,3

5-17 # 10 : 11,3 4,5 55,3

4-17 # 10 11,8 44 53,9

1-18 # 20 11,5 4,5 54,4

Priklad 6

PEGylace urikdzy s 1000D a 100 000D PEG

Praseci urikdza KS-AN byla konjugovand s pouzitim 1000D a 100 000D m-PEG-NPC
postupem popsanym v Piikladu 5. Byly pouZity podminky pro zavedeni 2 az 11 vlaken PEG
na podjednotku urikdzy. Po ukonceni ptidavani PEG byla reakéni smés urikdza/m-PEG-NPC
inkubovana pfi 2-8 °C po dobu 16-18 hodin, aby se maximalni pocet volnych vldken m-PEG
konjugoval s urikazou.

Pocet PEG vldken na monomer PEG-urikazy byl stanoven postupem popsanym vySse.

Navazané PEG vylepsily rozpustnost urikazy v roztocich s fyziologickymi hodnotami
pH.



Piiklad 7

Farmakokinetika konjugatu prase¢i urikazy KS-AN s PEG

Pro stanoveni optimélniho rozsahu a velikosti PEGylace potiebné k poskytnuti
terapeutického ucinku byly provedeny biologické experimenty.

Pfi farmakokinetickych studiich na krysach s pouZitim i.v. injekei 0,4 mg (2U) na kg
télesné hmotnosti nemodifikované urikazy, podavanych v den 1 a den 8, byl polodas v
cirkulaci 10 minut. AvSak studie rychlosti clearence na krysach u 2 az 11 x 10kDa
PEGylované prase€i urikazy KS AN, 1 po 9 tydennich injekcich ukazaly, Ze clearence nezavisi
na poctu PEG vléken (v tomto rozmezi) a zistala béhem doby studie relativné konstantni (viz
Tabulka 6, polo¢as 30 hodin). Rozdily mezi tydny jsou v rAmci experimentalni chyby. Stejny
profil je zfejmy po 9 injekcich 10 x 5kDa PEG a 10 x 20kDa PEG - urik4dzovych konjugati.
Vysledky ziskané na krysim modelu ukazuji, Ze biologické i¢inky byly podobné nezavisle na
pouzitém rozsahu PEGylace urikazy.
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Tabulka 6. Polo¢asy ptipravki PEGylované prase¢i KS-AN urikdzy na krysach

Rozsah modifikace (PEG vlakna na podjednotku urikazy)
S5kDa 10 kDa PEG 20kDa
PEG PEG
Tyden 10x 2x 5x 7x 9x 11x 10x
1 25,7 29,4 37,7 37,6 36,9 31,4 21,6
+1,7 +3,4 +3,1 +39 +43 +43 |+15
) &) 6)) 3 3) ®) &)
2 - - - 26,7 28,4 - -
+3,0 +1,6
3 &)
3 27,5 29,0 29,9 32,7 26,3 11,8 14,5
+3,8 +2,6 +11,7 +11,1 +4,7 +33 |[+27
6) &) ) () ) &) )
4 - - 27,1 18,4 19,7 - -
+53 +272 +5,6
6] @ “4)
5 28,6 22,5 343 373 304 30,5 19,3
+1,7 +2,7 +3,9 +3,0 +3,6 +13 [+25
&) &) @ ) &) &) (©)
6 - - 354 27,1 30,7 - -
+3,1 +3,6 +£29
(14) (13) (13)
7 16,5 32,5 - - - 16,12 | 25,8
+4,9 +4,3 +27 [+2)5
&) (&) (5) 3
8 - - - - - - -
9 36,8 28,7 34,0 24,2 31,0 29,3 26,7
+4,0 +2,7 +2.4 +34 +2,6 + 1,4 +0,5
(15) (15) (13)  1(@3) (13) 15 [@s)

Poznamky k Tabulce 6: Vysledky jsou vyzna¢ené v hodinich + stiedni chyba. Cisla
v zavorkach udavaji pocet testovanych zvifat.

Krysam byly tydné podavény i.v. injekce 0,4 mg/kilogram télesné hmotnosti praseci
urikazy KS-AN, jejiz modifikace jsou vyznadené v tabulce. V kazdé skupiné bylo nejprve 15
krys, které byly stfidavé odebirané v podskupinach po 5. V prubéhu studie kviili anestezi
nékolik krys zemfelo. Pologasy byly stanoveny mé&fenim urikazové aktivity (kolorimetrické
stanoveni) ve vzorcich plazmy odebiranych po 5 minutich a 6, 24 a 48 hodin po injekei.

Tabulka 5 popisuje Sarze PEGylované urikazy pouzité ve studii.

Studie biodostupnosti 6 x S5kDa PEGylované prase&i urikizy KS-AN u kralikd

naznaCuji, Ze po prvni injekci je polocas v cirkulaci 98,2 + 1,8 hodiny (i.v.) a biodostupnost
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po i.m. a podkozni (s.c.) injekci byla 71 % a 52 %. Po druhé i.m. a s.c. injekci byly viak u
vSech kraliki detekovany signifikantni titry protilatek, a po naslednych injekcich byla
clearence zrychlend. Injekce stejného konjugatu u krys poskytla vysledny polocas 26 + 1,6
hodiny (i.v.) a biodostupnost po i.m. a s.c. injekcich byla 33 % a 22 %.

Studie na krysich provadéné s 9 x 10kDa PEGylovanou prase€i urikazou KS-AN
naznaduji, Ze po prvni injekci je polo&as v cirkulaci 42,4 hodiny (i.v.) a biodostupnost po i.m.
a s.c. injekci byla 28,9 % a 14,5 % (viz Obrazek 5 a Tabulka 7). Po &tvrté injekci byl polo€as
v cirkulaci 32,1 + 2,4 hodiny a biodostupnost po i.m. a s.c. injekci byla 26,1 % a 14,9 %.

Podobné farmakokinetické studie provadéné u kraliki s 9 x 10kDa PEGylovanou
prase¢i urikdzou KS-AN naznaduji, Ze nasledné po injekci tohoto konjugétu (po dobu 4 tydnd
byla podavana injekce dvakrat tydné) nebyla Zadna zrychlena clearence pozorovana. U téchto
zvitat byl po prvni injekci polocas v cirkulaci 88,5 hodiny (i.v.) a biodostupnost po i.m. a s.c.
injekci byla 98,3 % a 84,4 % (viz Obrazek 6 a Tabulka 7). Po &tvrté injekci byl polocas v
cirkulaci 141,1+15,4 hodiny a biodostupnost po i.m. a s.c. injekcich byla 85 % a 83 %.

Podobn¢ byly provedeny studie s 9x10 kDa PEGylovanou prase€i urikdzou KS-AN
pro stanoveni biodostupnosti u pst beaglti (v kazdé skupiné byli 2 samci a 2 samice). Po prvni
i.v. injekei byl naméfen polodas v cirkulaci 70 + 11,7 hodiny a biodostupnost po i.m. a s.c.
injekcich byla 69,5 % a 50,4 % (viz Obrazek 7 a Tabulka 7).

Byly provedeny studie s pfipravky obsahujicimi 9 x 10kDa PEGylovanou praseci
urikdzu KS-AN na prasatech. Pro i.v., s.c. a i.m. zplsoby podévéni byla pouZita tii zvifata ve
skupin¢. Po prvni i.v. injekci byl naméfen polocas v cirkulaci 178 + 24 hodiny a

biodostupnost po i.m. a s.c. injekcich byla 71,6 % a 76,8 % (viz Obrazek 8 a Tabulka 7).
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Tabulka 7. Farmakokineticka studie provedena s 9x10 kDa PEGylované prase¢i KS-

AN urikazou
Injekce # Polo¢as (hodiny) Biodostupnost

iv. im. s.C.
Krysy
1 424 +43 28,9 % 14,5 %
2 24,1+5,0 28,9 % 14,5 %
4 32,1+24 26,1 % 14,9 %
Kralici
1 88,5+89 98,3 % 84,4 %
2 45,7 + 40,6 100 % 100 %
4 141,1 £ 154 85 % 83 %
Psi
1 70,0 £ 11,7 69,5 % 50,4 %
Prasata
1 178 + 24 71,6 % 76,8 %

Studie absorpce, distribuce, metabolismu a vylu€ovani (ADME) byly provedeny po
jodaci 9 x 10kDa PEGylované praseci urikdzy KS-AN s pouZitim 1251 zptisobem dle Boltona
& Huntera. Znaeny konjugat byl injikovan 7 skupindm po 4 krysach (2 samci a 2 samice).
Distribuce radioaktivity byla analyzovana po 1 hodin€ a kazdych 24 hodin po dobu 7 dni (s
vyjimkou pro den 5). VSechny skupiny byly postupné usmrceny a byly vyjmuty a
analyzovany rlizné orgdny. Sedmé skupina byla drZzena v metabolické kleci, ze které byla
sbirana mo¢ a vykaly. Distribuce latky ve zvifecim téle byla urena po zméfeni celkové
radioaktivity v kazdém organu a pomérné ¢asti (v ledvinach, jatrech, plicich a slezin¢), ktera
se sraZela s TCA (tzn. navazany protein, normalizovano na velikost organu). Zadny z
vyjmutych organti nemél specifickou radioaktivitu vyssi neZ ostatni, takZe Zadna vyznamna
akumulace ani v jatrech nebo ledvinach pozorovana nebyla. Do 7. dne bylo vylouceno 70 %

radioaktivity.
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Ptiklad 8

Vysledky klinické studie

Randomizovana, oteviend, multicentricka studie s paralelni skupinou byla provedena
za uéelem ziskani uratové odezvy a farmakokinetického a bezpe¢nostniho profilu PEG-
urikazy (Purikase®, Safient Pharmaceuticals) u lidskych pacientl s hyperurikémii a t€Zkou
dnou, u kterych nebyla odezva na konvenéni 1é€bu nebo k této 16¢bé nebyli tolerantni.
Priimé&rna délka choroby byla 14 let a 70 % studované populace trpélo jednim nebo vice tofy.

Pfi této studii bylo 41 pacientii (primé&rny vék 58,1 let) randomizovano pro 12-tydenni
1é¢bu intravendzni PEG-urikédzou v jednom ze &ty¥ davkovacich reZimii: 4 mg kazdé dva
tydny (7 pacient®i), 8 mg kazdé dva tydny (8 pacienti), 8 mg kazdé &tyfi tydny (13 pacienti),
nebol2 mg kazdé &tyfi tydny (13 pacientl). V definovanych intervalech byla méfena aktivita
urikézy v plazmé a hladiny uratd. Z analyzy aktivity urikdzy a hladiny urati byly odvozené
farmakokinetické parametry, stfedni koncentrace urath v plazmé a v procentech byla
vyjadiena doba, po kterou byly uraty v plazmé niZ$i nebo rovné 6 mg/dlL.

Nejvétsi pokles hladiny PUA pod 6 mg/dl po 92 % doby lécby byl zaznamenan u
pacientti, ktefi dostavali 8 mg PEG-urikazy kazdé dva tydny (pfed zahijenim léCby byla
koncentrace urati v plazmé 9,1 mg/dl vs. stfedni koncentrace urati v plazmé 1,4 mg/dl po 12
tydnech).

Také u daldich skupin lé¢enych jinymi davkami PEG-urikdzy bylo pozorovino
podstatné a trvalé sniZeni hladiny uratti v plazmé: PUA niZsi neZ 6 mg/ml po 86 % doby lécby
ve skuping dostavajici 8 mg kazdé &tyfi tydny (koncentrace urath v plazmé pied zahdjenim
16¢by 9,1 mg/dl vs. priméma koncentrace uratii v plazmé 2,6mg/dl po 12 tydnech), PUA nizsi
nez 6 mg/ml po 84 % doby 1éEby ve skupiné dostavajici 12 mg kazdé &tyfi tydny (koncentrace
uratti v plazmé pred zahajenim 1€&by 8,5 mg/dl vs. primérna koncentrace uratd v plazmé 2,6
mg/dl po 12 tydnech), a PUA niZ8i neZ 6 mg/ml po 73 % doby 1é¢by ve skupiné dostavajici 4
mg kazdé dva tydny (koncentrace urati v plazmé pfed zahajenim 1écby 7,6 mg/dl vs.
pramérna koncentrace urati v plazmé 4,2 mg/dl po 12 tydnech).

Bé&hem prvnich 24 hodin davkovani PEG-urikdzy byl maximalni procentualni pokles
kyseliny mo&ové v plazm& 72 % z vychozi hodnoty u subjekti, kterym byly podavany 4 mg /
2 tydny (p rovno .0002); 94 % u subjekti, kterym bylo podavano 8 mg /2 tydny (p mensi nez
.0001), 87 % u subjekt, kterym bylo podavano 8 mg /4 tydny (p mensi nez .0001), 2 93 % u
subjekti, kterym bylo podavano 12 mg/ 4 tydny (p mensi nez .0001).
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Béhem 12-tydenni 1é¢by byl procentualni pokles kyseliny mo¢ové v plazmé z vychozi
hodnoty 38 % u subjekti, kterym byly podavany 4 mg / 2 tydny (p rovno .0002), 86 % u
subjekti, kterym bylo podavéano 8 mg / 2 tydny (p mensi nez .0001), 58 % u subjekti, kterym
bylo podavano 8 mg / 4 tydny (p rovno .0003) a 67 % u subjektt, kterym bylo podavano 12
mg / 4 tydny (p mensi nez .0001).

Pfekvapivé se u n&kterych subjekt, kterym byla podavdna PEG-urikdza, projevil
vedlej$i G&inek spojeny s infuzi, tzn. reakce na infuzi. Tyto reakce se vyskytly u 14 % z
celkového poctu infuzi.

PIné znéni vSech zde citovanych odkazi je zde zahrmuto formou odkazu ve smyslu
stejného rozsahu, jako by zde bylo u kazdé individudlni publikace nebo patentu nebo
patentové piihlasky specificky uvedeno, Ze je zaclenéna formou odkazu ve smyslu plného
znéni.

Jak bude odbornikovi v oboru zfejmé, u pfedkladaného vynalezu lze provést mnoho
modifikaci a variaci, aniZ by se pfekro€il jeho duch nebo rozsah. Zde popsana specificka
provedeni jsou nabidnuta pouze jako ilustrativni pfiklad a vyndlez je limitovan pouze
pfiloZenymi naroky spole¢né s plnym rozsahem analogie podstaty, na ktery jsou naroky

vedeny.

Pramyslova vyuzitelnost

Geneticky modifikované proteiny s urikolytickou aktivitou pfipravené podle
predkladaného vyndlezu jsou pouZitelné ke sniZeni hladiny kyseliny mocové v biologické

tekuting véetné krve.
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lL.eu

Pro

Gly

Leu

val

110

Phe

Arg

Leu

Gly Tyr

15

Lys Tyr

Ser Ser

Thr Asp

ITe Lys

Ser Ser

95

Pro Trp
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<400>9

atgacttaca aaaagaatga tgaggtagag tttgtccgaa ctggetatgg gaaggatatg
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Pro

Thr
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val

Glu

Thr
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Asn
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60



ataaaagttc
acagtgcaac
atccctacag
agcatagaaa
atcagagctc
aagcatgtcc
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acccagtctg
gaccggtgct
gactttgagg
tatgacaaag
accctgggec
ttaaacatag

gacaatccat

<210> 10
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Thr Leu
45

Ile Pro
60

Lys Gly

Phe Leu

Asp

GIn

Ser

Leu

270

Lys

Lys

val

Leu

255

Ile

Ile

Thr

Gly

Leu

240

Pro

Asn

Thr

Gly Tyr Gly

Thr

Ile

Ser

15

Tyr

Ser

Asp

Lys

ser
95

His

Lys

Thr

ser

80

Phe



Lys

Arg

Pro

Pro

145

GIn

Glu

Tyr

Arg

Tyr

225

Leu

Ile

Glu

Thr

His

Phe

Thr

130

val

Ser

val

His

ser

210

Ser

ser

His

Glu

val
290

<210> 14
<211>13
<212>PRT
<213> Uméla sekvence
<220>
<223> PBC-ANC (Fragment 44-56 PBC-ANC)
<400> 14

1

<210> 15

<211> 936

val

Glu
115

Gly

Ile

Gly

Lys

Gln

195

Ile

Pro

Arg

Tyr

val

275

Lys

Ile Arg Ala

100

Lys

Thr

His

Phe

val

Ser

val

Phe

260

Leu

Arg

Asn

His

Ser

Glu

165

Arg

Arg

Leu

val

Pro

245

Asn

Leu

Lys

5

Gly

Phe

Cys

Asp

GIn

Gln

230

Glu

Ile

Pro

Leu

Gln

val

Cys

Ile

Phe

Phe

val

Lys

Lys

Ile

Asp

Leu

ser
295

val
Lys
Glu
Lys
Ile
Ala
As

200
Phe
Thr
Glu

Met

Tyr

105

His

val

Asp

Lys

Thr
185

p Phe

Ala

Leu

Asp

ser

265

Asn

val

val

Glu

Leu

Glu

Gly

Tyr

Met

250

Lys

Pro

Glu

His

GIn

Lys

Gln

val

Ala

Pro

Asp

235

Glu

Met

Tyr

Glu

Ala

Ile

140

val

Phe

Tyr

Thr

Tyr

220

Ile

Ile

Gly

Gly

val Pro Trp Lys
110

Phe

125

Arg

Leu

Thr

Cys

Trp

205

Asp

Gln

Ser

Leu

Lys
285

Ala Thr Thr val GIn Leu Thr Leu Ser Sgr Lys Lys Asp
1

Ile

Asn

Lys

Thr

Asp

Lys

val

Leu

Ile

270

Ile

Tyr

Gly

Thr

Leu

175

Trp

Thr

Gly

Leu

Pro

255

Asn

Thr

Thr

Pro

Thr

160

Pro

Arg

val

Glu

Ser

240

Asn

Lys

Gly



<212> DNA
<213> Papio hamadryas (pavian hamadryas)
<400> 15

ccagaagaaa
ccgaactggc
tcacagcatt
cctgcatgga
cttggcaaag
ttttctttct
gaagcgtctt
aacacacttc
caaagacctc
gttcaccacc
gcgctaccac
tgtcctggag
gaccctctat
aatcagcctg
caaggaagag
gaggaagttg
<210> 16

<211> 304
<212>PRT

atggccgact
tatgggaagg
aaagaggtgg
gataattcag
tttaagggaa
tcttttaacc
gaaaagaatg
tgtgaagttg
aaggtcttga
ctccctgagg
cagtgcaggg
aaatttgctg
gatatccagg
ccaaacattc
gtcttgctgce

tcttcaagac

accataacaa
atatggtaaa
caacttcagt
atatcatccc
tcaaaagcat
atgtaatccg
gagttaagca
aacaactgag
aaacaacaca
tgaaggaccg
atgtggactt
ggccctatga
tgctctcect
actacttcaa
cattagacaa

tgtgacattg

ctataaaaag
agttctccat
gcaacttact
tacagacacc
agaagccttt
agctcaagtc
tgtccatgca
aagtggaccc
gtctggattt
atgctttgcc
cgaggctacc
caaaggcgag
gagccgagtt
tatagacatg
tccatatgga

tggcca

<213> Papio hamadryas (pavian hamadryas)

<400> 16

aatgatgaat
attcagcgag
ctgagttcca
atcaagaaca
ggtgtgaata
tacgtggaag
tttattcaca
cccgtcatta
gaaggtttca
acccaagtgt
tggggcacca
tactcaccct
cctgagatag
tccaaaatgg

aaaattactg

tggagtttgt

atggaaaata

aaaaagatta

cagttcatgt
tttgtgagta
aaatcccttg
ctcccactgg
cttctggaat
tcaaggacca
actgcaagtg
ttcgggacct
ctgtgcagaa
aagatatgga
gtctgatcaa

gtacagtcaa

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
936



Met

val

Arg

Leu

Ile

65

Phe

Ala

Arg

Asp

Thr

50

Ile

Lys

ASp

Thr

Gly

35

Leu

Pro

Gly

Tyr

Gly

20

Lys

Ser

Thr

Ile

His

Tyr

Tyr

Ser

Asp

Lys
85

Asn Asn Tyr Lys L%s Asn Asp Glu Leu Glu Phe
1 15

Gly Lys Asp get val Lys val Leu ggs Ile GIn
5

His Ser Ile Lys Glu val Ala Thr ser val GlIn
40 45

Lys Lys Asp Tyr Leu His gly Asp Asn Ser Asp
55 0

Thr Ile Lys Asn Thr val His val Leu Ala Lys
70 75 80

ser I1e Glu Ala Phe Gly val Asn Ile Cys Glu
90 95






10.

11.

44

PATENTOVE NAROKY

Izolovana urikdza obsahujici v poloze 8 az 287 aminokyselinovou sekvenci SEQ 1D ¢.

7.

Urik4za podle naroku 1, obsahujici aminokyselinovou sekvenci SEQ ID ¢&. 8.

Urik4za podle néroku 1, ktera na aminovém konci déale obsahuje aminokyselinu,

pii¢emz touto aminokyselinou je alanin, glycin, prolin, serin nebo threonin.

Urikdza podle naroku 1, kterd na aminovém konci dale obsahuje aminokyselinu,

pfitemz touto aminokyselinou je methionin.

Izolovan4 urik4za obsahujici v poloze 8 aZ 287 aminokyselinovou sekvenci SEQ ID ¢.
12.

Urikaza podle naroku 5, obsahujici aminokyselinovou sekvenci SEQ ID ¢&. 13.

Urikaza podle naroku 5, ktera na aminovém konci dale obsahuje aminokyselinu,

pfi¢emz touto aminokyselinou je alanin, glycin, prolin, serin nebo threonin.

Urikaza podle naroku 5, ktera na aminovém konci déle obsahuje aminokyselinu,

pfi¢emz touto aminokyselinou je methionin.

Urikaza podle naroku 1, kde urikaza je PEGylovana urikaza.

Izolovana nukleova kyselina obsahujici aminokyselinovou sekvenci kodujici urikdzu
vybranou ze skupiny skladajici se z urikazy podle naroku 1, urikdzy podle naroku 2,
urikdzy podle naroku 3, urikdzy podle naroku 5, urikdzy podle naroku 6 a urikézy
podle naroku 7.

Izolovanad nukleova kyselina podle naroku 10, kde sekvence nukleovych kyselin je

operativné pfipojena k heterolognimu promotoru.



12.

13.

14.

15.

Nukleova kyselina podle naroku 10, kde promotor je promotor osmB.

Vektor obsahujici nukleovou kyselinu podle naroku 11.
Hostitelské burika obsahujici vektor podle naroku 13.
Zpusob pripravy urikdzy, vy znacdujici se tim, Ze se hostitelskd burika podle

naroku 14 kultivuje za podminek, kdy hostitelskd buiika exprimuje sekvenci

nukleovych kyselin a exprimovana urikéza se izoluje.
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61
21

121
41

i81
61

241
81

301
101

361
121

421
141

481
161

541
181

601
201
661
221

721
241

781
261

841
281

901
301

Obr. ¢.2

ATG-~==m==m-——==—=— ACTTACAAAAAGAATGATGAGGTAGAGTTTGTCCGAACTGGC
M - - - - - T Y KKUNUDEVETFVIRT G

TATGGGAAGGATATGATAARAAGTTCTCCATATTCAGCGAGATGGAARATATCACAGCATT
Y G K b M I KV L HI QRDGI KYHSTI

ABAGAGGTGGCAACTACAGTGCAACTGACTTTGAGCTCCAAAAAAGATTACCTGCATGGA
K Ev A TTVQVLTUL S S KKDYLHG

GACAATTCAGATGTCATCCCTACAGACACCATCAAGAACACAGTTAATGTCCTGGCGAAG
D N S DVIUPTUDTTII KNTU VNV VILATK

TTCAAAGGCATCAAAAGCATAGAAACTTTTGCTGTGACTATCTGTGAGCATTTCCTTTCT
F K GG I K $ I ETVFA AUV TTIUCEUHT FULS

TCCTTCAAGCATGTCATCAGAGCTCAAGTCTATGTGGAAGAAGTTCCTTGGAAGCGTTTT
S F K HV I RAQV Y V EEV P WKRF

GARAAGAATGGAGTTAAGCATGTCCATGCATTTATTTATACTCCTACTGGAACGCACTTC
E KN GV KHV HAUFIYTU®PTSGTHTF

TGTGAGGTTGAACAGATAAGGAATGGACCTCCAGTCATTCATTCTGGAATCARAGACCTA
C EVEQ I RNG®PUPVIHS GII KDL

AAAGTCTTGAAAACAACCCAGTCTGGCTTTGAAGGATTCATCARGGACCAGTTCACCACC
K v L K T T S G F E G F I KD OQFTT

CTCCCTGAGGTGAAGGACCGGTGCTTTGCCACCCAAGTGTACTGCARATGGCGCTACCAC
L P E V K DU R CTFATOQUV Y CIKWR Y H

CAGGGCAGAGATGTGGACTTTGAGGCCACCTGGGACACTGTTAGGAGCATTGTCCTGCAG
Q G R DV DV FEATWDTV R S I V L Q
Apal
|
AAATTTGCTGGGCCCTATGACAAAGGCGAGTACTCGCCCTCTGTCCAGAAGACACTCTAT
K F A G P Y DK GE Y S P SV Q K TULY

GACATCCAGGTGCTCACCCTGGGCCAGGTTCCTGAGATAGAAGATATGGARATCAGCCTG
D I ¢ VL T L G Q VP EIETDMETI S L

CCAAATATTCACTACTTAAACATAGACATGTCCAAAATGGGACTGATCAACAAGGAAGAG
P N I H Y L NI DM S KMGUL I N KE E
NdeI
]
GTCTTGCTACCTTTAGACAATCCATATGGAAARATTACTGGTACAGTCAAGAGGAAGTTG
vV L L P L DNUPY G K I TG TV KR KL
EcoRI Spel BamHI
| | |
TCTTCAAGACTGTGAaagccgaattccagcacactggcggecgttactagtggatcee
S §$ R L *



Praseci
PBC-ANC

Praseliks-aAN

Prasedi
PBC-ANC

Praseli-Ks-AN

Prasedi
PBC~ANC

Prasei-KsS-AN

Praseci
PBC-ANC

Praseli-KS-AN

Praseti
PBC-ANC
Prasefi-ks-AN

Praseci
PBC-ANC

Prasefi-ks-AN

Obr. &. 3

20 40 60
MAHYRNDYKKNDEVEFVRTGYGKDMIKVLHIQRDGKYHSIKEVATSVQLTLSSKKDYLHG
M--—== TYKKNDEVEFVRTGYGKDMIKVLHIQRDGKYHSIKEVATTVQLTLSSKKDYLHG
M--——- TYKKNDEVEFVRTGYGKDMIKVLHIQRDGKYHSIKEVATTVQLTLSSKKDYLHG

* *
80 100 120

DNSDVIPTDTIKNTVNVLAKFKGIKSIETFAVTICEHFLSSFKHVIRAQVYVEEVPWKRF
DNSDVIPTDTIKNTVNVLAKFKGIKSIETFAVTICEHFLSSFKHVIRAQVYVEEVPWKRF
DNSDVIPTDTIKNTVNVLAKFKGIKSIETFAVTICEHFLSSFKHVIRAQVYVEEVPWKRF

140 160 180
EKNGVKHVHAFIYTPTGTHFCEVEQIRNGPPVIHSGIKDLKVLKTTQSGFEGFIKDQFTT
EKNGVKHVHAFIYTPTGTHFCEVEQIRNGPPVIHSGIKDLKVLKTTQSGFEGFIKDQFTT
EKNGVKHVHAFIYTPTGTHFCEVEQIRNGPPVIHSGIKDLKVLKTTQSGFEGFIKDQFTT

200 220 240
LPEVKDRCFATQVYCKWRYHQGRDVDFEATWDTVRS IVLQKFAGPYDKGEYSPSVQKTLY
LPEVKDRCFATQVYCKWRYHQGRDVDFEATWDTVRSIVLOKFAGPYDKGEYSPSVQKTLY
LPEVKDRCFATQVYCKWRYHQGRDVDFEATWDTVRSIVLOQKFAGPYDKGEYSPSVQKTLY

260 280 300
DIQVLTLGQVPEIEDMEISLPNIHYLNIDMSKMGLINKEEVLLPLDNPYGRITGTVKRKL
DIQVLSLSRVPEIEDMEISLPNIHYFNIDMSKMGLINKEEVLLPLDNPYGKITGTVKRKL
DIQVLTLGQVPEIEDMEISLPNIHYLNIDMSKMGLINKEEVLLPLDNPYGKITGTVKRKL

o o0 -4 *
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Urikazova aktivita v plazm¢ (mAU/min/pl)
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