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DESCRIPCION
Huésped recombinante para la produccién de L-asparaginasa Il
Campo de la invencion

La presente invencion se relaciona con vectores, células huésped y métodos novedosos para producir una enzima
L-asparaginasa especifica Il de E. coli recombinante de pureza uniforme.

Desripcion de la técnica relacionada

La L-asparaginasa es una enzima que hidroliza el aminoacido L-asparagina a L-aspartato y amoniaco, esto es, es
una enzima desaminante. La E. coli contiene dos isoenzimas de asparaginasa: L-asparaginasa | y L-asparaginasa |l.
La L-asparaginasa | esta localizada en el citosol y tiene una baja afinidad por la asparagina. La L-asparaginasa I
esta localizada en el periplasma y tiene una alta afinidad por la L-asparagina.

La L-asparaginasa |l es util en el tratamiento de tumores o canceres que dependen de la L-asparagina para la
sintesis de proteina eliminando la asparagina extracelular. Es particularmente Util en el tratamiento de leucemias,
tales como leucemia linfoblastica aguda. La L-asparaginasa se usa tipicamente en combinacion con otras terapias
antitumorales o anticancer, aunque puede ser empleada sola en ciertas situaciones clinicas. La L-asparaginasa fue
purificada originalmente a partir de varios organismos, incluyendo Escherichia coli ("E. coli") y Erwinia carotovora.
Entre los mamiferos, la L-asparaginasa Il se encuentra en cantidades superiores a trazas solamente en cobayas
(superfamilia Cavioidea) y en ciertos monos del Nuevo Mundo.

La L-asparaginasa Il de E. coli es un tetrdmero de subunidades idénticas que exhiben excelente Ksaida ¥ Kentrada- L@
L-asparaginasa Il de E. coli (también conocida en la técnica como L-asparagina amidohidrolasa, tipo EC-2, EC
3.5.1.1) esta disponible comercialmente como Elspar® (Merck & Co., Inc.) y también esta disponible de Kyowa
Hakko Kogyo Co., Ltd.

La L-asparaginasa I, por si misma, sufre de las desventajas usuales de las terapias proteinicas, tales como la alta
rata de eliminacién de una proteina extrafia al paciente, y el potencial para inducir una respuesta inmune en un
paciente tratado con esta enzima. Con el fin de abordar estos inconvenientes, se ha desarrollado un derivado
conjugado con polietilen glicol de L-asparaginasa Il y es comercializado como pegaspargasa u Oncaspar® por
Enzon Pharmaceuticals, Inc. La pegaspargasa es producida utilizando L-asparaginasa Il extraida de E. coli,
suministrado por Merck. La pegaspargasa (también conocida como monometoxi polietilen glicol succinimidil L-
asparaginasa) tiene las ventajas de ser sustancialmente no antigénica, y de exhibir una rata reducida de eliminacién
de la circulacién.

Sin embargo, a pesar de estos éxitos, seria alin mas eficiente y econdémico si la proteina L-asparaginasa Il de E. coli
pudiera ser producida en una célula huésped recombinante empleando un vector de expresién extracromosémico
adecuado, por ejemplo, tal como un plasmido. Tales vectores de expresion pueden ser manipulados para la
produccién mas eficiente de la proteina que esta disponible con la produccién de una cepa de E. coli nativa. A pesar
de las ventajas potenciales de tal produccion recombinante, se considera que por lo tanto no ha habido una
secuencia de polipéptidos publicada exacta para la enzima L-asparaginasa Il comercial, y ni una secuencia de
acidos nucleicos publicada para polinucleétidos que codifiquen esa enzima. Por ejemplo, una secuencia de péptidos
de L-asparaginasa Il fue reportada previamente por Maita et al., 1980, Hoppe Seyler's Z. Physiol. Chem. 361(2),
105-117, and Maita et al., 1974, J. Biochem. 76, 1351-1354 [Tokyo]. Sin embargo, como se discute aqui mas
adelante, este trabajo temprano sufre de numerosos errores de secuenciacion.

Otro obstaculo potencial para la expresion en plasmido de la subunidad de la enzima L-asparaginasa Il es la
presencia del gen que codifica una subunidad de L-asparaginasa Il que es nativa al cromosoma de cepas de E. coli
potenciales que podrian ser empleadas como células huésped. Asi, hay una preocupacién acerca de que la L-
asparaginasa |l recolectada de la célula huésped de E. coli que porta un vector de expresion extracromosémico
podria incluir subunidades que representan mas de una isoforma de L-asparaginasa. Dada la necesidad de tener un
producto enzimatico bien caracterizado, tanto para propésitos clinicos como regulatorios, esta posibilidad ha
representado por lo tanto un reto técnico serio para mejorar la eficiencia de la produccion de la proteina L-
asparaginasa Il de E. coli.

Resumen de la invencion

La presente invencion satisface la necesidad antes mencionada para L-asparaginasa Il de E. coli que es producida
de manera eficiente y econémicamente en forma recombinante, a la vez que provee un producto enzimatico que
tiene la misma estructura peptidica que la proteina L-asparaginasa Il de E. coli, comercializada como Oncaspar®,
que también esta libre de cantidades detectables de isoformas alternativa de L-asparaginasa Il.
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Asi, la invencién provee una célula huésped de E. coli que comprende un cromosoma de E. coli y al menos una
copia de un vector extracromosémico recombinante, en donde el vector extracromosémico codifica una subunidad
de la proteina L-asparaginasa IlI, en donde el cromosoma de la célula huésped de E. coli codifica la misma
subunidad de la proteina L-asparaginasa, y en donde el cromosoma huésped de E. coli no codifica ninguna otra
isoforma de L-asparaginasa Il. El vector extracromosémico es preferiblemente un plasmido adecuado para la
replicacién y expresion en E. coli.

Preferiblemente, la proteina L-asparaginasa expresada comprende cuatro subunidades que tienen una secuencia de
polipéptidos de acuerdo con SEQ ID NO:1, que corresponde con la secuencia de las subunidades de la enzima L-
asparaginas Il usada en la manufactura de Oncaspar®, y el vector plasmido comprende una molécula de acido
nucleico que codifica una subunidad de la proteina L-asparaginasa, que esta conectado operativamente a un
promotor adecuado. El promotor es cualquier promotor adecuado, pero se selecciona opcionalmente del grupo
consistente de promotores T7, araB, trp, tac, lac, AP., APgr, aroH y phoA. El vector plasmido incluye opcionalmente
elementos de vector adicionales, que pueden ser necesarios para la expresion y/o purificaciéon de producto
eficientes, que estan conectados operativamente con el marco de lectura abierto de L-asparaginasa y/o el promotor.
Estos elementos de vector incluyen, por ejemplo, una secuencia operadora compatible, un sitio de enlazamiento al
ribosoma, un terminador de la transcripcion, una secuencia de sefalizacion, un marcador de resistencia a farmaco y
el origen de la replicacién. Una copia conectada al plasmido del gen represor relevante, por ejemplo, lacl, también
puede estar presente.

Preferiblemente, la molécula de ADN del plasmido que codifica la subunidad de la proteina L-asparaginasa I
comprende SEQ ID NO: 2, y la molécula de ADN cromosémica que codifica la proteina L-asparaginasa |l comprende
SEQ ID NO: 3.

Breve descripcion de los dibujos
La Figura 1 ilustra un mapa del vector de plasmido pEN537.
Descripcion detallada de la invencion

De acuerdo con lo anterior, con el fin de proveer las mejoras deseadas en la produccion de la L-asparaginasa Il
correspondiente a Oncaspar® y a la L-asparaginasa Kyowa Hapkko, es necesario obtener un vector que codifique la
enzima, y también proveer una célula huésped que expresara solamente una isoforma sencilla de L-asparaginasa |l.
Asi, la enzima L-asparaginasa Il de Merck & Co., Inc., asi como enzima L-asparaginasa |l obtenida de Kyowa Hakko
Kogyo Co., Ltd. fueron secuenciadas, y las secuencias resultantes fueron comparadas con la de la enzima L-
asparaginasa Il obtenida de E. coli K-12, segun lo reportan Jennings et al., 1990 J Bacteriol 172: 1491-1498. La
enzima L-asparaginasa Il K12 es codificada por el gen ansB (GeneBank No. M34277).

Como se anotd anteriormente, el experto en el arte apreciara que la enzima L-asparaginasa |l comprende cuatro
subunidades idénticas. Asi, la referencia a un gen o a una molécula de ADN que codifica la enzima, y la secuencia
proteinica de la enzima, se refiere al gen que codifica una de estas subunidades idénticas.

La secuenciacion de péptido fue llevada a cabo por métodos estandar en el arte, tal como se resume en el Ejemplo
1, aqui mas adelante. Las secuencias de proteina de las subunidades tanto de la Merck & Co., Inc., como de la
Kyowa Hakko Kogyo Co., Ltd., se encontraron sorprendentemente idénticas (véase SEQ ID NO: 1). Con estos datos,
puede ser evidente ahora que los informes anteriores acerca de la secuencia de la L-asparaginasa de Merck por
Maita et al., 1980 Hoppe Seyler's Z. Physiol. Chem. 361(2), 105-117, y Maita et al., 1974, J. Biochem. 76, 1351-1354
[Tokyo] contenian realmente numerosos errores.

Las secuencias obtenidas también fueron comparadas con la estructura de la subunidad de la enzima L-
asparaginasa Il K12. Se encontré que la subunidad de la enzima L-asparaginasa Il K12 difiere de la subunidad de la
enzima L-asparaginasa Il de Merck & Co., Inc. en cuatro posiciones de residuos especificos. Con respecto a la
enzima L-asparaginasa Il de Merck, la subunidad enzimatica K12 tiene Valy7 en lugar de Alaz7, Asnes en lugar de
Aspea, Serzsy en lugar de Thras, y Thross en lugar de Asnges.

Como se anot6 mas arriba, se prefiere que el cromosoma de la célula huésped E. coli no exprese una isoforma
diferente de L-asparaginasa Il que la expresada por el vector extracromosomico, esto es, por un plasmido. Este
resultado deseable puede ser alcanzado por una de varias estrategias alternativas. Por ejemplo, cualquier gen de L-
asparaginasa Il presente en el cromosoma huésped de E. coli podria ser total o parcialmente eliminado o anulado.
Alternativamente, la expresion de cualquier gen de L-asparaginasa Il alternativo presente en el cromosoma huésped
podria ser suprimido por propiedades regulatorias intrinsecas del promotor natural con uno que falle en permitir la
expresion bajo las mismas condiciones de cultivo que favorecen la expresion de la isoforma de la L- asparaginasa |l
codificada por el vector extracromosémico. Sin embargo, es preferible hacer que los genes cromosémico y
extracromosomico de L-asparaginasa Il expresen la misma isoforma de la enzima L-asparaginasa |l.
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Con este propésito, las subunidades de la enzima L-asparaginasa Il producida por varias cepas disponibles de E.
coli fueron secuenciadas y comparadas con los productos enzimaticos comerciales. Se descubri6 inesperadamente
que la cepa BLR (DE3) de E. coli [obtenida de Novagen Corporation; Cat. No. 69208-3] produce una enzima L-
asparaginasa Il codificada cromosémicamente idéntica en estructura a las enzimas comercialmente disponibles,
mientras que se encontrd que las cepas de E. coli GX1210 y E. coli GX6712 que fueron probadas también producian
diferentes isoformas de la enzima L-asparaginasa ll.

Con la identificacion de un huésped E. coli preferido, puede construirse un vector de expresién extracromosémico,
esto es, un vector que existe como una entidad extracromosémica, cuya replicacion es independiente de la
replicacién cromosomica. Los vectores extracromosémicos adecuados para uso en E. coli incluyen, por ejemplo,
plasmidos derivados de pUC o pBR322. Estos incluyen plasmidos tales como pET y pBAD, asi como una variedad
de plasmidos que tienen elementos de expresion de T7, araBAD, phoA, trc, O, Og, P., Pr.

En el vector, la secuencia de acidos nucleicos que codifica la subunidad de enzima L-asparaginasa Il esta conectada
operativamente con una secuencia promotora adecuada. Promotores adecuados incluyen, por ejemplo, los
promotores T7, araBAD, phoA, trc, O, Or, Py Pr. Preferiblemente, el promotor es un promotor viral T7.

Elementos inductores adecuados incluyen, por ejemplo, arabinosa, lactosa, o induccién por calor, limitacion por
fosfatos, limitacidn por triptéfano, para nombrar sélo unos pocos. Preferiblemente, el elemento inductor es un Lac
operdn, el cual es inducible por isopropil tiogalactésido ("IPTG").

Una secuencia de sefializacion sefial adecuada (péptido de sefializacion) puede ser derivada de pelB, fd plll, u
ompA. Preferiblemente, el péptido de sefializacion es derivado de ansB.

Marcadores de seleccion de antibidticos adecuados son bien conocidos en el arte e incluyen, por ejemplo, los que
confieren resistencia a ampicilina, kanamicina, cloranfenicol, rifampicina, o tetraciclina, entre otros.

El origen adecuado para las secuencias de replicacion incluyen las encontradas en los siguientes plasmidos: pUC19,
pACYC177, pUB110, pE194, pAMB1, plJ702, pBR322, pBR327, y pSC101.

Secuencias de terminacion adecuadas incluyen, por ejemplo, el terminador principal del fago fd, TF, y rrnB.

Los plasmidos generalmente son preferidos para uso en E. coli. Vectores de plasmidos convencionales son
moléculas de ADN circulares de doble cadena manipuladas preferiblemente con sitios de reconocimiento enzimatico
adecuadas para insertar secuencias de ADN exdgenas, un gen seleccionable antibidtico, un origen de replicacién
para propagacion auténoma en la célula huésped, y un gen para la discriminacion o seleccién de clones que
contienen ADN de inserto recombinante. Vectores de plasmido disponibles incluyen, por ejemplo, plasmidos pET3,
PET9, pET11, y la serie pET extendida (catalogado por Novagen Corporation) pBAD, trc, phoA, trp, y Our/Pur.

Como se ejemplifica aqui mas adelante, un plasmido del sistema de expresion pET, tal como pET 27b+ es el
preferido. Con el fin de proveer una expresion eficiente y controlada de la enzima, el vector de expresién incluye
también un promotor, un operador, un sitio de enlazamiento a ribosoma, una secuencia de sefializacién, un
terminador de transcripcion, un origen de replicacion, una copia regulada del gen represor (por ejemplo, lacl)

La cepa de E. coli huésped tendra elementos reguladores compatibles en su cromosoma. Por ejemplo, el gen para
la T7 ARN polimerasa bajo el control del promotor lacUV5 esta presente en células BLR (DE3). Esta cepa es un
liségeno del bacteriéfago DE3. La adicion de IPTG al cultivo de BLR (DE3) induce la T7 ARN polimerasa, la cual a
su vez transcribe el gen objetivo del plasmido pET. Las BLR (DE3) también es recA” que puede proveer estabilidad
adicional de los genes en plasmidos extracromosémicos.

Con el fin de obtener una molécula de acido nucleico que codifique la enzima de Merck y de Kyowa Hakko Kogyo
Co., Ltd., puede modificarse una L-asparaginasa Il disponible mediante métodos adecuados. La secuencia de
aminoacidos madura 326 de la subunidad L-asparaginasa Il de E. coli K-12 ansB esta codificada en un segmento de
978 pares de base seguln lo informa Jennings MP y Beacham IR (1990 J Bacteriol 172: 1491-1498; GeneBank No.
M34277). El gen ansB, el cual incluye un péptido de sefializacion de 22 aminoacidos que precede a la proteina
madura, fue clonado a partir de otra cepa de E. coli K-12 (GX1210; obtenida de Genex Corporation) por métodos de
reaccion en cadena de polimerasa (PCR) convencionales. El gen ansB que codifica la subunidad de L-asparaginasa
Il de E. coli K-12 ansB fue adaptado por mutagénesis dirigida al sitio (por ejemplo, con el método Amersham
Sculptor) para expresar la L-asparaginasa Il con las sustituciones de residuos discutidas mas arriba, para hacer las
siguientes sustituciones de bases. T a C en la base 530; A a G en la base 640; TaAenlabase 1205y CaAen la
base 1239. La numeracion esta basada en la dada por el GeneBank No. M34277. Los cambios de codén resultantes
[GTG a GCG; AAT a GAT; TCT a ACT y ACC a AAC en las correspondientes posiciones] convirtieron el gen ansB
en un gen modificado (de aqui en adelante ansB*; SEQ ID NO: 2) que expresa la subunidad de la enzima L-
asparaginasa Il idéntica a la obtenida de Merck & Co., Inc. y Kyowa Hakko Kogyo Co., Ltd.
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El gen ansB* puede ser insertado en cualquier vector extracromosémico adecuado para una expresion eficiente de
la proteina en E. coli, como se discuti6 mas arriba. En particular, el gen ansB* fue insertado en el plasmido pET-
27b+ (Novagen Corporation) e introducido en la cepa de E. coli BLR (DE3) por electroporacion, tal como se describe
en detalle con los ejemplos provistos aqui mas adelante, con el fin de proveer un E. coli que porta el plasmido ansB*
y expresa la subunidad L-asparaginasa Il como una isoforma uniforme que coincide con la L-asparaginasa Il de
Merck.

Preferiblemente, el clon identificado por los ejemplos como cepa EN538 (depositado como ATCC Numero PTA
7490) es empleado y cultivado empleando el método conocido en el arte adecuado para E. coli. Sistemas de cultivo
adecuados incluyen métodos de cultivo por lotes, por lotes alimentados y continuos. Los medios de cultivo son
seleccionados de los medios conocidos en el arte optimizados para E. coli. Una vez que el cultivo alcanza una
densidad suficiente, que varia desde aproximadamente 20 ODego hasta aproximadamente 200 ODggo, SE€ agrega un
inductor apropiado, tal como IPTG al medio de cultivo. Después de un periodo de tiempo suficiente, que varia desde
aproximadamente 0.5 horas hasta aproximadamente 20 horas, la L-asparaginasa Il producida es purificada por
métodos estandar a partir del medio de cultivo y/o a partir de masas celulares recolectadas del cultivo.

La masa celular es recolectada por centrifugacion y/o filtracion, y sometida a lisis mediante un método conocido en
el arte. La lisis de los cuerpos celulares puede ser lograda por métodos que incluyen lisis enzimatica de la pared
celular seguida por lisis osmética, congelacion descongelacidn, sonicacion, ruptura mecéanica (por ejemplo,
microfluidizacién), uso de agentes de lisis y similares, seguidos por filtracion y/o centrifugacion para separar la masa
celular rota del contenido de proteina soluble. Pueden emplearse varios ciclos de lisis, lavado y separacion para
optimizar la recuperacion.

La enzima puede ser recuperada entonces y purificada a partir del sobrenadante y/o medio de cultivo por métodos
de purificacion bien conocidos incluyendo precipitacion con sulfato de amonio, extraccion con &cido,
cromatoenfoque, cromatografia de intercambio aniénico o catidnico, cromatografia en fosfocelulosa, cromatografia
de interaccién hidréfoba, cromatografia de afinidad, cromatografia en hidroxil apatita, FPLC® (cromatografia liquida
rapida de proteinas), cromatografia liquida de alto rendimiento, y similares.

Pueden ajustarse varios parametros del proceso de fermentacion para optimizar la expresion de asparaginasa o
controlar el grado de fuga de la proteina desde el periplasma hacia el medio de cultivo. Estas variables incluyen los
constituyentes del medio (por ejemplo, fuentes de carbono y nitrégeno y aminoacidos agregados u otros nutrientes),
temperatura, pH, concentracion del inductor y duracion de la expresion. La linea genética total de E. coli (genotipo)
también puede afectar la expresion y la fuga de producto. Puede ser deseable recolectar la asparaginasa producida
de las células (periplasma) solamente, o del medio solamente, o del contenido total del fermentador dependiendo del
rendimiento de la expresion de proteina y la fuga desde las células huésped.

Conjugados poliméricos de L-asparaginasa
Una utilidad preferida de la enzima L-asparaginasa |l preparada de acuerdo con la invencion esta en la forma de una
enzima conjugada con polimero. Los conjugados L-asparaginasa-polimero de la presente invencién corresponden
en general a la féormula (1):

(1) (R)--NH-(ASN)
en donde

(ASN) representa la L-asparaginasa o un derivado o fragmento de la misma;

NH- es un grupo amino de un aminoacido encontrado en la ASN, derivado o fragmento de la misma para unién al
polimero;

Z es un namero entero positivo, preferiblemente desde aproximadamente 1 a hasta aproximadamente 80; y

R es un residuo polimérico sustancialmente no antigénico que esta unido a la ASN en una forma liberable o no
liberable.

La porcidn de residuo polimérico no antigénico del conjugado (R) puede seleccionarse de entre una lista no limitante
de sistemas basados en polimeros tales como:
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en donde:

Ri2, Rio11, ¥ R2223 pueden ser el mismo o diferentes y son residuos poliméricos no antigénicos seleccionados
independientemente; Rs.o, Ri2.21 ¥ R24 (véase mas adelante) son los mismos o diferentes y son seleccionados cada
uno independientemente de entre hidrogeno, Ci6 alquilos, Cs.12 alquilos ramificados, Cs.g cicloalquilos, Ci.6 alquilos
sustituido, Cs.g cicloalquilos sustituidos, arilos, arilos sustituidos, aralquilos, Ci¢ heteroalquilos, Ci.6 heteroalquilos
sustituidos, Ci.¢ alcoxi, fenoxi y Ci.¢ heteroalcoxis;

Ar es una unidad estructural aromatica la cual forma un hidrocarburo aromatico multisustituido o un grupo
heteroaroméatico multisustituido;

Y111 Y Y13 pueden ser el mismo o diferentes y son seleccionados independientemente de O, S y NRys;

A se selecciona de entre hidrégeno, grupos alquilo, unidades estructurales de direccionamiento, grupos salientes,
grupos funcionales, agentes de diagnéstico, y unidades estructurales biol6égicamente activas;

Xes O, NQ, S, SO 0 Soz; donde Q es H, Cy.g alquilo, C1g alquilo ramificado, Ci1.s alquilo sustituido, arilo o aralquilo;

Z se selecciona de entre unidades estructurales transportadas activamente en una célula objetivo, unidades
estructurales hidréfobas, unidades estructurales de enlazamiento bifuncionales y combinaciones de los mismos;

Li.s ¥y Ls pueden ser el mismo o diferentes y son grupos enlazantes bifuncionales seleccionados
independientemente;

a, cdfoijJj,kl n o p, qytpueden ser el mismo o diferentes y son independientemente 0 0 un entero
positivo, preferiblemente, en la mayoria de los aspectos;

b, e, r,r, s, h, h"ym puede ser el mismo o diferentes y son independientemente 0 0 1;
mPEG es H3CO(-CH2CH20)U- Yy

u es un entero positivo, preferiblemente de aproximadamente 10 a aproximadamente 2,300, y mas preferiblemente
de aproximadamente 200 a aproximadamente 1000.
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Dentro de lo anterior, se prefiere que Y111 Y Y1z sean O; Rss, Ri221 Yy R2s4 son cada uno independientemente
hidrégeno o Ci alquilos, siendo metilo y etilo los alquilos mas preferidos y Rq es preferiblemente CHs.

En un aspecto adicional de la invencion, la porcién de polimero del conjugado puede ser uno que proporciona
multiples puntos de union para la L-asparaginasa. Una lista no limitante de tales sistemas incluyen:

a

—

e
(=]

i)

en donde todas las variables son la misma que en lo establecido mas arriba.

Los polimeros activados que pueden ser empleados para hacer los conjugados de L-asparaginasa, corresponderan
naturalmente de manera directa con las porciones poliméricas descritas mas arriba. La principal diferencia es la
presencia de un grupo saliente o activador, el cual facilita la unién liberable del sistema polimérico a un grupo amina
encontrado en la L-asparaginasa. Asi, los compuestos (i) - (xiii) incluyen un grupo saliente o activador tal como: p-
nitrofenoxi, tiazolidinil tiona, N-hidroxisuccinimidilo

u otros grupos salientes o activador adecuados tal como, N-hidroxibenzotriazolilo, halégeno, N-hidroxiftalimidilo,
imidazolilo, O-acil ureas, pentafluorofenol o 2,4,6-triclorofenol u otros grupos salientes adecuados evidentes para las
personas experimentadas en el arte, encontrados en el lugar en donde la L-asparaginasa se une después de la
reaccion de conjugacion.

Algunos PEGs activados preferidos incluyen los divulgados en las Patentes de los Estados Unidos de propiedad
comin Nos. 5,122,614, 5,324,844, 5,612,460 y 5,808,096. Como sera evidente para los experimentados en el arte
tales reacciones de conjugacion se llevan a cabo tipicamente en un regulador adecuado utilizando un exceso molar
varias veces de PEG activado. Algunos conjugados preferidos hechos con PEG lineales como los SC-PEG antes
mencionados pueden contener, en promedio, desde aproximadamente 20 hasta aproximadamente 80 cadenas de
PEG por enzima. Consecuentemente, para estos, pueden emplearse excesos molares de varios cientos de veces,
por ejemplo, 200-1000x. El exceso molar utilizado para polimeros ramificados y polimeros unidos a la enzima sera
inferior y puede ser determinado utilizando las técnicas descritas en las patentes y en solicitudes de patente que
describen las mismas y que se mencionan aqui mas adelante.
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Para propdsitos de la presente invencién, los grupos salientes deben entenderse como aquellos grupos que son
capaces de reaccionar con un grupo amina (nucledéfilo) encontrado sobre una L-asparaginasa, por ejemplo, sobre
una Lys.

Para propésitos de la presente invencion, los anteriores también se denominan como enlazantes poliméricos
activados. Los residuos poliméricos son preferiblemente basados en éxidos de polialquileno y mas preferiblemente
basados en polietilen glicol (PEG), en donde el PEG es bien sea lineal o ramificado.

Con referencia ahora a los polimeros activados descritos mas arriba, puede verse que el Ar es una unidad
estructural que forma un hidrocarburo aromatico multisustituido o un grupo heteroaromatico multisustituido. Un
aspecto clave es que la unidad estructural Ar es aromatica en naturaleza. Generalmente, para ser aromaticos, los
electrones n(pi) debes ser compartidos dentro de una "nube" tanto por encima como por debajo del plano de una
molécula ciclica. Adicionalmente, el nimero de electrones n debe satisfacer la regla de Huckle (4n+2). Las personas
experimentadas en el arte entenderan que una miriada de unidades estructurales satisfard los requerimientos
aromaticos de la unidad estructural y asi son adecuadas para uso aqui con halégenos y/o cadenas laterales tal
como aquellos términos son entendidos cominmente en el arte.

En algunos aspectos preferidos de la invencion, los enlazantes polimeros activados son preparados de acuerdo con
las patentes de los Estados Unidos de propiedad comun Nos. 6,180,095, 6,720,306, 5,965,119, 6624,142 y
6,303,569

Dentro de este contexto, se prefieren los siguientes enlazantes poliméricos activados:

10
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En un aspecto alternativo de la invencion, los conjugados L-asparaginasa polimero se hacen usando ciertos
residuos de polimeros ramificados o de bicina tales como los descritos en las solicitudes de patentes de los Estados
Unidos de propiedad comun Nos. 7,122,189 y 7087,229 y las solicitudes de patentes de los Estados Unidos Nos.
10/557,522, 11/502,108, y 11/011,818. Algunos de los polimeros activados preferidos incluyen:

11
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También debe entenderse que el grupo saliente mostrado mas arriba es solamente uno de los grupos adecuados y
los otros mencionados aqui también pueden ser utilizados sin experimentacion indebida.
En aspectos alternativos, los enlazantes poliméricos activados son preparados utilizando los residuos poliméricos
ramificados tales como los descritos en las patentes de los Estados Unidos de propiedad comdn Nos. 5,643,575;

5,919,455y 6,113,906 y 6,566,506.

Tales polimeros activados corresponden a sistemas de polimeros (v) - (ix) siendo representativo el siguiente:

en donde B es L-asparaginasa Il y todas las otras variables son como se definié anteriormente.

Polimeros sustancialmente no antigénicos

Como se establecié anteriormente, Ri2, Rio11, ¥ Ra2223 ¥ son preferiblemente cada uno residuos de polimero
solubles en agua que son preferiblemente sustancialmente no antigénicos tales como 6xidos de polialquileno (PAO)
y mas preferiblemente polietilen glicoles tal como mPEG. Para propositos de ilustracion y no de limitacion, la porcion
de residuo de polietilen glicol (PEG) de Ri2, Rio-11, Y R22-23 Y se puede seleccionar de entre:

J-O-(CH2CH-0),-

J-O-(CH,CH0),-CH>C(0)-0O-,

J-O-(CHzCHzO)u-CH2CH2 NR2s., Yy

J-O-(CH2CH,0),-CH2CH2 SH-,

12
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en donde:
u es el grado de polimerizacion, esto es, desde aproximadamente 10 hasta aproximadamente 2,300;

R2s es seleccionado de entre hidrogeno, Ci.6 alquilos, Ca.¢ alquenilos, Ca.s alquinilos, Cs.12 alquilos ramificados, Cs.g
cicloalquilos, Ci alquilos sustituidos, Cae alquenilos sustituidos, Cj.s alquinilos sustituidos, Cs.g cicloalquilos
sustituidos, arilos, arilos sustituidos, aralquilos, Ci.¢ heteroalquilos, Ci-¢ heteroalquilos sustituidos, Ci.¢ alcoxi, fenoxi
y Ci.6 heteroalcoxi, y

J es un grupo de cubrimiento, esto es, un grupo que se encuentra en el terminal del polimero y, en algunos
aspectos, se puede seleccionar de cualquiera de NH,, OH, SH, CO2H, Ci alquilos, preferiblemente metilo, u otros
grupos que activan el terminal PEG, puesto que tales grupos son entendidos por los expertos en el arte.

En una realizacién particularmente preferida, Ri-2, Rio-11, Y R22-23 Se seleccionan de entre

CHs- O-(CH2CH0),-, CH3-O-(CH2CH,0),-CH>C(0)-O-, y CH3-O-(CH2CH20),-CH,CH2 NH- y CH3-O-(CH2CH;0),-
CH,CH;, SH-, donde u es un entero positivo, seleccionado preferiblemente de tal manera que el peso molecular
promedio en peso es de aproximadamente 200 a aproximadamente 80,000 Da. Mas preferiblemente, Ri-2, Rio-11, ¥
R22-23 independientemente tienen un peso molecular promedio de aproximadamente 2,000 Da a aproximadamente
42,000 Da, con un peso molecular promedio de aproximadamente 5,000 Da a aproximadamente 40,000 Da siendo
el mas preferido. Otros pesos moleculares también se contemplan para acomodar las necesidades del experto.

PEG esta representado en general por la estructura:

-—-c:)_:—(fc;Hz-cthos)——-
At u.

Yy Ri2, Rio11, Y R22-23 comprenden preferiblemente los residuos de esta formula. El grado de polimerizacion para el
polimero representa el nimero de unidades de repeticion en la cadena polimérica y es dependiente del peso
molecular del polimero.

También son utiles los polipropilen glicoles, ramificados derivados de PEG tales como los descritos en la Patente de
los Estados Unidos de propiedad comun No. 5,643,575 (la patente '575), “PEG en estrella y PEG de brazos
multiples” tales como los descritos en el catadlogo de Shearwater Corporation 2001 "polietileno” "Polyethylene Glycol
and Derivatives for Biomedical Application". La divulgacion de cada uno de los anteriores se incorpora aqui como
referencia. La ramificacién proporcionada por la patente '575 permite ramificaciones secundarias o terciarias como
una manera de incrementar la carga de polimero en una molécula biolégicamente activa a partir de un punto sencillo
de unién. Se entendera que el polimero soluble en agua puede ser funcionalizado para la unién a los grupos de
enlazamiento bifuncionales si se requiere sin experimentacion indebida.

Por ejemplo, los conjugados de la presente invencion se pueden preparar por métodos que incluyen convertir los
productos "estrella"-PEG multibrazo PEG-OH tales como los descritos en el catalogo NOF Corp. Drug Delivery
System, Ver. 8, abril de 2006, cuya divulgacién se incorpora aqui como referencia, en un polimero adecuadamente
activado, utilizando las técnicas de activacion descritas en las patentes '614' o 096 antes mencionadas.
Especificamente, el PEG puede ser de la formula:

o tﬁHzﬁﬂﬂe)WﬁcH:»CHa*ga'

%.

°~

E*'-s-Q-hfjH.‘,GHz%-.(UCHQGH'z*u'\'O A O
T Y T CHCHO oy oy,
§~0~CH My - < o
2T (OCH, CH, )
Estrella
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De brazo maltiple

en donde:

u' es un entero de aproximadamente 4 a aproximadamente 455, preferiblemente para proveer polimeros que tienen
un peso molecular total de aproximadamente 5,000 a aproximadamente 40,000; y hasta 3 porciones terminales del
residuo es/son cubiertas con un metilo u otro alquilo inferior.

En algunas realizaciones preferidas, todos los 4 de los brazos de PEG se convierten en grupos salientes adecuados,

esto es, carbonato de N-hidroxisuccinimidilo (SC), etc., para facilitar la unién a la proteina recombinante. Tales
compuestos anteriores a la conversion incluyen:

14
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H3C-{OCH,CHaJy— Oj/\ /\(OH(CHZCHZO}‘, -CHy

H;,C‘(CJC H2CH2)I.I H(CHQC HQO}U‘_CH gc HQ'—' OH

HaC"{DCHQCszn j/\o /\E “(CHQCHgO)U CHQCHQ

HaC-(OCH,CHa)™ O~ (GHCHy0)y— CHICH,—OH

OH.

HaG-(OCH,CHY— O 0“(CH20H20)W-CH3

H3C- (OCHQCHZ)U—E)]/\ ,,\EO—(CHzCH;;O}U CH,CHy—OH

HO~CHzCH,~(OCH;CHy),~© O~ (CH,CH50),—CH;

~O—(CH,CH;0);~CH;CH,—OH

Hﬁch-(QCH'ZCH:Z)u‘-_Qj/"\ A

HO~CH,CH,~(OCH,CHg),—C O (CH,CH30),—CH,CH,—OH
Hc:a:..-c;Hg:(:H-z-(o.or-rzcr_fg.)roj/\o,\fo——(GH,_CHQO)“ CHaCHp—OH
H3C~(OCH,CHy),~ " O~ (CH,CH0)y—CH,CH,—OH

HO" CHQC Hg COC HzCszci'_" Oj/'\ /\CO i (CH zC Hzc)u*“ CHzCHg_‘OH

HO—-CH;CHy~(OCH,CHy) o '"“{CHQCHQOIU —CHyCH;—OH.

Las sustancias poliméricas incluidas aqui son preferentemente solubles en agua a temperatura ambiente. Una lista
no limitante de tales polimeros incluye homopolimeros de 6xido de polialquileno tales como polietilen glicol (PEG) o
polipropilen glicoles, polioles polioxietilenados, copolimeros de los mismos y copolimeros de bloque de los mismos,
con la condicién que se mantenga la solubilidad en agua de los copolimeros de bloque.
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En una realizacion adicional, y como una alternativa a los polimeros basados en PAO, Ri.2, Rio-11, ¥ R22-23 son cada
uno seleccionados opcionalmente de entre uno o mas materiales efectivamente no antigénico tales como dextrano,
alcoholes de polivinilo, polimeros basados en carbohidratos, hidroxipropilmetacrilamida (HPMA), Oxidos de
polialquileno, y/o copolimeros de los mismos. Véase también la patente de los Estados Unidos de propiedad comun
No. 6,153,655.

. Se entendera por los expertos en el arte que el mismo tipo de activacion se emplea como se describe aqui para los
PAO tales como PEG. Aquellos de experiencia normal en el arte se daran cuenta, ademas, que la lista anterior es
meramente ilustrativa y que también se contemplan todos los materiales poliméricos que tienen las cualidades
descritas aqui y que también se contemplan otros derivados de 6xido de polialquileno tales como los propilen
glicoles, etc..

Grupos bifuncionales de enlazamiento

En muchos aspectos de la invencion, Li.s y Ls son grupos de enlazamiento que facilitan la unioén de las cadenas de
polimero, por ejemplo, Ri2, Rio11, Y/0 Ra223. El enlace provisto puede ser directo o a través de grupos de
acoplamiento adicionales conocido por los expertos en el arte. En este aspecto de la invencién, Li.s y Lg pueden ser
el mismo o diferentes y se pueden seleccionar de una amplia variedad de grupos bien conocidos por los expertos en
el arte tales como grupos bifuncionales y heterobifuncionales alifaticos y aromaticos-alifaticos, aminoacidos, etc. Asi,
Li.6 Y Ls pueden ser el mismo o diferentes e incluyen grupos tales como:

-[C(=0)]v(CR32R33)t'-,

-[C(:O)]V'O(CR32R33)t’O-,

-[C(:O)]V'O(CR32R33)t’NRae-,

-[C(=0)]vO(CR32R330)t'NR36-,

-[C(=0)]vNR31(CR32R33)t'™-,

-[C(:O)]V'NR31(CR32R33)t’O-,

-[C(:O)]V'NR31(CR32R33O)t’-,

-[C(=0)]vNR31(CR32R330)t'(CR324Rz5)y’-,

-[C(=0)]vNR31(CR32R330)t'(CR34R35)y’O-,

-[C(=0)]vNR31(CR32R33)t'(CR34CR350)y’-,

-[C(=0)]vNR31(CR32R33)t'(CR34CR350)y’NR36-,

-[C(:O)]V'N R31(CR32R33)t’N Rae-,

-{C(=0) 1 O(CR3;Ra3)y
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-[C(=0)],NR;,(CR33R33)y

-[C=0)]yNR3;(CR 3R 33)y+

en donde: Rsi-Rs37; se seleccionan independientemente del grupo que consiste de hidrogeno, amino, amino
sustituido, azido, carboxi, ciano, halo, hidroxilo, nitro, silil éter, sulfonilo, mercapto, Ci-¢ alquilmercapto, arilmercapto,
arilmercapto sustituido, Ci.¢ alquiltio sustituido, Ci-¢ alquilos, C,.¢ alquenilo, C2.¢ alquinilo, Cs.19 alquilo ramificado, Cs-s
cicloalquilo, C1.6 alquilo sustituido, C,.¢ alquenilo sustituido, C,.¢ alquinilo sustituido, Cs.g cicloalquilo sustituido, arilo,
arilo sustituido, heteroarilo, heteroarilo sustituido, C1.¢ heteroalquilo, C1. heteroalquilo sustituido, C1.s alcoxi, ariloxi,
C16 heteroalcoxi, heteroariloxi, C,.s alcanoilo, arilcarbonilo, C,.¢ alcoxicarbonilo, ariloxicarbonilo, C,.¢ alcanoiloxi,
arilcarboniloxi, C,.¢ alcanoilo sustituido, arilcarbonilo sustituido, C,.¢ alcanoiloxi sustituido, ariloxicarbonilo sustituido,
C,.6 alcanoiloxi sustituido, sustituido y arilcarboniloxi,

en donde los sustituyentes se seleccionan del grupo que consiste de acilo, amino, amido, amidina, araalquilo, arilo,
azido, alquilmercapto, arilmercapto, carbonilo, carboxilato, ciano, éster, éter, formilo, halégeno, heteroarilo,
heterocicloalquilo, hidroxi, imino, nitro, tiocarbonilo, tioéster, tioacetato, tioformiato, alcoxi, fosforilo, fosfonato,
fosfinato, sililo, sulfhidrilo, sulfato, sulfonato, sulfamoilo, sulfonamida, y sulfonilo;

(t) y (v) se seleccionan independientemente de cero o enteros positivos, preferiblemente de 1 a 6; y

(vV)esOo1l.

Preferiblemente, L1.s y Lg Se seleccionan de entre

-C(O)CH20CH.C(0)-;

-C(O)CH;NHCH,C(O)-;

-C(O)CH2SCH.C(0)-;

-C(O)CH,CH2CH,C(0)-, y

-C(O)CH,CH,C(0)-,

Alternativamente, residuos adecuados de aminoacidos se pueden seleccionar de cualquiera de los L-aminoacidos
conocidos de origen natural, por ejemplo, alanina, valina, leucina, etc. y/o una combinaciéon de los mismos, por
nombrar sélo unos pocos. Lis y Lg también pueden incluir un péptido que varia en tamafio, por ejemplo, de

aproximadamente 2 a aproximadamente 10 residuos de aminoécidos.

También se contemplan derivados y analogos de los aminoacidos de origen natural, asi como diversos aminoacidos
(D o L) conocidos en el arte de origen no natural, hidréfobos o no hidréfobos.

A Unidades estructurales
1. Grupos salientes o de activacion

En aquellos aspectos donde A es un grupo activador, unidades estructurales adecuadas incluyen, sin limitacion,
grupos tales como N-hidroxibenzotriazolilo, halégeno, N-hidroxiftalimidilo, p-nitrofenoxilo, imidazolilo, N-
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hidroxisuccinimidilo; tiazolidinil tiona, O-acilo ureas, pentafluorofenoxilo, 2,4,6-triclorofenoxilo u otros grupos salientes
adecuados que seran evidentes para los expertos en el arte.

Para los propoésitos de la presente invencion, se entendera por grupos salientes aquellos grupos que son capaces de
reaccionar con un nucledfilo encontrado en el objetivo deseado, esto es, una unidad estructural biolégicamente
activa, un agente de diagndstico, una unidad estructural de direccionamiento, un espaciador bifuncional, un
intermediario, etc. Asi los objetivos contienen un grupo para el desplazamiento, tales como los grupos NH:
encontrados en proteinas, péptidos, enzimas, moléculas terapéuticas sintetizadas naturalmente o quimicamente
tales como doxorrubicina, espaciadores, tales como diaminas monoprotegidas. Es de entenderse que aquellas
unidades estructurales seleccionadas para A también pueden reaccionar con otras unidades estructurales, ademas
de los nucledfilos biolégicamente activos.

2. Grupos funcionales

A también puede ser un grupo funcional. Ejemplos no limitantes de tales grupos funcionales incluyen maleimidilo,
vinilo, residuos de sulfona, hidroxi, amino, carboxi, mercapto, hidrazida, carbazato y similares que pueden ser unidos
a la porcién de bicina a través de un espaciador que contiene amina. Una vez unido a la porcién de bicina, el grupo
funcional (por ejemplo, maleimida), se puede utilizar para unir el polimero de bicina a un objetivo tal como el residuo
de cisteina de un polipéptido, aminoacido o péptido espaciador, etc.

3. Grupos alquilo

En aquellos aspectos de la férmula (I) donde A es un grupo alquilo, una lista no limitante de grupos adecuados
consiste de Ci¢ alquilos, Cy6 alquenilos, C,.¢ alquinilos, Cs.19 alquilos ramificados, Cs.g cicloalquilos, Ci.6 alquilos
sustituidos, C,.s alquenilos sustituidos, C,.s alquinilos sustituidos, Csg cicloalquilos sustituidos, aralquilos, Ci
heteroalquilos, y Ci.¢ heteroalquilos sustituidos.

Unidades estructurales Z y su funcién

En un aspecto de la invencion Z es L7-C(= Y12) en donde L7 es un enlazador bifuncional seleccionado de entre el
grupo que define Li.s, ¥ Y12 €s seleccionado de entre los mismos grupos como los que definen Yi. En este aspecto
de la invencion, el grupo Z sirve como el enlace entre la L-asparaginasa y el resto del sistema de suministro de
polimero. En otros aspectos de la invencidn, Z es una unidad estructural que es transportada activamente en una
célula objetivo, una unidad estructural hidréfoba, y combinaciones de los mismos. El Z' cuando esta presente puede
servir como un enlazador bifuncional, una unidad estructural que es transportada activamente en una célula objetivo,
una unidad estructural hidr6foba, y combinaciones de los mismos.

En este aspecto de la invencidn, los sistemas de polimeros liberables se preparan de tal manera que la hidrélisis in
vivo escinde el polimero de la L-asparaginasa y libera la enzima en el fluido extracelular, mientras que permanece
enlazado a la unidad estructural Z. Por ejemplo, una combinacion potencial ZB es leucina-L-asparaginasa

Preparacién de conjugados de la L-asparaginasa

Para propositos de ilustracion, las reacciones adecuadas de conjugacion incluyen la reaccién de L-asparaginasa con
un sistema de polimero adecuadamente activado descrito aqui. La reaccion se lleva a cabo preferiblemente
utilizando condiciones bien conocidas por los expertos en el arte para la modificacion de proteinas, incluyendo el uso
de un sistema regulado de PBS, etc., con el pH en el rango de aproximadamente 6.6-8.5. Se contempla que en la
mayoria de los casos, un exceso del polimero activado se hace reaccionar con la L-asparaginasa.

Las reacciones de este orden frecuentemente daran como resultado la formacioén de conjugados que contienen uno
0 mas polimeros unidos a la L-asparaginasa. Como se apreciara, frecuentemente sera deseable aislar las diversas
fracciones y proveer un producto mas homogéneo. En la mayoria de aspectos de la invencién, la mezcla de reaccion
es recolectada, cargada en una columna de resina adecuada, y las fracciones deseadas son secuencialmente
eluidas con niveles crecientes de regulador. Las fracciones se analizaron mediante herramientas analiticas
adecuadas para determinar la pureza de la proteina conjugada antes de ser procesadas adicionalmente.
Independientemente de la ruta de sintesis y del polimero activado seleccionado, los conjugados se ajustaran a la
Formula (I) como se define aqui. Algunos de los compuestos preferidos que resultan de las técnicas sintéticas
descritas en este documento incluyen:
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en donde B es L-asparaginasa.

5 Conjugados todavia adicionales hechos de acuerdo con la presente invencion incluyen:

. I
~C-T—Yy—Ar- ? Y3’

= ~abk Jp  de

en donde todas las variables son la misma que en lo establecido mas arriba. Por ejemplo, algunos de las
realizaciones incluidas en los conjugados se seleccionan de entre el grupo que consiste de:
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en donde B es L-asparaginasa.

Conjugados adicionales incluyen:

1
4

9 9
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en donde B es L-asparaginasa.

5 Un conjugado particularmente preferido es:

Yo —HN.
TSASN

en donde el peso molecular del MPEG es de aproximadamente 10,000 a aproximadamente 40,000.

Cuando se utilizan los sistemas de polimeros basados en Bicina, dos conjugados preferidos son:
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en donde los pesos moleculares de los mPEG son los mismos que anteriormente,

Hay que anotar que la PEGilacion de la L-asparaginasa sera optimizada empiricamente para las uniones PEG
totales por proteina, tamafio del polimero de PEG, y disefio del enlazante PEG. Las caracteristicas clave de la L-
asparaginasa pegilada para evaluacion de la PEGilacién, optimizacion incluyen tanto ensayos in vitro (por ejemplo,
actividad y estabilidad enzimatica) como ensayos in vivo (por ejemplo, la farmacocinética y farmacodinamia).

Métodos de tratamiento

La L-asparaginasa producida por el ADN, vectores y células huésped descrita aqui es (til para todos los métodos e
indicaciones ya conocidas en el arte para Elspar® (Merck & Co., Inc.) y Oncaspar® (Enzon Pharmaceuticals, Inc.).
Asi, la enzima L-asparaginasa Il de la invencion, si esta conjugada con éxido de polialquileno, o es una proteina no
conjugada es administrada a un paciente que asi lo requiere en una cantidad que es efectiva para tratar una
enfermedad o trastorno u otra condicién que responde a tal tratamiento. La persona experimentada en el arte tendra
evidencia a la cantidades, rutas de administracion y programaciones de dosificacion adecuadas extrapoladas a partir
de las propiedades conocidas de Elspar® y Oncaspar®.

Ejemplos

Los siguientes ejemplos no limitantes citados aqui mas adelante ilustran ciertos aspectos de la invencion.
Ejemplo 1

Secuenciacion de la L-asparagina amidohidrolasa, proteina L-asparaginasa Il tipo EC-2, EC 3.5.1.1: E. coli

con el fin de obtener las secuencias de aminoacidos de las enzimas L-asparaginasa Il disponibles comercialmente
de Merck & Co. y Kyowa Hakko Kogyo Co., respectivamente, estas proteinas fueron sometidos a andlisis de
secuencia de proteinas y comparados con la secuencia del gen de E. coli K-12 ansB (GenBank Accession Number
M34277).

La L-asparaginasa Il fue secuenciada como sigue. Una alicuota de 2 mL de L-asparaginasa Il (80 mg/ml; Merck) fue
diluida en agua grado reactivo para producir una solucién diluida con una concentraciéon de proteina de 5.0 mg/mL.
La solucién diluida fue filtrada a través de un filtro de 0.22 um hacia viales con el fin de reducir la carga biol6gica
antes de llevar a cabo el analisis de secuencias de proteina. De manera similar, se disolvieron 100 mg de L-
asparaginasa Il (Kyowa Hakko Kogyo) en 20 ml de agua grado reactivo para producir una solucion diluida de 5.6
mg/ml y se filtr6 en condiciones de esterilidad. El andlisis cuantitativo de aminoacidos, las determinaciones de
secuencias N-terminales, el mapeo de péptidos, y la espectrometria de masas se utilizaron para determinar las
secuencias completas de las dos proteinas. Se prepararon fragmentos por digestion triptica, digestién quimotriptica,
digestion con Lys-C y bromuro de cianégeno (CnBr) y se separaron por cromatografia liquida de alta presién
("HPLC"), y espectrometria de masas y la secuenciacién de aminoacidos se llevé a cabo sobre los péptidos aislados.
Los andlisis completados demostraron una identidad de secuencia aparente entre las dos enzimas de L-
asparaginasa Il comerciales. Sin embargo, cuatro posiciones de aminoacidos diferian de la secuencia genética
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derivada de asparaginasa de E. coli K-12. Estas cuatro posiciones diferentes se muestran en la Tabla 1, a
continuacion.

TABLA 1

Posicién del residuo 27 64 252 263
Merck y KH Ala  |Asp [Thr  |Asn
K12 AnsB \Val |Asn  [Ser Thr

Ejemplo 2
Construccion de la cepa EN538 de E. coli que expresa L-asparaginasa |l recombinante

El gen que codifica la L-asparaginasa Il de E. coli K-12 ansB fue adaptado para expresar la L-asparaginasa Il con las
sustituciones de residuos ilustradas en la Tabla 1 del Ejemplo 1, como sigue. La secuencia de L-asparaginasa Il de
aminoacidos madura 326 de E. coli K-12 ansB es codificada en un segmento de pares de 978 bases tal como lo
informaron Jennings MP y Beacham IR (1990 J Bacteriol 172: 1401-1498; GeneBank No. M34277). El gen ansB,
que incluye un péptido de sefializacion de 22 aminoacidos que precede la proteina madura, fue clonado desde otra
cepa de E. coli K-12 (GX1210; obtenida de Genex Corporation) por métodos de reaccién en cadena de polimerasa
(PCR) convencionales. Especificamente, los oligonucleétidos 5-
TACTGAATTCATGGAGTTTTTCAAAAAGACGGCA-3 (SEQ ID NO: 4) y 5'-
ACAGTAAGCTTAGTACTGATTGAAGATCTGCTG-3' (SEQ ID NO: 5) fueron empleados como cebadores utilizando
un termociclador Perkin EImer Gene Amp 9600, Taqg polimerasa, y reactivos estandar con estos parametros de
ciclizacién: 30 segundos 94°C, 30 segundos 40°C, 1 minuto 72°C, para 25 ciclos.

La banda ~ 1 kb amplificada fue purificada sobre electroforesis en gel de agarosa TBE, digerida con Eco Rl y Hind
I, y clonada en el vector de bacteri6fago M13mp8. La secuencia de ADN del gen ansB [Genebank No. M34277] fue
confirmada por métodos de secuenciacion manuales de didesoxi ADN. El gen ansB clonado fue utilizado a
continuacion en mutagénesis dirigida al sitio para cambiar cuatro codones del gen ansB [GTG a GCG en la base
530; AAT a GAT en la base 640; TCT a ACT en la base 1205 y ACC a AAC en la base 1239] para codificar los
aminoacidos alternos (Val27Ala; Asn64Asp; Ser252Thr y Thr263Asn) utilizando el kit de mutagénesis Amersham
RPN 1253 version 2 como lo describen Whitlow y Filpula [Single Chain Fvs, In Tumour Immunology. A Practical
Approach, Ed. G. Gallagher, R.C. Rees, and C.W. Reynolds, 1993, Oxford University Press, pp 279-291].

Especificamente, los oligonucledtidos mutagénicos empleados fueron 5-CAACTTTACCCGCTGTGTAGTTAG-3’
(SEQ ID NO: 6) para el cambio en Val27Ala; 5-CAGCCAGACATCATCGTTCATGTC-3' (SEQ ID NO: 7) para el
cambio en Asn64Asp; 5'- GTCGAACACAGTTTTATACAGGTTGC-3' (SEQ ID NO: 8) para el cambio en Ser252Thr;
5-CTGCAGTACCGTTTTTCGCGGCGG- 3’ (SEQ ID NO: 9) para el cambio en Thr263Asn. Todos los cuatro cambios
fueron hechos en un lote sencillo y la secuenciacion de ADN confirm6 la secuencia del gen ansB modificado
[designado aqui como gen ansB* (SEQ ID NO: 2)].

La clonacién del gen ansB* en el plasmido pET-27b+ (Novagen Corporation) se lograda introduciendo los sitios de
restriccion de flanqueo, Ndel y BamHI, en los terminales 5 'y 3' del gen, respectivamente, por amplificacion por PCR.
Después de la digestion del ADN sintético con las enzimas de restriccion Ndel y BamHlI, el gen de 1 kilobase fue
ligado a través de T4. ADN ligasa al vector de plasmido pET-27b(+), el cual también habia sido digerido con estas
dos enzimas. El plasmido recombinante fue introducido en la cepa de E. coli BLR (DE3) por electroporacion
utilizando un BTX Electro Cell Manipulator 600 de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

La construccion del vector pET coloca el gen ansB* por detrds de un promotor T7 el cual es inducible, como
consecuencia de la adicion de IPTG. La IPTG induce la expresion del gen cromosémico de T7 ARN polimerasa bajo
el control de un promotor lacUV5 y la T7 ARN polimerasa que transcribe el gen ansB* produciendo la expresion a
alto nivel del producto de proteina ansB*.

La mezcla de transformacion fue sembrada sobre placas de agar LB que contenian kanamicina (15 pg/ml) para
permitir la seleccién de colonias que contenian el plasmido pET-27b(+)/ansB*. Este es designado como plasmido
pPEN537, como se ilustra en la Figura. 1. Se purificaron adicionalmente colonias aisladas sembrando y analizando la
expresion del gen inducible IPTG por métodos estandar tal como los descritos en Novagen pET System Manual
Ninth Edition. Las secuencias genéticas fueron verificadas utilizando un Applied Biosystems Prism310 Genetic
Analyze.

Ejemplo 3

Expresion de L-asparaginasa Il recombinante y caracterizacién parcial de la enzima.
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La cepa EN538 fue cultivada cultiva en medio LB a 37° C con kanamicina (15 pug/ml). A ODsgo de aproximadamente
0.8, se agregd IPTG (1 mM) al cultivo y se permitid la induccién de la expresion del gen para avanzar, durante 2, 3, 0
4 horas. El analisis por SDS-PAGE del cultivo confirmé un alto nivel de expresion del polipéptido ansB* de 34.6 kDa.
La inmunoprecipitacion Western utilizando anticuerpo policlonal de conejo anti-asparaginasa Il de E. coli confirmé
gue la banda de proteina principal inducida sobre SDS-PAGE era L-asparaginasa |l.

Puesto que la L-asparaginasa Il normalmente es secretada normalmente al espacio periplasmatico que sigue a la
eliminacion del péptido de sefializacion, se llevaron a cabo experimentos adicionales para examinar la localizacién
de la asparaginasa en las células o el medio. El cultivo fue centrifugado y las células convertidas en pellas fueron
resuspendidas en una solucién de lisozima para romper las paredes celulares antes de examinar las proteinas
asociadas a la célula solubles e insolubles, mas las proteinas liberadas en el medio de crecimiento durante el cultivo,
mediante SDS-PAGE.

Estos andlisis demostraron que, una induccion bien sea de 3 o de 4 horas a 37°C provee una expresion casi maxima
de ansB* de aproximadamente 30% de las proteinas celulares totales. Al menos el 70% de la asparaginasa puede
ser solubilizada a partir de la pella celular por tratamiento con lisozima. La cantidad de asparaginasa liberada hacia
el medio de crecimiento durante el cultivo es aproximadamente 25% de la asparaginasa total expresada.

La asparaginasa solubilizada liberada del periplasma por tratamiento con lisozima fue examinada adicionalmente en
cuanto su actividad enzimatica utilizando un ensayo de RP-HPLC que mide el acido aspartico, el producto de la
reaccion de la asparaginasa a partir del sustrato, asparagina. La actividad enzimatica en extractos crudos de
muestras inducidas por IPTG fue de aproximadamente 60 1U/mg, mientras que sélo aproximadamente 2 IU/mg en
muestras preparadas de cultivos no inducidos. Puesto que la proteina solamente es un 20% pura en esta etapa, esto
se compara bien con la actividad especifica reportada de la asparaginasa Il pura (~250-300 IU/mg). El analisis de
secuencia N-terminal de esta preparacion de asparaginasa también fue logrado utilizando un secuenciador de
proteinas Applied BioSystems PROCISE. La secuencia en N-terminal LPNITILATGGTIAGGGDSA (SEQ ID NO: 10)
coincide exactamente con la secuencia de proteina N-terminal predicha de asparaginasa madura, correctamente
procesada. El andlisis por LC-MS (columna en fase reversa Jupiter C-18) también fue llevado a cabo sobre esta
muestra. La especie proteinica principal demostré6 una masa de 34,592, que coincide exactamente con la masa
predicha como asparaginasa ansB* madura. No se observaron evidencias de una especie proteinica que portara
sustituciones de norleucina.

Ejemplo 4

Secuencias de codificacién de proteina de L-asparaginasa Il (genes ansB y ansB*) del plasmido pEN537 y
cromosoma BLR de E. coli

El ADN cromosémico fue preparado a partir de BLR (DE3) de E. coli [obtenido en Novagen Corporation; Cat. No.
69208-3]. Un cultivo de 2 ml de BLR creciendo en medio LB con kanamicina (15 pg/ml) a 37°C fue centrifugado
durante 2 minutos en una microcentrifuga y la pella celular fue resuspendida en 0.5 ml de regulador STET. Se
agrego fenol/cloroformo (0.5 ml) y la mezcla fue sometida a vortex y centrifugada durante 5 minutos a temperatura
ambiente. El sobrenadante fue recolectado y mezclado con 50 pl de acetato de sodio 3 My 1 ml de etanol. Después
de incubar sobre hielo durante 10 minutos, el ADN fue convertido en pella por centrifugacion y resuspendido en 100
pl de agua. Se llevé a cabo PCR sobre la muestra para aislar el gen ansB cromosomico. La mezcla de reaccién por
PCR contenia 5 pl de regulador 10X High Fidelity PCR, 5 pl de mezcla de dNTP 10 mM, 1 pl de MgSO4 50 mM, 0.5
ul (50 pmol) de oligonucledétido.

5'-GATCCATATGGAGTTTTTCAAAAAGACGGCAC-3' (SEQ ID NO: 11),
0.5 ul (50 pmol) de oligonucledétido
5'-GTACGGATCCTCATTAGTACTGATTGAAGATC-3' (SEQ ID NO: 12),

1 ul de ADN de BLR, 36 pl de agua destilada y 1 ul de polimerasa Platinum Taq High Fidelity. El producto de PCR
fue clonado utilizando el sistema de clonaciéon comercial TOPO obtenido de Invitrogen Corporation y llevado a cabo
como lo describe el fabricante.

La reaccion de clonacion utilizando el producto de PCR y el vector TOPO TA fue llevada a cabo en 6 pl a
temperatura ambiente durante 30 minutos. El producto de ligacion de la reaccién fue transformado en células de E.
coli TOP 10 competentes y sembrado sobre placas de agar con LB con seleccion por kanamicina. El andlisis de la
secuencia del ADN del gen cromosdmico ansB BLR clonado y del gen pEN537 ansB* fue llevada a cabo sobre los
plasmidos utilizando un Applied Biosystems Prism 310 Genetic Analyzer. Ambas cadenas fueron secuenciadas. Las
secuencias de codificacion del gen BLR ansB y del gen pEN537 ansB* difieren en 29 asignaciones de bases no
coincidentes en las secuencias de codificacion de la proteina madura. Sin embargo, ninguna de estas sustituciones
de bases dio como resultado una alteracién en la secuencia de aminoacidos debido a degeneracién del codén. La
proteina de ansB codificada a partir de BLR y la proteina de ansB* codificada a partir de pEN537 se confirmaron
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como idénticas en secuencia de aminoacidos. Todas las 326 posiciones demostraron ser idénticas en estas dos
proteinas asparaginasa.

Ejemplo 5
Purificacion a partir de células y medio de cultivo
Los siguientes procesos fueron adaptados de Harms et al., 1991 Protein Expression and Purification 2: 144-150.

Cultivos de cepa de E. coli EN538, como se describieron mas arriba, son cultivados en caldo Luria en la presencia
de kanamicina (15 pg/ml) a 37°C, en una incubadora con agitacién. A una ODggo de 0.8, se agrega IPTG hasta una
concentracion final de 1 mM y el crecimiento continud durante 4 horas adicionales. Las células son recolectadas por
centrifugacion. Para propdsitos analiticos, se utilizan cultivos de 2 ml.

Para hacer los extractos celulares, las pellas son resuspendidas en 1 ml de regulador de ruptura (KPO 50 mM, pH
7.5, EDTA 1 mM, ditiotreitol 0.5 mM] y las células fueron rotas por microfluidizacién. Los residuos celulares son
eliminados por centrifugacién y el fluido sobrenadante es probado en cuanto la actividad de L-asparaginasa Il y
también utilizado para establecer la produccion de enzima por electroforesis en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE).
El fraccionamiento por choque osmatico se lleva a cabo como lo describen Boyd et al., 1987, Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 84:8525-8529, incorporado aqui como referencia. En resumen, la pella es suspendida en 2 ml de regulador de
esferoblastos (Tris-HCI 0.1 M, pH 8.0, sacarosa 0.5 M, EDTA 0.5 mM), se incubd sobre hielo durante 5 minutos y se
centrifugd. La pella es calentada hasta temperatura ambiente, resuspendida en 0.3 ml de agua enfriada con hielo,
incubada sobre hielo durante 5 minutos, y de nuevo centrifugada. La fraccion periplasmatica sobrenadante es
utilizada sin tratamiento adicional para la determinacién de la actividad y la electroforesis.

Purificacién de la enzima

Para preparaciones de L-asparaginasa Il a gran escala las células se cultivan en cultivos por lotes (10 litros) y se
someten a choque osmoético como se indicé mas arriba. Por litro de cultivo se emplean volimenes de 50-100 ml de
regulador de esferoblastos y 30-40 ml de agua. El protocolo siguiente comienza con el extracto periplasmatico
obtenido a partir de un cultivo de 2 litros. Todas las etapas se llevaron a cabo a 5-10°C.

Fraccionamiento con sulfato de amonio

A 100 ml de un fluido de sobrenadante se agregaron 29.5 g de sulfato de amonio sélido para dar 50% de saturacion.
Después de 2 horas el precipitado es eliminado por centrifugacion, y se descarta la pella. El sobrenadante fue
llevado a 90% de saturacion con sulfato de amonio (27.2 g a 100 ml). Después de que la pella se deja en reposo
durante la noche es recolectada por centrifugacion, disuelta en unos pocos mililitros de regulador de piperazina-HClI
25 mM, pH 5.5, y dializada contra el mismo regulador. Este mismo proceso se aplica también al medio de cultivo
celular remanente para recuperar la L-asparaginasa Il secretada.

Cromatoenfoque

Una columna de 1 x 30 cm de intercambiador Poliregulador PBE 94 fue equilibrada con 200 ml del regulador de
piperazina-HCI anterior (regulador de partida). Después de que la solucion de muestra (10 ml) es aplicada, la
columna es eluida con 200 ml de regulador de elucion (Poliregulador 74, diluido 10 veces con H»0 y ajustado a pH
4.0 con HCI) a una rata de flujo de 30 ml/h. Se recolectan fracciones de 2 ml y se prueban en cuanto a la actividad
de L-asparaginasa Il después de una dilucién apropiada de muestras de 20 pl. Las fracciones que contenian la
asparaginasa fueron reunidas y dializadas contra solucién saturada de sulfato de amonio. La pella de la enzima es
lavada con sulfato de amonio al 90% y almacenada como una suspension en este medio.

Ejemplo 6
Purificacion de células y medio de cultivo

Cultivos de la cepa EN538 de E. coli, tal como se describié6 mas arriba, son cultivados en medio de cultivo [por
ejemplo, como se describe en Filpula, D., McGuire, J. y Whitlow, M. (1996) Production of single-chain Fv monomers
and multimers, In Antibody Engineering: A Practical Approach (J. McCafferty, H. Hoogenboom, and D.J. Chiswell,
eds.; Oxford University Press, Oxford, UK) pp. 253-268] en la presencia de kanamicina (15 pg/ml) a 25°C hasta
37°C, en un fermentador. A una ODggo de 20 a 200, se agrega IPTG hasta una concentracion final de 0.1-1 mM vy el
crecimiento continud durante 1-12 horas adicionales. Las células fueron recolectadas por centrifugacion y pasadas a
través de un homogeneizador celular Manton-Gaulin. El lisado celular es centrifugado a 24,300 g durante 30 minutos
a 6°C y el sobrenadante es recolectado y sometido a ultrafiltracién/diafiltracién, y la conductividad es ajustada a 3
mS. El pH del lisado es ajustado a 4.1 con acido acético al 25% y diafiltrado con regulador de acetato de sodio 5
mM, NaCl 25 mM, pH 4.1.
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La asparaginasa es capturada por cromatografia de columna de intercambio catiénico en S-Sepharose. La
asparaginasa unida es eluida con fosfato de potasio 12.5 mM, NaCl 25 mM, pH 6.4 (regulador NK64).

Las fracciones pico de asparaginasa recolectadas de la cromatografia en S-Sepharose fueron reunidas y se agrego
Tween 80 al 0.1% y se incubd durante 20 minutos a temperatura ambiente. Se agrega un volumen de regulador
NK64 y la muestra es cargada sobre una columna Q-Sepharose. La columna Q es lavada con regulador Q-25 (NacCl
25 mM, fosfato de potasio 10 mM pH 6.4) y la asparaginasa es eluida entonces con regulador Q-135 (NaCl 135 mM
en fosfato de potasio 10 mM pH 6.4).

A las fracciones enzimaticas reunidas se agrega sulfato de magnesio en polvo hasta una concentracién final de 0.25
M y se cargan sobre una columna de interaccién fenil hidréfoba preequilibrada con MgSQO,4 0.25 M en fosfato de
potasio 10 mM, pH 7.8. La asparaginasa es recolectada en el flujo a través de la fraccion y diafiltrada en una unidad
Filtron utilizando una membrana de polisulfona de corte de peso molecular de 30 kDa con el regulador, NaCl 75 mM,
fosfato de potasio 1 mM, pH 7.2.

La fraccion de asparaginasa es diluida con un volumen igual de agua y cargada sobre una columna de
hidroxiapatita. Las impurezas son eliminadas con elucién con regulador H15 (NaCl 50 mM, fosfato de potasio 15
mM, pH 7.8). La asparaginasa purificada es eluida con regulador H150 (NaCl 50 mM, fosfato de potasio 150 mM, pH
7.8).

Ejemplo 7

Purificacion desde células y medio de cultivo

Cultivos de E. coli cepa EN538, crecidos, inducidos, y homogeneizados como se describio en el Ejemplo 6, son
diafiltrados contra acetato de sodio 20 mM, NaCl 40 mM, pH 4.6 con 8 volumenes de producto con una fibra hueca
Microgon de 50 kDa a una rata de flujo de 2.9 L/minuto, 16 psi hasta que la Azgo es menor de 0.1 y la conductividad
es 5 mS. El producto es filtrado utilizando una membrana de 0.22 yum.

Se lleva a cabo cromatografia de intercambio catidnico con una columna Poros-HS. La columna es equilibrada con
acetato de sodio 20 mM, pH 4.6, NaCl 40 mM. El medio clarificado diafiltrado es cargado sobre un volumen de
columna de 0.5 (CV)/minuto y la columna es lavada con 5 CV de acetato de sodio 20 mM, pH 4.6, NaCl 40 mM. La
asparaginasa es eluida con acetato de sodio 20 mM, pH 4.6, NaCl 135 mM.

Al producto anterior se agrega fosfato de sodio dibasico 0.2 M, pH 9.2 para ajustar el pH a 6.3. La muestra es luego
diafiltrada contra fosfato de sodio 10 mM, pH 6.3 con un filtro de fibra hueca Microgon kDa 50 a una rata de flujo de
0.74 L/minuto, 16.5 psi.

Se lleva a cabo cromatografia de intercambio aniénico sobre Fractogel TMAE. La columna es equilibrada con
acetato de sodio 10 mM, pH 6.4. El eluido de la columna catiénica diafiltrado es cargado a 0.5 CV/minuto y la
columna es lavada con 5 CV de acetato de sodio 10 mM, pH 6.4. La columna es lavada adicionalmente con 5 CV de
acetato de sodio 10 mM, pH 6.4, NaCl 25 mM. La asparaginasa es eluida con acetato de sodio 10 mM, pH 6.4, NaCl
100 mM.

El producto es diafiltrado contra fosfato de sodio 10 mM, pH 7.5 con una membrana de 50 kDa hasta una
concentracion de 40 mg/ml y filtrada a través de una membrana de 0.22 pm.
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<150> 60/817,817

<151> 2006-06-30

<160> 12

<170> PatentIn version 3.4
<210>1

<211> 326

<212> PRT

<213> Escherichia coli

<400> 1

Leu Pro Asn Ile Thr Ile Leu Ala Thr Gly Gly Thr Ile Ala Gly Gly
1 5 10 15

Gly Asp Ser Ala Thr Lys Ser Asn Tyr Thr Ala Gly Lys ggl Gly Val
20 25

Glu Asn Leu Val Asn Ala Val Pro Gln Leu Lys Asp Ile Ala Asn Val
35 40 45
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Lys

val

Asp

Tyr

Gly

Leu

Gly

145

Thr

Gly

Pro

Asn

Asp

225

Ser

Leu

val

Tyr

Gly
50

Trp

Gly

Phe

Ala

Tyr

130

val

Lys

Pro

Ala

Glu

210

Leu

Ala

Pro

Gly
290

Glu

Leu

Phe

Leu

Met

115

Asn

Leu

Thr

Leu

135

Leu

Pro

Gly

Thr

Thr

275

Phe

Gln

Thr

Vval

Asp

100

Arg

Ala

‘i;'al

Asn

Gly

180

Lys

Pro

Ala

val

Ala

260

Gly

Vval

val

Leu

Ile

85

Leu

Pro

Val

Val

Thr

165

Tyr

His

Lys

Lys

Gly

245

Ala

Ala

Val

Ala

70

Thr

Ser

Val

Met

150

Ile

Thr

Vval

Ala

230

Asn

Lys

Thr

Ser
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Asn

55

Lys

His

Val

Thr

Thr

135

Asn

Asp

His

Ser

Gly

215

Leu

Gly

Asn

Thr

Gly
295

Ile

Lys

Gly

Lys

Ser

120

Ala

Asp

Val

Asn

Asp

200

Ile

val

Asn

Gly

Gln

280

Thr

Gly

Ile

Thr

Cys

105

Met

Ala

Thr

Ala

Gly

i85

Thr

val

Asp

Thr
265
Asp

Leu

29

Ser

Asn

Asp

90

Asp

Ser

Asp

Val

Thr

170

Lys

Pro

Tyr

Ala

Tyr

250

Ala

Ala

Asn

Gln

Thr

75

Thr

Lys

Ala

Lys

Leu

155

Fhe

Ile

Phe

Asn

Gly

235

Lys

val

Glu

Pro

Asp
60

Asp

Pro

Asp

Ala

140

Asp

Lys

Asp

Asp

Tyr

220

Tyrxr

Thr.

Val

Val

Gln
300

Met

Cys

Glu

val

Gly

125

Ser

Gly

Ser

Tyr

Val

205

Ala

Asp

val

Arg

Asp

285

Lys

Asn

Asp

Glu

val

110

Pro

Ala

Arg

val

Gln

190

Ser

Gly

Phe

Ser

270

Asp

Ala

Asp
Lys
Thr
95

Met
Phe
Agn
Asp
Asn
175
Arg
Lys
Ala
Ile
Asp
255
Ser

Ala

Arg

Asp

Thr

80

Ala

Val

Asn

Arg

val

160

Tyr

Thr

Leu

Ser

Val

240

Thr

Arg

Lys

Val
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Leu Leu Gln Leu Ala Leu Thr Gln Thr Lys Asp Pro Gln Gln Ile Gln
305 310 315 320

Gln Ile Phe Asn Gln Tyr
325

<210> 2

<211> 1530

<212> ADN

<213> Escherichia coli

<400> 2
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aaééqqgcgc gaaagcggtg ctgaaaagcg gcggtaacce attacagaat gtgctgggaa 60
geectgggaag cctggggggg ctgcaatecet caatccaaac cgagtggaaa aagcaggaaa 120
aagatttcca gcagtttgge aaagatgttt gtagccgegt tgtgactctg gaagatagee 180
gcaaagccct ggtcgggaat ttaaaataat cctctatttt aagacggeat aatacttttt 240
tatgccgttt aattcttegt tttgttacct goctctaact ttgtagatet ccaaaatata 300
ttcacgttgt aaattgttta acgtcaaatt tcccatacag agctaaggga taatgcgtag 360
cgtteacgta actggaggaa tgaaatggag tttttcaaaa agacggcact tgccgcactg 420
gttatgggtt ttagtggtge agcattggea ttacccaata tcaccatttt agcaaccgge 480
gggaccattg cecggtggtgg tgactccgca accaaatcta actacacage gggtaaagtt 540
ggcgtagaaa atctggttaa tgcggtgecg caactaaaag acattgcgaa cgttaaagge 600
gagcaggtag tgaatatcgg ctcccaggac atgaacgatg atgtctgget gacactggeg €60
aaaaaaatta acaccgactg cgataagacc gacggcttcg tcattaccca cggtaccgac 720
acgatggaag aaactgctta cttcctcgac ctgacggtga aatgcgacaa accggtggtg .780
atggtcggeg caatgegtec gtecacgtet atgagcgeag acggtccatt caacctgtat 840
aacgcggtag tgaccgecage tgataaagcc tecgecaacce gtggegtget ggtagtgatg 300
aatgacacceg tgcttgatgg cegtgacgtc accaaaacca acaccaccga cgtagcgacce 960
ttcaagtctg ttaactacgg tcctctgggt tacattcaca acggtaagat tgactaccag 1020
-cqtaccccgg cacgtaagca taccagcgac acgccattcg.atgtctctaa gctgaatgaa 1080
ctgccgaaag tcggcattgt ttataactac gctaacgcat ccgatcttec ggctaaagea 1140
ctggtagatd cgggetatga tggcategtt agegeotggtg tgggtaacgg caacctgtat 1200
aaaactgtgt tcgacacgct ggcgaccgcc gcgaaaaacg gtactgcagt cgtgegttct 1260
tcccgegtac cgacgggege taccactcag gatgecgaag tggatgatge gaaatacgge 1320
ttcegtegect ctggcaégct gaacccgcaa aaagcgegeg ttetgectgea actggetetg 1380
acgcaaacca aagatccgca gcagatccag cagatcttca atcagtacta atcgectcge 1440
ccecggtateg tgcocogggget ttttcactte agactcacgt ccattgecaa ttttaattac 1500
cctaatgata atcaccggaa taaattattt 1530

<210>3

<211> 1044

<212> ADN

<213> Escherichia coli

<400> 3
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15

atggagtttt
ttggcattac
tccgcaacca
gtgeccgcaac
caggacatga
aaaactgacg
ctcgacctga
acgtctatga
aaagcctceg
gatgtcacca
ctgggttaca
agcgacacge
aactacgcta
atcgttageg
accgectgcga
actcaggatg
ccgcaaaaag

atccagcaga

<210>4
<211> 34

<212> ADN

tcaaaaagac
ccaatatcac
aatctaacta
tgaaggacat
acgatgatgt
gettegteat
cggtgaaatg
gcgcagacqgyg
ctaatcgtgg
aaaccaacac
ttecacaacgg
cgttegatagt
acgcatccga
ctggcgtggg
aaaacggcac
ccgaagtgga
cgegegttet

tecttcaatca
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ggecacttgecc
cattttagca
cacagcgggt
tgcgaacgtt
ctggctgaca
tacccacggt
cgacaaaccg
tcecattecaac
cgtactggta
caccgatgta
taagattgac
ctctaagetg
tcttecgget
taacggcaac
tgcagtagtg
tgatgecgaaa
gctgcaactg
gtac

<213> cebador de oligonucleétido

<400> 4

gcactggtta
accggcggga
aaagttggcg
aaaggcgagce
ctggcgaaaa
accgacacga
gtggtgatgg
ctgtataacg
gtgatgaacg
gcgaccttea
taccaacgta
aatgaactge
aaagcactgg
ctgtataaaa
cgttctteece
tacggetteg

gctctgacge

tactgaattc atggagtttt tcaaaaagac ggca

<210>5

<211> 33

<212> ADN

<213> cebador de oligonucleétido

<400> 5

acagtaagct tagtactgat tgaagatctg ctg

<210> 6

<211> 24

<212> ADN

32

tgggttttag
ccattgeegy
tagaaaatct
aggtagtgaa
aaattaacac
tggaagaaac
tcggtgcaat
cggtagtgac
acaccgtgcet
agtctgttaa
ccceggeacg
cgaaagtcgg
tagatgcggg
ccgtatttga
gcgtaccgac
tcgectetgg

aaactaaaga

tggtgcagca
tggtggtgac
ggttaatgcg
tattggectce
cgactgecgat
cgecttactte
gcegtecgtee
tgcagctgat

tgatggcegt

ctacggtect

taagcacacc
cattgtttat
ctatgatgge
cacccttgea
gggcgctacc
cacgttgaac

tccgcagcag

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
200
960

1020

1044

34

33
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<213> cebador de oligonucledtido
<400> 6

caactttace cgectgtgtag ttag 24

<210>7

<211> 24

<212> ADN

<213> cebador de oligonucleétido
<400> 7

cagccagaca tecatcgttca tgte 24

<210> 8

<211> 26

<212> ADN

<213> cebador de oligonucleétido
<400> 8

gtcgaacaca gttttataca ggttge 26

<210>9

<211> 24

<212> ADN

<213> cebador de oligonucleétido
<400>9

ctgcagtace gtttttegeg gecgg 24

<210> 10

<211> 20

<212> PRT

<213> Escherichia coli

<400> 10

Leu Pro Asn Ile Thr Ile Leu Ala Thr Gly Gly Thr Ile Ala Gly Gly
1 5 10 15

Gly Asp Ser Ala
20

<210> 11
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<211> 32

<212> ADN

<213> cebador de oligonucleétido

<400> 11

gatccatatg gagtttttca aaaagacggc ac
<210> 12

<211> 32

<212> ADN

<213> cebador de oligonucleétido

<400> 12

gtacggatcc tcattagtac tgattgaaga tc

34

32
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Reivindicaciones

1. Una célula huésped de Escherichia coli recombinante para producir una enzima L-asparaginasa Il de Escherichia
coli, que comprende un cromosoma de Escherichia coli y al menos una copia de un vector extracromosémico
recombinante, en donde el vector extracromosémico recombinante codifica una subunidad de la enzima L-
asparaginasa Il, en donde el cromosoma de la célula huésped también codifica la misma subunidad de la enzima L-
asparaginasa I, en donde el cromosoma huésped no codifica ninguna otra isoforma de L-asparaginasa Il, en donde
la subunidad de L-asparaginasa Il codificada comprende SEQ ID NO: 1; y el vector extracromosdmico recombinante
comprende una molécula de ADN que comprende SEQ ID NO: 2.

2. La célula huésped de Escherichia coli recombinante de la reivindicaciéon 1, en donde el vector extracromosémico
es un plasmido.

3. La célula huésped de Escherichia coli recombinante de la reivindicacion 1 en donde el vector extracromosémico
recombinante comprende una molécula de ADN que codifica la subunidad de la enzima L-asparaginasa Il que esta
conectado operativamente a un promotor adecuado.

4. La célula huésped de Escherichia coli recombinante de la reivindicaciéon 3 en donde el promotor es seleccionado
del grupo consistente de los promotores T7, araB, APr/AP, phoA, trc, y trp.

5. La célula huésped de Escherichia coli recombinante de la reivindicaciéon 3 en donde el vector extracromosémico
recombinante comprende adicionalmente un operador, un sitio de enlazamiento al ribosoma, una secuencia de
sefializacion, un terminador de la transcripcion, un marcador de seleccién de antibidtico, un origen de replicacion, y
una copia regulada del represor.

6. La célula huésped de Escherichia coli recombinante de la reivindicacion 3 en donde el cromosoma comprende
una molécula de ADN de acuerdo con SEQ ID NO: 3.

7. Una molécula de acido nucleico aislada que codifica una subunidad de enzima L-asparaginasa Il de SEQ ID NO:
1 en donde la molécula de acido nucleico aislada consiste de un acido nucleico seleccionado del grupo consistente
de SEQ ID NO: 2y SEQ ID NO: 3.

8. Un vector extracromosOmico recombinante, en donde el vector extracromosémico recombinante comprende SEQ.
ID NO: 2 y codifica una subunidad de la enzima L-asparaginasa II.

9. El vector extracromosomico de la reivindicacién 8 en donde el vector es un plasmido.
10. El vector extracromosémico de la reivindicacion 9 en donde el vector es el plasmido pEN537.

11. La célula huésped de Escherichia coli que comprende el plasmido de la reivindicacion 2 en donde el plasmido es
PEN537, designado como EN538 y depositado como ATCC Number PTA 7490.

12. Un método para producir una enzima L-asparaginasa Il recombinante sustancialmente libre de otros isémeros de
L-asparaginasa Il, que comprende cultivar la célula huésped de la reivindicacién 11 y aislar la enzima L-
asparaginasa |l producida.

13. Una molécula de ADN aislada que codifica una subunidad de la enzima L-asparaginasa Il que comprende SEQ
ID NO: 2.

14. El vector extracromosémico recombinante de la reivindicacion 8, en donde SEQ ID NO: 2 estd conectado
operativamente a un promotor adecuado.

15. El vector extracromos6mico recombinante de la reivindicacion 14 en donde el promotor es seleccionado del
grupo consistente de los promotores T7, araB, APr/AP., phoA, trc y trp.
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