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A INVENCAO FORNECE UMA CELULA HOSPEDEIRA DE ESCHERICHIA COLI RECOMBINANTE
PARA PRODUZIR UMA ENZIMA L-ASPARAGINASE Il DE ESCHERICHIA COLI. A CELULA
HOSPEDEIRA INCLUI UM CROMOSSOMA DE ESCHERICHIA COLI E PELO MENOS UMA COPIA
DE UM VETOR EXTRACROMOSSOMICO RECOMBINANTE, EM QUE O VETOR
EXTRACROMOSSOMICO RECOMBINANTE CODIFICA A ENZIMA LASPARAGINASE I, EM QUE O
CROMOSSOMA DE CELULA HOSPEDEIRA TAMBEM CODIFICA A MESMA ENZIMA L-
ASPARAGINASE Il, E EM QUE O CROMOSSOMA HOSPEDEIRO NAO CODIFICA QUALQUER
OUTRA ISOFORMA DE L-ASPARAGINASE II.



DESCRIGAO

“"HOSPEDEIRO RECOMBINANTE PARA PRODUZIR L-ASPARAGINASE ITI”

CAMPO DA INVENGAO

LA presente invencdo refere-se a vetores inovadores, células
hospedeiras e métodos para produzir uma enzima L-
asparaginase II de E. coli recombinante especifica de

pureza uniforme.

DESCRIGCAO DA TECNICA RELACIONADA

A L-asparaginase é uma enzima que hidrolisa a L-asparagina
de aminodcido em L-aspartato e amdénia, isto &, é uma enzima
de desaminacéao. A E. colil contém duas isoenzimas
asparaginase: L-asparaginase I e L-asparaginase II. A L-
asparaginase I é localizada no citosol e tem uma baixa
afinidade para asparagina. A L-asparaginase II é localizada

no periplasma e tem uma alta afinidade para L-asparagina.

A L-asparaginase II ¢é 1util no tratamento de tumores ou
cancros que sao dependentes da L-asparagina para a sintese
de proteina ao remover a asparagina extracelular. A mesma é
particularmente Util no tratamento de leucemias, tal como a
leucemia linfobléstica aguda. A L-asparaginase é
tipicamente usada em combinacdo com outras terapias
antitumor ou anticancro, embora a mesma possa ser empregada
sozinha em determinadas situacdes clinicas. A L-
asparaginase foi originalmente purificada a partir de
diversos organismos, incluindo Escherichia coli ("E. coli™)
e Erwinia carotovora. Dentre os mamiferos, a L-asparaginase

IT é encontrada em mais do que quantidades vestigiais



apenas em porquinhos-da-India (superfamilia Cavioidea) e em

determinados macacos do Novo Mundo.

A L-asparaginase II de E. coli é um tetramero de
subunidades idénticas que exibe excelentes kour © Kin. A L-
asparaginase II de E. coli (também conhecida na técnica
como L-asparagina amidoidrolase, tipo EC-2, EC 3.5.1.1)
estd comercialmente disponivel como Elspar® (Merck & Co.,
Inc.) e também estd disponivel Jjunto a Kyowa Hakko Kogyo

Co., Ltd.

A L-asparaginase 1II, por si s, apresenta desvantagens
usuais da terapéutica de proteina, tal como a alta taxa de
espacamento de uma proteina estranha ao paciente, e o
potencial para induzir uma resposta imunoldgica num
paciente tratado com essa enzima. A fim de abordar essas
desvantagens, um derivado conjugado com polietileno glicol
da L-asparaginase II foi desenvolvido e é comercializado
como pegaspargase ou Oncaspar® pela Enzon Pharmaceuticals,
Inc. A pegaspargase é produzida com o uso da L-asparaginase
IT extraida da E. coli, conforme suprida pela Merck. A
pegaspargase (também conhecida como monometdxi polietileno
glicol succinimidil L-asparaginase) tem as vantagens de ser
substancialmente ndo antigénica e de exibir uma taxa

reduzida de afastamento da circulacéo.

Entretanto, apesar desses sucessos, seria ainda mais eficaz
e econdmico se a proteina de L-asparaginase II de E. coli
pudesse ser produzida por uma célula hospedeira
recombinante empregando um vetor de expressao
extracromossdédmico adequado, por exemplo, tal como um
plasmideo. Tais vetores de expressdo podem ser modificados

para a producdo mais eficaz da proteina que é disponivel



com a produgdo de uma cepa de E. coli nativa. Apesar das
vantagens potenciais de tal produgao recombinante,
acredita-se gque, até o momento, n&o haja nenhuma segquéncia
de polipeptideos publicada precisa para a enzima L-
asparaginase II comercial e nenhuma sequéncia de &acidos
nucleicos publicada para os polinucleotideos que codificam
essa enzima. Por exemplo, uma sequéncia de peptideos de L-
asparaginase II foi anteriormente relatada por Maita et al.
1980, Hoppe Seyler’s Z. Physiol. Chem. 361(2), 105 a 117 e
Maita et al., 1974, J. Biochem. 76, 1.351 a 1.354 [Tdéguio].
Entretanto, conforme discutido abaixo, esse trabalho

inicial apresentou varios erros de sequenciacéao.

Outro obstdculo potencial para a expressdo de plasmideo da
subunidade da enzima L-asparaginase II é a presenga do gene
gque codifica uma subunidade de L-asparaginase II que ¢é
nativa ao cromossoma de cepas de E. coli potenciais dque
podem ser empregadas como células hospedeiras. Assim, hé
uma preocupacao de gque a L-asparaginase II colhida de uma
célula hospedeira de E. coli que carrega um vetor de
expressdo extracromossémico poderia incluir subunidades
representando mais do que uma isoforma de L-asparaginase.
Dada a necessidade de ter um produto enzimdtico bem
caracterizado, para propdsitos tanto clinicos quanto
reguladores, essa possibilidade representou, até ao
momento, um sério desafio clinico a melhoria na eficédcia da

producdo da proteina de L-asparaginase II de E. coli.

SUMARIO DA INVENGAO

A presente invengdo satisfaz a necessidade mencionada acima
de uma L-asparaginase II de E. coli que é produzida eficaz

e economicamente na forma recombinante, enquanto fornece um



produto de enzima que tem a mesma estrutura de peptideo que
a proteina de L-asparaginase II de E. Coli, comercializada
como Oncaspar®, que também ¢é livre de quantidades

detetdveis de isoformas de L-asparaginase II alternativas.

Assim, a invencado fornece uma célula hospedeira de FE. coli
que compreende um cromossoma de E. coli e pelo menos uma
coépia de um vetor extracromossdmico recombinante, em que ©
vetor extracromossémico codifica uma subunidade da proteina
de L-asparaginase 1II, em que o cromossoma de célula
hospedeira de E. coli <codifica a mesma subunidade da
proteina de L-asparaginase, e em qgue O Cromossoma
hospedeiro de E. coli nado codifica qualquer outra isoforma
de L-asparaginase II. O vetor extracromossédmico €&, de
preferéncia, um plasmideo adequado para a replicacdo e

expressdo em E. coli.

De preferéncia, a proteina de L-asparaginase expressa
compreende qguatro subunidades que tém uma sequéncia de
polipeptideos de acordo com a SEQ ID NO:1, que corresponde
a sequéncia das subunidades da enzima L-asparaginas II
usada na fabricacdo de Oncaspar® e o vetor de plasmideo
compreende uma molécula de acido nucleico que codifica uma
subunidade da proteina de Lasparaginase, que é
operacionalmente conectada a um promotor adequado. 0
promotor é qualquer promotor adequado, mas é opcionalmente
selecionado a partir do grupo gque consiste em promotores
T7, araB, trp, tac, lac, AP:, APr, aroH e phoA. O vetor de
plasmideo inclui opcionalmente elementos de vetor
adicionais, conforme pode ser necessdrio para a expressao
eficaz e/ou purificacéao de produto, que sao
operacionalmente ligados ao quadro de leitura aberto de L-

asparaginase e/ou ao promotor. Esses elementos de vetor



incluem, por exemplo, uma sequéncia de operador compativel,
sitio de ligagdo de ribossoma, terminador transcricional,
sequéncia de sinal, marcador de resisténcia a farmaco e
origem de replicacdo. Uma cdpia gerada em plasmideo do gene
repressor relevante, por exemplo, lad, pode também estar

presente.

De preferéncia, a molécula de DNA de plasmideo que codifica
a subunidade da proteina de L-asparaginase II compreende a
SEQ ID NO: 2, e a molécula de DNA cromossdémico que codifica

a proteina L-asparaginase II compreende a SEQ ID NO: 3.

BREVE DESCRIGAO DOS DESENHOS

A Figura 1 ilustra um mapa do vetor de plasmideo pENbL37.

DESCRIGCAO DETALHADA DA INVENGAO

Consequentemente, a fim de fornecer as melhorias desejadas
na producdo da L-asparaginase II que corresponde a L-
asparaginase Oncaspar® e Kyowa Hapkko, ¢é necessario obter
um vetor que codifica a enzima e também fornecer uma célula
hospedeira que expressarad apenas uma uUnica isoforma da L-
asparaginase II. Assim, a enzima L-asparaginase II junto a
Merck & Co., Inc., assim como a enzima L-asparaginase II
obtida junto a Kyowa Hakko Kogyo Co., Ltd. foram
sequenciadas e as sequéncias resultantes foram comparadas a
essa da enzima L-asparaginase II obtido a partir da E. colil
K-12, conforme relatado por Jennings et al., 1990 J
Bacteriol 172: 1.491 a 1.498. A enzima L-asparaginase II

K12 é codificada pelo gene ansB (GeneBank n& M34277).



Conforme observado acima, o versado na técnica verificaré
que a enzima L-asparaginase IT compreende quatro
subunidades idénticas. Assim, a referéncia a um gene ou
molécula de DNA que codifica a enzima e a sequéncia de
proteina de enzima refere-se ao gene que codifica uma

dessas subunidades idénticas.

A sequenciacdo de peptideo foi conduzido por métodos padrao
da técnica, conforme resumido pelo Exemplo 1, abaixo. As
sequéncias de proteinas das subunidades tanto da Merck &
Co., Inc. quanto da Kyowa Hakko Kogyo Co., Ltd. revelaram-
se surpreendentemente idénticas (consultar a SEQ ID NO: 1).
Com esses dados, pode ser agora apreciado que relatos
anteriores da sequéncia da L-asparaginase de Merck por
Maita et al. 1980 Hoppe Seyler’s Z. Physiol. Chem. 361(2),
105 a 117 e Maita et al., 1974, J. Biochem. 76, 1.351 a

1.354 [Téquio] continham, na verdade, varios erros.

As sequéncias obtidas foram também comparadas a estrutura
de subunidade da enzima L-asparaginase II de K12. Foi
revelado que a subunidade da enzima L-asparaginase II de
K12 difere-se da subunidade da enzima L-asparaginase II da
Merck & Co., Inc. nas quatro posicgdes de residuo
especificas. Em relagdo a enzima L-asparaginase II da
Merck, a subunidade de enzima de K12 tem Valyz; no lugar de
Alaz7, Asnegs no lugar de Aspess, Serzsz no lugar de Thras; e

Throsz no lugar de Asnzes.

Conforme observado acima, ¢é preferencial que o cromossoma
da célula hospedeira de E. coli ndo expresse uma isoforma
diferente da L-asparaginase II do que é expressa pelo vetor
extracromossémico, isto é, por um plasmideo. Esse resultado

desejavel pode ser alcancado por uma das diversas



estratégias alternativas. Por exemplo, qualquer gene de L-
asparaginase II presente no cromossoma hospedeiro E. colil
poderia ser deletado ou ter sofrido knock out completa ou
parcialmente. Alternativamente, a expressdao de qualquer
gene de L-asparaginase IT alternativo presente no
cromossoma hospedeiro poderia ser suprimida por
propriedades regqulatérias intrinsecas do promotor natural
com um que falha em permitir a expressdao sob as mesmas
condigdes de cultura que favorecem a expressao da isoforma
da L-asparaginase 1T codificada pelo vetor
extracromossdémico. Entretanto, € preferencial ter os genes
de L-asparaginase II cromossdmico e extracromossdédmico

expressando a mesma isoforma da enzima L-asparaginase II.

Para essa finalidade, as subunidades da enzima L-
asparaginase II produzida por diversas cepas de E. colil
disponiveis foram sequenciadas e comparadas aos produtos de
enzima comerciais. Foil inesperadamente revelado que a cepa
de E. coli BLR (DE3) [obtida junto a Novagen Corporation;
ne de catdlogo 69208-3] produz uma enzima L-asparaginase II
cromossomicamente codificada idéntica na estrutura as
enzimas comercialmente disponiveis, enquanto as cepas de E.
coli GX1210 e. coli GX6712 que foram também testadas
revelaram produzir isoformas diferentes da enzima L-

asparaginase II.

Com a identificacéao de um  hospedeiro de E. coli
preferencial, um vetor de expressdo extracromossdmico, isto
é, um vetor que existe como uma entidade extracromossédmica,
cuja replicacdo é independente da replicacdo cromossdmica,
pode ser construido. Os vetores extracromossémicos
adequados para ©0 uso em E. coli incluem, por exemplo,

plasmideos derivados de pUC ou pBR322. 0s mesmos incluem



plasmideos tais como pPET e pBAD, assim como uma variedade
de plasmideos que tém elementos de expressdo de T7, araBAD,

phoA, trc, O, Or, P, P=r.

No vetor, a sequéncia de &cidos nucleicos que codifica a
subunidade da enzima L-asparaginase II €& operacionalmente
conectada a uma sequéncia de promotor adequada. Os
promotores adequados incluem, por exemplo, o0Ss promotores
T7, araBAD, phoA, trc, O, Or, Pr e Pr. De preferéncia, o

promotor é um promotor viral T7.

Os elementos i1indutores adequados incluem, por exemplo,
arabinose, lactose ou inducgdo de calor, limitacdo de
fosfato, limitacgdo de triptofano, para citar apenas alguns.
De preferéncia, o elemento indutor é um operon Lac, que é

induzivel por tiogalactosideo de isopropila ("IPTG").

Uma sequéncia de sinal adequada (peptideo de sinal) pode
ser derivada de pelB, fd pIII ou ompA. De preferéncia, o

peptideo de sinal & derivado de ansB.

Os marcadores de selecdo de antibidético adequados sdo bem
conhecidos na técnica e incluem, por exemplo, agueles que
conferem resisténcia a ampicilina, canamicina,

cloranfenicol, rifampicina ou tetraciclina, dentre outros.

A origem adequada das sequéncias de replicacgdo inclui
aquelas encontradas nos plasmideos a seguir: pUCI19,
PACYC177, pUB110, pE194, pAMB1, pIJ702, pBR322, pBR327 e
pSCIOI.

As sequéncias de terminacdo adequadas incluem, por exemplo,

terminador principal de fago, TF e rrnB.



Geralmente, os plasmideos sd&o preferenciais para o uso em
E. coli. Os vetores de plasmideo convencionais séo
moléculas de DNA circulares de fita dupla, de preferéncia,
modificadas com sitio de reconhecimento de enzima adequados
para inserir sequéncias de DNA exdbgenas, um  gene
seleciondvel antibidtico, uma origem de replicacdo para
propagacdo autdénoma na célula hospedeira e um gene para a
discriminacdo ou selecdo de clones gue contém DNA de
insercdo recombinante. 0Os vetores de plasmideo disponiveis
incluem, por exemplo, pPET3, pET9, pETll e a série PpET
estendida (catalogada pela Novagen Corporation), pBAD, trc,

phoA, trp e plasmideos On/z/PL/z.

Conforme exemplificado abaixo, um plasmideo do sistema de
expressdo de pET, tal como pET 27b+, é preferencial. A fim
de fornecer uma expressao eficaz e controlada da enzima, o
vetor de expressdo também inclui um promotor, um operador,
sitio de 1ligacdo de ribossoma, sequéncia de sinal,
terminador transcricional, origem de replicacdo, uma cédpia

regulada do gene repressor (por exemplo, lacI)

A cepa de E. coli hospedeira terd elementos regulatdrios
compativeis em seu cromossoma. Por exemplo, O gene para a
T7 RNA polimerase sob o controle do promotor lacUV5 esté
presente em células de BLR (DE3). Essa cepa € um lisogénio
do bacteriéfago DE3. A adicdo de IPTG a cultura de BLR
(DE3) induz a T7 RNA polimerase, dque, por sua vez,
transcreve o0 gene alvo no plasmideo pET. BLR(DE3) é também
recA- que pode fornecer estabilidade adicional dos genes

nos plasmideos extracromossdémicos

A fim de obter uma molécula de acido nucleico que codifica

a enzima da Merck e Kyowa Hakko Kogyo Co., Ltd., uma L-
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asparaginase II disponivel pode ser modificada por métodos
adequados. A subunidade de L-asparaginase II de sequéncia
de 326 aminodcidos madura do ansB de E. coli K-12 &
codificada em um segmento de 978 pares de base conforme
relatado por Jennings MP e Beacham IR (1990 J Bacteriol
172: 1.491 a 1.498; n2 no GeneBank M34277). O gene ansB,
que inclui um peptideo de sinal de 22 aminodcidos que
precede a proteina madura, foi clonado a partir de outra
cepa de E. coli K-12 (GX1210; obtida Jjunto a Genex
Corporation) por métodos de reacdo em cadeia da polimerase
(PCR) convencionais. O gene ansB que codifica a subunidade
de L-asparaginase II de ansB de E. coli K-12 foi adaptado
por mutagénese sitio-dirigida (por exemplo, com o método de
Amersham Sculptor) para expressar L-asparaginase II com as
substituig¢des de residuo discutidas acima, para fazer as
substituic¢cdes de base a seguir. T para C na base 530; A
para G na base 640; T para A na base 1205 e C para A na
base 1239. A numeracdo baseia-se nessa dada pelo GeneBank
ne M34277. As alteragdbes de codao resultantes [GTG para
GCG; AAT para GAT; TCT para ACT e ACC para AAC nas posicgdes
correspondentes] converteram o} gene ansB num gene
modificado (doravante ansB*; SEQ ID NO: 2) gue expressa uma
subunidade da enzima L-asparaginase II idéntica a essa
obtidas junto a Merck & Co., Inc. e Kyowa Hakko Kogyo Co.,
Ltd.

0O gene ansB* pode ser inserido em dqualguer vetor
extracromossémico adequado para a expressdo de proteina
eficaz em E coli, conforme discutido acima.
Particularmente, o gene ansB* foi inserido no plasmideo
PET-27b+ (Novagen Corporation) e introduzido na cepa de E.
coli BLR (DE3) por eletroporacado, conforme descrito em

detalhes pelos exemplos fornecidos abaixo, para fornecer
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uma E. coli que carrega o plasmideo de ansB* e que expressa
a subunidade de L-asparaginase II como uma isoforma

uniforme que corresponde a L-asparaginase II da Merck.

De preferéncia, o clone identificado pelos exemplos como a
cepa EN538 (depositada como Numero ATCC PTA 7490) &
empregado e cultivado empregando qualquer método conhecido
na técnica adequado para E. coli. 0Os sistemas de cultura
adequados incluem métodos de cultura em lotes, alimentada
em lotes e continuos. Os meios de cultura sdo selecionados
a partir do meio conhecido na técnica otimizado para E.
coli. Uma vez que a cultura atinja uma densidade
suficiente, na faixa de cerca de 20 ODssp a cerca de 200
ODgs0, um indutor apropriado, tal como IPTG, & adicionado ao
meio de cultura. Apdés um periodo de tempo suficiente, na
faixa de 0,5 hora a cerca de 20 horas, a L-asparaginase II
produzida é purificada por métodos padrdo do meio de

cultura e/ou da massa celular colhida da cultura.

A massa celular € colhida por centrifugacdo e/ou filtracéao
e lisada por gqualquer método conhecido na técnica. A lise
dos corpos celulares pode ser realizada por métodos
incluindo 1lise de parede celular enzimdtica seguida pela
lise osmética, congelamento/descongelamento, sonicacéao,
rutura mecanica (por exemplo, microfluidizacdo), wuso de
agentes lisantes e similares, seguido pela filtracgdo e/ou
centrifugacdo para separar a massa celular rompida dos
contetdos de proteina soluveis. Diversos ciclos de 1lise,
lavagem e separacdo podem ser empregados para otimizar a

recuperacgao.

A enzima pode, entdo, ser recuperada e purificada do

sobrenadante e/ou meio de cultura por métodos de
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purificacdo bem conhecidos incluindo sulfato de amdnio,
extracdo de 4cido, cromatofocagem, cromatografia de troca
anidénica ou catidnica, cromatografia de fosfocelulose,
cromatografia de interacdo hidrofdbica, cromatografia de
afinidade, cromatografia de hidroxilapatita, FPLC®
(cromatografia liquida de proteina répida), cromatografia

liquida de alto desempenho e similares.

Diversos parémetros do processo de fermentacdo podem ser
ajustados para otimizar a expressdo de asparaginase ou para
controlar a extensdo do vazamento da proteina do periplasma
para o meio de crescimento. Essas varidveis incluem os
constituintes de meio (por exemplo, fonte de nitrogénio e
carbono e aminodcidos adicionados ou outros nutrientes),
temperatura, pH, concentracado de indutor e duracao de
expressdo. A linhagem genética de E. coli total (gendtipo)
pode também afetar a expressdo e o vazamento de produto.
Pode ser desejavel coletar o produto de asparaginase das
células (periplasma) apenas ou do meio apenas ou dos teores
de fermentador totais dependendo do resultado da expressédo

de proteina e vazamento das células hospedeiras.

Conjugados de Polimero e L-Asparaginase

Uma utilidade preferencial para a enzima L-asparaginase II
preparada de acordo com a invencdo estd na forma de uma
enzima conjugada polimérica. Os conjugados de L-
asparaginase e polimero da presente invencdo correspondem

geralmente a fdérmula (I):

(I) (R)z-NH- (ASN)

em que
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(ASN) representa a L-asparaginase ou um derivado ou

fragmento da mesma;

NH- é um grupo amino de um aminodcido encontrado na ASN,

derivado ou fragmento da mesma para a fixacdo ao polimero;

z € um numero inteiro positivo, de preferéncia, de cerca de

1 a cerca de 80; e

R é um residuo de polimero substancialmente n&o antigénico

que & fixado a ASN de uma forma liberdvel ou ndo liberéavel.

A porcdo de residuo de polimero ndo antigénico do conjugado
(R) pode ser selecionada dentre uma lista ndo limitante de

sistemas a base de polimero tais como:

) (i)

(il
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em que:

Ri-2, Rigc-11 e Roz23 podem ser iguais ou diferentes e séao
residuos de polimero ndo antigénicos independentemente

selecionados;

Rz-9, Ri2-21 € Rzs (consultar abaixo) sao iguais ou diferentes
e séao, cada um, independentemente selecionado dentre
hidrogénio, alquilos Ci-6, alquilos ramificados Cs-12,
cicloalquilos Czs, alquilos substituidos Ci-s, cicloalquilos
substituidos Cszs, arilos, arilos substituidos, aralgquilos,
heteroalquilos Ci-s, hetercalgquilos Ci-s substituidos, alcdxi

Ci-5, fendxi e heteroalcdxis Cis;
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Ar ¢ uma porgao quimica aromatica que forma um
hidrocarboneto aromédtico multissubstituido ou a um grupo

heteroaromdtico multissubstituido;

Yi-11 e Yiz podem ser iguais ou diferentes e sao

independentemente selecionados dentre O, S e NRys;

A é selecionado dentre hidrogénio, grupos alquilo, porcdes
quimicas de alvejamento, grupos de saida, grupos
funcionais, agente de diagnéstico e porcgdes quimicas

biologicamente ativas;

X é& 0, NQ, S, SO ou S0Oz; em gque Q é H, alquilo Cis, alquilo
ramificado Ci-g, alguilo substituido Ci-g, arilo ou

aralquilo;

7 é selecionado dentre porcgdes quimicas ativamente
transportadas numa célula alvo, porcgdes quimicas
hidrofdébicas, porgdes quimicas bifuncionais e combinacgdes

das mesmas;

Lis e Lg podem ser 1iguais ou diferentes e sao grupos

ligantes bifuncionais independentemente selecionados;

a, ¢, 4, £, g9, i, 3, 3, k, 1, n, o, p, g e t podem ser
iguais ou diferentes e sdo, independentemente, 0 ou um
numero inteiro positivo, de preferéncia, na maioria dos

aspetos;

b, e, r, r', s, h, h' e m podem ser iguais ou diferentes e

sdo, independentemente, 0 ou 1;

MPEG é HsCO(—CHCH20)y— e
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u € um numero inteiro positivo, de preferéncia, de cerca de
10 a cerca de 2.300 e, de maior preferéncia, de cerca de
200 a cerca de 1.000.

Dentro do anterior, € preferencial que Yi-11 e Yiz sejam O;
Rzs¢, Riz21 e Rzs sédo, <cada um, independentemente, ou
hidrogénio ou algquilos Ci—s, com metilo e etilo sendo os

alquilos mais preferenciais e Rs é, de preferéncia, CHs.

Num outro aspeto da invencdo, a porgdo de polimero do
conjugado pode ser uma que rende multiplos pontos de
fixagdo para a L-asparaginase. Uma lista ndo limitante de

tais sistemas inclui:
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em que todas as varidveis sdo iguals a essa estabelecida

acima.
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Os polimeros ativados gque podem ser empregados para fazer
os conjugados de L-asparaginase corresponderdo natural e
diretamente as porgcdes de polimero descritas acima. A
principal diferenca é a presenca de um grupo de saida ou
ativagdo, que facilita a fixagdo liberdvel do sistema de
polimero a um grupo amina encontrado na L-asparaginase.
Assim, os compostos (i) a (xiii) incluem um grupo de saida
ou ativacgdo tais como: p-nitrofendxi, tiazolidinil tiona,

N-hidroxisuccinimidila

B

e F

ou outros grupos de saida ou ativacdo adequados tais como
N-hidroxibenzotriazolila, halogénio, N-hidroxiftalimidila,
imidazolila, ©O-acil wureias, pentafluorofenol ou 2,4,6-
triclorofenol ou outros grupos de saida adequados aparentes
para aqueles com habilidade comum, encontrados no local em

que a L-asparaginase se fixa apds a reacdo de conjugacéo.

Alguns PEGs ativados preferenciais incluem aqueles
revelados nas Patentes cedidas a mesma cessiondria ne U.S.
5,122,614, 5,324,844, 5,612,460 e 5,808,096. Conforme sera
apreciado por aqueles de habilidade comum, tais reacgdes de
conjugagcao sdo tipicamente executadas num tampao adequado
com o uso de um excesso molar de diversas vezes do PEG
ativado. Alguns conjugados preferenciais feitos com PEGs
lineares como o SC-PEG mencionado acima podem conter, em
média, de cerca de 20 a cerca de 80 fitas de PEG por

enzima. Consequentemente, para esses, 0S excessos molares
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de diversas centenas de vezes, por exemplo, 200 a 1.000x
podem ser empregados. O excesso molar usado para polimeros
ramificados e polimeros fixados a enzima serd menor e pode
ser determinado com o wuso das técnicas descritas nas
patentes e pedidos de patente que descrevem as mesmas Jgue

sdo mencionadas abaixo.

Para os propdsitos da presente invencgdo, os grupos de saida
devem ser entendidos como aqueles grupos que tém a
capacidade de reagir com um grupo amina (nucledfilo)

encontrado em uma L-asparaginase, por exemplo, em uma Lys.

Para os propdésitos da presente invencdo, o anterior ¢é
também referido como ligantes de polimero ativados. Os
residuos de polimero sado, de preferéncia, a base de é6xido
de polialgquileno e, de maior preferéncia, a base de
polietileno glicol (PEG) em dque o PEG é linear ou

ramificado.

Referindo-se agora aos polimeros ativados descritos acima,
pode ser visto que o Ar é uma porcdo quimica que forma um
hidrocarboneto aromdtico multissubstituido ou um grupo
heteroaromdtico multissubstituido. Um recurso chave é que a
porgdo quimica de Ar é aromatica em natureza. Geralmente,
para ser aromdtico, 0os eletrdes n (pi) devem ser
compartilhados dentro de uma "nuvem" tanto acima quanto
abaixo do plano de uma molécula ciclica. Ademais, o numero
de eletrdes n deve satisfazer a regra de Huckle (4n+2).
Aqueles de habilidade comum na técnica perceberdo que uma
miriade de porgdes quimica ird satisfazer a exigéncia
aromatica da porcgdo quimica e, assim, sd&o adequadas para o

uso no presente documento com halogénio(s) e/ou cadeias
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laterais conforme esses termos sdo comumente entendidos na

técnica.

Em alguns aspetos preferenciais da invencédo, os ligantes de
polimero ativados s&o preparados em conformidade com as
Patentes cedidas a mesma cessiondria n2 U.S. 6,180,095,

6,720,306, 5,965,119, 6,624,142 e 6,303,569.

Dentro desse contexto, os ligantes de polimeros ativados a

seguir sdo preferenciais:
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Num aspeto alternativo da invencgao, os conjugados de
polimero de L-asparaginase sdo feitos com o uso de
determinados residuos de polimero ramificado ou de bicina
tais como aqueles descritos nos Pedidos de Patente cedidos
a mesma cessiondria ne U.S. 7.122.189 e 7.087.229 e Pedidos
de Patente n&¢ U.S. 10/557,522, 11/502,108 e 11/011,818.

Alguns dos polimeros ativados preferenciais incluem:

| N

IPEG~ g

A
§¥?Q§§A\‘§WWQNMM{}MW
- O



22

. Q
o 4 o i
§‘ ks % .

5

»

Deve ser também entendido que o grupo de saida mostrado
acima ¢é apenas um dos grupos adequados e o0s outros
mencionados no presente documento podem também ser usados

sem experimentacdo indevida.

Em aspetos alternativos, os ligantes de polimero ativados
sdo preparados com o uso de residuos de polimero
ramificados tais como aqueles descritos nas Patentes
cedidas a mesma cessiondria né U.S. 5,643,575; 5,919,455 e

6,113,906 e 6,566,506.

Tais polimeros ativados <correspondem aos sistemas de

polimero (v) a (ix) com o seguinte sendo representativo:
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em que B €& L-asparaginase II e todas as outras variédveis

sdo conforme anteriormente definidas.

POLIMEROS SUBSTANCIALMENTE NAO ANTIGENICOS

Conforme relatado acima, Ri-2, Ric-11 e Raxz23 sao, de
preferéncia, cada um, residuos de polimero soluveis em &gua
que sédo, de preferéncia, substancialmente n&do antigénicos
tais como O¢6xidos de polialguileno (PAOs) e, de maior
preferéncia, polietileno glicdis tais como mPEG. Para
propdésitos de idilustragcdo e ndo limitacdo, a porcgdo de
residuo de polietileno glicol (PEG) de Ri—z, Rigs11 e Ruzz2s

pode ser selecionada dentre:

J-0- (CH2CH20) u—

J-0- (CH2CH20) w—CH2C (0) -0—,
J-0—- (CH2CH20) w—CH2CH2NRzs5—, e
J-0- (CH,CH20) wv—CH2CH2SH-,

em que:
u é o grau de polimerizacgdo, isto &, de cerca de 10 a cerca

de 2.300;

Ros é selecionado dentre hidrogénio, algquilos Ci-6,
alquenilos Cz-5, alquinilos Czs, alquilos ramificados Csz-12,

cicloalquilos Czs, alquilos substituidos Ci-s, alguenilos

substituidos Co-6, alguinilos substituidos Co-5,
cicloalquilos substituidos Cs-g, arilos, arilos
substituidos, aralquilos, heteroalquilos Ci-6,

heteroalguilos substituidos Cis, alcdxi Cis, fendxi e

heteroalcdxi Ci-s, e



24

J €& um grupo de cobertura, isto €&, um grupo gue &
encontrado no terminal do polimero e, em alguns aspetos,
pode ser selecionado a partir de qualquer um dentre NHy,
OH, SH, COzH, alguilos Cis, de preferéncia, metilo ou
outros grupos de ativacao de terminal de PEG, conforme tais

grupos sao entendidos por aqueles de habilidade comum.

Numa modalidade particularmente preferencial, Ri2, Rio-11 €

R22-23 sdo selecionados dentre,

CH3-0- (CH2CH20) uv—, CH3—0- (CH2CH20) wv—CH2C (O) -0—, e CH3-0-
(CH2CH20) w—CH2CH, NH- e CHz-0- (CH2CH20)w—CH2CHz SH-, em que u
€ um numero inteiro positivo, de preferéncia, selecionado
de modo que o peso molecular ponderal médio seja de cerca
de 200 a cerca de 80.000 Da. De maior preferéncia, Ri-z, Rio-
11 € Roz23 tém, independentemente, um peso molecular médio
de cerca de 2.000 Da a cerca de 42.000 Da, com um peso
molecular médio de cerca de 5.000 Da a cerca de 40.000 Da
sendo mais preferencial. Outros pesos moleculares séao
também contemplados de modo a acomodar as necessidades do
versado na técnica.

PEG é geralmente representado pela estrutura:

—O{CH,CH,0)—
Jo

e Riz, Rio-11 e Roz2z compreendem, de preferéncia, residuos
dessa fdérmula. O grau de polimerizacdo para o polimero
representa o numero de unidades de repeticdo na cadeia de

polimero e é dependente do peso molecular do polimero.
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Sdo também uteis polipropileno glicdis, derivados de PEG
ramificados tais como aqueles descritos nas Patentes
cedidas a mesma cessiondria ne U.S. 5,643,575 (a patente
"575), "PEGs em estrela" e PEGs com multiplos bragos tais
Ccomo aqueles descritos no catdlogo da Shearwater
Corporation 2001 "Polyethylene Glycol and Derivatives for
Biomedical Application™. A revelagdao de <cada um dos
anteriores ¢ incorporada no presente documento a titulo de
referéncia. A ramificacdo fornecida pela patente 7575
permite a ramificacdo secundaria ou tercidria como um modo
de aumentar o carregamento de polimero numa molécula
biologicamente ativa de um uUnico ponto de fixacdo. Seré
entendido que o polimero soluvel em &gua pode ser
funcionalizado para a fixacdo aos grupos de ligacéao

bifuncional se exigido sem experimentacdo indevida.

Por exemplo, os conjugados da presente invengao podem ser
feitos por métodos que incluem converter os produtos de
PEG-OH com multiplos bragos ou "PEG em estrela" tais como
aqueles descritos no catdlogo de NOF Corp. Drug Delivery
System, Versao 8, abril de 2006, cuja revelacdo ¢é
incorporada no presente documento a titulo de referéncia,
num polimero adequadamente ativado, com o uso das técnicas
de ativacdo descritas nas patentes 614 ou ‘096 mencionadas

anteriormente. Especificamente, o PEG pode ter a fdrmula:

ACHTH D
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ou



26

0~ G, CHe-{ODHGH, O,

FO~crcHy-(ocHCH Y .

em que:

u’ é um numero inteiro de cerca de 4 a cerca de 455, para
fornecer, de ©preferéncia, polimeros que tém um peso
molecular total de cerca de 5.000 a cerca de 40.000; e até
3 porcgdes terminais do residuo sdo cobertas com um metilo

ou outro alquilo inferior.

Em algumas modalidades preferenciais, todos os 4 bracos de
PEG sdo convertidos em grupos de saida adequados, isto &,
carbonato de N-hidroxisuccinimidila (SC), etc., para
facilitar a fixacdo a proteina recombinante. Tais compostos

antes da conversdo incluem:
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As substéncias poliméricas incluidas no presente documento
sdo, de preferéncia, soluveis em &gua a temperatura
ambiente. Uma lista né&o limitante de tais polimeros inclui
homopolimeros de 6xido de polialguileno tais como
polietileno glicol (PEG) ou polipropileno glicdis, polidis
polioxietilenados, copolimeros dos mesmos e copolimeros em
bloco dos mesmos, desde que a solubilidade em &gua dos

copolimeros em bloco seja mantida.
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Numa outra modalidade e como uma alternativa aos polimeros
a base de PAO, Riz, Riocc11 e Rz séo, cada um,
opcionalmente selecionados dentre um ou mais materiais
eficazmente ndo antigénicos tais como dextrano, &lcoois
polivinilicos, polimeros a base de carboidrato,
hidroxipropilmet—-acrilamida (HPMA), 6xidos de polialquileno
e/ou copolimeros dos mesmos. Consultar também a Patente

cedida a mesma cessionéaria ne U.S. 6,153, 655.

Serd entendido por aqueles de habilidade comum na técnica
que o mesmo tipo de ativacdo é empregado conforme descrito
no presente documento que para PAOs tais como PEG. Aqueles
de habilidade comum na técnica perceberdo adicionalmente
que a lista anterior é apenas 1ilustrativa e que todos os
materiais poliméricos que tém as qualidades descritas no
presente documento sdo contemplados e que outros derivados
de 6xido de polialquileno tais como os polipropileno

glicdis, etc. sdo também contemplados.

GRUPOS LIGANTES BIFUNCIONAIS:

Em muitos aspetos da invencao, Lis¢ e Lg sdo grupo de
ligagdo que facilitam a fixacdo de fitas de polimero, por
exemplo, Ri-2, Rig-11 e/ou Rzz23. A ligacgdo fornecida pode ser
ou direta ou através de grupos de acoplamento adicionais
conhecidos por aqueles de habilidade comum na técnica.
Nesse aspeto da invencao, ILi-s e Lg podem ser iguais ou
diferentes e podem ser selecionados a partir de uma ampla
variedade de grupos bem conhecidos por aqueles de
habilidade comum na técnica tais como grupos alifaticos e
aromdticos-alifdticos Dbifuncionais e heterobifuncionais,
aminodcidos, etc. Assim, 1L1-6 e L8 podem ser iguais ou

diferentes e incluir grupos tais como:
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em que:

R31-Rz7 sdo independentemente selecionados a partir do grupo
que consiste em hidrogénio, amino, amino substituido,
azido, carbdxi, ciano, halo, hidroxilo, nitro, éter
sililico, sulfonilo, mercapto, alquilmercapto Ci-¢,
arilmercapto, arilmercapto substituido, alquiltio Ci-s
substituido, algquilos Cis, alquenilo Cz, alquinilo Cg¢,
alquilo ramificado Cz-19, cicloalquilo Cz-s, alquilo
substituido Ci-s, alguenilo substituido Cy¢, alguinilo
substituido C;6, cicloalquilo substituido Czs, arilo, arilo
substituido, heteroarilo, heteroarilo substituido,
heteroalquilo Ci-s, heteroalquilo Cis heterocalquil, alcdxi
Ci—6, arildxi, heteroalcdxi Ci-s, heteroarildxi, alcanoilo
Cz2-6, arilcarbonilo, alcoxicarbonilo Cz-s, ariloxicarbonilo,
alcanoildxi Cy-s, arilcarbonildxi, alcanoilo substituido Cs-
5, arilcarbonilo substituida, alconoildxi substituido Cjz-s¢,
ariloxicarbonilo substituido, alconoildxi substituido Cu-s e

arilcarbonildxi substituido,

em que o0s substituintes sdo selecionados a partir do grupo
que consiste em acilo, amino, amido, amidino, araalquilo,
arilo, azido, alguilmercapto, arilmercapto, carbonilo,
carboxilato, ciano, éster, éter, formilo, halogénio,
heteroarilo, heterocicloalquilo, hidrdxi, imino, nitro,
tiocarbonilo, tioéster, tioacetato, tioformato, alcdxi,
fosforilo, fosfonato, fosfinato, sililo, sulfidrilo,

sulfato, sulfonato, sulfamoilo, sulfonamido e sulfonilo;

(t’) e (y'") sao independentemente selecionados dentre
numeros inteiros positivos ou zero, de preferéncia, 1 a 6;

e
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(v') € 0 ou 1.

De preferéncia, L1-6 e L8 sdo selecionados dentre:

—C (0) CH20CH2C (0) —;

—C (0) CH2NHCH,C (0) —;

—C (0) CH2SCH2C (0) —;

—-C (0) CH2CH2CH2C (0) -, e
—-C (0) CH2CH,C (0) —,

Alternativamente, os residuos de aminocédcidos adequados
podem ser selecionados a partir de qualgquer um dentre os L-
aminoadcidos de ocorréncia natural conhecidos, por exemplo,
alanina, valina, leucina, etc. e/ou uma combinacgdo dos
mesmos, para citar apenas alguns. Lis e Lg podem também
incluir um peptideo que varia em tamanho, por exemplo, de

cerca de 2 a cerca de 10 residuos de aminodcidos.

Os derivados e aminodcidos de ocorréncia natural, assim
como varios aminodcidos de ocorréncia nao natural
conhecidos na técnica (D ou L), hidrofdébicos ou néao

hidrofdébicos, sao também contemplados.

PORCOES QUIMICAS A

1. Grupos de saida ou ativacgéo

Naqueles aspetos em que A €& um grupo de ativacédo, as
porgdes quimicas adequadas incluem, porém, sem limitacéao,
grupos tais como N-hidroxibenzotriazolilo, halogénio, N-
hidroxiftalimidilo, p—nitrofenoxilo, imidazolilo, N-
hidroxisuccinimidilo; tiazolidinil tiona, O-acil ureias,

pentafluorofenoxilo, 2,4,6-triclorofenoxilo ou outros
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grupos de saida adequados que serdo aparentes para aqueles

de habilidade comum na técnica.

Para os propdsitos da presente invencgdo, os grupos de saida
devem ser entendidos como aqueles grupos que tém a
capacidade de reagir com um nucledfilo encontrado no alvo
desejado, isto é, uma porcdo quimica biologicamente ativa,
um agente de diagndstico, uma porcéao quimica de
alvejamento, um espacador bifuncional, intermediario, etc.
Os alvos contém, assim, um grupo para deslocamento, tais
como 0s grupos NH; encontrados em proteinas, peptideos,
enzimas, moléculas terapéuticas natural ou guimicamente
sintetizadas tais como doxorrubicina, espacadores tais como
diaminas monoprotegidas. Deve ser entendido que aquelas
porgdes quimicas selecionadas para A podem também reagir
com outras porcdes quimicas além dos nucledéfilos

biologicamente ativos.

2. Grupos Funcionais

A pode também ser um grupo funcional. 0Os exemplos néao
limitantes de tais grupos funcionais incluem maleimidila,
vinila, residuos de sulfona, hidrdéxi, amino, carbdxi,
mercapto, hidrazida, carbazato e similares que podem ser
ligados a porgcdo de bicina através de um espacador que
contém amina. Uma vez fixado a porcdo de bicina, o grupo
funcional (por exemplo, maleimida) pode ser wusado para
ligar o polimero de bicina a um alvo tal como o residuo de
cisteina de um espacador de polipeptideo, aminodcido ou

peptideo, etc.

3. Grupos alquilo




34

Naqueles aspetos da fdérmula (I) em gue A € um grupo
alquilo, uma lista ndo limitante de grupos adequados
consiste em alquilos Ci-6, alquenilos Cz6, alquinilos Cz-s,
alguilos ramificados Cz-19, <cicloalquilos Czs, alquilos

substituidos Ci-6, alquenilos substituidos C,, alquinilos

substituidos Co6, cicloalquilos substituidos Cs-s,
aralquilos, heteroalquilos Ci-6 e heteroalquilos Ci-¢
substituidos.

PORCOES QUIMICAS Z E SUA FUNCAO

Num aspeto da invencdo, 72 é L7;-C(=Yi2) em gue Ly & um
ligante bifuncional selecionado dentre o grupo que define
Lis, © Y12 é& selecionado dentre os mesmos Jgrupos que este
que define Yi. Nesse aspeto da invencdo, o© grupo Z serve
como ligacgdo entre a L-asparaginase e o restante do sistema
de entrega de polimero. Noutros aspetos da invencado, 7Z &
uma porgdo quimica que é ativamente transportada para uma
célula alvo, uma porgcdo quimica hidrofdbica e combinacdes
das mesmas. O Z’ quando presente pode servir como um
ligante bifuncional, uma porc¢do gquimica que € ativamente
transportada para uma célula alvo, uma porgdo quimica

hidrofdébica e combinacdes das mesmas.

Nesse aspeto da invencao, 0Ss sistemas de polimero
liberédveis sé&o preparados de modo que a hidrélise in vivo
clive o polimero da L-asparaginase e libere a enzima para o
fluido extracelular, engquanto ainda ligada a porcao guimica
7. Por exemplo, uma combinacdo Z-B potencial é leucina-L-

asparaginase

Preparacdo de Conjugados de L—-Asparaginase
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Para propdsitos de ilustracdo, as reagdes de conjugacgao
adequadas incluem reagir L-asparaginase com um sistema de
polimero adequadamente ativado descrito no presente
documento. A reacdo é, de preferéncia, executada com o uso
de condicdes bem conhecidas por aqueles de habilidade comum
na técnica para modificacdo de proteina, incluindo o uso de
um sistema tamponado com PBS, etc. com o pH na faixa de
cerca de 6,5 a 8,5. Contempla-se que, na maioria das
ocorréncias, um excesso do polimero ativado serd reagido

com a L-asparaginase.

As reacgdes desse tipo resultardo frequentemente na formacgao
de conjugados que contém um ou mais polimeros ligados a L-
asparaginase. Conforme serd apreciado, serd frequentemente
desejdvel isolar as varias fracdes e fornecer um produto
mais homogéneo. Na maioria dos aspetos da invencédo, a
mistura de reacdo ¢é colhida, carregada numa resina de
coluna adequada e as fracbes desejadas sao sequencialmente
eluidas com niveis crescentes de tampdo. As fracgdes séo
analisadas por ferramentas analiticas adequadas para
determinar a pureza da proteina conjugada antes de ser
adicionalmente processada. Independentemente da rota da
sintese e polimero ativado selecionado, os conjugados estéo
em conformidade com a Férmula (I) conforme definido no
presente documento. Alguns dos compostos preferenciais que
resultam das técnicas sintéticas descritas no presente

documento incluem:
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em que B é L-asparaginase.

Ainda outros conjugados feitos em conformidade com a

presente invencado incluem:
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em qgque todas as varidveis sdo iguals a essa estabelecida
acima. Por exemplo, algumas das modalidades incluidas nos
conjugados sao selecionadas a partir do grupo que consiste

em:
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em que B é L-asparaginase.

Outros conjugados incluem:
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em gue B ¢é L-asparaginase. Uma lista ndo limitante

empregada nos conjugados estdo dentre

em que B é L-asparaginase.

Um conjugado particularmente preferencial é:
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m-PAG

em que o0 peso molecular do mPEG & de cerca de 10.000 a

cerca de 40.000.

Quando os sistemas de polimero a base de bicina sdo usados,

dois conjugados preferenciais sao:
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em que 0s pesos moleculares do mPEG s&o iguails ao acima.

Verifica-se dque a peguilacdo da L-asparaginase seré
empiricamente otimizada para as fixacdes de PEG totais por
proteina, tamanho de polimero de PEG e projeto de ligante
de PEG. As caracteristicas chave da L-asparaginase
peguilado para a avaliacdo da peguilacédo e otimizacgéo

incluem tanto ensaios in vitro (por exemplo, estabilidade e
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atividade de enzima) e ensaios 1in vivo (por exemplo,

farmacocinética e farmacodindmica) .

METODOS DE TRATAMENTO

A L-asparaginase produzida pelo DNA, vetores e células
hospedeiras descritos no presente documento € util para
todos os métodos e indicacgdes ja conhecidos na técnica para
Elspar® (Merck & Co., Inc.) e Oncaspar® (Enzon
Pharmaceuticals, Inc.). Assim, a enzima L-asparaginase 1II
inventiva ou conjugada com ¢6xido de polialquileno ou como
uma proteina ndo conjugada ¢ administrada a um paciente em
necessidade da mesma em uma quantidade que ¢é eficaz para
tratar uma doenca ou disturbio ou outra afecdo que ¢é
responsiva a tal tratamento. O versado na técnica
verificard as quantidades adequadas, rotas de administracao
e programacdes de dosagem extrapoladas das propriedades

conhecidas de Elspar® e Oncaspar®.

EXEMPLOS

Os exemplos nao limitantes a seguir estabelecidos abaixo

ilustram determinados aspetos da invencéao.

EXEMPIO 1

SEQUENCIACAO DE L-ASPARAGINA AMIDOIDROLASE, TIPO EC-2, EC

3.5.1.1: PROTEINA DE L-ASPARAGINASE II DE E. COLI

A fim de obter as sequéncias de aminodcidos das enzimas L-
asparaginase II comercialmente disponiveis Jjunto a Merck &
Co. e Kyowa Hakko Kogyo Co., respetivamente, essas

proteinas foram submetidas a analise de sequéncia de
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proteina e comparadas a sequéncia do gene ansB de E. colil

K-12 publicado (Numero de Acesso no GenBank M34277).

A L-asparaginase II foi sequenciada conforme segue. Uma
aligquota de 2 mL de L-asparaginase II (80 mg/mL; Merck) foi
diluida em adgua de grau de reagente para render uma solucdo
diluida com uma concentracdo de proteina de 5,0 mg/mL. A
solugdo diluida foi filtrada através de um filtro de 0,22
pm em frascos a fim de reduzir a biocarga antes de conduzir
a andlise de sequéncia de proteina. Similarmente, 100 mg de
L-asparaginase II (Kyowa Hakko Kogyo) foram dissolvidos em
20 mL de &gua de grau de reagente para render uma solugdo
diluida de 5,6 mg/mL e esterilizada por filtracdo. As
andlises de aminodcido quantitativas, determinacdes de
sequéncia de N-terminal, mapeamento de peptideo e
espectrometria de massa foram usadas para determinar as
sequéncias completas das duas proteinas. Fragmentos de
brometo de cianogénio, digestao de Lys-C, digestéao
gquimotriptica e digestdo triptica foram preparados e
separados por cromatografia liquida de alta presséo
("HPLC"™), e espectrometria de massa e sequéncia de
aminocdcidos foram realizados nos peptideos isolados. As
andlises concluidas demostraram uma identidade de sequéncia
aparente entre as duas enzimas L-asparaginase IT
comerciais. Entretanto, quatro posigcdes de aminoéacido
diferiram-se da asparaginase derivada da sequéncia de genes
da FE. coli K-12. Essas quatro posicdes diferentes séao

mostradas pela Tabela 1, abaixo.

TABELA 1

Posicdo de Residuo 27 64 252 263

Merck e KH Ala Asp Thr Asn

K12 AnsB Val Asn Ser Thr
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EXEMPLO 2

CONSTRUCAO DA CEPA DE E. COLI EN538 QUE EXPRESSA A L-—

ASPARAGINASE ITI RECOMBINANTE

O gene que codifica ansB L-asparaginase II de E. coli K-12
foi adaptado para expressar a L-asparaginase II com as
substituigdes de residuo ilustradas pela Tabela 1 do
Exemplo 1, conforme segue. A L-asparaginase II de sequéncia
de 326 aminodcidos maduros do ansB de E. coli K-12 ¢&
codificada num segmento de 978 pares de Dbase conforme
relatado por Jennings MP e Beacham IR (1990 J Bacteriol
172: 1.401 a 1.498; n2 no GeneBank M34277). O gene ansB,
gque inclui um peptideo de sinal de 22 aminocdcidos que
precede, entdo, a proteina madura, foi clonado a partir de
outra cepa de E. coli K-12 (GX1210; obtida junto a Genex
Corporation) por métodos de reacdo em cadeia da polimerase
(PCR) convencionais. Especificamente, o0s oligonucledtidos
5" -TACTGAATTCATGGAGTTTTTCAAAAAGACGGCA-3" (SEQ ID NO: 4) e
5" -ACAGTAAGCTTAGTACTGATTGAAGATCTGCTG-3" (SEQ ID NO: 5)
foram empregues como iniciadores com o uso de um
termociclador Perkin Elmer Gene Amp 9600, Taq polimerase e
reagentes padrdo com esses parametros de ciclagem: 30
segundos 94 °C, 30 segundos 40 °C, 1 min 72 °C, por 25

ciclos.

A banda de ~1 kb amplificada foi purificada em
eletroforese em gel de agarose TBE, digerida com Eco RI e
Hind III e <clonada no vetor de Dbacteridéfago M13mp8. A
sequéncia de DNA do gene ansB [Genebank n& M34277] foi
confirmada por métodos de sequenciacdo de dideoxi de DNA
manuais. O gene ansB clonado foi wusado a seguir na

mutagénese sitio-dirigida para alterar quatro coddes do
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gene ansB [GTG para GCG na base 530; AAT para GAT na base
640; TCT para ACT na base 1205 e ACC para AAC na base 1239]
para codificar os aminodcidos alternados (Val27Ala;
Asn64Asp; Ser252Thr; e Thr263Asn) com o uso do kit de
mutagénese Amersham RPN 1523 versdo 2 conforme descrito por
Whitlow e Filpula [Single Chain Fvs, In Tumour Immunoclogy.
A Practical Approach, Ed. G. Gallagher, R.C. Rees, e C.W.
Reynolds, 1993, Oxford University Press, paginas 279 a
29117.

Especificamente, os oligonucledétidos mutagénicos empregados
foram 5’'-CAACTTTACCCGCTGIGTAGTITAG-3’ (SEQ ID NO: 6) para
alteracdo de Val27Ala; 5’'-CAGCCAGACATCATCGTTCATGTC-3’ (SEQ
ID NO: 7) para alteracéo de Asn64Asp; 57—
GTCGAACACAGTTTTATACAGGTTGC-3" (SEQ ID NO: 8) para alteracao
de Ser252Thr; 5’ -CTGCAGTACCGTTTITITICGCGGCGG-3’ (SEQ ID NO: 9)
para alteracdo de Thr263Asn. Todas as quatro alteracgdes
foram feitas num uUnico lote e a sequenciacdo de DNA
confirmou a sequéncia de gene ansB modificada [designada no

presente documento como o gene ansB* (SEQ ID NO: 2)].

A clonagem do gene ansB* no plasmideo pET-27b+ (Novagen
Corporation) foi realizada introduzindo-se sitios de
restricdo de flangqueamento, NdeI e BamHI, nos terminais 5’
e 3’ do gene, respetivamente, por amplificacé&o por PCR.
Seguindo a digestdo do DNA sintético com as enzimas de
restricdo NdelI e BamHI, o gene de 1 qgquilobase foi ligado
por meio de T4. A DNA ligase no plasmideo de vetor pET-
27b (+) foi também digerida com essas duas enzimas. O
plasmideo recombinante foi introduzido na cepa de E. coli
BLR (DE3) por eletroporagdao com o uso de um Manipulador de
Célula BTX Electro 600 de acordo com as instrugdes do

fabricante.
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A construcdo de vetor pET coloca o gene ansB* atrds de um
promotor T7 que é induzivel como uma consequéncia da adicéo
de IPTG. A 1IPTG induz a expressao do gene de T7 RNA
polimerase cromossdémico sob o controle de um promotor
lacUV5 e a T7 RNA polimerase transcreve, entdo, o gene
ansB* que rende a expressdao de alto nivel do produto de

proteina.

A mistura de transformacdo foi plaqueada em placas de &agar
LB contendo canamicina (15 mg/mL) para permitir a selecdo
de coldénias que contém o plasmideo pET-27b (+)/ansB*. Isso &
designado como plasmideo pEN537, conforme ilustrado pela
Figura 1. As coldnias isoladas foram adicionalmente
purificadas por plagueamento e analisadas quanto a
expressdo de gene induzivel por IPTG por métodos padrao
tais como aqueles descritos no Manual de Sistema pET
Novagen Nona Edicgéo. As sequéncias de genes foram
verificadas com o uso de um Analisador Genético Applied

Biosystems Prism310.

EXEMPLO 3

EXPRESSAO DA L-ASPARAGINASE IT RECOMBINANTE e
CARACTERIZACAO PARCIAL DA ENZIMA.

A cepa EN538 foi cultivada em meio LB a 37 °C com
canamicina (15 pg/mL). Em ODso de cerca de 0,8, IPTG (1 mM)
foi adicionada a cultura e permitiu-se que a inducdo da
expressdao de gene progredisse por 2, 3 ou 4 horas. A
andlise SDSPAGE da cultura confirmou a expressido de nivel
alto do polipeptideo de ansB* de 34,6 kDa. Western blotting

com o uso do anticorpo policlonal de coelho de asparaginase
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IT anti-E. coli confirmou que a principal banda de proteina

induzida em SDS-PAGE foil a L-asparaginase IT.

J4& que a L-asparaginase II ¢ normalmente secretada no
espaco peripldsmico seguindo a remocdo de peptideo de
sinal, experimentos adicionais foram conduzidos para
examinar a localizacdo da asparaginase nas células ou meio.
A cultura foi centrifugada e as células peletizadas foram
ressuspensas numa solugado de lisozima para romper as
paredes celulares antes de examinar as proteinas associadas
a célula soluveis e insoluveis, mais as proteinas liberadas

para o meio de crescimento durante a cultura, por SDS-PAGE.

Essas andlises demonstraram que uma induc¢do de 3 ou 4 horas
a 37 °C fornece uma expressdao de ansB* guase maxima de
cerca de 30% de proteinas celulares totais. Pelo menos 70%
da asparaginase pode ser solubilizada a partir do pélete de
célula pelo tratamento com lisozima. A guantidade de
asparaginase libertada no meio de crescimento durante a

cultura é cerca de 25% da asparaginase total expressa.

A asparaginase solubilizada libertada a partir do
periplasma pelo tratamento com lisozima foi adicionalmente
examinada gquanto a atividade de enzima com o uso de um
ensaio RP-HPLC que mede o acido aspartico, o produto da
reagao de asparaginase do substrato, asparagina. A
atividade de enzima em extratos crus das amostras induzidas
por IPTG foi cerca de 60 IU/mg, enquanto apenas cerca de 2
IU/mg nas amostras preparadas a partir de culturas néo
induzidas. J& gque a proteina é apenas cerca de 20% pura
nesse estéagio, a mesma SsSe compara bem a atividade
especifica relatada da asparaginase II pura (~250 a 300

IU/mg). A andlise de sequéncia de N-terminal dessa
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preparacdo de asparaginase foi também alcangada com 0O usoO
de um sequenciador de proteinas Applied BioSystems PROCISE.
A sequéncia de N-terminal IPNITILATGGTIAGGGDSA (SEQ ID NO:
10) corresponde exatamente a sequéncia de proteinas de N-
terminal prevista da asparaginase madura corretamente
processada. A andlise LC-MS (coluna de fase invertida
Jupiter C-18) foi também realizada nessa amostra. A espécie
de proteina principal demonstrou uma massa de 34.592 que
corresponde exatamente a massa prevista como a asparaginase
de ansB* madura. Nenhuma evidéncia de uma espécie de
proteina que possuil substituig¢des de norleucina foi

observada.

EXEMPILO 4

SEQUENCIAS DE CODIFICACAO DE PROTEINA DE L-ASPARAGINASE II
(GENES ANSB & ANSB*) DO PLASMIDEO pEN537 e CROMOSSOMA DE E.

COLI BLR.

O DNA cromossdédmico foi preparado a partir da E. coli BLR
(DE3) [obtida junto a Novagen Corporation; n2 de catdlogo
69208-3]. Uma cultura de 2 mL de crescimento de BLR em meio
LB com canamicina (15 pg/mL) a 37 °C foi centrifugada por 2
min numa microcentrifuga e o pélete de célula foi
ressuspenso em 0,5 mL do tampdo STET. Fenol/clorofdérmio
(0,5 mL) foli adicionado e a mistura foi submetida a vdértice
e centrifugada por 5 min & temperatura ambiente. O
sobrenadante foi colhido e misturado com 50 pL de acetato
de sédio a 3 M e 1 mL de etanol. Apds a incubagdo em gelo
por 10 min, o DNA foi peletizado por centrifugacao e
ressuspenso em 100 pL de agua. PCR foi conduzida na amostra
para isolar o gene ansB cromossdémico. A mistura de reacgao

PCR continha 5 pL de tampado de PCR High Fidelity 10x, 5 uL
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de mistura de dNTP a 10 mM, 1 mL de MgSO:s a 50 mM, 0,5 pL
(50 pmol) do oligonucledtido 57 -
GATCCATATGGAGTTTTTCAAAAAGACGGCAC-3” (SEQ ID NO: 11), 0,5 uL
(50 pmol) do oligonucledtido 57 -
GTACGGATCCTCATTAGTACTGATTGAAGATC-3" (SEQ ID NO: 12), 1 mL
de DNA de BLR, 36 mL de &gua destilada e 1 mL da polimerase
Platinum Tag High Fidelity. O produto de PCR foi clonado
com o uso do sistema de clonagem TOPO comercial obtido
junto a Invitrogen Corporation e conduzido conforme

descrito pelo fabricante.

A reacdo de clonagem com o uso do produto de PCR e do vetor
TOPO TA foi conduzida em 6 mL a temperatura ambiente
durante por 30 min. O produto de ligacdo da reacdo foi
transformado em células de E. coli TOP 10 competentes e
plaqueado em placas de &dgar LB com selecgdo de canamicina. A
andlise de sequéncia de DNA do gene cromossdémico de BLR
ansB clonado e o gene ansB* de pEN537 foi conduzida nos
plasmideos com o uso de um Analisador Genético Applied
Biosystems Prism 310. Ambas as fitas foram sequenciadas. As
sequéncias de codificacdo do gene ansB de BLR e gene ansB*
de PENS37 diferem-se por 29 designacgdbes de base
incompativeis nas sequéncias de codificacdo de proteinas
maduras. Entretanto, nenhuma dessas substituigdes de base
resultou numa alteracdo na sequéncia de aminodcidos devido
a degeneracdo do coddo. A proteina de ansB codificada de
BLR e a proteina de ansB* codificada de pEN537 foram
confirmadas como sendo idénticas em sequéncia de
aminodcidos. Todas as 326 posicdes foram mostradas como

sendo idénticas nessas duas proteinas de asparaginase.

EXEMPIO 5

PURIFICACAO DE CELULAS E MEIO DE CULTURA
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O processo a seguir foil adaptado de Harms et al., 1991

Protein Expression and Purification 2: 144 a 150.

Culturas da cepa de E. coli ENbL38, conforme descritas
acima, sdo cultivadas em <caldo Luria na presenca de
canamicina (15 upg/mL) a 37 °C, num incubador agitador. Num
ODgsg de 0,8, IPTG é adicionada a uma concentracdo final de
1 mM, o crescimento continuou por 4 horas adicionais. As
células sdo colhidas por centrifugacdo. Por propdsitos

analiticos, culturas de 2 mL sdo usadas.

Para produzir extratos de célula, o0s péletes sdo suspensos
num tampdo de rutura de 1 mL (KPO a 50 mM, pH 7,5, EDTA a 1
mM, ditiotreitol a 0,5 mM] e as células rompidas por
microfluidizagdo. Os detritos celulares sao removidos por
centrifugagdo e o fluido sobrenadante é avaliado quanto a
atividade de L-asparaginase II e também usado para avaliar
a produgéao de enzima  por eletroforese em gel de
poliacrilamida (SDS PAGE). O fracionamento de choque
osmético é executado conforme descrito por Boyd et al.,
1987, Proc. Natl. Acad. Sci. EUA 84:8.525 a 8.529,
incorporado a titulo de referéncia no presente documento.
Em resumo, o pélete €& suspenso em 2 mL de tampdo de
esferoplasto (Tris-HCl1 a 0,1 M, pH 8,0, sacarose a 0,5 M,
EDTA a 0,5 mM), incubado em gelo por 5 min e centrifugado.
O pélete é aquecido a temperatura ambiente, ressuspenso em
0,3 mL de a&gua fria, incubado em gelo por 5 min e novamente
centrifugado. A fracdo periplésmica sobrenadante ¢é usada
sem tratamento adicional para a determinacdo de atividade e

eletroforese.

Purificagdo de Enzima
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Para preparagdes de L-asparaginase II em grande escala,
células sdo cultivadas em culturas em lotes (10 litros) e
submetidas a choque osmdético conforme acima. Por litro de
volume de cultura, 50 a 100 mL de tampdo de esferoplasto e
30 a 40 mL de &agua sdo empregados. O protocolo a seguir
inicia com o extrato periplésmico obtido a partir de uma
cultura de 2 litros. Todas as etapas sdo realizadas a 5 a

10 °cC.

Fracionamento de Sulfato de Amdnio

A 100 mL de fluido sobrenadante, 29,5 g de sulfato de
aménio sélido sdo adicionados para gerar 50% de saturacéo.
Apds 2 horas, o precipitado é removido por centrifugacdo e
0 pélete descartado. O sobrenadante foi colocado a 90% de
saturacdo com sulfato de aménio (27,2 g para 100 mL). Apds
o0 pélete ter ficado em repouso de um dia para o outro, ©
mesmo ¢é colhido por centrifugacdo, dissolvido em alguns
mililitros de tampdo de piperazina-HCl a 25 mM, pH 5,5 e
dialisado contra o mesmo tampdo. Esse mesmo processo é
também aplicado ao meio de cultura restante para recuperar

a L-asparaginase II secretada.

Cromatofocalizagdo

Uma coluna de 1 x 30 cm de Poly-buffer exchanger PBE 94 foi
equilibrada com 200 mL do tampdo de piperazina-HCl acima
(tampdo de partida). Apds a solucgdo de amostra (10 mL) ser
aplicada, a coluna é eluida com 200 mL de tampdo de eluicgédo
(Polybuffer 74, diluido 10 vezes com H20 e ajustado a um pH
4,0 com HCl) a uma taxa de fluxo de 30 mL/h. As fracbes de

2 mL s&o colhidas e avaliadas gquanto a atividade de L-
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asparaginase II apds a diluicdo apropriada das amostras de
20-uL. As fragdes que contém asparaginase s&o agrupadas e
dialisadas contra solucdo de sulfato de aménio saturada. O
pélete de enzima é lavado com 90% de sulfato de aménio e

armazenado como uma suspenséo nesse meio.

EXEMPLO 6

PURIFICACAO DE CELULAS E MEIO DE CULTURA

As culturas da cepa de E. coli EN538, conforme descrito
acima, s&o cultivadas no meio de cultura [por exemplo,
conforme descrito em Filpula, D., McGuire, J. e Whitlow, M.
(1996) Production of single-chain Fv  monomers and
multimers, In Antibody Engineering: A Practical Approach
(J. McCafferty, H. Hoogenboom, e D.J. Chiswell, eds.;
Oxford University Press, Oxford, RU) pédginas 253 a 268] na
presenca de canamicina (15 mg/mL) a 25 °C a 37 °C, num
fermentador. Num ODgso de 20 a 200, IPTG é adicionada a uma
concentracdo final de 0,1 mM, e o crescimento continuou por
1 a 12 horas adicionais. As células sdo colhidas por
centrifugagdo e passadas através de um homogeneizador de
célula Manton-Gaulin. O 1lisato celular ¢é centrifugado a
24,300 g por 30 min a 6 °C e o sobrenadante é colhido e
submetido a ultrafiltracdo/diafiltracdo e a condutividade é
ajustado a 3 mS. O pH do lisato ¢ ajustado a 4,1 com 25% de
4dcido acético e diafiltrado com tampdo de acetato de sddio

a 5 mM, NaCl a 25 mM, pH 4,1.

A asparaginase é capturada na cromatografia de coluna de
troca catidnica S-Sepharose. A asparaginase ligada é eluida
com fosfato de potéssio a 12,5 mM, NaCl a 25 mM, pH 6,4
(tampdo NK64) .
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As fracbes de pico de asparaginase colhidas a partir da
cromatografia S-Sepharose sdo agrupadas e Tween 80 0,1% é
adicionado e incubado por 20 min a temperatura ambiente. Um
volume do tampdo NK64 é adicionado e a amostra é carregada
numa coluna Q-Sepharose. A coluna Q é lavada com tampao Q-
25 (NaCl a 25 mM, fosfato de potédssio a 10 mM pH 6,4) e a
asparaginase é, entdo, eluida com tampdo Q-135 (NaCl a 135

mM em fosfato de potédssio a 10 mM pH 6,4).

As fracdes de enzima agrupadas, ¢é adicionado sulfato de
magnésio em pd a uma concentracgdo final de 0,25 M e ¢é
carregado numa coluna de interacdo hidrofdbica de fenilo
pré-equilibrado com MgSOs4 a 0,25 M em fosfato de potéadssio a
10 mM, pH 7,8. A asparaginase é colhida no fluxo através da
fracdo e diafiltrada numa unidade Filtron com o uso de uma
membrana de polissulfona de corte de peso molecular de 30
kDa com o tampdo, NaCl a 75 mM, fosfato de potédssio a 1 mM,

pH 7,2.

A fracdo de asparaginase é diluida com um volume igual de
dgua e carregada numa coluna de hidroxiapatita. As
impurezas sao removidas com eluicdo com tampao H15 (NaCl a
50 mM, fosfato de potéssio a 15 mM, pH 7,8). A asparaginase
purificada é eluida com tampdo H150 (NaCl a 50 mM, fosfato

de potéssio a 150 mM, pH 7,8).

EXEMPLO 7

PURIFICACAO DE CELULAS E MEIO DE CULTURA

As culturas da cepa de E. coli EN538, cultivadas, induzidas

e homogeneizadas conforme descrito no Exemplo 6, sao



52

diafiltradas contra acetato de sédio a 20 mM, NaCl a 40 mM,
PH 4,6 com 8 volumes de produto com uma fibra oca Microgon
de 50 kDa a uma taxa de fluxo de 2,9 L/min, 110,32 kPa (16
psi) até o RAzsp ser menor do que 0,1 e a condutividade é 5
mS. O produto é filtrado com o uso de uma membrana de 0,22

mm.

A cromatografia de troca catidnica ¢é conduzida com uma
coluna Poros-HS. A coluna € equilibrada em acetato de sddio
a 20 mM, ph 4,6, NaCl a 40 mM. O meio clarificado
diafiltrado ¢é carregado a um volume de coluna de 0,5
(CV)/min e a coluna € lavada com 5 CV de acetato de sdédio a
20 mM, pH 4,6, NaCl a 40 mM. A asparaginase é eluida com
acetato de sdédio a 20 mM, pH 4,6, NaCl a 135 mM.

Ao produto acima, é adicionado fosfato de sédio dibéasico a
0,2 M, pH 9,2 para ajustar o pH a 6,3. A amostra é, entéo,
diafiltrada contra fosfato de sédio a 10 mM, pH 6,3 com um
filtro de fibra oca Microgon de 50 kDa a uma taxa de fluxo

de 0,74 1/min, 113,76 kPa (16,5 psi).

A cromatografia de troca anidnica € conduzida em TMAE
Fractogel. A coluna é equilibrada em acetato de sddio a 10
mM, ph 6,4. O eluato de coluna de catido diafiltrado &
carregado a 0,5 CV/min e a coluna é lavada com 5 CV de
acetato de sédio a 10 mM, pH 6,4. A coluna ¢é lavada
adicionalmente com 5 CV de acetato de sdédio a 10 mM, pH
6,4, NaCl a 25 mM. A asparaginase é eluida com acetato de

sédio a 10 mM, pH 6,4, NaCl a 100 mM.

O produto é diafiltrado contra fosfato de sédio a 10 mM, pH
7,5 com uma membrana de 50 kDa a uma concentracgao de 40

mg/mL e filtrado através de uma membrana de 0,22 mm.
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REIVINDICAGOES

1. Célula hospedeira de Escherichia coli recombinante para
produzir uma enzima L-asparaginase 11 de Escherichia colil
caracterizada por compreender um cromossoma de FEscherichia
coli e pelo menos uma cdédépia de um vetor extracromossdmico
recombinante, em que o vetor extracromossdmico recombinante
codifica uma subunidade da enzima L-asparaginase II, em que
o cromossoma da célula hospedeira também codifica a mesma
subunidade da enzima L-asparaginase II, em gue O cromossoma
hospedeiro nao codifica qualgquer outra isoforma de L-
asparaginase II, em que a subunidade de L-asparaginase II
codificada compreende a SEQ ID NO: 1; e o vetor
extracromossdédmico recombinante compreende uma molécula de

DNA que compreende a SEQ ID NO:2.

2. Célula hospedeira de Escherichia coli recombinante, de
acordo com a reivindicacdo 1, caracterizada pelo vetor

extracromossémico ser um plasmideo.

3. Célula hospedeira de Escherichia coli recombinante, de
acordo com a reivindicacdo 1, caracterizada pelo vetor
extracromossémico recombinante compreender uma molécula de
DNA que codifica a subunidade da enzima L-Asparaginase II

que é operacionalmente ligada a um promotor adequado.

4., Célula hospedeira de Escherichia coli recombinante, de
acordo com a reivindicagao 3, caracterizada pelo promotor
ser selecionado a partir do grupo que consiste em

promotores T7, araB, APx/APn, phoA, trc e trp.



5. Célula hospedeira de Escherichia coli recombinante, de
acordo com a reivindicacadao 3, caracterizada pelo vetor
extracromossdédmico recombinante compreender adicionalmente
um operador, sitio de ligacdo de ribossoma, sequéncia de
sinal, terminador transcricional, marcador de selecao de
antibidético, origem de replicacdo e uma cdpia regulada do

repressor.

6. Célula hospedeira de Escherichia coli recombinante, de
acordo com a reivindicacgdo 3, caracterizada pelo cromossoma
compreender uma molécula de DNA em conformidade com a SEQ

ID NO:3.

7. Molécula de 4&cido nucleico isolada que codifica uma
subunidade da enzima L-asparaginase II de SEQ ID NO: 1
caracterizada pela molécula de 4&cido nucleico isolada
consistir em um &cido nucleico selecionado a partir do

grupo que consiste em SEQ ID NO: 2 e SEQ ID NO: 3.

8. Vetor extracromossdémico recombinante caracterizado pelo
vetor extracromossdémico recombinante compreender a SEQ. ID
NO:2 e codificar uma subunidade da enzima L-asparaginase

IT.

9. Vetor extracromossémico, de acordo com a reivindicacéo

8, caracterizado pelo vetor ser um plasmideo.

10. Vetor extracromossdmico, de acordo com a reivindicacao

9, caracterizado pelo vetor ser o plasmideo pEN537.

11. Célula hospedeira de Escherichia coli caracterizada por

compreender o plasmideo, conforme definido na reivindicagéo



2, em que o plasmideo ¢é pEN537, designado como EN538 e

depositado como Numero ATCC PTA 7490.

12. Método para produzir uma enzima L-asparaginase II
recombinante substancialmente livre de outros isdmeros de
L-asparaginase II caracterizado por compreender cultivar a
célula hospedeira, conforme definido na reivindicacdo 11, e

isolar a enzima L-asparaginase II produzida.

13. Molécula de DNA isolada caracterizada por codificar uma
subunidade da enzima L-asparaginase II que compreende a SEQ

ID NO: 2.

14. Vetor extracromossdémico recombinante, de acordo com a
reivindicacdo 8, caracterizado pela SEQ ID NO: 2 ser

operacionalmente conectada a um promotor adequado.

15. Vetor extracromossdémico recombinante, de acordo com a
reivindicacéao 14, caracterizado pelo promotor ser
selecionado a partir do grupo gue consiste em promotores

T7, araB, APr/AP1, pholA, trc e trp.



RESUMO

“HOSPEDEIRO RECOMBINANTE PARA PRODUZIR L-ASPARAGINASE II”
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A invencdo fornece uma célula hospedeira de Escherichia

ccli recombinante para produzir uma enzima L-asparaginase
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a hospedeira inclui um
cromossoma de Escherichia coli e pelo menos uma cdpia de um

vetor extracromossdmico recombinante, em que o vetor

extracromossomico recombinante codifica a enzima -

asparaginase II, em que o cromosscma de célula hospedeira
também codifica a mesma enzima L-asparaginase II, 2 em que
o cromossoma hospedeirc n&c  codifica  qgualquer outra

isoforma de L-asparaginase IT.
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