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"'SECUENCIAS DE URICASA MEJORADAS Y METODOS DE TRATAMIENTO"
REFERENCIA CRUZADA A SOLICITUDES RELACIONADAS

La presente solicitud de ©patente reivindica el
beneficio de 1la Solicitud Provisional de Patente de los
Estados Unidos n.° 62/162,280, presentada el 15 de mayo de
2015, gque se incorpora al presente documento por referencia.

INCORPORACION POR REFERENCIA DE MATERIAL PRESENTADO

ELECTRONICAMENTE

Se incorpora por referencia en su totalidad en este
documento una lista de secuencias de
nucledétidos/aminodcidos, legible por ordenador, presentada
al mismo tiempo con la presente e identificada del siguiente
modo: Uno archivo de 103,701 Bytes ASCII (Texto) 1llamado
"UCASE-100WOlSequencelisting.TXT," creado el 12 de mayo de
2016.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Puede encontrarse una uricasa funcional en una gran
variedad de organismos, tales como arqueas, Dbacterias vy
eucariotas. Sin embargo, en seres humanos y algunos primates
no se expresa la uricasa. La ausencia de expresidédn de uricasa
en seres humanos ha dado como resultado niveles sistémicos
de 4cido Urico mas elevados y en algunos casos, afecciones
hiperuricémicas, tales como gota y sindrome de lisis tumoral.

La gota afecta a més de 8 millones de estadounidenses
y €es una artritis inflamatoria dolorosa y debilitante
definida como niveles séricos de acido Urico que superan la
solubilidad del &cido Urico en los fluidos corporales. E1
dafio causado por la gota puede ocasionar un dolor crénico,
discapacidad funcional en el trabajo y en el hogar y una

calidad de vida relacionada con la salud comprometida (véase,
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por ejemplo, Wertheimer, et al., Curr Ther Res Clin Exp.,
75: 1-4 (2013)).

El sindrome de lisis tumoral (TLS) se produce
normalmente en pacientes con tumores voluminosos, que
proliferan rédpidamente y sensibles al tratamiento. E1 TLS es
una complicacidén potencialmente letal del tratamiento contra
el céncer que surge cuando se eliminan rapidamente grandes
cantidades de células cancerosas y liberan productos de
descomposicién que dan lugar a un fuerte aumento del &cido
Urico sistémico.

Existe una serie de mecanismos de accidén para controlar
la hiperuricemia, tales como los inhibidores de xantina
oxidasa (enzima que convierte la xantina en acido trico),
fdrmacos wuricostricos (moléculas que inhiben a URAT1) vy
tratamiento con uricasa.

Hay dos uricasas aprobadas para uso clinico, Krystexxa®
y Elitek®. Krystexxa® (pegloticasa) es una uricasa PEGilada
aprobada para el tratamiento de la gota crébdnica en pacientes
adultos refractarios a la terapia convencional. Krystexxa®
es una proteina gquimérica de la secuencia de uricasa de cerdo
y de babuino que estd hiper-PEGilada (~440 kDa de PEG por
tetramero) . Krystexxa® se administra mediante una infusidn
intravenosa (IV) durante un periodo de 2 horas. Durante los
ensayos clinicos de fase 3, el 26% de 1los pacientes
experimentaron reacciones relacionadas con la infusidén y un
6.5% de los pacientes tuvo reacciones caracterizadas como
anafilaxia (Baraf et al., Arthritis Res Ther., 15(5):R137
(2013) y Strand et al., J Rheumatol., 39(7): 1450-1457
(2012) . Krystexxa® contiene un recuadro negro que avisa de
las reacciones anafildcticas y a la infusidén (véase la

informacidén de prescripcidén de Krystexxa®). Como resultado,
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normalmente se trata previamente a los pacientes con
antihistaminicos o corticoesteroides antes de la infusién IV
y se les monitoriza después de la infusidén. La monitorizacidn
antes del tratamiento, durante la infusién IV y después de
la infusién se produce durante aproximadamente 6-8 horas en
una clinica de 1IV.

Elitek® (rasburicasa) es una uricasa de Aspergillus
flavus recombinante modificada que estd indicado para la
gestidén inicial de los niveles plasmaticos de acido Grico en
pacientes pedidtricos y adultos con leucemia, linfoma vy
neoplasias malignas de tumores sbélidos que estan recibiendo
un tratamiento contra el cancer que se espera pueda dar como
resultado la lisis del tumor y la consiguiente elevacién del
dcido uUrico en plasma. Elitek® tiene una semivida de 16-21
horas en seres humanos y ha de dosificarse diariamente
mediante infusidén IV. De manera similar a Krystexxa®, Elitek®
tiene también un recuadro negro que avisa del riesgo de
anafilaxia y hembélisis (especialmente en pacientes con
deficiencia de Go6PD) . La frecuencia de dosificacidn
(diaria), la ruta de administracién (IV), la inmunogenicidad
y el coste hacen que el tratamiento con Elitek® sea una
opcidébn poco probable para el tratamiento de la gota crénica.

En vista de lo anterior, existe la necesidad en la
técnica de desarrollar opciones mas seguras, mas
convenientes y menos inmunogénicas para tratar la
hiperuricemia. La 1invencidédn descrita en el presente
documento satisface esta necesidad.

SUMARIO

Para superar los efectos secundarios significativos vy
conocidos de los tratamientos de la técnica anterior, se ha

evaluado el potencial de una serie de secuencias de uricasa
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y se han efectuado mejoras especificas y significativas para
lograr wuricasas mejoradas dgue son mas seguras, mMmenos
inmunogénicas y  mas convenientes que las terapias
existentes.

En algunos aspectos, el presente documento abarca una
serie de diferentes secuencias de uricasa. Una uricasa puede
comprender una secuencia de aminodcidos que es al menos
aproximadamente un 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%,
98%, o 99% idéntica a una cualquiera de las SEQ ID NO: 1-34,
en donde la secuencia no es una cualquiera de las SEQ ID NO:
27-33.

En algunas realizaciones, la wuricasa es al menos
aproximadamente un 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%,
98%, o 99% idéntica a la SEQ ID NO: 1 o al menos
aproximadamente un 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%,
98%, o 99% idéntica a la SEQ ID NO: 2.

En algunas realizaciones, la uricasa es una secuencia
que difiere de una cualquiera de las SEQ ID NO: 1-34 en de
aproximadamente 1 a aproximadamente 35 aminodcidos (por
ejemplo, en aproximadamente 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10,
11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25,
26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34 o 35 aminoacidos). Por
ejemplo, la uricasa puede diferir respecto de la SEQ ID NO:
1 o la SEQ ID NO: 2 en aproximadamente 1 a aproximadamente
35 aminoé&cidos.

En algunos aspectos, la uricasa es una secuencia que
difiere de una cualquiera de las SEQ ID NO: 1-34 en de
aproximadamente 1 a aproximadamente 14 aminoacidos (por
ejemplo, en aproximadamente 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10,
11, 12, 13, o 14 aminocadcidos). Por ejemplo, la uricasa puede

diferir respecto de la SEQ ID NO: 1 o la SEQ ID NO: 2 en



10

15

20

25

30

WO 2016/187026 - 5 - PCT/US2016/032415

aproximadamente 1 a aproximadamente 14 aminodcidos. En
determinados aspectos, la uricasa es la SEQ ID NO: 1 o la
SEQ ID NO: 2. En determinadas realizaciones, la uricasa es
una cualquiera de las SEQ ID NO: 3-26 o 34.

De acuerdo con la descripcidén, también se proporcionan
métodos de tratamiento para la hiperuricemia, la gota
(incluyendo diversas formas de gota) y del sindrome de lisis
tumoral.

Objetos y ventajas adicionales se expondran en parte en
la siguiente descripcidén, y en parte seran obvios a partir
de la descripcidn, o pueden aprenderse con la practica. Los
objetos y las ventajas se realizardn y obtendran por medio
de los elementos y combinaciones particularmente indicados
en las reivindicaciones adjuntas.

Ha de entenderse que tanto la descripcién general
anterior como la siguiente descripcién detallada son
Unicamente ejemplares y explicativas y no son restrictivas
de las reivindicaciones.

Los dibujos adjuntos, que se incorporan en esta memoria
descriptiva y que constituyen una parte de la misma, ilustran
una o varias realizaciones vy, Jjunto con la descripcién,
sirven para explicar los principios descritos en el presente
documento.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

La figura 1 representa un andlisis por SDS-PAGE de las
proteinas solubles (S) e insolubles (P) presentes en los
lisados celulares de células de E. coll que expresan varias
uricasas.

Las figuras 2A-B representan la calorimetria de

barrido diferencial para uricasa de Deinococcus geothermalis
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(figura 2A) y wuricasa de Delnococcus radiodurans (figura
2B) .

La figura 3 es una linea grafica que ilustra 1los
resultados de los ensayos de actividad de uricasa a una serie
de concentraciones de sustrato (UA). Las lineas continuas
representan un ajuste cinético de Michaelis-Menten.

La figura 4 es una linea grafica que representa la
adhesién de células M21 variantes inmovilizadas de
fibronectina, Fab9mCys o uricasa.

La figura 5 es wuna linea grafica que ilustra 1los
resultados de los ensayos de actividad de uricasa a una serie
de concentraciones de sustrato (UA). Las lineas continuas y
discontinuas representan un ajuste cinético de Michaelis-
Menten.

La figura 6 es un diagrama de barras que representa las
frecuencias de HLA-DRB1 en la poblacién de estudio (donante)
en comparacidén con las observadas en la poblacidn caucéasica.

Las figuras 7A-C proporcionan datos de donantes
individuales para las evaluaciones de inmunogenicidad eX
vivo. La figura 7A es un diagrama de dispersién que
representa el indice de estimulacidén del tampdn (control
negativo) en comparacidén con KLH (control positivo). La
figura 7B es un diagrama de dispersidén que representa el
indice de estimulacién del tampdn (control negativo) en
comparacién con la uricasa que se ensayd. La figura 7C es un
diagrama de barras que representa el indice de estimulacidn
media (SI) para el tampdn, KLH y uricasa.

Las figuras 8A-B representan el andlisis de diversos
truncamientos de uricasa N-terminales. La figura 8A es un
andlisis de SDS-PAGE de 3 variantes de uricasa truncadas en

N-terminal (V1, V2, y V3), en comparacién con SGD uricasa.



10

15

20

25

30

WO 2016/187026 -7 - PCT/US2016/032415

La figura 8B es una linea grafica que ilustra los resultados
de los ensayos de actividad de uricasa a una serie de
concentraciones de sustrato (UA). Las lineas continuas
representan un ajuste cinético de Michaelis-Menten.

Las figuras 9A-B son lineas graficas que representan
los resultados de los ensayos de actividad de uricasa a una
diversidad de concentraciones de sustrato (UA). Las lineas
continuas representan un ajuste cinético de Michaelis-
Menten. La figura 9A representa los resultados de los ensayos
de actividad de uricasa efectuados en presencia de DTT para
di-Cys y tri-Cys uricasas (sin PEG). La figura 9B representa
los resultados de ensayos de actividad de uricasa para
uricasas di-PEGiladas y tri-PEGiladas.

Las figuras 10A-D representan el anadlisis de la uricasa
di-PEGilada. La figura 10A muestra los sitios
tridimensionales accesibles al disolvente dentro de la
estructura cristalina tetramérica de la uricasa de
Arthrobacter globiformis (Cédigo de referencia PDB: 2YZB).
La figura 10B es un analisis por SDS-PAGE de uricasa no
PEGilada y di-PEGilada. La figura 10C es un analisis por
cromatografia de fase reversa de uricasa purificada di-
PEGilada. La figura 10D es una linea grafica que ilustra los
resultados de los ensayos de actividad de uricasa a una serie
de concentraciones de sustrato (UA). Las lineas continuas y
discontinuas representan un ajuste cinético de Michaelis-
Menten.

Las figuras 11A-B son graficas que representan datos
farmacocinéticos para wuricasa PEGilada. La figura 11A
representa los datos farmacocinéticos en ratas para uricasa
di-PEGilada y tri-PEGilada. La figura 11B representa 1los

datos farmacocinéticos en perros para uricasa di-PEGilada.
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Las figuras 12A-C representan el andlisis basado en
suero humano €X VIVO de la actividad y estabilidad de uricasa
di-PEGilada. La figura 12A muestra la comparacién de la
actividad de uricasa di-PEGilada y de Krystexxa® en suero
humano al 50% a 37°C. La figura 12B representa la actividad
de uricasa di-PEGilada que se ha incubado en suero humano a
37°C durante varios espacios de tiempo. La figura 12C
representa la actividad de uricasa di-PEGilada en respuesta
a dosis repetidas de UA.

La figura 13 representa un andlisis por RP-HPLC de la
eficacia de la pegilacidédn a diversos tiempos de incubacidn.
Se usb6 RP-HPLC para medir la conjugacidén con PEG, que da
como resultado picos Dbien resueltos que corresponden a
especies con diferentes grados de conjugacidn.

Las figuras 14A-B representan las graficas de
superficie de respuesta que demuestran el efecto de 1la
concentracién de reactivo en la eficacia de PEGilacién
general para instantes desde los 10 minutos hasta las 2
horas. La figura 14A ilustra los datos basédndose en un
andlisis de la "subunidad completamente PEGilada" (es decir,
3 de 3 sitios de conjugacidén funcionalizados por mondmero)
obtenidos directamente del trazado del ensayo de RP-HPLC. La
figura 14B ilustra el anadlisis de datos cuando se calcula la

derivatizacidén general basada en la ecuacidn (1).
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DESCRIPCION DE LAS SECUENCIAS
La tabla 1 proporciona un listado de determinadas

secuencias citadas en el presente documento.

Tabla 1: Descripcidén de las secuencias

Descripcidén [Secuencias SEQ ID
NO

Uricasa MATAETSTGCKVVLGONQYGKAEVRLVKVTRCTARHEIQD(1

modificada de
Arthrobacter
globiformis,
extremo N-
terminal
modificado,
SGD, 2-Cys,
truncamiento

C-terminal

(SGD V1 C2)

LNVTSQLSGDFEAAHTAGDNAHVVATDTOKNTVYAFARDG
FATTEEFLLRLGKHEFTEGEFDWVTGGRWAAQQFFWDRINDH
DHAFSRNKSEVRTAVLEISGSEQAIVAGIEGLTVLKSTGS
EFHGEFPRDKYTTLOETTDRILATDVSARWRYNTVEVDEDA
VYASVRGLLLKAFAETHSLALQQTMYEMGRAVIETHPEID
EIKMSLPNKHHFLVDLOPFGQODNPNEVEYAADRPYGLIEA
TIQREGSRAD

Uricasa
modificada de
Arthrobacter
globiformis,
extremo N-
terminal
modificado,
RGD, 2-Cys,
truncamiento

C-terminal

(RGD V1 C2)

MATAETSTGCKVVLGONQYGKAEVRLVKVTRCTARHEIQD
LNVTSQLRGDFEAAHTAGDNAHVVATDTQKNTVYAFARDG
FATTEEFLLRLGKHEFTEGEFDWVTGGRWAAQQFFWDRINDH
DHAFSRNKSEVRTAVLEISGSEQAIVAGIEGLTVLKSTGS
EFHGEFPRDKYTTLOQETTDRILATDVSARWRYNTVEVDEDA
VYASVRGLLLKAFAETHSLALQQTMYEMGRAVIETHPEID
EIKMSLPNKHHFLVDLOPEFGODNPNEVEYAADRPYGLIEA
TIQREGSRAD

Uricasa
modificada de

Arthrobacter

MATAETSTGCKVVLGONQYGKAEVRLVKVTRCTARHEIQD
LNVTSQLXaaiXaasXaaz;FEAAHTAGDNAHVVATDTQKNT
VYAFARDGFATTEEFLLRLGKHFTEGEFDWVTGGRWAAQQF
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globiformis,
extremo N-
terminal
modificado,
variantes de
RGD, 2-Cys,
truncamiento
C-terminal

(variantes de

RGD de V1 C2)

FWDRINDHDHAFSRNKSEVRTAVLEISGSEQAIVAGIEGL
TVLKSTGSEFHGFPRDKYTTLQETTDRILATDVSARWRYN
TVEVDFDAVYASVRGLLLKAFAETHSLALQQTMYEMGRAV
IETHPEIDEIKMSLPNKHHFLVDLQPFGQDNPNEVEYAAD
RPYGLIEATIQREGSRAD

en donde

Xaa; es R o cualgquier aminoacido natural,
a excepcidédn de C;

Xaa, es G o cualquier aminoacido natural,
a excepcidn de C

Xaas es D o cualquier aminoacido natural,

a excepcidédn de C.

Secuencia
génica, con
modificacidn
N-terminal
opcional, 4
posibles
cisteinas,
R/SGD,
opcionalmente
con O sin
truncamiento
C-terminal en
letras

minusculas

MXaaATAETSTGXaaKVVLGONQYGKAEVRLVKVTRXa
a3;TARHEIQDLNVTSQLXaa,GDFEAAHTAGDNAHVVATD
TORKNTVYAFARDGFATTEEFLLRLGKHEFTEGEDWVTGGRW
AAQQFFWDRI
XaasDHDHAFSRNKSEVRTAVLEISGXaasEQAIVAGIEG
LTVLKSTGSEFHGFPRDKYTTLQETTDRILATDVSARWRY
NTVEVDFDAVYASVRGLLLKAFAETHSLALQQTMYEMGRA
VIETHPEIDEIKMSLPNKHHFLVDLOQPFGODNPNEVEYAA
DRPYGLIEATIQREGSRADhpiwsniagf

en donde

Xaa; estd presente o ausente y en caso de
estar presente, es T;
Xaap, es T o C;
Xaasz es N o C;
Xaas; es R o S;
Xaas es N o C;
Xaag es S o C;

vy en donde al menos wuna, dos, tres o

cuatro cisteinas se incluyen en la

PCT/US2016/032415
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secuencia y en donde uno o mads aminoacidos
en minGsculas en el extremo C-terminal

(hpiwsniagf) son opcionales.

Secuencia
génica, con
modificacidn

N-terminal

MATAETSTGXaa1KVVLGONQYGKAEVRLVKVTRXaa,TA
RHEIQDLNVTSQLSGDFEAAHTAGDNAHVVATDTQKNTVY
AFARDGFATTEEFLLRLGKHFTEGFDWVTGGRWAAQQFFW
DRIXaa3;DHDHAFSRNKSEVRTAVLEISGXaasEQAIVAG

N-terminal
truncado, 4
posibles
cisteinas,
SGD,
opcionalmente
con o sin

truncamiento

con 4 TEGLTVLKSTGSEFHGFPRDKYTTLQETTDRILATDVSAR

posibles WRYNTVEVDFDAVYASVRGLLLKAFAETHSLALQQTMYEM

cisteinas, GRAVIETHPEIDEIKMSLPNKHHFLVDLOPFGQDNPNEVE

SGD, YAADRPYGLIEATIQREGSRADhpiwsniagf

opcionalmentelen donde

con o sin Xaa; es T o C;

truncamiento [Xaa; es N o C;

C-terminal enfXaas es N o C;

letras Xaas es S o C;

mintsculas y en donde al menos una, dos, tres o
cuatro cisteinas se incluyen en la
secuencia y en donde uno o mas aminoacidos
en mintsculas en el extremo C-terminal
(hpiwsniagf) son opcionales.

Secuencia MXaa;KVVLGONQYGKAEVRLVKVTRXaa,TARHETQDLN

génica, con |[VITSQLSGDFEAAHTAGDNAHVVATDTQKNTVYAFARDGFA

TTEEFLLRLGKHFTEGEFDWVTGGRWAAQQFFWDRIXaasD
HDHAFSRNKSEVRTAVLETISGXaasEQAIVAGIEGLTVLK
STGSEFHGFPRDKYTTLQETTDRILATDVSARWRYNTVEV
DFDAVYASVRGLLLKAFAETHSLALQQTMYEMGRAVIETH
PEIDEIKMSLPNKHHFLVDLOPFGQDNPNEVFYAADRPYG
LIEATIQREGSRADhpiwsniagf

en donde

Xaa; es T o C;

PCT/US2016/032415
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C-terminal enfXaa; es N o C;

letras Xaaz es N o C;

mintsculas Xaas es S o C;
y en donde al menos una, dos, tres o
cuatro cisteinas se incluyen en la
secuencia y en donde uno o mas aminoacidos
en minUsculas en el extremo C-terminal
(hpiwsniagf) son opcionales.

Secuencia MXaa;ATAETSTGXaaKVVLGONQYGKAEVRLVKVTRXa

génica, con a3;TARHEIQDLNVTSQLXaasGDFEAAHTAGDNAHVVATD

modificacién [TQKNTVYAFARDGFATTEEFLLRLGKHETEGEDWVTGGRW

N-terminal
opcional, 9
posibles
cisteinas,
R/SGD,
opcionalmente
con o sin
truncamiento
C-terminal en
letras

minusculas

AAQQFFWDRT
XaasXaagHDHAFSRNKSEVRTAVLEISGXaasEQATIVAGIT
EGLTVLKSTGSEFHGFPRDKYTTLQETTDRILATDVSARW
RYNTVXaagVDFDAVYASVRGLLLKAFAETHSLALQQTMY
EMGRAVIETH
Xaa¢EIDEIKMSLPNKHHFLVDLOPFGQDNPNEVEFYAADR
PYGLIEATIQRXaa1pGSXaa;;ADhpiwsniagf

en donde

Xaa; estd presente o ausente y en caso de
estar presente, es T;
Xaap, es T o
Xaas es N o
Xaas es
Xaas es

Xaag es

o =2 W
O
Q QO O »n O

Xaary
Xaas
Xaag es P o C;
Xaaio es E o C;

Xaa;: es R o C;




10

15

20

25

30

WO 2016/1870

26 - 13 - PCT/US2016/032415
y en donde al menos una, dos, tres o
cuatro cisteinas se incluyen en la

secuencia y en donde uno o mas aminoacidos
en minUsculas en el extremo C-terminal

(hpiwsniagf) son opcionales.

Secuencia
génica, con
modificacidn
N-terminal
opcional, 9
posibles
cisteinas,
XGD,
opcionalmente
con O sin
truncamiento
C-terminal en

letras

minusculas

MXaaATAETSTGXaaKVVLGONQYGKAEVRLVKVTRXa
a3;TARHEIQDLNVTSQLXaa,GDFEAAHTAGDNAHVVATD
TORKNTVYAFARDGFATTEEFLLRLGKHEFTEGEDWVTGGRW
AAQOFFWDRT
XaasXaagHDHAFSRNKSEVRTAVLEISGXaasEQATIVAGI
EGLTVLKSTGSEFHGFPRDKYTTLQETTDRILATDVSARW
RYNTVXaagVDFDAVYASVRGLLLKAFAETHSLALQQTMY
EMGRAVIETH
XaasEIDEIKMSLPNKHHFLVDLOPFGQDNPNEVEFYAADR
PYGLIEATIQRXaai9GSXaai;ADhpiwsniagf

en donde

Xaa; estd presente o ausente y en caso de
estar presente, es T;
Xaa; es T o C;

Xaas es N o C;

Xaa, es cualquier aminocdcido natural
excepto C;

Xaas es N o C;
Xaas es D o C;
Xaa; es S o C;
Xaag es E o C;
Xaag es P o C;

Xaaig es E o C;

Xaai1 es R o C;

dos, tres o

y en donde al menos una,

cuatro cisteinas se incluyen en la
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secuencia y en donde uno o mads aminoacidos
en minGsculas en el extremo C-terminal

(hpiwsniagf) son opcionales.

Secuencia
génica, con
truncamiento
N-terminal, 9
posibles
cisteinas,
XGD,
opcionalmente
con o sin
truncamiento
C-terminal en

letras

minusculas

MXaa 1 KVVLGONQYGKAEVRLVKVTRXaa,TARHEIQDLN
VTSQLXaasGDFEAAHTAGDNAHVVATDTQKNTVYAFARD
GFATTEEFLLRLGKHFTEGFDWVTGGRWAAQQFFWDRT
Xaa,XaasHDHAFSRNKSEVRTAVLEISGXaagsEQATVAGT
EGLTVLKSTGSEFHGFPRDKYTTLQETTDRILATDVSARW
RYNTVXaa;VDFDAVYASVRGLLLKAFAETHSLALQQTMY
EMGRAVIETH
XaagEIDEIKMSLPNKHHFLVDLOPFGQODNPNEVFYAADR
PYGLIEATIQRXaaqsGSXaaipADhpiwsniagf

en donde

Xaa; es T o C;

Xaa, es N o C;

Xaas es cualquier aminocdcido natural
excepto C;
Xaas es N o
Xaas es D o
Xaag €s S o
Xaays es E o
Xaag es P o
Xaag es E o
Xaaio es R o C;

dos, tres o

y en donde al menos una,

cuatro cisteinas se incluyen en la

secuencia y en donde uno o mas aminoacidos
en minusculas en el extremo C-terminal

(hpiwsniagf) son opcionales.
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Secuencia
génica, con
modificacidén
N-terminal
opcional, 9
posibles
sitios de
conjugaciodn,
XGD,
opcionalmente
con o sin
truncamiento
C-terminal en
letras

minusculas

MXaa ATAETSTGXaaKVVLGONQYGKAEVRLVKVTRXa
a3;TARHEIQDLNVTSQLXaa,GDFEAAHTAGDNAHVVATD
TOKNTVYAFARDGFATTEEFLLRLGKHETEGEDWVTGGRW
AAQQFFWDRT
XaasXaagHDHAFSRNKSEVRTAVLEISGXaasEQATVAGT
EGLTVLKSTGSEFHGFPRDKYTTLQETTDRILATDVSARW
RYNTVXaagVDFDAVYASVRGLLLKAFAETHSLALQQTMY
EMGRAVIETH
XaaosEIDETIKMSLPNKHHFLVDLOPFGQDNPNEVEYAADR
PYGLIEATIQRXaa1oGSXaa;;ADhpiwsniagf

en donde

Xaa; estd presente o ausente y en caso de
estar presente, es T;

Xaa, es T o cualquier aminodcido natural
o no natural usado para la conjugacidn de
sitio especifico;

Xaas es N o cualquier aminodcido natural
o no natural usado para la conjugacidén de
sitio especifico;

Xaa, es cualquier aminodcido natural
excepto C;

Xaas es N o cualquier aminoacido natural
o no natural usado para la conjugacidn de
sitio especifico;

Xaag es D o cualquier aminoadcido natural
o no natural usado para la conjugacidn de
sitio especifico;

Xaa; es S o cualquier aminodcido natural

o no natural usado para la conjugacidn de

sitio especifico;

10
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Xaag es E o cualquier aminodcido natural
o no natural usado para la conjugacidn de
sitio especifico;
Xaas es P o cualquier aminoadcido natural
o no natural usado para la conjugacidn de
sitio especifico;
Xaaijgp es E o cualquier aminodcido natural
o no natural usado para la conjugacidn de
sitio especifico;
Xaai: es R o cualquier aminoacido natural
o no natural usado para la conjugacidn de
sitio especifico;
tres o

y en donde al menos una, dos,

cuatro cisteinas se incluyen en la

secuencia y en donde uno o mas aminoacidos
en minGsculas en el extremo C-terminal

(hpiwsniagf) son opcionales.

Secuencia
génica, con
truncamiento
N-terminal, 9
posibles
sitios de
conjugacidn,
XGD,
opcionalmente
con o sin
truncamiento
C-terminal en
letras

minusculas

MXaa1KVVLGONQYGKAEVRLVKVTRXaa,TARHEIQDLN
VTSQLXaasGDFEAAHTAGDNAHVVATDTQKNTVYAFARD
GFATTEEFLLRLGKHFTEGFDWVTGGRWAAQQFFWDRT
Xaa,XaasHDHAFSRNKSEVRTAVLEISGXaagEQATVAGT
EGLTVLKSTGSEFHGFPRDKYTTLQETTDRILATDVSARW
RYNTVXaa;VDFDAVYASVRGLLLKAFAETHSLALQQTMY
EMGRAVIETH

XaagE IDETKMSLPNKHHFLVDLOPFGQDNPNEVEYAADR
PYGLIEATIQRXaaqsGSXaaipADhpiwsniagf

en donde

Xaa; es T o cualquier aminodcido natural
o no natural usado para la conjugacidn de

sitio especifico;
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Xaa; es N o cualquier aminodcido natural
o no natural usado para la conjugacidn de
sitio especifico;

Xaas; es cualquier aminoacido natural
excepto C;

Xaa, es N o cualquier aminoacido natural
o no natural usado para la conjugacidn de
sitio especifico;

Xaas es D o cualquier aminoadcido natural
o no natural usado para la conjugacidn de
sitio especifico;

Xaag es S o cualgquier aminoadcido natural
o no natural usado para la conjugacidn de
sitio especifico;

Xaa; es E o cualquier aminoédcido natural
o no natural usado para la conjugacidédn de
sitio especifico;

Xaag es P o cualquier aminodcido natural
o no natural usado para la conjugacidn de
sitio especifico;

Xaas es E o cualquier aminodcido natural
o no natural usado para la conjugacidn de
sitio especifico;

Xaaijp es R o cualquier aminoacido natural
o no natural usado para la conjugacidn de
sitio especifico;

vy en donde al menos una, dos, tres o
cuatro cisteinas se incluyen en la
secuencia y en donde uno o mads aminoadcidos
en mintsculas en el extremo C-terminal

(hpiwsniagf) son opcionales.
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Construccidn
de uricasa Cl
modificada de
Arthrobacter
globiformis
(mutacidn
T11C, SGD,
etiqueta His
N-terminal
opcional vy
enlazador
corto
opcional,
ambos en
mintsculas
(el primer
estos de
uricasa
corresponde a

Thr2))

mgshhhhhhgargTATAETSTGCKVVLGONQYGKAEVRLV
KVTRNTARHEIQDLNVTSQLSGDFEAAHTAGDNAHVVATD
TOKNTVYAFARDGFATTEEFLLRLGKHETEGEDWVTGGRW
AAQQFFWDRINDHDHAFSRNKSEVRTAVLEISGSEQATIVA
GIEGLTVLKSTGSEFHGFPRDKYTTLQETTDRILATDVSA
RWRYNTVEVDEDAVYASVRGLLLKAFAETHSLALQQTMYE
MGRAVIETHPEIDEIKMSLPNKHHFLVDLOPFGQODNPNEV
FYAADRPYGLIEATIQREGSRAD

12

Construccidn
de uricasa Cl1
modificada de
Arthrobacter
globiformis
(variante 1)
con etiqueta
eliminada,
eliminacién
de Thr2

(para

evitar la

MATAETSTGCKVVLGONQYGKAEVRLVKVTRNTARHEIQD
LNVTSQLSGDFEAAHTAGDNAHVVATDTQKNTVYAFARDG
FATTEEFLLRLGKHEFTEGEFDWVTGGRWAAQQFFWDRINDH
DHAFSRNKSEVRTAVLEISGSEQAIVAGIEGLTVLKSTGS
EFHGFPRDKYTTLOQETTDRILATDVSARWRYNTVEVDEDA
VYASVRGLLLKAFAETHSLALQQTMYEMGRAVIETHPEID
EIKMSLPNKHHFLVDLOPFGQODNPNEVEYAADRPYGLIEA
TIQREGSRAD
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escisidén
parcial de
Met N-
terminal) vy
Cys en la
posicidén 11
(en otra
realizacién,
SGD puede ser
RGD)

Construccidn
de uricasa Cl
modificada de
Arthrobacter
globiformis
(variante 2 -
truncamiento
N-terminal)
con etiqueta
eliminada,
eliminacién
de Thr2-Alab
y Cys en la
posicidén 11,
Se espera una
retencién
completa de
la Met N-
terminal (en
otra

realizaciédn,

METSTGCKVVLGONQYGKAEVRLVKVTRNTARHEIQDLNV
TSOLSGDFEAAHTAGDNAHVVATDTOKNTVYAFARDGFEFAT
TEEFLLRLGKHFTEGFDWVTGGRWAAQQFFWDRINDHDHA
FSRNKSEVRTAVLEISGSEQAIVAGIEGLTVLKSTGSEFH
GFPRDKYTTLQETTDRILATDVSARWRYNTVEVDFDAVYA
SVRGLLLKAFAETHSLALQQTMYEMGRAVIETHPEIDEIK
MSLPNKHHFLVDLOQPFGODNPNEVEYAADRPYGLIEATIQ
REGSRAD
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SGD puede ser
RGD)

Construccidn
de uricasa Cl
modificada de
Arthrobacter
globiformis
(variante 3 -
truncamiento
N-terminal)
con etiqueta
eliminada,
eliminacién
de Thr2-Thr9,
Cys en la
posicidén 11,
se espera un
procesamiento
de la Met N-
terminal (en
otra
realizacién,
SGD puede ser
RGD)

MGCKVVLGONQYGKAEVRLVKVTRNTARHEIQDLNVTSQL
SGDFEAAHTAGDNAHVVATDTQRKNTVYAFARDGFATTEEF
LLRLGKHFTEGEFDWVTGGRWAAQQFFWDRINDHDHAFSRN
KSEVRTAVLEISGSEQAIVAGIEGLTVLKSTGSEFHGEFPR
DKYTTLOETTDRILATDVSARWRYNTVEVDFDAVYASVRG
LLLKAFAETHSLALQOTMYEMGRAVIETHPEIDEIKMSLP
NKHHEFLVDLOPFGODNPNEVEYAADRPYGLIEATIQREGS
RAD

Uricasa con
SGD
modificada de
Arthrobacter
globiformis y
sitios

disponibles

mgshhhhhhgargTATAETSTGCKVVLGONQYGKAEVRLV
KVTRCTARHEIQDLNVTSQLSGDFEAAHTAGDNAHVVATD
TOKNTVYAFARDGFATTEEFLLRLGKHEFTEGEDWVTGGRW
AAQQFFWDRINDHDHAFSRNKSEVRTAVLEISGCEQAIVA
GIEGLTVLKSTGSEFHGFPRDKYTTLQETTDRILATDVSA
RWRYNTVEVDEDAVYASVRGLLLKAFAETHSLALQQTMYE
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para
PEGilacidén en
T11C, N33C,
sl4z2c,
etiqueta His
N-terminal
opcional vy
enlazador
corto
opcional,
ambos en
minasculas
(en otra
realizacidn,
puede
colocarse un
sitio de
PEGilacidn
adicional en
N119C (no
mostrado aqui
y/0 SGD puede
ser RGD)

MGRAVIETHPEIDEIKMSLPNKHHFLVDLOPFGQODNPNEV
FYAADRPYGLIEATIQREGSRAD

Uricasa
modificada de
Arthrobacter
globiformis,
truncada en
NH? terminal,
SGD, sitios

disponibles

mgshhhhhhgargTATAETSTGCKVVLGONQYGKAEVRLV
KVTRCTARHEIQDLNVTSQLSGDFEAAHTAGDNAHVVATD
TOKNTVYAFARDGFATTEEFLLRLGKHFTEGEDWVTGGRW
AAQQFFWDRINDHDHAFSRNKSEVRTAVLEISGSEQAIVA
GIEGLTVLKSTGSEFHGFPRDKYTTLQETTDRILATDVSA
RWRYNTVEVDEDAVYASVRGLLLKAFAETHSLALQQTMYE
MGRAVIETHPEIDEIKMSLPNKHHFLVDLOPFGQODNPNEV
FYAADRPYGLIEATIQREGSRAD
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para
PEGilacidén en
T11C y N33C
2-Cys (SGD
His C2) con
etiqueta His
N-terminal
opcional y
enlazador
corto
opcional,
ambos en
mintsculas
(en otra
realizacidn,

SGD puede ser
RGD)

Uricasa
modificada de
Arthrobacter
globiformis
(truncamiento
C-terminal
con SGD) (en
otra
realizacién,
SGD puede ser
RGD)

MATAETSTGTKVVLGONQYGKAEVRLVKVTRNTARHEIQD
LNVTSQLSGDFEAAHTAGDNAHVVATDTQKNTVYAFARDG
FATTEEFLLRLGKHEFTEGEFDWVTGGRWAAQQFFWDRINDH
DHAFSRNKSEVRTAVLEISGSEQAIVAGIEGLTVLKSTGS
EFHGFPRDKYTTLOETTDRILATDVSARWRYNTVEVDEFDA
VYASVRGLLLKAFAETHSLALQOTMYEMGRAVIETHPEID
EIKMSLPNKHHFLVDLOPEFGODNPNEVEFYAADRPYGLIEA
TIQREGSRAD

Uricasa
modificada de

Arthrobacter

ATAETSTGTKVVLGONQYGKAEVRLVKVTRNTARHEIQDL
NVTSQLSGDFEAAHTAGDNAHVVATDTQKNTVYAFARDGF
ATTEEFLLRLGKHFTEGFDWVTGGRWAAQQFFWDRINDHD
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globiformis
(forma
procesada -
Met escindida
en N-

terminal, SGD

V4
truncamiento
C-terminal)
(en otra
realizacién,
SGD puede ser
RGD)

HAFSRNKSEVRTAVLEISGSEQAIVAGIEGLTVLKSTGSE
FHGFPRDKYTTLQETTDRILATDVSARWRYNTVEVDEDAV
YASVRGLLLKAFAETHSLALQOTMYEMGRAVIETHPEIDE
IKMSLPNKHHFLVDLOPFGODNPNEVEYAADRPYGLIEAT
IQOREGSRAD

Uricasa
modificada de
Arthrobacter
globiformis
(contiene
etiqueta His
N-terminal
opcional y
enlazador
corto
opcional,
ambos en
minasculas;
contiene SGD
en lugar de
RGD)
(truncamiento

C-terminal

mgshhhhhhgargTATAETSTGTKVVLGONQYGKAEVRLV
KVTRNTARHEIQDLNVTSQLSGDFEAAHTAGDNAHVVATD
TOKNTVYAFARDGFATTEEFLLRLGKHETEGEDWVTGGRW
AAQOFFWDRINDHDHAFSRNKSEVRTAVLEISGSEQATIVA
GIEGLTVLKSTGSEFHGFPRDKYTTLQETTDRILATDVSA
RWRYNTVEVDEDAVYASVRGLLLKAFAETHSLALQQTMYE
MGRAVIETHPEIDEIKMSLPNKHHFLVDLOPFGQODNPNEV
FYAADRPYGLIEATIQREGSRAD
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con etiqueta

His y SGD)

Uricasa
modificada de
Arthrobacter
globiformis
(contiene
etiqueta His
N-terminal
opcional vy
enlazador
corto
opcional,
ambos en
minusculas)
(truncamiento
C-terminal
con etiqueta

His)

mgshhhhhhgargTATAETSTGTKVVLGONQYGKAEVRLV
KVTRNTARHEIQDLNVTSQLRGDFEAAHTAGDNAHVVATD
TOKNTVYAFARDGFATTEEFLLRLGKHETEGEDWVTGGRW
AAQOFFWDRINDHDHAFSRNKSEVRTAVLEISGSEQATVA
GIEGLTVLKSTGSEFHGFPRDKYTTLQETTDRILATDVSA
RWRYNTVEVDFDAVYASVRGLLLKAFAETHSLALQQOTMYE
MGRAVIETHPEIDEIKMSLPNKHHEFLVDLOPEFGODNPNEV
FYAADRPYGLIEATIQREGSRAD

21

Uricasa
modificada de
Arthrobacter
globiformis
(0O cisteinas)
(truncamiento
de los 11
aminoacidos
C-terminales
para eliminar
la Cys)

(truncamiento

MTATAETSTGTKVVLGONQYGKAEVRLVKVTRNTARHETIQ
DLNVTSQLRGDFEAAHTAGDNAHVVATDTQKNTVYAFARD
GFATTEEFLLRLGKHFTEGEFDWVTGGRWAAQQFFWDRIND
HDHAFSRNKSEVRTAVLEISGSEQAIVAGIEGLTVLKSTG
SEFHGFPRDKYTTLQETTDRILATDVSARWRYNTVEVDED
AVYASVRGLLLKAFAETHSLALQOTMYEMGRAVIETHPETI
DEIKMSLPNKHHFLVDLOPFGQDNPNEVEFYAADRPYGLIE
ATIQREGSRAD
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C-term) (en
otra
realizaciédn,
RGD puede ser

SGD)

Uricasa
modificada de
Arthrobacter
globiformis
(0O cisteinas)
(variantes de
RGD,
truncamiento
de los 11
aminoacidos
C-terminales
para eliminar
la Cys)
(truncamiento
C-term) (en
otra
realizacién,
RGD puede ser
SGD)

MTATAETSTGTKVVLGONQYGKAEVRLVKVTRNTARHETQ
DLNVTSQLXaajXaarXaaz;FEAAHTAGDNAHVVATDTQKN
TVYAFARDGFATTEEFLLRLGKHFTEGEDWVTGGRWAAQQ
FEWDRINDHDHAFSRNKSEVRTAVLEISGSEQATIVAGIEG
LTVLKSTGSEFHGFPRDKYTTLQETTDRILATDVSARWRY
NTVEVDFDAVYASVRGLLLKAFAETHSLALQQTMYEMGRA
VIETHPEIDEIKMSLPNKHHFLVDLQPFGQODNPNEVEYAA
DRPYGLIEATIQREGSRAD

en donde

Xaa; es R o cualquier aminodcido natural,
a excepcidn de C;

Xaa, es G o cualquier aminodcido natural,
a excepcidn de C

Xaasz es D o cualgquier aminoacido natural,

a excepcidédn de C.

Uricasa
modificada de
Arthrobacter
globiformis
(0 cisteinas)
(truncamiento

de los aa C-

MTATAETSTGTKVVLGONQYGKAEVRLVKVTRNTARHEIQ
DLNVTSQLRGDFEAAHTAGDNAHVVATDTQKNTVYAFARD
GFATTEEFLLRLGKHFTEGEDWVTGGRWAAQQFEFWDRIND
HDHAFSRNKSEVRTAVLEISGSEQATVAGIEGLTVLKSTG
SEFHGFPRDKYTTLOETTDRILATDVSARWRYNTVEVDFED
AVYASVRGLLLKAFAETHSLALQOTMYEMGRAVIETHPETI
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terminales
para eliminar

la cisteilna)

DEIKMSLPNKHHFLVDLOPFGQDNPNEVEFYAADRPYGLIE
ATIOREGSRADHPIWSNIAGE

Uricasa
modificada de
Arthrobacter
globiformis
(0O cisteinas)
(variantes de
RGD,
truncamiento
de los aa C-
terminales
para eliminar

la cisteina)

MTATAETSTGTKVVLGONQYGKAEVRLVKVTRNTARHETQ
DLNVTSQLXaajXaarXaaz;FEAAHTAGDNAHVVATDTQKN
TVYAFARDGFATTEEFLLRLGKHFTEGEDWVTGGRWAAQQ
FFWDRINDHDHAFSRNKSEVRTAVLEISGSEQATIVAGIEG
LTVLKSTGSEFHGFPRDKYTTLQETTDRILATDVSARWRY
NTVEVDFDAVYASVRGLLLKAFAETHSLALQQTMYEMGRA
VIETHPEIDEIKMSLPNKHHFLVDLOPFGQDNPNEVFYAA
DRPYGLIEATIQREGSRADHPIWSNIAGF

en donde

Xaa; es R o cualquier aminoadcido natural,
a excepcidn de C;

Xaa, es G o cualquier aminoadcido natural,
a excepcidn de C

Xaas es D o cualquier aminodcido natural,

a excepcidédn de C.

Uricasa
modificada de
Arthrobacter
globiformis
(variantes de
RGD)
(contiene los
11
aminoacidos

C-terminales)

MTATAETSTGTKVVLGONQYGKAEVRLVKVTRNTARHETQ
DLNVTSQLXaajiXaarXaaz;FEAAHTAGDNAHVVATDTQKN
TVYAFARDGFATTEEFLLRLGKHFTEGEDWVTGGRWAAQQ
FEFWDRINDHDHAFSRNKSEVRTAVLEISGSEQATIVAGIEG
LTVLKSTGSEFHGFPRDKYTTLQETTDRILATDVSARWRY
NTVEVDFDAVYASVRGLLLKAFAETHSLALQQTMYEMGRA
VIETHPEIDEIKMSLPNKHHFLVDLOPFGQDNPNEVFYAA
DRPYGLIEATIQREGSRADHPIWSNIAGFC

en donde

Xaa; es R o cualquier aminoadcido natural;
Xaa, es G o cualquier aminodcido natural;

Xaas es D o cualquier aminodcido natural.
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Uricasa de
Arthrobacter
globiformis
(ts)
(contiene los
11
aminoacidos
C-terminales)
(en otra
realizacién,
RGD puede ser
SGD)

MTATAETSTGTKVVLGONQYGKAEVRLVKVTRNTARHETIQ
DLNVTSQLRGDFEAAHTAGDNAHVVATDTQKNTVYAFARD
GFATTEEFLLRLGKHFTEGEDWVTGGRWAAQQFEFWDRIND
HDHAFSRNKSEVRTAVLEISGSEQAIVAGIEGLTVLKSTG
SEFHGFPRDKYTTLOETTDRILATDVSARWRYNTVEVDFED
AVYASVRGLLLKAFAETHSLALQQTMYEMGRAVIETHPET
DEIKMSLPNKHHFLVDLOPFGQODNPNEVEFYAADRPYGLIE
ATIQREGSRADHPIWSNIAGEC

27

Uricasa de
Deinococcus
geothermalis,
1 cisteina,
grampositiva,
radiofila

terméfila

MTQTOONQQPKVKARLGANNYGKAEVNLMKVKRDSERHET
RELQVRVALIGDFAAAHEQGDNTDLLATDTVRNTIYGLAK
EGFQASPEAFGKELISHFVTTGPKVTGGFMEFTEYLWERTI
QVGGEGHNHAFVROMPORTGRVESEDGKTFKITSGLONLY
VLKTTESGWANYLLNERFTTLPETHERLMASEVTAKWEYN
EDQVDYDDVWPRVYRQLOETFTDHYSPSLORTLELMGQAV
LTRCPEMSRIWLOMPNKHHLOYNLERFGLDNNLEIFHVDP
EPYGLMEAWVERA

Uricasa de
Deinococcus
radiodurans
(2
cisteinas),
es una
bacteria

extrem6fila

MMTGTQQPGTOQPKVKVRLGENNYGKAEVQLMKIKRGTPRH
ELREAKVRVAMYGDFGAAHSEGDNTDLVATDTVRNTVYGL
AKEGFESSIEEFGKELLTHEVKVGPRVIGGFAEFTEHLWE
RVOTPAQPQGHDHAFVROMPKRTARVETQODGRRFTVTSGI
EELYVLKTTESGWENYLLDERFTTLPETHDRVMATEVTAK
WEYAVESCDYDAVWERVYRQIQHTFTDHYSPSLORTLYLM
GEAVLSVCPEISRIWFOMPNKHHLVYNLGREGLENNNEIL
HVDPEPYGLMEAWVERAE

Uricasa de

Granulicella

MAELTDAKFEIVANRYGKSKVRLLKVTRAEGRSDVHEWTV
QVLLRGDFETAHTVGDNSKIVTTDTMKNTVYSLARWSSAT
TMEEFAEELIEHLLRRNEQVSSVRVHIEAALWKRLTVDGK

30
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tundricola (1

cisteina)

EHPDTFMRGSNEVQTATVEQARAGEKKEFIAGFANLQLLKT
ANSAFSGFQRDELTTLPETRDRVEFGTAVDAKWTYSGPVEF
AAMRKAAREVMLKVFADHMSESVQHTLYAMADAALEAVAE
ITEIELAMPNKHCLLVDLSKFGQODNPNQIFVPTDEPHGY I
EARVRRK

Uricasa de la
bacteria
acida
Solibacter
usitatus (6

cisteinas)

MERFASGWKONYYGKGDVIVYRLNRDGVVPQGCCPVEGAN
VKMLLYGDAFWPTYTTGDNTNLVATDSMKNEFIQRETCNET
GYDLESYCDEFLARKFMATYPHTAGIQLSARQAPYSGVAEG
KVAFAPSGPDVATACVELRRNGEALESVEASSGIHGEFRLL
RLGGSAFQGFLRDQYTTLPDIHNRPLHMWLDLEWHY IAPE
AALTGGEVTAQVRRLVHEGFHSFESGSIQQVIYQLGTKML
ADIPTISEVRLEANNRTWDTIVEQGDRLGVYTDARPPYGC
LGLTLRR

31

Uricasa de la
acidobacteria
Terriglobus
saanensis
(solo 2
cisteinas y
corta de 280

aa)

MAKLIDSRYGKARVRVMKLDRSQPQHOQLLEWTVRVLLEGD
FETAHTVGDNSNILPTDTMKNTVYSRAKESKAETPEEFAT
ELAEFLLGRNPQVHTVEVKIETAMWKRLVVDGKPHGSSEM
RGSDELGTVLHHATRETKTMVCGVENMVILKSONSSFEGY
IODDLTTLKPTADRLFATAMTADWDYTDGGSAFAARREAT
REAMLKAFAEHDSKSVOQTLYAMAEAAMAAVPAVNRVHMV
MPNKHCLLVDLKHFGOENNNEIFVPTEDPHGYIEATVVRE

32

Uricasa de
Kyrpidia

tusciae

MIMTGTMTSGTDORTMYYGKGDVWVYRSYAKPLRGLGQIP
ESAFAGRPNVIFGMNVOMAVEGEAFLPSFTEGDNSMVVAT
DSMKNFILRQAGAFEGATAEGFLEFVAGKFLEKYAHVSGV
RLEFGROIPFDELPVPEQEGFRPGELVEFRYSMNEYPTAFVA
VRRGPEGPVVVEHAGGVAGLKLIKIKGSSEFYGYTIHDEYTT
LPEAQDRPLFIYLYTIKWKYEHPEDFRAEHPERYVAAEQVR
DIAHTVFHELTSPSIONLIYHIGRRVLTRFPOLLEVSFEA
NNRTWETVLEEVEDLAGKRAEAKVYTEPRPPYGFQGEFTVT
RKDLEE

33
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Secuencia MTATAETSTGTKIVLGONQYGKAEVRVVKITRDGDTHHIK |34
consenso de |DLNVSVALSGDMDAVHLSGDNANVLPTDTQKNTVYAFAKE
uricasa HGIGSAEQFGIRLARHEFVTSQEPIHGARIRIEEYAWERIE
procedente TSHDHSFVRKGOETRTAQITYDGDWEVVSGLKDLTVLNST
del GSEFWGYVKDKYTTLPETYDRILATDVSARWRYNWTDDQP
alineamiento MPDWDKSYEQVRKHLLEAFAETYSLSLQQTLYQMGSRVLE
ARPEIDEIRFSLPNKHHFLVDLEPFGLDNDNEVYFAADRP
YGLIEATVLRDGAEPRIPVDMTNL

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

La urato oxidasa (uricasa, EC 1.7.3.3, uox) es una
enzima homotetramérica compuesta de cuatro subunidades
idénticas de 34 kDa. La enzima es responsable de la etapa
inicial gque comienza una serie de reacciones que convierten
el 4&cido tGrico en un producto mas soluble y facilmente
excretado, la alantoina. Expuesto brevemente, la uricasa
cataliza la reaccidén del &cido trico (UA) con O, y H,O para
formar 5-hidroxi-isourato (HIU) y la liberacién de H;0,. E1
HIU es un producto inestable que sufre hidrdélisis no
enzimatica dando 2-o0xo0-4-hidroxi-4-carboxi-5-
ureidoimidazolina (OHCU) u después se descarboxila
espontdneamente para formar alantoina racémica. En las
especies que contienen una uricasa funcional, se expresan
dos enzimas adicionales (HIU hidrolasa y OHCU
descarboxilasa), que catalizan esta reaccidn mas rapidamente
para generar (s)-alantoina. Puede encontrarse una uricasa
funcional en wuna gran variedad de organismos: arqueas,
bacterias y eucariotas. Sin embargo, en seres humanos vy
algunos primates no se expresa la uricasa. La falta de
expresién de uricasa se atribuye a tres mutaciones genéticas:
una mutacidén de sentido perdido en el coddn 33 (que tiene

impacto en orangutanes, gorilas, chimpancés y seres
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humanos), otra mutacidén de sentido perdido en el coddédn 187
(que tiene impacto en chimpancés y seres humanos) y una
mutacidén en el sitio aceptor de corte y empalme en el intrén
2 (que tiene impacto en chimpancés y seres humanos). Se ha
planteado una serie de hipdbdtesis para explicar la eliminacién
evolutiva de la actividad de wuricasa vy el aumento
proporcional en los niveles de UA. Estas incluyen la idea de
que un aumento en los niveles de UA (un potente antioxidante
y depurador de radicales oxigeno) da lugar a una reduccidn
en las enfermedades asociadas con radicales libres de oxigeno
(cadncer) y un aumento de la esperanza de vida. Ademés, el
hecho de que el UA se asemeje estructuralmente a
neuroestimulantes, tales como la cafeina y la teobromina, ha
dado pie a especular con que los niveles aumentados de UA
pueden haber dado lugar a un salto intelectual/cognitivo.
Finalmente, se ha sugerido que un aumento en el &acido urico
ocasiond y ayudd a mantener los niveles de presidn sanguinea
necesitados por los hominidos mientras que consumian una
dieta vegetariana muy baja en sal (hace 1-2 millones de
aflos) . Independientemente de la ventaja evolutiva que pueda
haber producido el resultado, la ausencia de expresidén de
uricasa en seres humanos ha dado como resultado niveles
sistémicos de UA més elevados y en algunos casos, afecciones
hiperuricémicas, tales como gota y sindrome de lisis tumoral.

La gota afecta a mds de 8 millones de estadounidenses
y es una artritis inflamatoria dolorosa vy debilitante
definida <como niveles séricos de UA que superan la
solubilidad del UA en los fluidos corporales. Los niveles
séricos de UA mayores de 6.8 mg/dl pueden dar como resultado
la formacidén de cristales de UA en los tejidos, provocando

una respuesta inflamatoria aguda. Los ataques agudos
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(brotes) de artritis gotosa y la inflamacién crénica que
deposita cristales de UA en tejidos fibrosos es dolorosa y
debilitante. El dafio causado por la gota puede ocasionar un
dolor crébnico, discapacidad funcional en el trabajo y en el
hogar y wuna calidad de vida relacionada con la salud
comprometida (Wertheimer, et al., anteriormente citado).

El sindrome de lisis tumoral (TLS) se produce
normalmente en pacientes con tumores voluminosos, que
proliferan rdpidamente y sensibles al tratamiento. E1 TLS es
una complicacidén potencialmente letal del tratamiento contra
el céancer que surge cuando se eliminan rapidamente grandes
cantidades de células cancerosas y liberan productos de
descomposicién. Los &cidos nucleicos puaricos se metabolizan
en UA, dando lugar a un dréastico aumento en el UA sistémico.
En los casos graves, se forman cristales de UA en los tubulos
renales, provocando nefropatia por UA (insuficiencia renal
aguda) . E1 TLS se ha comunicado entre una gran variedad de
tipos de tumor (Ikeda, et al., Drugs, Diseases & Procedures,
Medscape (3 de diciembre de 2014)).

Existe una serie de mecanismos de accidén para controlar
la hiperuricemia. Desde la década de 1960 se han prescrito
clinicamente inhibidores de xantina oxidasa (una enzima que
convierte la xantina en UA). El mé&s comin de estos, el
alopurinol, se usa por méds de 2 millones de pacientes de
gota en los Estados Unidos. Sin embargo, muchos pacientes
contintian teniendo niveles de UA por encima de 1los
aceptables, lo que sugiere que la hiperuricemia no es solo
un problema de produccién de UA. En estudios més recientes,
se ha demostrado que pueden controlarse los niveles de UA en
pacientes inhibiendo la URAT1, una enzima responsable del

reciclado del UA. Los farmacos uricosuUricos (moléculas que
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inhiben a la URAT1) actuan sobre los tubulos proximales en
los rifiones, donde interfieren con la absorcidén de UA desde
el rifiébn de vuelta a la sangre. Los farmacos uricosuricos,
tales como la benzbromarona y el lesinurad, promueven la
excrecién del UA. Por ultimo, se ha demostrado que el
tratamiento con uricasa reduce rédpidamente los niveles de UA
en el torrente sanguineo periférico mediante la oxidacidén
del UA en un producto més soluble, la alantoina. Hay dos
uricasas aprobadas para uso clinico, Krystexxa® y Elitek®.
Krystexxa® (pegloticasa) es una uricasa PEGilada
aprobada para el tratamiento de la gota crébénica en pacientes
adultos refractarios a la terapia convencional. Krystexxa®
es una proteina quimérica de la secuencia de uricasa de cerdo
y de babuino que estd hiper-PEGilada (~440 kDa de PEG por
tetrdmero). Krystexxa® se administra mediante una infusidn
intravenosa (IV) durante un periodo de 2 horas. Durante los
ensayos clinicos de fase 3, el 26% de 1los pacientes
experimentaron reacciones relacionadas con la infusidén y un
6.5% de los pacientes tuvo reacciones caracterizadas como
anafilaxia (Baraf et al., Arthritis Res Ther., 15(5):R137
(2013) y Strand et al., J Rheumatol., 39(7): 1450-1457
(2012) . Krystexxa® contiene un recuadro negro que avisa de
las reacciones anafilédcticas y a la infusidén (véase la
informacién de prescripcidén de Krystexxa®). Como resultado,
normalmente se trata previamente a los pacientes con
antihistaminicos o corticoesteroides antes de la infusidén IV
y se les monitoriza después de la infusidén. La monitorizacidn
antes del tratamiento, durante la infusidén IV y después de
la infusién se produce durante aproximadamente 6-8 horas en
una clinica de IV. La frecuencia del tratamiento es de una

vez cada dos semanas. En ensayos clinicos de fase 3, un gran
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nimero de pacientes desarrollaron anticuerpos anti-farmaco
(~92%) y aproximadamente un 40% de los pacientes
experimentaron un criterio de valoracién primario positivo
(reduccién de los niveles de UA por debajo de 6 mg/dl durante
6 meses). A pesar de las reacciones a la unisdén, la respuesta
anti-fdrmaco y la inconveniente pauta posoldgica, se han
observado resultados dramdticos en los ensayos clinicos vy
casos de estudio, demostrando la reduccidn o disolucidn de
los tofos (depdsitos de cristales de acido urico). Las fotos
digitales de pacientes con gota tofdcea (manos o pies) antes
y después de multiples tratamientos con Krystexxa® han
demostrado el potencial de una uricasa para redisolver 1los
tofos y la carga de UA.

Elitek® (rasburicasa) es una uricasa de Aspergillus
flavus recombinante modificada que estd indicado para la
gestién inicial de los niveles plasmdticos de &cido Urico en
pacientes pedidtricos y adultos con leucemia, linfoma vy
neoplasias malignas de tumores sélidos que estédn recibiendo
un tratamiento contra el céancer que se espera pueda dar como
resultado la lisis del tumor y la consiguiente elevacidén del
adcido uUrico en plasma. Elitek® tiene una semivida de 16-21
horas en seres humanos y ha de dosificarse diariamente
mediante infusidén IV. De manera similar a Krystexxa®, Elitek®
tiene también un recuadro negro que avisa del riesgo de
anafilaxia y hemélisis (especialmente en pacientes con
deficiencia de G6PD) . La frecuencia de dosificacidn
(diaria), la ruta de administracién (IV), la inmunogenicidad
y el coste hacen que el tratamiento con Elitek® sea una
opcidén poco probable para el tratamiento de la gota crodnica.

En vista de lo anterior, existe la necesidad en 1la

técnica de desarrollar uricasas mejoradas que sean mas
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seguras, mas convenientes y menos inmunogénicas que las
uricasas que se encuentran actualmente disponibles. La
invencidén descrita en el presente documento satisface esta
necesidad.

I. Secuencias de uricasa mejoradas

En algunos aspectos, el presente documento abarca una
serie de diferentes secuencias de wuricasa. La wuricasa
descrita en el presente documento puede comprender una
secuencia de aminoacidos gque es al menos aproximadamente un
90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, o 99% idéntica
a una cualquiera de las SEQ ID NO: 1-34, en donde la secuencia
no es una cualquiera de las SEQ ID NO: 27-33. En una
realizacidén, la uricasa tiene la secuencia de aminoacidos de
una cualquiera de las SEQ ID NO: 1-26 o 34. En otra
realizacién, la uricasa comprende una secuencia de
aminoacidos que es al menos aproximadamente un 90%, 91%,
92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, o 99% idéntica a una
cualquiera de las SEQ ID NO: 1-34, en donde la secuencia de
uricasa no es una secuencia de uricasa de origen natural.

En algunas realizaciones, la uricasa es al menos
aproximadamente un 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%,
98%, o 99% idéntica a la SEQ ID NO: 1 o al menos
aproximadamente un 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%,
98%, o 99% idéntica a la SEQ ID NO: 2.

En algunas realizaciones, la uricasa es una secuencia
que difiere de una cualgquiera de las SEQ ID NO: 1-34 en de
aproximadamente 1 a aproximadamente 35 aminoadcidos (por
ejemplo, en aproximadamente 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10,
11, 12, 13, 14, 15, 1le¢, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25,
26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34 o 35 aminoécidos). Por

ejemplo, la uricasa puede diferir respecto de la SEQ ID NO:
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1 o la SEQ ID NO: 2 en aproximadamente 1 a aproximadamente
35 aminoé&cidos.

En algunos aspectos, la uricasa es una secuencia que
difiere de una cualquiera de las SEQ ID NO: 1-34 en de
aproximadamente 1 a aproximadamente 14 aminodcidos (por
ejemplo, en aproximadamente 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10,
11, 12, 13, o 14 aminoacidos). Por ejemplo, la uricasa puede
diferir respecto de la SEQ ID NO: 1 o la SEQ ID NO: 2 en
aproximadamente 1 a aproximadamente 14 aminodcidos. En
determinados aspectos, la uricasa es la SEQ ID NO: 1 o la
SEQ ID NO: 2. En determinadas realizaciones, la uricasa es
una cualquiera de las SEQ ID NO: 3-26 o 34. La uricasa puede
"diferir respecto de" una cualquiera de las SEQ ID NO: 1-34
al comprender una adicidén, eliminacidén o sustitucidén en la
secuencia de aminocacidos. Los métodos para preparar
adiciones, eliminaciones y sustituciones de aminodcidos se
conocen bien en la técnica.

En algunas realizaciones, 1la uricasa comprende un
truncamiento en el extremo N- y/o C-terminal, en donde la
uricasa truncada conserva su actividad enzimdtica. En una
realizacién, se truncan de aproximadamente 1-15 (por
ejemplo, aproximadamente 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11,
12, 13, 14, o 15) aminodcidos del extremo N-terminal. En
otra realizacidén, se truncan de aproximadamente 1-20 (por
ejemplo, aproximadamente 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11,
12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, o 20) aminoadcidos del extremo
C-terminal. En otra realizacidn mas, se truncan
aproximadamente 1-15 (por ejemplo, aproximadamente 1, 2, 3,
4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, o 15) aminoadcidos del
extremo N-terminal y se truncan aproximadamente 1-20 (por

ejemplo, aproximadamente 1, 2, 3, 4, 5, o6, 7, 8, 9, 10, 11,
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12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, o 20) aminocadcidos del extremo
C-terminal. EN una realizacidén, la uricasa es una uricasa de
una cualquiera de las SEQ ID NO: 27-34, en donde la uricasa
comprende un truncamiento en el extremo N- y/o C-terminal,
como se ha descrito anteriormente, en donde la uricasa
truncada conserva la actividad enzimédtica. En una
realizacién adicional, 1la uricasa truncada anteriormente
mencionada contiene de aproximadamente 1 a aproximadamente
14 (por ejemplo, aproximadamente 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9,
10, 11, 12, 13, o 14) cambios de aminodcidos adicionales
(por ejemplo, adiciones, eliminaciones o sustituciones). Se
conocen en la técnica métodos para evaluar la actividad
enzimdtica de una uricasa (por ejemplo, ensayos de formacidn
de producto y agotamiento de sustrato) vy puede usarse
cualguier método adecuado conocido en la técnica para medir
la actividad enzimdtica de las wuricasas descritas en el
presente documento.

En algunas realizaciones, la uricasa es al menos
aproximadamente un 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%,
98% o 99% idéntica a las SEQ ID NO: 27-33. En algunos
aspectos, la uricasa difiere de una cualquiera de las SEQ ID
NO: 27-33 en de aproximadamente 1 a aproximadamente 35
aminoacidos (por ejemplo, en aproximadamente 1, 2, 3, 4, 5,
6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21,
22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34 o 35
aminoéacidos) .

En una realizaciédn, la uricasa es al menos
aproximadamente un 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%,
98% o 99% idéntica a los numeros de referencia del NCBI
DOVWQ1, WP 011525965, wp 010887803, Wp 013581210.1,
WP 011682147, WP 013569963 o ADG06709. En algunos aspectos,
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la uricasa difiere de uno cualgquiera de los numeros de
referencia del NCBI DOVWQl, WP 011525965, WP 010887803,
WP 013581210.1, WP 011682147, WP 013569963 o ADG06709 en de
aproximadamente 1 a aproximadamente 35 aminodcidos (por
ejemplo, en aproximadamente 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10,
11, 12, 13, 14, 15, 1e¢, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25,
26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34 o 35 amino&cidos).

En algunas realizaciones, la uricasa es aproximadamente
un 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% o 99% idéntica
a la SEQ ID NO: 27. En algunos aspectos, la uricasa difiere
de la SEQ ID NO: 27 en de aproximadamente 1 a aproximadamente
35 aminoacidos (por ejemplo, en aproximadamente 1, 2, 3, 4,
5 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20,
21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34 o 35
aminoacidos) .

En algunas realizaciones, la uricasa es al menos
aproximadamente un 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%,
98% o 99% idéntica a la SEQ ID NO: 28. En algunos aspectos,
la uricasa difiere de la SEQ ID NO: 28 en de aproximadamente
1 a aproximadamente 35 aminodcidos (por ejemplo, en
aproximadamente 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13,
14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28,
29, 30, 31, 32, 33, 34 o 35 aminoéacidos).

Se sabe de sobra en la técnica que el procesado de
proteinas expresadas puede dar como resultado la escisidn
del resto de metionina N-terminal, una modificacidén co-
traduccional que puede producirse en hospedadores tanto
procariotas como eucariotas (Sherman, et al., Biloessays, 3:
27-31 (1985)). Este procesamiento, que se efectla enzimdtica
por la metionina aminopeptidasa, depende de la identidad del

resto de aminocdcido adyacente al extremo amino-terminal. La
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metionina se elimina de manera eficaz de las proteinas cuando
el segundo resto es glicina o un aminocdcido con una cadena
lateral pequefia, tal como alanina (Hirel et al., Proc. Natl.
Acad. Sci. U.S.A., 86: 8247-8251 (1989) y Huang et al.,
Biochemistry, 26: 8242-8246 (1987)). Sin embargo, la
metionina N-terminal no se escinde cuando el resto adyacente
es un aminodcido con una cadena lateral grande. Pueden
producirse grados variables de escisidén cuando el segundo
resto es un aminodcido de tamafio intermedio, tal como
treonina o asparagina (Hirel et al., anteriormente citado).
Por lo tanto, en algunas realizaciones, se escinde la
metionina en la posicidén 1 de la uricasa, de tal forma que
la forma procesada de la uricasa no contiene una metionina
en la posicién 1. En otra realizacidn, la uricasa conserva
la metionina en la posicidén 1. Para prevenir la escisiédn de
la metionina en la posicién 1, la uricasa puede comprender
una o mas sustituciones o eliminaciones de amino&cidos
después de la metionina N-terminal. Dichas sustituciones o
eliminaciones se disefiardn para dar como resultado gque un
aminoacido grande se encuentre en la segunda posicidédn dentro
de una secuencia. Los ejemplos de aminodcidos grandes son
glutamina, acido glutamico, fenilalanina, metionina, lisina,
tirosina, triptdéfano y arginina. Por ejemplo, en algunos
aspectos, la uricasa puede no comprender una treonina en la
posicidén 2 y la posicidén 2 o bien se elimina o bien se
sustituye, en donde la numeracidédn es en relacidn con la SEQ
ID NO: 27. En algunas realizaciones, se ha modificado la
secuencia de la uricasa para que comprenda una alanina u
otro aminocdcido pequefio en la posicidén 2 (es decir, el
aminodcido préximo a la metionina N-terminal). Los ejemplos

de aminoacidos pequefios son glicina, alanina, serina,
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prolina, treonina, valina y cisteina, pero se da preferencia
a los més pequefios de estos (glicina y alanina) para limitar
la posibilidad de procesamiento parcial (Hirel et al.,
anteriormente citado).

En algunas realizaciones, la secuencia de uricasa se
conjuga o fusiona recombinantemente con un polimero
sintético o biosintético para prolongar la semivida de la
proteina y/o para mitigar la inmunogenicidad. Los polimeros
ejemplares que pueden usarse en la invencién son
polietilenglicol (PEG), polimeros de fosforilcolina (véase,
por ejemplo, la Publicacién de Solicitud de Patente de los
Estados Unidos 2013/0034517), polimeros de péptidos
repetidos, tales como secuencias "PAS" o "X-TEN" (véase, por
ejemplo, Schlapschy et al., Protein Eng. Des. Sel. 26: 489-
501 (2013), Schellenberger et al., Nat. Biotechnol., 27:
1186-1190 (2009), y Podust et al., Protein Eng. Des. Sel.,
26: 743-753 (2013)) o polimeros a base de carbohidratos,
tales como heparosano (véase, por ejemplo, la Publicacidédn de
Solicitud de Patente 1Internacional WO 2014/060397) o
hidroxietilalmidén (véase, por ejemplo, el documento EP
2270036). En otras realizaciones, la secuencia de uricasa
puede fusionarse recombinantemente con polipéptidos que
prolongan la semivida en circulacién reduciendo la tasa de
eliminacién renal. Dichos compafieros de fusién se conocen
bien en la técnica e incluyen agentes gque se unen
directamente al receptor de Fc neonatal (FcRn) de un modo
dependiente del pH (por ejemplo, la regién Fc de las
inmunoglobulinas o albtmina sérica) o como alternativa, se
unen a un resto de unidén a FcRn de origen natural (por
ejemplo, polipéptidos que se unen a albumina sérica). En

otra realizacidén, la secuencia de uricasa puede conjugarse
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o fusionarse recombinantemente a una o mas repeticiones de
un fragmento peptidico C-terminal procedente de la subunidad
beta de la gonadotropina coridnica (véase, por ejemplo, la
Patente de los Estados Unidos 6,225,449).

En otras —realizaciones, se conjuga un polimero
sintético o biosintético al extremo N- y/o C-terminal de la
uricasa para prolongar la semivida de la proteina y/o para
mitigar la inmunogenicidad.

En algunas realizaciones, se modifica la secuencia de
uricasa para crear 1-6 (por ejemplo, 1, 2, 3, 4, 5 o 06)
sitios en la superficie accesibles para la conjugacidédn. Por
ejemplo, en algunas realizaciones, se modifica la secuencia
de uricasa para que contenga 1, 2, 3, 4, 5 o 6 restos de
cisteina accesibles en la superficie a 1los que puede
conjugarse un polimero (por ejemplo, PEG). En algunas
realizaciones, una secuencia de uricasa de origen natural
que no contiene ninguna cisteina o gue contiene Unicamente
unas pocas cisteinas proporciona una secuencia inicial
beneficiosa, de tal forma que pueden insertarse las cisteinas
en las ubicaciones de superficie accesibles adecuadas. En
otras realizaciones, se modifica la secuencia de wuricasa
para que contenga 1, 2, 3, 4, 5 o 6 aminoadcidos de origen no
natural accesibles en la superficie a los que puede
conjugarse un polimero.

En algunas realizaciones, se modifica una secuencia de
uricasa de origen natural para mutar algunas o todas las
cisteinas existentes (mediante eliminacidén y/o sustitucién)
con aminodcidos alternativos. En algunas realizaciones, se
introducen nuevas cisteinas en ubicaciones deseadas
(mediante adicidén y/o sustitucidn), para posibilitar 1la

conjugacidén de sitio especifico de los ©polimeros o
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polipéptidos que pueden modificar el comportamiento
farmacocinético. En una realizacidén, 1la seleccidén de un
aminodcido adecuado para la sustitucién de Cys estd guiada
por el alineamiento de la wuricasa de interés con otras
secuencias de wuricasa para determinar la diversidad de
aminodcidos naturales en la posicidn equivalente entre todas
las uricasas. Después, se selecciona un aminoadcido distinto
de cisteina basandose en su prevalencia en la posicidn de
interés entre las otras uricasas. En otra realizacidn, la
seleccidédn de un aminodcido adecuado para la sustitucidén de
Cys estd guiada por el andlisis de la estructura cristalina
para esa uricasa particular para determinar qué restos de
aminodcidos estédn accesibles en la superficie. Después, se
seleccionan uno o méds aminocacidos accesibles en la superficie
y se modifican a cisteina. En algunos casos, las cisteinas
en la secuencia de uricasa modificada final se ubican en
posiciones accesibles de la superficie, de tal forma que
pueden PEGilarse las cisteinas.

En algunas realizaciones, la uricasa comprende de
aproximadamente 1 a aproximadamente 6 cisteinas,
especificamente, aproximadamente 1, 2, 3, 4, 5 o 6 cisteinas.
En una realizacidén, la uricasa comprende aproximadamente 2
cisteinas.

En determinadas realizaciones, la uricasa comprende un
resto de PEG unido a los restos de cisteina. El control sobre
el nuimero y la ubicacién de los restos de cisteina permite
controlar el nlmero de sitios de wunién a PEG vy las
propiedades oéptimas del conjugado resultante, incluyendo
atributos biofisicos y la actividad enzimética.

El polietilenglicol (PEG) es un compuesto de poliéter

con la estructura H- (0O-CH,-CH,),—OH. Los reactivos PEG usados
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con mas frecuencia para su conjugacidédn a proteinas son
derivados de monometoxi poli(etilenglicol) que tienen la
estructura CH3-O-(CH,-CH,-0),-X, en donde X contiene un
enlazador y grupo funcional reactivo lineal (PEG lineal). En
algunos casos, X puede contener un elemento de ramificacién,
de tal forma que el reactivo de PEG contiene un grupo
funcional reactivo y mads de una cadena polimérica de PEG
(PEG ramificado) o méds de un grupo funcional reactivo vy
cadenas de polimero de PEG (PEG ahorquillado). Los reactivos
de PEG pueden incluir aproximadamente 5, 10, 20, 40, 60 y 80
kDa en total de polimero de PEG.

En algunas realizaciones, pueden usarse PEG reactivos
con tiol para que reaccionen con el grupo tiol en al menos
una cisteina. Por ejemplo, puede usarse PEG-maleimida, asi
como PEG-ortopiridil-disulfuro, PEG-vinilsulfona vy PEG-
yodoacetamida. En otras realizaciones, los PEG reactivos con
tiol tienen una estructura lineal o ramificada con un solo
resto tiol reactivo o puede tener una estructura ahorquillada
con dos o mads grupos reactivos por cada molécula de PEG.

Por lo tanto, se conocen una diversidad de estrategias
y puede usarse cualquier método adecuado conocido en la
técnica para PEGilar las cisteinas en la uricasa.

En algunas realizaciones, 1la uricasa comprende una
cisteina en al menos una de las siguientes posiciones: 11C,
33C, 119C y 142C, en donde la numeracidén de la posicidén es
en relacidén con la SEQ ID NO: 27.

En una realizacién, la uricasa comprende una cisteina
en al menos una de las siguientes posiciones: 11C, 33C, 119C,
120C, 142C, 196C, 238C, 286C y 289C en donde la numeracidn

de la posicidén es en relacidn con la SEQ ID NO: 27.
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Se sabe que las integrinas, como una familia principal
de receptores de adhesién celular, desempefian un papel clave
en las interacciones entre células y entre la célula y la
matriz extracelular. Se ha demostrado que el tripéptido Arg-
Gly-Asp (RGD) dentro de la fibronectina media la adhesidn
celular a través de la unidén a integrina. Se han generado
péptidos sintéticos que contienen un motivo RGD
especificamente para que se dirijan a alfa(v)-integrina para
su internalizacidén a través de endocitosis dependiente de
integrina como potencial agente terapéutico para el cancer.
Supuestamente, un motivo de unidén a integrina (RGD) podria
ser problematico para un agente terapéutico que se espere
que funcione en el torrente sanguineo periférico. Por 1lo
tanto, en determinados aspectos de la invencidédn, la uricasa
no comprende una secuencia RGD.

Los métodos para mutar aminodcidos se conocen bien en
la técnica y pueden usarse dichos métodos para mutar uno o
mas de los aminodcidos de RGD en cualquier otro aminoacido
de origen natural. En una realizacidébn, se muta la arginina
en el motivo RGD en una serina, de tal forma que la uricasa
contiene un SGD en lugar de un RGD. En otra realizacién, la
arginina, la glicina y/o el acido aspartico en el motivo RGD
se muta en cualquier otro aminocdcido de origen natural, de
tal forma que la uricasa no contiene un motivo RGD. En una
realizacidén, se alinea una serie de secuencias de aminoacidos
de uricasa usando métodos conocidos en la técnica para
determinar el resto méds altamente conservado en las
posiciones de aminocdcidos donde estd presente un motivo RGD
y se mutan uno o mas aminodcidos presentes en el motivo DGD
en el resto de aminodcido que se encuentra méds conservado en

esa posicidén de aminodcido concreta. Por ejemplo, en caso de
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que la G y la D del motivo RGD estén altamente conservadas,
se mutaria Unicamente la R al resto de aminodcido que esté
mas altamente conservado en esa posicién particular (por
ejemplo, serina).

Los métodos para preparar secuencias de nucledtidos que
codifican las secuencias de aminodcidos de uricasa se conocen
bien en la técnica, de tal forma que un experto en la materia
podria preparar rapidamente una secuencia de acido nucleico
que codifique las secuencias de aminocadcido de wuricasa
divulgadas en el presente documento. Por lo tanto, en una
realizacidén, la invencidn comprende una secuencia de &acido
nucleico que codifica la secuencia de aminodcidos de uricasa
divulgada en el presente documento. Se conocen y se
encuentran disponibles en la técnica vectores de expresidn
adecuados, de tal forma que la invencidén también abarca un
vector que comprende una secuencia de acido nucleico que
codifica la secuencia de aminoacidos de uricasa divulgada en
el presente documento. En otra realizacidén més, la invencidn
abarca wuna 1linea <celular que comprende el vector de
expresién. La linea celular puede ser una linea celular
eucariota o procariota. En una realizacidén preferida, la
linea celular es una linea celular procariota, tal como E.
coli, corynebacterium o Pseudomonas fluorescens. En otra
realizacién, la linea celular es una linea celular eucariota,
tal como Saccharomyces cerevisiae, células de insecto, etc.
También pueden usarse lineas celulares de mamifero, tales
como células de ovario de hédmster chino (CHO).

En una realizacién, la invencidén abarca una composicidn
que comprende la uricasa descrita en el presente documento.
En un aspecto, la uricasa en la composicién forma un

tetramero. En algunos aspectos, al menos un 93% (por ejemplo,
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un 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o incluso un 100%) de
los mondémeros de uricasa presentes en la composicidédn estan
mono-pegilados (por ejemplo, estd presente un resto de PEG
en cada mondémero). En algunos aspectos, al menos un 93% (por
ejemplo, un 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o incluso un
100%) de los mondémeros de uricasa presentes en la composicidn
estadn di-pegilados (por ejemplo, estan presentes dos restos
de PEG en cada mondémero). En algunos aspectos, al menos un
93% (por ejemplo, un 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o
incluso un 100%) de los mondmeros de uricasa presentes en la
composicidn estan tri-pegilados (por ejemplo, estan
presentes tres restos de PEG en cada mondmero) .

En otra realizacidén, la invencidédn abarca un modelo
estadistico para determinar la eficacia de la PEGilacién de
una proteina oligomérica, tal como un tetradmero de una
proteina uricasa descrita en el presente documento. La
invencién también proporciona una medida estadistica para
derivar la funcionalizacién general de una proteina
oligomérica a partir de los datos obtenidos de ensayos
facilmente accesibles que provocan la disociacién de
subunidades asociadas de manera no covalente, tal como se
describen en el ejemplo 14 del presente documento.

En otra realizacidén, la invencidédn abarca un enfoque
estadistico basado en wuna distribucién multinomial que
permite el calculo de la conjugacién general de proteina
para proteinas oligoméricas cuando el tamafio y la naturaleza
de la proteina o las propiedades biofisicas del conjugado no
permiten el analisis en condiciones nativas.

Il1. Métodos de tratamiento

En algunos aspectos, la invencidén abarca un método para

tratar a un paciente  hiperuricémico, que comprende
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administrar cualquiera de las wuricasas descritas en el
presente documento y de este modo, reducir los niveles de
dcido urico y/o la carga de cristales de UA. Los pacientes
pueden tener cualquiera de una serie de afecciones que den
como resultado hiperuricemia. Por ejemplo, el paciente puede
tener gota, tal como, pero sin limitacidén, gota refractaria,
gota tofédcea y/o alta carga de UA. A modo de otro ejemplo,
el paciente puede tener o estar en riesgo de padecer sindrome
de lisis tumoral.

En algunos aspectos del método, la uricasa puede
administrarse por via subcutédnea. En otros aspectos, puede
administrarse por via intravenosa o intramuscular.

Para determinados métodos de tratamiento, el paciente
puede tener un nivel de UA mayor de 6.8 mg/dl antes del
tratamiento y un nivel sérico de UA menor de 6.8 mg/dl
después del tratamiento.

En algunas realizaciones, la uricasa o el método de
tratamiento no estd asociado <con anafilaxia. En una
realizacidén, la uricasa o el método de tratamiento no es
inmunogénico.

EJEMPLOS

Ejemplo 1. Seleccion de la enzima uricasa

Se alinearon mads de 200 secuencias de uricasa
procedentes de bases de datos puUblicas gque incluian uricasas
de mamifero, vegetales, microbianas, etc. Se seleccionaron
las uricasas candidatas con secuencias disponibles en las
bases de datos usando criterios propios que incluian (pero
sin limitacién): propiedades bioldégicas favorables (tales
como expresién en E. coll, solubilidad a pH neutro, actividad
a pH neutro), baja identidad o similitud de secuencia con

otras secuencias (diversidad), bajo contenido enddgeno de
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Cys y organismos gque tienen propiedades interesantes que
sugieren que su uricasa podria tener propiedades favorables
(extremdéfilos, termdéfilos, aciddébfilos, etc.).

Después de este proceso, se seleccionaron las
siguientes 7 secuencias candidatas para su investigacién
adicional: Uricasa de Arthrobacter globiformis (SEQ ID NO:
27), uricasa de Deinococcus geothermalis (SEQ ID NO: 28),
uricasa de Deinococcus radiodurans (SEQ ID NO: 29), uricasa
de Granulicella tundricola (SEQ ID NO: 30), uricasa de
Solibacter usitatus (SEQ ID NO: 31), uricasa de Terriglobus
saanensis (SEQ ID NO: 32) y uricasa de Kyrpidia tusciae (SEQ
ID NO: 33). Ademas, como 8% secuencia, se previd una
secuencia consenso de uricasa a partir del alineamiento de
muchas secuencias de wuricasa. La secuencia consenso se
representa por la SEQ ID NO: 34. Tal como se muestra en la
tabla 2 a continuacidén, hay una gran cantidad de diversidad
entre las 8 secuencias que se seleccionaron.

Tabla 2: Comparacion de identidad de secuencia de

uricasa
Arthrob Deinoco Deinoco Granuli SolibacTerriglKyrpi
Consens actor ccus ccus cella ter obus dia
o globifo geother radiodu tundric usitatusaanenstusci
rmis malis rans ola S is ae
Conse
100 61.7 44 .4 44,1 36.7 28.0 39.4 28.5
nso
Arthrob
actor
_ 100 41.2 43.4 42.7 29.2 38.4 27.3
globifo
rmis
Deinoco
100 75.1 36.0 23.4 34.5 22.2

CCus
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geother
malis
Deinoco
ccus
_ 100 36.3 23.1 37.0 21.6
radiodu
rans
Granuli
cella
_ 100 26.4 58.4 27.1
tundric
ola
Solibac
ter
i 100 21.5 43.7
usitatu
S
Terrigl
obus
100 25.6
saanens
is
Kyrpidi
a 100
tusciae
Ejemplo 2. Paradigma de exploracioén

Se usdé6 un paradigma de exploracidén inicial para
identificar candidatos para su optimizacidédn adicional. Las
8 secuencias de uricasa descritas en el ejemplo 1 se clonaron
con una etiqueta His amino-terminal y se expresaron en E.
coli. Se evalud el nivel de expresién de cada construccidn
de uricasa y en particular, la expresidn soluble. Se lisaron
E. coli que expresaban uricasa y el material soluble se
separd del material insoluble (sedimento). Los lisados se
separaron por SDS-PAGE y se visualizaron las proteinas
mediante tincién de azul de Coomassie. Tal como se muestra

en la figura 1, la mayoria de las uricasas estaban presentes
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a un alto nivel en el material insoluble (P). La quimera de
cerdo-babuino parece expresarse practicamente por completo
en la fraccién de sedimento (P) (insoluble) (figura 1, carril
9). La expresién citosdlica soluble (S) se considerd una
propiedad favorable. Después, se purificaron las 8 uricasas
de los lisados celulares de E. colil mediante cromatografia
de afinidad de Ni. El rendimiento de proteina se determind
midiendo la absorbancia a 280 nm. El tamafio de la proteina
se verificd mediante espectrometria de masas y la formacién
de tetrdmero se confirmdé mediante cromatografia de exclusidn
por tamafios y deteccidn de dispersidn de luz (véase la tabla

3 a continuaciédn).

Tabla 3: Analisis de espectrometria de masas y de SEC-

LS
Masa de Tetrdmero Formacidn
Masa Tetrédmero
mondémero medido porde
predicha tedbrico
medida SEC-LS tetrémero
(kDa) (kDa)
(kDa) (kDa)
Arthrobactor
_ _ 88 33.88 135.52 135.20 v
globiformis
Deinococcus
_ 35.19 35.19 140.76 136.30 v
geothermalis
Terriglobus
) 2.69 32.69 130.76 126.80 v
saanensis
Consenso 35.83 35.83 143.32 141.30 v
Deinococcus
_ 35.58 35.58 142.32 140.40 v
radiodurans
Granulicella
_ 3.60 33.60 134.40 128.00 v
tundricola
Kyrpidia
38.24 38.24 152.96 147.20 v

tusciae
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Solibacter
_ 33.24 33.24 132.96 137.70 v
usitatus

Se eliminaron tres uricasas de las evaluaciones
posteriores basédndose en sus rendimientos de expresién,
solubilidad o purificacidén desfavorables, a saber, las de
Solibacter usitatus, Kyrpidia tusciae vy Granulicella
tundricola.

Se llevaron a cabo mediciones de calorimetria de barrido
diferencial para evaluar la estabilidad térmica (véase la
tabla 4 a continuacidn). Se observaron dos transiciones para
cada uricasa. Las de Terriglobus saanensis y Deinococcus
radiodurans mostraron una transicién térmica (TM1l) que era
menor de lo deseado y, como resultado, se eliminaron estas
dos uricasas del grupo de candidatos. Las figuras 2A y 2B
muestran dos ejemplos de los resultados de la DSC (uricasa
de Deinococcus geothermalis (figura 2A) vy wuricasa de
Deinococcus radiodurans (figura 2B)).

Tabla 4: Estabilidad de calorimetria de barrido

diferencial
TM1 (°C) ™2 (°C)
Arthrobactor
} ) 47.5 73.0
globiformis
Deinococcus
] 55.0 63.0
geothermalis
Terriglobus
i 42.0 90.0
saanensis
Consenso 56.0 69.0
Deinococcus
i 32.0 54.0
radiodurans

Cinco wuricasas (SEQ ID NO: 27, 28, 29, 32 y 34) se
evaluaron respecto de sus caracteristicas de solubilidad a

PH neutro y de actividad en términos de formacidén de producto



10

15

20

25

30

WO 2016/187026 - 51 - PCT/US2016/032415

(H;02) a pH 9.0 y 7.4. En el ensayo de formacidén de producto,
la formacién de alantoina es proporcional a la formacidn de
H,0,, que estd wvinculada a la reaccién colorimétrica
catalizada por peroxidasa de rédbano picante. La aparicidén de
perdéxido de hidrégeno puede medirse mediante un aumento en
la absorbancia a 540 nm. Los ensayos de formacién de producto
fueron proporcionales a los ensayos de agotamiento en
términos de actividad de uricasa. Sin embargo, los ensayos
de formacidén de producto no permiten la monitorizacidn
continua de actividad enzimé&tica con el paso del tiempo. Los
ensayos de agotamiento de sustrato fueron mucho mejores para
evaluar parametros cinéticos, tales como Vmadx y Km.

El agotamiento de sustrato (UA) es otro método comin
para evaluar la actividad de wuricasa. En el ensayo de
agotamiento de sustrato, se incubaron UA y tampdédn fosfato
durante 1 hora a la temperatura indicada (tipicamente a
30°C) . Después, se diluyd la uricasa a 1 pg/ml y se combind
con una curva de UA (400 uM diluido a 1:1.6 hasta 23.8 uM)
en tampén de fosfato 0.1M (PB), pH 7.4. En algunos ensayos,
se afiadié DTT 1 mM al ensayo. La temperatura del lector de
Molecular Devices se ajustd a 30°C. Se registraron mediciones
de absorbancia a 292 nm cada 20 segundos durante un periodo
de 10 minutos. Se calculd la velocidad de degradacidén de UA
mediante el programa informatico SoftMax Pro. Se calcularon
la Vmadx y Km para estas uricasas (véase la tabla 5 a
continuacién). Los datos se muestran en la figura 3. Cada
curva representa 4320 puntos de datos de actividad
especifica.

Tabla 5: Vmax, Km y kcat/Km

Uricasa Tampdn pH Vmax Km

Krystexxa PB 7.4 5.68 116.3
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Arthrobacter
} ] PB 7.4 10.80 | 109.7
globiformis
Deinococcus
. PB 7.4 5.75 55.73
geothermalis
Terriglobus saanensis PB 7.4 5.48 76.18
Consenso PB 7.4 4.09 31.76
Deinococcus radiodurans PB 7.4 5.20 83.06

Basdndose en parametros cinéticos, se seleccionaron dos
uricasas para su estudio posterior, la de Deinococcus
geothermalis, que tenia una Vmdx mejorada 2 veces en relacién
con Krystexxa® (10.8 frente a 5.7) y la de Arthrobacter
globiformis, que tenia una Km 2 veces mejor en relacidén con
Krystexxa® (55.7 frente a 116.3). Ambas uricasas tenian una
kcat/Km aproximadamente 2 veces mejor en relacidén con
Krystexxa®. Por ultimo, aunque la uricasa consenso mostrd
una cinética favorable, la secuencia consenso es un 61.7%
idéntica a Arthrobacter globiformis mientras que Deilnococcus
geothermalis y Arthrobacter globiformis son tuUnicamente un
41.2% idénticas entre si, lo que sugiere una mayor diversidad
entre estas dos. El alto grado de diversidad se considerd
ventajoso y por lo tanto, se seleccionaron para su
investigacién adicional las uricasas de Deinococcus
geothermalis y de Arthrobacter globiformis.

Ejemplo 3. ElI modelado de la dosis sugiere que la
kcat es el parametro cinético mas importante

Los pacientes con gota y sindrome de lisis tumoral
tienen tipicamente niveles saturantes de UA (>6.8 mg/dl, 408
pM) . Por lo tanto, se barajdé la hipdtesis de que la Vméx
(kcat) es el paradmetro cinético més importante para una
uricasa terapéutica. Se generaron modelos de dosis basandose

en una mejora en kcat (Arthrobacter Globiformis) o Km
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(Deinococcus geothermalis). Aungque el modelo predijo que una
km mejorada (Dernococcus geothermalis) podria no
proporcionar una ventaja en la cantidad o frecuencia de la
dosificacién, el modelo predijo que una kcat mejorada
(Arthrobacter globiformis) podria proporcionar una ventaja
en términos de cantidad y frecuencia de dosificacidén. Por lo
tanto, los resultados del modelado de la dosis sugieren que
kcat es el parametro cinético mds importante para una uricasa
terapéutica.

Ejemplo 4. Inmunogenicidad basada en analisis de
péptidos solapantes

Ya que se ha demostrado que la inmunogenicidad es un
problema c¢linico para las wuricasas disponibles en 1la
actualidad, se exploraron las uricasas tanto de Arthrobacter
Globiformis como de Deinococcus geothermalis con respecto a
la inmunogenicidad putativa de 1linfocitos T mediante
andlisis EpiScreen™. Se analizaron las secuencias de ambas
enzimas uricasas usando péptidos solapantes respecto de la
presencia de epitopos de linfocitos T CD4+ (andlisis de mapeo
de epitopos de linfocitos T EpiScreen™). Se probd un total
de 93 péptidos 15-meros solapantes que abarcan la secuencia
de uricasa de Arthrobacter Globiformis y 94 para Delnococcus
geothermalis frente a una cohorte de 54 donantes sanos
seleccionados para representar una seccidén transversal de
haplotipos HLA-DRB1. Las respuestas de linfocitos T CD4+
frente a péptidos individuales se midieron usando ensayos de
proliferacién de incorporacidén de 3H timidina y se usaron
los resultados para compilar un mapa de epitopos de las dos
secuencias de uricasa. Se tomd en consideracidn un epitopo
de linfocitos T putativo en caso de que 3 o mas muestras

donantes suscitasen un indice de estimulacidén de CD4 mayor
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de 2.00 en el ensayo. Se identificdé un total de cinco
epitopos putativos de linfocitos T en la secuencia de
Arthrobacter globiformis. En este caso, ningun péptido
desencadendé una respuesta de linfocitos T en més de 4
muestras donantes (<10%). Ademds, la magnitud del indice de
estimulacién para cada péptido positivo fue relativamente
baja, lo que sugiere que los péptidos pueden no ser epitopos
fuertes para linfocitos T. El andlisis de péptidos solapantes
de 1linfocitos T de Delnococcus geothermalis sugirié 1la
existencia de seis epitopos putativos. Algunos de estos
péptidos desencadenaron una repuesta positiva de linfocitos
T en mds del 10% de los donantes explorados y la magnitud de
la respuesta (indice de estimulacién) fue mayor.

Basadndose en estos resultados y la Vmadx mejorada para
Arthrobacter globiformis, se tomé 1la determinacién de
mejorar adicionalmente esta secuencia.

Ejemplo 5. Evolucién de secuencia para uricasa de
Arthrobacter globiformis

A. Evolucion inicial de secuencia

La SEQ ID NO: 22 se modificd para afadir una etiqueta
His N-terminal y un enlazador corto y para truncar los 11
aminodcidos C-terminales para eliminar la Cys C-terminal,
dando como resultado la SEQ ID NO: 21.

B. Cambio de RGD a SGD

Se sabe que las integrinas, como una familia principal
de receptores de adhesidn celular, desempefian un papel clave
en las interacciones entre células y entre la célula y la
matriz extracelular. Se ha demostrado que el tripéptido RGD
dentro de la fibronectina media la adhesidén celular a través
del motivo de RGD. Supuestamente, un motivo de unidén a

integrina (RGD) podria ser problemédtico para un agente
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terapéutico que se espere que funcione en el torrente
sanguineo periférico. La SEQ ID NO: 21 y la SEQ ID NO: 22
contienen en ambos casos un motivo RGD. Se llevd a cabo un
ensayo de adhesién a células tumorales M21 para determinar
si el RGD estd accesible en la superficie. Se usaron células
M21 debido a gque expresan o3 v oyfBs integrinas. Se recubrid
una placa de ELISA con un sustrato de fibronectina que
contiene RGD, PBS (control negativo) o articulo de ensayo a
razdén de 0-100 ug/ml durante una noche en PBS. Se incubaron
células M21 marcadas fluorescentemente (calceina-AM) durante
1 hora a 37°C sobre placas recubiertas. Las células no unidas
se eliminaron por lavado y las células unidas se midieron
segin la fluorescencia total. Fab9mCys es una IgG que
contiene un RGD dentro del bucle CDR-H3 y sirve como control
positivo Jjunto con la fibronectina. Los resultados se
muestran en la figura 4 e ilustran que la uricasa dque
contiene RGD de Arthrobacter globiformis se une a las células
M21. Estos datos sugieren que el RGD en la uricasa de
Arthrobacter globiformis estd accesible en la superficie.
Usando una Dbase de datos de més de 200 wuricasas
alineadas, se determindé que la glicina (G) y el aspartato
(D) en el motivo RGD eran restos altamente conservados entre
las uricasas alineadas. Sin embargo, la arginina (R) no era
una posicidén altamente conservada y el resto consenso en
esta posicidén es una serina (S). Por lo tanto, se uso
mutagénesis de sitio dirigido para reemplazar la R en el
motivo RGD con una S, convirtiendo de este modo el RGD en un
SGD. Esta modificacidén elimina el motivo de unidn a integrina
potencial, generando de este modo una uricasa que tiene la

SEQ ID NO: 20, en donde la His y la etiqueta enlazadora en
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el extremo N-terminal de la secuencia como se muestra son
opcionales.

C. Evaluacion de la modificacion SGD

Se evalubd el impacto de la mutacidn RGD a SGD respecto
de su impacto en la expresidén, solubilidad, purificacién,
rendimiento, etc. Aunque la mutacién SGD parece haber
reducido en cierta medida la expresién soluble, pueden
optimizarse las condiciones de cultivo para mejorar la
expresiédn soluble.

La mutacién RGD a SGD mostrd una reduccidn marcada en
el ensayo de unién a integrina (véase la figura 4). Se
evaluaron ambas uricasas respecto de su actividad a pH 7.4.
La mutacidén SGD parece tener una actividad comparable (véase
la figura 5).

Ejemplo 6. Evaluacion de la inmunogenicidad de
uricasa modificada de Arthrobacter globiformis

A. Ensayo de inmunogenicidad LONZA (Epibase®)

Aunque la uricasa de Arthrobacter globiformis (SEQ ID
NO: 22) tenia 5 epitopos putativos de linfocitos T basandose
en el ensayo EpiScreen, ninguno de estos suscitd una fuerte
respuesta en mds de un 10% de las muestras donantes. Ademés,
se sabe que los ensayos de epitopos de linfocitos T de
péptidos sintéticos solapantes predicen por exceso los
epitopos de MHC de clase 2. Esto se debe probablemente al
hecho de que no todas las potenciales variantes peptidicas
existirdn en un proceso de degradacidén endosdmica enddgeno
del agente terapéutico proteinico. Como resultado, se
exploré Arthrobacter globiformis modificada (SEQ ID NO: 18)
como una holoproteina en el ensayo de inmunogenicidad
Epibase®. El ensayo Epibase® es un ensayo de inmunogenicidad

de linfocitos T de PBMC usado para evaluar el "riesgo de
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inmunogenicidad". Aungque este ensayo no puede predecir
necesariamente la inmunogenicidad clinica, puede usarse para
identificar proteinas de "alto riesgo" y "bajo riesgo",
basdndose en el numero de respondedores y en la magnitud de
la respuesta general (indice de estimulacidén). En este
ensayo, se usaron muestras de PBMC de 202 donantes normales
para evaluar la inmunogenicidad de linfocitos T de un
candidato de uricasa en relacidén con un control negativo
(tampdébn) y un control positivo (KLH). En este caso, se
seleccionaron 202 donantes para representar las frecuencias
de HLA-DRB1 en la poblacidédn caucasica (véase la figura 6).
Se descongelaron PBMC de reservas congeladas y se afiadieron
a una placa de 96 pocillos a una densidad de 3x105 células
por pocillo. Se afiadieron los articulos de ensayo al medio
a 30ug/ml (Tampdén, KLH, SEQ ID NO: 18). Se llevd a cabo cada
condiciédn de ensayo en 8 replicados (n=8). Los PBMC se
incubaron durante 7 dias. En el dia 7, se marcaron los PBMC
respecto de marcadores CD3" y CD4* superficiales. Las células
T CD4* en proliferacién se identificaron por citometria de
flujo. Los valores de los indices de estimulacidén (SI)
describen la proporcién de linfocitos T CD3*CD4* en 1los
pocillos tratados con antigeno frente a los no tratados. Los
valores de SI >2 se consideran positivos, lo que estéa
soportado por un valor de p <0.05. Los andlisis de
inmunogenicidad de ©poblacién también se determinaron
calculando la magnitud de la respuesta de linfocitos T para
la poblacién completa.

Los resultados fueron los siguientes: control negativo—
0/202 muestras de donantes (0%) respondieron con una SI media
de poblacidén = 1.0; wuricasa candidata—1/202 muestras de

donantes (0.5%) respondieron con una SI media de poblacién
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= 1.03; control positivo—181/202 donantes (91%) respondieron
con una SI media = 4.2. Los datos de donantes individuales
se muestran en las figuras 7A-C. La figura 7A muestra que el
indice de estimulacidén del tampdn (control negativo) es 1.0
y el KLH (control positivo) tuvo una respuesta del 91%
(SI>2). E1 SI medio total de KLH = 4.2. La figura 7B muestra
el candidato de uricasa en comparacién con el control de
tampdén. Se considera que una tasa de respuesta del 4% o menor
en este ensayo es de "bajo riesgo" y la exploracidén histdrica
de otros compuestos clinicos potenciales ha producido tasas
de inmunogenicidad en el intervalo del 20-25%. La figura 7C
muestra que el indice de estimulacidn del tampdn es de 1.0,
el indice de estimulacién de KLH es de 4.2 y el indice de
estimulacidén de la uricasa candidata es de 1.03. Aunque este
ensayo no puede predecir necesariamente la inmunogenicidad
clinica, puede usarse para evaluar el riesgo de
inmunogenicidad vy estos datos sugieren que la wuricasa
evaluada tiene un "bajo riesgo" de inmunogenicidad clinica.
Teniendo en consideracién que la secuencia de la proteina
uricasa que se ensayd® es de origen microbiano (Arthrobacter
globiformis), este es un hallazgo bastante sorprendente.

Ejemplo 7. Eliminacién de la etiqueta His

La etiqueta His N-terminal se afiadié al extremo N-
terminal de las secuencias de uricasa para proporcionar un
método eficaz para purificar las proteinas uricasas que se
generaron (es decir, purificacidn por afinidad de Ni). Aunque
la etiqueta His proporciona ventajas durante el
descubrimiento, especialmente en el &rea de la purificaciédn,
es deseable eliminar la etiqueta His antes de la preparacién
de un producto farmacoldégico.

Ejemplo 8. Optimizacion del extremo N-terminal
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Es de sobra conocido gque cuando las proteinas se
expresan en E. coll, puede retirarse la metionina N-terminal
mediante una Met aminopeptidasa, dependiendo del segundo
resto que sigue a la metionina. En caso de que se encuentre
un resto pequefio en la segunda posicidén, normalmente se
produce la escisién. En caso de que se encuentre un resto
voluminoso en la segunda posicidén, no se produce la escisiodn.
Mientras tanto, en caso de que el segundo resto no sea ni
voluminoso ni particularmente pequefio, la Met aminopeptidasa
puede funcionar escindiendo algunas Met pero no todas,
generando una sustancia farmacoldgica heterdloga. Se
generaron tres variantes N-terminales vy se analizaron
respecto de su expresidn, solubilidad, escisién de metionina
y actividad para determinar la secuencia N-terminal oéptima.

La secuencia inicial para este proceso fue la SEQ ID
NO: 12 y se crearon tres variantes. La SEQ ID NO: 13 (variante
1) tiene una eliminacidén de Thr2. La SEQ ID NO: 14 (variante
2) tiene una eliminacién de Thr2-Ala5 y se espera que se
conserve la Met N-terminal. La SEQ ID NO: 15 (variante 3)
tiene una eliminacién de Thr2-Thr9 y se espera que se procese
la Met N-terminal.

Las tres variantes de uricasa N-terminales se clonaron,
expresaron en E. coli y se purificaron. Cada construccién se
expres6 en la fraccidén soluble de manera similar a las
construcciones etiquetadas con His. Debido a la falta de una
etiqueta His, se desarrolld un procedimiento de purificacidn
para estas construcciones. En resumen, esto incluyd una etapa
de cromatografia de intercambio idénico Q (tampdn A: PBS, pH
7.8, DTT 5mM; tampé4n B: 10x PBS, pH 7.2) seguido de
cromatografia de exclusidén por tamafios (SEC). Las fracciones

de la SEC se ejecutaron en SDS-PAGE y se visualizaron las
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proteinas mediante tincién de azul de Coomassie. Las
fracciones que contenian altos niveles de wuricasa se
combinaron para andlisis posteriores. La figura 8A muestra
le SDS-PAGE tefiida con azul de Coomassie procedentes de las
preparaciones purificadas en relacidén con la construccidn
etiquetada con His (SGD marcado). Se observd que las
variantes 1 y 3 tenian la metionina N-terminal procesada
(eliminada), mientras que se observdé que la variante 2
conservaba la metionina N-terminal. Todo el procesamiento
parecid uniforme.

La figura 8B muestra la actividad de V1, V2 y V3. Las
variantes 1 y 2 tenian una actividad considerablemente mejor
que la variante 3. La variante 1 se selecciondé para su
desarrollo adicional.

Ejemplo 9. PEGilacion especifica

La modificacidn de proteinas terapéuticas con
polietilenglicol (PEG) puede efectuarse como una unidn
aleatoria a restos seleccionados de la proteina (por ejemplo,
cadenas laterales de lisina) o en sitios especificos en un
sitio Unico predeterminado. Esta Ultima estrategia tiene la
ventaja de gque puede controlarse mejor la quimica de 1la
conjugacidn % fabricarse de manera consistente,
proporcionando un producto PEGilado altamente homogéneo con
una biocactividad definida. Entre los métodos para la unién
de sitio especifico, la estrategia mas ampliamente usada es
el acoplamiento a restos de cisteina no emparejados y esto
implica generalmente la introduccidén de uno o mas restos de
cisteina libres en la secuencia de la proteina. Los sitios
para la introduccién de Cys pueden seleccionarse

cuidadosamente para evitar cualquier impacto negativo en la
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bioactividad o las propiedades biofisicas del producto
conjugado después de la modificacidédn con PEG.

La uricasa de Arthrobacter globiformis descrita en la
SEQ ID NO: 27 es particularmente adecuada para su
modificacién de sitio especifico a base de cisteina ya que
contiene Unicamente un resto de Cys C-terminal nativo. La
regién C-terminal se truncd (SEQ ID NO: 18 y 20) de tal forma
que la proteina no contiene Cys. Por 1lo tanto, la
modificacién de esta proteina mediante reactivos que
reaccionan con Cys se confina facilmente a sitios donde se
hayan introducido los restos de Cys. Para seleccionar sitios
potenciales para la introduccién de restos de Cys en la
secuencia de wuricasa de Arthrobacter globiformis, se
tuvieron en cuenta los siguientes criterios

i. Los sitios tienen gue encontrarse en una
superficie de la proteina expuesta al disolvente para
asegurar una reaccidén eficaz con un reactivo de PEG tio-
reactivo;

ii. Los sitios no deben encontrarse préximos a los
sitios activos de una enzima, para evitar el riesgo de
impacto en su actividad; vy

iii. Los sitios no deben encontrarse prbéximos entre si,
de tal forma gque la PEGilacién de un sitio no impide
estéricamente la PEGilacién de otros sitios.

Ademéds, dada la naturaleza tetramérica de la uricasa,
las distancias intra e inter-subunidad deben considerarse
idealmente en el caso de ii. e iii.

Para calcular los pardmetros relevantes para estas
consideraciones, se usd una estructura tridimensional de la
uricasa de Arthrobacter globiformis. Se ha informado acerca

de un numero limitado de diferentes estructuras de uricasa
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y una de estas es la estructura cristalina de la uricasa de
Arthrobacter globiformis unida al sustrato de &cido turico
(cébdigo de referencia de PDB: 2YZB) (véase la figura 10A).
Se usaron las coordenadas atdmicas para esta estructura para
calcular el siguiente conjunto de parametros:

i. Area superficial accesible al disolvente para cada
resto de aminodcido dentro de esta uricasa y

ii. Las distancias atdémicas entre cada &tomo Coa de
cadena lateral y el atomo C5 del sustrato de &cido urico
(distancia Co-C5).

Para identificar las posiciones preferidas dentro de la
uricasa de Arthrobacter globiformis para su sustitucién por
cisteina, se ajustaron inicialmente los siguientes
criterios. En primer lugar, se identificaron restos con un
4rea superficial total accesible al disolvente > 100A2 y con
una distancia Co-C5 > 25A (es decir, para cada C5 en las 4
moléculas de acido Grico unidas al tetrdmero de uricasa). En
segundo lugar, como restriccidn adicional, para cualquier
resto de uricasa dado, han de cumplirse estos criterios en
las cuatro subunidades. De los 287 restos de aminodcidos en
cada subunidad de uricasa, solo 9 cumplieron estos criterios.
Estos fueron Thrll; Asn33; Asnll9; Aspl20; Serld2; Glul9e;
Pro238; Glu286 y Arg289. Después, se tomd en consideracidn
el tercer «criterio calculando la matriz de distancias
atémicas entre pares de atomos Ca dentro de este grupo de
restos entre las estructuras tetraméricas (véase la tabla
6). A partir de este andlisis, se seleccionaron Thrll, Asn33,
Glul96 y Asnll9 como restos preferidos para su sustitucidn
por cisteina, ya que sus atomos Coa entre el tetrédmero se

encuentran bien separados (= 19.5 A para todos los pares).
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La tabla 6 a continuacidén es una matriz que muestra las
distancias atémicas (en A) entre atomos Ca seleccionados en
la estructura de uricasa 2YZB. Las subunidades se nombran
por una letra, es decir, -A, -B, -C, -D. Debido a 1la
naturaleza altamente simétrica del tetrdmero, el conjunto de
distancias a continuacidén es suficiente para caracterizar
todos los pares de distancia entre el tetrdmero (ejemplo: la
distancia T11-A a T11-B es equivalente a T11-C a T11-D; T11-
A a T1l1l-C es equivalente a T1l1l-B a T11-D; Tl11l-A a T1l1-D es
equivalente a T11-B a T11-C).

o

Tabla 6: Matriz que muestra las distancias atdémicas (en A)

T11l | N33 |N119 | D120 |S142 |E196 |P238 |E286 |R289
-A -A -A -A -A -A -A -A -A
T11- 62.
0 67.2 |66.4 |35.5 |47.3 |48.6 |43.1 |35.4
A 2
N33-
0 20.7 | 17.5 | 35.4 |27.4 |35.9 |46.3 |43.6
A
N119
0 3.8 45.8 | 35 37.6 |46.6 | 46.5
-A
D120
0 43.3 | 32.2 | 35.5 |45.1 |44.9
-A
S142
0 15 21.8 | 24.7 |17.3
-A
E196
0 11.5 | 21.1 |18.7
-A
P238
0 11.9 | 14.5
-A
E286
0 9
-A
R289
0
-A
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T11l- | 68.
72 62. 65 79. 79 79. 80. 76.
B 2
N33- | 71. | 52.
35. 37. 59. 49. 43. 45 49.
B 3 9
N119 |61. | 34.
22 22. 41. 29. 24. 30. 34.
-B 3 7
D120 | 64. | 36.
22. 23. 45. 33. 28. 34. 37.
-B 1 9
S142 | 79. 60.
42. 46. 76. 69. 68. 71. 71.
-B 8 6
E196 | 79. 49.
29. 33. 68. 59. 58. 63 64.
-B 2 6
P238 | 80.
43 24. 28. 67. 58 58. 65. 65.
-B 2
E286 | 80. 44 .
30. 33. 70. 62. 65. 71. 70.
-B 9 8
R289 | 77. 49.
34. 37. 70. 64. 66 71. 69.
-B 7 2
T11l- | 83. 42.
27. 30. 69. 61. 63. 70. 70.
C 5 7
N33- | 43.
54 58. 58. 53. 60. 66. 67. 60.
C 5
N119 58.
28 59. 60. 48. 55. 58. 56. 49.
-C 6
D120 | 31. | 58.
60. 60. 50. 57. 60. 59. 52.
-C 2 8
S142 | 71. | 53.
47. 49. 71. 69. 73. 78. 4.
-C 2 6
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E196 | 61. 60.
56.1 | 58 69.9 | 71.2 |74.8 | 76.8 |71.9
-C 9 8
P238 | 63. 66.
58.7 |61.1 |73.9 |74.5 |76.4 |77.3 |73.3
-C 8 4
E286 | 70. 67.
56.7 |59.6 |78 76.5 | 77.2 |78.4 | 75.7
-C 9 9
R289 | 70. 60.
49.9 |52.8 |74.1 |71.8 |73.4 |75.9 |73.1
-C 7 8
T11- |50. |44.
43.4 |41.8 | 28.6 [20.4 |9.1 8. 16
D 9 3
N33- | 44. | 74.
66.8 | 68.4 |63.8 |66.4 |62.9 |57.1 |54.8
D 2 8
N119 66.
44 60.6 | 62.3 | 61.9 |65.1 |65.1 |62.5 |58.2
-D 6
D120 |42. 68.
62.4 | 64 61.7 | 65.3 |64.8 |6l1l.6 |57.3
-D 4 4
S142 | 27. 63.
61.9 | 61.6 |38.5 |43.2 |37.8 [27.9 |25.6
-D 5 6
E196 | 19. 66.
65.4 | 65.5 [ 43.9 |51 48.5 |40.8 | 36.1
-D 5 5
P238
8.5 |63 65.4 | 65 38.9 [ 48.7 |48.7 |42.5 | 35.7
-D
E286 57.
6.3 63.1 | 62 29.4 | 41.3 [42.8 |37.5 |29.5
-D 5
R289 | 13. 55.
58.8 |57.8 |26.7 |36.4 |35.9 |29.4 |22.1
-D 8 1
Ejemplo 10. Cisteina que contiene variantes de

uricasa para la PEGilacidon de sitio especifico

Se generd una serie de combinaciones diferentes de 1,

2, 3 y 4 restos de Cys por cada mondémero de uricasa.

Estos
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se analizaron respecto de la expresidén, solubilidad, pureza
y actividad tanto antes como después de la PEGilacién. Debido
a la naturaleza expuesta al disolvente de 1la Cys, estas
construcciones tienden a agregarse (unirse por disulfuro) a
menos gue se mantengan en condiciones reductoras. Esto
necesita que esté presente un agente reductor (DTT u otro)
durante los procedimientos de purificacidén y ensayo. Una vez
que se ha PEGilado la Cys, el agente reductor deja de ser
necesario. Todas las permutaciones ensayadas de
construcciones que contenian Cys se pudieron expresar Vy
purificar y demostraron buena actividad tanto antes como
después de la PEGilaciédn.

La figura 10A muestra los sitios tridimensionales
accesibles al disolvente dentro de la estructura cristalina
tetramérica de la wuricasa de Arthrobacter globiformis
(Cédigo de referencia PDB: 2YZB) (1l). Se muestra cada
subunidad de monémero de uricasa de la enzima tetramérica y
se identificaron los restos seleccionados para la
sustitucidén (T1l1l, N33, S142). Estas cadenas laterales estéan
altamente expuestas en la superficie, estdn distantes entre
si y distantes respecto de cada sitio activo en el tetrdmero.
Dos variantes que contenian Cys (T11C, N33C (SEQ ID NO: 17)
y T11C, N33C, S142C (SEQ ID NO: 16)) se analizaron respecto
de la expresidn, solubilidad, pureza y actividad tanto antes
como después de la PEGilacién. La figura 9A muestra la
actividad uricasa sin Cys (SEQ ID NO: 20), di-Cys (T11C,
N33C) (SEQ ID NO: 17) y tri-Cys (T11lC, N33C y S142C) (SEQ ID
NO: 16). Todos los ensayos se ejecutaron en presencia de DTT
para eliminar el potencial de unidén disulfuro.

Ejemplo 11. Optimizacion de la PEGilaciodn
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La supresién a largo plazo de UA mediante uricasa
requiere que la molécula se modifique de algin modo para
prolongar su semivida. La rasburicasa disponible
comercialmente, que no estd PEGilada y no contiene
propiedades conjugadas que prolonguen la semivida, tiene una
semivida en seres humanos de 16-21 horas, lo que requiere
una dosificacién IV diaria para el sindrome de lisis tumoral
(Ueng et al 2005). Se ha empleado la PEGilacidén para
prolongar la semivida de una serie de uricasas
preclinicamente. Krystexxa® es una uricasa hiper-PEGilada
que contiene ~44 X 10 kDa moléculas de PEG (~440 kDa de PEG
total por cada tetramero) conjugadas a la superficie de
tetradmero activo. Baséndose en la bibliografia, durante las
fases iniciales de desarrollo de Krystexxa® se barajdé la
hipdétesis de que el PEG podria enmascarar de manera eficaz
la uricasa, que es una proteina exdgena, y hacerla menos
inmunogénica (Hershfield et al, 2010 PNAS). Se llevaron a
cabo estudios preclinicos para maximizar la cantidad de PEG
en la superficie de la uricasa a la vez que se conserva la
actividad enzimadtica. Se observd que 44 X 10 kDa de PEG por
cada tetrdmero era la cantidad méxima de PEG que podia
conjugarse a la uricasa y conservar la actividad funcional.
La conjugacidén con PEG se logrdé PEGilando aleatoriamente las
aminas primarias. Los datos clinicos de los ensayos de
Krystexxa® demostraron que ~90% de los pacientes
desarrollaron una respuesta al farmaco anti-Krystexxa®
(Lipsky et al 2014 Arthritis Research & therapy). Un gran
porcentaje de la respuesta anti-fadrmaco parece ser frente a
PEG y no contra la proteina. Lo mas prometedor es el hecho
de que los anticuerpos de los pacientes que desarrollaron

una respuesta anti-fadrmaco (PEG) se unen a las proteinas no
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de uricasa PEGiladas, lo que demuestra gque la respuesta es
contra PEG y no la proteina o la interfaz proteina-PEG. Antes
de estos ensayos, el conocimiento convencional era que el
motivo de PEG de un agente terapéutico PEGilado tenia pocas
probabilidades de ser inmunogénico. La gran mayoria de los
agentes terapéuticos PEGilados contienen tUnicamente la
cantidad de PEG suficiente para prolongar la semivida y no
se encuentran "hiper-PEGilados", como Krystexxa®. Una
hipbétesis es que la cantidad de PEG en Krystexxa® ha
provocado la inmunogenicidad anti-PEG asociada con el
farmaco. El tetramero Krystexxa® es de aproximadamente 136
kDa, con aproximadamente 440 kDa de PEG conjugado a la
superficie. Esto produce una molécula de ~576 kDa, un tamafo
sin precedentes para los agentes terapéuticos PEGilados.
Como resultado, se modificdé un nimero limitado de restos de
Cys para la PEGilacién de sitio especifico, tal como se
describe en el ejemplo 10.

Las uricasas con dos (di-Cys) o tres (tri-Cys) cisteinas
se generaron inicialmente con una etiqueta His para facilitar
la purificacién. La figura 9A muestra gque estas di-Cys vy
tri-Cys wuricasas conservan la actividad enzimética de
uricasa.

Las condiciones de reaccién de di-PEGilacidén se
optimizaron variando el tiempo, el pH, la concentracidédn de
fosfato, el NaCl, la proteina, el PEG y el TCEP. Se demostrd
que unas concentraciones mayores de PEG mejoran la eficacia
de la PEGilacidén y una mayor concentracidén de TCEP redujo
ligeramente la eficacia de la PEGilacién. Otras variables
tienen muy poco efecto en la eficacia de PEGilacidén. La tabla
7 a continuacidén muestra las variables que se ensayaron para

optimizar la PEGilacidén y las condiciones o6ptimas logradas.
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Tabla 7: Optimizacion de la PEGilacioén

Factor Intervalo Efecto Optimo
estudiado

PH 6.5-7.5 Poco efecto pH 7

Conc. de |20 mM - 100 | Poco efecto 60 mM

fosfato mM

Conc. de | 1-5 mg/ml Poco efecto 1-3 mg/ml

proteina

Conc. de PEG 50-1000 uM Efecto 700-900 uM
pronunciado

Conc. de TCEP | 0-500 uM Efecto Sin TCEP
evidente

Tiempo de |10 min - 4 h | Reaccidén completa tras

reaccién a 4°C 1.75 h

La figura 9B muestra que las uricasas di-PEGiladas vy
tri-PEGiladas conservan la actividad enzimdtica de uricasa.

El andlisis del material di-PEGilado mediante SDS-PAGE
(figura 10B) confirmé que la mayoria de la proteina se
conjugbd uniformemente con PEG. El andlisis por cromatografia
en fase reversa del material di-PEGilado sugirid que el 92.6%
estaba di-PEGilado, el 4.4% mono-PEGilado y se observd que
una pequefla cantidad de material estaba sobre-PEGilado
(~3%). La PEGilacidén no parecid tener impacto en la actividad
enzimatica. El material di-PEGilado mostrd una tasa similar
de oxidacidén de UA en comparacidén con la enzima no PEGilada
(figura 10D). Se obtuvieron resultados similares para el
material tri-PEGilado (datos no mostrados). Estos métodos de
andlisis alteran la estructura cuaternaria de la wuricasa,
pero en forma de homo-tetradmero, podria esperarse que el

producto en estado nativo predominante para la uricasa di-
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PEG tenga cadenas de PEG de 8 x 10 kDa, mientras que podria
esperarse gque la uricasa tri-PEG tenga cadenas de PEG de 12
x 10 kDa.

Basandose en las condiciones de PEGilacidén optimizadas
(véase la tabla 7) se generaron uricasas di-PEG y tri-PEG no
etiquetadas con His, se purificaron y se analizaron respecto
de la eficacia de la PEGilacién y la actividad enzimética.
Estas moléculas PEGiladas se analizaron adicionalmente en
estudios PK in VIVO.

Ejemplo 12. PK in vivo para uricasas di-PEG y tri-
PEG

Se evaluaron dos uricasas PEGiladas (di-PEG T11C, N33C
y tri-PEG T11C, N33C y S142C) en un estudio en ratas. Se
eligidé un estudio en ratas debido a que hay precedentes de
estudios PK de uricasas PEGiladas en ratas (Zhang et al,
2012 International Journal of Pharmaceutics). Las SEQ ID NO:
16 y 17 se wusaron en este ensayo. Se determindé la
farmacocinética INn VIVO en ratas para las uricasas tanto di-
PEGiladas como tri-PEGiladas. Se dosificd por wvia IV a 4
ratas en cada grupo a razdn de 5 mg/kg y se recogieron 10
muestras (Dia -1), 0.5, 2, 4, 8, 24, 48, 72, 96 y terminal
a las 144 horas después de la inyeccidén. Se recogid sangre
completa en tubos para separacidén de suero y se congelaron.
El suero se analizdé respecto de la actividad residual de
uricasa y se ajustaron los datos a una curva de titulacién.
La actividad enzimédtica especifica de la uricasa que se
introdujo en ratas (antes de la dosis) y la uricasa que se
mididé del suero (después de la dosis) fue comparable, lo que
sugiere que la actividad se conservd durante el estudio in
viIVvOo. La figura 11A demuestra que las uricasas di y tri-

PEGiladas tienen semividas sustancialmente més largas que la



10

15

20

25

30

WO 2016/187026 - 71 - PCT/US2016/032415

uricasa no PEGilada. La wuricasa no PEGilada tenia una
semivida de 2-3 horas en este estudio (Figura 114,
triadngulos). Las uricasas tanto di- como tri-PEGiladas
muestran perfiles monofasicos. Las semividas, el volumen de
distribucién (Vd) y la velocidad de eliminacidédn para cada
uricasa se muestran en la tabla 8 a continuacién. EI
coeficiente de variacidén se expresa en forma de porcentaje
entre paréntesis.

Tabla 8: PK en ratas para uricasa di-PEGilada y tri-
PEGilada

Semivida vd Eliminacidn
(h) (L/kg) (L/h/kqg)
Di- 22.8 0.03
0.00096 (8.1)
PEGilada (7.4) (7.2)
Tri- 29.9 0.03 0.00077
PEGilada (12.1) (25) (12.8)

Los resultados mostrados en la tabla 8 indican que di-
PEG y tri-PEG mostraron perfiles farmacocinéticos similares
con una ligera ventaja de tri-PEG frente a di-PEG. Sin
embargo, se considerd que di-PEG era ligeramente méas deseable
respecto a su fabricacidén y anadlisis y por lo tanto, se
selecciondé di-PEG T11C, N33C para su analisis adicional. Con
una cantidad de PEG sustancialmente menor que en Krystexxa®,
la uricasa di-PEGilada puede ser ventajosa desde el punto de
vista de la inmunogenicidad.

También se evalud el comportamiento farmacocinético de
Krystexxa® en el mismo estudio PK en ratas. A diferencia de
las uricasas di- y tri-PEGiladas, Krystexxa® no mostrd una
eliminacién monofasica, sino un perfil complejo en el que
Krystexxa® se elimind rapidamente en las primeras 2 horas,

seguido de un perfil de eliminacidén més gradual (figura 11A,
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cuadrados). El perfil de eliminacién de Krystexxa® es
distintivamente diferente respecto de las uricasas di- vy
tri-PEGiladas.

La PK de la uricasa di-PEGilada administrara por via SC
se estudidé en cénidos. Se selecciondé un estudio en cénidos
debido a que hay precedentes de ensayos PK de wuricasa
PEGilada en canidos (Pegloticasa/ Krystexxa® FDA BLA n.°
125293, seccidbn 2.6.5.4.1). Se dosificd a los canes por via
SC a razdén de 3 y 10 mg/kg y se recogieron muestras de suero
0 sangre en diversos instantes y se analizaron respecto de
la actividad de wuricasa (PK) o de &cido urico (PD). La
actividad enzimdtica especifica de la wuricasa qgue se
introdujo en canes (antes de la dosis) y la uricasa que se
mididé del suero (después de la dosis) fue comparable, lo que
sugiere que la actividad se conservd durante el estudio in
VIVO. La figura 11B demuestra que la uricasa di-PEGilada
suministrada a canes por la via de administracién SC tuvo
una semivida de 1.81 +0.31 dias para 3 mg/kg (n=3) y de 1.82
+0.22 dias para 10 mg/kg (n=3). Se observdé una reduccidn
sustancial (~85%) en los niveles de UA y parece ser
proporcionar a los niveles séricos de uricasa (figura 11B).
Los niveles de UA en sangre volvieron a la normalidad a
medida que se agotaron los niveles de uricasa.

Ejemplo 13. Evaluacion ex vivo de la actividad y la
estabilidad

Se evaludé la actividad de di-PEG uricasa (SEQ ID NO: 1)
en suero humano al 50% (la sangre completa contiene ~50% de
suero) a 37°C para imitar el complejo ambiente de matriz in
VIVO y la temperatura. El ensayo se realizé de la siguiente
manera: UA, el tampdn fosfato y el suero se calentaron hasta

37°C. Todas las etapas de reaccidn se llevaron a cabo a 37°C.
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La uricasa se diluydé a 8 ug/ml en suero durante 20-30 minutos
para agotar el &cido Urico enddgeno en la muestra de suero
humano. Después, se afiadié un volumen igual de UA en tampdn
fosfato y la reaccidén se detuvo a los 0, 1, 2, 4 o 6 minutos
usando &cido percldérico al 50%. Se ha demostrado que el acido
percldérico precipita proteinas pero no precipita al UA
(Sakuma et al, 1987 Clinical Chemistry y Stove et al, 2007
Clinical Chemistry). El precipitado se sedimentdé vy se
transfirieron 100 ul del sobrenadante a una placa de UV. La
absorbancia se midié a 292 nM. La velocidad se calculd
representando la pendiente de los 4 puntos a cada
concentracién de UA usando el programa informatico SoftMax
Pro. La figura 12A muestra la comparacién de la actividad de
uricasa di-PEGilada y de Krystexxa® en suero humano al 50%
a 37°C.

También se 1llevd a cabo un ensayo de estabilidad basado
en suero humano. Se incubd uricasa di-PEGilada en suero
humano al 50% durante 0, 0.5, 1, 2, 4 o 24 horas a 37°C vy
después se ensayd su actividad. La di-PEG uricasa conserva
la actividad en cada instante, lo que sugiere que la proteina
es estable en suero humano al 50% durante al menos 24 horas
y conserva su actividad de UA oxidasa. La figura 12B muestra
los resultados del experimento de estabilidad en suero.

Por ultimo, se explordé la actividad de la uricasa di-
PEGilada con dosis repetidas (recarga) de UA a 37°C. En
resumen, se combinaron UA (100 pM) y di-PEG uricasa (1 pg/ml)
en un volumen de 100 pL (placa de 96 pocillos transparente
de UV) a 37°C. Se monitorizdé la absorbancia a 292 nm durante
10 minutos. Se afiadieron 2.5 pL de UA 2000uM a los pocillos
de 100 pL ("recarga") y se monitorizd la absorbancia a 292nm

durante 10 min adicionales. Se repitidé el proceso y la
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actividad (pendiente del agotamiento de UA) permanecid
constante para cada "recarga". La figura 12C muestra 1los
resultados de este estudio.

Ejemplo 14. Determinaciéon de 1la eficacia de la
conjugacién con PEG

Cuando hay miltiples sitios de conjugacidén en una
biomolécula, las reacciones de conjugacién con frecuencia
originan una mezcla heterogénea de productos que se
caracteriza por diversos grados de funcionalizacidén vy/o
diferentes sitios de modificacidén. Este es generalmente el
caso para las gquimicas de primera generacidén de acoplamiento
no especifico, tales como las conjugaciones de proteina que
se dirigen a grupos e-amino de los restos de lisina. Sin
embargo, incluso cuando se selecciona una estrategia de
conjugacidén de sitio especifico, por ejemplo, en la
estrategia empleada con frecuencia de dirigir restos de
cisteina disefados, la reaccidén puede no llegar a
completarse, por ejemplo, debido a las limitaciones
estéricas. Esto da como resultado igualmente en una
distribucidén de las proteinas conjugadas con diversos grados
de derivatizacidén. Ya que las bioactividades pueden variar
significativamente dependiendo del grado de modificacidén, se
necesita caracterizar exhaustivamente el producto en
términos de modificacién para asegurar un bioconjugado bien
definido y fabricado de manera consistente.

Pueden emplearse varias estrategias analiticas para
caracterizar la derivatizacidédn general de los bioconjugados,
incluyendo métodos basados en espectrometria de masas o HPLC.
Sin embargo, para la importante clase de bioconjugaciones
que implican la unioén de polimeros, tales como

poli(etilenglicol) (PEG) a proteinas, la mayoria de estas
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técnicas son un reto para conjugados que contienen multiples
polimeros unidos. Debido al tamafio y a la distribucidén de
carca del polimero vy la proteina, asi como a la
polidispersidad del PEG, generalmente no son factibles las
estrategias de espectrometria de masas basadas en ionizacidn
por electronebulizacién (ESI), y la MALDI MS con frecuencia
da como resultado un espectro de masas amplio continuo. Para
proteinas PEGiladas mas pequefias y/o en caso de un bajo
numero de sitios de conjugacidédn (N<3), las técnicas basadas
en HPLC en condiciones nativas (basadas en exclusidén por
tamafios o de intercambio ibénico) aln pueden proporcionar una
resolucién suficiente para distinguir especies individuales.
Sin embargo, estas técnicas no son generalmente factibles o
no tienen una resolucidén suficiente en el caso de proteinas
mas grandes con multiples sitios de conjugacidén. E1 polimero
de PEG altamente hidratado confiere un gran radio
hidrodindmico a los conjugados de proteina, lo que impide
una separacidén a base de SEC con una resolucién suficiente
y el apantallamiento de las cargas superficiales debilita
las interacciones electrostdticas con resinas IEX. En este
caso, la HPLC en fase reversa (RP) es con frecuencia el
método de eleccidn para una monitorizaciédn de la reacciédn vy
una caracterizacién del producto precisa. Sin embargo, en el
caso de las proteinas oligoméricas, esta técnica da lugar
generalmente a una disociacién de subunidades y proporciona
Unicamente una descripcidén de la unidad monomérica, lo que
proporciona una comprensién parcial de la funcionalizacidn
de la molécula que puede ser engafiosa para los esfuerzos de
optimizacién del proceso. Para cuantificar con precisién el
auténtico estado de conjugacidén de un agente bioterapéutico

para optimizar el proceso y caracterizar el producto, debe
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obtenerse una comprensién de la relacidn entre el alcance de
la modificacién y el nivel de mondmero y la derivatizacidn
general resultante a nivel cuaternario.

Diseiio experimental:

Se obtuvo de NOF PEG-10 funcionalizado con maleimida
(10kDa, Sunbright MA-100). Todos los componentes y reactivos
del tampdén se adgquirieron de Sigma (St Louis, MO) o Avantor
Performance Materials (Center Valley, PA). Las reacciones de
PEGilacién de tri-Cys uricasa se llevaron a cabo en tampdn
de fosfato de sodio, pH 7.0. Las reacciones de PEGilacidn se
inactivaron pasados unos instantes seleccionados mediante la
adicién de DTT a una concentracién final de 10 mM y se
analizaron mediante cromatografia liquida de alto
rendimiento en fase reversa (RP-HPLC) usando una columna
YMC-Pack Protein-RP (250x2.0mm, S-5pm) de YMC America
(Allentown, PA, USA) con un sistema Agilent HPLC1200. La
fase mévil A fue TFA al 0.1% en agua y la fase mévil B
consistia en TFA al 0.1 % en acetonitrilo. La muestra se
eluydé con un gradiente lineal de fase mévil B creciente a un
caudal de 0.4 ml/min. Se monitorizaron los perfiles de
elucién mediante la absorbancia UV a 280nm.

Se empled un disefio en dos etapas de Box-Behnken con el
objetivo de maximizar la PEGilacidén de la proteina. La
concentracién de proteina (1-3 mg/ml), PEG-10 (0.5-1mM) y el
agente reductor, TCEP (0-0.5mM) se variaron para di-cys Yy
tri-cys uricasas que contenian 8 o 12 sitios de conjugacidn
por tetrédmero, respectivamente, mientras que el pH, la sal
y la concentracidén idnica del tampdn fosfato se mantuvieron
a valores fijos. Los datos se analizaron tras instantes
seleccionados en el intervalo de 10 minutos a 4 horas. Todos

los efectos de segundo orden asi como el tiempo se trataron
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como variables categdbdricas, proporcionando un disefio de 64
experimentos para estudios de exploracidén para cada variante
de proteina en la ronda 1 y 60 experimentos adicionales por
variante de proteina para la segunda ronda de estudios de
optimizacién. E1l andlisis de los datos se llevd a cabo con
el programa informatico JMP 10.

Modelo estadistico:

Se generd una medida estadistica para derivar la
derivatizacidén general de una proteina oligomérica a partir
de datos obtenidos de ensayos facilmente accesibles (tales
como HPLC en fase reversa (RP)) que provocan la disociacidn
de subunidades asociadas de manera no covalente. Para una
proteina (o biomolécula) que contiene N subunidades, que
tiene M sitios de conjugacidén potenciales en cada subunidad.
Sea Pi» con i=0, . m, la proporcidn observada
experimentalmente de las subunidades que tienen 1 sitios
conjugados, entonces X;t,p; = 1.Laprobabilidad,q;, de observar una
proteina oligomérica con J sitios conjugados en total puede
resumirse usando la siguiente tabla de probabilidad
multinomial.

Tabla 9
Sitios Probabilidad

conjugados

totales

0 qdo = Do
1 q; = np§ 'py

2 2\ o -
q: = () Pipi > + npap} !
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J q;

S R R e s

Oko+1kq+---+mky=j

— N
nxm qnxm_pm

donde ki, #=0, .., m, son el numero de subunidades que

tienen exactamente 1 sitios conjugados y el conjunto de estas

nxm —_

subunidades tiene un total de J sitios conjugados y j=0 4j =

1. La derivatizacidén general media de la molécula se escribe

fadcilmente como:

Derivatizaciongeperqr = 191 + 2q5 + - ctnXxXmXqum (Ec. 1)

La normalizacién de este valor con el nUmero total de
sitios de conjugacidén disponibles (N X m) proporciona la
eficacia de conjugaciédn.
clases farmacéuticamente

Para las bioguimica y

importantes de proteinas diméricas, triméricas y
tetraméricas, los célculos se detallan a continuaciédn.
Tabla 10: Calculo de la derivatizacién general para una
proteina dimérica (n = 2) con m = 2 o 3 sitios de conjugacion
por subunidad
1. Entrada de observacion experimental de conjugacion

por subunidad en la tabla en Excel del modo siguiente:

A B C D E

1 Po Pq Py P3 Sum Check

2 =
SUM(A2:D2) *

Proporciones observadas

rO, rl, ...p3:

experimentalmente de subunidades con 0, 1, .3 moléculas

conjugadas. Para m = 2 sitios de conjugacidén por subunidad,
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Tabla 11: Calculo de la derivatizacién general para una
proteina trimérica (n = 3) con m = 2 o 3 sitios de conjugacion
por subunidad

1. Entrada de observacion experimental de conjugacioén

por subunidad en la tabla en Excel del modo siguiente:

A B c D E
1 Py P, Py P3 Sum Check
2 =
SUM (A2:D2) *
rO, rl, ...p3: Proporciones observadas
experimentalmente de subunidades con 0, 1, ...3 moléculas

conjugadas. Para m = 2 sitios de conjugacién por subunidad,
complétense los campos A2,B2,C2; para 3 sitios de conjugacidn
por subunidad, complétense los campos A2,B2,C2,D2.

*: E2 = Sum Check = SUM(A2:D2). Es necesario que las
proporciones totales sumen hasta un valor de 1, por ejemplo,
un 100%.

2. Calculos de probabilidades multinomiales vy
derivatizacion general

Configurar la tabla de Excel del modo siguiente:
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***: (nxm), el numero total de sitios de conjugaciédn
tiene que introducirse aqui de forma numérica.

Tabla 12: Calculo de la derivatizacién general para una
proteina tetramérica (n = 4) con m = 2 o 3 sitios de
conjugacién por subunidad

1. Entrada de observacion experimental de conjugacioén

por subunidad en la tabla en Excel del modo siguiente:

A B c D E
1 Po P1 P, P3 Sum Check
2 =
SUM (A2:D2) *
rO, rl, ...p3: Proporciones observadas
experimentalmente de subunidades con 0, 1, ...3 moléculas

conjugadas. Para m = 2 sitios de conjugacidén por subunidad,
complétense los campos A2,B2,C2; para 3 sitios de conjugacioén
por subunidad, complétense los campos A2,B2,C2,D2.

*: E2 = Sum Check = SUM(A2:D2). Es necesario que las
proporciones totales sumen hasta un valor de 1, por ejemplo,
un 100%.

2. Calculos de probabilidades multinomiales vy
derivatizacion general

Configurar la tabla de Excel del modo siguiente:

A B © D E
g Sitios Probabilidades qgj Conju | Deriv |Eficaci
de gacio | atiza |a de
conj. nes cidén conjuga
totales esper gener cidén
adas al (%)
10 | O =A2"4 =A10* | =SUM( |=D10*10
B10 C10:C | 0/ (nxm)
22) * K %




00000000000

26

**********

=6*B2"2*A2"2+4*C2*A2 | =Al2*

=4*D2*A2"3+4*B2"3*A2 | =Al3*

22222222222222

=6*C2"2*A2"2+B274+12 | =Al4*
22222222222222222222222

=4*C2*B273+12*D2*C2* | =A15*
22222222222222222222222

222222222222

L
=6*C2"2*B2"2+24*A2*B | =Al6*

22222222222222222222222

N\
=12*D2*C2"2*A2+12*D2 | =Al17*

22222222222222222222222

222222222222

L
=C274+12*D2*B2*C2"2+ | =A18*

22222222222222222222222

22222

=4*C273*D2+4*D2"3*A2 | =A19*

22222222222222

=4*D2"3*B2+6*D272*C2 | =A20%*

**********

CCCCC

B
e
iy
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En caso de que la proteina tenga uUnicamente m = 2 sitios
de conjugacidén por subunidad, no se rellenaran los campos
B19-B22.

**: El1 campo B23 (SumCheck) de suma tiene que ser =1

**%: (nxm), el numero total de sitios de conjugacidn
tiene que introducirse aqui de forma numérica.

Los datos anteriores describen una medida estadistica
para derivar la funcionalizacidédn general de una proteina
oligomérica a partir de los datos obtenidos de ensayos
facilmente accesibles que provocan la disociacidén de
subunidades asociadas de manera no covalente. Los datos
anteriores ilustran este método usando la conjugacidén de una
proteina wuricasa homo-tetramérica con poli(etilenglicol)
(PEG) como sistema modelo. La modificacidén covalente de
proteinas terapéuticas con PEG es ahora una estrategia bien
establecida para aumentar la semivida in VIVO, reducir la
inmunogenicidad, mejorar la solubilidad vy reducir la
susceptibilidad a la degradacidén proteolitica. Sin embargo,
el método puede aplicarse igualmente a otros procesos de
bioconjugaciédn de oligbmeros que dan como resultado una
funcionalizacién parcial en un numero fijo de sitios de
conjugaciodn.

La proteina uricasa tetramérica (n=4) estudiada en este
caso tiene una masa total >100 kDa. Se introdujo un numero
fijo de sitios de conjugacidén disefiando restos de cisteina
libre que permiten la PEGilacidédn con PEG funcionalizado con
maleimida. La siguiente descripcién se centra en la variante
de proteina con m=3 sitios de conjugacién por subunidad,
dando como resultado un numero total de 12 posibles sitios
de conjugacidén para el tetrdmero. Como se ha descrito

anteriormente, debido al tamafio de la proteina y al numero
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de sitios de conjugacidn, todas las herramientas analiticas
que caracterizan el producto bioconjugado con una resoluciédn
suficiente estdn Dbasados en técnicas gque disocian el
oligébmero unido de manera no covalente en subunidades
individuales. La figura 13 ilustra el andlisis de reaccién
frente al tiempo usando RP HPLC, lo que da como resultado
picos bien resueltos que corresponden a especies con grados
diferentes de conjugacidn que pueden cuantificarse
facilmente mediante integracidén. Los resultados del ensayo
son, por lo tanto, las cantidades relativas de mondémero con
diferentes grados de funcionalizacidén: las proporciones p0,
pl, p2, p3, de subunidades que contienen 0, 1, 2, o 3 cadenas
de PEG unidas. A partir de estos valores, se calcularon las
probabilidades individuales g0, gl, g2, g3, ....qgl2, para la
proteina tetramérica con 0, 1, 2, 3,...12 cadenas de PEG
unidas de acuerdo con la tabla de probabilidad multinomial

anterior como:

3
= ko ( ky >”'< ks34 )I_I k;
9 = Z (4) 4 -k, ks_q+ ks __Opi

Okg+1ky+--+3k3=j

Para este ejemplo, la ecuacidén 1 se convierte en:

Derivatizacidngenera1 = 101 + 202+ 303 +...+120q2.

La tabla 13 ilustra este andlisis y lista las cantidades
relativas de subunidades PEGiladas de manera diferente,
segun se deriva del anédlisis de RP HPLC, 3junto con la
derivatizacién general computada, calculada a partir de la
ecuacién (1) y la eficacia de PEGilacién.

Tabla 13: Analisis de datos para el experimento
ilustrado en la figura 13.

Resultado del ensayo RP HPLC Conjugacion general

calculada
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Instante [Subunid [Subunid [Subunid [Subunid DerivatizaciEficacia

experiment ad noad + lad + 2ad + 30n generalde

al PEGilad PEG PEG PEG de acuerdoconjugaci
a [pi, %1 |[p2, %] |[Ps, %] |con la ec. 1ion
[po, %] (sitios general

conjugados |en %*

totales)
10 minutos|l.3 15.9 53.9 28.9 8.4 70.1
1 hora 0.7 7.1 39.6 52.6 9.8 81.4
2 horas 0.4 5.3 32.1 62.2 10.3 84.4
4 horas 0 4.0 25.3 70.7 10.7 88.9

*Esta proteina tiene un total de 12 posibles sitios de
conjugaciodn.

Los datos ilustran que 1la derivatizacién general
calculada es una herramienta valiosa para desarrolladores de
procesos que permite calibrar inmediatamente la modificacidn
general de la proteina. Por ejemplo, tras el instante de los
10 minutos, las condiciones de reaccidn seleccionadas
proporcionan un 28.9% de subunidades con 3 (de 3) sitios de
conjugacién funcionalizados. Sin embargo, teniendo en cuenta
el hecho de que las subunidades restantes estdn parcialmente
conjugadas (15.9% con 1 cadena de PEG, 53.9% con 2 cadenas
de PEG) e introduciendo estos datos en la distribuciédn
multinomial de acuerdo con la ecuacidén 1, permite determinar
inmediatamente que la derivatizacidén general de la proteina
es de hecho de 8.4 de los 12 sitios de conjugacidén en total,
lo que supone un 70.1%.

Para ilustrar adicionalmente el valor de tomar en
consideracién la derivatizacidédn general de una molécula para
la optimizacién del proceso, se empled este valor como un
pardmetro de respuesta para una estrategia de disefio de

experimento (DOE) con el objetivo de optimizar las
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condiciones de reaccidédn que proporcionaron la PEGilacién
maxima de la proteina. Estos resultados se compararon con
andlisis de datos cuando se selecciond la salida experimental
de conjugacidén para subunidades individuales. Tal como se
describe en la seccidén experimental, se empled un disefio de
Box-Behnken. Las figuras 14A y 14B ejemplifican las graficas
de superficie de respuesta para la primera ronda de estudios
que demuestran el efecto de la concentracidén de reactivo en
la eficacia de PEGilacidén general para instantes desde los
10 minutos hasta las 2 horas. Mientras que la figura 14A
ilustra los datos basédndose en un andlisis de la "subunidad
completamente PEGilada" (es decir, 3 de 3 sitios de
conjugacidn funcionalizados por mondémero) obtenidos
directamente del trazado del ensayo de RP-HPLC, la figura
14B ilustra el anadlisis de datos cuando se computa la
derivatizacidén general basandose en la ecuacién (1). Ambos
paneles muestran que la eficacia de PEGilacidédn aumenta con
el aumento de la concentracién de PEG. Sin embargo, las
conclusiones son diferentes para las dos formas de analisis:
Si, por ejemplo, el objetivo es una eficacia de conjugacién
>90%, el andlisis basado en la figura 14A podria guiar a los
desarrolladores del proceso a afiadir una concentracidén de al
menos 2 veces de PEG e incubar durante tiempos de reaccidn
mas prolongados, en comparacidén con el andlisis basado en la
derivatizacioén general (figura 14B) . Esta aparente
diferencia se vuelve mas pronunciada cuantos méas sitios de
conjugacidén estén presentes por subunidad. Al seleccionar
unicamente la méxima conjugacién por subunidad como
paradmetro de respuesta en lugar de la derivatizacién
computada general no proporciona la imagen auténtica de la

funcionalizacién para una molécula oligomérica y podria ser
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engafioso. Teniendo en cuenta el elevado coste del PEG y otros
reactivos de conjugacidén, la optimizacidén del proceso basada
en la derivatizacidédn general puede dar como resultado un
ahorro considerable de coste y bienes (asi como de tiempo).

Este ejemplo proporciona un enfoque estadistico
aplicable basado en una distribucidén multinomial que permite
el cédlculo de la conjugacidén general de proteina para
proteinas oligoméricas cuando el tamafio y la naturaleza de
la proteina o las propiedades biofisicas del conjugado no
permiten el andlisis en condiciones nativas. La descripcidn
cuantitativa de la derivatizacidén general de la molécula
calculada de acuerdo con la ecuacidén (1) apoyard ambos
esfuerzos de optimizacién del proceso asi como la
caracterizacién precisa del conjugado para presentaciones
reglamentarias y deseablemente, ayudar a una transicidn
exitosa de los nuevos bioconjugados a la préactica clinica.
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Equivalentes

Se considera que, la anterior memoria descriptiva
escrita, es suficiente para permitir a un experto en la
técnica poner en préactica las realizaciones. La descripcidn
y los ejemplos anteriores detallan determinadas
realizaciones y describen el mejor modo contemplado por los
inventores. Sin embargo, se apreciard que, sin importar 1lo
detallado de lo anterior que pueda aparecer en el texto, las
realizaciones pueden ponerse en practica de muchas maneras
y deben interpretarse de acuerdo con las reivindicaciones

adjuntas y cualquiera de sus equivalentes.
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Tal como se usa en el presente documento, el término
aproximadamente se refiere a un valor numérico incluyendo,
por ejemplo, numeros enteros, fracciones y porcentajes,
estén o) no indicados explicitamente. El término
aproximadamente se refiere generalmente a un intervalo de
valores numéricos (por ejemplo +/-5-10 % del intervalo
citado) que un experto habitual en la materia consideraria
equivalente al valor citado (por ejemplo, que tiene la misma
funcién o resultado). Cuando los términos tales como "al
menos" y "aproximadamente" preceden a una lista de valores
o intervalos numéricos, los términos modifican todos 1los
valores o intervalos proporcionados en la lista. En algunos
casos, el término aproximadamente puede incluir wvalores
numéricos que estédn redondeados a la cifra significativa més
préxima.

Se hace constar que con relacidn a esta fecha, el mejor
método conocido por la solicitante para llevar a la préactica
la citada invencidén, es el que resulta claro de la presente

descripcién de la invenciédn.



