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DESCRIPCION
Composiciones de arginasas humanas modificadas por ingenieria y métodos para tratar el cancer
Referencia cruzada a solicitudes relacionadas

Esta solicitud reivindica la prioridad de la solicitud de patente provisional estadounidense con n.° de serie
61/110.218, presentada el 31 de octubre de 2008.

Antecedentes de la invenciéon
1. Campo de la invencién

La invencion se refiere de manera general al tratamiento de cancer con enzimas que empobrecen la L-arginina en
suero. En algunas realizaciones, el cancer es uno que no expresa, 0 es de otro modo deficiente en,
argininosuccinato sintetasa (ASS), ornitina transcarbamilasa (OTC), u otras enzimas requeridas para la biosintesis
de arginina.

2. Descripcion de la técnica relacionada

Desde hace méas de 50 afios se ha reconocido que determinadas células tumorales tienen una alta demanda de
aminoacidos, tales como L-arginina, y se destruyen en condiciones de empobrecimiento de L-arginina (Wheatley y
Campbell, 2002). En células humanas, la L-arginina se sintetiza en dos etapas; en primer lugar la argininosuccinato
sintetasa (ASS) convierte L-citrulina y aspartato en argininosuccinato, seguido por conversion de argininosuccinato
en L-arginina y fumarato mediante argininosuccinato liasa. La propia L-citrulina se sintetiza a partir de L-ornitina y
fosfato de carbamoilo mediante la enzima ornitina transcarbamilasa (OTC). Un gran numero de carcinomas
hepatocelulares, melanomas y, tal como se descubri6 recientemente, carcinomas de células renales (Ensor et al.,
2002; Feun et al., 2007; Yoon et al., 2007) no expresan ASS y por tanto son sensibles al empobrecimiento de L-
arginina. La base molecular para la falta de expresion de ASS parece ser diversa e incluye regulacién génica
aberrante y defectos de corte y empalme. Mientras que las células no malignas entran en quiescencia (Go) cuando
se empobrecen en cuanto a L-arginina y por tanto permanecen viables durante varias semanas, las células
tumorales tienen defectos en el ciclo celular que conducen al reinicio de la sintesis de ADN aunque se inhibe la
sintesis de proteinas, dando a su vez como resultado desequilibrios principales y muerte celular rapida (Shen et al.,
2006; Scott et al., 2000). La toxicidad selectiva del empobrecimiento de L-arginina para HCC, melanoma y otras
células cancerosas deficientes en ASS se ha demostrado ampliamente in vitro, en modelos de animal con
xenoinjerto y en ensayos clinicos (Ensor et al., 2002; Feun et al., 2007; Shen et al., 2006; I1zzo et al., 2004).
Recientemente Cheng et al. (2007) demostraron que muchas HCC células también son deficientes en la expresion
de ornitina transcarbamilasa y, por tanto, también son sensibles al empobrecimiento de L-arginina enzimatica.

Ademas, Carvajal et al. (2008, Molecular Biology of the Cell, Vol. 13, suplemento, pag. 546A) dan a conocer
consecuencias de mutaciones de ligandos metalicos en arginasa | hepatica humana.

Ademas, Rehner et al. (1970, Medizin und Erndhrung, pags. 32-35) examinan los efectos de manganeso, cobalto y
niquel sobre la actividad de la arginasa hepatica.

Existe interés en el uso de enzimas hidroliticas de L-arginina para la terapia contra el cancer, especialmente el
tratamiento de hepatocarcinomas, melanomas y carcinomas de células renales, que son formas comunes de cancer
asociado con alta morbididad. Se han usado dos enzimas degradantes de L-arginina para la terapia contra el cancer:
arginina desiminasa bacteriana y arginasas humanas. Desafortunadamente, ambas de las enzimas presentan
inconvenientes significativos que presentan impedimentos principales para su uso clinico (inmunogenicidad y baja
actividad catalitica y muy poca estabilidad en suero, respectivamente). Por tanto, el éxito terapéutico de la terapia de
empobrecimiento de L-arginina se basara en abordar estos inconvenientes.

Sumario de la invencion

La divulgacion se refiere de manera general a proteinas para su uso en el tratamiento de cancer con enzimas que
empobrecen la L-arginina en suero. En algunas realizaciones, el cancer es uno que no expresa, o es de otro modo
deficiente en, argininosuccinato sintetasa (ASS), ornitina transcarbamilasa (OTC), u otras enzimas requeridas para
la biosintesis de arginina.

En algunos aspectos, la presente descripcion contempla proteinas arginasas en las que el cofactor metdlico natural
(Mn2+) se sustituye por otro metal. En realizaciones particulares, la proteina arginasa comprende una secuencia de
aminoéacidos de arginasa | humana o una secuencia de aminoacidos de arginasa Il humana y un cofactor metélico
no nativo, concretamente cobalto (C02+). Las proteinas arginasa | y Il humanas de la presente invencion tienen dos
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sitios de Mn(ll); uno cualquiera 0 ambos sitios pueden sustituirse para generar una proteina arginasa | o Il mutada
con un cofactor metalico no nativo. En algunas realizaciones, la proteina presenta una kcat/Km mayor de 400 mM gt
a pH 7,4. En una realizacion particular, la proteina presenta una Keai/Km de entre 400 mM s y 4.000 mM?'s™t a pH
7,4. En otra realizacion, la proteina presenta una kca/Ku de entre 400 mM* st y 2.500 mM~ 'sTa pH 7,4 a 37°C. En
una realizacion particular, la presente invencién usa una proteina que comprende una secuencia de aminoacidos de
arglnasa I o Il humana y un cofactor metalico no nativo, en la que dicha proteina muestra una kca/Km mayor de 400
mM*s™ a 37°C, pH 7,4.

En algunas realizaciones, la arginasa nativa se modifica Unicamente mediante la sustitucion del cofactor metalico.
En otras realizaciones, la arginasa se modifica mediante la sustituciéon del cofactor metdlico ademas de otras
modificaciones, tales como sustituciones, deleciones y truncamientos. En una realizacion particular, la divulgacion
usa una proteina que comprende una secuencia de aminoacidos nativa de arginasa | o Il humana y un cofactor
metalico no nativo, en la que la secuencia de aminoacidos carece de parte de la secuencia nativa, y en la que el
cofactor metdlico no nativo es cobalto. En algunas realizaciones, la secuencia de aminoacidos de arginasa | humana
comprende SEQ ID NO: 1. En otras realizaciones, la secuencia de aminoacidos de arginasa Il humana comprende
SEQ ID NO: 2. En aun otras realizaciones, la arginasa carece de una parte de la secuencia de tipo natural. En otras
realizaciones, la secuencia de aminoacidos comprende una secuencia de arginasa | 0 arginasa Il truncada. En una
realizacién particular, la arginasa es arginasa Il y carece de los primeros 21 aminoacidos de la secuencia de tipo
natural. En otra realizacion, las arginasas nativas carecen de una metionina N-terminal.

En otro aspecto, la presente divulgaciéon emplea una proteina arginasa que comprende al menos una sustitucion de
aminoacido, en la que la proteina presenta una actividad catalitica aumentada en condiciones fisioldgicas y
especialmente al pH de suero humano (pH 7,4) en comparacion con proteina arginasa | o Il humana nativa. En
algunas realizaciones, la proteina arginasa es una proteina arginasa | humana o proteina arginasa Il humana. La
proteina para su uso en Ia invencion comprende ademas un cofactor metalico no nativo, en la que el cofactor
metalico no nativo es Co*?. La sustitucion del cofactor Mn*? por Co" % da como resultado un marcado aumento en la
actividad catalitica y una drastica reduccion en Kn, a pH fisiolégico.

En una realizacion, la presente divulgacion usa una proteina arginasa | humana que comprende al menos una
sustituciéon de aminoacido en el sitio de unién a metales, en la que la proteina presenta un aumento en la hidrolisis
de arginina que da como resultado una kca/Km al menos dos veces mayor que la de una arginasa | humana nativa
que tiene SEQ ID NO: 1. En otra realizacién, la presente divulgaciéon usa una proteina arginasa Il humana que
comprende al menos una sustitucién de aminoacido en el sitio de unién a metales, en la que la proteina presenta un
aumento en la hidrdlisis de arginina que da como resultado una ke./Km al menos dos veces mayor que la de una
arginasa Il humana nativa que tiene SEQ ID NO: 2. En algunas realizaciones, la proteina presenta una Kca/Km ma or
de 400 mM s a pH 7,4. En una realizacién particular, la proteina presenta una Kca/Km entre 400 mM™s’ y
4.000 mM's™ a pH 7,4. En otra realizacién, la proteina presenta una kca/Km de entre 400 mM st y 2.500 mM™'s st a
pH 7,4 a 37°C. En algunos aspectos, la invencion emplea mutaciones que aumentan la estabilidad de arglnasas
humanas en suero con respecto a la estabilidad de arginasas humanas nativas.

En algunas realizaciones, la sustitucion de aminoacido esta en His101, Asp124, His126, Asp128, Asp232, Asp234,
Trpl22, Aspl81, Ser230, His120, Aspl43, His145, Aspl47, Asp251, Asp253, Trpl41, Asp200, Ser249, Cys303 o
Glu256. Se ha encontrado que varias mutaciones aumentan la actividad catalitica y reducen drasticamente la Kn,
para L-arginina en condiciones fisioloégicas. En algunas realizaciones, las mutaciones son mutaciones de sustitucion
seleccionadas del grupo que consiste en Aspl181Ser, Ser230Cys, Ser230Gly, Cys303Phe, Cys303lle, Glu256GlIn,
Aspl81Glu y Ser230Ala. En algunos aspectos, la presente invencién proporciona realizaciones en las que se
introducen dos 0 mas mutaciones en arginasa humana. En algunas realizaciones, la proteina arginasa humana
comprende al menos dos sustituciones de aminoacido. En una realizaciéon particular, las sustituciones son
Aspl181Glu y Ser230Ala.

En algunos aspectos, la presente divulgacion emplea arginasas que comprenden cambios adicionales con respecto
a la proteina de tipo natural o nativa. En algunas realizaciones, los cambios incluyen sustitucion, deleciones (por
ejemplo que carecen de parte de la secuencia nativa), truncamientos, o una combinacion de los mismos. En algunas
realizaciones, la presente invencién también contempla arginasas nativas, en las que los Unicos cambios en la
secuencia de aminoacidos son deleciones. En una realizacién particular, la presente divulgacion contempla una
proteina arginasa | humana, en la que la proteina carece de una metionina N-terminal. También se contemplan otras
deleciones y deleciones mas grandes para las diversas arginasas mutantes descritas en el presente documento. Por
ejemplo, se ha notificado arginasa truncada que carece de los 14 aminoacidos C-terminales, dejando Arg-308 como
el ultimo residuo en la secuencia (Mora et al., 2000). En aun otra realizacion, la arginasa carece de los primeros 21
aminoacidos de la secuencia de tipo natural.

En algunos aspectos, la presente divulgacion también contempla proteinas de fusion que comprenden una arginasa
unida a una secuencia de aminoacidos distinta de arginasa. En una realizacién, la secuencia distinta de arginasa
comprende al menos una parte de la regién Fc de una inmunoglobulina, por ejemplo, para aumentar la semivida de
la arginasa en suero cuando se administra a un paciente. La region Fc o parte de la misma puede ser cualquier

3



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2574 139 T3

regién Fc adecuada. En una realizacion, la region Fc o parte de la misma es una region Fc de IgG. En algunas
realizaciones, la secuencia de aminoacidos que tiene actividad arginasa se selecciona del grupo que consiste en
una secuencia de aminoacidos nativa o mutada de arginasa | humana y una secuencia de aminoacidos nativa o
mutada de arginasa Il humana. En una realizacién, se contempla una proteina de fusién dimérica de Fc-arginasa.

La arginasa en la proteina de fusion puede ser nativa, mutada y/o modificada de otro modo, por ejemplo, modificada
con cofactor metalico. En algunas realizaciones, la arginasa puede contener deleciones, sustituciones,
truncamientos o0 una combinacién de los mismos. En una realizacién particular, la presente invencién contempla una
proteina de fusion que contiene Fc-arginasa, en la que la arginasa es una arginasa |. En una realizacion, la arginasa
carece de una parte de la secuencia de tipo natural. En otra realizacién, la arginasa es arginasa | que carece de una
metionina N-terminal. En aun otra realizacion, la arginasa es arginasa Il, en la que la arginasa Il carece de los
primeros 21 aminoacidos de la secuencia de arginasa Il de tipo natural. En algunas realizaciones, en la arginasa,
gue comprende ademas un cofactor metélico no nativo, uno cualquiera o ambos sitios pueden sustituirse para
generar una proteina de fusién que comprende una secuencia de aminoéacidos de arginasa | o Il humana y un
cofactor metdlico no nativo, en la que el cofactor metalico no nativo es cobalto. En algunas realizaciones, la arginasa
contiene una sustituciéon. En una realizacion, la sustituciéon es Glu256GIn. En otra realizacién, la sustitucion es
Aspl81Ser. En aun otra realizacion, la sustitucion es Ser230Cys. En todavia otra realizacion, la sustitucion es
Ser230Gly. En adn otra realizacion, la sustitucion es Cys303Phe. En todavia otra realizacién, la sustitucién es
Cys303lle. En algunas realizaciones, la arginasa | humana comprende al menos dos sustituciones de aminoacido.
En una realizacion, las sustituciones son Asp181Glu y Ser230Asp.

En algunos aspectos, la presente divulgacion emplea ademas acido nucleico que codifica para tales arginasas. El
acido nucleico puede tener codones optimizados para su expresion en bacterias. Las bacterias pueden ser E. coli.
En otros aspectos, la presente invencion emplea ademas vectores que contienen tales acidos nucleicos. El acido
nucleico que codifica para la arginasa mutante puede estar operativamente unido a un promotor, incluyendo, pero
sin limitarse a, promotores heterdlogos. En aspectos todavia adicionales, la presente divulgacion emplea ademas
células huésped que comprenden tales vectores. Las células huésped pueden ser células huésped transfectadas o
transformadas que expresan las arginasas mutantes. Las proteinas pueden expresarse de cualquier manera
adecuada. Por ejemplo, las proteinas pueden expresarse en una célula huésped de tal manera que la proteina esta
glicosilada. Por ejemplo, las proteinas pueden expresarse en una célula huésped de tal manera que la proteina esta
aglicosilada.

La presente invencién proporciona las proteinas arginasas descritas en el presente documento para su uso en
métodos de tratamiento de sujetos que comprenden administrar dichas proteinas tal como se definen en las
reivindicaciones. En algunas realizaciones, el cancer es uno que no expresa, o es de otro modo deficiente en,
argininosuccinato sintetasa (ASS) u ornitina transcarbamilasa (OTC). En realizaciones particulares, el cancer
humano es un cancer auxotréfico para arginina. Tal como se comenté anteriormente, la proteina arginasa puede ser
nativa, mutada, y/o modificada de otro modo. En una realizacién, la presente invencion contempla un uso en un
método de tratamiento de un paciente humano con cancer que comprende administrar una formulaciéon que
comprende una proteina de fusion, comprendiendo la proteina de fusion una secuencia de aminoacidos que tiene
actividad arginasa y al menos una parte de la region Fc de una inmunoglobulina humana al paciente. En algunas
realizaciones, la administracion se produce en condiciones tales que se destruye al menos una parte de las células
cancerosas del cancer. En otra realizacion, la formulacion comprende una secuencia de aminoacidos que tiene
actividad arginasa humana superior a la presentada por las arginasas humanas auténticas en condiciones
fisiolégicas y que comprende ademas una cadena de polietilenglicol unida. En alguna realizacion, la formulacién es
una formulacién farmacéutica que comprende cualquiera de las proteinas arginasas comentadas anteriormente y
unos excipientes farmacéuticamente aceptables. Tales excipientes farmacéuticamente aceptables los conocen bien
los expertos en la técnica. Se contempla que todas las variantes de arginasa anteriores son (tiles para terapia en
seres humanos.

El cancer puede ser cualquier tipo de cancer o tipo de tumor. En algunas realizaciones, el cancer es carcinoma
hepatocelular, carcinoma de células renales, melanoma, cancer prostata o cancer pancreatico. En algunas
realizaciones, la formulacion se administra por via tépica, intravenosa, intradérmica, intraarterial, intraperitoneal,
intralesional, intracraneal, intraarticular, intraprostatica, intrapleural, intratraqueal, intraocular, intranasal, intravitrea,
intravaginal, intrarrectal, intramuscular, subcutanea, subconjuntival, intravesicular, mucosa, intrapericardiaca,
intraumbilical, oral, mediante inhalacion, mediante inyeccidon, mediante infusion, mediante infusién continua,
mediante perfusion localizada bafiando directamente las células diana, a través de un catéter o a través de un
lavado. En una realizacion, para aumentar la semivida en suero, las variantes de arginasa descritas en el presente
documento estan “pegiladas”.

En una realizacion preferida se contempla que todas las arginasas, variantes y similares mencionadas anteriormente
son proteinas purificadas o aisladas, y preferiblemente proteinas monoméricas.

El uso del término “0” en las reivindicaciones se usa para querer decir “y/0” a menos que se indique explicitamente
que se refiere Unicamente a alternativas o las alternativas sean mutuamente excluyentes, aunque la divulgacion
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respalda una definicion que se refiere Unicamente a alternativas y a “y/o”.

A lo largo de esta solicitud, el término “aproximadamente” se usa para indicar que un valor incluye la desviacion
estandar de error para el dispositivo 0 método que esté empleandose para determinar el valor.

Segun la ley de patentes de larga tradicion, las palabras “un” y “uno”, cuando se usan junto con la palabra “que
comprende” en las reivindicaciones o la memoria descriptiva, indican uno o mas, a menos que se indique
especificamente.

El término “terapéuticamente eficaz” tal como se usa en el presente documento se refiere a una cantidad de células
y/o composicién terapéutica (tal como un polinucleétido terapéutico y/o polipéptido terapéutico) que se emplea en la
presente invencién para lograr un efecto terapéutico, tal como en la que al menos se mejora al menos un sintoma de
un estado que esta tratandose, y/o al andlisis de los procedimientos o materiales usados junto con estas células.

Otros objetos, caracteristicas y ventajas de la presente invencion resultaran evidentes a partir de la siguiente
descripcion detallada. Sin embargo, debe entenderse que la descripcion detallada y los ejemplos especificos,
aunque indican realizaciones especificas de la invencion, se facilitan Gnicamente a modo de ilustracion.

Breve descripcion de las figuras

Los siguientes dibujos forman parte de la presente memoria descriptiva y se incluyen para demostrar adicionalmente
determinados aspectos de la presente invencion. La invencion puede entenderse mejor mediante referencia a uno o
mas de esos dibujos en combinacion con la descripcién detallada de realizaciones especificas presentadas en el
presente documento.

La figura 1 muestra secuencias de acido nucleico de arginasa | (SEQ ID NO: 1) y arginasa Il (SEQ ID NO: 2).

La figura 2 es una fotografia de una SDS-PAGE que muestra etapas de purificacion para arginasa | humana. L =
Marcador de peso molecular; WC = fraccion de células completas, SN = sobrenadante; FT = flujo a través de una
columna de IMAC; W = lavado de columna; E = fraccion de elucién de arginasa.

La figura 3 es un grafico representativo de la cinética en estado estacionario de la hidrélisis de L-arginina mediante
Co-hArgl (¢) y Mn-hArgl (o) en un tampén Hepes 100 mM, pH 7,4, 37°C. Co-hArgl tenia una ke de 240 + 14 s*, una
Kv de 190 + 40 pM, y kea/Ku de 1.270 + 330 mM™s™ . Mn-Argl tenia una ke de 300 + 12 s™, una Ky de 2.330 +
260 UM, Y Kea/Km de 129 + 20 mM™*s™.

La figura 4 es una representacion grafica de kca/Km frente a pH para Co-hArgl (¢) con una pka de seccion ascendente
de 7,5y Mn-hArgl (m) con un pka de seccion ascendente de 8,5.

La figura 5 es un grafico que muestra la estabilidad de Co-hArgl y Mn-hArgl (1 pM) incubados en suero humano
combinado a 37°C a lo largo del tiempo en suero humano combinado. Se extrajeron alicuotas a lo largo del tiempo y
se sometieron a ensayo frente a 1 mM de L-Arg en un tampén Hepes 100 mM, pH 7,4, a 37°C. Mn-hArgl (o)
present6 una pérdida exponencial de actividad con una vida de T% de 4,8 £ 0,8 h. En cambio, Co-hArgl (¢) presento
una pérdida bifasica de actividad con una primera TY2 aparente de 6,1 + 0,6 h seguida por una segunda T¥2 mucho
mas larga de 37 = 3 h.

La figura 6 es un grafico que muestra perfiles de HPLC de los 20 aminoacidos convencionales incubados o bien con
Co-hArgl (panel superior) o bien con tampén de dialisis (panel inferior). Co-hArgl incubada con los 20 aminoacidos
convencionales dio como resultado la pérdida de un Gnico pico a TA = 12,3 min, que coincide con el de controles de
L-arginina, y la aparicion de un nuevo pico individual a TA = 18,8 min, que coincide con el de controles de L-ornitina.

Las figuras 7A-B son graficos que muestran la supervivencia de HCC en cultivo tisular cuando se trata con diversas
variantes de arginasa (junto con controles). La figura 7A demuestra la supervivencia de cultivo tisular de HCC
(Hep3b) cuando se tratd con arginasa 0-100 nM (dia 5). Mn-hArgl (A) dio como resultado una Clso aparente de 5 +
0,3 nM (~ 0,18 pg/ml). Las incubaciones con Co-hArgl (¢) condujeron a un aumento de 15 veces en la citotoxicidad
con una Clsg aparente de 0,33 + 0,02 nM (~ 0,012 pg/ml). La figura 7B es un grafico que muestra el efecto de hArgl
sobre el crecimiento de células de melanoma A375 (dia 5). Mn-hArgl (A) dio como resultado una Clsg aparente de
4,1 + 0,1 nM (~ 0,15 pg/ml). La incubacién con Co-hArgl (¢) condujo a un aumento de 13 veces en la citotoxicidad
con una Clsp aparente de 0,32 + 0,06 nM (~ 0,012 pg/ml).

La figura 8 es una fotografia de un gel de electroforesis no desnaturalizante que muestra que la variante hArgl-
E256Q es monomérica a diferencia de la h-Argl de tipo natural trimérica.
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La figura 9 es un grafico representativo de la cinética en estado estacionario de la hidrélisis de L-arginina mediante
Co-hArg-1l (¢) y Mn-hArg-II (o). Hidrélisis de L-Arg con hArg-Il (¢) sustituida con cobalto a pH 7,4 y 37°C, con una Keat
de 182 + 7 s, una Ky de 126 + 18 pM, y una kead Ky de 1.440 + 260 mMs™. Hidrélisis de L-Arg con hArg-Il (0)
sustitulidall con manganeso a pH 7,4y 37°C, con una K de 48 + 2 s™, una Ky de 2.900 + 300 UM, Y Kea/Km de 17 +
2mMTs.

La figura 10 es un grafico que muestra el empobrecimiento de L-arginina en suero en el modelo de raton. Las
concentraciones de L-Arg en suero de ratones Balb/c tratados con una Unica dosis i.p. de Co-hArgl se mantienen <3-
4 UM durante mas de 3 dias.

La figura 11 es un grafico que muestra la reduccion de xenoinjerto de tumor de HCC cuando se trata con Co-hArg|
en comparacion con controles. Se trataron ratones desnudos que portaban xenoinjertos de tumor de Hep3b dos
veces mediante inyeccion i.p. o bien con PBS (o) o bien con Co-hArgl (¢) en el dia 9 y en el dia 12. Se observé
contraccion del tumor en los ratones tratados con Co-hArgl mientras que los tumores tratados con PBS crecieron sin
control.

Figura 12, SDS-PAGE al 14-20% que muestra hArgl conjugada a PEG PM 5000, con un PM aparente de ~ 150 kDa.
Descripcion de las realizaciones ilustrativas

La presente invencion se refiere a proteinas para su uso en métodos de tratamiento de pacientes que tienen cancer
tal como se define en las reivindicaciones y por ejemplo usa enzimas que empobrecen la L-arginina en suero. En
algunas realizaciones, el cancer es uno que no expresa, o es de otro modo deficiente en, argininosuccinato sintetasa
(ASS), ornitina transcarbamilasa (OTC), u otras enzimas requeridas para la biosintesis de arginina. Se contemplan
enzimas tanto nativas como mutadas, asi como enzimas con cofactores metalicos modificados, enzimas fusionadas
a otros polipéptidos asi como enzimas conjugadas a polimeros que aumentan la persistencia en suero, por ejemplo,
polietilenglicol de alto peso molecular.

I. Arginasa

La arginasa es una enzima que contiene manganeso. Es la enzima final del ciclo de la urea. La arginasa es la quinta
y Ultima etapa en el ciclo de la urea, una serie de reacciones biofisicas en mamiferos durante la cual el organismo
elimina amoniaco dafiino. Especificamente, la arginasa convierte L-arginina en L-ornitina y urea.

La L-arginina es el sustrato donador de nitrégeno para la 6xido nitrico sintasa (NOS), produciendo L-citrulina y NO.
Aungue se ha notificado que la Ky de arginasa (2-5 mM) es mucho mayor que la de NOS para L-arginina (2-20 uM),
la arginasa también puede desempefiar un papel en la regulacién de la actividad de NOS. En determinadas
condiciones la arginasa | se Cys-S-nitrosila, dando como resultado una mayor afinidad por L-arginina y una
disponibilidad reducida de sustrato para NOS.

La arginasa es una enzima homo-trimérica con un plegamiento a/f de una lamina B de ocho cadenas paralelas
rodeada por varias hélices. La enzima contiene un agrupamiento de metales di-nuclear que es esencial para generar
un hidréxido para el ataque nucledfilo en el carbono de guanidinio de L-arginina. El metal nativo para arginasa es
Mn?*. Estos iones Mn®* se coordinan con agua, orientando y estabilizando la molécula y permitiendo que el agua
actle como nucledfilo y ataque a la L-arginina, hidrolizandola para dar ornitina y urea.

Los mamiferos tienen dos isozimas de arginasa (EC 3.5.3.1) que catalizan la hidroélisis de L-arginina para dar urea y
L-ornitina. El gen de arginasa | esta ubicado en el cromosoma 6 (6g.23), se expresa altamente en el citosol de los
hepatocitos y funciona en la eliminacion de nitrégeno como etapa final del ciclo de la urea. El gen de arginasa Il se
encuentra en el cromosoma 14 (14qg.24.1). La arginasa Il esta ubicada en la mitocondria en tejidos tales como rifién,
cerebro y masculo esquelético en los que se piensa que proporciona un suministro de L-ornitina para la biosintesis
de prolina y poliamina (Lopez et al., 2005).

Se han investigado las arginasas durante casi 50 afios como método para degradar la L-arginina extracelular (Dillon
et al.,, 2002). Se han logrado algunos resultados clinicos prometedores introduciendo arginasa mediante
embolizacién arterial transhepatica; tras lo cual varios pacientes experimentaron una remisién parcial de HCC
(Cheng et al., 2005). Sin embargo, dado que la arginasa tiene una alta Ky (~2-5 mM) y muestra muy baja actividad a
valores de pH fisioldgicos, se requiere una alta dosificacion para fines quimioterapico (Dillon et al., 2002). Aunque la
arginasa nativa se aclara de la circulacién en el plazo de minutos (Savoca et al., 1984), una Unica inyeccién de PEG-
arginasa PM 5000 en ratas fue suficiente para lograr un empobrecimiento de arginina casi completo durante ~3 dias
(Cheng et al., 2007).

Cheng et al. hicieron la sorprendente observacion de que muchas lineas celulares de HCC humanas no expresan
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OTC (ademés de ASS) y por tanto son sensibles a PEG-arginasa (Cheng et al., 2007). En ratones en los que se
implantaron células de hepatocarcinoma Hep3b, la administracion semanal de PEG-arginasa dio como resultado la
ralentizacion del crecimiento tumoral que se acentu6 mediante coadministracion de 5-fluorouracilo (5-FU). Sin
embargo, se usé PEG-arginasa a dosis muy altas que no resultan practicas para la terapia en seres humanos,
reflejando su actividad fisiologica inferior.

Para abordar estas cuestiones se ha sometido a prueba in vitro una enzima hidrolizante de arginina bacteriana,
arginina desiminasa o ADI, que presenta buena cinética y estabilidad. Una forma pegilada de ADI esta actualmente
sometiéndose a ensayos clinicos en fase ll/lll. Desafortunadamente, ADI es una enzima bacteriana y por tanto
induce fuertes respuestas inmunitarias y efectos adversos en la mayoria de los pacientes. Sin embargo, para
aquellos pacientes que no desarrollan respuestas adversas significativas, un porcentaje impresionante muestra
enfermedad estable o remision. No obstante, debido a su perfil inmunoldgico desfavorable, es poco probable que el
empobrecimiento de L-arginina mediante ADI se convierta en un tratamiento convencional para el cancer de higado.

Para el uso clinico, resulta esencial que la arginasa se modifique por ingenieria para permitir que persista durante
periodos mas largos (por ejemplo, dias) en la circulacion. En ausencia de cualquier modificacién, la arginasa
humana tiene una semivida de tan sé6lo unos pocos minutos en la circulacién principalmente debido a que su tamafio
no es lo suficientemente grande como para evitar la filtracién a través de los rifiones. La arginasa humana no
modificada es muy propensa a desactivacion en suero y se degrada con una semivida de tan sélo cuatro horas. Por
tanto, los presentes inventores desarrollaron formas novedosas y mejoradas de arginasa para investigacion clinica y
posible uso terapéutico con persistencia en circulacién mejorada.

Il. Variantes de arginasa

Los mamiferos tienen dos isozimas de arginasa (EC 3.5.3.1) que catalizan la hidrdlisis de L-arginina para dar urea y
L-ornitina. El gen de arginasa | estd ubicado en el cromosoma 6 (6q.23), se expresa altamente en el citosol de
hepatocitos, y funciona en la eliminacién de nitrégeno como etapa final del ciclo de la urea. El gen de arginasa Il se
encuentra en el cromosoma 14 (14q.24.1). La arginasa Il esta ubicada en la mitocondria en tejidos tales como rifién,
cerebro y muasculo esquelético en los que se piensa que proporciona un suministro de L-ornitina para la biosintesis
de prolina y poliamina (Lopez et al., 2005).

La L-arginina es el Unico sustrato para la 6xido nitrico sintasa (NOS), produciendo L-citrulina y NO. Aunque se ha
notificado que la Ky de arginasa (2-5 mM) es mucho mayor que la de NOS para L-arginina (2-20 uM), la arginasa
también puede desempefiar un papel en la regulacion de la actividad de NOS (Durante et al., 2007). En
determinadas condiciones la arginasa | se Cys-S-nitrosila, dando como resultado una mayor afinidad por L-arginina y
una disponibilidad reducida de sustrato para NOS (Santhanam et al., 2007). La arginasa es una enzima homo-
trimérica con un plegamiento a/f3 de una lamina 3 de ocho cadenas paralela rodeada por varias hélices. La enzima
contiene un agrupamiento de metales di-nuclear que es esencial para generar un hidréxido para el ataque nucleéfilo
en el carbono de guanidinio de L-arginina (Cama et al., 2003; Dowling et al., 2008). El metal nativo para arginasa es
Mn?. La arginasa con el metal nativo (es decir Mn2+) muestra un pH 6ptimo de 9. A pH fisiolégico la enzima muestra
una kea/Km mas de 10 veces inferior en la hidrdlisis de L-arginina (figura 4). La baja actividad catalitica presentada
por la arginasa humana auténtica con la enzima con Mn?* nativa presenta un problema para la terapia en seres
humanos ya que significa que tienen que usarse dosis no practicas de la enzima para lograr una reduccion
terapéuticamente relevante en los niveles en plasma de L-arginina.

En algunos aspectos, la presente invencion contempla arginasas mutantes en las que el cofactor metalico natural
(Mn2+) se sustituye por otro metal. Se ha encontrado que la sustitucién del cofactor metalico en arginasa humana
ejerce un efecto beneficioso sobre la tasa de hidrélisis de L-arginina y la estabilidad en condiciones fisioldgicas en
comparacion con arginasa humana nativa con el cofactor metalico natural. La sustitucién del metal nativo (Mn2+) por
otros cationes divalentes puede aprovecharse para desplazar el pH 6ptimo de la enzima a valores inferiores y por
tanto lograr altas tasas de hidrdlisis de L-arginina en condiciones fisioldgicas. Las proteinas arginasa | y Il humanas
para su uso en la presente invencion tienen dos sitios de Mn(ll); por tanto, uno cualquiera o ambos sitios pueden
sustituirse para generar una proteina arginasa | o Il mutada con un cofactor metdlico no nativo.

En la presente invencion, dicho cofactor metalico no nativo es cobalto (C02+). La incorporacion de Co” en lugar de
Mn** en arginasa | humana o arginasa Il humana da como resultado una actividad drasticamente superior a pH
fisiolégico. Se encontré que una enzima que contenia Co** (“Co-hArgl”) presentaba un aumento de 10 veces en la
keat/Km in vitro a pH 7,4, lo que a su vez se tradujo en un aumento de 15 veces en la citotoxicidad de HCC y un
aumento de 13 veces en la citotoxicidad de melanoma en comparacion con la arginasa | humana que contiene Mn?*,
También se encontré que una preparacion farmacolégica de Co-hArgl podia aclarar L-Arg en suero durante mas de
3 dias en ratones con una Unica inyeccion. Ademas, se encontré que una preparacion farmacolégica de Co-hArgl
podia contraer xenoinjertos de tumor de HCC en ratones desnudos mientras que Mn-hArgl sélo ralentizo el
crecimiento tumoral (Ensor, Holsberg et al., 2002).
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En algunas realizaciones, la presente invencion emplea una proteina arginasa humana que comprende al menos
una sustitucion de aminoacido en el sitio de uniéon a metales. La estructura de arginasa muestra una hendidura de
sitio activo que contiene dos iones Mn**, denominandose el ion ubicado mas profundamente Mna coordinado con
H101, D124, D128, D232 e hidroxido de puente. El otro metal se denomina Mng y se coordina mediante H126, D124,
D232, D234 e hidroxido de puente (Christianson y Cox, 1999). Los residuos que comprenden el sitio de union a
metales para la primera cubierta de arginasa | son H101, D124, H126, D128, D232 y D234 y para la segunda
cubierta son W122, D181 y S230. De manera similar, los residuos que comprenden el sitio de uniéon a metales para
la primera cubierta de arginasa Il son H120, D143, H145, D147, D251 D253 y para la segunda cubierta son W141,
D200, S249.

Se ha mostrado que la arginasa requiere ambos iones Mn?* para su actividad completa, sin embargo Mna puede
disociarse de manera reversible dando como resultado una enzima con la mitad de su actividad catalitica (Scolnick
et al., 1997). El metal (A) de hArgl se coordina con el imidazol de H101, que a su vez se une mediante hidrégeno al
hidroxilo de S230. El metal (B) de hArgl se coordina con el imidazol de H126, que tiene un enlace de hidrogeno de la
22 cubierta con el carboxilo de D181. Las posiciones implicadas en la unién del metal se sometieron a mutagénesis
por saturacion y se examinaron las bibliotecas resultantes usando un ensayo con placa de pocillos de microtitulacion
para determinar la actividad arginasa (descrito en mas detalle a continuacion en los ejemplos) para aislar clones que
expresaban proteinas que presentaban una mayor actividad catalitica. Se identificaron clones novedosos mediante
secuenciacion, volvieron a transformarse en E. coli (BL21) y se purificaron y se caracterizaron cinéticamente tal
como se describe a continuacién en los ejemplos. Se purificaron variantes que presentaban actividad aparente = a la
de tipo natural en mayor escala y se sometieron a ensayo para determinar sus parametros cinéticos en estado
estacionario de keat Y Km. Se encontrd que las siguientes variantes tenian constantes kea/Km mayores que Co-hArgl:
D181S, D181E/S230A (mutante doble que contiene dos sustituciones). De manera similar se encontré que las
sustituciones de aminoacido S230C y S230G tenian un efecto particularmente importante sobre la actividad
catalitica y también sobre la estabilidad en suero. Adicionalmente, también se sometieron aminoéacidos retirados del
sitio de unién a metales a mutagénesis por saturacion combinatoria. Por ejemplo, se encontré que una sustituciéon
C303P en Co-hArg I conferia una kea/Km 10 veces superior con respecto a la Mn-hArg | nativa a pH 7,4. Muchas de
estas formas variantes o mutantes de la arginasa se contemplan para su uso en el tratamiento de cancer, incluyendo
en las que se preparan como proteinas de fusién, por ejemplo con una regién Fc (o parte de la misma) de una
inmunoglobulina (con el fin de aumentar la semivida).

También se sometieron a prueba las variantes Cyssgs para determinar la estabilidad en suero. Se encontré que una
variante C303P, es decir una sustitucion de aminoéacido individual en arginasa, muestra un aumento del ~60% en la
estabilidad en suero lo que a su vez se traduce en un aumento de 30 veces en la citotoxicidad de HCC en
comparacion con la enzima sustituida con Mn a pH 7,4. En una realizacién, la presente invencién contempla el
tratamiento con esta enzima novedosa 0 esta enzima novedosa con mutaciones adicionales. En una realizacion
particular, esta enzima novedosa se emplea para el tratamiento como proteina de fusion de arginasa-Fc que
aprovecha la recirculacién endosémica del dominio Fc de IgG para garantizar una larga persistencia en suero de la
variante de arginasa. La larga persistencia en suero mejora el uso de arginasa como producto terapéutico.

. Pegilacion

En determinados aspectos de la invencion, se dan a conocer métodos y composiciones relacionados con arginasa
pegilada. Especificamente, puede usarse la pegilacion de arginasa en un residuo de cisteina modificado por
ingenieria (por ejemplo, que sustituye al tercer residuo del extremo N-terminal) para producir una composicion de
arginasa pegilada homogénea. También se dan a conocer métodos para el aislamiento de arginasa pegilada
basandose en la alteracion temporal de la polimerizacion.

La pegilacién es el procedimiento de unién covalente de cadenas poliméricas de polietilenglicol a otra molécula,
normalmente un farmaco o proteina terapéutica. La pegilacién se logra de manera rutinaria mediante incubacion de
un derivado reactivo de PEG con la macromolécula diana. La unién covalente de PEG a un farmaco o proteina
terapéutica puede ‘“enmascarar” al agente frente al sistema inmunitario del huésped (inmunogenicidad y
antigenicidad reducidas), aumentar el tamafio hidrodinamico (tamafio en disolucion) del agente lo que prolonga su
tiempo en circulacion reduciendo el aclaramiento renal. La pegilacion también puede proporcionar solubilidad en
agua a farmacos y proteinas hidréfobos.

La primera etapa en la pegilacién es la funcionalizaciéon adecuada del polimero PEG en uno o ambos extremos
terminales. Los PEG que se activan en cada extremo terminal con el mismo resto reactivo se conocen como
“homobifuncionales”, mientras que si los grupos funcionales presentes son diferentes, entonces el derivado de PEG
se denomina “heterobifuncional” o “heterofuncional”. Los derivados quimicamente activos o activados del polimero
de PEG se preparan para unir el PEG a la molécula deseada.

La eleccion del grupo funcional adecuado para el derivado de PEG se basa en el tipo de grupo reactivo disponible
en la molécula que se acoplara al PEG. Para proteinas, los aminoacidos reactivos tipicos incluyen lisina, cisteina,
histidina, arginina, acido aspartico, acido glutamico, serina, treonina, tirosina. También pueden usarse el grupo
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amino N-terminal y el acido carboxilico C-terminal.

Las técnicas usadas para formar derivados de PEG de primera generaciéon son generalmente hacer reaccionar el
polimero de PEG con un grupo que es reactivo con grupos hidroxilo, normalmente anhidridos, cloruros de acido,
cloroformiatos y carbonatos. En la quimica de pegilacion de segunda generacién se ponen grupos funcional mas
eficaces, tales como aldehido, ésteres, amidas, etc. a disposicién para la conjugacion.

A medida que las aplicaciones de pegilacién se vuelven cada vez mas avanzadas y sofisticadas, ha habido un
aumento en la necesidad de PEG heterobifuncionales para la conjugacion. Estos PEG heterobifuncionales son muy
Utiles en la unién de dos entidades, en las que se necesita un separador hidréfilo, flexible y biocompatible. Grupos
terminales preferidos para PEG heterobifuncionales son maleimida, vinilsulfonas, disulfuro de piridilo, amina, acidos
carboxilicos y ésteres de NHS.

Los agentes de modificacion, o grupos de unién, mas comunes se basan en moléculas de metoxi-PEG (mPEG). Su
actividad depende de afiadir un grupo modificador de proteina al extremo de alcohol. En algunos casos se usa
polietilenglicol (PEG-diol) como molécula precursora. Posteriormente se modifica el diol en ambos extremos con el
fin de preparar una molécula unida a PEG hetero u homodimérica (tal como se muestra en el ejemplo con PEG-bis-
vinilsulfona).

Las proteinas se pegilan generalmente en sitios nucleéfilos tales como tioles no protonados (residuos de cisteinilo) o
grupos amino. Los ejemplos de reactivos de modificacién especificos de cisteinilo incluyen PEG-maleimida, PEG-
yodoacetato, PEG-tioles y PEG-vinilsulfona. Los cuatro son muy especificos de cisteinilo en condiciones leves y a
pH de neutro a ligeramente alcalino, pero cada uno tiene inconvenientes. La amida formada con las maleimidas
puede ser algo inestable en condiciones alcalinas de modo que puede haber cierta limitacion en cuanto a las
opciones de formulacién con este grupo de union. El enlace amida formado con yodo-PEG es mas estable, pero el
yodo libre puede modificar residuos de tirosina en algunas condiciones. Los PEG-tioles forman enlaces de disulfuro
con tioles de proteinas, pero esta union también puede ser inestable en condiciones alcalinas. La reactividad de
PEG-vinilsulfona es relativamente baja en comparaciéon con maleimida y yodo-PEG; sin embargo, el enlace tioéter
formado es bastante estable. Su velocidad de reaccion mas lenta también puede hacer que la reacciéon de PEG-
vinilsulfona sea mas facil de controlar.

La pegilacién especifica del sitio en residuos de cisteinilo nativos se lleva a cabo con poca frecuencia, ya que estos
residuos estan habitualmente en forma de enlaces disulfuro o se requieren para la actividad biolégica. Por otro lado,
puede usarse mutagénesis dirigida al sitio para incorporar sitios de pegilacion cisteinilo para grupos de union
especificos de tiol. La mutacion de cisteina debe disefarse de tal manera que sea accesible al reactivo de pegilacién
y todavia sea biolégicamente activa tras la pegilacion.

Los agentes de modificacion especificos de amina incluyen PEG-éster de NHS, PEG-tresilato, PEG-aldehido, PEG-
isotiocianato, y varios otros. Todos reaccionan en condiciones suaves y son muy especificos para grupos amino. El
PEG-éster de NHS es probablemente uno de los agentes mas reactivos; sin embargo, su alta reactividad puede
hacer que la reaccion de pegilacion sea dificil de controlar a gran escala. PEG-aldehido forma una imina con el
grupo amino, que después se reduce para dar una amina secundaria con cianoborohidruro de sodio. Al contrario que
el borohidruro de sodio, el cianoborohidruro de sodio no reducira los enlaces disulfuro. Sin embargo, este producto
guimico es altamente toxico y debe manipularse con precaucion, particularmente a pH inferior en el que se vuelve
volatil.

Debido a los multiples residuos de lisina en la mayoria de las proteinas, la pegilacion especifica del sitio puede ser
un desafio. Afortunadamente, dado que estos reactivos reaccionan con grupos amino no protonados, es posible
dirigir la pegilacion a grupos amino de pK inferior realizando la reacciéon a un pH inferior. Generalmente el pK del
grupo alfa-amino es 1-2 unidades de pH inferior al del grupo épsilon-amino de residuos de lisina. Pegilando la
molécula a pH 7 o inferior, puede alcanzarse con frecuencia una alta selectividad por el extremo N-terminal. Sin
embargo, esto sélo es viable si no se requiere la parte N-terminal de la proteina para su actividad biolégica. Sin
embargo, con frecuencia los beneficios farmacéuticos de la pegilacion compensan una pérdida significativa de
bioactividad in vitro, dando como resultado un producto con una bioactividad in vivo mucho mayor
independientemente de la quimica de pegilacion.

Hay varios parametros a tener en cuenta cuando se desarrolla un procedimiento de pegilacion. Afortunadamente,
habitualmente no hay mas de cuatro o cinco parametros clave. El enfoque de “disefio de experimentos” para la
optimizacion de las condiciones de pegilacion puede ser muy Util. Para reacciones de pegilacion especificas de tiol,
los parametros a tener en cuenta incluyen: concentracién de proteina, razén de PEG con respecto a proteina (en
una base molar), temperatura, pH, tiempo de reaccién, y en algunos casos, la exclusion de oxigeno. (El oxigeno
puede contribuir a la formacién de disulfuro intermolecular por la proteina, lo que reducira el rendimiento del
producto pegilado). Deben tenerse en cuenta los mismos factores (con la excepcién del oxigeno) para la
modificacién especifica de amina excepto porque el pH puede ser incluso mas critico, particularmente cuando se
selecciona como diana el amino grupo N-terminal.
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Para modificaciones especificas tanto de amina como de tiol, las condiciones de reaccién pueden afectar a la
estabilidad de la proteina. Esto puede limitar la temperatura, concentracion de proteina y pH. Ademas, la reactividad
del grupo de unién de PEG debe conocerse antes de comenzar la reaccion de pegilacion. Por ejemplo, si el agente
de pegilacion solo es activo al 70 por ciento, la cantidad de PEG usada debe garantizar que s6lo se cuentan las
moléculas de PEG activo en la estequiometria de reaccidon de proteina con respecto a PEG. Posteriormente se
describira cémo determinar la reactividad y cualidad de PEG.

IV. Proteinas y péptidos

En determinadas realizaciones, la presente invencién emplea composiciones novedosas que comprenden al menos
una proteina o péptido, tal como multimeros de arginasa estabilizados. Estos péptidos pueden estar comprendidos
en una proteina de fusion o conjugados a un agente tal como se describi6é anteriormente.

A. Proteinas y péptidos

Tal como se usa en el presente documento, una proteina o péptido se refiere de manera general, pero no se limita a,
una proteina de mas de aproximadamente 200 aminoacidos, hasta una secuencia de longitud completa traducida a
partir de un gen; un polipéptido de mas de aproximadamente 100 aminoacidos; y/o un péptido de desde
aproximadamente 3 hasta aproximadamente 100 aminodcidos. Por conveniencia, los términos “proteina”,
“polipéptido” y “péptido” se usan de manera intercambiable en el presente documento.

En determinadas realizaciones el tamafio de al menos una proteina o péptido puede comprender, pero no se limita
a, 1,23,45,6,7,8,9, 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, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64,
65, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73, 74, 75, 76, 77, 78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95,
96, 97, 98, 99, 100, aproximadamente 110, aproximadamente 120, aproximadamente 130, aproximadamente 140,
aproximadamente 150, aproximadamente 160, aproximadamente 170, aproximadamente 180, aproximadamente
190, aproximadamente 200, aproximadamente 210, aproximadamente 220, aproximadamente 230,
aproximadamente 240, aproximadamente 250, aproximadamente 275, aproximadamente 300, aproximadamente
325, aproximadamente 350, aproximadamente 375, aproximadamente 400, aproximadamente 425,
aproximadamente 450, aproximadamente 475, aproximadamente 500, aproximadamente 525, aproximadamente
550, aproximadamente 575, aproximadamente 600, aproximadamente 625, aproximadamente 650,
aproximadamente 675, aproximadamente 700, aproximadamente 725, aproximadamente 750, aproximadamente
775, aproximadamente 800, aproximadamente 825, aproximadamente 850, aproximadamente 875,
aproximadamente 900, aproximadamente 925, aproximadamente 950, aproximadamente 975, aproximadamente
1000, aproximadamente 1100, aproximadamente 1200, aproximadamente 1300, aproximadamente 1400,
aproximadamente 1500, aproximadamente 1750, aproximadamente 2000, aproximadamente 2250,
aproximadamente 2500 o0 mas residuos de aminoacido.

Tal como se usa en el presente documento, un “residuo de aminoacido” se refiere a cualquier aminoacido que se
produce de manera natural, cualquier derivado de aminoacido o cualquier agente mimético de aminoacido conocido
en la técnica. En determinadas realizaciones, los residuos de la proteina o péptido son secuenciales, sin ningun
grupo distinto de aminoacido que interrumpe la secuencia de residuos de aminoacido. En otras realizaciones, la
secuencia puede comprender uno o mas restos distintos de aminoacido. En realizaciones particulares, la secuencia
de residuos de la proteina o péptido puede estar interrumpida por uno o mas restos distintos de aminoacido.

Por consiguiente, el término “proteina o péptido” abarca secuencias de aminoacidos que comprenden al menos uno
de los 20 aminoacidos comunes encontrados en proteinas que se producen de manera natural, o al menos un

aminoacido modificado o no habitual, incluyendo, pero sin limitarse a, aquellos mostrados en la tabla 1 a
continuacion.

Tabla 1

Aminoéacidos modificados y no habituales

Abr. Aminoécido Abr. Aminoécido

Aad Acido 2-aminoadipico EtAsn N-Etilasparagina

Baad Acido 3-aminoadipico Hyl Hidroxilisina

Bala B-alanina, &cido B-amino-propidnico AHyl alo-Hidroxilisina

Abu Acido 2-aminobutirico 3Hyp 3-Hidroxiprolina

4Abu Acido 4-aminobutirico, cido piperidinico 4Hyp 4-Hidroxiprolina

Acp Acido 6-aminocaproico Ide Isodesmosina

Ahe Acido 2-aminoheptanoico Alle alo-Isoleucina

Aib Acido 2-aminoisobutirico MeGly N-Metilglicina, sarcosina
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Abr. Aminoacido Abr. Aminoacido

Baib Acido 3-aminoisobutirico Melle N-Metilisoleucina
Apm Acido 2-aminopimélico MeLys 6-N-Metillisina
Dbu Acido 2,4-diaminobutirico MeVal N-Metilvalina
Des Desmosina Nva Norvalina

Dpm Acido 2,2’-diaminopimélico Nle Norleucina

Dpr Acido 2,3-diaminopropiénico Orn Ornitina

EtGly N-Etilglicina

Pueden prepararse proteinas o péptidos mediante cualquier técnica conocida por los expertos en la técnica,
incluyendo la expresion de proteinas, polipéptidos o péptidos mediante técnicas de biologia molecular
convencionales, el aislamiento de proteinas o péptidos a partir de fuentes naturales, o la sintesis quimica de
proteinas o péptidos. Anteriormente se han dado a conocer las secuencias de nuclettidos y de proteinas,
polipéptidos y péptidos correspondientes a diversos genes, y pueden encontrarse en bases de datos informatizadas
conocidas por los expertos habituales en la técnica. Una de tales bases de datos son las bases de datos Genbank y
GenPet de National Center for Biotechnology Information (disponibles en la world wide web en ncbi.nlm.nih.gov/).
Las regiones codificantes para genes conocidos pueden amplificarse y/o expresarse usando las técnicas dadas a
conocer en el presente documento o tal como conoceran los expertos habituales en la técnica. Alternativamente, los
expertos en la técnica conocen diversas preparaciones comerciales de proteinas, polipéptidos y péptidos.

B. Acidos nucleicos y vectores

En determinados aspectos de la invencion, pueden emplearse secuencias de acido nucleico que codifican para una
proteina de fusidn como arginasa multimérica estabilizada. Dependiendo de qué sistema de expresién vaya a
usarse, pueden seleccionarse secuencias de acido nucleico basandose en métodos convencionales. Por ejemplo,
arginasa | y Il humanas contienen multiples codones que se usan con poca frecuencia en E. coli que pueden
interferir con la expresion, por tanto los respectivos genes o variantes de los mismos pueden tener codones
optimizados para la expresion en E. coli. También pueden usarse diversos vectores para expresar la proteina de
interés, tal como una arginasa multimérica de fusion o una arginasa con sustitucién de cisteina. Los vectores a modo
de ejemplo incluyen, pero no se limitan a, vectores de plasmidos, vectores virales, vectores basados en
transposones o liposomas.

C. Células huésped

Las células huésped, preferiblemente células eucariotas, Utiles en la presente invencion son cualquiera que puede
transformarse para permitir la expresion y secrecion de arginasa y multimeros de fusién de la misma. Las células
huésped pueden ser bacterias, células de mamifero, levadura u hongos filamentosos. Diversas bacterias incluyen
Escherichia y Bacillus. Las levaduras pertenecientes a los géneros Saccharomyces, Kiuyveromyces, Hansenula o
Pichia encontraran uso como célula huésped apropiada. Pueden usarse diversas especies de hongos filamentosos
como huéspedes de expresion, incluyendo los siguientes géneros: Aspergillus, Trichoderma, Neurospora,
Penicillium, Cephalosporium, Achlya, Podospora, Endothia, Mucor, Cochliobolus y Pyricularia.

Los ejemplos de organismos huésped que pueden usarse incluyen bacterias, por ejemplo, Escherichia coli MC1061,
derivados de Bacillus subtilis BRB1 (Sibakov et al., 1984), Staphylococcus aureus SAI123 (Lordanescu, 1975) o
Streptococcus lividans (Hopwood et al., 1985); levaduras, por ejemplo, Saccharomyces cerevisiae AH 22 (Mellor et
al., 1983) y Schizosaccharomyces pombe; hongos filamentosos, por ejemplo, Aspergillus nidulans, Aspergillus
awamori (Ward, 1989), Trichoderma reesei (Penttila et al., 1987; Harkki et al, 1989).

Los ejemplos de células huésped de mamifero incluyen células de ovario de hamster chino (CHO-K1; ATCC
CCL61), células de hipdfisis de rata (GH1; ATCC CCL82), células HeLa S3 (ATCC CCL2.2), células de hepatoma de
rata (H-4-1I-E; ATCCCRL 1548), células de rifion de mono transformadas con SV40 (COS-1; ATCC CRL 1650) y
células embrionarias murinas (NIH-3T3; ATCC CRL 1658). Lo anterior es ilustrativo pero no limitativo de los muchos
organismos huésped posible conocidos en la técnica. En principio, todos los huéspedes que puedan realizar
secrecion pueden usarse, ya sean procariotas o eucariotas.

Las células huésped de mamifero que expresan la arginasa y/o sus multimeros de fusién se cultivan en condiciones
empleadas normalmente para cultivar la linea celular original. Generalmente, se cultivan células en un medio
convencional que contiene sales fisiolégicas y nutrientes, tales como medio convencional RPMI, MEM, IMEM o
DMEM, normalmente complementado con suero al 5-10%, tal como suero bovino fetal. Las condiciones de cultivo
también son convencionales, por ejemplo, se incuban cultivos a 37°C en cultivos estacionarios o rotativos hasta que
se alcanzan los niveles deseados de las proteinas.

D. Purificacién de proteinas
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Los expertos en la técnica conocen bien técnicas de purificacion de proteinas. Estas técnicas implican, en un nivel,
la homogenizacion y el fraccionamiento en bruto de las células, tejido u érgano para dar fracciones de polipéptido y
distintas de polipéptidos. La proteina o polipéptido de interés puede purificarse adicionalmente usando técnicas
cromatograficas y electroforéticas para lograr una purificaciéon parcial o completa (o purificacion hasta
homogeneidad) a menos que se especifique de otro modo. Métodos analiticos particularmente adecuados para la
preparacion de un péptido puro son cromatografia de intercambio iénico, cromatografia por exclusion en gel,
electroforesis en gel de poliacrilamida, cromatografia de afinidad, cromatografia de inmunoafinidad e
isoelectroenfoque. Un método particularmente eficaz de purificacién de péptidos es la cromatografia de liquidos de
rapida resolucién (FPLC) o incluso cromatografia de liquidos de alta resolucion (HPLC).

Se pretende que una proteina o péptido purificado se refiera a una composicién, que puede aislarse de otros
componentes, en la que la proteina o péptido se purifica hasta cualquier grado con respecto a su estado que puede
obtenerse de manera natural. Por tanto, una proteina o péptido aislado o purificado también se refiere a una proteina
o péptido libre del entorno en el que se produce de manera natural. Generalmente, “purificado” se referira a una
composicion de proteina o péptido que se ha sometido a fraccionamiento para eliminar diversos otros componentes,
y composicion que conserva sustancialmente su actividad biolégica expresada. Cuando se usa el término
“sustancialmente purificado”, esta designacion se referira a una composicion en la que la proteina o péptido forma el
componente principal de la composicion, tal como que constituye aproximadamente el 50%, aproximadamente el
60%, aproximadamente el 70%, aproximadamente el 80%, aproximadamente el 90%, aproximadamente el 95% o
mas de las proteinas en la composicién.

Los expertos en la técnica conocen bien diversas técnicas adecuadas para su uso en la purificacién de proteinas.
Estas incluyen, por ejemplo, precipitacion con sulfato de amonio, PEG, anticuerpos y similares, o mediante
desnaturalizacién térmica, seguido por: centrifugacion; etapas de cromatografia tales como cromatografia por
intercambio iénico, de filtracion en gel, de fase inversa, de hidroxilapatita y de afinidad; isoelectroenfoque;
electroforesis en gel; y combinaciones de estas y otras técnicas. Tal como se conoce de manera general en la
técnica, se cree que el orden de realizacion de las diversas etapas de purificacion puede cambiarse, 0 que
determinadas etapas pueden omitirse, y todavia dar como resultado un método adecuado para la preparacion de
una proteina o péptido sustancialmente purificado.

Los expertos en la técnica conocen diversos métodos para cuantificar el grado de purificacion de la proteina o
péptido a la vista de la presente divulgacion. Estos incluyen, por ejemplo, determinar la actividad especifica de una
fraccion activa, o evaluar la cantidad de polipéptidos dentro de una fraccion mediante andlisis de SDS/PAGE. Un
método preferido para evaluar la pureza de una fraccion es calcular la actividad especifica de la fraccion, compararla
con la actividad especifica del extracto inicial, y calcular asi el grado de pureza en el mismo, evaluado mediante un
“namero de veces de purificacién”. Evidentemente, las unidades reales empleadas para representar la cantidad de
actividad dependeran de la técnica de ensayo particular elegida para seguir la purificacion, y de si la proteina o
péptido expresado muestra o no una actividad detectable.

No hay ningun requisito general de que la proteina o péptido tenga que proporcionare siempre en su estado mas
purificado. De hecho, se contempla que productos sustancialmente menos purificados pueden tener utilidad en
determinadas realizaciones. La purificacion parcial puede lograrse usando menos etapas de purificacion en
combinacion, o usando diferentes formas del mismo esquema de purificacion general. Por ejemplo, se aprecia que
una cromatografia en columna de intercambio catinico realizada usando un aparato de HPLC dara generalmente
como resultado una purificacion de mas “veces” que la misma técnica usando un sistema de cromatografia a baja
presion. Los métodos que muestran un menor grado de purificacion relativa pueden tener ventajas en la
recuperacion total de producto de proteina, o en mantener la actividad de una proteina expresada.

En determinadas realizaciones puede aislarse o purificarse una proteina o péptido, por ejemplo, una proteina de
fusién multimérica de arginasa estabilizada o una arginasa, antes o después de la pegilacién. Por ejemplo, puede
comprenderse una cola de His o un epitopo de afinidad en una variante de arginasa de este tipo para facilitar la
purificacién. La cromatografia de afinidad es un procedimiento cromatografico que se basa en la afinidad especifica
entre una sustancia que va a aislarse y una molécula a la que puede unirse especificamente. Esto es un tipo de
interaccion de receptor-ligando. El material de columna se sintetiza acoplando covalentemente una de las parejas de
unién a una matriz insoluble. Después el material de columna puede adsorber especificamente la sustancia de la
disolucién. Se produce elucion cambiando las condiciones a aquellas en las que no se producira la unién (por
ejemplo, pH alterado, fuerza idnica, temperatura, etc.). La matriz debe ser una sustancia que en si misma no
adsorbe moléculas en ningln grado significativo y que tiene un amplio intervalo de estabilidad quimica, fisica o
térmica. El ligando debe acoplarse de tal manera que no afecte a sus propiedades de unién. El ligando también debe
proporcionar una unioén relativamente estrecha. Y debe ser posible eluir la sustancia sin destruir la muestra o el
ligando.

La cromatografia de exclusién molecular (SEC) es un método cromatografico en el que moléculas en disolucién se

separan basandose en su tamafio, o en términos mas técnicos, su volumen hidrodinamico. Habitualmente se aplica
a moléculas grandes o complejos macromoleculares tales como proteinas y polimeros industriales. Normalmente,
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cuando se usa una disolucién acuosa para transportar la muestra a través de la columna, la técnica se conoce como
cromatografia de filtracion en gel, frente al nombre cromatografia de permeacion en gel que se usa cuando se usa
un disolvente organico como fase movil.

El principio subyacente de SEC es que particulas de diferentes tamarfios se eluiran (filtraran) a través de una fase
estacionaria a diferentes velocidades. Esto da como resultado la separacion de una disolucién de particulas basada
en el tamafio. Siempre que todas las particulas se carguen simultaneamente o casi simultdneamente, las particulas
del mismo tamafio deberan eluirse juntas. Cada columna de exclusiébn molecular tiene un intervalo de pesos
moleculares que pueden separarse. El limite de exclusion define el peso molecular en el extremo superior de este
intervalo y es en el que las moléculas son demasiado grandes como para atraparse en la fase estacionaria. El limite
de permeacion define el peso molecular en el extremo inferior del intervalo de separaciéon y es en el que las
moléculas de un tamafio lo suficientemente pequefio pueden penetrar completamente en los poros de la fase
estacionaria y todas las moléculas por debajo de esta masa molecular son tan pequefias que se eluyen como una
Unica banda.

La cromatografia de liquidos de alta resolucion (o cromatografia de liquidos a alta presién, HPLC) es una forma de
cromatografia en columna usada con frecuencia en bioquimica y quimica analitica para separar, identificar y
cuantificar compuestos. La HPLC usa una columna que contiene material de empaquetamiento cromatografico (fase
estacionaria), una bomba que mueve la(s) fase(s) movil(es) a través de la columna, y un detector que muestra los
tiempos de retencién de las moléculas. El tiempo de retencién varia dependiendo de las interacciones entre la fase
estacionaria, las moléculas que estan analizandose y el/los disolvente(s) usado(s).

V. Composiciones farmacéuticas

Se contempla que las arginasas para su uso en la presente invencién pueden administrarse de manera sistémica o
local para inhibir el crecimiento de células tumorales y, lo mas preferiblemente, para destruir células cancerosas en
pacientes con céancer con canceres localmente avanzados o metastasicos. Pueden administrarse por via
intravenosa, intratecal y/o intraperitoneal. Pueden administrarse solas o en combinacion con farmacos
antiproliferativos. En una realizacién, se administran para reducir la carga de cancer en el paciente antes de la
cirugia u otros procedimientos. Alternativamente, pueden administrarse tras la cirugia para garantizar que cualquier
cancer restante (por ejemplo cancer que la cirugia no logré eliminar) no sobreviva.

No se pretende que la presente invencién se limite por la naturaleza particular de la preparacién terapéutica. Por
ejemplo, tales composiciones pueden proporcionarse en formulaciones junto con portadores, diluyentes vy
excipientes liquidos, en gel o sélidos fisiolégicamente tolerables. Etas preparaciones terapéuticas pueden
administrarse a mamiferos para uso veterinario, tal como con animales domésticos, y uso clinico en seres humanos
de una manera similar a otros agentes terapéuticos. En general, la dosificacion requerida para la eficacia terapéutica
variara segun el tipo de uso y modo de administracion, asi como los requisitos particulares de sujetos individuales.

Tales composiciones se preparan normalmente como disoluciones o suspensiones liquidas, como productos
inyectables. Diluyentes y excipientes adecuados son, por ejemplo, agua, solucién salina, dextrosa, glicerol, o
similares, y combinaciones de los mismos. Ademas, si se desea, las composiciones pueden contener cantidades
minoritarias de sustancias auxiliares tales como agentes humectantes o emulsionantes, agentes estabilizantes o de
tamponamiento del pH.

Cuando se contemplan aplicaciones clinicas, puede ser necesario preparar composiciones farmacéuticas (vectores
de expresion, reservas de virus, proteinas, anticuerpos y farmacos) en una forma apropiada para la aplicacién
prevista. Generalmente, las composiciones farmacéuticas empleadas en la presente invencién comprenden una
cantidad eficaz de una o mas variantes de arginasa o agente adicional disuelta o dispersada en un portador
farmacéuticamente aceptable. La frase “farmacéutica o farmacol6gicamente aceptable” se refiere a entidades
moleculares y composiciones que no producen una reaccién adversa, alérgica u otra prejudicial cuando se
administran a un animal, tal como, por ejemplo, un ser humano, segin sea apropiado. La preparacion de una
composicion farmacéutica que contiene al menos una variante de arginasa, tal como una arginasa multimérica
estabilizada o una arginasa pegilada aislada mediante el método dado a conocer en el presente documento, o
principio activo adicional, la conoceran los expertos en la técnica a la vista de la presente divulgacion, tal como se
muestra a modo de ejemplo por Remington's Pharmaceutical Sciences, 182 ed., 1990. Ademas, para la
administracion a animales (por ejemplo, seres humanos), se entendera que las preparaciones deben cumplir con las
normas de esterilidad, pirogenicidad, seguridad general y pureza requeridas por la Oficina de normas biolégicas de
la FDA.

Tal como se usa en el presente documento, “portador farmacéuticamente aceptable” incluye todos y cada uno de los
disolventes, medios de dispersién, recubrimientos, tensioactivos, antioxidantes, conservantes (por ejemplo, agentes
antibacterianos, agentes antifiingicos), agentes isotonicos, agentes retardantes de la absorcion, sales, conservantes,
farmacos, estabilizadores de farmacos, geles, aglutinantes, excipientes, agentes de disgregacion, lubricantes,
agentes edulcorantes, agentes aromatizantes, colorantes, tales materiales de este tipo y combinaciones de los
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mismos, tal como conocera un experto habitual en la técnica (véase, por ejemplo, Remington’s Pharmaceutical
Sciences, 18?2 ed., 1990). Excepto en la medida en que cualquier portador convencional sea incompatible con el
principio activo, se contempla su uso en las composiciones farmacéuticas.

La presente invencion puede usar diferentes tipos de portadores dependiendo de si va a administrarse en forma
sélida, liquida o de aerosol, y si se necesita que sea estéril para vias de administracion tales como inyeccién. Las
proteinas, formulaciones y composiciones para su uso en la presente invencion pueden administrarse por via
intravenosa, intradérmica, transdérmica, intratecal, intraarterial, intraperitoneal, intranasal, intravaginal, intrarrectal,
tépica, intramuscular, subcutanea, mucosa, oral, tépica, local, mediante inhalaciéon (por ejemplo, inhalacién de
aerosol), inyeccion, infusion, infusién continua, perfusion localizada bafiando directamente las células diana, a través
de un catéter, a través de un lavado, en composiciones lipidicas (por ejemplo, liposomas), 0 mediante otro método o
cualquier combinacion de lo anterior tal como conocerda un experto habitual en la técnica (véase, por ejemplo,
Remington’s Pharmaceutical Sciences, 182 ed., 1990).

Las variantes de arginasa pueden formularse en una composicién en una forma de base libre, neutra o de sal. Las
sales farmacéuticamente aceptables incluyen las sales de adicion de acido, por ejemplo, las formadas con los
grupos amino libre de una composicion proteica, o que se forman con acidos inorganicos tales como, por ejemplo,
acidos clorhidrico o fosfoérico, o acidos organicos tales como acidos acético, oxalico, tartarico o mandélico. Las sales
formadas con los grupos carboxilo libre también pueden derivarse a partir de bases inorganicas tales como, por
ejemplo, hidroxidos de sodio, potasio, amonio, calcio o férrico; o bases organicas tales como isopropilamina,
trimetilamina, histidina o procaina. Tras la formulacién, las disoluciones se administraran de una manera compatible
con la formulacién de dosificacién y en una cantidad tal como sea terapéuticamente eficaz. Las formulaciones se
administran facilmente en una variedad de formas de dosificacion tales como formuladas para administraciones
parenterales tales como disoluciones inyectables, o aerosoles para administraciéon a los pulmones, o formuladas
para administraciones alimentarias tales como capsulas de liberacion de farmaco y similares.

Adicionalmente segun la presente invencion, la composicion usada en la presente invencion adecuada para la
administracion se proporciona en un portador farmacéuticamente aceptable con o sin un diluyente inerte. El portador
debe ser asimilable e incluye portadores liquidos, semisoélidos, es decir, pastas, o solidos. Excepto en la medida en
que cualquier medio, agente, diluyente o portador convencional sea perjudicial para el receptor o para la eficacia
terapéutica de la composicion contenida en el mismo, su uso en una composicién administrable para su uso en la
puesta en practica de los métodos en el contexto de la presente invencion es apropiado. Los ejemplos de portadores
o diluyentes incluyen grasas, aceites, agua, soluciones salinas, lipidos, liposomas, resinas, aglutinantes, cargas y
similares, o combinaciones de los mismos. La composicion también puede comprender diversos antioxidantes para
retrasar la oxidacion de uno o mas componentes. Adicionalmente, la prevencion de la accion de microorganismos
puede provocarse mediante conservantes tales como diversos agentes antibacterianos y antifingicos, incluyendo,
pero sin limitarse a, parabenos (por ejemplo, metilparabenos, propilparabenos), clorobutanol, fenol, acido sérbico,
timerosal o combinaciones de los mismos.

Segun la presente invencion, la composicion se combina con el portador de cualquier manera conveniente y
practica, es decir, mediante disolucién, suspensién, emulsificacion, mezcla, encapsulacion, absorcion y similares.
Tales procedimientos son rutinarios para los expertos en la técnica.

En una realizacion especifica de la presente invencion, la composicién se combina o mezcla exhaustivamente con
un portador sélido o semisélido. El mezclado puede llevarse a cabo de cualquier manera conveniente tal como
trituracion. También pueden afadirse agentes estabilizantes en el procedimiento de mezclado con el fin de proteger
la composicion frente a la pérdida de actividad terapéutica, es decir, desnaturalizacion en el estbmago. Los ejemplos
de estabilizadores para su uso en la composicién incluyen tampones, aminoacidos tales como glicina y lisina,
hidratos de carbono tales como dextrosa, manosa, galactosa, fructosa, lactosa, sacarosa, maltosa, sorbitol, manitol,
etc.

En realizaciones adicionales, la presente invenciéon puede implicar el uso de composiciones de vehiculo lipidico
farmacéuticas que incluyen variantes de arginasa, uno o mas lipidos, y un disolvente acuoso. Tal como se usa en el
presente documento, el término “lipido” se definira para que incluya cualquiera de la amplia gama de sustancias que
son caracteristicamente insolubles en agua y extraibles con un disolvente organico. Esta amplia clase de
compuestos la conocen bien los expertos en la técnica, y tal como se usa el término “lipido” en el presente
documento, no se limita a ninguna estructura particular. Los ejemplos incluyen compuestos que contienen
hidrocarburos alifaticos de cadena larga y sus derivados. Un lipido puede producirse de manera natural o ser
sintético (es decir, disefiado o producido por el ser humano). Sin embargo, un lipido es habitualmente una sustancia
bioldgica. Los lipidos biolégicos se conocen bien en la técnica, e incluyen, por ejemplo, grasas neutras, fosfolipidos,
fosfoglicéridos, esteroides, terpenos, lisolipidos, glicosfingolipidos, glicolipidos, sulfatidos, lipidos con acidos grasos
unidos mediante éter y éster y lipidos polimerizables, y combinaciones de los mismos. Evidentemente, compuestos
distintos de los descritos especificamente en el presente documento que un experto en la técnica entiende como
lipidos también se consideran dentro del contexto de la presente invencion.
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Un experto habitual en la técnica estara familiarizado con la gama de técnicas que pueden emplearse para dispersar
una composiciéon en un vehiculo lipidico. Por ejemplo, la arginasa multimérica estabilizada o arginasa pegilada
puede dispersarse en una disolucion que contiene un lipido, disolverse con un lipido, emulsionarse con un lipido,
mezclare con un lipido, combinarse con un lipido, unirse covalentemente a un lipido, estar contenida como
suspension en un lipido, estar contenida o complejada con una micela o liposoma, o asociarse de otro modo con un
lipido o estructura lipidica mediante cualquier medio conocido por los expertos habituales en la técnica. La
dispersién puede dar como resultado o no la formacion de liposomas.

La cantidad de dosificacion real de una composicién para su uso en la presente invencién administrada a un
paciente animal puede determinarse mediante factores fisicos y fisiolégicos tales como peso corporal, gravedad del
estado, tipo de enfermedad que esta tratdndose, intervenciones terapéuticas previas o concurrentes, idiopatia del
paciente y la via de administracion. Dependiendo de la dosificacion y la via de administraciéon, el numero de
administraciones de una dosificacion preferida y/o una cantidad eficaz puede variar segun la respuesta del sujeto.
En cualquier caso, el profesional responsable de la administracion determinara la concentracion de principio(s)
activo(s) en una composicién y dosis apropiada(s) para el sujeto individual.

En determinadas realizaciones, las composiciones farmacéuticas pueden comprender, por ejemplo, al menos
aproximadamente el 0,1% de un compuesto activo. En otras realizaciones, el compuesto activo puede comprender
entre aproximadamente el 2% y aproximadamente el 75% del peso de la unidad, o entre aproximadamente el 25% y
aproximadamente el 60%, por ejemplo, y cualquier intervalo derivable en el mismo. Naturalmente, la cantidad de
compuesto(s) activo(s) en cada composicién terapéuticamente Util puede prepararse de tal manera que se obtendra
una dosificacién adecuada en cualquier dosis unitaria dada del compuesto. Un experto en la técnica de preparacion
de tales formulaciones farmacéuticas tendra en cuenta factores tales como solubilidad, biodisponibilidad, semivida
bioloégica, via de administracién, vida util de almacenamiento del producto, asi como otras consideraciones
farmacoldgicas, y como tal, puede ser deseable una variedad de dosificaciones y regimenes de tratamiento.

En otros ejemplos no limitativos, una dosis también puede comprender desde aproximadamente
1 microgramo/kg/peso  corporal, aproximadamente 5 microgramo/kg/peso  corporal, aproximadamente
10 microgramo/kg/peso corporal, aproximadamente 50 microgramo/kg/peso corporal, aproximadamente
100 microgramo/ kg/peso corporal, aproximadamente 200 microgramo/kg/peso corporal, aproximadamente
350 microgramo/kg/peso corporal, aproximadamente 500 microgramo/kg/peso corporal, aproximadamente
1 miligramo/kg/peso  corporal, aproximadamente 5  miligramo/kg/peso  corporal, aproximadamente
10 miligramo/kg/peso  corporal, aproximadamente 50 miligramo/kg/peso  corporal, aproximadamente
100 miligramo/kg/peso  corporal, aproximadamente 200 miligramo/kg/peso corporal, aproximadamente
350 miligramo/kg/peso corporal, aproximadamente 500 miligramo/kg/peso corporal, hasta aproximadamente
1000 mg/kg/peso corporal o mas por administracién, y cualquier intervalo derivable en el mismo. En ejemplos no
limitativos de un intervalo derivable a partir de los numeros indicados en el presente documento, puede
administrarse un intervalo de aproximadamente 5 mg/kg/peso corporal a aproximadamente 100 mg/kg/peso
corporal, de aproximadamente 5 microgramo/kg/peso corporal a aproximadamente 500 miligramo/kg/peso corporal,
etc., basandose en los numeros descritos anteriormente.

VII. Definiciones

El término “aa” se refiere a aminoacido(s). Las sustituciones de aminoacido se indican mediante la posicion de
aminoacido, por ejemplo 303, en la molécula usando un codigo de letras (la letra delante del nimero indica el
aminoacido que esta sustituyéndose, mientras que la letra detras del ndmero indica el aminoacido que esta
introduciéndose).

Tal como se usa en el presente documento el término “parte” cuando hace referencia a una proteina (como en “una
parte de una proteina dada”) se refiere a fragmentos de esa proteina. El tamafio de los fragmentos puede oscilar
entre cuatro residuos de aminoacido y la secuencia de aminoacidos completa menos un aminoéacido.

Tal como se usa en el presente documento los términos “proteina” y “polipéptido” se refieren a compuestos que
comprenden aminoacidos unidos a través de enlaces peptidicos y se usan de manera intercambiable.

Tal como se usa en el presente documento, el término “proteina de fusion” se refiere a una proteina quimérica que
contiene la proteina de interés (es decir, una arginasa humana o variante de la misma) unida (u operativamente
unida) a un fragmento de proteina exdgena (la pareja de fusién que consiste en una proteina distinta de arginasa).
La pareja de fusidon puede potenciar la semivida en suero, solubilidad, o ambas. También puede proporcionar una
etiqueta de afinidad (por ejemplo cola de his) para permitir la purificacién de la proteina de fusién recombinante de la
célula huésped o el sobrenadante de cultivo, o ambos.

Los términos “en combinacion operativa”, “en orden operativo” y “operativamente unido” se refieren a la union de
secuencias de acido nucleico de tal manera que se produce una molécula de acido nucleico que puede dirigir la
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transcripciéon un gen dado y/o la sintesis de una molécula de proteina deseada. El término también se refiere a la
unioén de secuencias de aminoacidos de tal manera que se produce una proteina funcional.

Tal como se usa en el presente documento el término “Ky,” se refiere a la constante de Michaelis-Menton para una
enzima y se define como la concentracion del sustrato especifico a la que una enzima dada proporciona la mitad de
su velocidad méaxima en una reaccion catalizada por enzima.

Tal como se usa en el presente documento el término kca: se refiere al nimero de recambio o el nimero de
moléculas de sustrato que cada sitio de la enzima convierte en producto por unidad de tiempo, y en el que la enzima
est4 funcionando a maxima eficacia.

Tal como se usa en el presente documento el término Kea/Km €s la constante de especificidad que es una medida de
con cuanta eficacia una enzima convierte un sustrato en un producto.

El término “Mn-hArgl” se refiere una arginasa | humana con un cofactor Mn(ll). El término “Co-hArgl” se refiere una
arginasa | humana (mutante o nativa) con un cofactor Co(ll).

El término “Clso” es la mitad (50%) de la concentracion inhibitoria (CI) maxima y por tanto una medida de la eficacia.

El término “pegilado” se refiere a la conjugacion con polietilenglicol (PEG), que se ha usado ampliamente como
portador de farmacos, dado su alto grado de biocompatibilidad y facilidad de modificacion. (Harris et al., 2001). Se
ha mostrado que la unién a diversos farmacos, proteinas y liposomas mejora el tiempo de residencia y disminuye la
toxicidad. (Greenwald et al., 2000; Zalipsky et al., 1997). PEG puede acoplarse (por ejemplo unirse covalentemente)
a agentes activos a través de los grupos hidroxilo en los extremos de la cadena y mediante otros métodos quimicos;
sin embargo, el propio PEG esta limitado a como maximo dos agentes activos por molécula. En un enfoque
diferente, se han explorado copolimeros de PEG y aminoacidos como biomateriales novedosos que conservaran las
propiedades de biocompatibilidad de PEG, pero que tendran la ventaja afiadida de numerosos puntos de unién por
molécula (proporcionando una mayor carga de farmaco), y que pueden disefiarse sintéticamente para adaptarse a
una variedad de aplicaciones (Nathan et al., 1992; Nathan et al., 1993).

El término “gen” se refiere a una secuencia de ADN que comprende secuencias de control y codificante necesarias
para la produccion de un polipéptido o precursor del mismo. El polipéptido puede codificarse por una secuencia
codificante de longitud completa o por cualquier parte de la secuencia codificante siempre que se conserve la
actividad enzimética deseada.

El término “sujeto” se refiere a animales, incluyendo seres humanos.

El término “de tipo natural” se refiere a un gen o producto génico que tiene las caracteristicas de ese gen o producto
génico cuando se aisla de una fuente que se produce de manera natural. Un gen de tipo natural es aquél que se
observa con la mayor frecuencia en una poblacién y por tanto se denomina arbitrariamente la forma “normal” o “de
tipo natural” del gen. En cambio, el término “modificado” o “variante” o “mutante” se refiere a un gen o producto
génico que presenta modificaciones en la secuencia y/o las propiedades funcionales (es decir, caracteristicas
alteradas) en comparacion con el gen o producto génico de tipo natural. Se indica que pueden aislarse mutantes que
se producen de manera natural; estos se identifican por el hecho de que tienen caracteristicas alteradas en
comparacion con el gen o producto génico de tipo natural.

VIII. Kits

La presente invencion puede implicar el uso de kits, tales como kits terapéuticos. Por ejemplo, un kit puede
comprender una o mas composiciones farmacéuticas tal como se describen en el presente documento y
opcionalmente instrucciones para su uso. Los kits también pueden comprender uno o mas dispositivos para lograr la
administracion de tales composiciones. Por ejemplo, un kit objeto puede comprender una composicién farmacéutica
y un catéter para lograr la inyeccion intravenosa directa de la composicion en un tumor canceroso. En otras
realizaciones, un kit objeto puede comprender ampollas precargadas de una arginasa multimérica estabilizada o
arginasa pegilada aislada, opcionalmente formulada como producto farmacéutico, o liofilizada, para su uso con un
dispositivo de administracion.

Los kits pueden comprender un recipiente con una etiqueta. Los recipientes adecuados incluyen, por ejemplo,
botellas, viales y tubos de ensayo. Los recipientes pueden estar formados por una variedad de materiales tales
como vidrio o plastico. El recipiente puede contener una composiciéon que incluye un anticuerpo que es eficaz para
aplicaciones terapéuticas o no terapéuticas, tal como se describié anteriormente. La etiqueta en el recipiente puede
indicar que la composicion se usa para una terapia o aplicacién no terapéutica especifica, y también puede indicar
instrucciones para su uso o bien in vivo o bien in vitro, tal como los descritos anteriormente. El kit comprendera
normalmente el recipiente descrito anteriormente y uno o mas de otros recipientes que comprenden materiales
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deseables desde un punto de vista comercial y del usuario, incluyendo tampones, diluyentes, filtros, agujas, jeringas,
y prospectos con instrucciones para su uso.

IX. Ejemplos

Los siguientes ejemplos sirven para ilustrar determinadas realizaciones preferidas y aspectos de la presente
invencion y no deben interpretarse como limitativos del alcance de la misma. En la siguiente divulgacion de
experimentos, se aplican las siguientes abreviaturas: eq (equivalentes); M (Molar); uM (micromolar); mM (milimolar);
N (normal); mol (moles); mmol (milimoles); umol (micromoles); nmol (nanomoles); g (gramos); mg (miligramos); ug
(microgramos); | (litros); ml (mililitros); wl (microlitros); cm (centimetros); mm (milimetros); um (micrémetros); nm
(nanémetros); °C (grados centigrados); PM (peso molecular); PBS (solucién salina tamponada con fosfato); min
(minutos).

EJEMPLO 1
SINTESIS Y EXPRESION GENICA DE ARGINASA | Y Il HUMANAS

Los genes de arginasa | y Il humanas contienen ambos multiples codones que se usan con poca frecuencia en E.
coli que pueden interferir con la expresion. Por tanto, con el fin de optimizar la expresién de proteinas en E. coli, se
ensamblaron los genes respectivos con oligonucleétidos con codones optimizados disefiados con el software DNA-
Works (Hoover et al., 2002). Cada constructo contiene un sitio de restriccion Ncol N-terminal, una cola de His6 N-
terminal en marco seguida por un sitio de proteasa de virus del grabado del tabaco (TEV) y un sitio BamHI C-
terminal para simplificar la clonacion. La escision mediante proteasa de TEV elimina el péptido His6 y el Met N-
terminal de arginasa. Se disefié un gen de arginasa Il con un sitio de escision de proteasa de TEV y sin los primeros
21 aa nativos. Los primeros 21 aa son una supuesta secuencia de direccionamiento a la mitocondria y su
eliminacion da como resultado un mayor rendimiento y estabilidad de la proteina (Colleluori et al., 2001). Tras la
clonacién en un vector pET28a (Novagen), se hicieron crecer E. coli (BL21) que contenian un vector de expresion de
arginasa apropiado a 37°C usando medio de caldo Terrific (TB) que contenia kanamicina 50 pg/ml en matraces de
agitacion a 250 rpm hasta que se alcanzé una DOeoo de 0,5-0,6. En ese punto se transfirieron los cultivos hasta
25°C, se indujeron con IPTG 0,5 mM y se dej6é que expresaran proteina durante 12 h adicionales. Después se
recogieron los sedimentos celulares mediante centrifugacion y se resuspendieron en un tampoén de IMAC (NaPOq
10 mM/imidazol 10 mM/NaCl 300 mM, pH 8). Tras la lisis mediante una célula de presion francesa, se centrifugaron
los lisados a 20.000 x g durante 20 min a 4°C, y se aplicé el sobrenadante resultante a una columna de IMAC de
cobalto o niquel, se lavé con 10-20 volimenes de columna de tampon de IMAC, y después se eluyé con un tampén
de elucion de IMAC (NaPO4 50 mM/imidazol 250 mM/NaCl 300 mM, pH 8). Se incorpora el cation de metal divalente
deseado mediante incubacion con metal 10 mM (CoCl, 0 MnSQ4) durante 15 min a 50°-55°C, seguido por filtracion a
través de un filtro de jeringa de 0,45 pum. Usando un dispositivo de filtro de centrifugacion con un MWCO de 10.000
(Amicon), después se sometieron las proteinas a intercambio de tampon varias veces en una disolucion de Hepes
100 mM, glicerol al 10%, pH 7,4. Después se congelaron inmediatamente alicuotas de enzima arginasa en nitrégeno
liquido y se almacenaron a - 80°C. La arginasa purificada de esta manera tiene una homogeneidad de > 95% tal
como se evalla mediante SDS-PAGE vy tincion con Coomassie (figura 2). Se calcula que el rendimiento es de ~200
mg/l de cultivo basandose en el coeficiente de extincion calculado, €2g0 = 24.180 M™cm™ en una concentracion de
tampon final de clorhidrato de guanidinio 6 M, tampon fosfato 20 mM, pH 6,5 (Gill y von Hippel, 1989).

EJEMPLO 2
INCORPORACION Y DETERMINACION DEL CONTENIDO DE METAL EN ARGINASA |

Tal como se menciond en el ejemplo 1, la incorporaciéon de Mn** y Co** puede lograrse mediante purificacion de
arginasa, seguido por una etapa de incubacién con metal 10 mM a 50°C durante 10 min. Con el fin de determinar el
contenido de metal final y la identidad de las preparaciones de arginasa, se diluyeron muestras de proteina de Mn-
hArgl (145 pM), Co-hArgl (182 uM) y tampones de dialisis asociados (Hepes 100 mM, pH 7,4) en acido nitrico al 2%
y se analizaron mediante espectrometria de masas con plasma de acoplamiento inductivo (ICP-EM, Department of
Geological Sciences, University of Texas en Austin) para cuantificar el contenido de cobalto, hierro, manganeso y
zinc en la proteina restando la concentracion de metales encontrados en el tampdén de didlisis de la concentracion de
metal de las muestras de proteina finales y dividiendo entre la concentracion de proteina. Para determinar las
concentraciones de proteina, se calculé un coeficiente de extincion para hArgl basandose en la secuencia de
aminoacidos (Gill y von Hippel, 1989). Se calcularon todas las concentraciones de proteina para arginasa |
basandose en el €230 = 24.180 M'cm™ calculado en una concentracion de tampon final de clorhidrato de guanidinio
6 M, tampén fosfato 20 mM, pH 6,5. Para comparacion, también se calculé la concentracion de arginasa mediante
ensayo BCA usando diluciones de BSA como patron. Usando este método se encontré que muestras de arginasa
incubadas con Co?* contenian 2,1 + 0,5 equivalentes de Co y 0,4 + 0,1 equivalentes de Fe, sin cantidades
detectables de Zn o Mn. Las muestras incubadas con Mn?* contienen 1,5 £ 0,2 equivalentes de Mny 0,4 + 0,1
equivalentes de Fe, y ninguna cantidad detectable de Zn o Co. Por tanto, la incubacién con calor es un método
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eficaz para la incorporacion de cobalto.
EJEMPLO 3
INCORPORACION Y DETERMINACION DEL CONTENIDO DE METAL EN ARGINASA I

Se logré la incorporacion eficaz de metal en arginasa Il cultivando E.coli que albergaba el gen de Argll en medio
minimo hasta que se alcanzé una DOeoo de 1, tras lo cual se expresé la proteina con IPTG 1 mM y CoCl,; 100 uM
durante 12 h adicionales. Con el fin de determinar el contenido de metal final y la identidad de las preparaciones de
arginasa, se diluyeron muestras de proteina de Co-hArgl (290 uM) y tapones de didlisis asociados (Hepes 100 mM,
pH 7,4) en acido nitrico al 1% y se analizaron mediante espectrometria de masas con plasma de acoplamiento
inductivo (ICP-EM, Department of Geological Sciences, University of Texas en Austin) para cuantificar el contenido
de cobalto, hierro, manganeso y zinc de la proteina restando la concentracion de metales encontrados en el tampén
de dialisis de la concentracion de metal de las muestras de proteina finales y dividiendo entre la concentracion de
proteina. Para determinar las concentraciones de proteina, se calculé un coeficiente de extincion para hArgl
basandose en la secuencia de aminoéacidos (Gill y von Hippel, 1989). Se calcularon todas las concentraciones de
proteina para arginasa Il basandose en el €250 = 22.900 M™cm™ calculado en una concentracién de tampon final de
clorhidrato de guanidinio 6 M, tampon fosfato 20 mM, pH 6,5. Para comparacion, también se calculd la concentraciéon
de arginasa mediante ensayo BCA usando diluciones de BSA como patrén. Usando este método se encontré que
las muestras de arginasa expresadas con Co®" contenfan 1,35 + 0,1 equivalentes de Co y 0,63 + 0,1 equivalentes de
Fe, sin cantidades detectables de Zn o Mn.

EJEMPLO 4
CINETICA EN ESTADO ESTACIONARIO DE COBALTO-ARGINASA | A PH FISIOLOGICO

Se us6 la derivatizacion con diacetiimonoxina (DAMO) de productos de urea en presencia de acidos fuertes,
tiosemicarbazida y Fe®* con calentamiento para producir un croméforo con una Amax de ~530 nm, para monitorizar la
produccién de urea tras la hidrélisis de L-arginina mediante arginasa. La estructura del colorante no se conoce de
manera definitiva, pero se plantea la hip6tesis de que la reaccion es una condensacion de DAMO y urea/ureido que
se estabiliza posiblemente mediante iones Fe* (Beale y Croft, 1961). Se construy6 una curva patrén de urea frente
a A530 que se encontrd que era lineal para urea entre 0 - 300 uM con un limite de deteccién inferior de 1-2 uM. Se
examino la cinética en estado estacionario de Co-hArgl y Mn-hArgl a lo largo de un intervalo de concentraciones de
L-arginina (0-40 uM) en un tampon Hepes 100 mM, pH 7,4, 37°C. Normalmente se realizaron las reacciones
equilibrando 200 pl en tubos Eppendorf de 1,5 ml a 37°C en un bloque térmico, iniciando la reaccién mediante la
adicion de 5 pl de enzima durante 30 s y extinguiendo con 15 pl de HCI 12 N. Después se mezclaron las reacciones
y los blancos con 800 pl de reactivo de revelado de color (COLDER) (Knipp y Vasak, 2000) y se sometieron a
ebullicién durante 15 min. Tras enfriar durante 10 min, se transfirieron las muestras a cubetas y se leyeron a 530 nm
con un espectrofotdmetro. L-arginina tiene una absorbancia de fondo que hace necesaria la correccién, por tanto se
incluyeron blancos de L-arginina para todas las concentraciones usadas. Después se corrigieron los datos
resultantes para compensar el fondo y se calcularon las concentraciones de producto formado a partir de la curva
patron. Después se divide el producto entre el tiempo y la concentracién de enzima usada y se representa
graficamente vo/[E] frente a la concentracion de sustrato y se ajusta directamente con la ecuacion de Michaelis-
Menten (figura 3), en la que Vo/[E] = keat*[S)/([S] + Km). Con este método, Co-hArgl tenia una ks de 240 + 14 s™, una
Km de 190 + 40 pM, y Kea/Km de 1.270 + 330 mM*s™, en comparacion con Mn-hArgl, que tenia una ke de 300 + 12
s™, una Ky de 2.330 + 260 uM, y kea/Ku de 129 + 20 mM™s™. El uso de cobalto como cofactor a pH fisiolégico
conduce a un aumento de 10 veces en la constante de especificidad.

EJEMPLO 5

CINETICA EN ESTADO ESTACIONARIO DE COBALTO-ARGINASA Il A PH FISIOLOGICO

Se encontr6 que arginasa Il purificada tal como se describié en el ejemplo 3 y caracterizada tal como se describié en
el ejemplo 4 tenia una kex de 182 + 7 s, una Ky de 126 + 18 pM, y una Kea/Kw de 1.440 + 260 mM™s™ en
comparacion con Mn-hArgll en la que se encontré una kea: de 48 + 2 s™, una Ky de 2.900 + 300 UM, Y Kea/ Ky de 17 +
2 mM*s™. El uso de cobalto como cofactor a pH fisiol6gico conduce a un aumento de 80 veces en la constante de
especificidad para arginasa Il.

EJEMPLO 6

EXAMEN EN PLACAS DE 96 POCILLOS PARA DETERMINAR LA ACTIVIDAD DE ARGINASA Y CLASIFICACION
DE CLONES
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La hidrdlisis mediante arginasa de L-arginina produce L-ornitina y urea. Se adapté el ensayo de hidrdlisis de L-
arginina del ejemplo 3 a formato de placa de 96 pocillos para la deteccion de urea y se usé para examinar
bibliotecas de mutantes de proteina y para ordenar mediante clasificacion clones con la mayor actividad arginasa.
Se seleccionaron clones que presentaban un aumento de mas de 2 veces en la actividad para su caracterizacion
adicional. Se mostré que el ensayo tenia un intervalo dinamico de ~5-200 uM para la detecciéon de producto de
ureido. Pueden examinarse facilmente mas de 500 clones al dia mediante examen manual. La salida de sefial, es
decir, la intensidad de color, refleja tres parametros principales, concretamente la constante de especificidad
(kca/Kwn), la concentracion de enzima [Enz] y el tiempo (t). Si es necesario, pueden detectarse niveles de enzima en
clones individuales mediante ELISA; sin embargo, generalmente la expresion enzimatica de arginasa varia menos
de dos veces y por tanto las diferencias en la expresién no constituyen un problema significativo.

Se escogieron colonias individuales en placas de cultivo de 96 pocillos que contenian 75 pl de medio de TB/pocillo
gue contenia kanamicina 50 pg/ml. Después se hicieron crecer estos cultivos a 37°C en un agitador de placas hasta
gue se alcanz6 una DOgo de 0,8-1, se enfriaron hasta 25°C, tras lo cual se afiadieron 75 pl adicionales de medio
gue contenia kanamicina 50 pg/ml e IPTG 0,5 mM. Se realiz6 la expresion a 25°C con agitacion durante ~2 h, tras lo
cual se transfirieron 100 pl de cultivo/pocillo a una placa de ensayo de 96 pocillos. Después se centrifugaron las
placas de ensayo para sedimentar las células, se retiré el medio y se sometieron las células a lisis mediante adicion
de 50 pl/pocillo de reactivo de extraccion de proteinas B-PER (Pierce). Posteriormente se afiadieron 50 pl/pocillo
adicionales de L-arginina 200 uM, CoCl; 1 mM, en un tampén Hepes 100 mM, pH 7,4 y se dejaron reaccionar a
37°C. Tras reaccionar ~1-2 min, se afiadieron 100 pl/pocillo de reactivo de revelado de color y se proceso la placa
(Knipp y Vasak, 2000). Las colonias que tenian la capacidad de producir urea dieron como resultado la formacién de
un colorante rojo brillante con una Amax de 530 nm.

EJEMPLO 7
DEPENDENCIA DE LA TASA DE PH DE COBALTO-ARGINASA Y MANGANESO-ARGINASA

Para examinar la dependencia del pH de kca/Kuw de arginasa sustituida con cobalto y manganeso, se determinaron
las constantes cinéticas en estado estacionario a lo largo de un amplio intervalo de valores de pH. Se usaron los
siguientes tampones: acetato de sodio (pH 5-5,5), MES (pH 6-6,5), HEPES (pH 7-7,8), Tris (pH 8-9), Capso (pH 9-
10,5), todos a una concentracién de 100 mM. Se determinaron todas las cinéticas al menos por triplicado a 37°C.
Tras ajustar los datos cinéticos a la ecuacidon de Michaelis-Menten, se calcularon los valores de kea/Km y se
ajustaron a una ecuacion de Henderson-Hasselbach para determinar los valores de pka. Dado que ajustes a dos
valores de pka méas proximos que 3,5 unidades tienden a subestimar ymax, S€ us6 el método de Segel para calcular
los valores de pka corregidos para cada seccion de los perfiles de kea/Km (Segel, 1975). Los ajustes ajustados de
keat/Km frente a pH dieron como resultado una curva en forma de campana con Co-hArgl que tenia un pka, de seccion
ascendente de 7,5 + 0,1 y un pka, de seccién descendente de 9,8 + 0,1. Mn-hArgl también tenia una curva en forma
de campana con un pk, de seccién ascendente de 8,5 + 0,1 y una seccion descendente que presentaba un valor de
pka aparente de 10,1 + 0,1 (figura 4). Las enzimas Mn-hArgl y Co-Argl mostraron un Apka, de 1 unidad de pH. Este
desplazamiento en el pk, tras la sustitucion con Co confiere probablemente gran parte de la mejora observada en la
constante de especificidad. A pH fisioldgico, aproximadamente el 44% de Co-hArgl tendra enlace de hidroxido en
contraposicion al 7% con Mn-hArgl.

EJEMPLO 8
EL EFECTO DE MUTACIONES EN LA POSICION 303

Se construyd una biblioteca de saturacién de codon NNS en la posicion 303 y se examin6 usando los siguientes
cebadores mutagénicos: directo ‘5-cgatcacgttagcaNNSttcggtttagcccg (SEQ ID NO: 3), e inverso ‘5-
CGGGCTAAACCGAASNNTGCTAACGTGATCG (SEQ ID NO: 4), usando el gen de hArgl como ADN de molde y
cebadores terminales especificos; directo ‘5-
GATATACCATGGGTTCTTCTCACCATCATCACCACCACAGCTCTGGCG (SEQ ID NO: 5) e inverso ‘5-
CGAATTCGGATCCTCACTTCGGTGGATTCAGATAATCAATT (SEQ ID NO: 6). Se digirié el producto de PCR con
Ncol y BamHI y se ligb en un vector pET28a con ADN ligasa de T4. Se transformd la ligacion resultante
directamente en E. coli (BL21), se sembré en placas de LB-kanamicina para su posterior examen tal como se
describié en el ejemplo 4. Se aislaron clones que mostraban la mayor actividad y se secuencié el ADN. Se
purificaron las variantes de enzimas respectivas tal como se describio en el ejemplo 1 y se incubaron con calor con
cobalto tal como se describié en el ejemplo 2. Se purificaron todas las proteinas hasta una homogeneidad del >95%
tal como se evalué mediante SDS-PAGE. Se determiné la cinética de hidrélisis de arginina con un intervalo de
concentraciones de L-arginina (0 - 2 mM) a 37°C en un tampon Hepes 100 mM, pH 7,4, y se ajustaron los datos
resultantes a la ecuacién de Michaelis-Menten en Kaleidagraph. Cyssos sustituida por Phe o lle condujo a un
aumento de 2 veces y 1,6 veces en kea/Kn respectivamente en comparacion con Co-hArgl de tipo natural. Las
sustituciones con Leu, Pro, His y Arg tuvieron aproximadamente el 90% de la actividad de tipo natural.
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También se sometieron a prueba las variantes de Cyssos para determinar la estabilidad en suero a 37°C de la
siguiente manera: se afiadieron enzimas purificadas a suero humano combinado (Innovative) a una concentracién
de 1 uM y se incubaron a 37°C. Cada ~24 horas, se extrajeron alicuotas y se sometieron a prueba por triplicado
para determinar su capacidad para hidrolizar L-arginina 1 mM en un tampo6n Hepes 100 mM, pH 7,4. Tras ~4 dias se
ajustaron los datos resultantes a un modelo de disminucion o bien exponencial o bien logistico para calcular valores
de Ty. Se uso la estabilidad de la enzima de tipo natural como patrén y se calculé que tenia una Ty, de 33 + 3 h. Las
enzimas sustituidas con Phe, lle, Leu y His sélo eran aproximadamente la mitad de estables que el tipo natural. Mn-
hArgl (o) presentaron una pérdida exponencial de actividad con una vida T%2 de 4,8 £ 0,8 h. En cambio, Co-hArgl (*)
present6 una pérdida bifasica de actividad con una primera T% aparente de 6,1 + 0,6 h seguida por una segunda T2
mucho mas larga de 37 + 3 h.

EJEMPLO 9
ESPECIFICIDAD DE SUSTRATO

Se evaluo la selectividad de la arginasa humana modificada por ingenieria para la hidrdlisis de arginina. Se incub6
Co-hArgl (1 uM) o tampédn de dialisis con los 20 aa (5 mM cada uno) durante 12 h a 37°C en un tampon fosfato
220 mM, pH 7,4. Se derivatizaron los patrones, controles y experimentos con OPA y FMOC (Agilent) y se separaron
en una columna de HPLC de fase inversa C18 (Agilent) (5 um, 4,6 x 150 mm) esencialmente tal como se describe
por Agilent Technologies (nimero de publicacién: 5980-3088) excepto por la modificacion del protocolo de
separacion ligeramente reduciendo la velocidad de flujo en la mitad y duplicando el tiempo de adquisicion para
obtener una mejor separacion de picos. Los 20 aminoacidos convencionales incubados con tampoén de dialisis
mostraron 20 picos con buena resolucion, y los 20 aminoacidos convencionales incubados con Co-hArgl mostraron
20 picos (figura 6) con desaparicion del pico de L-arginina (TR = 12,3 min) y aparicién de un nuevo pico con un
tiempo de retencidon que coincidia con el de L-ornitina (TR =18,8 min). No se observé que ninguno de los otros
aminoacidos se viera afectado por Co-hArg I.

EJEMPLO 10
PURIFICACION DE ALTO RENDIMIENTO Y EXAMEN DE LA CINETICA DE VARIANTES

Se desarroll6 un esquema de purificacién a pequefia escala para purificar rdpidamente docenas de proteinas a la
vez y llevar a cabo un analisis de la cinética enzimatica de alto rendimiento. Se expresaron cultivos de 50 ml de hArg
| en matraces de agitacion de 125 ml tal como se describié en el ejemplo 1. Se recogieron 5 ml del cultivo resultante
mediante centrifugacién. Después se sometieron a lisis los sedimentos celulares con 400 pl de reactivo de
extraccion de proteinas B-PER (Pierce). Se mezcl6 la fraccion soluble con 500 pl de tampén de lisis de IMAC y

100 pl de perlas de IMAC en un tubo Eppendorf de 1,5 ml, se incubé durante dos minutos y se centrifugé a 3000 rpm
durante 20 s en una centrifugadora de sobremesa. Se desech6 el sobrenadante y se lavaron las perlas con 2 x 1 ml
de tampodn de lisis de IMAC mediante mezclado/centrifugaciéon y desechando el sobrenadante. Después se eluy6
hArg | de las perlas mediante adicion de 300 ul de tampén de elucion de IMAC y otra etapa de centrifugacion. Se
someti6 el sobrenadante que contenia hArg | resultante a intercambio de tampdn dos veces con un tampén Hepes
100 mM, pH 7,4 usando un dispositivo de concentracién por centrifugaciéon con un MWCO de 10.000 (YM-10
Amicon). Después se cuantifico la proteina mediante Azso, Se calentd en presencia de cobalto como anteriormente, y
se evalud la Co-hArg I resultante mediante SDS-PAGE tal como se describio en el ejemplo 1. Este método permite
la purificaciéon de 12 - 16 proteinas en ~2 h con un rendimiento de 200 - 300 pg de proteina con una pureza del 90 -
95% tal como se evalia mediante SDS-PAGE.

Después se sometieron a prueba las variantes de enzimas para determinar su capacidad para hidrolizar L-arginina
mediante incubacion de 24 nM de enzima con 200 uM de L-arginina en pocillos de placas de microtitulacion. Se
recogieron alicuotas en diferentes puntos de tiempo y se extinguieron directamente en el reactivo de revelado de
color acido (COLDER). Tras revelar el colorante y leer la absorcién, se ajustaron los datos de curva de progreso a
una ecuacién exponencial para estimar un valor de kea/Ky aparente.

EJEMPLO 11

MODIFICACION POR INGENIERIA DE LOS LIGANDOS DE METAL DE LA 22 CUBIERTA DE ARGINASA PARA
ACTIVIDAD OPTIMA

La potencia catalitica de una metalohidrolasa surge en parte de su excepcional capacidad para reducir el valor de
pka normal del agua (~16) hasta un valor muy inferior y coordinarse con el ion hidréxido altamente reactivo para el
ataque en el sustrato. Tanto la clase de metal como su entorno local que comprende ligandos de 12 y 22 cubierta
influyen sobre el pka de la molécula nucledfila de agua/hidréxido (Christianson y Cox, 1999). El metal (A) de hArgl se
coordina con el imidazol de H101, que a su vez se une mediante hidrégeno al hidroxilo de S230. El metal (B) de
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hArgl se coordina con el imidazol de H126, que tiene un enlace de hidrégeno de la 22 cubierta con el carboxilo de
D181. Se construyd una biblioteca de saturacién de coddén NNS en las posiciones 181 y 230 usando los siguientes
cebadores mutagénicos: (D181) directo ‘5- cattggcttacgtNNSgtcgacccagg (SEQ ID NO: 7), inverso ‘5-
CCTGGGTCGACSNNACGTAAGCCAATG (SEQ ID NO: 8); (S230) directo ‘5-cgtccaatccatctgNNSttcgatgttgacg (SEQ
ID NO: 9), inverso ‘5-CGTCAACATCGAASNNCAGATGGATTGGACG (SEQ ID NO: 10), junto con el gen de hArgl y
cebadores terminales especificos mediante PCR por extension de solapamiento. Tras la clonacion, se transformo la
biblioteca en E. coli (BL21) y se examiné tal como se describié en el ejemplo 4. Se identificaron clones novedosos
mediante secuenciacion, volvieron a transformarse en E. coli (BL21) y se purificaron y caracterizaron cinéticamente
tal como se describié en el ejemplo 8. Se purificaron variantes que presentaban una actividad aparente = a la de tipo
natural a mayor escala y se sometieron a ensayo para evaluar sus parametros cinéticos en estado estacionario de
keat Y Km. Se encontré que las siguientes variantes tenian constantes de kca/Km mayores que Co-hArgl: hArg |
D181S: 1420 + 200 s mM™, hArg | D181E/S230A: 1.450 + 200 s mM™, hArg | S230C: 2.290 + 200 s mM™, y hArg
| S230G: 2.340 £ 70 s mM™.

EJEMPLO 12

CITOTOXICIDAD DE Co-ARG Y SUS VARIANTES HACIA CELULAS DE CARCINOMA HEPATOCELULAR Y
MELANOMAS METASTASICOS

Con el fin de someter a prueba la citotoxicidad in vitro de arginasa modificada por ingenieria, se incubaron
concentraciones variables (0 - 100 nM) de variantes Mn-Argl, Co-Argl o Co-hArgl con células HCC (Hep 3b) o
células de melanoma (A375) (Coleccion americana de cultivos tipo) en placas de 96 pocillos a una densidad de
sembrado de 500 células/pocillo, en medio DMEM complementado con suero bovino fetal. Tras 24 horas de
incubacién a 37°C, se trataron las células con medio que contenia arginasa por triplicado a diversas
concentraciones. La disoluciéon de control era una solucién salina equilibrada en medio. Se mantuvieron las células
tratadas a 37°C y CO; al 5%. Se sometieron a prueba las células mediante ensayo de MTT convencional (Sigma-
Aldrich) en los dias 1, 3, 5 y 7 mediante adicion de 100 pl/pocillo de MTT (5 mg/ml), y se incubaron durante 4 horas
con agitacién suave de una a dos veces por hora. Después de esto, se aspir0 la disolucion y después se afadieron
200 pl de DMSO a cada pocillo. Se interpret6 la absorbancia a 570 nm para cada pocillo usando un lector de placas
automatizado para determinar el nimero relativo de células supervivientes en comparacion con controles. Se
ajustaron los datos resultantes a una ecuacion exponencial para determinar un valor de Clso aparente para la
citotoxicidad de arginasa. La figura 7A muestra el efecto de la adicion de Mn-Argl o Co-Argl sobre el % de
absorbancia de MTT de células HCC. Se calcularon los valores de Clsp a partir del dia 5, proporcionando un valor de
Clso para Mn-hArgl de 5 £ 0,3 nM (~ 0,18 pg/ml) y un valor de 0,33 + 0,02 nM para Co-hArgl (~0,012 pug/ml). Por
tanto, la enzima Co-Argl parece ser 15 veces mas citotoxica que la enzima sustituida con Mn frente a HCC. Frente a
la linea celular de melanoma metastasico (A375), Mn-hArgl (figura 7B) dio como resultado una Clso aparente de 4,1
+ 0,1 nM (~ 0,15 pg/ml). La incubacién con Co-hArgl condujo a un aumento de 13 veces en la citotoxicidad con una
Clso aparente de 0,32 + 0,06 nM (~0,012 pg/ml).

EJEMPLO 13

MODIFICACION POR INGENIERIA DE UNA PROTEINA DE FUSION DE FC-ARGINASA PARA UNA SEMIVIDA IN
VIVO POTENCIADA

Se ha empleado la fusién al dominio Fc de IgG de manera extensa para prolongar las semividas in vivo de
polipéptidos terapéuticos tales como el inhibidor de TNF-a etanercept (Enbril®). El dominio Fc se une al receptor
FcyRn, que se expresa en el endotelio vascular y muchos otros tejidos (Roopenian y Akilesh, 2007). La afinidad de
FcyRn por el domino Fc de IgG depende fuertemente del pH. Se produce unién al pH acido de compartimentos
endos6micos permitiendo que la proteina se recircule sobre la superficie celular y por tanto escape de la
degradacion proteolitica. En la superficie celular, el domino Fc se libera de FcyRn porque la afinidad de unién es muy
baja a pH fisiologico. Se estima que la recirculacion endosémica a través de FcyRn aumenta la semivida en suero de
inmunoglobulinas al menos 4-7 veces, hasta aproximadamente 7-14 dias en seres humanos. Las fusiones con Fc
aprovechan esta propiedad para dotar de una semivida larga a moléculas de vida corta. Sin embargo, la arginasa
humana es un homotrimero y por tanto si se fusiona a Fc de IgG, que es en si mismo un dimero, el polipéptido Fc-
arginasa resultante formara probablemente agregados de alto peso molecular.

Este problema se evitd6 empleando formas mutantes de arginasa que interrumpen la trimerizacion y son estables en
forma monomérica. Se han estudiado con cierto detalle la trimerizacién y la superficie de contacto de subunidades
de arginasa | (Lavulo et al., 2001). Se ha mostrado que una sustitucion de un Unico aa en Glu256GIn interrumpe la
trimerizaciéon dando como resultado la formacién de enzima arginasa | monomérica (Sabio et al., 2001). Se introdujo
esta mutacibn en hArgl mediante el wuso de dos cebadores mutagénicos: directo  ‘5-
gotttaacgtatcgcCAGggcctgtatatcacgg (SEQ ID NO: 11) e inverso ‘5-
CCGTGATATACAGGCCCTGGCGATACGTTAAACC (SEQ ID NO: 12), y dos cebadores terminales especificos
(ejemplo 1) mediante PCR por extension de solapamiento, y clonaciéon en un vector pET28a. Tras la expresion y
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purificacién de esta variante, los analisis cinéticos en estado estacionario revelaron una actividad casi idéntica en
comparacion con Co-hArgl con una kea/Ku de 1.320 s nm™. La figura 8 muestra un gel de PAGE no
desnaturalizante que muestra que Co-hArgl-E256Q es un mondmero, tal como se esperaba.

Después se clono este constructo en vectores de expresion de Fc disponibles. El vector de expresiéon de Fc es un
constructo basado en un plasmido pTRC99a (Amersham) que contiene una secuencia lider de DsbA seguida por la
region codificante de Fc de IgG, un sitio de restriccion EcoRl y un coddn de terminacion. Se coloc6 el gen de
arginasa monomeérica en marco detras de la regién codificante de Fc digiriendo tanto el vector como el gen con
EcoRl, y posteriormente se ligd y se transformd en E. coli (BL21) para la secuenciacion y expresion. Dado que Fc de
IgG es normalmente una proteina glicosilada, hasta ahora la expresion de IgG recombinantes o de fusiones con Fc
se ha llevado a cabo en células de mamifero recombinantes que, al contrario que las bacterias, pueden realizar
glicosilacion con enlace en N. Sin embargo, aunque la glicosilacion en Asn297 es critica para la unién a los
receptores de Fcy activadores e inhibidores (FcyRI-IIl en seres humanos) no tiene ningun efecto apreciable sobre la
afinidad o la union dependiente del pH a FcyRn (Tao y Morrison, 1989; Simmons et al., 2002). Por tanto, los
anticuerpos IgG aglicosilados expresados en bacterias muestran persistencia en suero en primates que casi ho
puede distinguirse de la de anticuerpos completamente glicosilados expresados en células de mamifero (Simmons
et al., 2002). En contra de las nociones anteriores predominantes, los anticuerpos IgG y las proteinas de Fc pueden
expresarse eficazmente en E.coli hasta niveles de g/l en fermentadores. La expresion en E. coli es técnicamente
mucho mas sencilla y mas réapida. Ademas, dado que la proteina resultante estd aglicosilada, no presenta
heterogeneidad de glicanos, un problema importante en la expresion de glicoproteinas terapéuticas (Jefferis, 2007).
Se purifica la proteina de fusién mediante cromatografia de proteina A y se cuantifica mediante cromatografia por
filtracion en gel FPLC el rendimiento de la fusién de Fc-arginasa dimérica correctamente plegada con respecto a
polipéptidos que no logran dimerizarse. Esta formulacion condujo a una forma altamente activa y muy estable de
arginasa humana, adecuada para ensayos in vivo.

EJEMPLO 14
PEGILACION DE ARGINASA

Se purificé arginasa tal como se describié en el ejemplo 10 con una excepcion: tras la union a la columna de IMAC,
se lavo la proteina extensamente (80-90 volimenes de columna) con un tampén de IMAC que contenia Triton 114 al
0,1% (esta etapa elimina la mayor parte de la endotoxina), 10-20 volimenes de columna de tampén de IMAC, y
después se eluyé con un tampén de elucién de IMAC (NaPO4 50 mM/imidazol 250 mM/NaCl 300 mM, pH 8). Se
sometid la arginasa a intercambio de tampén en un tampén NaPOs 100 mM a pH 8,3 usando un dispositivo de
filtracion con un MWCO de 10.000 (Amicon). Usando un pequefio recipiente de reaccion, se afadio éster
carboximetilico de metoxi-PEG-succinimidilo con PM de 5000 (JenKem Technology) a arginasa a una razén molar
de 40:1 y se dejo reaccionar durante 1 h a 25°C con agitacion constante. Después se llevo la mezcla resultante a
10 mM con CoCl, y se calent6 a 50°C durante 10 minutos. Tras la centrifugacion para eliminar cualquier precipitado,
se sometid extensamente la PEG-5000-arginasa a intercambio de tampén (PBS con glicerol al 10%) usando un
dispositivo de filtracion con un MWCO de 100.000 (Amicon), y se esteriliz6 con un filtro de jeringa de
0,2 micrémetros (VWR). Se analiz6 toda la enzima pegilada para determinar el contenido de lipopolisacéarido (LPS)
usando un kit de lisado de amebocitos de Limulus (LAL) (Cape Cod Incorporated).

Se encontré que la Co-hArgl pegilada tenia una estabilidad en suero casi idéntica a la enzima de tipo natural y
presentaba un valor de kca/Km de 1690 + 290 sTmM™. La figura 12 muestra un gel desnaturalizante del producto
final con un PM aparente de ~ 150 kDa.

EJEMPLO 15
EMPOBRECIMIENTO EN SUERO DE L-ARG EN EL MODELO DE RATON

Se trataron ratones Balb/c mediante una Unica inyeccién i.p. con 500 pg de Co-hArgl pegilada, preparada
farmacoldgicamente, o un volumen igual de PBS. Se sacrificaron los ratones mediante venopuncion cardiaca para la
extraccion de sangre en los puntos de tiempo de 0, 48, 72 y 96 h. Se mezclaron inmediatamente las muestras de
sangre 50:50 (v/v) un tampon citrato de sodio 400 mM, pH 4, se dejaron coagular durante 30 min y se centrifugaron
para la separacién de suero. Después se filtr6 el suero resultante con un dispositivo con un MWCO de 10.000
(Amicon) para la eliminacion de proteinas grandes y precipitados y se recogi6 el flujo pasante para su analisis. Se
derivatizaron patrones de L-arginina, suero de raton de control y experimentos con OPA (Agilent) y se separaron en
una columna de HPLC de fase inversa C18 (Agilent) (5 um, 4,6 x 150 mm) esencialmente tal como se describe por
Agilent Technologies (nimero de publicaciéon: 5980-3088) excepto por la modificacion del protocolo de separacion
ligeramente reduciendo la velocidad de flujo en la mitad y duplicando el tiempo de adquisicion para obtener una
mejor separacion de picos. Se construyd una curva patron de L-arginina representando graficamente el area del pico
de L-Arg frente a la concentracién con el fin de cuantificar los niveles de L-Arg en suero. Una Unica dosis de Co-
hArgl preparada farmacolégicamente fue suficiente para mantener L-Arg a o por debajo de limites de deteccion
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durante mas de 3 dias (figura 10).

EJEMPLO 16

TRATAMIENTO DE XENOINJERTO DE TUMOR DE HCC CON CO-HARGI

A ratones desnudos se les inyectaron por via subcutanea en el costado ~10° células HCC recogidas de un cultivo
tisular confluente al 75%. Después de que los tumores de HCC xenoinjertados hubieron crecido hasta ~0,5 cm® de
diametro (dia 9), se clasificaron los ratones en dos grupos. El grupo experimental recibié una inyeccion i.p. de
500 ug de Co-hArgl farmacolégicamente optimizada en el dia 9 y en el dia 12. El grupo de control recibié
inyecciones i.p. de PBS en los dias 9 y 12. Tal como puede observarse en la figura 11, los tumores tratados con
PBS habian aumentado 3 veces de tamafio en el dia 15. En marcado contraste, los tumores tratados con Co-hArg|
habian disminuido de tamafio en el dia 15. Los tumores tratados con Mn-hArgl s6lo habian mostrado un retraso en

la tasa de crecimiento (Cheng et al., 2007). Co-hArgl parece ser un agente quimioterapico altamente eficaz frente a
HCC tanto in vitro como in vivo.

Bibliografia

La siguiente bibliografia puede proporcionar detalles de procedimiento a modo de ejemplo u otros detalles
complementarios a los expuestos en el presente documento.

Beale y Croft, J. Clin. Pathol., 14:418-424, 1961.

Cama et al., Biochemistry, 42:7748-7758, 2003.

Cheng et al., Cancer Lett., 224:67-80, 2005.

Cheng et al., Cancer Res., 67:309, 2007.

Cheng et al., Cancer Res., 67:4869-4877, 2007.

Christianson y Cox, Annu. Rev. Biochem., 68:33-57, 1999.
Colleluori et al., Arch. Biochem. Biophys., 389:135-143, 2001.
Dillon et al., Med. Sci. Monit., 8:BR248-253, 2002.

Dowling et al., Cell Mol. Life Sci., 65(13):2039-55, 2008.

Durante et al., Clin. Exp. Pharmacol. Physiol., 34:906-911, 2007.
Ensor et al., Cancer Res., 62:5443-5450, 2002.

Feun et al., J. Neurooncol., 82:177-181, 2007.

Gill y von Hippel, Anal. Biochem., 182:319-326, 1989.
Greenwald et al., Crit Rev Therap Drug Carrier Syst., 17:101-161, 2000.
Harkki et al., BioTechnology, 7:596-603, 1989.

Harris et al., Clin. Pharmacokinet., 40(7):539-51, 2001.

Hoover et al., J. Biol. Chem., 277:37647-37654, 2002.

Hopwood et al., en: Genetic Manipulation of Streptomyces, A Laboratory Manual, The John Innes Foundation,
Norwich, CT, 1985.

Izzo et al., J. Clin. Oncol., 22:1815-1822, 2004.

Jefferis, Expert Opin. Biol. Ther., 7:1401-1413, 2007.

23



10

15

20

25

30

35

ES 2574 139 T3

Knipp y Vasak, Anal. Biochem., 286:257-264, 2000.

Lavulo et al., J. Biol. Chem., 276:14242-14248, 2001.

Lopez et al., Febs J., 272:4540-4548, 2005.

Lordanescu, J. Bacteriol, 12:597 601,1975.

Mellor et al., Gene, 24:1-14, 1983.

Mora et al., Biochemica Biophysica Acta, 1476:181, 2000.

Nathan et al., Bioconj Chem., 4:54-62, 1993.

Nathan et al., Macromolecules, 25:4476-4484, 1992.

Penttila et al., Gene, 61:155-164,1987.

Remington’s Pharmaceutical Sciences, 182 ed. Mack Printing Company, 1289-1329, 1990.
Roopenian y Akilesh, Nat. Rev. Immunol., 7:715-725, 2007.

Sabio et al., FEBS Lett., 501:161-165, 2001.

Santhanam et al., Circ. Res., 101:692-702, 2007.

Savoca et al., Cancer Biochem. Biophys., 7:261-268, 1984.

Scolnick et al., Biochemistry, 36:10558-10565, 1997.

Scott et al., Br. J. Cancer, 83:800-810, 2000.

Segel, en: Enzyme Kinetics, John Wiley and Sons, Inc., New York, 1975.
Shen et al., Cancer Lett., 231:30-35, 2006.

Sibakov et al., Eur. J. Biochem., 145:567 572, 1984.

Simmons et al., J. Immunol. Methods, 263:133-147, 2002.

Tao et al., J. Immunol., 143:2595-2601, 1989.

Ward, Proc, Embo-Alko Workshop on Molecular Biology of Filamentous Fungi, Helsinki, 119-128, 1989.
Wheatley y Campbell, Pathol. Oncol. Res., 8:18-25, 2002.

Yoon et al., Int. J. Cancer, 120:897-905, 2007.

Zalipsky et al., Bioconjug Chem., 8:111-118, 1997.

Lista de secuencias

<110> GEORGIOU, GEORGE STONE, EVERETT

<120> COMPOSICIONES DE ARGINASAS HUMANAS MODIFICADAS POR INGENIERIA Y METODOS PARA
TRATAR EL CANCER

<130> UTFB:736WO
<140> DESCONOCIDO
<141> 01-11-2009

24



ES 2574 139 T3

<150> Documento 61/110.218
<151> 31-10-2008

<160> 12

<170> PatentIn versién 3.5

20

<210>1

<211> 1044

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador sintético

<400> 1
gatataccat gggttcttct caccatcatc accaccacag ctctggcgag aacctgtact 60
tccagtctgec gaagagccgt acgatcggca ttattggtgce gcoccgttctct aaaggtcagc 120
cacgcggtgg tgtggaagag ggtccgacgg ttctgcgtaa ggeccggttta ttagaaaagce 180
tgaaagagca dggagtgcgac gttaaggact acggtgactt accattcgcecyg gacatceccga 240
atgatagccc gttccaaatc gttaagaatc cgcgctctgt gggtaaagca agcgagcagt 300
tagcaggtaa ggtggccgag gtcaagaaaa acggtcgtat tagcctggtt ttaggcggtg 360
atcatagctt agcaattggc tctatctctg gtcatgcccg tgtgcaccca gatttaggtg 420
tcatttgggt tgacgcccat acggatatca atacgccatt aacgaccacc agcggcaatc 480
tgcatggcca gccggttage ttcttactga aggagctgaa gggtaaaatt ccagatgttc 540
cgggctttag ctgggtcacg ccatgtattt ctgccaagga tatcgtgtac attggcttac 600
gtgacgtcga cccaggtgag cactacatct taaagaccct gggtatcaag tatttcagca 660
tgacggaagt ggaccgctta ggecatecggceca aggtgatgga ggagacgctg agcetatetge 720
tgggccgtaa gaaacgtcca atccatctga gcecttcgatgt tgacggcectta gacccgagcet 780
ttacgccagc caccggcacg ccggtcegttyg gtggtttaac gtatcgcgaa ggectgtata 840
tcacggagga aatctataag acgggtttac tgagcggtct ggacattatg gaggttaatc 900
caagcttagg taagacgccg gaagaagtta ccecgtaccegt taacacggeg gtcegecgatcea 960
cgttagcatg tttcggttta gcccgcgagg gcaaccataa accaattgat tatctgaatc 1020
caccgaagtg aggatccgaa ttcg 1044

<210> 2

<211> 1080

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
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<220>

<223> Cebador sintético

<400> 2

gatataccat
tccaaagcgt
agggtgttga
gcttaggctg
atttatacaa
cggaggtcgt
atagcttagc
tgtgggttga
acggccagcc
gcttctcttg
atgtcgaccc
gtgacatcga
gcaagcgcca
ccccagcaac
cagaagagat
agctggcaac
cctecttettt

catctagccc

<210> 3
<211>31
<212> ADN

gggcagcagce
ccatagcgtc
acatggtccg
tcacttaaag
taatctgatc
gtctcgtgca
cattggtacg
tgcgcacgcg
ggttagcttc
gatcaaacca
accggagcac
ccgtctgggt
gcgtccgatt
gggcacgcca
ccataatacc
ctctgaggag
cggccagacg

ggacgaatct

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador sintético

<220>

<221> misc_feature

<222> (15)..(16)

<223>nesa,c,got

<400> 3
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catcatcacc
gcagtgattg
gcagcgatcc
gatttcggtyg
gttaacccac
gtcagcgacg
atttctggtc
gatatcaata
ttattacgtg
tgtatcagca
ttcatcctga
atccaaaaag
cacctgagct
gtggttggtg
ggcctgttat
gaagcgaaga
cgtgaaggtg

gagaaccaag

cgatcacgtt agcannsttc ggtttagccc g

<210>4
<211>31
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

accatcacag
gtgcccecgtt
gcgaagcagg
atttaagctt
gctctgtgygg
gttatagctg
atgcccgcca
cgccactgac
agctgcaaga
gcgcatctat
agaattatga
ttatggagcg
ttgacattga
gtttaaccta
ctgccctgga
cgaccgccaa
gccatatcgt

cacgtgtccg

26

ctctggtgaa
tagccaaggt
tttaatgaag
tacgccggtce
tctggcgaac
cgttacgctg
ttgcccggat
cacgtctagc
caaggtcccg
tgtctacatt
catccagtat
cacgttcgat
cgcctttgac
ccgtgagggt
tctggttgaa
cctggcggtyg
gtatgaccaa

tatttgagga

aacttatact
caaaaacgca
cgtttaagca
ccaaaggatg
caggagctgg
ggcggtgatc
ctgtgtgttyg
ggtaatttac
cagttaccag
ggcctgcgtyg
ttcagcatgce
ctgttaatcg
ccgaccctgg
atgtatattg
gtcaatccgce
gacgtcatcg
ttaccaacgc

tccgaattcg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080
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<220>
<223> Cebador sintético

<220>

<221> misc_feature
<222> (16)..(17)
<223>nesa,c,got

<400> 4

cgggctaaac cgaasnntgc taacgtgatc g
<210>5

<211> 48

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador sintético

<400> 5
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gatataccat gggttcttct caccatcatc accaccacag ctctggeg 48

<210>6

<211>41

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador sintético

<400> 6
cgaattcgga tcctcacttc ggtggattca gataatcaat t

<210>7

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador sintético

<220>

<221> misc_feature
<222> (14)..(15)
<223>nesa,c,got

<400>7
cattggctta cgtnnsgtcg acccagg

<210>8

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador sintético

<220>

<221> misc_feature
<222> (13)..(14)
<223>nesa,c,got
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<400> 8
cctgggtcga csnnacgtaa gccaatg

<210>9

<211>31

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador sintético

<220>

<221> misc_feature
<222> (16)..(17)
<223>nesa,c,got

<400> 9

cgtccaatcc atctgnnstt cgatgttgac g
<210>10

<211>31

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador sintético

<220>

<221> misc_feature
<222> (15)..(16)
<223>nesa,c,got

<400> 10

cgtcaacatc gaasnncaga tggattggac g
<210> 11

<211> 34

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador sintético

<400> 11

gotttaacgt atcgccaggg cctgtatatc acgg
<210> 12

<211> 34

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador sintético

<400> 12

ccgtgatata caggcectgg cgatacgtta aacc
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REIVINDICACIONES

1. Proteina arginasa | o arginasa Il humana para su uso en un método de tratamiento de un paciente humano que
tiene cancer, particularmente un cancer auxotréfico para arginina, que comprende administrar al paciente una
formulaciéon que comprende dicha proteina, teniendo dicha proteina arginasa | o arginasa Il humana un sitio de unién
a metales y comprendiendo al menos una sustituciéon de aminoacido en el sitio de unién a metales, en la que la
proteina presenta un aumento en la hidrolisis de arginina que da como resultado una kea/Km al menos dos veces
mayor que la de una arginasa | humana nativa que tiene una secuencia de aminoacidos codificada por SEQ ID NO:
1 o una arginasa Il humana nativa que tiene una secuencia de aminoacidos codificada por SEQ ID NO: 2, en la que
dicha proteina arginasa | o arginasa Il humana comprende un cofactor metalico no nativo, y en la que dicho cofactor
metdlico no nativo es cobalto.

2. Proteina para su uso segun la reivindicacion 1, en la que la proteina presenta una kea/Km de entre 400 mM*s™ y
4.000 mM™s™ a pH 7,4, en particular en la que la proteina presenta una kea/Kw de entre 400 mM™s™y 2.500 mM*s™
apH74.

3. Proteina para su uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1y 2,
i) en la que la proteina arginasa comprende una cadena polipeptidica; y/o

i) en la que la al menos una sustitucion de aminoacido esta en His101, Aspl124, His126, Asp128, Asp232, Asp234,
Trpl22, Aspl81, Ser230, His120, Aspl43, His145, Aspl47, Asp251, Asp253, Trpl4l, Asp200, Ser249, Cys303 o
Glu256, preferiblemente en la que la al menos una sustitucion de aminoéacido es Asp181Ser, Ser230Cys, Ser230Gly,
Cys303Phe, Cys303lle, Glu256GIn, Asp181Glu o Ser230Ala.

4. Proteina para su uso segln cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en la que la arginasa humana comprende al
menos dos sustituciones de aminodacido, en particular en la que las sustituciones de aminoacido en dicha proteina
arginasa | humana son Asp181Glu y Ser230Ala.

5. Proteina para su uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en la que la secuencia de aminoacidos
comprende una secuencia de arginasa | o arginasa |l truncada, en particular en la que la secuencia de aminoacidos
carece de una metionina N-terminal o en la que la secuencia de aminoacidos carece de los primeros 21 aminoacidos
de la secuencia de tipo natural.

6. Proteina para su uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en la que la proteina esta covalentemente
unida a polietilenglicol.

7. Proteina que comprende una secuencia de aminoacidos de arginasa | humana o una secuencia de aminoacidos
de arginasa Il humana y un cofactor metalico no nativo, en la que el cofactor metalico no nativo es cobalto, para su
uso en un método de tratamiento de un paciente humano que tiene cancer, particularmente un cancer auxotrofico
para arginina, que comprende administrar al paciente una formulacion que comprende dicha proteina.

8. Proteina para su uso segun la reivindicacion 7,
(a) en la que la arginasa | humana comprende una secuencia de aminoacidos codificada por SEQ ID NO: 1, o
(b) en la que la arginasa Il humana comprende una secuencia de aminoacidos codificada por SEQ ID NO: 2.

9. Proteina para su uso segln cualquiera de las reivindicaciones 7 a 8, en la que la secuencia de aminoacidos
comprende una secuencia de arginasa | o arginasa Il truncada, particularmente en la que la secuencia de
aminoacidos carece de una metionina N-terminal o en la que la secuencia de aminoéacidos carece de los primeros 21
aminoacidos de la secuencia de tipo natural.

10. Proteina para su uso segun cualquiera de las reivindicaciones 7 a 9, en la que la proteina esta covalentemente
unida a polietilenglicol.

11. Proteina para su uso segun cualquiera de las reivindicaciones 7 a 10, en la que la secuencia de aminoacidos se
caracteriza ademas tal como se especifica en las reivindicaciones 2 6 3, o0 en la que la proteina comprende ademas
al menos dos sustituciones de aminoacido.

12. Proteina de fusién que comprende la proteina segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, que comprende
ademas un segmento peptidico heterélogo, para su uso en un método de tratamiento de un paciente humano que
tiene cancer, particularmente un cancer auxotréfico para arginina, que comprende administrar al paciente una
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formulacion que comprende dicha proteina de fusién, en particular en la que el segmento peptidico heterélogo
comprende la regidon Fc de una inmunoglobulina o una parte de la misma.

13. Proteina para su uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, en la que al paciente se le ha
diagnosticado un carcinoma hepatocelular, carcinoma de células renales o melanoma.

14. Proteina para su uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 13, en la que la formulacién se administra por
via topica, intravenosa, intradérmica, intraarterial, intraperitoneal, intralesional, intracraneal, intraarticular,
intraprostatica, intrapleural, intratraqueal, intraocular, intranasal, intravitrea, intravaginal, intrarrectal, intramuscular,
subcutanea, subconjuntival, intravesicular, mucosa, intrapericardiaca, intraumbilical, oral, mediante inhalacién,
mediante inyeccion, mediante infusién, mediante infusion continua, mediante perfusion localizada bafiando
directamente las células diana, a través de un catéter o a través de un lavado.

15. Proteina para su uso segin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 14, en la que la formulacién farmacéutica
comprende dicha proteina y un excipiente farmacéuticamente aceptable.
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Secuencia sintética de arginasa |
GATATACCATGGGTTCTTCTCACCATCATCACCACCACAGCTCTGGCGAGAACCTGTACTTCCAGTCTGC
GAAGAGCCGTACGATCGGCATTATTGGTGCGCCGTTCTCTARAGGTCAGCCACGCGGTGGTGTGGAAGAG
GGTCCGACGGTTCTGCGTAAGGCCGGTTTATTAGAARAGCTGARAGAGCAGGAGTGCGACGT TAAGGACT
ACGGTGACTTACCATTCGCGGACATCCCGAATGATAGCCCGTTCCARATCGTTAAGAATCCGCGCTCTGT
GGGTAAAGCAAGCGAGCAGTTAGCAGGTAAGGTGGCCGAGGTCAAGAARAACGGTCGTATTAGCCTGGTT
TTAGGCGGTGATCATAGCTTAGCAATTGGCTCTATC TCTGGTCATGCCCGTGTGCACCCAGATTTAGGTG
TCATTTGGGTTGACGCCCATACGGATATCAATACGCCATTAACGACCACCAGCGGCAATCTGCATGGCCA
GCCGGTTAGCTTCTTACTGAAGGAGC TGAAGGGTARAATTCCAGATGTTCCGGGCTTTAGCTGGGTCACG
CCATGTATTTCTGCCAAGGATATCGTGTACATTGGCTTACGTGACGTCGACCCAGGTGAGCACTACATCT
TARAGACCCTGGGTATCAAGTATTTCAGCATGACGGAAGTGGACCGCTTAGGCATCGGCAAGGTGATGGA
GGAGACGCTGAGCTATCTGCTGGGCCGTAAGAAACGTCCAATCCATCTGAGCTTCGATGTTGACGGCTTA
GACCCGAGCTTTACGCCAGCCACCGGCACGCCGGTCGTTGGTGGTTTAACGTATCGCGAAGGCCTGTATA
TCACGGAGGARATCTATARGACGGGTTTACTGAGCGGTCTGGACATTATGGAGGTTAATCCAAGCTTAGG
TARGACGCCGGAAGAAGTTACCCGTACCGTTAACACGGCGGTCGCGATCACGTTAGCATGTTTCGGTTTA
GCCCGCGAGGGCAACCATAAACCAATTGATTATCTGAATCCACCGAAGTGAGGATCCGAATTCG

Secuencia sintética de arginasa |l
GATATACCATGGGCAGCAGCCATCATCACCACCATCACAGCTCTGGTGARRACTTATACTTCCARAGCGT
CCATAGCGTCGCAGTGATTGGTGCCCCGTTTAGCCARGGTCARAAACGCARGGGTGTTGAACATGGTCCG
GCAGCGATCCGCGARAGCAGGTTTARTGAAGCGTTTARGCAGCTTAGGCTGTCACTTARAGGATTTCGGTG
ATTTAAGCTTTACGCCGGTCCCAARGGATGATTTATACAATAATCTGATCGTTARCCCACGCTCTGTGGG
TCTGGCGARACCAGGAGCTGGCGGAGGTCGTGTCTCGTGCAGTCAGCGACGGTTATAGCTGCGTTACGCTG
GGCGGTGATCATAGCTTAGCCATTGGTACGATTTCTGGTCATGCCCGCCATTGCCCGGATCTGTGTGTTG
TGTGGGTTGATGCGCACGCGGATATCAATACGCCACTGACCACGTCTAGCGGTAATTTACACGGCCAGCT
GGTTAGCTTCTTATTACGTGAGCTGCARGACAAGGTCCCGCAGTTACCAGGCTTCTCTTGGATCARACCA
TGTATCAGCAGCGCATCTATTGTCTACATTGGCCTGCGTGATGTCGACCCACCGGAGCACTTCATCCTGA
AGAATTATGACATCCAGTATTTCAGCATGCGTGACATCGACCGTCTGGGTATCCARARAGTTATGGAGCG
CACGTTCGATCTGTTAATCGGCAAGCGCCAGCGTCCGATTCACCTGAGCTTTGACATTGACGCCTTTGAC
CCGACCCTGGCCCCAGCAACGGGCACGCCAGTGGTTGGTGGTTTAACCTACCGTGAGGGTATGTATATTG
CAGARAGAGATCCATAATACCGGCCTGTTATCTGCCCTGGATCTGGTTGAAGTCAATCCGCAGCTGGCAAC
CTCTGAGGAGGAAGCGAAGACGACCGCCAACCTGGCGGTGGACGTCATCGCCTCTTCTTTCGGCCAGACG
CGTGAAGGTGGCCATATCGTGTATGACCAATTACCAACGCCATCTAGCCCGGACGAATCTGAGAACCAAG
CACGTGTCCGTATTTGAGGATCCGAATTCG

FIG. 1
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