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DESCRIPCION
Formas variantes de urato oxidasa y uso de las mismas
Referencia cruzada a solicitudes relacionadas

La presente solicitud reivindica la prioridad o el beneficio de la solicitud provisional de EE. UU. con n.° de serie:
60/670,573, presentada el 11 de abril de 2005 por referencia en el presente documento.

Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a proteinas con actividad ureolitica modificadas genéticamente. Mas especificamente,
la invencion se refiere a proteinas que comprenden urato oxidasas truncadas y a procedimientos para su produccion.

Antecedentes de la invencion

Los términos urato oxidasa y uricasa se usan en el presente documento de manera intercambiable. Las urato oxidasas
(uricasas; E.C. 1.7.3.3) son enzimas que catalizan la oxidacion de acido urico en un producto mas soluble, alantoina,
un metabolito de purina que se excreta mas facilmente. Los seres humanos no producen uricasa enzimaticamente
activa, como resultado de varias mutaciones en el gen para uricasa adquirido durante la evolucidon de los primates
superiores. Wu, X, et al., (1992) J Mol Evol 34:78-84.

Como consecuencia, en individuos propensos, las concentraciones excesivas de acido Urico en la sangre
(hiperuricemia) pueden conducir a artritis dolorosa (gota), depdsitos de uratos desfigurantes (tofos) e insuficiencia
renal. En algunos individuos afectados, los farmacos disponibles, tales como alopurinol (un inhibidor de la sintesis de
acido urico), producen efectos adversos que limitan el tratamiento o no alivian adecuadamente estas dolencias.
Hande, KR, et al., (1984) Am J Med 76:47-56; Fam, AG, (1990) Bailliere's Clin Rheumatol 4:177-192.

Las inyecciones de uricasa pueden disminuir la hiperuricemia y hiperuricosuria, al menos de manera transitoria.
Puesto que la uricasa es una proteina exégena en los seres humanos, incluso la primera inyeccion de la proteina no
modificada a partir de Aspergillus flavus ha inducido reacciones anafilacticas en varios porcentajes de pacientes
tratados (Pui, C-H, et al., (1997) Leukemia 11:1813-1816, y las respuestas inmunolégicas limitan su utilidad para el
tratamiento cronico o intermitente. Donadio, D, et al., (1981) Nouv Presse Med 10:711-712; Leaustic, M, et al., (1983)
Rev Rhum Mal Osteoartic 50:553-554.

Se ha aceptado durante varias décadas el funcionamiento subdptimo de tratamientos disponibles para la
hiperuricemia. Kissel, P, et al., (1968) Nature 217:72-74.

De manera similar, se ha aceptado durante varios afios la posibilidad de que ciertos grupos de pacientes con gota
aguda se puedan beneficiar de una forma segura y eficaz de uricasa inyectable. Davis, FF, et al., (1978) en GB Broun,
et al., (eds.) Enzyme Engineering, Vol 4 (pp. 169-173) Nueva York, Plenum Press; Nishimura, H, et al., (1979) Enzyme
24:261-264; Nishimura, H, et. al., (1981) Enzyme 26:49-53; Davis, S, et al., (1981) Lancet 2(8241):281-283;
Abuchowski, A, et al., (1981) J Pharmacol Exp Ther 219:352-354; Chen, RH-L, et al., (1981) Biochim Biophys Acta
660:293-298; Chua, CC, et al., (1988) Ann Int Med 109:114-117; Greenberg, ML, et al., (1989) Anal Biochem
176:290-293.

Las uricasas derivadas de 6rganos de animales son practicamente insolubles en disolventes que son compatibles con
una administracion segura por inyeccion. Patente de EE. UU. n.° 3,616,231.

Ciertas uricasas derivadas de plantas o de microorganismos son mas solubles en disolventes médicamente
aceptables. Sin embargo, la inyeccién de las enzimas microbianas induce rapidamente respuestas inmunitarias que
pueden conducir a reacciones alérgicas que comprometen la vida o a una inactivacién y/o desaparicion acelerada de la
uricasa de la circulacion. Donadio, et al., (1981); Leaustic, et al., (1983). Las enzimas basadas en las secuencias de
aminoacidos deducidas de uricasas a partir de mamiferos, incluyendo cerdo y babuino, o a partir de insectos, tales
como, por ejemplo, Drosophila melanogaster o Drosophila pseudoobscura (Wallrath, LL, et al., (1990) Mol Cell Biol
10:5114-5127), no han sido candidatas adecuadas para el uso clinico, debido a los problemas de inmunogenia e
insolubilidad a un pH fisiolégico.

Los investigadores han usado previamente uricasa inyectada para catalizar la conversion de acido urico en alantoina
in vivo. Véase Pui, et al., (1997). Esta es la base para el uso en Francia e ltalia de uricasa a partir del hongo Aspergillus
flavus (Uricozyme®) para prevenir o corregir temporalmente la hiperuricemia asociada con el tratamiento
antineoplasico para neoplasias malignas y reducir de manera transitoria la hiperuricemia aguda en pacientes con gota.
Potaux, L, et al., (1975) Nouv Presse Med 4:1109-1112; Legoux, R, et al., (1992) J Biol Chem 267:8565-8570; patentes
de EE. UU. 5,382,518 y 5,541,098. A causa de su corta semivida en circulacion, Uricozyme® requiere inyecciones
diarias. Lo que es mas, a causa de su inmunogenia, no es muy adecuada para el tratamiento a largo plazo.

Ciertas uricasas son muy Utiles para preparar conjugados con poli(etilenglicol) o poli(6xido de etileno) (ambos
denominados PEG) para producir formas terapéuticamente eficaces de uricasa que tengan semivida de proteina
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incrementada e inmunogenia reducida. Patentes de EE. UU. 4,179,337, 4,766,106, 4,847,325, y 6,576,235;
Publicacion de solicitud de patente de EE. UU. US2003/0082786A1. También se han descrito conjugados de uricasa
con polimeros distintos a PEG. Patente de EE. UU, 4,460,683.

En practicamente todos los intentos evidenciados para PEGilar uricasa (es decir, unir covalentemente PEG a uricasa),
en primer lugar el PEG se enlaza a los grupos amino, incluyendo el residuo amino terminal y los residuos de lisina
disponibles. En las uricasas utilizadas habitualmente, el nimero total de lisinas en cada una de las cuatro subunidades
idénticas esta entre 25 (Aspergillus flavus (patente de EE. UU. 5,382,518)) y 29 (cerdo (Wu, X, et al.,(1989) Proc Nati
Acad Sci USA 86:9412-9416)). Algunas de las lisinas no estan disponibles para la PEGilacién en la conformacion
natural de la enzima. El planteamiento mas habitual para reducir la inmunogenia de la uricasa ha sido unir grandes
numeros de cadenas de PEG de bajo peso molecular. Esto ha dado como resultado grandes disminuciones en la
actividad enzimatica de los conjugados resultantes.

Una Unica inyeccion intravenosa de una preparacion de uricasa de Candida utilis unida a PEG de 5 kDa redujo el urato
sérico hasta niveles indetectables en cinco sujetos humanos, cuya concentracion de urato sérico promedio previa a la
inyeccion es de 6,2 mg/dl, que esta dentro del intervalo normal. Davis, et al., (1981). Cuatro semanas mas tarde, se dio
una inyeccion adicional a los sujetos, pero sus respuestas no se evidenciaron. No se detectaron anticuerpos frente a
uricasa tras la segunda (y ultima) inyeccion, usando un ensayo de difusién en gel relativamente insensible. Esta
referencia no evidencio resultados a partir de tratamientos crénicos o subcrénicos de pacientes humanos o animales
de experimentacion.

Se usd una preparacion de uricasa a partir de Arthrobacter protoformiae unida a PEG de 5 kDa para controlar
temporalmente la hiperuricemia en un Unico paciente con linfoma cuya concentracion de urato sérico previa a la
inyeccion es 15 mg/dl. Chua, et al., (1988). A causa de la condicion critica del paciente y la corta duracion de
tratamiento (cuatro inyecciones durante 14 dias), no es posible evaluar la eficacia o seguridad del conjugado a largo
plazo.

Se posibilita la proteccion mejorada a partir de reconocimiento inmunitario modificando cada subunidad de uricasa con
2-10 cadenas de PEG de alto peso molecular (>5 kD-120 kD) Saifer, et al. (Patente de EE. UU. 6,576,235; (1994) Adv
Exp Med Biol 366:377-387).

Esta estrategia posibilito la retencién de >75 % de la actividad enzimatica de uricasa a partir de varias especies, tras la
PEGilacion, aumenté la vida de circulacion de uricasa, y posibilitd la inyeccion repetida de la enzima sin provocar
anticuerpos en ratones y conejos.

Hershfield y Kelly (publicacion de patente internacional WO 00/08196; solicitud de EE. UU. n.° 60/095,489)
desarrollaron medios para proporcionar proteinas uricasas recombinantes de especies de mamifero con nimeros
6ptimos de sitios de PEGilacion. Usaron técnicas de PCR para incrementar el nimero de residuos de lisina disponibles
en puntos seleccionados en la enzima, lo que esta disefiado para posibilitar el reconocimiento reducido por el sistema
inmunitario, después de subsiguiente PEGilacion, mientras se retiene sustancialmente la actividad ureolitica de la
enzima. Algunas de sus proteinas uricasas estan truncadas en los extremos carboxilico y/o amino. No proporcionan la
direccion de otras alteraciones especificas inducidas genéticamente en la proteina.

En la presente solicitud, el término "inmunogenia" se refiere a la induccién de una respuesta inmunitaria por una
preparacion inyectada de PEG-uricasa modificada o no modificada (el antigeno), mientras que "antigenicidad" se
refiere a la reaccion de un antigeno con anticuerpos preexistentes. Colectivamente, antigenicidad e inmunogenia se
denominan "inmunorreactividad." En estudios previos de PEG-uricasa, se evalla la inmunorreactividad mediante una
variedad de procedimientos, que incluyen: 1) la reaccion in vitro de PEG-uricasa con anticuerpos preformados; 2)
mediciones de la sintesis de anticuerpos inducida; y 3) tasas de desaparicion tras inyecciones repetidas.

Los intentos previos para eliminar la inmunogenia de uricasas a partir de varias fuentes uniendo diversos nimeros de
cadenas de PEG a través de diversos conectores se han encontrado con un éxito limitado. Las PEG-uricasas se dieron
a conocer por primera vez por FF Davis y por Y Inada y sus colaboradores. Davis, et al., (1978); patente de EE. UU.
4,179,337; Nishimura, et al., (1979); patentes japonesas 55-99189 y 62-55079. El conjugado dado a conocer en la
patente de EE. UU. 4,179,337 se sintetiza haciendo reaccionar uricasa de origen no especificado con un exceso molar
de 2000 veces PEG de 750 dalton, lo que indica que es probable que un gran nimero de moléculas poliméricas se
haya enlazado a cada subunidad de uricasa. La patente de EE. UU. 4,179,337 da a conocer la unién de tanto PEG o
poli(propilenglicol) con pesos moleculares de 500 a 20 000 daltons, preferentemente de aproximadamente 500 a
5000 daltons, para proporcionar conjugados activos no inmunogénicos solubles en agua de diversas hormonas
polipeptidicas y enzimas, incluyendo oxidorreductasas, de las que uricasa es una de los tres ejemplos. Ademas, la
patente de EE. UU. 4,179,337 hace énfasis en la union de 10 a 100 cadenas de polimeros por molécula de enzima, y
la retencion de al menos un 40 % de la actividad enzimatica. No se evidenciaron los resultados de las pruebas para el
grado de unidon de PEG a los grupos amino de uricasa, la actividad ureolitica especifica residual, o la
inmunorreactividad del conjugado.

En publicaciones previas, se produjeron disminuciones significativas en la actividad ureolitica medida in vitro uniendo
diversos numeros de cadenas de PEG a uricasa de Candida utilis. La union de un gran nimero de cadenas de PEG de
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5 kDa a uricasa de higado porcino dio resultados similares, como se describe tanto en la publicacion de Chen como en
un informe del simposio por el mismo grupo. Chen, et al., (1981); Davis,et al., (1978).

En siete estudios previos, se evidencia que la inmunorreactividad de uricasa desciende por PEGilacion y fue eliminada
en otros cinco estudios. En tres de los ultimos cinco estudios, la eliminaciéon de inmunorreactividad se asocia con
disminuciones profundas en la actividad ureolitica como maximo del 15 %, 28 %, o 45 % de la actividad inicial.
Nishimura, et al., (1979) (15 % de actividad); Chen, et al., (1981) (28 % de actividad); Nishimura, et al., (1981) (45 % de
actividad). En el cuarto informe, se evidencia que PEG se une a un 6 % de los residuos de lisina disponibles, pero no
se constata la actividad especifica residual. Abuchowski, et al., (1981). Sin embargo, un equipo de investigacion, que
incluyd a dos de los mismos cientificos y usé los mismos procedimientos, evidencié que este grado de unién dejaba
una actividad residual de solo un 23-28 %. Chen, et al., (1981). Las publicaciones de 1981 de Abuchowski et al., y
Chen et al., indican que, para reducir sustancialmente la inmunogenia de uricasa, el PEG debe unirse a
aproximadamente un 60 % de los residuos de lisina disponibles. La quinta publicacion en la que se evidencia haberse
eliminado la inmunorreactividad de uricasa no da a conocer el grado de union de PEG, la actividad ureolitica residual,
o la naturaleza del enlace PEG-proteina. Veronese, FM, et al., (1997) en JM Harris, et al., (eds.), Poly(ethylene glycol)
Chemistry and Biological Applications. ACS Symposium Series 680 (pp. 182-192) Washington, DC: American
Chemical Society.

La union de PEG a una fraccion mas pequefia de los residuos de lisina en uricasa redujo, pero no elimin6é su
inmunorreactividad en animales de experimentacion. Tsuji, J, et al., (1985) Int J Immunopharmacol 7:725-730 (un
28-45 % de los grupos amino unidos); Yasuda, Y, et al., (1990) Chem Pharm Bull 38:2053-2056. (Un 38 % de los
grupos amino unidos). Las actividades ureoliticas residuales de los aductos correspondientes oscilaban desde <33 %
(Tsuji, et al.) a un 60 % (Yasuda, et al.) de sus valores iniciales. Tsuji, et al., sintetizaron conjugados de PEG-uricasa
con PEG de 7,5 kDa y 10 kDa, ademas de PEG de 5 kDa. Todos los conjugados resultantes son algo inmunogénicos
y antigénicos, mientras presentan actividades enzimaticas reducidas notablemente.

Una preparacion PEGilada de uricasa de Candida utilis que se administra sin riesgo dos veces a cada uno de cinco
seres humanos se evidencia haber retenido solo un 11 % de su actividad inicial. Davis, et al., (1981). Varios afios mas
tarde, se administré cuatro veces PEG-uricasa modificada de Arthrobacter protoformiae a un paciente con linfoma
avanzado e hiperuricemia aguda. Chua, et al., (1988).Mientras que no se media la actividad residual de esta
preparacion enzimatica, Chua, et al., demostraron la ausencia de anticuerpos anti-uricasa en el suero del paciente
26 dias después de la primera inyeccion de PEG-uricasa, usando un ensayo de inmunoadsorcion enzimatica (ELISA).

Los estudios previos de uricasa PEGilada muestran que la actividad catalitica se atenda notablemente uniendo un
numero suficiente de cadenas de PEG para disminuir sustancialmente su inmunorreactividad. Lo que es mas, la
mayoria de las preparaciones previas de PEG-uricasa se sintetizan usando PEG activado con cloruro cianurico, un
derivado de triazina (2,4,6-tricloro-1,3,5-triazina) que ha mostrado haber introducido nuevos determinantes
antigénicos e inducir la formacion de anticuerpos en conejos. Tsuiji, et al. (1985).

La patente japonesa n.° 3-148298 de A Sano, et al.,, da a conocer proteinas modificadas, incluyendo uricasa,
derivatizadas con PEG que tienen un peso molecular de 1-12 kDa que muestran antigenicidad reducida y accion
"mejorada prolongada”, y procedimientos de preparacion de tales péptidos derivatizados. Sin embargo, no hay
divulgaciones en relacion con los recuentos de cadenas, ensayos enzimaticos, pruebas bioldgicas o el significado de
"mejorada prolongada". Las patentes japonesas 55-99189 y 62-55079, ambas de Y Inada, dan a conocer conjugados
de uricasa preparados con PEG-triazina o bis-PEG-triazina (denotado como PEG;), respectivamente. Véase
Nishimura, et al., (1979 y 1981). En el primer tipo de conjugado, los pesos moleculares de los PEG son 2 kDa y 5 kDa,
mientras en el segundo, solo se usa PEG de 5 kDa. Nishimura, et al., (1979) evidenciaron la recuperacion de un 15 %
de la actividad ureolitica después de la modificacion de un 43 % de las lisinas disponibles con PEG lineal de 5 kDa,
mientras Nishimura, et al., (1981) evidenciaron la recuperacion de un 31 % o 45 % de la actividad ureolitica después
de la modificacién de un 46 % o 36 % de las lisinas, respectivamente, con PEGa.

El documento WO0008196 describe proteinas urato oxidasas (uricasas) y moléculas de acidos nucleicos que codifican
las mismas, que son utiles como intermedios para preparar proteinas uricasas modificadas mejoradas con
inmunogenia reducida y biodisponibilidad incrementada.

El documento WOO0007629 describe una urato oxidasa (uricasa) de origen natural o recombinante unida
covalentemente a poli(etilenglicol) o poli(6xido de etileno), en la que se conjugan un promedio de 2 a 10 cadenas de
PEG a cada subunidad de uricasa, y el PEG tiene un peso molecular promedio de entre aproximadamente 5 kDa y
100 kDa. Se afirma que los conjugados de PEG-uricasa resultantes son no inmunogénicos y retienen al menos un
75 % de la actividad ureolitica de la enzima no modificada.

Las proteinas uricasas estudiadas previamente fueron tanto proteinas naturales como recombinantes. Sin embargo,
los estudios que usan técnicas SDS-PAGE y/o Western revelaron la presencia de péptidos no esperados de bajo peso
molecular que parecen ser productos de degradacion y se incrementan en frecuencia a lo largo del tiempo. La presente
invencion se refiere a proteinas uricasas recombinantes mutantes que tienen truncamientos y estabilidad estructural
aumentada.
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Sumario de la invenciéon

La presente invencién proporciona una uricasa de mamifero truncada aislada de acuerdo con la reivindicacion 1 en el
presente documento.

La uricasa de la invencion objeto comprende sustituciones en los aminoacidos 7,46, 291, y 301. También, como parte
de la invencién, se contemplan mutaciones conservadoras en cualquier parte en el péptido.

Los truncamientos estan en o alrededor de los extremos de secuencia, de tal modo que la proteina puede contener los
ultimos aminoacidos. Estas mutaciones y truncamientos pueden aumentar la estabilidad de la proteina que comprende
tales mutaciones.

La actividad ureolitica se usan en el presente documento para hacer referencia a la conversiéon enzimatica de acido
urico en alantoina.

La invencion objeto proporciona adicionalmente una célula huésped aislada de acuerdo con la reivindicacion 17 en el
presente documento.

En realizaciones particulares, la uricasa comprende un aminoacido aminoterminal, en la que el aminoacido
aminoterminal es alanina, glicina, prolina, serina, o treonina.

En una realizacion, la uricasa comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO. 8. En una realizacion, la uricasa
se conjuga con un polimero para formar, por ejemplo, un conjugado de polietilenglicol-uricasa. En realizaciones
particulares, los conjugados de polietilenglicol-uricasa comprenden de 2 a 12 moléculas de polietilenglicol en cada
subunidad de uricasa, preferentemente de 3 a 10 moléculas de polietilenglicol por subunidad de uricasa. En
realizaciones particulares, cada molécula de polietilenglicol del conjugado de polietilenglicol-uricasa tiene un peso
molecular de entre aproximadamente 1 kD y 100 kD; aproximadamente 1 kD y 50 kD; aproximadamente 5 kD y 20 kD;
o aproximadamente 10 kD. También se proporcionan composiciones farmacéuticas que comprenden la uricasa de la
invencion, incluyendo el conjugado de polietilenglicol-uricasa. En una realizacién, la composicion farmacéutica es
adecuada para la administracion repetida.

También, se proporciona una composicién de la invencién para su uso en la reduccion de los niveles de acido Urico en
un fluido biolégico de un sujeto.

En una realizacion particular, el fluido biolégico es sangre.

En una realizacion, la proteina uricasa comprende una metionina N-terminal. En una realizacion particular, la uricasa
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO. 7.

También, se proporcionan acidos nucleicos aislados que comprenden una secuencia de acidos nucleicos que codifica
una uricasa de la invencion, por ejemplo, uricasas que tienen o que comprenden las secuencias de aminoacidos
SEQ ID NO. 7 0 SEQ ID NO. 8. En una realizacion, el acido nucleico aislado esta ligado funcionalmente a un promotor
heterélogo, por ejemplo, el promotor osmB. También, se proporcionan vectores que comprenden acidos nucleicos que
codifican uricasa, y células huésped que comprenden tales vectores. En una realizacion, el acido nucleico tiene la
secuencia de SEQ ID NO. 7. También, se proporciona un procedimiento para producir una uricasa que comprende las
etapas de cultivar dicha célula huésped de la invencién en condiciones tales que la uricasa se expresa mediante la
célula huésped y aislar la uricasa expresada.

Breve descripcion de los dibujos

La figura 1 ilustra la estructura de plasmido pOUR-P-AN-ks-1. Los numeros al lado de sitios de restriccion indican la
posiciéon nucleotidica, relativa al sitio Haell, designado como 1. Los sitios de restriccion que se pierden durante la
clonacién aparecen sefialados entre paréntesis.

La figura 2 representa el ADN y las secuencias de aminoacidos deducidas de uricasa Pig-KS-AN (SEQ ID NO. 9y
SEQ ID NO. 7, respectivamente). La numeracion de aminoacidos en la figura 2 es relativa a la secuencia de uricasa de
cerdo completa. Tras el residuo de metionina iniciador, una treonina reemplaza a acido aspartico 7 de la secuencia de
uricasa de cerdo. Se indican los sitios de restriccion que se usan para las diversas etapas de subclonacién. La
secuencia sin traducir 3" se muestra en letras minusculas. El codon de terminacion de la traduccion se indica mediante
un asterisco.

La figura 3 muestra alineacion relativa de las secuencias de aminoacidos deducidas de las diversas secuencias de
uricasa recombinante Pig (SEQ ID NO. 11), PBC-ANC (SEQ ID NO. 12), y Pig-KS-AN (SEQ ID NO. 7). Los asteriscos
indican las posiciones en las que hay diferencias en aminoacidos en la Pig-KS-AN en comparacién con la secuencia de
uricasa de cerdo publicada; los circulos indican las posciones en las que hay diferencias en aminoacidos en la
Pig-KS-AN en comparacion con PBC-AN. Las lineas discontinuas indican la delecion de aminoacidos.

La figura 4 representa la SDS-PAGE de uricasa de cerdo y las variantes de uricasa altamente purificadas producidas
de acuerdo con los ejemplos 1-3. La fecha de produccion (mes/afio) y el nimero de carril pertinente para cada muestra
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se indica en la simbologia a continuacion. El eje Y axis esta marcado con los pesos de marcadores de peso molecular,
y la parte superior de la figura estda marcada con los ndmeros de carril. Los carriles son como sigue: carril
1-marcadores de peso molecular; carril 2-Pig KS-AN (7/98); carril 3-Pig (9/98); carril 4-Pig KS (6/99); carril 5-Pig KS
(6/99); carril 6-Pig-AN (6/99); carril 7-Pig KS-AN (7/99); carril 8-Pig KS-AN (8/99).

La figura 5 representa los perfiles farmacocinéticos de uricasa Pig-KS-AN PEGilada (9x10 kD) en ratas tras
inyecciones IM (intramuscular), SC (subcutanea), e IV (intravenosa), determinados mediante supervision de la
actividad enzimatica en muestras de sangre. La actividad de uricasa en muestras de plasma, que se obtienen en los
puntos de tiempo indicados, se determina usando el ensayo colorimétrico. Los valores de actividad
(mUA=mili-unidades de absorbancia) representan la tasa de reaccién enzimatica por 1 yl de muestra de plasma. La
biodisponibilidad (cantidad de farmaco que alcanza la circulacion relativa a una inyeccion 1V) de uricasa inyectada se
calculd a partir del area bajo la curva del grafico.

La figura 6 representa los perfiles farmacocinéticos de uricasa Pig-KS-AN PEGilada (9x10 kD) en conejos tras
inyecciones IM (intramuscular), SC (subcutanea), e IV (intravenosa), determinados mediante supervision de la
actividad enzimatica en muestras de sangre. La actividad de uricasa en muestras de plasma, que se obtienen en los
puntos de tiempo indicados, se determina usando el ensayo colorimétrico. Los valores de actividad
(mUA=mili-unidades de absorbancia) representan la tasa de reaccién enzimatica por 1 yl de muestra de plasma. La
biodisponibilidad (cantidad de farmaco que alcanza la circulacion relativa a una inyeccion 1V) de uricasa inyectada se
calculd a partir del area bajo la curva del grafico.

La figura 7 representa los perfiles farmacocinéticos de uricasa Pig-KS-AN PEGilada (9x10 kD) en perros tras
inyecciones IM (intramuscular), SC (subcutanea), e IV (intravenosa), determinados mediante supervision de la
actividad enzimatica en muestras de sangre. La actividad de uricasa en muestras de plasma, que se obtienen en los
puntos de tiempo indicados, se determina usando el ensayo colorimétrico. Los valores de actividad
(mUA=mili-unidades de absorbancia) representan la tasa de reaccién enzimatica por 1 pyl de muestra de plasma. La
biodisponibilidad (cantidad de farmaco que alcanza la circulacion relativa a una inyeccion 1V) de uricasa inyectada se
calculd a partir del area bajo la curva del grafico.

La figura 8 representa los perfiles farmacocinéticos de uricasa Pig-KS-AN PEGilada (9x10 kD) en cerdos tras
inyecciones IM (intramuscular), SC (subcutanea), e IV (intravenosa), determinados mediante supervision de la
actividad enzimatica en muestras de sangre. La actividad de uricasa en muestras de plasma, que se obtienen en los
puntos de tiempo indicados, se determina usando el ensayo colorimétrico. Los valores de actividad
(mUA=mili-unidades de absorbancia) representan la tasa de reaccién enzimatica por 1 yl de muestra de plasma. La
biodisponibilidad (cantidad de farmaco que alcanza la circulacion relativa a una inyeccion 1V) de uricasa inyectada se
calculé a partir del area bajo la curva del grafico.

Descripcion detallada de la invencién

Los estudios previos ensefian que cuando se logra una reduccion significativa en la inmunogenia y/o antigenicidad de
uricasa por PEGilacion, se asocia invariablemenete con una pérdida sustancial de actividad ureolitica. La seguridad,
conveniencia y rentabilidad de biofarmacos se estan viendo adversamente afectadas por disminuciones en sus
potencias y la consecuente necesidad de incrementar la dosis administrada. Por lo tanto, existe la necesidad de un
medio alternativo seguro y eficaz para reducir los niveles elevados de acido Urico en fluidos corporales, incluyendo la
sangre. La presente invencion proporciona una uricasa de mamifero truncada aislada de acuerdo con la reivindicacion
1 en el presente documento.

La uricasa, como se usa en el presente documento, incluye subunidades individuales, asi como el tetramero, a menos
que se indique de otro modo.

La uricasa mutada, como se usa en el presente documento, se refiere a moléculas de uricasa que tienen aminoacidos
que se han intercambiado con otros aminoacidos.

Una mutacién conservadora, como se usa en el presente documento, es una mutacién de uno o mas aminoacidos, en
o alrededor de una posicién, que no altera sustancialmente el comportamiento de la proteina. En una realizacion
preferente, la uricasa que comprende al menos una mutacién conservadora tiene la misma actividad de uricasa que la
uricasa sin tal mutacion. En realizaciones alternativas, la uricasa que comprende al menos una mutacién conservadora
tiene sustancialmente la misma actividad de uricasa, dentro de un 5% de la actividad, dentro de un 10 % de la
actividad, o dentro de un 30 % de la actividad de uricasa sin tal mutacion.

Una sustitucion de aminoacidos conservadora se define como un cambio en la composicion de aminoacidos
cambiando aminoacidos de un péptido, polipéptido o proteina, o fragmento del mismo. En realizaciones particulares, la
uricasa tiene una, dos, tres o cuatro mutaciones conservadoras. La sustitucion es generalmente de aminoacidos con
propiedades similares (por ejemplo, acido, basico, aromatico, tamarfio, cargados positiva o negativamente, polar, no
polar) de tal modo que las sustituciones no alteran sustancialmente las caracteristicas (por ejemplo, carga, |EF,
afinidad, avidez, conformacion, solubilidad) o actividad del péptido, polipéptido o proteina. Las sustituciones tipicas
que se pueden realizar para tal sustitucion de aminoacidos conservadora pueden estar entre los grupos de
aminoacidos como sigue:
6
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glicina (G), alanina (A), valina (V), leucina (L) e isoleucina (1)
acido aspartico (D) y acido glutamico (E)

alanina (A), serina (S) y treonina (T)

histidina (H), lisina (K) y arginina (R)

asparagina (N) y glutamina (Q)

fenilalanina (F), tirosina (Y) y triptéfano (W)

La proteina que tiene una o mas sustituciones conservadoras retiene su estabilidad estructural y puede catalizar una
reaccion a pesar de que su secuencia de ADN no es la misma que la proteina original.

La uricasa truncada, como se usa en el presente documento, se refiere a moléculas de uricasa que tienen secuencias
de aminoacidos primarias acortadas. Entre los truncamientos posibles estan los truncamientos en o alrededor de los
extremos amino y/o carboxilico. Los truncamientos especificos de este tipo pueden ser de tal modo que los ultimos
aminoacidos (aquellos del extremo amino y/o carboxilico) de la proteina de origen natural estan presentes en la
proteina truncada. Los truncamientos aminoterminales pueden comenzar en la posicion 1, 2, 3, 4, 5 o 6.
Preferentemente, los truncamientos aminoterminales comienzan en la posicion 2, dejando, de esta manera, la
metionina aminoterminal. Esta metionina se puede eliminar mediante modificacién postraduccional. En realizaciones
particulares, la metionina aminoterminal se elimina después de que se produce la uricasa. En una realizacion
particular, la metionina se elimina mediante aminopeptidasa bacteriana endégena.

Una uricasa truncada, con respecto a la secuencia de longitud completa, tiene excluidas una o mas secuencias de
aminoacidos. Una proteina que comprende una uricasa truncada puede incluir cualquier secuencia de aminoacidos
ademas de la secuencia de uricasa truncada, pero no incluye una proteina que comprende una secuencia de uricasa
que contiene cualquier secuencia de aminoacidos natural secuencial adicional. En otras palabras, una proteina que
comprende una uricasa truncada en la que el truncamiento comienza en la posicion 6 (es decir, la uricasas truncada
comienza en la posicidn 7) no tiene, de manera inmediata en direccion 5' de la uricasa truncada, cualquier aminoacido
que la uricasa natural tiene en la posicién 6.

A menos que se indique de otro modo por referencia especifica a otra secuencia o una SEQ ID NO. particular, se hace
referencia a las posiciones numeradas de los aminoacidos de las uricasas descritas en el presente documento con
respecto a la numeracion de los aminoacidos de la secuencia de uricasa de cerdo. La secuencia de aminoacidos de
uricasa de cerdo y las posiciones numeradas de los aminoacidos que comprenden esta secuencia se pueden
encontrar en la figura 3. Como se usa en el presente documento, la referencia a los aminoacidos o acidos nucleicos
"desde la posicion X hasta la posicion Y" quiere decir la secuencia contigua que comienza la posicion X y que finaliza
en la posicién Y, incluyendo los aminoacidos o acidos nucleicos en ambas posiciones X e Y.

Se han identificado genes y proteinas uricasa en varias especies de mamiferos, por ejemplo, cerdo, babuino, rata,
conejo, raton, y macaco de la India. Las secuencias de diversas proteinas uricasas se describen en el presente
documento por referencia a sus numeros de acceso de la base de datos publica, como sigue:

8il50403728sp|P25689; £i[20513634/dbjIBAB91555.1; gil1 76610|gb|AAA35395.1
gil20513654dbj[BAB91557.1; gil47523606]reflNP_999435.1; gi166785o9yrer1NP_o33500_1;
2i[57463]emb|CAA31490. 1; gi[20127395]refINP_446220.1; gi|137107sp|P11645:

gil51458661|ref[XP_497688.1; gi[207619|gblAAA42318.1; gil26340770/dbj[BAC34047.1; y
gi/57459|emb|CAA30378.1.

Cada una de estas secuencias y sus anotaciones en las bases de datos publicas es accesible a través del Centro
Nacional para la Informacién Biotecnologica (NCBI).

En una realizacion de la invencién, la uricasa esta truncada por 6 aminoacidos en su extremo amino. En una
realizacion de la invencion, la uricasa esta truncada por 6 aminodacidos en su extremo carboxilico. En una realizacion
de la invencion, la uricasa esta truncada por 6 aminoacidos en ambos de sus extremos amino y carboxilico.

En una realizacién particular, la proteina uricasa comprende la secuencia de aminoacidos desde la posicion 13 hasta
la posicién 292 de la secuencia de aminoacidos de uricasa de cerdo (SEQ ID NO. 11). En una realizacion particular, la
proteina uricasa comprende la secuencia de aminoacidos desde la posicion 8 hasta la posiciéon 287 de la secuencia de
aminoacidos de PBC-ANC (SEQ ID NO. 12). En una realizacion particular, la proteina uricasa comprende la secuencia
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de aminoacidos desde la posicion 8 hasta la posicion 287 de la secuencia de aminoacidos de Pig-KS-AN
(SEQ ID NO. 7).

En otra realizacion, la proteina uricasa comprende la secuencia de aminoacidos desde la posicidon 44 hasta la posicion
56 de Pig-KS-AN (SEQ ID NO. 14). Esta region de uricasa tiene homologia con secuencias dentro del dominio de
uricasa de pliegue en tunel (pliegue en T), y dentro tiene una mutacion en la posicion 46 con respecto a la secuencia de
uricasa de cerdo natural. De manera sorprendente, esta mutacién no altera significativamente la actividad de uricasa
de la proteina.

La uricasa de la invencion objeto comprende sustituciones en los aminoacidos 7, 46, y 291, y 301.

En realizaciones particulares, la proteina esta codificada por un acido nucleico que codifica una metionina N-terminal.
Preferentemente, la metionina N-terminal esta seguida de un codén que permite la eliminacién de esta metionina
N-terminal mediante metionina aminopeptidasa (MAP) bacteriana. (Ben-Bassat y Bauer (1987) Nature 326:315).

Los aminoacidos que permiten la eliminacién mas completa de la metionina N-terminal son alanina, glicina, prolina,
serina, y treonina.

De manera sorprendente, la actividad enzimatica de uricasas truncadas, donde, los aminoacidos en o alrededor de las
posiciones 7 y/o 46 estan sustituidos con treonina, es similar a la de la enzima no truncada. Las sustituciones de
aminoacidos comprenden treonina, treonina, lisina, y serina, en las posiciones 7,46, 291, y 301, respectivamente.

Las uricasas de mamifero truncadas dadas a conocer en el presente documento pueden comprender adicionalmente
una metionina en el extremo amino. El penultimo aminoacido puede ser uno que permite la eliminacién de la metionina
N-terminal mediante metionina aminopeptidasa bacteriana (MAP). Los aminoacidos que permiten la eliminacion mas
completa de la metionina N-terminal son alanina, glicina, prolina, serina, y treonina. En una realizacion particular, la
uricasa engloba dos aminoacidos aminoterminales, en la que los dos aminoacidos aminoterminales son una metionina
seguida de un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en alanina, glicina, prolina, serina, y treonina.

En una realizacion de la invencion, la uricasa de mamifero engloba la secuencia de uricasa de higado porcino, bovino,
ovino o de babuino.

En una realizacién de la invencion, la uricasa es una uricasa quimérica de dos o mas uricasas de mamifero.

En una realizacion de la invencion, las uricasas de mamifero se seleccionan de uricasa de higado porcino, bovino,
ovino o de babuino.

En una realizacién de la invencion, la uricasa comprende la secuencia de SEQ ID NO. 8.

La invencidon objeto proporciona acidos nucleicos que codifican uricasa que comprenden la secuencia de
SEQ ID NO. 10.

La invencion objeto proporciona una secuencia de acidos nucleicos que codifica la uricasa.
La invencion objeto proporciona un vector que comprende la secuencia de acidos nucleicos.

En una realizacion particular, la uricasa esta purificada. En realizaciones particulares, la uricasa esta aislada y
purificada.

La invencion objeto proporciona una célula huésped que comprende un vector de acuerdo con la invencion.

La secuencia de acidos nucleicos se puede producir mediante un procedimiento que comprende modificaciéon por
técnicas de PCR (reaccion en cadena de la polimerasa) de una secuencia de acidos nucleicos que codifica una uricasa
no truncada. Un experto en la técnica sabe que una secuencia de acidos nucleicos deseada se prepara mediante PCR
a través de cebadores de oligonucledtidos sintéticos, que son complementarios a regiones del ADN diana (uno para
cada cadena) que se va a amplificar. Los cebadores se afiaden al ADN diana (que no es necesario que sea puro), en
presencia de un exceso de desoxirribonucleétidos y Taq polimerasa, una ADN polimerasa estable frente al calor. En
una serie (tipicamente 30) de ciclos de temperatura, el ADN diana se desnaturaliza repetidamente (alrededor de
90 °C), se fusiona a los cebadores (tipicamente a 50-60 °C) y una cadena derivada extendida de los cebadores
(72 °C). Puesto que las cadenas derivadas actian por si mismas como moldes para ciclos subsiguientes, los
fragmentos de ADN que se emparejan a ambos cebadores estan amplificados exponencialmente, en vez de
linealmente.

La invencion objeto proporciona un procedimiento para producir una uricasa de acuerdo con la reivindicacion 18 en el
presente documento. Por ejemplo, la uricasa se puede preparar de acuerdo con los procedimientos descritos en la
publicacion de patente internacional n.° WO 00/08196.

La uricasa puede estar aislada y/o purificada mediante cualquier procedimiento conocido por los expertos en la
técnica. Los polipéptidos expresados de la presente invencion estan generalmente aislados en forma sustancialmente
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pura. Preferentemente, los polipéptidos se aislan hasta una pureza de al menos un 80 % en peso, mas
preferentemente hasta una pureza de al menos un 95 % en peso, y lo mas preferentemente hasta una pureza de al
menos un 99 % en peso. En general, tal purificacién se puede lograr usando, por ejemplo, las técnicas estandar de
fraccionamiento con sulfato de amonio, electroforesis SDS-PAGE y cromatografia de afinidad. La uricasa se aisla
preferentemente usando un tensioactivo catiénico, por ejemplo, cloruro de cetilpiridinio (CPC) de acuerdo con el
procedimiento descrito en la solicitud de patente de EE. UU. pendiente de tramite presentada el 11 de abril de 2005,
que tiene n.° de solicitud 60/670,520 y niumero de expediente del apoderado 103864.146644, titulada "Purificacion de
proteinas con tensioactivo catiénico".

En una realizacién preferente, la célula huésped se trata a fin de producir la expresion de la uricasa recombinante
mutante. Un experto en la técnica sabe que la transfeccion de células con un vector se consigue habitualmente usando
ADN precipitado con iones de calcio, aunque se puede usar una variedad de procedimientos diferentes (por ejemplo,
electroporacion).

En una realizacion de la invencion, el vector esta bajo el control de un promotor sensible a la presién osmética. Un
promotor es una region de ADN a la que se une la ARN polimerasa antes de iniciar la transcripcion de ADN en ARN. Un
promotor sensible a la presidon osmoética inicia la transcripcién como resultado de la presién osmética incrementada,
segun se percibe por la célula.

En una realizacién de la invencion, el promotor es un promotor osmB modificado.
En realizaciones particulares, la uricasa de la invencion es una uricasa conjugada con un polimero.

En una realizacion de la invencion, se proporciona una composicion farmacéutica que comprende la uricasa. En una
realizacion, la composicion es una solucién de uricasa. En una realizacién preferente, la solucion es estéril y adecuada
para inyeccion. En una realizacién, tal composicion comprende uricasa como una solucion en solucion salina
tamponada con fosfato. En una realizacién, la composicién se proporciona en un vial, que tiene opcionalmente un
tapén de goma de inyeccion. En realizaciones particulares, la composiciéon comprende uricasa en solucién a una
concentracion de desde 2 hasta 16 miligramos de uricasa por mililitro de solucién, desde 4 hasta 12 miligramos por
mililitro o desde 6 hasta 10 miligramos por mililitro. En una realizacion preferente, la composicion comprende uricasa a
una concentracion de 8 miligramos por mililitro. Preferentemente, la masa de uricasa se mide con respecto a la masa
de proteinas.

Las pautas de administracion eficaz de las composiciones de la invencion se pueden determinar por un experto en la
técnica. Los indicadores adecuados para evaluar la eficacia de una pauta dada son conocidos por los expertos en la
técnica. Los ejemplos de tales indicadores incluyen normalizacion o reduccion de los niveles de acido Urico en plasma
(PUA) y reduccion o mantenimiento de PUA hasta 6,8 mg/dl o menos, preferentemente 6 mg/dl o menos. En una
realizacion preferente, el sujeto que esta siendo tratado con la composicién de la invencién tiene un PUA de 6 mg/ml o
menos durante al menos el 70 %, al menos el 80 %, o al menos el 90 % del periodo de tratamiento total. Por ejemplo,
durante un periodo de tratamiento de 24 semanas, el sujeto tiene preferentemente un PUA de 6 mg/ml o menos
durante al menos el 80 % del periodo de tratamiento de 24 semanas, es decir, durante al menos un tiempo igual a la
cantidad de tiempo en 134,4 dias (24 semanas x 7 dias/semana x 0,8=134,4 dias).

Se pueden administrar de 0,5 a 24 mg de uricasa en soluciéon una vez cada 2 a 4 semanas. La uricasa se puede
administrar en cualquier forma apropiada conocida por un experto en la técnica, por ejemplo, por via intravenosa, por
via intramuscular o por via subcutanea. Preferentemente, cuando la administracion es intravenosa, se administran de
0,5 mg a 12 mg de uricasa. Preferentemente, cuando la administracion es subcutanea, se administran de 4 a 24 mg de
uricasa. La uricasa se puede administrar por infusion intravenosa a lo largo de un periodo de 30 a 240 minutos. Se
pueden administrar 8mg de uricasa una vez cada dos semanas. Se pueden realizar la infusion usando de 100 a 500 ml
de solucion salina. Se pueden administrar 8 mg de uricasa en solucion a lo largo de un periodo de 120 minutos una vez
cada 2 semanas o una vez cada 4 semanas; preferentemente la uricasa se disuelve en 250 ml de solucién salina para
infusion. Las administraciones de uricasa pueden tener lugar a lo largo de un periodo de tratamiento de 3 meses, 6
meses, 8 meses 0 12 meses.

El periodo de tratamiento puede ser de 12 semanas, 24 semanas, 36 semanas o 48 semanas. El periodo de
tratamiento puede ser durante un periodo extendido de tiempo, por ejemplo, 2 afios o mas largo, durante toda la vida
del sujeto que esta siendo tratado. Ademas, se pueden utilizar multiples periodos de tratamiento intercalados con
tiempos de no tratamiento, por ejemplo, 6 meses de tratamiento seguidos de 3 meses sin tratamiento, seguidos de 6
meses adicionales de tratamiento, etc.

Los compuestos antiinflamatorios se pueden administrar profilacticamente para eliminar o reducir la apariencia de
reacciones de infusion debido a la administracién de uricasa. Se pueden administrar al menos un corticoesteroide, al
menos un antihistaminico, al menos un AINE, o combinaciones de los mismos. Los corticoesteroides utiles incluyen
betametasona, budesonida, cortisona, dexametasona, hidrocortisona, metilprednisolona, prednisolona, prednisona y
triamcinolona. Los AINE utiles incluyen ibuprofeno, indometacina, naproxeno, aspirina, paracetamol, celecoxib y
valdecoxib. Los antihistaminicos utiles incluyen azatadina, bromfeniramina, cetirizina, clorfenamina, clemastina,
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ciproheptadina, desloratadina, dexclorfeniramina, dimenhidrinato, difenhidramina, doxilamina, fexofenadina,
hidroxizina, loratadina y fenindamina.

En una realizacion preferente, el antihistaminico es fexofenadina, el AINE es paracetamol y el corticoesteroide es
hidrocortisona y/o prednisona. Preferentemente, se administra una combinacion de los tres (no necesariamente de
manera concomitante) antes de la infusion de la solucion de uricasa. En una realizacion preferente, el AINE y
antihistaminico se administran por via oral de 1 a 4 horas antes de la infusiéon de uricasa. Una dosis adecuada de
fexofenadina incluye aproximadamente de 30 a aproximadamente 180 mg, aproximadamente de 40 a
aproximadamente 150 mg, aproximadamente de 50 a aproximadamente 120 mg, aproximadamente de 60 a
aproximadamente 90 mg, aproximadamente 60 mg, preferentemente 60 mg. Una dosis adecuada de paracetamol
incluye aproximadamente de 500 a aproximadamente 1500 mg, aproximadamente de 700 a aproximadamente
1200 mg, aproximadamente de 800 a aproximadamente 1100 mg, aproximadamente de 1000 mg, preferentemente
1000 mg. Una dosis adecuada de hidrocortisona incluye aproximadamente de 100 a aproximadamente 500 mg,
aproximadamente de 150 a aproximadamente 300 mg, aproximadamente 200 mg, preferentemente 200 mg. En una
realizacion, el antihistaminico no es difenhidramina. En otra realizacién, el AINE no es paracetamol. En una realizacién
preferente, se administran por via oral 60 mg de fexofenadina la noche anterior a la infusidon de uricasa; en la mafiana
siguiente se administran por via oral 60 mg de fexofenadina y 1000 mg de paracetamol, y finalmente, se administran
200 mg de hidrocortisona justo antes de la infusion de la solucién de uricasa. En una realizacion, se administra
prednisona durante el dia, preferentemente por la tarde, antes de la administracion de uricasa. Una dosificacion
apropiada de prednisona incluye de 5 a 50 mg, preferentemente 20 mg. En ciertas realizaciones, se utilizan estos
tratamientos profilacticos para eliminar o reducir la apariencia de reacciones de infusion para sujetos que reciben o
estan pendientes de recibir uricasa, incluyendo uricasa PEGilada y uricasa no PEGilada. En realizaciones particulares,
se utilizan estos tratamientos profilacticos para sujetos que reciben o estan pendientes de recibir péptidos terapéuticos
distintos a uricasa, en los que los otros péptidos terapéuticos estan PEGilados o no PEGilados.

En una realizaciéon de la invencion, la composicion farmacéutica comprende un conjugado de acuerdo con las
reivindicaciones 5 o 20 en el presente documento.

En una realizacién particular, los conjugados de polimero-uricasa se preparan como se describe en publicacion de
patente internacional n.° WO 01/59078 y la solicitud de EE. UU. n.° 09/501730 (en la actualidad patente de EE. UU. n.°
6,783,965).

En una realizacién de la invencion, el polimero se selecciona del grupo que comprende polietilenglicol, dextrano,
polipropilenglicol, hidroxiproplmetilcelulosa, carboximetilcelulosa, polivinilpirrolidona y alcohol polivinilico.

En una realizacion de la invencién, la composicion comprende 2-12 moléculas poliméricas en cada subunidad de
uricasa, preferentemente de 3 a 10 moléculas poliméricas por subunidad de uricasa.

En una realizacion de la invencion, cada molécula polimérica tiene un peso molecular entre aproximadamente 1 kD y
aproximadamente 100 kD.

En otra realizacion de la invencion, cada molécula polimérica tiene un peso molecular entre aproximadamente 1 kD y
aproximadamente 50 kD. En una realizacion preferente de la invencion, cada molécula polimérica tiene un peso
molecular de entre aproximadamente 5 kD y aproximadamente 20 kD, aproximadamente 8 kD y aproximadamente
15 kD, aproximadamente 10 kD y 12 kD, preferentemente aproximadamente 10 kD. En una realizacion preferente,
cada molécula polimérica tiene un peso molecular de aproximadamente 5 kD o aproximadamente 20 kD. En una
realizacién especialmente preferente de la invencién, cada molécula polimérica tiene un peso molecular de 10 kD.
También se contemplan mezclas de moléculas de peso diferente. En una realizacion de la invencion, la composicion
es adecuada para la administracion repetida de la composicion.

En una realizacién particular, la conjugacion de la uricasa con el polimero engloba enlaces seleccionados del grupo
que consiste en enlaces de uretano, enlaces de amina secundaria, enlaces de amida.

La invencion objeto proporciona un uso de una composicion de la uricasa de acuerdo con la invencién para reducir los
niveles de acido urico en un fluido bioldgico.

En una realizacién de la invencion, la composicion de uricasa de la invencién se usa para reducir acido urico en un
fluido biolégico que comprende sangre.

También, se proporcionan moléculas de acidos nucleicos néveles que codifican polipéptidos de uricasa de la
invencion. Las manipulaciones que resultan en su produccién son bien conocidas para un experto en la técnica. Por
ejemplo, las secuencia de acidos nucleicos de uricasa se pueden modificar mediante cualquiera de las numerosas
estrategias conocidas en la técnica (Maniatis, T., 1990, Molecular Cloning, A Laboratory Manual, 2.° ed., Cold Spring
Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, N.Y.). La secuencia se puede escindir en sitios apropiados con
endonucleasa(s) de restriccion, si se desea seguido de modificacién enzimatica adicional, y aislar y fijar in vitro. Se
debe llevar cuidado en la produccién del gen que codifica a uricasa para garantizar que el gen modificado permanezca
dentro del marco de lectura traduccional apropiado, ininterrumpido por sefiales de terminacién traduccionales.
Adicionalmente, la secuencia de acidos nucleicos que codifica uricasa se puede mutar in vitro o in vivo, para crear y/o
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destruir secuencias de traduccion, iniciacion y/o terminacion, o para crear variaciones en regiones codificantes y/o
formar nuevos sitios para endonucleasas de restriccidon o destruir los preexistentes, para facilitar adicionalmente la
modificacion in vitro. Se puede usar cualquier técnica para mutagénesis conocida en la técnica, incluyendo, pero sin
estar limitada a, mutagénesis dirigida a sitio in vitro (Hutchinson, C, et al., 1978, J. Biol. Chem 253:6551), uso de
conectores TAB® (Pharmacia), etc.

La secuencia de nucleétidos que codifica una proteina uricasa se puede insertar en un vector de expresion apropiado,
es decir, un vector que contiene los elementos necesarios para la transcripcion y traduccion de la secuencia que
codifica la proteina insertada. Se pueden utilizar una variedad de sistemas huésped-vector para expresar la secuencia
que caodifica la proteina. Estos incluyen, pero no estan limitados a sistemas de células de mamifero infectadas con
virus (por ejemplo, virus vaccinia, adenovirus, etc.); sistemas de células de insecto infectadas con virus (por ejemplo,
baculovirus); microorganismos tales como levaduras que contienen vectores de levaduras o bacterias transformadas
con ADN bacteriofago, ADN plasmidico, o ADN cosmidico. Los elementos de expresién de estos vectores varian en
sus puntos fuertes y especificidades. Dependiendo del sistema huésped-vector utilizado, se puede usar uno cualquiera
de un ndmero de elementos de transcripcion y traduccién adecuados.

Cualquiera de los procedimientos conocidos para la insercion de fragmentos de ADN en un vector se puede usar para
construir vectores de expresion que contengan un gen quimérico que consista en sefales de control
transcripcionales/traduccionales apropiadas y las secuencias que codifican la proteina. Estos procedimientos pueden
incluir técnicas sintéticas y de ADN recombinante in vitro y recombinaciones in vivo (recombinacion genética). La
expresion de la secuencia de acidos nucleicos que codifica la proteina uricasa se puede regular mediante una segunda
secuencia de acidos nucleicos, de modo que la proteina uricasa se expresa en un huésped transformado con la
molécula de ADN recombinante. Por ejemplo, la expresion de uricasa se puede controlar mediante cualquier elemento
promotor/potenciador conocido en la técnica. Los promotores que se pueden usar para controlar la expresion de
uricasa incluyen, pero no estan limitados a, la region del promotor temprano del SV40 (Bernoist and Chambon, 1981,
Nature 290:304-310), el promotor contenido en la repeticién terminal larga 3' del virus del sarcoma de Rous
(Yamamoto, et al., 1980, Cell 22:787-797), el promotor de timidina cinasa del herpes (Wagner et al., 1981, Proc. Natl.
Acad. Sci. EE. UU. 78:144-1445), las secuencias reguladoras del gen de metalotioneina (Brinster et al., 1982, Nature
296:39-42); vectores de expresion procarioticos, tales como el promotor de 3 lactamasa (Villa-Kamaroff, et al., 1978,
Proc. Natl. Acad. Sci. EE. UU. 75:3727-3731), el promotor tac (DeBoer, et al., 1983, Proc. Natl. Acad. Sci. EE. UU.
80:21-25), y el promotor osmB. En realizaciones particulares, el acido nucleico comprende una secuencia de acidos
nucleicos que codifica la uricasa ligada funcionalmente a un promotor heterélogo.

Una vez que se prepara y aisla una molécula de ADN recombinante particular que comprende una secuencia de
acidos nucleicos que codifica, se pueden usar varios procedimientos conocidos en la técnica para propagarla. Una vez
que se establecen un sistema huésped adecuado y condiciones de crecimiento, los vectores de expresion
recombinantes se pueden propagar y preparar en cantidad. Como se ha explicado previamente, los vectores de
expresion que se pueden usar incluyen, pero no estan limitados a, los vectores siguientes o sus derivados: virus
humanos o animales tales como virus vaccinia o adenovirus; virus de insectos tales como baculovirus; vectores de
levaduras; vectores bacteridfagos (por ejemplo, lambda), y vectores de ADN plasmidico y cosmidico, por nombrar,
solo unos pocos.

Ademas, se puede elegir una cepa de célula huésped que module la expresion de las secuencias insertadas, o
modifique y procese el producto génico en la forma especifica deseada. La expresion de ciertos promotores se puede
elevar en presencia de ciertos inductores; por lo tanto, se puede controlar la expresion de la proteina uricasa
genomanipulada. Lo que es mas, células huésped diferentes tienen caracteristicas y mecanismos especificos para el
procesado traduccional y postraduccional y la modificacion (por ejemplo, glucosilacion, escision) de proteinas. Se
pueden elegir lineas celulares o sistemas huésped apropiados para garantizar la modificaciéon y el procesado
deseados de la proteina exdgena expresada. Diferentes sistemas de expresion vector/huésped pueden afectar a las
reacciones de procesado, tales como escisiones proteoliticas en varios grados.

En realizaciones particulares de la invencion, la expresién de uricasa in E. coli se realiza preferentemente usando
vectores que comprenden el promotor osmB.

Ejemplos
Ejemplo 1. Construccion de gen y plasmido de expresion para la expresion de uricasa

La uricasa porcina recombinante (urato oxidasa), Pig-KS-AN (proteina uricasa de cerdo truncada en el extremo amino
que reemplaza a los aminoacidos 291 y 301 por lisina y serina, respectivamente) se expreso en la cepa E. coli K-12
W3110 F-. Se contruyé una serie de plasmidos que culminaron en pOUR-P-AN-ks-1, que, al transformar células
huésped de E. coli, fue capaz de dirigir una expresion de uricasa eficiente.

Aislamiento y subclonacién de ADNc de uricasa a partir de higado de cerdo y babuino

Los ADNCc de uricasa se prepararon a partir de higados de cerdo y babuino mediante aislamiento y subclonacion del

ARN pertinente. El ARN celular total se extrajo a partir de higados de cerdo y babuino (Erlich, H. A. (1989). PCR

Technology; Principies and Application for DNA Amplification; Sambrook, J., et al. (1989). Molecular Cloning: A
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Laboratory Manual, 2.° edicion; Ausubel, F. M. et al. (1998). (Current protocols in molecular Biology), luego se sometio
a transcripcion inversa usando el kit de sintesis de la primera cadena de ADNc (Pharmacia Biotech). La amplificacion
por PCR se realiz6 usando Tag ADN polimerasa (Gibco BRL, Life Technologies).

Los cebadores de oligonucledtidos sintéticos usados para la amplificacion por PCR de urato oxidasas de cerdo y
babuino (uricasa) se muestran en la tabla 1.

Tabla 1. Cebadores para amplificacion por PCR de ADNc de uricasa

Uricasa de higado de cerdo:

sentido 5' gcgegaattcc ATGGCTCATTACCGTAATGACTACA 3’

(SEQ ID NO. 1)

5" gegetetagaagcettccatgg TCACAGCCTTGAAGTCAGC 3'

antisentido
(SEQ ID NO. 2)
Uricasa de higado de babuino (D3H)

sentido ' gcgegaattccATGGCCCACTACCATAACAACTAT 3’
(SEQID NO. 3)
antisentido 2 gcgcecatggtctagaTCACAGTCTTGAAGACAACTTCCT 3’

(SEQ ID NO. 4)

Las secuencias de enzimas de restriccion, introducidas en los limites de los cebadores y mostradas en letras
minusculas en la tabla 1, fueron EcoRI y Ncol (cerdo y babuino) sentido y Ncol, Hindlll y Xbal (cerdo), Xbal y Ncol
(babuino) antisentido. En el cebador sentido de babuino, el tercer codén GAC (acido aspartico) presente en la uricasa
de babuino se reemplazé por CAC (histidina), el codon que esta presente en esta posicion en la secuencia codificante
del seudogén de urato oxidasa humana. La construccién de uricasa de babuino recombinante generada usando estos
cebadores se nombra uricasa de babuino D3H.

El producto de PCR de uricasa de cerdo se digirié con EcoRI y Hindlll y se cloné en pUC18 para crear pUC18-uricasa
de cerdo. El producto de PCR de uricasa de babuino D3H se cloné directamente en el vector pPCR™II, usando TA
Cloning™ (Invitrogen, Carlsbad, CA), creando pCR™ |-uricasa de babuino D3H.

Se usaron los ADNc fijados para transformar la cepa E. coli XL1-Blue (Stratagene, La Jolla, CA). EI ADN plasmidico
que contiene ADNc de uricasa clonado se preparo, y se eligieron y aislaron los clones que poseen las secuencias que
codifican ADN de uricasa (salvo por la sustitucion D3H en uricasa de babuino, mostrada en la tabla 1). En el clon
pCR™Il-uricasa de babuino D3H elegido, las secuencias de pCR™I| estaban al lado del codén de terminacion de
uricasa, que resulta de la delecidon de secuencias introducidas mediante PCR. Como consecuencia, se eliminaron los
sitios de restriccion de Xbal y Ncol a partir de la regién sin traducir 3, permitiendo, por lo tanto, una clonacion
direccional usando Ncol en el limite 5' del producto de PCR y BamHI que deriva del vector pCR™II.

Subclonacién de ADNc de uricasa en vectores de expresion pET
Subclonacion de uricasa de babuino

El ADNc de babuino D3Hc que contiene secuencia codificante de uricasa de longitud completa se introdujo en el vector
de expresion pET-3d (Novagen, Madison, WI). El pCR™l-uricasa de babuino D3H se digirié con Ncol y BamHI, y se
aisl6 el fragmento de 960 pb. El plasmido de expresion pET-3d se digirié con Ncol y BamHI, y se aisl6 el fragmento de
4600 pb. Los dos fragmentos se fijaron para crear pET-3d-babuino D3H.

Subclonacién de uricasa quimera de cerdo-babuino

Se construyo la uricasa quimera de cerdo-babuino (PBC) al objeto de ganar expresion, estabilidad, y actividad mas
altas del gen recombinante. La PBC se construyo aislando el fragmento Ncol-Apal de 4936 pb del clon pET-3d-babuino
D3H vy fijando el fragmento aislado al fragmento Ncol-Apal de 624 pb aislado a partir de pUC18-uricasa de cerdo,
dando como resultado la formaciéon de pET-3d-PBC. EI ADNc de uricasa PBC consiste en los codones de uricasa de
cerdo 1-225 asociados en marco a los codones 226-304 de uricasa de babuino.
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Subclonacion de uricasa Pig-KS

Se construy6 la uricasa Pig-KS al objeto de afadir un residuo de lisina, que puede proporcionar un sitio de PEGilacion
adicional. KS se refiere a la insercion del aminoacido lisina en una uricasa de cerdo, en la posicion 291, en el lugar de
arginina (R291K). Ademas, la treonina en la posicién 301 se reemplazé por serina (T301S). El plasmido de uricasa
PigKS se construyd aislando el fragmento Ncol-Ndel de 4696 pb de pET-3d-babuino D3H, y luego se fijé al fragmento
Ncol-Ndel de 864 pb aislado de pUC18-uricasa de cerdo, dando como resultado la formacién de pET-3d-PigKS. La
secuencia de uricasa PigKS resultante consiste en los codones de uricasa de cerdo 1-288 asociados en marco a los
codones 289-304 de uricasa de babuino.

Subclonacion de la secuencia de uricasa bajo la regulacion del promotor osmB

Se subclond el gen de uricasa en un vector de expresion que contiene el promotor osmB (siguiendo las ensefianzas de
la patente de EE. UU.n.° 5,795,776, incorporada en el presente documento por referencia en su totalidad). Este
vectores posibilito la expresion de proteinas en respuesta a la alta presion osmética o envejecimiento del medio de
cultivo. El plasmido de expresion pMFOA-18 contenia el promotor osmB, a una secuencia del sitios de unién a
ribosoma (rbs) y una secuencia de terminador transcripcional (ter). Confiere resistencia a ampicilina (AmpR) y expresa
la acetilcolina esterasa humana recombinante (AChE).

Subclonacién de uricasa de babuino D3H

El plasmido pMFOA-18 se digirid con Ncol y BamHI, y se aisl6 el fragmento grande. La construcciéon pET-3d-babuino
D3H se digirié con Ncol y BamHI y se aislo el fragmento de 960 pb, que incluia el gen de uricasa de babuino D3H.
Estos dos fragmentos se fijaron para crear pMFOU18.

El plasmido de expresion pMFXT133 contenia el promotor osmB, un rbs (operdn deo de E. coli), ter (E. coli TrypA), el
polipétido inhibidor del factor recombinante Xa (Fxal), y conferia el gen de resistencia a tetraciclina (TetR). El gen de
uricasa de babuino se insertd en este plasmido al objeto de intercambiar los genes con resistencia a antibiéticos. El
plasmido pMFOU18 se digirié con Ncol, se rellend, luego se digirid con Xhol, y se aislé un fragmento de 1030 pb El
plasmido pMFXT133 se digirié con Ndel, se rellend, luego se digirid con Xhol, y se aisl6é un fragmento grande. Los dos
fragmentos se fijaron para crear el vector de expresion de uricasa de babuino, pURBA16.

Sublonacion de la uricasa quimera de cerdo-babuino

El plasmido pURBAI 6 se digirié con Apal y AlwNI, y se aisl6 el fragmento de 2320 pb. El plasmido pMFXT 133 se digirio
con Ndel, se rellend, luego se digirié con AlwNI, y se aisld el fragmento de 620 pb. La construccion pET-3d-PBC se
digirio con Xbal, se rellend, luego se digirié con Apal, y se aislo el fragmento de 710 pb. Los tres fragmentos se fijaron
para crear pUR-PB, un plasmido que expreso uricasa PBC bajo el control del promotor osmB y rbs, asi como rbs T7,
que derivé del vector pET-3d.

Se corto el rbs T7 en una etapa adicional. pUR-PB se digirid con Ncol, se rellend, luego se digirié con AlwNl, y se aislo
el fragmento de 3000 pb. El plasmido pMFXT133 se digirid con Ndel, se llend y luego se digirid con AlwNI, y se aislo el
fragmento de 620 pb. Los dos fragmentos se fijaron para formar pDUR-PB, que expresa PBC bajo el control del
promotor osmB.

Construccion de pOUR-PB-ANC

Se introdujeron varios cambios en el ADNc de uricasa, que dieron como resultado un incremento sustancial de la
estabilidad de la enzima recombinante. Se construyo el plasmido pOUR-PBC-ANC, en el que se eliminaron el péptido
de maduracion con seis residuos N-terminales y el tripéptido en el extremo C, que funcionan in vivo como sefales
diana peroxisomales. Esto se llevd a cabo utilizando la secuencia de PBC en el plasmido pDUR-PB los cebadores de
oligonucleotidos especificos enumerados en la tabla 2, usando amplificacion por PCR.

Tabla 2. Cebadores para amplificacion por PCR de uricasa PBC-ANC

Uricasa PBC-ANC

Sentido
5" gcgeatATGACTTACAAAAAGAATGATGAGGTAGAG 3' (SEQ ID NO. 5)

Antisentido

5" cegtetagaTTAAGACAACTTCCTCTTGACTGTACCAGTAATTTTTCCGTATGG 3’

(SEQ ID NO. 6)
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En la tabla 2, las secuencias de enzimas de restriccion introducidas en los limites de los cebadores se muestran en
negrita y las regiones no codificantes se muestran en letras minusculas. Ndel es sentido y Xbal es antisentido. El
cebador antisentido también se usé para eliminar un sitio de Ndel interno introduciendo una mutaciéon puntual
(subrayada) que no afecto a la secuencia de aminoacidos, y, por lo tanto, facilito la subclonacién usando Ndel.

El fragmento de 900 pares de bases generado por amplificacion por PCR de pDUR-PB se escindié con Ndel y Xbal y
se aisld. El fragmento obtenido luego se inserté en un plasmido de expresion deo pDBAST-RAT-N, que alberga el
promotor PIP2 deo y rbs derivados de E. coli y de manera constitutiva expresa precursor de insulina humana
recombinante. El plasmido se digiri6 con Ndel y Xbal y el fragmento de 4035 pb se aislo y fijé al producto de PCR de
uricasa PBC. La construccion resultante, pPDUR-PB-ANC, se uso6 para transformar E. coli K-12 ¢ 733 (F- cytR strA) que
expreso un alto nivel de uricasa truncada activa.

La secuencia de PBC-ANC truncada doblemente también se expreso bajo el control del promotor osmB. El plasmido
pDUR-PB-ANC se digirid con AlwNI-Ndel, y se aisl6 el fragmento de 3459 pb. El plasmido pMFXT133, descrito
anteriormente, se digirié con Ndel-AlwNl, y se aislo6 el fragmento de 660 pb. Los fragmentos se fijaron luego para crear
pOUR-PB- pOUR NC, que se introdujo en cepa E. coli K-12 W3110 F' y expresé un alto nivel de uricasa truncada
activa.

Construccioén del plasmido de expresion de uricasa pOUR-P-AN-ks-1

Este plasmido se construy6d al objeto de mejorar la actividad y estabilidad de la enzima recombinante. La uricasa
Pig-KS-AN solo se trunco en el extremo N (AN), donde se ha eliminado el péptido de maduracion con seis residuos
N-terminales, y contenia las mutaciones S46T, R291K y T301S. En la posicién 46, habia un residuo de treonina en
lugar de serina debido a una mutacion conservadora que se produjo durante la amplificacién por PCR y clonacion. En
la posicion 291, lisina reemplazo arginina, y en la posicion 301, se insertd serina en lugar de treonina. Ambas derivaron
de la secuencia de uricasa de babuino. Las modificaciones de R291K 'y T301S se designan como KS, y se analizan
anteriormente. El residuo de lisina afiadido proporcioné un sitio de PEGilacién potencial adicional.

Para construir pPOUR-P-AN-ks-1 (Figura 1), el plasmido pOUR-PB-ANC se digirié con Apal-Xbal, y se aisl6 el fragmento
de 3873 pb. El plasmido pET-3d-PKS (construccién mostrada en la figura 4) se digirié6 con Apal-Spel, y se aislo el
fragmento de 270 pb. La escision con Spel dej6 una extension 5' CTAG que se fijo eficientemente a fragmentos de
ADN generados por Xbal. Los dos fragmentos se fijaron para crear pOUR-P-AN-ks-1. Después de la fijacion, se
perdieron los sitios de reconocimiento Spel y Xbal (su sitio estd mostrado entre paréntesis en la figura 9). La
construccion pOUR-P-AN-ks-1 se introdujo en una cepa de E. coli K-12 W3110 F", fototropica, ATCC n.° 27325. La
uricasa Pig-KS-AN resultante, expresada bajo el control del promotor osmB, produjo altos niveles de enzima
recombinante que tiene actividad y estabilidad superiores.

La figura 1 ilustra la estructura de plasmido pOUR-P-AN-ks-1. Los nimeros al lado de sitios de restriccion indican la
posiciéon nucleotidica, relativa al sitio Haell, designado como 1; los sitios de restriccion que se perdieron durante la
clonacion aparecen sefialados entre paréntesis. EL plasmido pOUR-P-AN-ks-1, que codifica uricasa Pig-KS-AN es de
4143 pares de bases (pb) de largo y comprende los siguientes elementos:

1. Un fragmento de ADN, de 113 pb de largo, que se extiende desde el nucledtido nimero 1 al sitio Ndel (en la
posicion 113), que incluye el promotor osmB y el sitio de unién a ribosoma (rbs).

2. Un fragmento de ADN, de 932 pb de largo, que se extiende desde Ndel (en la posicion 113) hasta la
interseccion Spel/Xbal (en la posicién 1045), que incluye: 900 pb de la region codificante de Pig-KS-AN' (secuencia de
acidos nucleicos de la proteina uricasa de cerdo truncada en el extremo amino en la que se reemplazan los
aminoacidos 291 y 301 por lisina y serina, respectivamente) y la secuencia flanqueante de 32 pb derivada de pCR™ I,
desde el sitio de clonacién TA en direccién 5’ hasta el sitio de restriccion Spel/Xbal.

3. Una secuencia de sitios de clonacion multiples (MCS) de 25 pb desde la interseccion Spel/Xbal (en la posicion
1045) hasta Hindlll (en la posicién 1070).

4, Un oligonucleétido de 40 pb sintético que contiene el terminador transcripcional TrpA (ter) con los limites
Hindlll (en la posicion 1070) y Aatll (en la posicion 1110).

5. Un fragmento de ADN, de 1519 pb de largo que se extiende desde Aatll (en la posicion 1110) hasta los sitios
Mscl/Scal (en la posicion 2629) en pBR322 que incluye el gen con resistencia a tetraciclina (TetR).

6. Un fragmento de ADN, de 1514 pb de largo, que se extiende desde los sitios Seal (en la posicion 2629) hasta
Haell (en la posicion 4143) en pBR322 que incluye el origen de replicacion del ADN.

La figura 2 muestra el ADN y las secuencias de aminoacidos deducidas de uricasa Pig-KS-AN. En esta figura, la
numeracion de aminoacidos es de acuerdo con la secuencia de uricasa de cerdo completa. Tras el residuo de
metionina iniciador, se insert6 una treonina en el lugar del acido aspartico de la secuencia de uricasa de cerdo. Este
residuo de treonina permitié la eliminacién de metionina mediante aminopeptidasa bacteriana. El hueco en la
secuencia de aminoacidos ilustra el péptido de maduracién N-terminal delecionado. Se indican los sitios de restriccion
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que se usaron para las diversas etapas de subclonacion de las diferentes secuencias de uricasa (Apal, Ndel, BamHI,
EcoRlI y Spel). La secuencia sin traducir 3", mostrada en letras minusculas, derivd de la secuencia de pCR™II. El
codon de terminacion de la traduccion se indica mediante un asterisco.

La figura 3 muestra la alineacion de las secuencias de aminoacidos de las diversas secuencias de uricasa
recombinante. La linea superior representa la uricasa de cerdo, que incluia la secuencia de aminoacidos completa. La
segunda linea es la secuencia de la uricasa quimera de cerdo-babuino (PBC-ANC) truncada doblemente La tercera
linea muestra la secuencia de uricasa Pig-KS-AN, que solo esta truncada en el extremo N y contenia las mutaciones
S46T y los cambios en los aminoacidos R291K y T301S, reflejando ambos el origen de babuino del extremo
carboxilico de la secuencia codificante de uricasa. Los asteriscos indican las posciones en las que hay diferencias en
aminoacidos en la Pig-KS-AN en comparacion con la secuencia de uricasa de cerdo publicada; los circulos indican las
posciones en las que hay diferencias en aminoacidos en la Pig-KS-AN en comparacion con PBC-AN, la quimera de
cerdo-babuino; y las lineas discontinuas indican la delecion de aminoacidos.

El ADNc para uricasa natural de babuino, cerdo y conejo con la mutacion Y97H, y la quimera de cerdo/babuino (PBC),
se construyeron para la clonacion en E. coli. Los clones que expresan altos niveles de las variantes de uricasa se
construyeron y seleccionaron de tal modo que todos son E. coliW3110 F’, y la expresion se regula mediante osmB. Se
aislaron los ADN plasmidicos, se verificaron mediante secuenciaciéon de ADN y analisis mediante enzima de
restriccion, y se cultivaron las células.

La construccion de las uricasas truncadas, incluyendo pig-AN y Pig-KS-AN se hizo mediante fijacion cruzada entre
PBC-ANC y Pig-KS, tras escision con las endonucleasas de restriccion Apal y Xbal, y Apal mas Spel, respectivamente.
Es logico que estos mutantes truncados retengan la actividad, puesto que los seis resiudos N-terminales, el "péptido
de maduracion” (1-2), y el tripéptido C-terminal, "sefial diana peroxisomal" (3-5), no tienen funciones que afectan
significativamente a la actividad enzimatica, y es posible que estas secuencias puedan ser inmunogénicas. Se
seleccionaron los clones que expresan muy altos niveles de variantes de uricasa.

Ejemplo 2. Transformacioén del plasmido de expresion en una célula huésped bacteriana

El plasmido de expresion, pPOUR-P-AN-ks-1, se introdujo en una cepa E. coli K-12 W3110 F. Las células bacterianas
que se prepararon para la transformacion, implicaron hacerlas crecer hasta la fase semilogaritmica en caldo Luria (LB),
luego las células se recogieron mediante centrifugacion, se lavaron en agua fria y suspendieron en glicerol, al 10 %, en
agua, a una concentracion de aproximadamente 3x10" células por ml. Las células se almacenaron en partes
alicuotas, a -70 °C. El ADN plasmidico se precipité en etanol y se disolvié en agua.

Las células bacterianas y ADN plasmidico se mezclaron, y la transformacion se hizo mediante el procedimiento de
electroporacion de alto voltaje usando Gene Pulser Il de BIO-RAD (Trevors et al. (1992). La electrotransformacion de
bacterias mediante ADN plasmidico, en Guide to Electroporation and Electrofusion (D.C. Chang, B. M. Chassy, J. A.
Saunders and A. E. Sowers, eds.), pp. 265-290, Academic Press Inc., San Diego, Hanahan et al. (1991) Meth.
Enzymol., 204, 63-113). Las células transformadas se suspendieron en medio SOC (triptona al 2 %, extracto de
levadura al 0,5 %, NaCl 10 mM, KCI 2,5 mM, MgCl; 10 mM, MgS04 10 mM, glucosa 20 mM), se incubaron a 37 °C
durante 1 hora y se seleccionaron frente a su resistencia a tetraciclina. Se seleccioné un clon alta expresividad.

Ejemplo 3. Preparacion de uricasa recombinante

Las bacterias, tales como las transformadas (véase anteriormente) se cultivaron en medio que contenia glucosa; se
mantuvo el pH a 7,2+0,2, a aproximadamente 37 °C.

Hacia las ultimas 5-6 horas de cultivo, se complementd el medio con KCI hasta una concentracion final de 0,3 M. Se
prolongd el cultivo para permitir la acumulacién de uricasa.

La uricasa recombinante se acumulé dentro de las células bacterianas como un precipitado insoluble similar a los
cuerpos de inclusion (IB). La suspension celular se lavéo mediante centrifugacion y se suspendié en tampoén Tris
50 mM, pH 8,0 y EDTA 10 mM y se llevo hasta un volumen final de aproximadamente 40 veces el peso celular seco.

Los IB que contienen uricasa recombinante se aislaron mediante centrifugacion tras la disociacion de las células
bacterianas usando lisocima y presién alta. El tratamiento con lisocima (2000-3000 unidades/ml) se hizo durante
16-20 horas a pH 8,0 y 7+3 °C, mientras se mezclaba. El sedimento se lavd con agua y se almacend a -20 °C hasta su
uso.

Los IB enriquecidos se procesaron adicionalmente después de suspension en tampon de NaHCO3; 50 mM, pH
10,3+0,1. La suspensién se incubd durante la noche, a temperatura ambiente, para permitir una solubilizacién de la
uricasa derivada de IB, y posteriormente se clarific6 mediante centrifugacion.

La uricasa se purifico adicionalmente mediante varias etapas cromatograficas. Inicialmente, la cromatografia se hizo
sobre una columna Q-Sepharose FF. La columna cargada se lavd con tampoén bicarbonato que contenia NaCl
150 mM, y la uricasa se eluyd con tampon bicarbonato, que contenia NaCl 250 mM. Luego se usé resina
xantina-agarosa (Sigma) para eliminar impurezas secundarias de la preparacion de uricasa. El eluato de Q-Sepharose
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FF se diluyd con tampoén glicina 50 mM, pH 10,3+0,1, hasta una concentracion proteica de aproximadamente
0,25 mg/ml y se cargé. La columna se lavé con tampdn bicarbonato, pH 10,3+0,1, que contenia NaCl 100 mM, y la
uricasa de eluyd con el mismo tampon complementado con xantina 60 uM. En esta etapa, la uricasa se volvié a
purificar mediante cromatografia Q-Sepharose para eliminar las formas agregadas.

La pureza de cada preparacion de uricasa es mayor de un 95 %, determinada mediante cromatografia de exclusion
por tamafo. Se detectan menos de un 0,5 % de las formas agregadas en cada preparaciéon usando una columna
Superdex.

La tabla 3 sumariza la purificacion de uricasa Pig-KSAN a partir de los IB derivados del caldo de fermentacion de 25 1.

Tabla 3. Purificacion de uricasa Pig-KSAN

Etapa de purificaciéon|  Proteina (mg) Actividad (U)| Actividad especifica (U/mg)

Disolucion de IB 12748 47 226 3,7

Solucién clarificada 11 045 44 858 41

Reserva principal de Q-Sepharose | 7 590 32 316 4,3
Reserva principal de xantina agarosa 4 860 26 361 5,4
Reserva principal de Q-Sepahrose |l 4438 22 982 5,2
Retenido de UF de 30 kD 4 262 27 556 6,5

Ejemplo 4. Caracteristicas de las uricasas recombinantes
SDS-PAGE

El analisis SDS-PAGE de las variantes de uricasa altamente purificadas (figura 4) revel6 un patréon bastante
caracteristico. Las muestras se almacenaron a 4 °C, en tampén carbonato, pH 10,3, durante unos meses. Las
variantes de longitud completa, Pig, Pig-KS, y PBC, muestran acumulacion de dos productos de degradacion
predominantes que tienen pesos moleculares de aproximadamente 20 y 15 kD. Esta observacion sugiere que al
menos una unica muesca rompe la molécula de subunidad de uricasa. Se detecta un patron de degradacion diferente
en los clones acortados aminoterminales y también en la uricasa de conejo, pero en una proporciéon mas baja. El
extremo amino del conejo se asemeja al de los clones acortados. Se determinaron las secuencias aminoterminales de
los fragmentos de uricasa generados durante la purificacion y almacenamiento.

Secuenciacién peptidica

La secuenciaciéon N-terminal de las preparaciones de uricasa en masa se hizo usando el procedimiento de
degradacioén de Edman. Se realizaron diez ciclos. La uricasa de cerdo recombinante (clon de longitud completa)
generd una mayor abundancia de fragmentos de degradacion en comparacion con Pig-KS-AN. Los sitios de escision
deducidos que conducen a los fragmentos de degradacion son como sigue:

1) Sitio predominante en la posicion 168 que tiene la secuencia:
--QSG | FEGFI--

2) Sitio secundario en la posicion 142 que tiene la secuencia:
--IRN |- GPPVI--

Las secuencias anteriores no sugieren ninguna escision proteolitica conocida. No obstante, la escision podria surgir a
partir de tanto protedlisis como de alguna reaccion quimica. De manera sorprendente, las uricasas truncadas en el
extremo amino son mas estables que las uricasas no truncadas en el extremo amino. PBC-ANC también tenia una
estabilidad similar a las otras moléculas AN y menos de PBC no truncada en el extremo amino.

Potencia

La actividad de uricasa se midié6 mediante un procedimiento por UV. La tasa de reaccidon enzimatica se determind
midiendo la disminucién en absorbancia a 292 nm que resulta de la oxidacién de acido Urico en alantoina. Una unidad
de actividad se define como la cantidad de uricasa requerida para oxidar un ymol de acido urico por minuto, a 25 °C, en
las condiciones especificas. La potencia de uricasa se expresa in unidades de actividad por mg de proteina (U/mg).
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El coeficiente de extincién de acido urico 1 mM a 292 nm es 12,2 mM'em™. Por lo tanto, la oxidacién de 1 ymol de
acido urico por ml de mezcla de reaccién dio como resultado una disminucién en absorbancia de 12,2 mA,g,. El cambio
en absorbancia con el tiempo (AA292 por minuto) derivd de la porcion lineal de la curva

La concentracion proteica se determin6 usando un procedimiento de Bradford modificado (Macart and Gerbaut (1982)
Clin Chim Acta 122:93-101). La actividad especifica (potencia) de uricasa se calculd dividiendo la actividad en U/ml
con la concentracion proteica en mg/ml. Los resultados de la actividad enzimatica de las diversas uricasas
recombinantes se sumarizan en la tabla 4. En esta tabla, se incluyen los resultados de preparaciones comerciales
como valores de referencia. A partir de estos resultados, es aparente que el truncamiento de proteinas uricasas no
tiene un efecto significativo sobre su actividad enzimatica.

Tabla 4. Sumario de los parametros cinéticos de uricasas naturales y recombinantes

Uricasas Concentracion™ de Actividad  especifica| Km™ Kcat™ (I/min)
solucién madre (mg/ml) |(U/mg)?
(MM de acido
urico)
Recombinantes
Cerdo 0,49 7,41 4,39 905
Pig-AN 0,54 7,68 4,04 822
Pig-KS 0,33 7,16 5,27 1085
Pig-KS-AN 1,14 6,20 3,98 972
PBC 0,76 3,86 4,87 662
PBC-ANC 0,55 3,85 4,3 580
Conejo 0,44 3,07 4,14 522
Natural
Cerdo (Sigma) 2,70 3,26" 5,85 901
A. flavus (Merck) 1,95 0,97% 23,54 671

Anotaciones de la tabla 4:

(1) La concentracion proteica se determind mediante absorbancia medida a 278 nm, usando un coeficiente de
extincion de 11,3 para una solucién de uricasa de 10 mg/ml (Mahler, 1963).

(2) 1 unidad de actividad de uricasa se define como la cantidad de enzima que oxida 1 ymol de acido Urico en
alantoina por minuto, a 25 °C.

(3) Los valores de actividad especifica derivaron de los diagramas de Lineweaver-Burk, a una concentracion de
sustrato equivalente a 60 uM.

(4) Las mezclas de reaccion estuvieron compuestas por diversas combinaciones de las soluciones madre siguientes
tampodn borato de sodio 100 mM, pH 9,2

acido urico 300 uM en tampon borato de sodio 50 mM, pH 9,2

1 mg/ml de BSA en tampén borato de sodio 50 mM, pH 9,2

(5) Keat se calcul6 dividiendo el Vmax (calculado a partir de los diagramas de Lineweaver-Burk respectivos) mediante
la concentracién de uricasa en mezcla de reaccion (expresada en equivalentes molares, basada en los pesos
moleculares tetraméricos de las uricasas).

Ejemplo 5. Conjugacién de uricasa con m-PEG (PEGilacion)

La uricasa Pig-KS-AN se conjugé usando m-PEG-NPC (monometoxi-poli(etilenglicol)-carbonato de nitrofenilo). Se
establecieron las condiciones que dieron como resultado 2-12 cadenas de PEG de 5, 10, o 20 kD por subunidad de
uricasa. Se afiadio gradualmente m-PEG-NPC a la solucion proteica. Después de que concluyo la adicion de PEG, la
mezcla de reaccion de uricasa/m-PEG-NPC se incubd luego a 2-8 °C durante 16-18 horas, hasta que el nimero
maximo de cadenas de m-PEG no unidas se conjugaron a uricasa.
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El nimero de cadenas de PEG por mondémero de PEG-uricasa se determind mediante cromatografia de exclusion por
tamafio (SEC) Superose 6, usando patrones de PEG y uricasa. El nimero de cadenas unidas de PEG por subunidad
se determind mediante la ecuacion siguiente:

PEG = 3,42 x cantidad de PEG en muestra inyectada (ug)
cadenas/subunidad Cantidad de proteinas en muestra inyectada (ug)

La concentracion de PEG y restos proteinicos en la muestra de PEG-uricasa se determind mediante cromatografia de
exclusion por tamafio (SEC) usando detectores de indice de refraccion (PJ) y ultravioleta (UV) dispuestos en serie
(desarrollados por Kunitani, et al., 1991). Se generan tres curvas de calibracion: una curva de proteinas (absorcion
medida a 220 nm); una curva de proteinas (medida mediante RI); y curva PEG (medida mediante RI). Lluego, se
analizaron las muestras de PEG-uricasa usando el mismo sistema. Los valores resultantes del area de pico de UV y R
de las mezclas de experimentacion se usaron para calcular las concentraciones del PEG y proteina relativos a las
curvas de calibracién. El indice de 3,42 es la proporcion entre el peso molecular de monémero de uricasa
(34 192 daltons) con respecto al PEG de 10 kD.

El PEG enlazado mejord la solubilidad de uricasa en soluciones que tienen valores de pH fisiologico. La tabla 5
proporciona una indicacion de la variabilidad entre lotes de producto de uricasa Pig-KS-AN PEGilada. En general, hay
una relacion inversa entre el nimero de cadenas de PEG enlazadas y la actividad especifica retenida (AE) de la
enzima.

Tabla 5. Actividad enzimatica de conjugados de uricasa Pig-KS-AN PEGilada

Lotes de conjugados [PM de PEG|Cadenas  de PEG por|AE de uricasa|Porcentaje  de
(kD) subunidad de uricasa (U/mg) AE de control
AN-Pig-KS - - 8,2 100
1-17 n.° 5 9,7 5,8 70,4
LP-17 10 2,3 7,8 94,6
1-15n.° 10 5,1 6,4 77,9
13n.° 10 6,4 6,3 76,9
14 n.° 10 6,5 6,4 77,5
5-15n.° 10 8,8 5,4 65,3
5-17n. 10 11,3 4,5 55,3
4-17 n.° 10 11,8 4,4 53,9
1-18 n.° 20 11,5 4,5 54,4

Ejemplo 6. PEGilacion de uricasa con PEG de 1000 D y 100 000 D

La uricasa Pig-KS-AN se conjugé usando m-PEG-NPC de 1000 D y 100 000 D, como se describe en el ejemplo 5. Se
usaron las condiciones que dan como resultado 2-11 cadenas de PEG por subunidad de uricasa. Después de que
concluyo la adicion de PEG, la mezcla de reaccion de uricasa/m-PEG-NPC se incub6 luego a 2-8 °C durante
16-18 horas, hasta que el numero maximo de cadenas de m-PEG no unidas se conjugaron a uricasa.

El nimero de cadenas de PEG por monémero de PEG-uricasa se determind como se describe anteriormente.
El PEG enlazado mejoro6 la solubilidad de uricasa en soluciones que tienen valores de pH fisiologico.
Ejemplo 7. Farmacocinética de uricasa Pig-KS-AN conjugada con PEG

Los experimentos bioldgicos se realizaron al objeto de determinar el grado y tamafio dptimos de PEGilacion
necesarios para proporcionar un beneficio terapéutico.

Los estudios farmacocinéticos en ratas, usando inyecciones i.v. de 0,4 mg (2U) por kg peso corporal de uricasa no
modificada, administrada en el dia 1 y dia 8, produjo una semivida de circulacion de aproximadamente 10 minutos. Sin
embargo, los estudios de la tasa de desaparicion en ratas con 2-11x10 kD de PEG-uricasa Pig-KS-AN, después de
tantas inyecciones como 9 inyecciones semanales, indicaron que la desaparicion no dependia del nimero de cadenas
de PEG (dentro de este intervalo) y permaneci6 relativamente constante a lo largo del periodo de estudio (véase la
tabla 6; con a una semivida de aproximadamente 30 horas). Las diferencias semana a semana estan dentro del error
experimental. Este mismo patron es aparente después de nueve inyecciones de los conjugados de 10x5 kD de PEG, y
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10x20 kD de PEG-uricasa. Los resultados indicaron que, independientemente del grado de PEGilacion de uricasa, en
este intervalo, se observaron efectos bioldgicos similares en el modelo de rata.

Tabla 6. Semividas de preparaciones de uricasa Pig-KS-AN PEGilada en ratas

Grados de modificacion (cadenas de PEG por subunidad de uricasa)
PEG de 5 kD PEG de 10 kD PEG de 20 kD
Semana | 10x 2x 5x 7x 9x 11x 10x
1| 25,7¢1,7 29,413 4 37,7431 37,643,9 36,914,3 31,414,3 21,6x1,5
®) ®) ®) ®) ®) ®) ®)
2 - - - 26,7+3,0(5) | 28,4+1,6 (5)
3| 27,543,8 29,0+2,6 29,9+11,7 32,7+11,1 26,3147 11,8+3,3 14,5427
®) ®) ®) ®) ®) ®) ®)
4 27,145,3 18,412,2 (4) 19,75,6
®) (4)
5| 28,6+1,7 22,527 34,31£3,9 37,313,0 30,413,6 30,5+1,3 19,3+2,5
®) ®) (4) ®) ®) ®) ®)
6 35,413,1 (14)| 27,1+3,6 30,742,9
(13) (13)
7 16,5 32,5 - - - 16,1242,7 25,8+2,5
14,9 14,3
®) ®)
®) ®)
9| 36,8%4,0 28,7+2,7 34,0+2,4 24,2134 31,042,6 29,3+1,4 26,7+0,5
(15) (15) (13) (13) (13) (15) (15)

Anotaciones de la tabla 6: Los resultados se indican en horasterror estandar de la media. Los numeros entre
paréntesis indican el nimero de animales sometidos a prueba.

Las ratas recibieron semanalmente inyecciones i.v. de 0,4 mg por kilogramo de peso corporal de uricasa Pig-KS-AN
modificada como se indica en la tabla. Cada grupo inicialmente comprendia 15 ratas, de las que se extrajo sangre de
forma alternativa en subgrupos de 5. Varias ratas murieron durante el estudio debido a la anestesia. Se determinaron
las semividas midiendo la actividad de uricasa (ensayo colorimétrico) en muestras de plasma obtenidas a los 5
minutos, y 6, 24 y 48 horas después de la inyeccion.

La tabla 5 describe los lotes de uricasa PEGilada usados en el estudio.

Los estudios de biodisponibilidad con 6x5 kD de PEG-uricasa Pig-KS-AN en conejos indican que, después de la
primera inyeccion, la semivida en circulacion es 98,2+1,8 horas (i.v.), y la biodisponibilidad después de las inyecciones
i.m. y subcutanea (s.c.) fue de un 71 % y un 52 %, respectivamente. Sin embargo, se detectaron valores de
anticuerpos anti-uricasa significativos después de las segundas inyecciones i.m. y s.c., en todos los conejos, y se
acelerd la desaparicion tras las inyecciones subsiguientes. Las inyecciones de ratas con el mismo conjugado dieron
como resultado una semivida de 26+1,6 horas (i.v.), y la biodisponibilidad después de las inyecciones i.m. y s.c. fue de
un 33 % y un 22 %, respectivamente.

Los estudios en ratas, con 9x10 kD de PEG- uricasa Pig-KS-AN indican que la semivida en circulacion después de la
primera inyeccion es 42,4 horas (i.v.), y la biodisponibilidad, después de las inyecciones i.m. y s.c., fue de un 28,9 % y
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un 14,5 %, respectivamente (véase la figura 5 y tabla 7). Después de la cuarta inyeccién, la semivida en circulacion fue
32,1+2,4 horas y la biodisponibilidad, después de las inyecciones i.m. y s.c. fue de un 26,1 % y un 14,9 %,
respectivamente.

Los estudios farmacocinéticos similares en conejos, con 9x10 kD de PEG-uricasa Pig-KS-AN, indican que no se
observo desaparicion acelerada tras la inyeccion de este conjugado (se administraron 4 inyecciones bisemanales). En
estos animales, la semivida en circulacion después de la primera inyeccion fue 88,5 horas (i.v.), y la biodisponibilidad,
después de las inyecciones i.m. y s.c., fue de un 98,3 % y un 84,4 %, respectivamente (véase la figura 6 y tabla 7).
Después de la cuarta inyeccion, la semivida en circulacion fue 141,1+15,4 horas y la biodisponibilidad, después de las
inyecciones i.m. y s.c. fue de un 85 % y un 83 %, respectivamente.

Se hicieron estudios similares con 9x10 kD de PEG-Pig-KS-AN para evaluar la biodisponibilidad en beagles (2 machos
y 2 hembras en cada grupo). Se registr6 una semivida en circulacion de 70+11,7 horas después de la primera
inyeccion i.v., y la biodisponibilidad, después de las inyecciones i.m. y s.c. fue de un 69,5% y un 50,4 %,
respectivamente (véase la figura 7 y tabla 7).

Los estudios con las preparaciones de 9x10 kD de PEG-Pig-KS-AN se hicieron usando cerdos. Se usaron tres
animales por grupo para la administracion a través de las rutas i.v., s.c. e i.m. Se registré una semivida en circulacion
de 178124 horas después de la primera inyeccion i.v., y la biodisponibilidad, después de las inyecciones i.m. y s.c. fue
de un 71,6 % y un 76,8 %, respectivamente (véase la figura 8 y tabla 7).

Tabla 7. Estudios farmacocinéticos con 9x10 kD de PEG-uricasa Pig-KS-AN

Inyeccioén n.° Semivida (horas) Biodisponibilidad

i.v i.m. s.c
Ratas
1 42,444,3 28,9 % 14,5 %
2 24,145,0 28,9 % 14,5 %
4 32,1+2,4 26,1 % 14,9 %
Conejos
1 88,5+8,9 98,3 % 84,4 %
2 45,7+40,6 100 % 100 %
4 141,115,4 85 %> 83 %
Perros
1 70,0+11,7 69,5 % 50,4 %
Cerdos
1 178424 71,6 % 76,8 %

Los estudios de absorcion, distribucion, metabolismo, y excrecion (ADME) se hicieron después de yodinacion de 9x10
kD de PEG-uricasa Pig-KS-AN mediante el procedimiento de Bolton & Hunter con 25 E| conjugado marcado se
inyectd en 7 grupos de 4 ratas cada uno (2 machos y 2 hembras). Se analizé la distribucion de radioactividad después
de 1 hora y cada 24 horas durante 7 dias (excepto el dia 5). Cada grupo, a su vez, se sacrificd y se extirparon y
analizaron los diferentes 6rganos. El séptimo grupo se mantuvo en jaulas metabdlicas, a partir de la que se obtuvieron
la orina y heces. La distribucion del material a través del cuerpo del animal se evalué midiendo radioactividad total en
cada érgano, y la fraccion de recuentos (rifidn, higado, pulmon, y bazo) que estaban disponibles para la precipitacion
con TCA (es decir, unién a proteina, normalizada al tamafo del érgano). De los 6rganos que se extirparon, ninguno
tenia una radioactividad especifica mas alta que los otros, por lo tanto, no se vio acumulacion significativa, por ejemplo,
en el higado o rifidén. Un 70 % de la radioactividad se excret6 en el dia 7.

Ejemplo 8. Resultados de los ensayos clinicos

Se realizé un estudio aleatorio multicentro en abierto con grupos paralelos para evaluar la respuesta de urato, y los
perfiles farmacocinéticos y de seguridad de PEG-uricasa (Puricase®, Savient Pharmaceuticals) en pacientes humanos
con hiperuricemia y gota aguda que fueron resistentes o intolerantes al tratamiento convencional. La duraciéon media
de la enfermedad fue de 14 afios y un 70 por ciento de la poblacion de estudio tuvo uno o mas tofos.

En el estudio, 41 pacientes (edad media de 58,1 afios) se distribuyeron aleatoriamente en 12 semanas de tratamiento
con PEG-uricasa intravenosa en una de cuatro pautas de dosificacion: 4 mg cada dos semanas (7 pacientes); 8 mg
cada dos semanas (8 pacientes); 8 mg cada cuatro semanas (13 pacientes); o 12mg cada cuatro semanas
(13 pacientes). La actividad de uricasa en plasma y los niveles de urato se midieron en intervalos definidos. Los
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parametros farmacocinéticos, la concentracion media de urato en plasma y el porcentaje de tiempo que el urato en
plasma fue menos de o igual a 6 mg/dl se derivaron de los analisis de las actividades de uricasa y niveles de urato.

Los pacientes que recibieron 8 mg de PEG-uricasa cada dos semanas tuvieron la mayor reduccion en PUA con niveles
por debajo de 6 mg/dl, un 92 por ciento del tiempo de tratamiento (urato en plasma previo al tratamiento de 9,1 mg/dl
versus urato en plasma medio de 1,4 mg/dl a lo largo de 12 semanas).

También se observaron niveles de urato en plasma sustancial y sostenidamente mas bajos en los otros grupos de
dosificacion con tratamiento de PEG-uricasa: PUA por debajo de 6 mg/ml, 86 por ciento del tiempo de tratamiento en el
grupo de 8 mg cada cuatro semanas (urato en plasma previo al tratamiento de 9,1 mg/dl versus urato en plasma medio
de 2,6mg/dl alo largo de 12 semanas); PUA por debajo de 6 mg/ml, 84 por ciento del tiempo de tratamiento en el grupo
de 12 mg cada cuatro semanas (urato en plasma previo al tratamiento de 8,5 mg/dl versus urato en plasma medio de
2,6 mg/dl a lo largo de 12 semanas); y PUA por debajo de 6 mg/ml, 73 por ciento del tiempo de tratamiento en el grupo
de 4 mg cada dos semanas (urato en plasma previo al tratamiento de 7,6 mg/dl versus urato en plasma medio de
4,2 mg/dl a lo largo de 12 semanas).

El maximo porcentaje de disminucién en acido a partir de un valor de referencia dentro de las primeras 24 horas de
dosificacion de PEG-uricasa fue de un 72 % para los sujetos que reciben 4 mg/2 semanas (p igual a 0,0002); un 94 %
para los sujetos que reciben 8 mg/2 semanas (p menos de 0,0001); un 87 % para los sujetos que reciben
8 mg/4 semanas (p menos de 0,0001); y un 93 % para los sujetos que reciben 12 mg/4 semanas (p menos de 0,0001).

El porcentaje de disminucion en acido uUrico en plasma a partir de un valor de referencia a lo largo del periodo de
tratamiento de 12 semanas fue de un 38 % para los sujetos que reciben 4 mg/2 semanas (p igual a 0,0002); un 86 %
para los sujetos que reciben 8 mg/2 semanas (p menos de 0,0001); un 58 % para los sujetos que reciben
8 mg/4 semanas (p igual a 0,0003); y un 67 % para los sujetos que reciben 12 mg/4 semanas (p menos de 0,0001).

De manera sorprendente, algunos sujetos que recibieron PEG-uricasa experimentaron un episodio adverso
relacionado con la infusion, es decir, una reaccion de infusion. Estas reacciones se produjeron en un 14 % de las
infusiones totales.

Se pueden realizar muchas modificaciones y variaciones de la presente invencion sin apartarse de su alcance, como
sera aparente para los expertos en la técnica. Las realizaciones especificas descritas en el presente documento solo
se facilitan a modo de ejemplo, y la invencion solo ha de estar limitada por los términos de las reivindicaciones
adjuntas.

Listado de secuencias

<110> Savient Pharmaceuticals Inc.; Hartman, Jacob; Mendelovitz, Simona
<120> FORMAS VARIANTES DE URATO OXIDASA Y USO DE LAS MISMAS
<130> 103864-146638

<150> US 60/670,573
<151> 11-04-2005

<160> 16

<170> Patentln version 3.3
<210> 1

<211> 36

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Uricasa de higado de cerdo (sentido)
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<400> 1

gcgcgaattc catggctcat taccgtaatg actaca

<210> 2
<211> 40
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Uricasa de higado de cerdo (antisentido)

<400> 2

gcgctctaga agcttccatg gtcacagcct tgaagtcagce
<210> 3

<211> 35

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Uricasa de higado de babuino (D3H) (sentido)

<400> 3

gcgcgaattc catggcccac taccataaca actat
<210> 4

<211>40

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Uricasa de higado de babuino (D3H) (antisentido)

<400> 4

gcgcccatgg tctagatcac agtcttgaag acaacttcct

<210>5
<211> 36
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<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> PBC-uricasa DeltaNC (sentido)

<400> 5

gcgcatatga cttacaaaaa gaatgatgag gtagag
<210> 6

<211> 54

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> PBC-uricasa DeltaNC (antisentido)

<400> 6

ccgtctagat taagacaact tcctcttgac tgtaccagta atttttccgt atgg

<210>7
<211> 299
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Pig-KS-DeltaN

<400> 7
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Glu

Leu
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40
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Gly

Leu

val
110

Gly
15

Lys
ser
Thr
Ile
Sar
95

Pro

Tyr
Tyr
Sear
Asp
LyS
80

ser

Trp



10

Lys
Thr
Pro
145
Thr
fro
Arg
val
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Asn

Lys

Arg
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130
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Leu

Ile
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Gly Thr

290

<210> 8

<211> 298
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Ile

Gly

Ie

Pro

Gln
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<213> Secuencia artificial
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<223> Pig-KS-DeltaN sin Met inicial

<400> 8
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Phe

Ala

Leu
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GIn
Glu
Gly
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220
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Met
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val

Phe

TYIr

Thr
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TYr
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Phe
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Cys
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Trp
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Lys

Ile
ASn
Lys
Thr
175
Lys
ASD
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Leu
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Pro

ASD
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Lys Asp Met Ile Lys Val Leu His Ile GIn Arg Asp Gly Lys Tyr His
20 25 30

ser Ile Lys Glu val Ala Thr Thr val GIn Leu Thr Leu Ser Ser Lys
35 40 45

Lys éap Tyr Leu His Gly égp Asn Ser Asp val %ge Pro Thr Asp Thr

ITe Lys Asn Thr val Asn val Leu Ala Lys Phe Lys Gly Ile Lys Ser
65 70 75 80

ITe Glu Thr Phe Ala val Thr Ile Cys Glu His Phe Leu Ser Ser Phe
85 90 95

Lys His val Ile Arg Ala GIn val Tyr val Glu Glu val Pro Trp Lys
100 105 110

Arg Phe Glu Lys Asn Gly val Lys His val His Ala Phe Ile Tyr Thr
115 120 125

Pro Thr Gly Thr His Phe Cys Glu val Glu GIn Ile Arg Asn Gly Pro
130 135 140

Pro val Ile His Ser Gly Ile Lys Asp Leu Lys val Leu Lys Thr Thr
145 150 155 160

Gln ser Gly Phe Glu Gly Phe Ile Lys Asp Gln pPhe Thr Thr Leu Pro
165 170 175

Glu val Lys Asp Arg Cys Phe Ala Thr GIn val Tyr Cys Lys Trp Arg
180 185 190

Tyr His GIn Gly Arg Asp val Asp Phe Glu Ala Thr Trp Asp Thr val
195 200 205

Arg Ser Ile val Leu GIn Lys Phe Ala Gly Pro Tyr Asp Lys Gly Glu
210 215 220

Tyr Ser Pro Ser val Gln Lys Thr Leu Tyr Asp Ile GIn val Leu Thr
225 230 235 240

Leu Gly Gln val Pro Glu Ile Glu Asp Met Glu Ile Ser Leu Pro Asn
245 250 255

Ile His Tyr Leu Asn Ile Asp Met Ser Lys Met Gly Leu Ile Asn Lys
260 265 270

Glu Glu val Leu Leu Pro Leu Asp Asn Pro Tyr Gly Lys Ile Thr Gly
275 280 285

Thr val Lys Arg Lys Leu Ser Ser Arg Leu
290 295
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<210>9
<211> 897
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Pig-KS-DeltaNA

<400> 9
atgacttaca
ataaaagttc
acagtgcaac
atccctacag
agcatagaaa
atcagagctc
aagcatgtcce
ataaggaatg
acccagtctg
gaccggtgct
gactttgagg
tatgacaaag
accctgggece
ttaaacatag

gacaatccat
<210> 10
<211> 894
<212> ADN

aaaagaatga
tccatattca
tgactttgag
acaccatcaa
cttttgctgt
aagtctatgt
atgcatttat
gacctccagte
gctttgaagg
ttgecaccea
ccacctggga
gcgagtactc
aggttcctga
acatgtccaa

atggaaaaat

<213> Secuencia artificial

<220>
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tgaggtagag
gcgagatgga
ctccaaaaaa
gaacacagtt
gactatctgt
ggaagaagtt
ttatactcct
cattcattct
attcatcaaq
agtgtactge
cactgttagg
gcecctetgte
gatagaagat
aatgggactg

tactggtaca

<223> Pig-KS-DeltaN sin ATG inicial

<400> 10

tttgtecgaa
aaatatcaca
gattacctgc
aatgtcctgg
gagcatttcc
ccttggaage
actggaacgc
ggaatcaaag
gaccagttca
aaatggcgct
agcattgrcc
cagaagacac
atggaaatca
atcaacaagg

gtcaagagga

ctggctatgg
gcattaaaga
atggagacaa
cgaagttcaa
ttrcttcctt
gttttgaaaa
actictgtoa
acctaaaagt
ccaccctece
accaccagag
tgcagaaatt
tctatgacat
gcctgecaaa
aagaggtctt
agttgtctec

gaaggatatg
ggtggcaact
ttcagatgtce
aggcatcaaa
caagcatgtc
gaatggagtt
ggttgaacag
cttgaaaaca
tgaggtgaag
cagagatgtg
tgctgggccce
ccaggtgcetc
tattcactac
gctaccttta

aagactg

acttacaaaa agaatgatga ggtagagttt gtccgaactg gctatgggaa ggatatgata

aaagttctcce atattcagcg agatggaaaa tatcacagca ttaaagaggt ggcaactaca

gtgcaactga cittgagcetc Caaaaaagat tacctgcatg gagacaattc agatgtcatc
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cacagttaat
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ctctgtccag
agaagatatg
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<212> PRT

<213> Secuencia artificial
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Tyr His GIn Gly Arg Asp val Asp Phe Glu
.195 . 200

Arg Ser Ile val Leu GIn Lys Phe Ala Gly
210 215

Tyr ser Pro Ser val Gln Lys Thr Leu Tyr
225 230

Leu Ser Arg Val Pro Glu Ile Glu Asp Met
245 250

ITe His Tyr Phe Asn Ile Asp Met Ser Lys
260 265

Glu Glu val Leu Leu Pro Leu Asp Asnh Pro

Thr val Lys Arg Lys Leu Ser
290 295

<210> 14
<211> 13
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> PBC-DeltaNC (fragmento 44-56 de PBC-DeltaNC)
<400> 14

<210> 15
<211> 936
<212> ADN

<213> Papio hamadryas (babuino hamadryas)
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ccagaagaaa
ccgaactggc
tcacagcatt
€ctgcatgga
cttggcaaag
Trttctttct
gaagcgtctt

aacacacttc
caaagacctc
gttcaccacc
gcgctaccac
tgtcctggag
gaccctctat
aatcagcctg
caaggaagag
gaggaagttg
<210> 16
<211> 304
<212> PRT

atggccgact
tatgggaagyg
aaagaggtag
gataattcag
tttaagggaa
TCttitaace

gaaaagaatg

tgtgaagttg
aaggtcttga
ctccctgagy
cagtgcaggg
aaatttgctg
gatatccagg
ccaaacattc
gtcttgctgc

tcttcaagac
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accataacaa
atatggtaaa
caacttcagt
atatcatcce
tcaaaagcat
atgtaatccg

gagttaagca

aacaactgag
aaacaacaca
tgaaggaccg
atgtggactt
ggccctatga
tgctctcect
actacttcaa
cattagacaa

tgtgacattg

<213> Papio hamadryas (babuino hamadryas)

<400> 16

ctataaaaag
agttctccat
gcaacttact
tacagacacc
agaagccttt
agctcaagtc

tgtccatgea

aagtggaccc
gtctggattt
atgctttgcc
cgaggctacc
caaaggcgag
gagccgagtt
tatagacatg
tccatatgga

tggcca

33

aatgatgaat
attcagcgag
ctgagttcca
atcaagaaca
ggtgtgaata
tacgtggaag

tttattcaca

cccgtcatta
gaaggtttca
acccaagtgt
tggggcacca
tactcaccct
cctgagatag
tccaaaatqg

aaaattactg

tggagtttgt
atggaaaata
aaaaagatta
cagttcatgt
tttgtgagta
aaatcccttg

ctcccactgg

cttctggaat
tcaaggacca
actgcaagtg
ttcgggacct
ctgtgcagaa
aagatatgga
gtctgatcaa

gtacagtcaa

G0
120
180
240
300
360
420

480
540
600
660
720
780
840
900
936



Met

val

Arg

Leuy

Ile

65

Phe

Fyr

Glu

His

GIn

Ala

Arg

AsSp

Thr

50

Ile

Lys

Phe

Glu

Ala

130

Leu

Asp

Thr

Gly

35

Leu

Pro

Gly

Leu

Ile

115

Phe

Arg

Tyr

Gly

20

Lys

Ser

Thr

I7e

Ser

100

Pro

Ile

Ser

His
3

Tyr
Tyr
ser

ASp

Trp
His

Gly

AsSn

Gly

His

Lys

Thr

70

Ser

Phe

Lys

Thr

Fro

AST

LyS

ser

Lys

Ile

Tle

ASn

Arg

Pro

135

Pro
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Tyr

ASp

Ile

40

ASp

LYS

Glu

His

Leu

120

Thr

val

Lys

Met

25

Lys

Tyr

Asn

Ala

val

105

Glu

Gly

Ile

LYS
10

val
Glu
Leu
Thr
Phe
90

Ile

Lys

Thr

Asn

Lys

val

His

val

73

Gly

Arg

AsSn

His

Asp

val

Ala

Gly

60

His

val

Ala

'G1y

Phe
140

Thr ser Gly

34

Glu

Leu

Thr

45

ASp

val

Asn

GIn

val

125

Cys

Ile

Leu

His

30

Ser

Asn

Leu

Ile

val

110

Lys

Glu

Lys

Glu

15

Ile

val

Ser

Ala

His

va'l

Asp

Phe
Gln
GIn
Asp
LYyS
30

Glu
val
val

Glu

Leu



145

Lys
Gln
val
Ala
Pro
225
Asp
Glu

Met

TYr

val

Phe

Tyr

Thr

210

Tyr

Ile

Ile

Gly

Gly

Leu

Thr

Cys

195

Trp

Asp

GIn

Ser

Leu

275

Lys

Lys
Thr
180
Lys
Gly
Lys
val
Leu
260

Ile

Ile

Thr

165

Leu

Trp

Thr

Gly

Leu

245

Pro

Asn

Thr

150

Thr

Pro

Arg

Ile

Glu

230

Ser

Asn

Lys

Gly

Gln

Glu

Tyr

Arg

Tyr

L.eu

Ile

Glu

Thr
295
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Ser

val

His

200

ASp

Ser

ser

His

Glu

280

val

Gly

Lys

GIn

Leu

Pro

Arg

TYr

265

val

Lys

Phe
170
Asp
cys
val
sar
val
250
Phe

Leu

Arg

Glu

Arg

Arg

Leu

val

235

Pro

Asn

Leu

Lys

35

155

Gly

cys

AsSp

Glu

Gln

Glu

Ile

Pro

Leu
300

Phe

Phe

val

205

Lys

Lys

Ile

Asp

Leu

285

ser

Ile

Ala

190

ASp

Phe

Thr

Glu

Met

270

ASp

ser

Phe

Ala

Leu

Asp

255

ser

Asn

Arg

160

Asp

Gln

Glu

Gly

TYr

240

Met

Lys

Pro

Leu
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REIVINDICACIONES

1. Una uricasa de mamifero truncada aislada que comprende una secuencia de aminoacidos de uricasa de
mamifero truncada en el extremo amino, o el extremo carboxilico, 0 ambos de los extremos amino y carboxilico por 6
aminoacidos; y que comprende adicionalmente una sustitucion aminoacidica con treonina en la posicién 7 (D7T), una
sustitucion aminoacidica con treonina en la posicion 46 (S46T), una sustitucion aminoacidica con lisina en la posicion
291 (R291K) y una sustitucion aminoacidica con serina en la posicion 301 (T301S), siendo dichos truncamiento y
sustitucion aminoacidica relativos a una uricasa de cerdo de origen natural que tiene una secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 11.

2. La uricasa de la reivindicacién 1, que comprende adicionalmente un aminoacido aminoterminal, en la que el
aminoacido aminoterminal es alanina, glicina, prolina, serina, o treonina.

3. La uricasa de la reivindicacion 1, que consiste en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO. 8.

4. La uricasa de una cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en la que la uricasa se conjuga con un polimero.

5. Un conjugado de polietilenglicol-uricasa que comprende la uricasa de una cualquiera de las reivindicaciones
1-3.

6. El conjugado de la reivindicacion 5, que comprende de 2 a 12 moléculas de polietilenglicol en cada subunidad
de uricasa.

7. El conjugado de la reivindicacion 5, en el que cada molécula de polietilenglicol tiene un peso molecular entre

aproximadamente 1 kD y 100 kD.

8. Una composicién farmacéutica que comprende una uricasa de una cualquiera de las reivindicaciones 1-4.

9. La proteina uricasa de mamifero truncada aislada de la reivindicacion 1, en la que el aminoacido N-terminal es
metionina.

10. La uricasa de la reivindicacion 9, que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO. 7.

11. Un acido nucleico aislado que comprende una secuencia de acidos nucleicos que codifica la uricasa de la

reivindicacion 1, reivindicacion 2, reivindicacion 9 o reivindicacion 10.

12. Un acido nucleico aislado que comprende una secuencia de acidos nucleicos que codifica una uricasa que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO. 7 o SEQ ID NO. 8.

13. El acido nucleico aislado de la reivindicacion 12, en el que la secuencia de acidos nucleicos comprende las
SEQ ID NO. 9 0 SEQ ID NO. 10.

14. El acido nucleico aislado de las reivindicaciones 11 o 12, en el que la secuencia de acidos nucleicos esta
ligada funcionalmente a un promotor heterélogo.

15. El acido nucleico de la reivindicaciéon 14, en el que el promotor es el promotor osmB.

16. Un vector de acido nucleico que comprende el acido nucleico de la reivindicacién 14.

17. Una célula huésped aislada que comprende el vector de la reivindicacion 16.

18. Un procedimiento para producir una uricasa que comprende las etapas de cultivar una célula huésped de la

reivindicacion 17 en condiciones tales que la secuencia de acidos nucleicos se expresa mediante la célula huésped y
aislar la uricasa expresada.

19. La uricasa de la reivindicacion 10, que consiste en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO. 7.

20. Un conjugado de polietilenglicol-uricasa que comprende la uricasa de la reivindicacion 19.

21. Una composicion farmacéutica que comprende el conjugado de las reivindicaciones 5 o 20.

22. La composicion de las reivindicaciones 8 o 21, adecuada para administracién a largo plazo.

23. Una composicién de las reivindicaciones 8, 21 0 22 para su uso en la reduccién de los niveles de acido urico

en un fluido biolégico de un sujeto.

24. La composicién para su uso en la reduccion de los niveles de acido Urico en un fluido bioldgico de un sujeto de
acuerdo con la reivindicacion 23, en la que el fluido bioldgico es sangre.
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25. La uricasa de la reivindicacion 1, en la que la uricasa comprende una uricasa de higado porcino, bovino, ovino o
de babuino, 0 una quimera de las mismas.

26.  El conjugado de la reivindicacion 7, en el que cada molécula de polietilenglicol tiene un peso molecular entre
aproximadamente 1 kD y 50 kD.

27.  El conjugado de la reivindicacion 26, en el que cada molécula de polietilenglicol tiene un peso molecular entre
aproximadamente 5 kD y 20 kD.

28.  El conjugado de la reivindicaciéon 27, en el que cada molécula de polietilenglicol tiene un peso molecular de
aproximadamente 10 kD.
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Figura 1
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61
21

121
41

181
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121
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141

481
161

541
181
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201
661
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241
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ATGe v e mmmmmmmmm === ACTTACAAAAAGAATGATGAGGTAGAGTTTGTCCGAACTEGEC
M -~ - - - - T ¥ X K N D E VvV E F V R T G

TATGGGAAGGMATGATAAAAGTTCTCCATATTCAGCGAGATGGAAAATATCACAGCATT
YGKDMIKVLHIQRDGKYHSI

AAAGAGGTGGCAACTACAGTGCAACTGACTTTGAGCTCCAAAAAAGATTACCTGCATGGA
K E vV ATTU VUL TUL € 8 K K D Y L H G

GACAATTCAGATGTCATCCCTACAGACACCATCAAGAACACAGTTAATGTCCTGGCGAAG
D N s DV IPTDTI K N T V N V L A K

TTCAAAGGCATCAAAAGCATAGAAACTTTTGCTGTGACTATCTGTGAGCATTTCCTTTCT
F K @ I X 8 1 B T F A V T 1 C E H F L 8

TCCTTCAAGCATGTCATCAGAGCTCAAGTCTATGTGGAAGAAGTTCCTTGGAAGCGTTTT
s F K H vV I R A Q V Y V E E V P W K R F

GAAAAGAATGGAGTTAAGCATGTCCATGCATTTATTTATACTCCTACTGGAACGCACTTC
B K N G V XK H VvV H A F I Y T P T G T H F

TGTGAGGTTGAACAGATAAGGAATGGACCTCCAGTCATTCATTCTGGAATCAAAGACCTA
c E VE Q I R NG P P V I H s 6 I K D L

AAAGTCTTGAAAACAACCCAGTCTGGCTTTGAAGGATTCATCRAGGACCAGTTCACCACC
K VvV L KX T T Q@ 8 6 F E G F I K D Q@ F T T

CTCCCTGAGGTGAAGGACCGGTGCTTTGCCACCCAAGTGTACTGCAAATGGCGCTACCAC
L P E V K DR CVF 2 T Q V Yy C K W R Y H

CAGGGCAGAGATGTGGACTTTGAGGCCACCTGGGACACTGTTAGGAGCATTGTCCTGCAG
O G R DV D F E A T W D T V R 8 I VvV L Q
Apal

AAATTTGCTGGGCCCTATGACAAAGGCGAGTACTCGCCCTCTGTCCAGAAGACACTCTAT
K F A G P Y D K G E ¥ 8 P 5 V Qg K T L ¥

GACATCCAGGTGCTCACCCTGGGCCAGGTTCCTGAGATAGAAGATATGGAAATCAGCCTG
pD I Q vV L TUL G OQ V P E I E D M E I S L

CCAAATATTCACTACTTAAACATAGACATGTCCAAAATGGGACTGATCAACAAGGAAGAG
P N I H Y L N I D M s K M 6 L, I N K E E
NdelI

GTCTTGCTACCTTTAGACAATCCATATGGAAAAATTACTGGTACAGTCAAGAGGAAGTTG
v L L P L DN PY G K I TG T v X R K L
EcoRI Spel BamHI

TCTTCAAGACTGTGAaagccgaattccagcacactggcggccgttactagtggatcc
s 8 R L *

Figura 2
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20 40 60
MAHYRNDYKKNDEVEFVRTGYGKDMIKVLHIQRDGKYHSIKEVATSVQLTLSSKKDYLHG
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M---=- TYKKNDEVEFVRTGYGKDMIKVLHIQRDGKYHSIKEVATTVQLTLSSKKDYLHG
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Figura 3
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Figura 4
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Actividad de uricasa en plasma (mUA/min/ul)
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Actividad de uricasa en plasma (mUA/min/ul)
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Actividad de uricasa en plasma (mUA/min/ul)
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Actividad de uricasa en plasma (mUA/min/ul)
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