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ADENOSINA DEAMINASE RECOMBINANTE ESTAVEL

REFERENCIA CRUZADA RELACIONADA COM O PEDIDO
Este pedido reivindica o beneficio da prioridade do Pedido de Patente Provisional dos

Estados Unidos No. 60/913,009 depositado em 20 de Abril de 2007, os contetdos do qual
sendo incorporados aqui por referéncia.
CAMPO DA INVENCAO

A invengdo fornece adenosina deaminase recombinante mutada com estabilidade
intensificada.

FUNDAMENTOS DA INVENCAO

A Adenosina deaminase (ADA) tem sido usada no tratamento de um disturbio de
deficiéncia enzimatica chamado de disturbio de imunodeficiéncia combinada severa (SCID)
ou doenga de "Bubble boy" (menino bolha) por algumas vezes. Por mais de 15 anos, os
medicamentos de Enzon tem tornado a ADA terapéutica disponivel para pacientes na forma
de uma ADA PEGuilada preparada usando uma fonte bovina de enzima ADA.

Recentemente, tem havido esforgos para substituir a enzima de origem bovina por uma
enzima de origem recombinante (doravante "rADA"). Ambas a enzima humana recombinante
("ThADA") e a bovina recombinante ("rbADA") tém sido consideradas como substituintes
para a ADA bovina natural purificada. As enzimas rbADA e rhADA s#o relativamente menos
estaveils que a enzima bovina purificada nativa que é atualmente empregada. Ambas a rhADA
e a tbADA sdo consideradas degradar de uma maneira consistente com a degradagdo de
cisteina: adigdo de oxigénio, formagdo de ditidis; aumento da degradagdo na medida em que o
pH aumenta; precipitagdo, especialmente quando o pH é aumentado e as amostras s@o
concentradas. No estado reduzido, a cisteina contém um grupo SH reativo (sulfidril) que € a
forma responsavel pela degradacgao.

A evidéncia sugeriu que uma cisteina exposta, unica pode ser responsavel pela
degradag@o que € vista por ambas a tbADA e a thADA. A ADA Bovina (isto é, ADA bovina
nativa purificada a partir de fonte bovina) possui uma estrutura muito similar a aquela da
rhADA: tanto a ADA bovina quanto a thADA possuem o mesmo numero de cisteinas nas
mesmas posi¢des da sequéncia primaria. A ADA bovina recombinante e a humana

recombinante atualmente obtidas contém degrada¢io/impurezas (ditidis) que sdo consistentes
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com a reatividade de cisteina. A ADA bovina nativa difere estruturalmente da ADA bovina
recombinante pelo fato de que a ADA bovina nativa possui um nico mol de cisteina ligado a
cada mol de ADA. A ADA bovina nativa também € estavel em pH elevado, sugerindo que a
cisteina ligada a ADA esta funcionando como um grupo protetor.

Um método para estabilizar a ADA bovina recombinante e/ou humana recombinate é
revestir o residuo de Cys ativo (Cys 74 de tbADA madura e thADA madura) com qualquer
uma dentre glutationa oxidada, iodoacetamida, icido iodoacético, cistina, outros ditidis e
misturas dos mesmos. Este método & estabelecido pelo pedido de Patente U.S. de co-
propriedade No. de série 11/738,012, intitulado, "Stabilized Proteinas", os contetidos do qual
sendo incorporados aqui por referéncia em sua totalidade.

Apesar do exposto acima, seria vantajoso evitar a necessidade de uma etapa de
revestimento adicional pela modificagdo da estrutura da proteina para fornecer estabilidade
inerente imediatamente na expressdo. A Patente U.S. No. 5,346,823 descreve a estabilizagfio
de proteases procaridticas, tais como, subtilisina, e protease neural, pela substituicdo de
residuos de Cys desestabilizantes com Ser e outros residuos de aminoacidos, por mutagéo.
Entretanto, a analise mutacional de locais de atividade na ADA revelou que a substitui¢io de
um residuo de Cys (Cys 262) resultou em uma enzima com atividade significativamente
diminuida, Bhaumik et al. 1993, The J. of Biol Chem, 268. (8):5464-5470. Desse modo, antes
da presente invengdo, ndo era conhecido a estabilizagdo de enzimas adenosina deaminase pela
substituigdo de um residuo de Cys exposto e ativo por outro residuo de aminoacido enquanto
mantendo a atividade enzimatica util étima.

Desse modo, seria proveitoso fornecer a rbADA e a thADA que € estavel, isto €, sem
degrada¢@o significante durante armazenamento e processamento, em niveis de pH que sdo
uteis para a PEGuilagdo 6tima da enzima.

RESUMO DA INVENCAO

Consequentemente, a invengdo fornece uma ADA recombinante que possui um
residuo de cisteina oxidavel substituido por um residuo de aminoacido ndo oxidavel,
relacionado com a forma tipo selvagem da enzima ADA. A ADA muteina inclui um residuo
de aminoacido ndo oxidavel que ¢ um dos aminoacidos-L de ocorréncia natural, por exemplo,
alanina, acido aspdrtico, acido glutdmico, fenilalanina, glicina, histidina, isoleucina, lisina,

leucina, metionina, asparagina, prolina, glutamina, arginina, serina, treonina, valina,
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triptofano, tirosina e/ou variagdes conhecidas na arte e derivados de aminodacidos-L de
ocorréncia natural, por exemplo, 4cido 2-aminoadipico, 4cido 3-aminoadipico, beta-alanina,
acido beta-aminopropidnico, 4acido 2-aminobutirico, 4cido 4-aminobutirico, acido
piperidinico, acido 6-aminocaproéico, acido 2-aminoheptanédico, acido 2-aminoisobutirico,
acido 3-aminoisobutirico, acido 2-aminopimélico, 4acido 2,4 diaminobutirico, desmosina,
acido 2,2’-diaminopimélico, acido 2,3-diaminopropidnico, n-etilglicina, n-etilasparagina,
hidroxilisina, alo-hidroxilisina, 3-hidroxiprolina, 4-hidroxiprolina, isodesmosina, alo-
isoleucina, n-metilglicina, sarcosina, n-metilisoleucina, 6-n-metillisina, n-metilvalina,
norvalina, norleucina e ornitina, e semelhante. Opcionalmente, metionina ou triptofano sio
evitados na medida em que estes sdo potencialmente oxidados.

Mais preferencialmente, o residuo de aminoacido ndo oxidavel é um dentre, serina,
alanina, asparagina, glutamina, glicina, isoleucina, leucina, fenilalanina, treonina, tirosina, e
valina. Serina € a mais preferida. Em certas modalidades preferidas, a cisteina oxidavel esta
localizada aproximadamente na posi¢do 74 da proteina ADA madura. A ADA recombinante
¢ preferencialmente uma ADA bovina recombinante ou uma ADA humana recombinante que
¢, por exemplo, traduzida a partir de uma molécula de DNA de acordo com a SEQ ID NO: 2
ou SEQ ID NO: 4 e que preferencialmente compreende SEQ ID NO: 1 ou SEQ ID NO: 3.
Quando a ADA recombinante ¢ uma ADA recombinante bovina de acordo com a SEQ ID
NO: 1, a ADA opcionalmente é expressa com um polimorfismo selecionado dentre um ou
mais de Gln no lugar de Lisjgs; Ala no lugar de Trys; e Arg no lugar de Gliss;.

A invencdo também fornece um conjugado de ADA-6xido de polialquileno, em que o
6xido de polialquileno € preferencialmente polietileno glicol. Opcionalmente, o polietileno
glicol ¢ conjugado com a adenosina deaminase recombinante via um ligante quimico
selecionado a partir do grupo que consiste de carbonato de succinimidila, tiazolidina tiona,
uretano, succinato de succinimidila, e ligantes a base de amida. O carbonato de succinimidila
¢ preferido. O polietileno glicol ¢ preferencialmente preso de forma covalente a um grupo
amino épsilon de um Lis da adenosina deaminase recombinante.

O conjugado de polietileno glicol-ADA compreende pelo menos 1 (isto é., um ou
mais) filamento de polietileno glicol preso a grupos amino épsilon, preferencialmente pelo
menos S5 (isto €., cinco ou mais) filamentos de polietileno glicol presos a grupos amino

épsilon, ou mais preferencialmente, de aproximadamente 11 a aproximadamente 18
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filamentos de polietileno glicol presos ao grupo amino épsilon, de residuo de Lis de ADA
recombinante.

O polietileno glicol dos conjugados inventivos possuem um peso molecular de
aproximadamente 2.000 a aproximadamente 100.000 kDa, ou mais preferencialmente de
aproximadamente 4.000 a aproximadamente 45.000 kDa.

A invengdo fornece adicionalmente um processo para purificar a adenosina deaminase
recombinante da invengdo. Por exemplo, a adenosina deaminase recombinante &
preferencialmente purificada por cromatografia de troca i6nica (por exemplo, cromatografia
com Capto Q, DEAE e SP), e a adenosina deaminase recombinante de SEQ ID NO: 1, é
preferencialmente purificada por cromatografia de interago hidrofobica.

A adenosina deaminase recombinante da presente invengdo pode ser usada para a
preparagio de um medicamento para tratar uma condigfo mediada por adenosina deaminase.

A invengfo fornece ainda um método para tratar uma condigdo mediada por ADA em
mamiferos, compreendendo administrar uma quantidade eficaz de ADA recombinante
inventiva. A condi¢8io mediada por ADA inclui, por exemplo, SCID, cdncer, e semelhante.

DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO

Enzimas de adenosina deaminase estaveis sio fornecedas aqui. As enzimas de
adenosina deaminase inventivas sdo fornecedas pela substituicdo de um residuo de cisteina
que € submetido a processos de oxida¢do quando a enzima est4 em solucfo, com um residuo
de aminoécido alternativo aceitavel que conserva a atividade, carga e estrutura terciaria da
enzima enquanto removendo uma fonte de instabilidade de colapso.

A. Definicdes

Para fornecer uma descri¢dio clara da inveng#o, varios termos sdo definidos, como
segue.

O termo, "recombinante” se refere a uma proteina produzida usando células que nio
tem, em seu estado natural, uma copia endégena de DNA capaz expressar a proteina. As
células produzem a proteina recombinante porque elas tém sido geneticamente alteradas pela
introdugdo de sequéncia apropriada de 4acido nucléico isolado. O termo também inclui
referéncia a uma célula, ou 4cido nucléico, ou vetor, que tenha sido modificado pela
introdugéio de um &cido nucléico heterélogo (exégeno ou estrangeiro) ou a alteragiio de um

acido nucl€ico natural para uma forma nfo natural para aquela célula, ou que a célula e
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derivada de uma célula entfio modificada. Desse modo, por exemplo, as células recombinantes
expressam genes que ndo sdo encontrados dentro da forma natural (nfo-recombinante) da
célula, expressam mutantes de genes que s3o encontrados dentro da forma natural, ou
expressam genes naturais que s3o encontrados, de outro modo, expressos de forma anormal,
subexpressos ou ndo expressos no todo.

Como usado aqui, "4cido nucléico" ou "sequéncia de 4cido nucléico” inclui referéncia
a um polimero de ribonucleotideo ou deoxiribonucleotideo ou na forma filamenteda dupla ou
Unica, € a menos que limitado de outro modo, abrange analogos conhecidos de nucleotideos
naturais que se hibridizam a acidos nucléicos de uma maneira similar aos nucleotideos de
ocorréncia natural. A menos que indicado de outro modo, uma sequéncia de acido nucléico
particular inclui a sequéncia complementar do mesmo.

O termo, "codificar" com respeito a um acido nucléico especificado, inclui referéncia
a 4cidos nucléicos que compreendem a informagfo para tradugdo na proteina especificada. A
informagéo ¢ especificada pelo uso de cddons.

Uma "célula hospedeira” ¢ uma célula que pode suportar a replicagéio ou expressio do
vetor de expressdo. Células hospedeiras podem ser células procariéticas, tais como, E. coli, ou
células eucaridticas, tais como, levedura, inseto, anfibio ou células de mamiferos.

Como wusado aqui, "polipeptideo”, "peptideo" e "proteina" s3o usados
intercambiavelmente e incluem referéncia a um polimero de residuos de aminoacidos.

O termo "residuo” ou "residuo de amino4cido” ou "aminoécido" inclui referéncia a um
aminoécido que é incorporado em uma proteina, polipeptideo, ou peptideo ("peptideo” de
forma coletiva). O amino4cido pode ser um aminoécido de ocorréncia natural e, a menos que
limitado de outro modo, pode abranger andlogos conhecidos de aminoécidos naturais que
podem funcionar de uma maneira similar a dos amino4cidos de ocorréncia natural.

A "Transfecgdo" se refere a absogfo de um vetor de expressio por uma célula
hospedeira, mesmo se ou ndo quaisquer das sequéncias de codificagio sejam de fato
expressas. Numerosos métodos de transfecgfo so conhecidos por um técnico com habilidade
ordinaria. Por exemplo, a transfec¢fio € efetuada na presence de um vetor de expressio e
concentragles elevadas de CaPOy, por eletroporagdo, pelo uso de um fago ou vetor de
expressdio viral para inser¢do em uma célula hospedeira, por insercfio mecénica de 4acido

nucléico, e mesmo pelo cultivo de células hospedeiras na presenca de fragmentos de 4cidos
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nucl€icos desempacotados. A transfec¢@io bem sucedida € geralmente reconhecida quando
qualquer indicagfo de operagio do vetor de interesse ocorre dentro da célula hospedeira.

A "Transformag8o" descreve a introdu¢fio de um 4cido nucleico em um organismo de
modo que o dcido nucléico seja replicavel, ou como um elemento extracromossomal ou por
integracdo no cromossomo hospedeiro. Dependendo da célula hospedeira usada, a
transformagdo ¢ efetuada usando métodos apropriados conhecidos na arte para células
hospedeiras particulares. O tratamento com calcio empregando cloreto de calcio, como
descrito por Cohen, S. N. Proc. Natl. Acad. Sci. (USA), 69: 2110 (1972) and Mandel et al., J.
Mol. Biol. 53:154 (1970), ¢é geralmente usado para células procarudticas ou outras células que
sdo encapsuladas dentro de paredes celulares (por exemplo., muitas bactérias e/ou células de
plantas). Para células de mamiferos sem tais pareders celulares, o método de precipitagfio de
fosfato de calcio de Graham, F. e van der Eb, A., Virology, 52: 456-457 (1978) é "preferido.
Aspectos gerais de transformagdes de sistemas de célula hospedeira de mamiferos foram
descritos na Patente U.S. No. 4,399,216 publicada em 16 de Agosto de 1983. As
transformagSes em leveduras sfio tipicamente realizadas de acordo com o método de Van
Solingen, P., et al., J. Bact., 130: 946 (1977) and Hsiao, C. L., et al., Proc. Natl. Acad. Sci.
(USA) 76: 3829 (1979). Entretanto, quaisquer outros métodos conhecidos na arte para
introduzir 4cido nucléico, por exemplo, DNA, em células, tais como, por exemplo, pela
injecéo nuclear, lipofecgéo, ou por fusfo protoplasta, também podem ser usados.

Como usado aqui, o termo 0"complementar(0" com respeito a um 4dcido nucléico se
refere ao filamento oposto (usando emparethamento de base de Watson-Crick) produzido
quando uma primeira molécula de acido nucléico é replicada usando aquela molécula como
um molde, para formar um segundo filamento de dcido nucléico, novo. Em um aspecto da
invengdo, duas moléculas de 4cido nucléico so consideradas como sendo complementares,
uma da outra, quando elas hibridizam ou se ligam juntas sob condi¢&es rigorosas.

"Operavelmente ligado" se refere a uma justaposi¢do de componentes, por exemplo,
uma regifio reguladora e uma estrutura de leitura aberta, tal que a fun¢fo normal dos
componentes possa ser realizada. Desse modo, uma estrutura de leitura aberta que é
"operavelmente ligada" para comntrolar frequéncias se refere a uma configuracfio em que a

sequéncia de codificagdo pode ser expressa sob o controle destas sequéncias.
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As “Sequéncias de Controle" se referem a sequéncias de acidos nucléicos necessarias
para a expressio de uma sequéncia de codificagdo operavelmente em um organismo
hospedeiro particular. As sequéncias de controle que sio adequadas para procaridticos, por
exemplo, incluem um promotor, opcionalmente uma sequéncia de operador, um local de
ligagéio de ribossomo e, possivelmente, outras sequéncias ainda pobremente conhecidas. As
céluas eucaridticas sdo conhecidas por utilizar, por exemplo, tais sequéncias de controle como
promotores, sinais de poliadenilagio, e intensificadores, para citar apenas alguns.

"Sistema de expressdo" ou "vector de expressdo”[ se refere a sequéncias de acidos
nucléicos que contém uma sequéncia de codificagdo desejada e sequéncias de controle na
ligagdo operavel, de modo que hospedeiros transformados com estas sequéncias sdo capazes
de produzir as proteinas codificadas. Para efetuar a transformaggio, o sistema de expressio
pode ser incluido e um vetor, entretanto, a molécula de acido nucléico relevante pode, entdo,
também ser integrada dentro do cromossomo hospedeiro.

Como usado aqui, "célula," "linhagem celular," e "cultura celular" sio usados
intercambiavelmente e todas as tais designagdes incluem progénie. Desse modo,
"transformantes” ou "células transformadas" incluem células primérias de sujeito e culturas
derivadas das mesmas sem considerar o niimero de transferéncias. Também ¢ entendido que
todas as progénies ndo podem ser precisamente idénticas no contetido gendémico, devido as
mutagSes inadvertidas ou deliberadas. A progéie de mutante que possui a mesma
funcionalidade tal como selecionada para a célula transformada originalmente ¢é incluida.
Onde designagdes distintas sfo pretendidas, as mesmas serfio claras a partir do contexto.

Para propositos da presente invengfo, o termo “residuo” deve ser entendido para
significar aquela parte de um composto, a qual a mesma se refere, por exemplo, PEG, ADA,
aminodcido, etc., que permanece apds o mesmo ter passado por uma reagéo de substitui¢io
com outro composto.

Para propositos da presente invengéio, o termo “residuo polimérico”, por exemplo,
“residuo de PEG” deve cada um ser entendido para significar a parte do polimero ou PEG que
permanece apds o mesmo ter passado por uma reagdo com outros compostos, grupamentos,
etc.

Para propésitos da presente invengdo, o termo “alquila” como usado aqui se refere a

um hidrocarboneto alifatico saturado, que inclui cadeia normal, cadeia ramificada, e grupos
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ciclicos de alquila. O termo “alquila” também inclui grupos alquil-tio-alquila, alcéxialquila,
cicloalquilalquila, heterocicloalquila, e alquilcarbonilalquila-c;.s, Preferencialmente, o grupo
alquila tem de 1 a 12 carbonos. Mais preferencialmente, este é uma alquila inferior de
aproximadamente 1 a 7 carbonos, ainda mais preferencialmente aproximadamente 1 a 4
carbonos. O grupo alquila pode ser substituido ou n#io substituido. Quando substituido, o(s)
grupo(s) substituido(s) preferencialmente inclui(em) grupos halo, 6xi, azido, nitro, ciano,
alquila, alcéxi, alquil-tio, alquil-tio-alquila, alcéxialquila, alquilamino, triahalometil,
hidroxila, mercapto, hidréxi, ciano, alquilsilila, cicloalquila, cicloalquilalquila,
heterocicloalquila, heteroarila, alquenila, alquinila, hidrocarbonila-C ., arila e amino.

Para propdsitos da presente inveng#o, o termo "substituido” como usado aqui se refere
a adi¢@io ou substituigdo de um ou mais 4tomos contidos em um grupo funcional, ou em um
composto com um dos grupamentos a partir do grupo que consiste de halo, oxi, azido, nitro,
ciano, alquila, alcéxila, alquil-tio, alquil-tio-alquila, alcoxialquila, alquilamino, trihalometila,
hidroxila, mercapto, hidréxi, - ciano, alquilsilila, cicloalquila, cicloalquilalquila,
heterocicloalquila, heteroarila, alquenila, alquinila, alquilcarbonilalquila-C;., arila, e grupos
amino.

Para propdsitos da presente inveng&o, o termo "alquenila” como usado aqui se refere a
grupos contendo pelo menos uma ligagdo dupla carbono-carbono, incluindo cadeia normal,
cadeia ramificada, e grupos ciclicos. Preferencialmente, o grupo alquenila tem
aproximadamente 2 a 12 carbonos. Mais preferencialmente, 0 mesmo é uma alquenila inferior
de aproximadamente 2 a 7 carbonos, ainda mais preferencialmente de 2 a 4 carbonos. O grupo
alquenila pode ser substituido ou nfo substituido. Quando substituido, o(s) grupo(s)
substituido(s) inclui(em) preferencialmente halo, oxi, azido, nitro, ciano, alquila, alcoxila,
alquil-tio, alquil-tio-alquila, alcéxialquila, alquilamino, trihalometila, hidroxila, mercapto,
hidréxi, ciano, alquilsilila, cicloalquila, cicloalquilalquila, heterocicloalquila, heteroarila,
alquenila, alquinila, hidrocarbonila-C_, arila, e grupos amino.

O termo "alquinila” como usado aqui se refere a grupos que contém pelo menos uma
ligagdo tripla carbono-carbono, incluindo cadeia normal, cadeia ramificada e grupos ciclicos.
Preferencialmente o grupo alquinila tem aproximadamente 2 a 12 carbonos. Mais
preferencialmente, 0 mesmo ¢ uma alquinila inferior de aproximadamente 2 a 7 carbonos,

ainda mais preferencialmente de 2 a 4 carbonos. O grupo alquinila pode ser substituido ou nfo
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substituido. Quando substituido, o(s) grupo(s) substituidos inclui(em) preferencialmente
grupos halo, oxi, azido, nitro, ciano, alquila, alcoxi, alquil-tio, alquil-tio-alquila, alcoxialquila,
alquilamino, trihalometila, hidroxila, mercapto, hidréxi, ciano, alquilsilila, cicloalquila,
cicloalquilalquila, heterocicloalquila, heteroarila, alquenila, alquinila, hidrocarbonila-C.,
arila, e amino. Exemplos de "alquinila" incluem propargila, propino e 3-hexino.

Para propositos da presente inveng8o, o termo "arila" se refere a um sistema de anel de
hidrocarboneto aromético contendo pelo menos um anel aromatico. O anel aroméatico pode
opcionalmente ser fundido ou, de outro modo, preso a outros anéis de hidrocarbonetos
aromaticos ou anéis de hidrocarbonetos nfo aromaéticos. Exemplos de grupos arila incluem,
por exemplo, fenila, naftila. 1,2,3,4- tetrahidronaftaleno e bifenila. Exemplos preferidos de
grupos arila incluem fenila e naftila.

Para propésitos da presente invengfio, o termo "cicloalquila" se refere a um
hidrocarboneto ciclico-C;.s, Exemplos de cicloalquila incluem ciclopropila, ciclobutila,
ciclopentila, ciclohexila, cicloheptila e ciclooctila.

Para propositos da presente invengdio, o termo "cicloalquenila" se refere a um
hidrocarboneto ciclico Czg contendo pelo menos uma ligagdo dupla carbono-carbono.
Exemplos de cicloalquenila incluem ciclopentenila, ciclopentadienila, ciclohexenial, 1,3-
ciclohexadienila, cicloheptenila, cicloheptatrienila, e ciclooctenila.

Para propésitos da presente invencgdo, o termo "cicloalquilalquila” se refere a um
grupo alquila substituido com um grupo cicloalquila C;g, Exemplos de grupos
cicloalquilalquila incluem ciclopropilmetil e ciclopentiletila.

Para propésitos da presente invengéo, o termo "alcoxi" se refere a um grupo alquila de
numero indicado de atomos de carbono presos ao grupamento molecular original através de
uma ponte de oxigénio. Exemplos de grupos alcoxi incluem, por exemplo, metdxi, etoxi,
propoxi e isopropoxi.

Para propositos da presente inveng¢do, um grupo "alquilarila" se refere a um grupo
arila substituido com um grupo alquila.

Para propdsitos da presente inveng¢do, um grupo "aralquila" se refere a um grupo
alquila substituido com um grupo arila.

Para propésitos da presente invengfio, o termo "alcoxialquila” se refere a um grupo

alquila substituido com um grupo alcéxi.
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Para propdsitos da presente invengéo, o termo "alquil-tio-alquila" se refere a

um tioéter de alquil-S-alquila, por exemplo, metiltiometil ou metiltioetil.

Para propositos da presente invengdo, o termo "amino" se refere a um grupo contendo
nitrogénio como ¢ conhecido na técnica derivado de amédnia pela substitui¢do de um ou mais
radicais de hidrogénio por radicais orginicos. Por exemplo, os termos "acilamino" e
"alquilamino" se referem a radicais orgdnicos especificos substituidos com N com os grupos
substituintes acila e alquila, respectivamente.

Para propoésitos da presente invengo, o termo "alquilcarbonila” se refere a um grupo
carbonila substituido com grupo alquila.

Para propdsitos da presente invengfo, os termos "halogénio” ou "halo" se referem a
fluor, cloro, bromo e iodo.

Para propositos da presente invengdio, o termo "heterocicloalquil" se refere a um
sistema de anel néo aromético contendo pelo menos um heteroitomo selecionado a partir de
oxigénio, nitrogénio e enxofre. O anel de heterocicloalquila pode ser opcionalmente fundido
ou, de outro modo, preso a outros anéis de heterocicloalquila e/ou anéis de hidrocarboneto
ndo aromatico. Os grupos de heterocicloalquila preferidos tém de 3 a 7 membros. Exemplos
de grupos de heterocicloalquila incluem, por exemplo, piperazino, morfolino, piperidino,
tetrahidrofurano, pirrolidino, e pirazolo. Os grupos de heterocicloalquila incluem piperidinila,
piperazinila, morfolinila, e pirrolidinila.

Para prop6sitos da presente invengdo, o termo “heteroarila” se refere a um sistema de
anel aromatico contendo pelo menos um heterodtomo selecionado a partir de nitrogénio,
oxigénio e enxofre. O anel de heteroarila pode ser fundido ou, de outro modo, preso a um ou
mais anéis de heteroarila, anéis de hidrocarboneto aromatico ou nio aroméatico ou anéis de
heterocicloalquila. Exemplos de grupos heteroarila incluem, por exemplo, piridino, furano,
tiofeno, 5,6,7,8-tetrahidroisoquinolino e pirimidino. Exemplos preferidos de grupos
heteroarila incluem tienila, benzotienila, piridila, quinolila, pirazinil, pirimidila. imidazolila,
benzimidazolila, furanila, benzofuranila, tiazolila, benzotiazolila, isoxazolila, oxadiazolila,
isotiazolila, benzisotiazolila, triazolila, tetrazolila, pirazolila, indolila, pirazolila e
benzopirazolila.

Para propésitos da presente invengdo, o termo "heterodtomo" se refere a nitrogénio,

oxigénio e enxofre.
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Em algumas modalidades, alquilas substituidas incluem carboxialquilas,
aminoalquilas, dialquilaminos, hidroxialquilas e mercaptoalquilas; alquenilas substituidas
incluem  carboxialquenilas, aminoalquenilas, dialquenilaminos, hidroxialquenilas e
mercaptoalquenilas; alquinilas substituidas incluem carboxialquinilas, aminoalquinilas,
dialquinilaminos, hidroxialquinilas e mercaptoalquinilas; cicloalquilas substituidas incluem
grupamentos, tais como, 4-clorociclohexila; arilas include grupamentos, tais como, naftila;
arilas substituidas incluem grupamentos, tais como, 3-bromo fenil; aralquilas incluem
grupamentos, tais como, tolila; heteroalquilas incluem grupamentos, tais como, etiltiofeno;
heteroalquilas substituidas incluem grupamentos, tais como, 3-metoxi-tiofene; alcéxi inclui
grupamentos, tais como metoxi; ¢ fenoxi inclui grupamentos, tais como, 3-nitrofendxi. Halo
deve ser entendido incluir fldor, cloro, iodo e bromo.

Para propositos da presente invengdo, "inteiro positivo” deve ser entendido incluir um
inteiro igual a, ou maior que, 1 e, como sera entendido por aqueles versados na técnica, para
estar dentro do dominio de razoabilidade pelo técnico com habilidade ordinaria.

Para propositos da presente invengfio o termo “ligado” deve ser entendido incluir
fixagdo covalente (preferencialmente) ou néo covalente de um grupo com o outro, isto €,
como resultado de uma rea¢do quimica.

Os termos "quantidades efetivas" e "quantidades suficientes", para propdsitos da
presente inveng#o, significam uma quantidade que atinge um efeito desejado ou efeito
terapéutico, tal efeito sendo entendido por aqueles com habilidade ordinaria na arte.

Para propositos da presente invengfo, o termo "adenosina” deve ser entendido incluir
nucleosideos adenosina e deoxiadenosina. A adenosina também inclui adenosina e
deoxiadenosina presentes na forma de AMP, ADP, ATP, dAMP, dADP ou dATP.

Para propésitos da presente invengao, "condigdo mediada por adenosina" ou "condigdo
responsiva a adenosina deaminase" deve ser entendido como incluindo amplamente quaisquer
doengas, condigdes ou disturbios que se beneficiam da administragio de ADA, ou fragdo ativa
da mesma, etc. sem considerar a via de administragéo.

Para propésitos da presente invengdio, "tratamento de uma condicio mediada por
adenosina" ou "tratamento de uma condi¢fo responsiva a adenosina deaminase”, tal como,

SCID deve ser entendido significar que sintomas ou condigdes sfo evitados, minimizados ou
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atenuados quando comparados a aqueles observados na auséncia de tratamento com ADA.
As condigbes tratadas podem ser confirmadas, por exemplo, pela diminui¢do de adenosina.

Amplamente dizendo, um tratamento bem sucedido da condigio mediada por
adenosina ocorrerd quando a resposta clinica desejada for obtida. Alternativamente, um
tratamento bem sucedido pode ser definido pela obtengdo de pelo menos 20% ou
preferencialmente 30%, mais preferencialmente 40% ou maior (ou seja, 50% ou 80%) de
diminui¢do dos niveis de adenosina, incluindo outros marcadores clinicos contemplados pelos
técnicos da 4rea, quando comparados a aqueles observados na auséncia de tratamento com
ADA descrito aqui.

Além disso, 0 uso de termos singulares para conveniéncia da descrigdo néo é de modo
algum para serem limitantes. Desse modo, por exemplo, referéncia a uma composi¢do
compreendendo uma enzima se refere a uma ou mais moléculas daquela enzima. Também
deve ser entendido que esta invengdo ndo est4 limitada a configuragdes particulares, etapas de
processo e materiais descritos aqui, j& que tais configuragdes, etapas de processo e materiais
podem variar um pouco.

Também deve ser entendido que a terminologia empregada aqui ¢ usada para o
propdsito de descrever apenas modalidades particulares e nfio pretende ser limitante, uma vez
que o escopo da presente invencdo serd limitado pelas reivindicagdes apensas e equivalentes
das mesmas.

B. Enzimas ADA Produzidas de Forma recombinante

Esforgos iniciais para obter a enzima ADA recombinante, incluem enzimas expressas
a partir de genes derivados de humano ou bovino, nfio cobriram uma instabilidade de
armazenamento nfo vista previamente com ADA natural derivada de intestino bovino.
Estudos de produtos de colapso de thADA e rbADA foram conduzidos, e confirmaram que as
enzimas ADA degradam de uma maneira consistente com a degradagdo de cisteina. Por
exemplo, a adigdo de oxigénio para thADA resulta na formagdo de compostos mais
hidrofilicos que thADA que tem massas de 16 e 32 Da maior que a de thADA. Além disso,
isto resulta na formagdio de ditiGis (como indicato pela inversdo de uma subpopulagdo de
degradantes pela adig&o de ditiotreitol (“DTT*); aumentando a degradagéo com o aumento do
pH; precipitagio, especialmente quando o pH € aumentado e as amostras sdo concentradas,

sugerindo formagdo de ligagdo de dissulfeto intermolecular produzindo agregados insoluveis.
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Nos determinamos que uma cisteina exposta, unica é responsavel pela degradagio que
e vista para thADA. A ADA Bovina (nfio degradada) possui uma estrutura muito similar a
aquela da thADA: tanto ADA bovina quanto a rhADA possuem o mesmo nimero de cisteinas
na mesma posi¢o da sequéncia priméria. A rbADA também contém degradantes/impurezas
(ditidis) que sdo comsistentes com restividadade de cisteina. A ADA bovina natural se difere
estruturalmente da tbADA pelo fato de que a mesma possui um mol Gnico cisteina ligado a
cada mol de ADA, e ADA bovina natural é estavel em elevado pH, sugerindo que a cisteina
ligada a ADA esta funcionando como um grupo protetor. A cisteina ligada a ADA bovina
natural pode ser removida pelo tratamento com um agente redutor, tal como, mercaptoetanol
ou DTT. Embora ndo desejando ser limitado por qualquer teoria ou hipétese, isto sugere que o
grupo cisteina estd conjugado a ADA via uma ligaggo de dissulfeto como segue:

ADA - S -S - cisteina

onde uma cisteina na sequéncia primdria de ADA est4 ligada a uma molécula de cisteina. As
cisteinas engatadas em tais ligagSes de dissulfito sdo estaveis com respeito aos percursos de
degradagdo oxidativa mencionados no primeiro paragrafo. Os residuos de cisteina ocorrem
nas posi¢Ges 74, 152, 153, 168, e 261 da ADA madura bovina e humana. A inspencgdo de
estrutura 3-dimensional de ADA bovina obtida por cristalografia de raios-X (Kinoshita ez al.,
2005, Biochemistri, 44:10562-10569) indica que a cisteina nas posi¢des 74, 152, 153, 168, e
261 nfo tém oportunidade para se engatar nas ligagdes intramoleculares de dissulfeto. Os
confinamentos geométricos estruturais sdo conhecidos por geralmente impedir residuos de
cisteina vicinal, tais como aqueles que ocorrem nas posigdes 152 e 153 de ADA, a partir do
engante na liga¢do de dissulfeto. Desse modo, todos os residuos estdo potencialmente no
estado reduzido e, consequentemente, sdo locais candidatos potenciais para rea¢des de
degradagio oxidativa. Entretanto, a inspencfio visual da estrutura 3-dimensional de ADA
bovina supracitada, indica que a cisteina 74 esta claramente exposta ao solvente em um grau
maior que as outras quarto cisteinas e, além disso, que as outras quatro cisteinas aparentam
estar encobertas dentro da estrutura da enzima a um grau que provavelmente impediria a
interagdo sigficante com reagentes solvatados. (contanto que a proteina ndo esteja
desnaturada). A existéncia de um residuo de cisteina reativo tnico explicaria a
monoderivatizagio de adenosina deaminase bovina natural que presumidamente resulta de

modifica¢8io pds-translacional.
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Os fatos acima indicam que a cisteina reativa na posi¢éio 74 pode ser responsavel para
a degradagfio vista na thADA e rbADA e que revestir o grupo -S-H reativo de cisteina
protegera a rhADA ou a rbADA dos percursos de degradagéo oxidativa aparentes vistos para
aquelas enzimas recombinantes. Os experimentos seguintes foram realizados para determinar
se este era o caso. A hADA recombinante, em uma concentracdo de aproximadamente 0,6
mg/mL, foi reagida com iodoacetamida (IAA) 125 mM em tampéo de fosfato de sédio em pH
7,4 por 16 horas a 37°C. Dentro de alguns minutos do inicio da reagfo, as andlises da amostra
por RP-HPLC com deteccéio espectrométrica de massa e UV mostrou que aproximadamente
70,9% de thADA foi monoderivatizada com IAA e 17,2% foram derivatizados em dois locais.
Ap6s 2 e 16 horas de incubagéo, o perfil cromatografico ndo foi mudado significativamente,
indicando que o derivativo era estavel com respeito ao percurso de degradacdo oxidativa
tipico de thADA. Uma amostra similar de thADA foi preparada sem IAA e foi analisada
similarmente. Apds 16 horas de incubagdo a 37°C em pH 7,4, a proteina rhADA se degradou
em uma extensio de 30% (além da degradag¢fio que a amostra teve inicialmente). Os
resultados s@io consistentes com uma cisteina exposta predominante, Uinica que pode ser
protegida pelo revestimento de com iodoacetamida. Estes experimentos sdo descritos em
maior detalhe pel Pedido de Patente U.S. de co-propriedade de No. de serie 11/738,012,
intitulado, "Stabilized Proteinas," incorporado aqui por referéncia, como supra citado.

Embora o revestimento seja eficaz na eliminacfo de degradacfio oxidative de cisteina
reativa na ADA, o emprego de tal enzima revestida requer que uma etapa de fabricagéo seja
adicionada. Desse modo, a eliminagéo direta de residuo de Cys instavel do gene de
codificagdo pela substituicdo com um aminoacido diferente, foi investigada. Um aminodcido
de substitui¢do adequado é um que nfo € submetido a0 mesmo tipo de oxidagéo, nfo rompera
a estrutura terciaria da proteina ADA duplicada, ¢ na modalidade tipica da invengéio ¢
selecionada de modo a néo passar por conjugac¢do aleatoria ao 6xido de polialquileno ativado
durante a formacfo de conjugado. Quaisquer dos aminodcidos de ocorréncia natural e/ou
aminoacidos que ndo ocorrem naturalmente e/ou derivados dos mesmos conhecidos na arte
que encontrem este critério sdo contemplados como sendo adequados para substituir uma
cisteina oxodével de acordo com a invengfo. Uma lista exemplar de tais aminoacidos inclui
aminodcidos-L de ocorréncia natural, tais como, alanina, acido aspartico, acido glutdmico,

fenilalanina, glicina, histidina, isoleucina, lisina, leucina, metionina, asparagina, prolina,
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glutamina, arginina, serina, treonina, valina, triptofano ¢ tirosina. Triptofano e metionina
podem oxidar relativamente facilmente ¢ em certas modalidades opcionais, sdo menos
preferidos.

Métodos para produgdo de proteinas recombinants com incorporagio em local
especifico de aminodcidos nfio naturais em células hospedeiras foram descritos na literatura,
por exemplo, Liu et al., 2007, Nat. Metods 4(3):239-44, Xie et al., 2006 Nat. Rev. Mol. Cell.
Biol. 7(10):775-82, Riu et al., 2006, Nat. Metods 3(4):263-65, Deiters et al., 2004, Bioorg.
Med. Chem Lett. 14(23):5743-5, Bogosian et al., 1989, J. Biol. Chem. 264(1):531-9, Tang et
al., 2002, Biochemistri 41(34):10635-45, Budisa et al., 1995, Eur. J. Biochem. 230(2): 788-
96, and Randhawa et al., 1994, Biochemistri, 33(14):4352-62. Desse modo, o aminodcido
substituto também inclui um aminodcido modificado ou menos tipico, tal como: acido 2-
aminoadipico, acido 3-aminoadipico, beta-alanina, acido beta-aminopropibnico, 4cido 2-
aminobutirico, acido 4-aminobutirico, 4acido piperidinico, acido 6-aminocaprdico, acido 2-
aminoheptandico, 4acido 2-aminoisobutirico, 4cido 3-aminoisobutirico, &4cido  2-
aminopimélico, 4cido 2,4 diaminobutirico, desmosina, acido 2,2’-diaminopimélico, acido 2,3-
diaminopropidnico, n-etilglicina, n-etilasparagina, hidroxilisina, alo-hidroxilisina, 3-
hidroxiprolina, 4-hidroxiprolina, isodesmosina, alo-isoleucina, n-metilglicina, sarcosina, n-
metilisoleucina, 6-n-metillisina, n-metilvalina, norvalina, norleucina e ornitina.

Os aminoacidos de ocorréncia natural preferidos opcionalmente substituidos por
cisteina na ADA recombinante incluem, por exemplo, alanina, serina, asparagina, glutamina,
glicina, isoleucina, leucina, fenilalanina, treonina, tirosina, e valine. A Serina é mais preferida,
e ¢ exemplificada a seguir.

Consequentemente, as moléculas de DNA que expressam a adenosina deaminase
bovina e humana tipo selvagem foram obtidas e submetidas a otimizagdo popr cédon para
expressdo em E. coli, e também mutadas para expressar rbADA muteina ¢ thADA muteina
cada uma compreendendo um residuo de Ser na posigdo 74 das respectivas proteinas maduras
(posi¢do 75 da proteina traduzida) no lugar do residuo de Cys de ocorréncia natural. Estes sdo
Ser74-tbADA (SEQ ID NO: 1) ¢ Ser74-thADA (SEQ ID NO: 3), respectivamente. Além disso,
deve ser observado que a ADA bovina natural quando isolada do intestino bovino também
possui 6 residuos removidos de forma pos-traduzida a partir da extremidade C-terminal. E

uma caracteristica opcional da presente invengdo que a Sers- thADA de acordo com a
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presente invengdo também seja expressa sem os 6 residuos C-terminais (como uma muteina)
ou seja modificada de forma pos traduzida para remover os mesmos residuos C-terminais sem
a ADA bovina natural purificada.

Deve ser adicionalmente observado que a ADA bovina natural quando isolada do
intestino bovino possui polimorfismo: com referéncia a SEQ ID NO: 5, o polimorfismo de
ADA bovina, por exemplo, glutamina na posi¢do 198 no lugar de lisina, alanina na posicdo
245 no lugar de treonina; arginina na posi¢do 351 em vez de glicina. E, portanto, contemplado
que a posi¢do 74 de ADA bovina muteinas de acordo com a invengfo, também pode ter
substitui¢des adicionais em uma ou mais das posi¢des observadas ou andlogas a aquelas
posigdes: Gln no lugar de Lisjog; Ala no lugar de Trags; Arg no lugar de Gliss;.

Em um aspecto adicional da inveng&o, a presente invengéo fornece DNAs isolados que
codificam a ADA muteina que tem a sequéncia de aminoacidos SEQ ID NO:1 ou SEQ ID
NO:3 descrita aqui. Outros DNAs que codificam a ADA muteina com uma ou mais
substitui¢des: Gln no lugar de Lisjos; Ala no lugar de Tryss; Arg no lugar de Gliss; sdo também
contemplados como escopo da invengio.

Um vetor de expressdo adequado pode ser preparado a partir de gendmica ou cDNA
que codofica thADA ou tbADA, respectivamente, que estd sob o controle de um promotor
induzivel conectado operavelmente adequado. O DNA ¢é preferencialmente cédon otimizado
para a célula hospedeira apropriada e mutada por qualquer método conveniente conhecido na
arte, por exempo, pela mutagénese direcionada a oligonucleotideo de alta eficiéncia (Olsen
DB e Eckstein F, Proc Natl Acad Sci USA 87: 1451-5; 1990), sintese total de gene com
sobreposigéio de oligonucleotideos longos (Vasanta N and Filpula D, Gene 76: 53-60; 1989),
sintese de gene mediada por PCR (Jayaraman K et al., Proc Natl Acad Sci USA 88: 4084-88;
1991), ou PCR de extensdo de sobreposi¢io (Pogulis RI et al., Metods Mol Biol 57: 167-76;
1996).

Em geral, os procaridticos sdo preferidos para a clonagem inicial de sequéncias de
DNA e construgio de vetores tteis na invengfo. Por exemplo, cepa de E. coli K12 MM 294
(ATCC No. 31,446) ¢ particularmenteb til. Outras cepas microbianas, simplesmente a modo
de exmplo, que podem ser usadas incluem cepas de E. coli, tais como, E. coli B e E. coli
X1776 (ATCC No. 31,537). As cepas mencionadas anteriormente, bem como, por exemplo,
cepas de E. coli W3110 (F-, lambda-, prototréfica, ATCC No. 27,325), K5772 (ATCC No.



10

15

20

25

30

17/43

53,635), e SR101, bacilos, tais como, Bacillus subtilis, e outras enterobacteriaceae, tais como,
Salmonella tifimurium ou Serratia marcesans, e varias espécies de pseudomonas, podem ser
usadas.

Geralmente, vetores de plasmideo que contém sequéncias de controle e de replicon
que sdo derivadas de espécies compativeis com a célula hospedeira sdo usadas em conecgio
com estas hospedeiras.

Vetores de plasmideos conventionais sfio moléculas de DNA circulares com filamento
duplo preferencialmente construido com locais de reconhecimento enzimatico adequados para
insercdo de sequéncias de DNA ex6geno, um gene selecionavel de antibiético, uma origem de
replicagdo para propagac¢fio autdbnoma na célula hospedeira, € um gene para discriminagéio ou
selegdo de clones que contém DNA de inser¢do recombinante. Vetores de plasmideco
disponivel para uso em E. coli incluem, por exemplo, pET3, pET9, pET11 e as séries
extendidas de pET (catalogadas por Novagen Corporation), pBAD, trc, foA, trp, € plasmideos
OLr/PLir.

Simplesmente a modo de exemplo, E. coli ¢ tipicamente transfomada usando pBR322,
um plasmideo derivado de uma espécie de E. coli (vide, por exemplo, Bolivar et al., 1977,
Gene, 2: 95). O pBR322 contém genes para resisténcia a ampicilina e tetraciclina e, desse
modo, fornece meios faceis para identificar células transformadas. Similarmente, o plasmideo
pUC fornece vetores de clonagem praticos com moléculas de DNA para selegdo e replicagio
(Yanisch-Perron, ef al., 1985, Gene 33:103-119, a descri¢do do qual sendo incorporada aqui
em sua totalidade). O plasmideo pBR322, ou outro plasmideo microbiano ou fago, também
precisa conter, ou ser modificado para conter, promotores que podem ser usados pelo
organismo microbiano para expressdo de suas proprias proteinas codificadas.

Aqueles promotores mais comumente usados na constru¢do de DNA recombinante
inclui a beta-lactamase (penicillinase) e sistemas promoteres de lactose (Chang ef al., 1978
Nature, 375: 615; Itakura et al., 1977, Science, 198: 1056; Goeddel et al., 1979, Nature, 281:
544) e um sistema promotor de triptofano (trp) (Goeddel et al., 1980, Nucleic Acidos Res., 8:
4057; EPO Appl. Publ. No. 0036,776). Embora estes sejam os mais comumentre usados,
outros promotores microbianos foram verificados e utilizados, e detalhes com respeito a suas

sequéncia de nucleotideos foram publicados, possibilitando um trabalhador habilitado
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correlaciona-los funcionalmente com vetores conhecidos na arte, por exemplo, vetores de
plasmideos

Simplesmente a modo de exemplo, a regulagdo transcricional na E coli pode ser
alcangada com qualquer dos promotores indiziveis seguintes: lac, trp, foA, araBAD, T7, trc, €
derivados de promotores lambda P e Pr  bem como outros bem conhecidos na arte (por
exemplo, Makrides, 1996, Microbiol. Rev. 60:512-538, a descrigdo do qual sendo incorporada
aqui por referéncia em sua totalidade).

As condi¢des indutoras adequadas opcionalmente compativeis com o vetor incluem,
por exemplo, arabinose, lactose, ou indugdo por calor, limitagdo de fosfato, limitacdo de
triptofano, para citar apenas alguns. Preferencialmente, o elemento inductor ¢ um operon Lac,
que € induziel por isopropil tiogalactosida ("IPTG").

Uma sequéncia de sinalizagdo adequada (peptideo de sinaliza¢fio) pode ser derivada a
partir de pelB, fd plIll, ou ompA.

Marcadores de selecdo de antibidtico adequados sfio bem conhecidos na arte e
incluem, por exemplo, aqueles que conferem resisténcia a ampicilina, canamicina,
cloranfenicol, rifampicina, ou tetraciclina, entre outros.

Sequéncias de replicagdo de .origem adequadas incluem aquelas encontradas nos
seguintes plasmideos: pUCI9, pACYCI77, pUBI10, pE194, pAMBI, plj702, pBR322,
pBR327, e pSC101.

Sequéncias de terminagdo adequadas incluem, por exemplo, terminado principal fago
fd, T®, e r#nB.

Além dos procaridticos, micrdbios eucaridticos, tais como, culturas de leveduras,
podem também ser usadas. Saccharomyces cerevisiae, ou levedura de baker comum, ¢ a mais
comumente usada dentre 0s microorganismos eucaridticos, entretanto varias outras cepas
estdo comumente disponiveis. Para expressdo em Saccharomyces, o plasmideo YRp7, por
exemplo (Stinchcomb er al., 1979, Nature, 282: 39; Kingsfnan et al., 1979, Gene, 7: 141;
Tschemper ez al., 1980, Gene, 10: 157), ¢ comumente usado. Este plasmideo ja contém o
gene trpl que fornece um marcador de selegdo para uma cepa mutante de levedura que nio
tem a habilidade de crescer em triptofano, por exemplo, ATCC No. 44,076 ou PEP4-1 (Jones,

1977, Genetics, 85: 12). A presence de lesdo de trpl como uma caracteristica de genoma de



10

15

20

25

30

19/43

célula hospedeira de levedura, entdio, fornece um ambiente eficaz para detectar a
transformagéo pelo crescimento na auséncia de triptofano.

O sistema de expressdo Pichia pastoris mostrou alcangar produgio de niveis elevados

de varias proteinas (Cregg, J.M. ef al., 1993, Bio/Technology 11: 905-910, a descricdo do
qual sendo incorporada aqui por referéncia em sua totalidade) e pode ser empregada para
expressar ADA como uma proteina soluvel no citoplasma de Pichia pastoris.

Sequéncias de promogdo adequadas em vetores de leveduras incluem os promotores
para 3-fosfoglicerato quinase (Hitzeman er al., J. 1980, Biol. Chem., 255: 2073) ou outras
enzimas glicoliticas (Hess et al., 1968, J. Adv. Enzyme Reg., 7: 149 ; Holland et al., 1978,
Biochemistri, 17: 4900), tais como, enolase, gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase,
hexoquinase, piruvate decarboxilase, fosfofructoquinase, glucose-6-fosfato isomerase, 3-
fosfoglicerato mutase, piruvato quinase, triosefosfato isomerase, fosfoglucose isomerase, e
glucoquinase. Na construgdo de plasmideos de expressdo adequados, as sequéncias de
terminagdo associadas com estes genes estdo também ligadas ao vertor de expressio 3' da
sequéncia desejada a ser espressa para fornecer poliadenilagio de mRNA e terminacgio de
transcrigdo. Outros promotores, que possuem a vantagem adicional de transcri¢éio controlada
pelas condigbes de crescimento, sdo as regides de promotor para alcool desidrogenase 2,
isocitocrome C, acido fosfatase, enzimas degradativas associadas com metabolismo de
nitrogénio, e a gliceraldeido-3-fosfate desidrogenase mencionada anteriormente, e enzimas
responsaveis pela utilizagdo de maltose e galactose. Qualquer vetor de plasmideo contendo o
promotor compativel com levedura, de origem de replicagdo e sequéncias de terminagio, €
adequado.

Uma origem de replicagio pode ser também fornecida pela construgdo do vetor para
incluir uma origem exoégena, que pode ser derivada de SV40 ou outra fonte viral (por
exemplo., Polioma, Adeno, VSV, BPV), ou pode ser fornecida pelo mecanismo de replicagio
cromossomal de célula hospedeira. Se o vetor for integrado dentro do cromossoma de célula
hospedeira, o ultimo ¢ frequentemente suficiente. Outros elementos de plasmideos Uteis
podem incluir genes expressos que codificam proteinas chaperona, proteinas prolina
isomerase, ou proteinas com rearranjo de pontes de dissulfeto.

C. Conjugados de Polimeros
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Em outro aspecto da invengfio, a ADA muteinas, tal como, proteina Serz;-rbADA
(SEQ ID NO: 1) e Sersq-thADA (SEQ ID NO: 3) ¢ conjugada a um polimero adequado para
preparar conjugados de polimeros.

Em um aspecto preferido, o polipeptideo ADA muteina é conjugado a um polimero
substancialmente ndo antigénico, preferencialmente um ¢xido de polialquileno ("PAO").

Os conjugados de ADA-polimero geralmente correspondem a férmula (I):

(D [R-NH]-(ADA)

em que

(ADA) representa a adenosina deaminase muteina recombinante ou fragmento ativo
da mesma;

NH- € um grupo amino de um aminoécido encontrado na ADA muteina para fixac8o
ao polimero;

(z) é um inteiro positivo, preferencialmente de aproximadamente 1 a
aproximadamente 80, mais preferencialmente de aproximadamente 5 a aproximadamente 80,
ainda mais preferencialmente de aproximadamente 11 a aproximadamente 18; e

R inclui um residuo de polimero substancialmente ndo antigénico que é preso & ADA
de forma liberavel ou ndo liberavel.

Em um aspecto preferido, os polimeros incluem polietileno glicol (PEG) em que o
PEG pode ser linear, ramificado ou PEG de multi-bragos. Geralmente, o polietileno glicol
possui a férmula:

-O-(CH,CH;0),-

em que (n) ¢ um inteiro positivo, preferencialmente de aproximadamente 10 a
aproximadamente 2.300, mais preferencialmente de aproximadamente 40 a aproximadamente
2.300. O peso molecular médio dos polimeros varia de aproximadamente 2.000 a
aproximadamente 100.000 Da. Mais preferencialmente, o polimero possui um peso molecular
médio de aproximadamente 4.000 Da a aproximadamente 45.000 Da, ainda mais
preferencialmente, 4.000 Da a aproximadamente 20.000 Da. Mais preferencialmente, o PEG
tem aproximadamente 5.000 Daltons. Outros pesos moleculares também sdo contemplados
de modo a acomodar as necessidades do técnico.

Alternativamente, a porgdo de residuo de polietileno glicol (PEG) da invencdo pode

ser representada pelas estruturas:
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-Y11-(CH,CH;0),-CH,CH, Yy -,

-Y11-(CH,CH0)0-CH2C(=Y 12)-Y 11,

=Y 11-C(=Y12)-(CHz2)a11-Y13-(CH,CH,0),-CH,CHz- Y 13-(CH2)ar1-C(=Y 12)-Y 1 -

“Y 11-(CR11R12)a12- Y 13-(CHy)b11-O-(CH2CH,0)n-(CH2)p11- Y13-(CR 1 1R 12)ai2- Y11 -

-Y11-(CH,CH,0),-CH,CH;-,

-Y11-(CH2CH;0),-CH,C(=Y,)- ,

-C(=Y12)-(CH2)a11-Y13-(CH,CH,0),-CH,CH;- Y 13-(CHa)a11-C(=Y 12)- , and

-(CR11R12)a12- Y 13-(CH2)b11-O-(CH2CH20)0-(CH2)o11- Y 13+(CR 1R 12)a12-

em que: |

Y1) e Yy3 sdo independentemente O, S, SO, SO, NR,; ou um ligante;

Y2 O, S, ouNR 4

Rii-14 s@o independentemente selecionados dentre hidrogénio, alquila C,., alquenila
Czs, alquinila Cig, alquila Cj.po ramificada, cicloalquila Csg, alquila C,¢ substituida,
alquenila Cy¢ substituida, alquinila C,.¢ substituida, cicloalquila Cs.g substituida, arila, arila
substituida, heteroarila, heteroarila substituida, heteroalquila Ci., heteroalquila C;¢
substituida, alcoxi Cy, ariloxi, heteroalcoxi Cy.q, heteroariloxi, alcanoila C,, arilcarbonila,
alcoxicarbonila C,, ariloxicarbonila, alcanoiléxi C,s, arilcarboniloxi, alcanoil Ci
substituida, arilcarbonila substituida, alcanoiloxi C,.¢ substituido, ariléxicarbonila substituida,
alcanoildxi C,.¢ substituido e arilcarboniléxi substituido;

(all), (al2), and (bll) sdo independentemente zero ou um inteiro positivo,
preferencialmente 0-6, e mais preferencialmente 0, 1, ou 2; e

(n) é um inteiro de aproximadamente 10 a aproximadamente 2300.

Como um exemplo, o PEG pode ser funcionalizado das seguintes maneiras ndo
limitantes:

-C(=Y 14)-(CH2)m~(CH2CH,0),-,

-C(=Y14)-Y~(CH2)m-(CH,CH,0),-,

-C(=Y14)-NR1-(CH)m-(CH,CH O0)s-,

-CR5R16-(CH2)m-(CH2,CH,0),-

em que
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Rii, Ris e Ryg sdo independentemente selecionados dentre H, alquilas Cy., arilas,
arilas substituidas, aralquilas, heteroalquilas, heteroalquilas substituidas e alquilas Cj
substituidas;

(m) € zero ou € um inteiro positivo, e preferencialmente 1 ou 2;

YiséOouS;e

(n) representa o grau de polimerizag3o.

Nestes aspectos, 0 polimero (grupo R) inclui um grupo de revestimento, isto €, um
grupo que € encontrado no terminal do polimero. O grupo de revestimentopode ser
selecionado a partir de qualquer um dentre NH,, OH, SH, CO,H, alquilas Cie
preferencialmente metila, como tais grupos sdo entendidos por aqueles com habilidade
ordindria.

Em um aspecto adicional, a por¢io de polimero do conjugado pode ser um que fornega
multiplos pontos de fixcagdo para a ADA. Alternativamente, multiplos PEGs podem ser
presas a ADA.

A farmacocinética e outras propriedades de ADA PEGuilada podem ser ajustadas
conforme necessario para uma aplicagdo clinica desejada pela manipuilagio do peso
molecular de PEG, ligante quimico e razio de cadeias de PEG para enzima.

Nestes aspectos, a ADA pode ser presa ao polimero ndo antigénico de uma forma
liberavel ou ndo liberdvel por meio de varios ligantes conhecidos na arte.

Os sistemas de liberagdo em polimeros podem ser a base de elimibnagio de benzila ou
lactonizagdo com agente travante de trimetila. Os ligantes de polimeros ativados dos sistemas
de liberagdo em polimeros podem ser preparados de acordo com as Patentes U.S Nos.
6,180,095, 6,720,306, 5,965,119, 6,624,142 e 6,303,569 comumente cedidas. Os ligantes de
polimeros ativados dos sistemas de liberagdo em polimeros podem ser preparados de acordo
com a Patente comumente cedida, os conteudos da qual sendo incorporados aqui por
referéncia. Alternativamente, os conjugados de polimero de ADA sdo feitos usando certos
residuos de polimero de bicina tais como aqueles descritos nas Patentes U.S. comumente
cedidas Nos. 7,122,189 e 7,087,229 e Pedidos de Patente U.S. Nos. 10/557,522, 11/502,108,
11/011,818, incorporados aqui por referéncia. Outros sistemas de liberagdo em polimero
contemplados também sf3o descritos no PCT/US07/78600, os conteudos do qual sendo

incorporados aqui por referéncia.
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Exemplos ilustrativos dc conjugados de polimeros de ADA ndo liberaveis
contemplados aqui sdo descritos no Pedido de Patente U.S. No. 60/913,039, os contetidos do
qual sendo incorporados aqui por referéncia.

A conjugacdo de polimero ¢ preferencialmente uma reagdo de PEGuilagio conforme
as reagdes mostradas por aqueles com habilidade ordinaria. Como determinado
resumidamente, a rbADA muteina ou thADA, ¢ reagida com um polimero ativado para
formar conjugados de ADA-polimero. Com este respeito, uma ampla variedade de polietileno
glicdis ativados ou funcionalizados pode ser usada, incluindo aqueles descritos nas Patentes
US Nos. 5,122,614, 5,324,844, 5,612,460 e 5,808,096 (Polietileno glicol ativado por
carbonato de succinimidila (SC-PEG) e PEGs ativadas relacionadas), Patente U.S. No.
5,349,001 (PEGs ativadas de tiona imida ciclica), Patente U.S. No. 5,650,234, e outras
conhecidas por aqueles com habilidade ordinaria. A descrigio de cada uma das Patentes
anteriores € incorporada aqui por referéncia. Vide também polimeros ativados
disponibilizados por Nektar / Shearwater Polymers. Aqueles com habilidade ordinaria podem
usar varias formas ativadas de polimeros para fixag8o sem experimentacio indevida.

Como sera apreciado por aqueles de habilidade ordinaria fais reagdes de conjugagdo
tipicamente sdo realizadas em um tampao adequado usando um excesso molar de varias vezes
de PEG ativada. Alguns conjugados preferidos preparados com PEGs lineares como o SC-
PEG mencionado acima podem conter, em média, de aproximadamente 10 a
aproximadamente 80 filamentos de PEG por enzima ADA. Consequentemente, para estes,
excessos molars de varias centenas de vezes, por exemplo, 200-1000 x pode ser empregado. O
excesso molar usado para PEG ramificado e PEG preso a enzima ser4 inferior e pode ser
determinado usando técnicas descritas nas Patentes ¢ Pedidos de Patentes que descrevem os
mesmos e que sdo mencionados aqui.

Nestes aspectos, o 6xido de polialquileno € conjugado a proténa por meio de ligante
quimico incluindo, por exemplo, carbonato de succinimidila, tiazolidina tiona, uretano, e
ligantes a base de amida. O o6xido de polialquileno ¢ preferencialmente preso de forma
covalente a um grupo amino épsilon de um Lis na ADA, entretanto outros locais para fixa¢do
covalente sdo bem conhecidos na arte. Os conjugados de polimero ADA podem incluir pelo

menos 5 filamentos de polietileno glicol presos aos grupos amino épsilon de Lis na enzima,
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mas alternativamente, pode incluir 11-18 filamentos PEG presos aos grupos amino épsilon de
Lis na enzima.

Embora a ADA seja conjugada de aproximadamente 11 a aproximadamente 18
moléculas de PEG por molécula de enzima, por meio de ligagdes de lisinaa razdo de PEG para
ADA pode ser variada para modificar as propriedades fisicas e cinéticas do conjugado
combinado para se ajustar a qualquer situagéo clinica particular.

Sera evidente a partir do mencionado anteriormente que aspectos adicionais da
invengdo incluem o uso de qualquer PEG ativado noticiado ou disponivel comercialmente ou
polimero similar para conjugar a enzima ADA ou fragmentos do mesmo para fornecer
conjugados uteis para os métodos de tratamento descritos aqui. Vide, por exemplo., 0
catdlogo de 2004 de Nektar Advanced Pegilation (Nektar, San Carlos, California),
incorporado aqui por referéncia em sua totalidade.

Os PEGs ativados podem incluir os lineares, ramificados ou derivados de U-PEG tais
como aqueles descritos nas Patentes U.S. Nos. 5,681,567, 5,756,593, 5,643,575, 5,919,455,
6,113,906, 6,566,506, 6,153,655, 6,395,266 e 6,638,499, 6,251,382 e 6,824,766 (também
incorporadas aqui por referéncia). Uma lista ndo limitante de tais polimeros corresponde aos
sistemas de polimeros (i) - (vii) com as seguintes estruturas:

O
I

mPEG—O—C\ N/CH2

T
~<
2
<
[
I

N
6—o—0 \ §
mPE ~_ /CHz
H »,
O
uol
m-PEG—N—‘C\
CH—(Yg3CH2)ws1C(=0)—
& /

o) (11),
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0
H
m-PEG-O—C—N ~
(CH2)4
_CH—(Y63CH2)us1C(=0)—
m-PEG-O—C—N
H
o (i),

o)

m-PEG-O——C—-NP{
(CH2)we2 [ O
L

|

N CIss7 (CH2)ueaC(=0)——
_(CH2)wes
m-PEG-O—C——N
H
0 (v),
H
m-PEG-O—C—N
AN
(CH2)we2

HC ——(Y£3CH2)us1C(=0)—

_(CH2)we3
m-PEG-O—C—ﬁ

0o (V).
0

m-PEG—C—NH
N

(CH2)ws2
HC——(Y63CH2)w61C(=0)—
_(CHa)ug3
m-PEG—C——N
H
o) (vi)

5 em que:
Ys1-62 sdo independentemente O, S ou NRg;;
Ye3 € O, NRsz, S, SO ou SO,
(wb2), (w63) e (w64) sdo independentemente O ou um inteiro positivo,
preferencialmente de aproximadamente O a aproximadamente 10, mais preferencialmente de

10 aproximac:mente 1 a aproximadamente 6;
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(w61)é0oul;
mPEG ¢ metéxi PEG
em que o PEG ¢ previamente definido e um peso molecular total da porg¢do do
polimero € de aproximadamente 2.000 a aproximadamente 100,000 Daltons; e
Ré1 e Re> sdo independentemente os mesmos grupamentos que podem ser usados para
Ry
Dever ser adicionalmente entendido que além dos polimeros a base de PEG, vérios
outros 6xidos de polialquileno podem também ser usados. Por exemplo, os conjugados da
presente invengad podem ser preparados por métodos que incluem a conversio de produtos de
PEG-OH-multi-bragos e “PEG-estrela” tais como aqueles descritos no catalogo de 2001 de
Shearwater Corporation "Polietilene Glicol and Derivatives for Biomedical Application"
Vide também o catdlogo de sistema de liberagdo da NOF Corp., Ver. 8, April 2006. A
descri¢d@o de cada um dos quais sendo incorporada aqui por referéncia. Os polimeros de multi-
bragos contém quarto ou mais bragos de polimeros e preferéncialmente quatro ou oito bragos
de polimero. Para propdsitos de ilusragdo e ndo de limitag@o, o residuo de polietileno glicol
(PEG) de multi-bragos pode ser de férmula:
HyC—— 0—(CH,CH,0),H

|
HC——0—(CH,CH,0).H
CH;,

CH,
HC ——0—(CH,CH,0)H
CH,

X

e
H<|:— O—(CH,CH,0),H
H,C—— 0 —(CH,CH,0),H

em que:
(x) € 0 e um inteiro positivo, isto é, de aproximadamente 0 a aproximadamente 28; e
(n) € o grau de polimerizag3o.

Em uma modalidade particular da presente inveng¢io, o PEG de multi-bragos possui a

estrutura:
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H,C——0—(CH,CH,0)H
H(I: — O0—(CH,CH,0O)H
CH,

CH,
HC —— O— (CH,CH,0) H
CH,

4

£

o)
¢
H(i) — O—(CH,CH,0O)H
H2C— O— (CHzCHzO)nH

Em que (n) ¢ um inteiro positivo. Em uma modalidade preferida da inveng#o, os polimeros
possuem um peso molecular total de aproximadamente 2.000 Da a aproximadamente 100.000
Da, e preferencialmente de 4.000 Da a 45.000 Da.

5 Em uma outra modalidade particular, o PEG de multi-bragos possui a estrutura:
o]
HO /e\/ j/\ O/\Cj\/an\o'_i

OH OH
ou

(OCH,CH,),~OH

Ho—(CH2CHZ0); (OCH,CH,),OH

o (CHZCH,0),

>

em que n € um inteiro positivo. Em uma modalidade preferida da invengdo, os polimeros
possuem um peso molecular total de aproximadamente 2.000 Da a aproximadamente 100.000

10 Da, e preferencialmente de 4.000 Da a 45.000 Da.
Os polimeros podem ser convertidos em um polimero ativado adequado, usando
técnicas de ativagdo descritas nas Patentes U.S. Nos. 5,122,614 ou 5.808,096.

Especificamente, tais PEGs podem ser de férmula:
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CH,CH,0), —
g\o O/( 2 2 )U CHQCHQ\O .
~CHyCHz~(OCH,CHy) \/ ~3
O \/O\
/ (CHCH 0,
E\O\CH CH @) CHQCHZ\O\'*
Y2 (OCH,CH,),~ g
Estrela
ou
5 2

S\O\CHZCHE-(OCHZCHQ)U-——O\/\_O/\(O~—(CHZCHgo)UwCHZCH{O/é

O

3 3
§~O~CH,CH,~ (OCH,CHy),— © ~(CH,CH,0),—CH,CH,~ 0%

Multi-bragos

em que:

(0’) € um inteiro de aproximadamente 10 a aproximadamente 570, para
preferencialmente  proporcionar polimeros tendo um peso molecular total de
aproximadamente 2.000 Da a aproximadamente 100.000 Da, e preferencialmente, de
aproximadamente 4.000 Da a aproximadamente 45.000 Da; é até 3 por¢des terminais do
residuo €/sdo revestida(s) com uma metila ou outra alquila inferior.

Em algumas modalidades preferidas, todos os 4 bragos de PEG sdo convertidos a
grupos funcionais adequados, isto € SC, etc., para facilitar a fixagdo a proteina recombinante.
Tais compostos antes da conversio incluem:

CH,CH,0),,
O/( 2 2 )U\CH2CH2\

H3sC~(OCH,CHy),~ ° o
\(CHZCH2O)u'\CH3

0
HaC~0cH,cH)

OH

CH,CH,0),,
O/( ZC 2 )U\CHZCHz\OH
MC~0cH,CH)~ o

\(CHZCHQO)U\

4

CHCH .

H3C\(OCHZCH2)U-/

_(CH,CH,0),—
o R CHCHo— 4

*ocH:C 2)“'\0\760
“(CH,CH,0),—
2 #>oH

—_— (@)
HO~—CH,CH,~(0cH,CH,)
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(CH,CH,0),
o 22 ”\CHchz\OH

HO
“(CH,CH,0), CH,CH,
~OH

— o]
HO CH,CH~(0OCH,CH,),~

H3C-(OCH,CHy),— j/\ /\[\/ —(CH,CH,0),-CH,CH,—OH

H3C-(OCH,CH,),~ ~(CH,CH,0),—CHs

H3C-(OCH,CHy),— j/\ A[ —(CH,CH,0),-CHs

H3C-(OCH,CH,), ~(CH,CH,0),—CH,CH,—OH

HaC-(OCH,CHy),— ]/\ /\( —(CH,CH,0),,~CH,CH,—OH

H3C-(OCH,CH,),~ ~(CH,CH,0),—CH,CH,—OH

HO—CH,CH,~(OCH,CHo)y j/\ /\( —(CH,CH,0),~CH,CH,—OH

H3C-(OCH,CH,),~ ~(CH,CH,0),—CHs

H3C-(OCH,CH,),, j/\ /\( —(CH,CH,0),~CH,CH,—OH

HO-CH,CHy-(OCH,CH,),~ ~~(CH,CH,0),—CH,

H3C-(OCH,CH,), ]/\ A( —(CH,CH,0),~CH,CH,—OH

HO-CHyCH,~(OCH,CH,),~ ~~(CH,CH,0),—CH,CH,—OH
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HO_CHZCHZ_(OCHZCHz)”'_OJ/\O/TO_(CHZCHZO)UPCHZCHZ—OH

HC-(OCH,CHp),~© O~(CH,CH,0),—CH,CH,—OH

HO—CHZCHZ‘(OCHZCH2)u-—'Oj/\o/\(o—(cHzCHzO)u--CHZCHZ-—OH

HO~CH,CH,-(OCH,CH,),~© O~ (CH,CH,0), —CH,CH,—OH

Na maioria dos aspectos preferidos da invengéo, o polietileno glicol ativado é um que
5  fornece uma ligagdo de uretano ou ligagdo-amida com a proteina.

Ainda em aspectos alternativos, os polimeros ativados podem empregar um ligante 2
base de éster impedido. Vide PCT/US07/78593 intitulado “Polyalquylene Oxides Having
Hindered Ester-Based Biodegradable Linkers”, o conteudo do qual sendo incorporado aqui
por referéncia. Por exemplo, uma lista ndo limitante de tais compostos inclui:

0

CH3-O(CH2CH20)RC _NH

|
10 o

H
CH;3-O(CH,CH,0)7—H,C~ N

=0

0]

CH;-O(CH,CH,0);—H,C ~ o NN

I )
6]

CH3-O(CH,CH,0);—H,C___N

o=0
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O
CH3-O(CH2CH20)U_" HzC \C _— NH
i 5
O
€
0]
CH3-O(CH,CH,0);7—H,C-___NH
C
i
@)

em que (u) € um inteiro para preferencialmente fomecer polimeros que tem um peso
molecular total de aproximadamente 2.000 Da a aproximadamente 100.000 Da.

Em uma modalidade preferida, o conjugado de PEG inclui

8]
HaQ. O HayG. @] NH-ADA
oo yFomon ooy
u O e u O

em que (u) € um inteiro para fornecer uma por¢io de polimero que tem um peso molecular de
aproximadamente 2.000 Da a aproximadamente 100.000 Da, e preferencialmente de
aproximadamente 4.000 Da a aproximadamente 45.000 Da, ainda mais preferencialmente
aproximadamente 5.000 Da.

Polimeros adequados irdo variar substancialmente em peso. Polimeros que tem peso
molecular médio numérico de aproximadamente 2.000 a aproximadamente 100.000 sdo
geralmente selecionados para propdsitos da presente invengdo. Pesos moleculares de
aproximadamente 4.000 a aproximadamente 45.000 sdo preferidos e 5.000 a
aproximadamente 12.000 sdo particularmente preferidos. As substincias poliméricas
incluidas também sdo preferencialmente soliveis em agua a temperatura ambiente. Uma lista
ndo limitante de tais polimeros inclui homopolimeros de 6xido de polialquileno tais como
polietileno glicol (PEG) ou polipropileno glicéis, polidis polioxietilenados, copolimeros dos
mesmos ¢ copolimeros de bloqueio dos mesmos, contanto que a solubilidade em agua de tais

polimeros seja mantida. Além do mPEG, os polimeros terminados em alquila Cy_4 também

sdo uteis.
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Meétodos para preparer polimeros que tem &cidos carboxilicos terminais com aita
pureza sdo descritos no Pedido de Patente US No. 11/328,662, os contetidos do qual sendo
incorporados aqui por referéncia. Os métodos incluem primeitro a preragio de um éster de
alquila terciario de um 6xido de polialquileno seguida pela conversio ao acido carboxilico
derivado do mesmo. A primeira etapa de preparagdo de acidos carboxilicos PAO do processo
inclui a formag@o de um intermediario tal como t-butila de acido carboxilico de 6xido de
polialquileno. Este intermediario é formado pela reagdo de um PAO com um haloacetato de
t-butila na presenga de uma base tal como t-butdxido de potassio. Um vez que o intermediario
de éster de t-butila tenha sido formado, o derivado de acido carboxilico de 6xido de
polialquileno pode ser prontamente fornecido com purezas excedendo 92%,
preferencialmente excedendo 97%, mais preferencialmente excedendo 99% e mais
preferencialmente excedendo 99.5% de pureza.

Ainda em aspectos alternativos, polimeros que tem grupos amina terminais podem ser
empregados para preparar os conjugados de ADA. Os métodos de preparagdo de polimeros
que contém aminas terminais em alta pureza sdo descritos nos Pedidos de Patente US Nos.
11/508,507 € 11/537,172, os contetidos dos quais sendo incorporados aqui por referéncia. Por
exemplo, os polimeros que tem azidas reagem com agentes redutores a base de fosfina, tais
como, trifenilfosfina ou um agente redutor de borohidreto de metal 4lcali tal como NaBHa.
Alternativamente, os polimeros que incluem grupos de saida reagem com sais de amina
protegida, tais como, sal de potassio de metil-terc-butil imidodicarbonato (KNMeBoc) ou o
sal de potassio de di-terc-butil imidodicarbonato (KNBoc;) seguido pela desprotegio do grupo
amino protegido. A pureza dos polimros que contém aminas terminais formados por esses
processos € maior que aproximadamente 95% e, preferencialmente, maior que 99%.

A ramificag@o produzida pelos polimeros da patente 6.153.655, citada acima, permite
ramificagdo secundéaria ou terciaria como uma forma de aumentar o carregamento do
polimero em uma molécula biologicamente ativa de um ponto unico de fixagdo. Sera
entendido que o polimero soluvel em 4gua pode ser funcionalizado para fixa¢do aos grupos de
ligagdo bifuncionais se necessario sem experimentagio indevida.

As substancias poliméricas incluidas aqui sdo preferencialmente soliveis em agua a
temperatura ambiente. Uma lista ndo limitante de tais polimeros inclui homopolimeros de

6xido de polialquileno, tais como, polietileno glicol (PEG) ou polipropileno glicdis, polidis
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polioxietilenados, copolimeros dos mesmos e copolimeros de bloqueio dos mesmos, contanto
que a solubilidade em 4gua dos copolimeros de bloqueio seja mantida.

Como uma alternativa para polimeros a base de PAO, materiais eficazmente no
antigénicos, tais como, dextrana, polivinil piyrrolidonas, poliacrilamidas, tais como, HPMAs
(hidroxipropilmetacrilamidas), alcodis polivinilicos, polimeros a base de carbohidratos,
copolimeros dos antecedentes, ¢ semelhantes podem ser usados. Aqueles de habilidade
ordindria na técnica compreenderfio que a lista antecedente é meramente ilustrativa e que
todos os materiais poliméricos que tém as qualidades descritas aqui sdo contemplados. Para
propositos da presente invengdo, “substancialmente ou eficazmente ndo-antigénico” quer
dizer todos os materiais entendidos na técnica como sendo nfo téxicos e que ndo induzem
uma resposta imunogénica aprecipavel em mamiferos.

D. Utilidade

O técnico no assunto apreciara que a ADA muteina inventiva é facilmente empregada
em um ambiente clinico para tratar qualquer doenga ou distirbio responsivo a enzima ADA.
Tal doenga ou distirbio ¢ tal que responde a niveis de sangue ou tecido reduzido de adenosina
ou deoxiadenosina. Tal doenga ou disturbio pode incluir, por exemplo, SCID, doengas
pulmorares, por exemplo, asma, e cinceres que respondem a niveis de deoxiadenosina ou
adenosina sistémica ou local diminuidos. Mais detalhes para o uso de ADA no tratamento de
tumores ou canceres € fornecido pelo pedido de co-propriedade U.S. No. de Série

depositado na mesma data aqui (que reivindica o beneficio de prioridade do

Pedido de Patente U.S. Provisional No. de série 60/913,039), intitulado: “Enzymatic
Anticancer Terapy, e aqui incorporado integralmente por referéncia. O agente de tratamento
pode ser, por exemplo, a enzima thADA muteina ou rbADA muteina. Preferencialmente, a
rADA muteina de tratamento é conjugada a polimero, como descrito supra, por exemplo.,
PEGilated. A dosagem de ADA ou ADA conjugada a polimero é individualizada dependendo
da resposta clinica do tumor e do perfil de efeito colateral de um paciente individual, seja
animal ou humano. Nos exemplos do estudo fornecidos aqui abaixo, a dose mais elevada é a
dose maxima possivel que € tolerada.

Por exemplo, Adagen® ¢ fornecido comercialmente como 250U de ADA bovina /mL.
Isto significa em outras palavras 2000U/kg para aproximadamente um comundongo de 25g

injetado com 0,2 ml de Adagen®. Certamente, o técnico no assunto apreciara que a dose de
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ADA conjugada a polimero pode também ser ajustada para o tamanho de polimero particular,
ligante quimico, e valéncia. Por exemplo, o regime de dosagem para um conjugado de
polimero que compreende duas ou mais enzimas de ADA por polimero serd ajustado de
acordo com as unidades de ADA por mL de solugdo de qualquer conjugado de polimero
particular de ADA.

Para fornecer a ADA ou o conjugado ADA PEG pela injecfo, a faixa 6tima de dose é
preferencialmente determinada por monitoramento de plasma. E geralmente desejavel
fornecer ao receptor uma dosagem que manterd a atividade de ADA do plasma (niveis baixos)
na faixa de aproximadamente 10 a 100 gmol/hr/mL, preferencialmente de aproximadamente
15 a aproximadamente 35 umol/ht/mL (ensaiada a 37°C); e demostram um declinio de
eritrécito em adenosina, i.e., dATP to < a aproximadamente 0,001 - 0,057 pmol/mL,
preferencialmente aproximadamente 0,005 a aproximadamente 0,015 gmol/mL em eritrécitos
empacotados, ou < a aproximadamente 1% do total de adenosina no eritrdcito (i.e., contetido
de ATP + dATP), com um nivel normal de adenosina, como medido em uma amostra de pré-
injegdo. O valor normal de dATP est4 abaixo de aproximadamente 0,001 gmol/mL.

A dose com base na quantidade de enzima ird variar de, por exemplo,
aproximadamente 0,10U/kg até aproximadamente 30 U/kg, ou maior, preferencialmente de
aproximadamente 0,5 U/kg até aproximadamente 20 U/kg, e mais preferencialmente de
aproximadamente 0,5 U/kg até aproximadamente 12U/kg (i.e. por kg do peso do corpo do
paciente) Tal como de aproximadamente 0,5U/kg até aproximadamente SU/kg. Uma dose
semanal total pode ser de até 40U/kg, ou maié, conforme tolerado pelo receptor. Aumentos
adicionais de 5 U/kg/semana sfo permitido, até uma dose tinica maxima de 30 U/kg, ou mais,
conforme tolerado pelo receptor. Em geral, injegSes semanalmente seguidas de ADAGEN® a
15U/kg, o nivel médio minimo de atividade de ADA no plasma estd entre 20 e 25
pmol/hr/mlL.

Deve ser observado que a dose de 100 U/kg € a dose equivalente de camundongo de
aproximadamente 12 U/kg de dose clinica infantil.

Deve ser entendido que a adenosina deaminase aqui revelada pode ser usada para a
prepara¢do de um medicamento para o tratamento de uma condi¢do mediada por adenosina

deaminase.
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Detalhes de informagdes de dosagem de ADA sdo conhecidos na técnica conforme
descritos na prescrigdo inserida para ADAGEN® (Enzon, Inc.), os contetidos da qual sendo

incorporados aqui.

EXEMPLOS
Os exemplos que seguem servem para proporcionar apreciagdo adicional da invencdo,
mas ndo significam, de modo algum, uma forma de restringir o escopo eficaz da invencéo.
EXEMPLO 1
CONSTRUCAOQ DE CEPA DE EXPRESSAO DE E.COLI QUE EXPRESSA ADA
HUMANA RECOMBINANTE COM UMA MUDANCA CYS PARA SER NA
POSICAOQ 74 DA PROTEINA MADURA

A sequéncia de 363 aminoacidos reportada de adenosina deaminase humana
(deaminase (GenBank NP_000013, incorporado aqui por referéncia) foi analisada para
presenga de codons de cisteina. Cinco posi¢des no polipeptideo maduro (Met N-terminal é
clivado) codificam cisteina (C74, C152, C153, C168, C261). Na ADA humana que expressa
gene modificado € modelado, apenas um destes cinco cédons de cisteina (Cisteina 74, TGC)
foi mudado para um cédon de serina (TCC) (Esta é a posigdo 75 na proteina traduzida). A
sequéncia de polipeptideo definida (vide SEQ ID NO: 3) foi fornecida por Blue Heron
Corporation (Bothell, Washington, U.S.A.) para sintese de gene completa de um gene novo
tendo codons otimizados para expressdo de E. coli, usando sintese quimica padrio de
segmentos de oligonucleotideos em sobreposigdo. Em resumo, a sequéncia foi otimizada para
expressdo de bactérias seguindo o uso de cédon bacteriano padriio para Escherichia coli K12,
usando os dados de c6don descritos por Grantham R. et al.; 1981; "Codon catalogue usage in

genome strategy modulated for gene expressivity," Nucleic Acid Res. 9:r43-r47, e Lathe, R.

1985; "Synthetic oligonucleotide probes deduced from amino acid sequence data, Theoretical
and practical considerations." J. Mol Biol; 183:1-12,

A sequéncia de RNA correspondente foi entdo analisada para a formagéo de estrutura
de em grampo (“hairpin”) ou formag8o de ciclo (“loop”) e foi submetida a calculos de energia
livre minima. Os locais de restricdo de flaqueamento, Ndel e BamHI foram incluidos no
término dos gene. Apos a digestdo de DNA sintético com enzimas de restri¢io Ndel e BamHI,

o gene quilobase 1,1 foi ligado via ligase T4 DNA no vetor de plasmideo pET-28a (Novagen
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Corporation), que também foi digerido com estas duas enzimas. O plasmideo recombinante
foi introduzido na cepa de E. coli BLR (DE3) ou HMS174 (DE3) por eletroporagio usando
um Electro Cell Manipulator 600 (BTX) de acordo com as instru¢Ses do fabricante. A mistura
de transformagdo foi laminada em placas de Agar LB contendo canamicina (15 pug/mL) para
permitir a selegdo de colonias contendo o plasmideo pET-28a/ADAcysSer (designado
ADACc75s/pET28a: BLR(DE3) ou ADAc75s/pET28a:HMS174(DE3)). A sequéncia de
nucleotideo de gene variante de ADA foi verificada pela anélise de sequéncia de DNA com
um Analisador Genético ABI Prism 310 usando um Big Dye Terminator. A sequéncia de
DNA que codifica a estrutura de leitura aberta de Ser74-thADA esta de acordo com a SEQ ID
NO: 4.

As coldnias isoladas foram adicionalmente purificadas por laminagdo e analisadas
para expressfo de gene induzivel de isopropil B-D-L-tiogalactopiranosideo (“IPTG’) em meio
LB por métodos padrdes tais como aqueles descritos no Manual de Sistema pET da Novagen
Nona Edigéo, incorporado aqui por referéncia.

Virios parametros de indugdio foram examinados incluindo tempo, temperatura e
concentragdo de indutor. Uma condigdo preferida foi indug&io com 50 uM IPTG por 12 horas
a 25 °C, que permitiu a produgio de niveis elevados de ADA dentro do citoplasma da bactéria
hospedeira a aproximadamente 20% de proteina celular total. A proteina ADA expressa foi
confirmada com andlise de SDS PAGE para exibir o peso molecular correto de
aproximadamente 40 kDa (dado ndo mostrado).

EXEMPLO 2
CONSTRUCAO DE CEPA DE EXPRESSAO DE E.COLI QUE EXPRESSA ADA
BOVINA RECOMBINANTE COM UMA MUDANCA CYS PARA SER NA POSICAO
74 DA PROTEINA MADURA

A proteina ADA madura purificada derivada de preparagdes intestinais bovinas é uma

proteina com 356 aminoacidos sem a metionina N-terminal e também sem os seis residuos C-
terminais finais previstos da sequéncia de cDNA (Banco de gene NP_776312, incorporado
aqui por referéncia). A sequéncia de aminoacidos de ADA bovina foi analisada para presenca
de cédons de cisteina. Cinco posigdes no polipeptideo maduro codificam a cisteina (C74,
C152, C153, C168, C261). No gene sintético de ADA bovina modificada e modelada, apenas

uma destas cinco posi¢des de cisteina (cisteina 74) foi mudada para um residuo de serina. Isto
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foi realizado pela inser¢éio de um codon de serina (TCC) no lugar de um coédon de cisteina
normal na posi¢do 74 do polipeptideo maduro (ou posigdo 75 do produto de tradugio). O gene
também foi cddon otimizado para expressdo em E. coli.

Em resumo, a sequéncia de polipeptideo definida (vide SEQ ID NO: 1) foi fornecida
por BioCatalytics Inc. para sintese completa de gene de um novo gene tendo cédons
otimizados para expressdo de E. coli, usando seus métodos que incluem sintese quimica de
segmentos de oligonucleotideos em sobreposi¢do. Os métodos de BioCatalytics sdo descritos
em maiores detalhes na Patente U.S. No. 6.366.860, os contetidos da qual sendo incorporados
aqui por referéncia em sua totalidade.

A expressdo de ADA bovina foi investigada em vérios sistemas de expressdo. Por
exemplo, locais de restri¢do de flanqueamento, Ndel e BamHI, foram incluidos no término do
gene. Apos a digestio de DNA sintético com as enzimas de restricio Ndel e BamHI, o gene
quilobase 1,1 foi ligado via ligase T4 DNA no vetor de plasmideo pET-9d (Novagen
Corporation), que também foi digerido com estas duas enzimas. O plasmideo recombinante
foi introduzido na cepa de E. coli BLR (DE3) ou HMS174 (DE3) por eletroporagio usando
um Electro Cell Manipulator 600 (BTX) de acordo com as instrugdes do fabricante. A mistura
de transformagéo foi laminada em placas de Agar LB contendo canamicina (15 pg/mL) para
permitir a selecdo de coldonias contendo o plasmideo pET-9d/bADA (designado
bADA/pET9d: BLR(DE3) ou bADA/pET9d:HMS174(DE3)). A sequéncia de nucleotideo de
gene variante de ADA foi verificada pela andlise de sequéncia de DNA com um Analisador
Genético ABI Prism 310 usando Big Dye Terminators. A estrutura de leitura aberta de DNA é
mostrada pela SEQ ID NO: 2,

As colonias isoladas foram adicionalmente purificadas por laminagiio e analisadas
para expressdo de gene induzivel por IPTG em meio LB por métodos padrdes, tais como
aqueles descritos no Manual de Sistema pET da Novagen Nona Edig¢#o, incorporado aqui por
referéncia. Vérios parametros de indugdo foram examinados incluindo tempo, temperatura e
concentragdo de indutor. Uma condigfio preferida foi indugdo com 0,3% de lactose por 12
horas a 37 °C, que permitiu a produggo de nivel elevado de ADA dentro do citoplasma de
bactérias hospedeiras a aproximadamente 20% de proteina celular total. O produto de ADA
foi confirmado com andlise de SDS PAGE para exibir o peso molecular correto de

aproximadamente 40 kDa.
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EXEMPLO 3 '
PURIFICACAQ DE PROTEINA rhADA MUTEINA

A purificagdo de rhADA foi realizada em um protocolo cromatografico 3
desenvolvido por Enzon. A fermentagfio bacteriana foi conduzida por E. coli expressando a
proteina thADA a partir de um gene sintético em um plasmideo pET28a (Novagen) na célula
hospedeira HMS174(DE3). Rifampicina (200 pg/mL) e canamicina (30 pg/mL) foram
incluidas em um meio minimo de glicerol suplementado com extrato de levedura (30 g/l) e as
c€lulas foram crescidas a 28 °C para um ODggo de 11 quando o indutor IPTG foi adicionado a
5 mM da concentragdo final. Apés 40 horas (ODggy ~ 110), as células foram colhidas por
centrifugagio e congelamento a -20 °C. Rapidamente, a pasta de células descongeladas (50 g)
foi ressuspendida em 1800 mL de tampdo de Tris 10 mM, DTT 1mM, pH 8.0, ¢
homogeneizadas a 1200 RPM por 10 segundos com Tempest Virtis (SentryTM,
Microprocessador, Boston, MA). Esta suspensio foi passada através de uma malha de ago
inoxidavel (micrometro de abertura de 250p, No. 60, W.S Tyler) para remover particulas
grandes. A suspenséo de células homogéneas foi microfluidizada por 3 ciclos a 15.000 psi
(unidade foi banhada em gelo) (Micro Fluidizer, Microfluidics Corp., Model# 110Y, Boston,
MA). No final da microfluidizag¢io, 200 mL do mesmo tamp#o, tal como acima, foi usado
para rinsar a unidade e esta solug8io foi combinada com a suspensdo acima. A proteina soltivel
de células lisadas foi extraida por centrifugac¢go a 16.000 RPM por 40 minutos a 4°C (Sorvall
RC 5C plus, rotor SLA-1000). O sobrenadante foi coletado cuidadosamente para evitar
mistura indesejavel. O pH foi ajustado para 8,0, ¢ MgCl, 1 mM e DNase 20 mg/mL foram
adicionados e incubados a temperatura ambiente por 2 horas. O pH foi entfo ajustado para 6,5
com HCI 1 N. A segunda centrifuga¢do foi conduzida como acima, o sobrenadante foi
coletado, e ajustado com EDTA 2 mM, seguido por filtragio em Nalgene (unidade de filtro de
90 mm). O volume do sobrenadante filtrado foi de 500 mL, a concentragdo de proteina total
por método de BCA foi 8,5 mg/mL.

O extrato celular (100 mL) foi ajustado para pH 7,2, 4,5 mS/cm e carregado em
HiTrap DEAE f{f a Bis-Tris 20 mM, NaCl 20 mM, pH 6,5 e eluido com Bis-Tris 20 mM,
NaCl 500 mM, pH 6,5, As fra¢des de pico foram identificadas por ensaio de enzima e SDS-
PAGE e ajustadas com sulfato de aménio 1,5 M em NaHPO, 20 mM, pH 6,5 e carregadas em

uma coluna de HiTrap fenil ff. A proteina foi eluida com um gradiente de tamp&o de carga e
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NaHPO4 20 mM, pH 6,5, A fragdo de pico (55 mL; 0,4 mg/mL) foi diafiltrada contra NaHPO,
20 mM, EDTA 1 mM, DTT 1 mM, pH 6,5 e carregada em HiTrap SP-Sefarose ff e, a seguir,
eluida com NaHPO, 20 mM, NaCl 500 mM, EDTA 1 mM, 1 DTT mM, pH 6,5, A fracdo
coletada continha proteina ADA purificada (77 mL; 0,1 mg/mL).
EXEMPLO 4
PURIFICACAO DE PROTEINA ADA BOVINA RECOMBINANTE

A purificagdo de rbADA expressa pelo clone do Exemplo 4 foi realizada em um

protocolo cromatografico 3 desenvolvido por Enzon. Resumidamente, a pasta de células
descongeladas (obtida de Blue Hereon ou Biocatalytics, respectivamente) de 200 g que foi
armazenada a -80°C foi ressuspendida em 1800 mL de tampao de Bis-Tris 20 mM, EDTA
ImM, pH 7,4, e homogeneizada a 1200 RPM por 5 minutos com Tempest Virtis (Sentry™,
Microprocessador, Boston, MA). Esta suspensfio foi passada através de uma malha de ago
inoxidavel (Micrometro de abertura de 250pn, No.60, W.S Tyler) para remover particulas
grandes. A suspensdo de células homogéneas foi microfluidizada por 3 ciclos a 15.000 psi (a
unidade foi banhada em gelo) (Micro Fluidizer, Microfluidics Corp., Model# 110Y, Boston,
MA). No final da microfluidiza¢go, 200 mL do mesmo tamp3o, tal como acima foi usado para
rinsar a unidade e esta solugfio foi combinada com a suspensdo acima. A proteina soluvel de
células lisadas foi extraida por centrifugagdio a 7100 RPM (12000 x g) por 60 minutos a 4°C
(Avanti J-201, Beckman Coulter; Rotor# JLAS8,1000). O sobrenadante foi coletado
cuidadosamente para evitar mistura indesejavel.

Para remover nucleotideos neste extrato celular, polietilenoimina (PEI) foi adicionada
ao sobrenadante acima (final 0,15%, p/v) e misturado completamente com agitagfio por 10
minutos. A seguir, este extrato celular foi deixado a 4°C durante a noite. O precipitado desta
amostra que ficou em repouso durante a noite e foi removido por uma centrifugacdo a 7100
RPM (12000 x g), por 60 minutos a 4°C (Avanti J-201, Beckman Coulter; Rotor# J1.A8,1000)
antes de ser carregado na segunda coluna.

O extrato celular foi carregado em uma coluna pré-equilibrada Capto Q (Cat# 17-
5316-01, GE Healthcare, Piscataway, NJ. O volume de leito de 350 mL foi pré-empacotada
em uma coluna XK-50) com um tamp#o de Bis-Tris 20 mM, EDTA 1 mM, pH 6,5, Antes a
ADA foi eluida da coluna em NaCl 80 mM no tamp3o de equilibrio, eluigdes com NaCl 60
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mM e 70 mM foram realizadas primeiramente para remover impurezas. O perfil de elui¢do foi
analisado por atividade de ADA, andlise de SDS-PAGE, Western Blots, e RP-HPLC.

Apbés a coluna Capto Q, 2 purificagdes cromatogrificas de interagfo
hidrofobica(“HIC”) foram usadas uma a uma para adicionalmente refinar a pureza da
proteina. A primeira HIC foi Octil Sefarose 4FF (Cat# 17-0946-02, GE Healthcare,
Piscataway, NJ). O pool de fragdes de ADA da coluna Capto Q foi ajustado para (NH4),SO4
1,5M com pé de sulfato de amoénio diretamente e o pH foi ajustado para 6,5. A amostra
filtrada (Nalgene Nunc, CAT #540887, MEMB 0,2 PES, Rochester, NY) foi carregada em
uma primeira coluna HIC que foi pré-equilibrada com (NH)2SO,4 1,5 M, fosfato de potassio
20 mM, EDTA 1 mM, pH 6,5 (Volume do leito de 150 mL, em XK-50, GE Healthcare,
Piscataway, NJ). A ADA foi eluida com gradiente de sulfato de aménio e o perfil de pureza
desta eluigdo foi determinado por SDS-PAGE e RP-HPLC. A rbADA ou rhADA foi
adicionalmente dessalgada e concentrada em um LabScale™ TFF systems (Membrana
BioMax 5, Bedford, MA) contra o tamp3o de armazenamento (por exemplo, fosfato de sodio
100 mM, EDTA 1 mM, pH 6,5).

EXEMPLO 5
ESTUDOS DE ESTABILIDADE NA rbADA E Ser74-rbADA

Os estudos seguintes foram feitos para demonstrar que a estabilidade de rbADA com
respeito a degradagdo oxidativa foi realmente melhorada pela mutagdio de cys74 para ser.
Amostras de ADA bovina recombinante (rbADA) e ADA bovina mutada de cys74 para ser74
(Ser74-tbADA) em concentragdes de aproximadamente 0,5 mg/mL em tampdo de fosfato de
s6dio (pH 7,8) foram usadas para o estudo de estabilidade. A estabilidade foi monitorada por
HPLC de fase reversa (RP-HPLC) usando a deteccio UV a 220 nm e adetec¢dio por
espectrometria de massa (espectrometro de massa Micromass Q-TOF electrospray). As
condi¢des de HPLC foram como seguem:

Coluna: Zorbax 300 SB-C8 (Agilent, 250 x 4.6 mm, poro de tamanho de

300 angstrom, tamanho de particulas de 5 microns).

Fase Movel A:écido trifluoroacético a 0,1% em éagua.

Fase Movel B: 4cido trifluoroacitico a 0,1% em acetonitrila/agua (80/20; v/v).

Gradiente: Tempo % Fase Movel B
0 20
5 20

45 80
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46 20

60 20
Temperatura da Coluna: 40°C.
Taxa de fluxo: 1,0 mL/min.

Volume de Injecdio: 50 pL.

A pureza dos compostos foi determinada pela andlise de RP-HPLC no tempo inicial
que o estudo de estabilidade foi iniciado e em varios intervalos de tempo, incluindo 4, 8, ¢ 17
dias, ap6s a iniciagdo do estudo. Deve ser observado que as amostras de tbADA (ndo-
muteina) tinham aproximadamente dois meses de idade no inicio deste estudo e ja haviam,
sofrido alguma degradagdo. A amostra de Serss-rbADA foi rapidamente preparada e estava
relativamente pura. No entanto, para o propésito do presente estudo, a diferenga de pureza
entre o intervalo de tempo inicial ¢ apos 17 dias de incubagéio a 25°C ¢ o pardmetro relevante
a examinar.

Como mostrado na Tabela 1, a pureza de rbADA foi 83.7% no intervalo de tempo
inicial e diminuiu para 66,1% apés 17 dias, indicando que 17,6% de rbADA foi degradada
durante este periodo de tempo. A andlise de espectrometria de massa dos picos separados
cromatograficamente indicou que a eluigdo do principal degradante a 31,851 min, calculada
para 30,5% da area do cromatograma, teve uma massa de 32 Da maior que aquela de tbADA.
Esta mudanga de massa ¢ consistente com adi¢fo de 2 oxigénios & rbADA para formar o
acido sulfinico degradante da cisteina livre na posigio 74 da rbADA. O menor pico
degradante, de eluigio a 32,538 min, teve uma massa consistente com adi¢io de 1 oxigénio a
rbADA para formar o acido sulfénico degradante com cisteina livre na posi¢io 74 da tbADA.
Ser74-tbADA, que tem um residuo de serina substituindo o residuo de cisteina74, mostra
pequena degradagfo durante o curso de 17 dias, virtualmente com as mesmas purezas do
intervalo de tempo inicial (97,2%) e 17 dias depois (97,9%). Isto prova que a cisteina74 &
retalmente a fonte de degradacdo oxidativa que ocorre na thADA e mutagdes de seus residuos

de serina, que ndo é sucetivel de oxidago, elimina a degradag3o.

Tabela 1. Estabilidade de rtbADA, e Serjs-rtbADA

Em tampéo de fosfato de sodio (pH 7,8) a 25°C

Intervalo de tempo | % de Pureza conforme Determinada por
RP-HPLC

rbADA |  Mut-rbADA
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Inicial 83,7 97,2
4 Dias 83,6 96,7
8 Dias 76,3 97,7
17 Dias 66,1 97,9
EXEMPLO 6
USO DE PROTEINAS DE ADA MUTEINA NA TERAPIA DE PACIENTES COM
SCID DEFICIENTES DE ADA

As enzimas de ADA mutada sfo utilizadas em ambientes terapéuticos que agora
empregam ADAGEN. A Sery-tb ou rhADA pode ser modificada pela conjugagiio de
polietileno glicol (PEG) com, por exemplo, 11-17 polimeros de PEG de 5 kDa por proteina
ADA. As preparagdes PEGuiladas de ADA muteina sfio formuladas em solucfio salina estéril
em pH 7,2 — 7,4 ¢ em uma concentra¢fio de aproximadamente 250 unidades por milimetro. A
ADA muteina PEGuilada ¢ administrada a pacientes pela via parenteral, tal como pela via
intramuscular. Pacientes que se beneficiam de tal terapia incluem aqueles com disturbio da
imunodeficiéncia combinada severa causado pela atividade de ADA insuficiente. A
administragdo de PEG-ADA muteinas ¢ feita tipicamante a cada sete dias com um esquema
de dosagem de 10 U/kg para a primeira dose e 20 U/kg por semana para doses de
manutengdo. A Sery-tb ou rh PEG-ADA ¢ armazenada a 2-8 °C em solugdo aquosa com uma
dose por frasco de 1,5 mililitros. O esquema de dosagem é designado para manter os niveis
de atividade de ADA no plasma a 15-35 pmol/hr/mL (ensaiado at 37 °C) e reduz eritrécito na
dATP para <0,005-0,015 umol/mL eritrécitos empacotados.

EXEMPLO 7
PREPARACAO DE SER74-rbADA PEGUILADA VIA LIGACAO URETANO

SC-PEG (polietilenoglicol ativado com carbonato de N-hidroxisuccinimidilal, 0,084

mmol) ¢ adicionado a uma solugéo de Ser74-rbADA (0,00027 mmol) em 3 mL de tampdo de
fosfato de sodio (0,1 M, pH 7,8) com agitagfo suave. A solugfio ¢ agitada a 30°C por 30
minutos. A coluna GPC (Zorbax GF-450) ¢ usada para monitorar a conjugacdo de PEG. No
final da reagdo (como evidenciado pela auséncia de enzima nativa), a mistura é diluida com
12 mL de tampdo de formulagdo (fosfato de sédio 0,05 M, cloreto de sédio 0,85%, pH 7,3) ¢
diafiltrada com um concentrador Centriprep (Amicon) para remover o PEG néo reagido. A

diafiltragéio € continuada o quanto necessério a 4°C até que nfio mais seja detectado PEG livre
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pela mistura de quantidades iguais de filtrado e PMA 0,1% (acido polimetacrilico em HCI 0,1
M).
EXEMPLO 8
PREPARACAOQ DE SER74-rhADA PEGUILADA VIA LIGACAO URETANO
SC-PEG (0,084 mmol) ¢ regida com Ser74-rbADA (0,00027 mmol) usando as
mesmas condig¢Oes descritas no Exemplo 7,
EXEMPLO 9
PREPARACAQ DE SER74-rbADA PEGUILADA VIA LIGACAO DE AMIDA

SC-PEG (polietilenoglicol ativado com carbonato de N-hidroxisuccinimidilal, 0,084

mmol) ¢ adicionado a uma solugdo de Ser74-rbADA (0,00027 mmol) em 3 mL de tampéo de
fosfato de sédio (0,1 M, pH 7,8) com agitagéo suave. A solugfo & agitada a 30°C por 30
minutos. A coluna GPC (Zorbax GF-450) é usada para monitorar a conjugagio de PEG. No
final da reagdo (como evidenciado pela auséncia de enzima nativa), a mistura é diluida com
12 mL de tampéo de formulag8o (fosfato de s6dio 0,05 M, cloreto de sédio 0,85%, pH 7,3) e
diafiltrada com um concentrador Centripep (Amicon) para remover o PEG n#o reagido. A
diafiltragéio € continuada o quanto necessario a 4°C até que ndio mais PEG livre seja detectado
pela mistura de quantidades iguais de filtrado e PMA 0,1% (4cido polimetacrilico em HCI 0,1
M).
EXEMPLO 10
PREPARACAO DE MUTEINA rhADA VIA LIGACAO DE AMIDA
SS-PEG (0,084 mmol) é reagido com thADA muteina (0,00027 mmol) usando as

mesmas condi¢des descritas no Exemplo 9.
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REIVINDICACOES
1. Adenosina deaminase recombinante, caracterizada pelo fato de que um residuo de
aminodcido oxidével expresso no tipo selvagem de adenosina deaminase ¢ substituido por
um residuo de aminoacido nfo oxidavel.
2. Adenosina deaminase recombinante, de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizada
pelo fato de que o residuo de aminoacido oxidavel é cisteina, metionina ou triptofano, e o
residuo de aminodcido ndo oxidavel ¢ selecionado a partir do grupo que consiste de alanina,
acido aspartico, 4cido glutdmico, fenilalanina, glicina, histidina, isoleucina, lisina, leucina,
asparagina, prolina, glutamina, arginina, serina, treonina, valina, tirosina, &cido 2-
aminoadipico, 4cido 3-aminoadipico, beta-alanina, acido beta-aminopropi6nico, acido 2-
aminobutirico, dcido 4-aminobutirico, acido piperidinico, 4cido 6-aminocaproéico, acido 2-
aminoheptandico, 4cido 2-aminoisobutirico, 4cido  3-aminoisobutirico, 4cido 2-
aminopimélico, 4cido 2,4-diaminobutirico, desmosina, acido 2,2-diaminopimélico, 4cido
2,3-diaminopropidnico, n-etilglicina, n-etilasparagina, hidroxilisina, alo-hidroxilisina, 3-
hidroxiprolina, 4-hidroxiprolina, isodesmosina, alo-isoleucina, n-metilglicina, sarcosina, n-
metilisoleucina, 6-n-metillisina, n-metilvalina, norvalina, norleucina e oritina.
3. Adenosina deaminase recombinante, de acordo com a reivindicagfo 1, cziracterizada
pelo fato de que o residuo de aminodcido ndo oxidavel é selecionado a partir do grupo que
consiste de serina, alanina, asparagina, glutamina, glicina, isoleucina, leucina, fenilalanina,
treonina, tirosina e valina.
4, Adenosina deaminase recombinante, de acordo com a reivindicagfio 1, caracterizada
pelo fato de que o residuo de aminoacido nfo oxidavel é serina.
5. Adenosina deaminase recombinante, de acordo com a reivindicagio 2, caracterizada
pelo fato de que a cistefna oxidavel estd localizada aproximadamente na posi¢io 74 da
proteina madura.
6. Adenosina deaminase recombinante, de acordo com a reivindicagio 5, caracterizada
pelo fato de que ¢ uma adenosina deaminase humana recombinante ou uma adenosina
deaminase bovina recombinante.
7. Adenosina deaminase recombinante, de acordo com a reivindicagio 6, caracterizada
pelo fato de que € traduzida a partir de uma molécula de DNA de acordo com a SEQ ID NO:
2 ou SEQIDNO: 4. .
8. Adenosina deaminase recombinante, de acordo com a reivindicagdo 6, caracterizada
pelo fato de que compreende SEQ ID NO: 1 ou SEQ ID NO: 3.



10

15

20

25

30

2/3

9, Adenosina deaminase recombinante, de acordo com a reivindicacdo 8, caracterizada
pelo fato de que compreende SEQ ID NO: 1 com uma substitui¢io de aminoacido
selecionada a partir do grupo que consiste de Gin no lugar de Lys,os; Ala no lugar de Thrays;
Arg no lugar de Glyss;; e combinagdes das mesmas.

10. Conjugado de adenosina deaminase - 6xido de polialquileno, caracterizado pelo fato
de que a adenosina deaminase ¢ a adenosina deaminase recombinante da reivindicagfo 1.

11.  Conjugado de adenosina deaminase - 6xido de polialquileno, de acordo com
reivindicagéio 10, caracterizado pelo fato de que o 6xido de polialquileno é polietileno
glicol.

12.  Conjugado de adenosina deaminase - 6xido de polialquileno, de acordo com a
reivindicagéio 11, caracterizado pelo fato de que o polietileno glicol ¢ conjugado com a
adenosina deaminase recombinante por meio de um ligante selecionado a partir do grupo que
consiste de carbonato de succinimidil, tiazolidina tiona, uretano e ligantes com base em
amidas.

13.  Conjugado de adenosina deaminase - 6xido de polialquileno, de acordo com a
reivindicagéo 11, caracterizado pelo fato de que o polietileno glicol ¢ preso de forma
covalente a um grupo epsilon amino de uma Lys da adenosina deaminase recombinante.

14.  Conjugado de adenosina deaminase - 6xido de polialquileno, de acordo com a
reivindicagdo 11, caracterizado pelo fato de que a adenosina deaminase recombinante
compreende um ou mais filamentos presos aos grupos épsilon amino de um ou mais residuos
de Lys da adenosina deaminase recombinante.

15.  Conjugado de adenosina deaminase - 6xido de polialquileno, de acordo com a
reivindicagdo 11, caracterizado pelo fato de que a adenosina deaminase recombinante
compreende de aproximadamente 11 a aproximadamente 18 filamentos de polietileno glicol
presos aos grupos €psilon amino de um ou mais residuos de Lys da adenosina deaminase
recombinante.

16.  Conjugado de adenosina deaminase - 6xido de polialquileno, de acordo com a
reivindicagéio 11, caracterizado pelo fato de que o polietileno glicol é conjugado com a
adenosina deaminase por meio de um ligante de carbonato de succinimidil.

17. Conjugado de adenosina deaminase - 6xido de polialquileno, de acordo com a
reivindicagdio 10, caracterizado pelo fato de que o polietileno glicol possui um peso
molecular de aproximadamente 2.000 a aproximadamente 100.000.

18.  Conjugado de adenosina deaminase - 6xido de polialquileno, de acordo com a
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reivindicagdo 10, caracterizado pelo fato de que o polietileno glicol possui um peso
molecular de aproximadamente 4.000 a aproximadamente 45.000.

19.  Método para tratar uma condigio mediada por adenosina deaminase em mamiferos,
caracterizado pelo fato de que compreende administrar uma quantidade eficaz da adenosina
deaminase racombinante da reivindicagdo 1.

20.  Meétodo, de acordo com reivindicag@io 19, caracterizado pelo fato de que a condigio
mediada por adenosina deaminase é distirbio imune combinado severo.

21. Uso de adenosina deaminase recombinante conforme a reivindicagdo 1, caracterizado
pelo fato de que € para a prepara¢dio de um medicamento para tratar uma condigdo mediada
por adenosina deaminase,

22. Uso de adenosina deaminase, de acordo com a reivindicagfo 21, caracterizado pelo fato
de que a condigdo mediada por adenosina deaminase ¢ disttirbio imune combinado severo.
23.  Processo para purificar a adenosina deaminase recombinante da reivindicagdo 1,
caracterizado pelo fato de que compreende purificar a proteina por cromatografia de troca
iOnica.

24.  Processo para purificar a adenosina deaminase recombinante da reivindicagdo 1,
caracterizado pelo fato de que compreende SEQ ID NO: 1, compreendendo purificar a
proteina por cromatografia de interagio hidrofobica.

25.  Adenosina deaminase recombinante, caracterizada pelo fato de que é produzida pelo
processo da reivindicagéio 21.

26.  Adenosina deaminase recombinante, caracterizada pelo fato de que é produzida pelo
processo da reivindicagéio 22.

27.  DNA isolado, caracterizado pelo fato de que codifica uma adenosina deaminase
recombinante tendo a sequéncia de aminoacido SEQ ID NO: 1 ou SEQ ID NO: 3. ‘

28.  DNA isolado, de acordo com a reivindicagéio 25, caracterizado pelo fato de que a
adenosina deaminase recombinante possui uma substitui¢io de aminodcido selecionada a
partir do grupo que consiste de Gln no lugar de Lys;os; Ala no lugar de Thrygs; Arg no lugar

de Glyss;; e combinagdes das mesmas.
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RESUMO
ADENOSINA DEAMINASE RECOMBINANTE ESTAVEL
Uma adenosina deaminase recombinante mutante que possui qualquer
residuo de cisteina oxidavel substituido por um residuo de aminoacido ndo oxidavel
é descrita. Adenosinas deaminase recombinantes estabilizadas, conjugadas com

polimeros e métodos de tratamento, usando as mesmas também s&o descritos.
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