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PATENTE DE INVENCION

que por veinte afios se solicita a favor de CANCER RESEARCH CENTER,
de nacionalidad estadounidense, con domicilio en Columbia,

Missouri 65201 (Estados Unidos), y que ha de recaer sobre "PROCE-
DIMIENTO DE PREPARACION DE LA L-ASPARAGINA AMIDOHIDROLASA QUIMICA-

MENTE UNIDA A UN MEDIO DE SOPORTE ",

Memoria Descriptiva

El registro de 1la Patente de Invencién que se solicita
tiene por objeto Barantizar la explotacién exclusiva en todo el
territorio nacional y sus posesiongs de un procedimiento de prepa-
racidén de la l~asparagina amidohidrolasa quimicamente unida a un

medio de goporte, conforme se describe a continuacién.



10

15

20

25

30

382232

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

La l-asparagina amidohidrolasa llamada también corriente-
mente l-asparaginasa es una enzima que, selectivamente, hidroliza
el aminodcido l-asparagina. Esta enzima es obtenible comercialmente
en muy pequefias cantidades, pero es extremadamente cara,

No' se sabe que esta enzima descomponga ningdn aminodcido
conocido excepto la l~asparagina, y la glutamina en pequefia extenw
sién, y como tal proporciona un modo dtil de eliminar selectivamen
te la l-asparagina libre de las mezclas de aminodcido para experi=
mentacién y sintesié biogquimicas, incluso en presenci#t de tejidos
vivos y células. También se ha hallado, recientemente, que ciertas
células cancerosas carecen de la aptitud de sintetizar la l-aspara
gina y deben obtener el aminodcido de fuentes extraifias, Los traba=
jos en curso indican que si tales células se privan de la l-aspara
gina, mueren en gran nilimero mientras que otras células permanecen
inafectadas., Resulta, asi, posible atacar estas células mediante
la administracién de la l-asparaginasa.

Una desventaja en la administracién de la l-asparaginasa
es el hecho de que las preparaciones obtenibles de esta enzima
pueden también producir efectos indeseables cuando se administran
a seres humanos., En otras palabres, un paciente puede desarrollar
una fiebre u otros efectos secundarios a consecuencia de la admi-
nistracién de este producto, Esto puede hacer inaconsejable la
administracién de dosis de la enzima en una concentracién que re-
sulte suficiente para reducir la l-asparagina en un paciente a un
nivel que sea fatal para las células cancerosas sensitivas,

También, la l-asparaginasa puede perder su actividad, en
temperaturas ambientes, en una proporcién apreciable. En vista de
la escasez de la enzima y de los adversos efectos secundarios cau-
sados por su administracién a un paciente, se siente la necesidad

de un material que destruya la l-asparagina selectivamente, siendo
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sin embargo més estable y apto para ser administrado en menores
cantidades, reduciendo asf los efectos secundarios y minimizando
de este modo tanto las reacciones pirdgenas como el consumo de la
costosa l-asparaginasa.

También, un material insoluble que tenga actividad contra
la l-asparagina puede ser usado extracorporalmente, para tratar la
sangre u otros fluidos del cuerpo, haciendo pasar la sangre a tra=-
vés del material para destruir la l-asparagina, y entonces retornar
la sangre al cuerpo.

DESCRIPCION DE 1A INVENCION

La presente solicitud se refiere al procedimiento de pre~
paracidén de una composicién de materia que comprende una parte al
peso de l-asparagina amidohidrolasa, quimicamente enlazada a entre
1 y 500 partes al peso de un medio de soporte insoluble en el agua.
Preferentemente, la l-asparagina amidohidrolasa, o l-asparaginasa,
estd covalentemente enlazada al medio de soporte y de 5 a 50 par-
tes del medio de soporte estdn enlazadas a cada parte al peso de
l-asparaginasa. La l-asparaginasa se obtiene del microorganismo
E.Coli o de otros microorganismos, asf{ como también de otras cono-
cidas fuentes vegetales o animales, tal como suero de cobayo.

La estabilidad de la l-asparaginasa covalentemente enlaza-
da se aumenta sustancialmente, a temperaturas ambiente o cdlida,
en comparacidén con la l-asparaginasa libre., Como ventaja adicional,.
la sustancia resultante puede ser insoluble, permitiendo su recu-
peracién, después de uso, en muchos casos,

La 1-aspéraginasa puede enlaza?se a un medio de soporte
insoluble por varias técnicas diferentes y puede usarse un gran
nidmero de diferentes medios de soporte, por ejemplo: carbohidratos
tales como celulosa, dextran, dextrans de eslabdn cruzado, tal

como sefadex y otros polisacaridos insolubles; proteinas y otros
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polipeptidos; vinilicos y otros polimeros orgédnicos, tal como copo=-

limeros de anhidrido maléico con materiales tales como etileno,
estireno, propileno, metil metracrilato, cloruro de wvinilo, o bu-
tadienoj poliésteres gquimicamente activadoé, poliamidas, elastéme-
ros de silicona y poliuretanos; y materiales inmorgdnicos tal como
fibra de ctistal, cerdmica y altos polimeros inorgénicos, Son, ge-
neralmente, preferidoé para uso como medios de soporte los carbohi
dratos y derivados de los mismos.

Puesto qué los medios de soporte seleccionados estdn quimi
camente enlazados a la l~asparaginasa, esta dltima se hace insolu-
ble, mientras que la composicién resultante puede retener todavia
la capacidad de descomponer la l-asparagina.-la actividad de des-
composicidn de l-asparagina del material resultante, quimicamente
enlazado, puede tener mayof estabilidad que la de una cantidad com
parable de l-asparaginasa bajo condiciones comparables,

Los medios de soporte que tienen grupos de fcido carboxfli
co en suspensién, o grupos aphidridos de 4cido carboxflico, pueden
ser quimicamente enlazados, sin dificultad, a la l-asparaginasa
mediante varias técnicas. Ejemplos de tales medios de soporte son
la comercialmente obtenible carboximetilcelulosa y carboximetilsew
fadex, polfmeros vinflicos, copolfmeros que contienen unidades de
dcido maléico, unidades de 4cido fumdrico o cualesquiera otras
unidades vinilicas que contengan grupos &Acidos en suspensidn tal
como carboxietilaliléter, 4cidos monocarboxfilicos no saturados,
como el 4cido acrflico y dcidos de aceite secante, o monoaiil piro
mellitato. Medios de soporte de poliester y poliamida, que tengan
grupos de 4cido carboxilico en suspensidn, son también f4ciles de
preparar mediante el uso, en la preparacién del polfmero, de un
exceso de un dcido que tenga tres o mde grupos dcidos por molécula,

tal como dcido 1, 3, 5-bencenotricarboxilico, dcido piromellitico,
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o dcido 1,5,8-octanotricarboxflico en una reaccidﬁ con un diol o
una diamida, respectivamente. Pueden usarse mezclas de dcidos tri-
funcionales y difuncionales, tales como 4cido tereftilico. Otro
grupo apropiado de medios de soporte con 4cidos carboxflicos sus-
pendidos son las proteinas y otros polipeptidos que contengan 4ci-
dos aminedicarboxflicos,tal como 4cido aspdrtico. Por ejemplo, pue
den seleccionarse proteinas naturales humanas para ayudar a la su-~
presién de reaccionas inmunolégicas y alérgicas de los pacientes
tratados con el material de esta invencién. También pueden activar
se gquimicamente cerdmica, vidrio y otras materias inorgdnicas, con
grupos de dcido carboxilico suspendidos mediante tratamiento con
un silano, tal como betacarboxietilmetildiacetoxisilano. Se cree
que los silanos, Que como el precedente tienen grupos activos

C, H .
hidrolizables,tales come acetato, metdxide & 2 ‘2:>C=NO-—- conden

CH3
san con grupos hidroxido sobre materias inorgdnicas para formar un
enlaee qufmico entre él silano y la materia, desprendiendo 4cido
acético u otro producto accesorio,

Los medios de soporte que poseen grupos de 4cido carboxi-
lico pueden entonces convertirse en una azida de la manera tipifica
da en el ejemplo 1 que sigue. La azida sufre entonces reaccidén di-
rectamente con la l-asparaginasa, generalmente a una baja tempera-
tura entre aproximadamente 0?2 y 1098 para rendir una aduccidn
covalentemente enlazada de lw-asparaginasa y del medio de soporte
particular elegido, estando los grupos carbonilo de los grupos de
dcido carboxflico de los medios de soporte, directamente enlazados
a lo§%tomos de amino nitrégeno o hidroxilo oxfgeno de la l~aspara-
ginasa, ‘

Otra técnica para producir un enlace qufmico entre un me-

dio de soporte que tengay grupos de 4cido carboxflico suspendidos

¥y la l-asparaginasa es agregar una diorganocarbodiimida a una mez-

cla del medio de soporte y de l-asparaginasa, a la manera dada
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como ejemplo en los ejemplos 2 ¥y 3, para rendir un producto en el
cual los grupos carbonilos de los grupes de 4cido carboxflico del
medio de soporte se enlazan directamente a los dtomos de amino
nitrégeno de la l-asparaginasa.

Similarmente, un enlace directo de amida puede formarse
entre un.medio de soporte, con grupos de dcido carboxilico suspen=-
didos, que estén activados, como en el caso de un polimero vinfli-
co conteniendo unidades de anhidrido de Acido maléico, mediante
reaccidn directa con grupos amino de la l-asparaginasa, como se
ilustra en el ejemplo 5,

Un medio de soporte con grupos de dcido carboxilico sus-
pendidos, tal como carboximetildextran, puede hacerse reaccionar
con el reactivo K de Woodward (N-etil-B—fenil-isoxazolio~3—sulfon§
to), y la aduccidén resultante hacerla reaccionar a su vez con la
l-~asparaginasa, para rendir una aduccién enlazada wovalentemente,
en la cual los grupos carbonilos del medio de soporte estdn direc-—
tamente enlazados a 4tomos de amino nitrdgeno de la l-asparaginasa
como se ilustra en el ejemplo 6.

Los medios de soporte conteniendo grupos hidroxidos sus-
pendidos pueden enlazarse covalentemente a la 1-aéparaginasa me -
diante el uso de una triazina ciclica que tenga al menos dos gru-
pos de clorina carbono-enlazados tal como cloruro ciandrice. Son
ejemplos de tales medios de soporte los carbohidratos, tales como
celulosa y dextran y otros polimeros orgénicos de suficiente peso
molecular para que sean insolubles en el agua, tales como ei alcohol
de polivinilo, poli (hidroxietil acrilato) ¥y copolfmeros vinflicos
de los mismos con materiales tales como metil metacrilato, estirenm
no, y cloruro de viniloj proteinas y otros polipépticos que conten
gan una cantidad sustancial { o sea 30 moles % ) de silicones hido
xilados, tales como condensados de metid y fenil silanol. Pueden

también usarse medios inorgdnicos que contengan grupos hidroxile
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superficimles, tal como fibra de vidrio y cerdmica, arcilla, y gel
de sgflice.

Igualmente, pueden ser enlazados qufmicamente a l-asparagi
nasa medios de soporte conteniendo grupos hidroxilo suspendidos,
mediante bromuro de ciandgeno, como se muestra en el ejemplo 4, La
reaccidn activadora se desarrolla, generalmente, bajo condiciones
alcalinas, es decir a pH de al menos 7,5 y preferentemente por
encima de 11,

Medios de soporte que tengan grupos amino suspendidos pue-
den ser enlazados a la l-asparaginasa mediante el uso de ina dice-
tona, diacilcloruro, o dialdehido, como se muestra en el ejemplo 8,
Ejemplos de medios de soporte adecuados son los carbohidratos u
otros hidroxilos que contengan polimeros que hayan sido eterifica-
dos con grupos aminoalquilo tales como aminocetil (como en el ejem-
plo 10), aminoisopropil, aminociclohexil o diaminococtil., Otros me-
dios de scporte adecuados son proteinas y polipéptidos que conten-
gan cantldades sustanciales (por ejemplo 20 moles %) de unidades
de aminodcido conteniendo dos o méds grupos amino tal como argimina
o lisina, de modo que la proteina o polipéptido contenga un ndmero
sustancial de grupos amino suspendidos. Otros medios de soporte
pueden prepararse enlazando quimicamente radicales aminoalquilo a
inérgdnicos u otros sustratos orgédnicos, por ejemplo, haciendo reac
cionar silanos organofuncionales, tales como aminopropil tricloro-

silano o ( CH30)zg;cnzcﬂzcnzmcnzcﬂzmz con sustratos inorgdnicos
3

tal como sflice, cerdmica, o vidrio en forma de tela o fibras, for
mando asf{ un enlace quimico entre ellos, Silanos de vinilo o alilo
como, por ejemplo, dimetilvinilaminopropil silano, u otras mate-
rias relacionadas, pueden ser homopolimerizadas o copolimerizadas
con materias tales como estireno, etil acrilato u otros silanos

de vinilo o alilo para formar medios de soporte orgdnicos polimé-
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ricos con grupos amino suspendidos.

Otros medios de soporte orgdnicos poliméricos que tengan
grupos amino suspendidos pueden también usarse, por ejemplo, for=
mando una poliamida mediante reaccidn de etileno glicol con un
exceso de 1,4,8-triaminooctanc o 1,3,6-triaminotolueno solo o
mezclado con una diamina, tal como hexametilenodiamina.

Los medios de soporte escogidos con grupos amino suspenw
didos pueden hacerse reaccionar con“un dialdehido, diacilhalido, o
dicetona de la férmula O=g~R"—— Cég, preferentemente en una cantidal
molar aproximadamente equivalente a los moles del grupo amino libre
presente en el medio de soporte, En la precedente férmula, Q" puede
ser hidrdgeno, haldgeno tal como clorina o bromina, o un radical
alquilo, ¥y R" es un radical alquileno de al menos dos itomos de
carbono, siendo los enlaces que conectan el radical al resto de
l1a moldcula de diferente nigero de carbono que R",

Este compuesto dicarbonilo se hace reaccionar con el medio

de soporte para formar un producto de adicién de la férmula

QI! Q"
Q!'=CR-—=C=0, en la cual Q' es el medio de soporte que posée un

doble enlace libre sobre un Adtomo carbono-enlazado amino nitrégeno
del mismo, Este compuesto se hace reaccionar de manera similar con
grupos amino libres de la l~asparaginasa pzra forTar una aduccidn
enlazada covalentemente de la férmula Q'ag—-R"-—g=Q"' en la cual
Qm és la l-asparaginasa poseyendo un doble enlace libre sobre un
dtomo amino nitrdgeno,

Preferiblemente, el material de esta invencién es insoluble
en el medio en el cual va a ser usado, por ejemplo agua, sangre u
otras soluciones y dispersiones acuosas, tal como aquellos isotd-
nicos con fluidos corporales., Las composiciones de esta invencidn
pueden ser usadas en forma particulada en la cual las particulas
son~de tamafio visible o bien las composiciones pueden estar en for

ma particulada muy fina, como en suspensiones coloidales, Es partis-
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cularmente preferible usar suspensiones coloidales de las composi-
ciones de l~asparaginasa quimicamente enlazada gue tengan un tama
fio de particula de menos de aproximadamente 2 micrones para admi-
nistracidn directa a sujetos vivos, humanos o animales, Alternati-
vamente, pueden usarse formas solubles del material de esta inven-
cibén para administracién directa,estando preparados dichos mate-
riales mediante uso de carbohidratos solubles, o sus derivados,
como medios de soporte,

Como se ha indicado antes, las composgiciones de esta inven
cién pueden usarse para reducir el nivel de la l-asparagina en la
sangre, fluidos corporales o soluciones reactivas fuera del cuerpo,
haciendo pasar la sangre o andlogo a través de una capa de una com
posicién insbluble de esta invencién. En este caso se prefiere ge-
neralmente usar partfculas de tamafio mds grande, generalmente del
orden visible. Puede disponerse un circuito extracorporal empaque
tando holgadamente una composicién particulada de esta invencién
dentro de un cartucho, por el cual pasa sangre u otra solucidn
conducida por un tubo hasta un extremo del cartucho, atravesando
la composicién particulada de la invencidn y saliendo de la compo
sicién particulada a travéds de un tubo de salida. Si se desea, la
sangre puede extraerse directamente de un sujeto y, luego, readmiw
nistrirsele une vez efectuado el tratamiento,

Similarmente, pueden usarse columnas de reaccidn conven-
cionales conteniendo el material de esta invencién, o este dltimo
puede ser impregnado en una matriz tal como goma de silicona e
incorporado a una tuberia, a travéds de la cual pasa el material
1fquido a tratar,

Los siguientes ejemplos se ofrecen con fines ilustrativos
solamente, y no tienen el propésito de limitar el alcance de la

invencidn,

£ o A
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Se calentaron a reflujo, durante cuatro horas, diez gramos
de un carboximetildextran comercialmente obtenible, 15 ml de dcido
hidroclérico concentrado, y_250 ml de metanol. Kl disolvente se
eliminé por destilacién al vacfo y el residuo se suspendié en 50 nl
de metanol, Se agregé una solucidn al 20 % de hidrazina en metanol,
agitdndolo hasta que no sé formd mésbprecipitado blanco., La mezcla
resultante tenfa un volumen de aproximadamehte 100 ml. La mezcla
se agitd, entonces, durante cuatro horas, se filtrd y se sscé., En-
tonces, se pusieron en susPensién 5 gramos del producto precipita=-
do en 150 ml de 4cido hidroclérico al 2 % y se refrigerd hasta en-
tre 02 vy 52C. Se agregdé un exceso de solucidn de nitrito sédico
(50 ml de solucidn a 14 %, al peso), despacio, agitandolo constan-
temente, mientras se pulverizaba éfer en cantidad necesaria para
evitar exceso de espuma en la mezcla.

' Resultd un precipitado pegajoso que se filtrd y se lavé
con metanol, El precipitado consistfa mayormente en dextran que
poseia unidades ~CH262N3 enlazadas a £itomos de oxfgeno del dextran,
liamdndose este material, vulgarmente, dextran azida,

Se pusieron en un vial aIQQG, agitdndolo durante 16 horas,
100 mg del dextran azid; preparado cbmo arriba se indica y 10 mg
de l-asparaginasa comercialmente obtenible, derivada de E. Coli,
conteniendo impurezas de proteina y 5 ml de agua destilada. La pii~-
dora fesultante de material se lavd con agua y Se puso en suspeh-
sién en 10 ml de agua, La pfildora contenfa dextran que estaba cova
lentemente enlazado a l-asparaginasa mediante un eslabonado mostra
do entre los corchetes de la férmula R-{}CHacfigPR' en la cual R
es dextran enlazado al eslabonado mediante un dtomo de oxigeno del
dextran, y R' es la l-asparaginasa conectada al eslabonado medianw=
te un dtomo de oxfgeno o de nitrdgeno de la l-asparaginasa. Se

crée que una mayor porcidn de los eslabonados a la l-asparaginasa
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estdn conectados a la misma mediante 4dtomos de amina nitrégeno de

la l-asparaginasa,

La eastabilidad de la precedente dextran-asparaginasa enla-
zada covalentemente se compard con la l-asparaginasa libre en un
medio de sangre-tampén que tenia 9 partes en volumen de una mezcla
de NaHzPoh y Naszoh en solucidén acuosa tamponada a pH 7 y una par
te en volumen de sangre humana., La concentracién de l-asparaginasa
libre e impurezas de proteina colocadas en una porcidn de la mez-
cla fué de 0,6 mg por ml de mezcla, mientras gque la concentracién
de la asparaginasa enlazada covalentemente, colocada en una porcid
separada de la mezcla, fué de 0,04 mg por ml de la mezcla. Ambas
mezclas se almacenaron a 372C y su estabilidad fué medida comparan
do su capacidad de descomponer l-asparagina con el transcurso del
tiempo, para rendir amoniaco y #dcido aspdrtico, con la misma cpaci
dad inmediatamente después de su:rsuspensién en el medio de sangre-
tampén.

| Todos los dfas se ensayvaron las mezclas de l-asparaginasa
libre y la covalentemente enlazada para comprobar la actividad de
su asparaginasa, de la siguiente manera: 1 ml de cada mezcla bajo
ensayo se mezclé con 1,7 ml de 0,04 M de solucién acuosa de l-aspa
ragina tamponada a pH 8,6 con 0,2 M de solucién de ftalato de
potasio,

La mezcla resultante se incubd a 37¢C durante 30 minutos
vy entonces se agregaron 0,5 ml de 4cido tridoroacético a 25% para
detener la reaccidn.

La mezbla se centrifugd, entonces, y se afiadid medio ml
de la solucidén clara resultante a una mezcla de 7 ml de agua vy
0,5 ml de reactivo de Nessler, para la determinacidén colorimétrica
del amoniaco presente, La concentracién de amonfaco presente se
calculé con referencia a una.mezcla standard tratada con reactivo

de Nessler,
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Los resultados fueron como sigue, expresados en micromoles

de amonfaco generado por la descomposicién de la l-asparagina.

“Actividad de las Mezclas de la l-Asparaginasa
Tiempo (en dfas) 0 1 2 3 7 9

Actividad de una mezcla

conteniendo dextrdn-

asparaginasa covalentew

mente enlazada (micro-~ 134,0 236,6 R267,8 258,9 312,5 357,1
moles de amonfaco gene-

rado por unidad de

tiempo)

Actividad de una mez-
¢la conteniendo l-aspa=

raginasa (micromoles de 135,1 166,6 215,2 166,6 122,9 96,1
amoniaco generado por
unidad de tiempo)

Tiempo (en dias) 11 14 17 21 23

Actividad de una mez-
cla conteniendo dex-
tran-asparaginasa cova

lentemente enlazada 392,8 401,8 401,8 267,8 142,8
(micromoles de amon#ico.

generado por unidad de
tiempo)

Actividad de una mezcla

conteniendo l-asparagi~

nasa (micromoles de 22,6 11,9 4,7 - --
amonfaco generado por

unidad de tiempo).,

Puede verse, asf, que la dextran-asparaginasa covalente-
mente enlazada ha mejorado, tanto en su estabilidad como en su

actividad de asparaginasa en comparacién con la l-asparaginasa

libre.

Ejemplo 2

Se pesaron, en un matraz Erlenmeyer de 25 ml, aproximada-
mente 30 a 50 mg de carboximetilcelulosa, A ésto se agregaron 2 ml
de solucién acuosa de cloruro sddicb de 0,5 molar y 2 mg de l-aspa
raginasa. Se agregé gota a gota écidp hidroclérico diluido para

ajustar el pH a entre 3 y 5. Se agregaron entre 3 y 5 mg de dici=
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clohexilcarbodiimida y 0,2 a 0,5 de mol de tetrahidrofurano
(como agente solubilizante) y la mezcla se agité durante doce:
a dieciseis horas, impidiendo que el pH caiga por debajo de 4
mediante adiciones periddicas de bicarbonato sédico.

El producto resultante se filtré y se lavé con agua, El
producto contenia celulosa que estaba enlazada a la l-asparagina-
sa por un eslabonado mostrado entre los corchetes de la férmula
R4} CH26¢8}-R; en la cual R es celulosa enlazada al eslabonado
mediante un 4tomo de oxigeno libre de la celulosa, R' es l=aspara
ginasa enlazada al eslabonado a través de uno de sus 4tomos de
ox{geno o de nitrégeno. Se crée que la mayor porcidén del eslabona=~
do a la l-asparaginasa est4{ conectado a ella a través de 4dtomos de
amino nitrégeno de la l-asparaginasa. El producto mostraba activi-
dad de descomposicidén de l-asparagina,

Un producto accesorio de esta reaccidn es diciclohexilu-

rea.
Ejemplo 3

Resultados generalmente equivalentes a los obtenidos en
el ejemplo 2 se logran con la sustitucién de la diciclohexilcarbo-
diimida por 1l-ciclohexil-3~-(2-morfolinil)-lk-etilcarbodiimida
metil-p-toluenosulfonato, o bien por 4-morfolinodimetilaminopropil

carbodiimida, opcionalmente en ausencia de tetrahidrofurano.
Ejemplo 4

Se disuelven 2 gramos de brumuro de ciandégeno en 50 ml de
agua destilada ajustada a un pH de 11,5 mediante adicidén de solu-
cién acuosa de hidrdéxido de sodio., Se agregan 2 gramos de celulosa
previamente hinchada mediante inmersién en 5 M de solucién de
hidréxido de sodio a 49C durante 10 dias, y la suspensidén se agita
magnéticamente durante aproximadamente treinta minutos. Se filtra

la mezcla y el residuo del filtro se lava primero con agua, y lue-
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go con 0,5 de solucidén molar de bicarbonato sédico seguido por
un tampén de 4cido bérico~hidréxido sddico a pH 8,5. E1l residuo
se seca mediante una nueva suspensién en acetona y filtrado de
succidbn,

50 mg del material resultante, cuya estructura es incierta
hasta el presente, se agrega a una solucién de 2 mg de l-asparagi-
nasa, suspendida en 3 ml del mismo tampén de borate con un pH de
8,5. La mezcla se agita durante dieciseis horas, mantenidéndola
a hec,

El material resultante comprende celulosa qufmicamente
enlazada a l-asparaginasa como se muestra por el hecho de que
existe actividad de l-asparaginasa que no puede ser retirada de
la celulosa por lavado.

La estabilidad del material resultante se ensayd en compa-
racién con asparaginasa libre de la manera descrita en el ejemplo l,

Los resultados del experimento fueron los siguientes; ex~
presados‘en términos de porcentaje del amonfaco recuperado en cada

dfa del ensayo, basado en el amonfaco recuperado en el primer dia

del ensayo.
Tiempo (en dfas) 1 2 3 4 5 6 i

Actividad de una mez-
cla conteniendo celu-

losa-asparaginasa co- 100 87 201 163 177 157 99
valentemente enlazada s

(%)

Actividad de una megz- .
cla conteniendo l-aspal00O 93 102 135 93 54 Le6

raginasa
Ejemplo 5
Cuando 5 mg de l-asparaginasa se mezclan, a 4¢9C, en una
solucién acuosa de NaHéPOu-NaaﬂPou. tamponada a pH 7,5, con 50 mg
de un copolimero de 50 moles por ciento de anhfdrido de 4cido

maléico o 50 moles por ciento de etileno, se forma.. una aduccidn
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covalentemente enlazada del copolimero y de la l-asparaginasa,
estando la l-asparaginasa enlazada a un grupo carbonilo del copo-

limero a través de un 4tomo de amino nitrdgeno de la l-asparagina-

" sa para formar un material insoluble que posée actividad de descom

posicidén de la l~asparagina,
Ejemplo 6

En un matraz de 25 ml, se pesan 10 mg de reactivo de
Woodward K (N—etil-5—fenil—isoxazolio—3' sulfonato). Se agregan 3
ml de agua y 30 a 50 mg de carboximetilcelulosa, Se filtra la mez-
cla con succién y se lava con agua. Se agregan 30 a 50 mg del s6-
lido resultante a una solucidén conteniendo 2 mg de l-asparaginasa
dispersa en 2 ml de solucién tampén de Zcido bérico-hidréxido
s8dico que tenga un pH de 8,5, La mezcla se agité a una temperatu-
ra de 4°C durante 12 a 16 horas para rendir una aduccién covalen-
temente enlazada de carboximetilcelulosa y l-asparaginasa,

La l-asparaginasa estaba enlazada a la carboximetilcelulog
sa mediante un eslabonadb que se muestra entre los corchetes de
la férmula R—E CH20423-R' en la cual R es celulosa enlazada al es-
labonado mediante un Atomo de oxfgeno de la celulosa, y R' es la
l-asparaginasa enlazada al eslabonado mediante un dtomo de nitré-
geno de la l-asparaginasa. El material descompone selectivamente

la l-asparagina.
Ejemplo 7

Resultados generalmente equivalentes a los del ejemplo 6
se obtienen con la sustitucién de la carboximetilcelulosa por car-
boximetildextran, poli (4cido aspdrtico), poli (4cido gluténico),
o proteinas que tengan una concentracién total de unidades del
dcido aspdrtico y del 4cido glutdnico de aproximadamente 30 moles

por ciento,
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Ejemplo 8

Cuando 10 partes al peso de aminoetilcelulosa se hacen
reaccionar con un exceso molar de cualquiera de los siguientes com
puestos, a un pH de b v a una temperatura de 502C, se produce una

aduccidén de la aminoetilcelulosa y los compuestos:

H H CH

(a) o=c(CH,).C=0 (a) o=C (cH CH(%H ) ¢=0
275 — O H, % oum
9

(b) 0=C (CH,),C=0 (e) 0=C (cH, ) C=0

c1i c1 C,Hy

(e) 0=gH(CH2)BCI={O (£) ogg?é_j}g_—.g

3 3 . U817 tstuy

Cuando cada una de las aducciones, asi formadas, se hace
reaccionar con una parte al peso dé l-asparaginasa, a un pH de 5
v una temperatura de 49C, la l-aspafaginasa deviene covalentemente
enlazada a la celulosa mediante eslabonados de las respectivas

férmulas segin se define entre los corchetes:

H
(a) qt Fc (cn2)5c %=Q"‘
(v) Q'%gl(cﬁg)zgl%qm

(c) Qtd=C (CH ) c Qm
{ECH3 2 3_0Hj= |

CyH CH c
(d) Q'%CL—L—&(CHZCH HZ)—EC9J‘—r—Q'"

(e) Qfé (CH2)832H5 @

(£) Qe8> o=
Cgllyny 9§H17 ‘
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en lag cuales Q' es aminoetilcelulosa doblemente enlazada al esla~

bonado mediante un dtomo de nitrégeno de la cadena lateral, y Q"

es l-asparaginasa doblemente enlazada al eslabonado mediante un

dtomo de nitrégeno de la l-asparaginasa.

Ejemplo 9

Un gramo de carboximetilcelulosa se agité durante tres
horas a la temperatura ambiente con 250 mg de l-ciclohexil=3~(2-ma
folinil)=l=etilcarbodiimida metil-p-tolueno-sulfonato y 15 ml de
0,001 M HCl. Seguidamente a ésto, el producto sdlido se filtrd y
se lavé con agua para retirar la carbodiimida libre y, entonces,
se lavd con acetona y se secéd al aire.

Se agregaron 200 mg del producto sélido seco a 0,2 ml de
l-asparaginasa en 5 ml de agua y se agité a 42C durante aproximada
mente 12 horas, El producto resultante se centrifugé y decanté va-
rias veces para rendir un producto similar en su naturaleza al del
ejemplo 2,

Altos rendimientos de l~asparaginasa enlazada a carboxime-
tilcelulosa pueden obtenerse repitiendo el experimento de arriba
con sustitucién de 0;001 M HCL por HCLl acuoso al 10 %, Resultados
de modo general equivalentes se obtienen con la sustitucidén de la
carboximteilcelulosa por un copolfmeroc de 4cido etileno~maléico qe

tenga 60 moles por ciento de unidades de 4cido maléico.
Fjemplo 10

Cuando una cualquiera de las carbodiimidas siguientes se
sustituyen por la carbodiimida usada en el ejemplo 9, agregando
tetrahidrofurano u otro aéente solubilizante seglin sea necesario,
se obtienen resultados generalmente equivalentes:

carbodiimida
dimetilcarbodiimida
dietilcarbodiimida
diisopropilcarbodiimida
di-sec-butilcarbodiimida
difenilcarbodiimida
dibencilcarbodiimida
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dioctilearbodiimida
ditolilcarbodiimida
dinaftilcarbodiimida
di-p=cloxrofenil~carbodiimida
lewetil~3~aminopropilcarbodiimida
l-etoxietil-3-nitrobutilcarbodiimida

Ejemplo 11

Se disolvié un gramo de bromuro de ciandgeno en 25 ml de
agua destilada y se ajustd el pH a 11,5 por adicidén, gota a gota,
de 2M de solucién de hidréxido de sodio. Se agregé un gramo de un
dextran soluble al agua que tenga un peso molecular de 70,000 ¥y
se agité la mezcla a temperatura ambiente durante unos 45 minutos.

Después de este perfodo, el producto resultante de la reag
cidén se precipitd mediante adicidén de acetona, se filtrd, y se la-
vé con acetona nﬁevao

100 mg del producto filtrado resultante se mezclaron con
una combinacién de 0,1 ml de una preparacién de l-asparaginasa co-
mercial ¥ 5 ml de solucidn acuosa de bicarbonato sédico. La mezcla
se mantuvo a 49C con agitamiento durante unas 12 horas, rindiendo
una solucidn de l~asparaginasa quimicamente enlazada a dextran,

La solucidn resultante se pasé, entonces, a través de una
columna de agarosa gue se habfa enfriado a 4eC, para aislar el
compuesto de déxtran—asparaginasa quimicamente enlazada. Las frac-
ciones conteniendo este material se probaron para la actividad de
descomposicidn de l-asparagina del modo siguiente;

La solucién tomada de la columna de reaccidén conteniendo
la dextran-asparaginasa quimicaﬁente enlazada se secd por congela-
cidn, y entonces, se volvié a disolver en una solucidn tampén de
dcido bérico~hidrdxide sédico que tenfa un pH de 8,4, Un ml de
esta mezcla se mezcldé con 1,7 ml de una solucidn acuos;?g,h M de
l-asparagina tamponada a pH 8,6 con 0,2M de solucién de ftalato de

potasio., El material resultante se incubéd, entonces, a 37¢C¢ duran-
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te 15 minutos y se agregé 0,5 ml de dcido tricloroacético al 25 %,

" "
BiNCed g
%:1‘1?1('['(“1"'-‘]

para detener la continuacién de la reaccidn.

La mezcla se centrifugé y un medio ml de la solucidn clara
resultante se agregd a una mezcla de 7 ml de agua y 0,5 ml de reac
tivo de Nessler para la determinacidn colorimétrica del amonfaco
presente. La concentracién del amoniéco presente se calculd res-
pecto a una mezcla standard tratada con reactivo de Nessler.

Se hallé que, bajo estas condiciones, se generaron 32,5

micromoles de amonfaco por mg de proteina presente, por minuto.

Ejemplo 12

Se agregaron lentamente 20 g de dextran (peso molecular
215,000) a una solucién de 30 g de hidréxido sddico disuelto en
100 ml de agua, para disolver el dextran., La solucidn se calenté a
7582C vy se agregaron, lentamente, 10 g de &cido cloroacético disuel
tos en 10 ml de agua, en el transcurso de aproximadamente media
hora. La solucidn se dejé enfriar a la temperatura ambiente con
agitacidén contfnua y se acidificé en un ligero grado con 4cido
sulfirico,

Se agregaron lentamente 20 ml de la solucidén resultante a
200 ml de etanol, lo que dié por resultado la formaclidén de un pre-
cipitado. Se decanté el metanol, se agregd metanol nuevo y el pro-
ducto resultante se filtré, entonces, y se lavé con metanol,

El producto sélido se volvié a dejar en suspensién en
300 ml de metanol y se agregd un ml de 4cido sulfidrico concentrado
La suspensidén se sometié luego a reflujo con vigorosa agitacidn
durante 4 horas, se fidatré y lavé con metanol cuatro veces. Des-
pués de secar al aire el precipitado, se volvié a poner el produc-
to en suspensidn en 100 ml de metanol y se agregaron 40 ml de
hidrazina, gota a gota; seguidamente se agité a temperatura ambien
te durante siete horas., Despuéds de filtrar el producto resultante,

se volvié a laver en metanol y se secé al aire.
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Tres gremos del producto resultante se disolvieron en
agua frfa, refrigerdndose a 29C, Se agregé 1 ml de 4cido sulfirico
concentrado seguido de una adicidén, gota a gota, de 30 ml de una
solucién de un 3% al peso de nitrito sédico, continuando la agi-
tacién durante aproximadamente una hora y manteniendo la temperas
tura a 2¢C, El producto résultante se dejé entonces precipitar por
adicidn de metanol, se lavé con metanol absoluto y se secd al aire.

El producto resultante, que era una dextran-azida similar
a la preparada previamente, se dializd contra agua para retirar
los contaminantes de bajo peso molecular.

. 100 mg del producto sélido se agregaron a 0,1 ml de una
l-asparaginasa comercial dispersa en 5 ml de un tampén acuocso de
0,1 molar de NaH,P0, y Na,HPO, 2 pH Tolte

La mezcla se agitd suavemente, durante aproximadamente
12 horas, a 4°C para formar una verdadera solucidén de dextran
covalentemente enlazado a l-asparaginasa.

La dextran-asparaginasa covalentemente enlazada se aisld
mediante el uso de una columna de agarosa y se encontré que habia
capacidad de descomposicidn de l-asparagina.

Resultados equivalentes se obtienen cuando el dextran
soluble en agua, usado arriba, se reemplaza por dextrina soluble
al agua.

Ejemplo 13

Se hinché celulosa en una solucién de 5M de hidréxido
sddico, se filtré y se lavé con agua. A 1 gramo de celulo;a se le
agregé 10 ml de una solucidén de acetona conteniendo un gramo de
cloruro cianfirico, Se agregaron, entodces, inmediatamente, 10 ml
de agua destilada y la suspensién se agité durante 20 segundos. La
reaccibn se amortigué mediante la adicidén de un exceso de 4cido

acético acuoso al 20%.
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La mezocla resultante se filtrd con succidn y el resiauv

gé8lido se lavé cén acetona acuosa al 20% frfa y luego con acetona
seca,.

El residno sdlido se agregé, entonces, a una mezcla con=
teniendo 10 ml de solucidén de cloruro sédico de 5 M y 10 ml de
dietanolamina N=-(3-aminopropil) de 0,2 M, acuosa, en la cual el
pH estaba ajustado a 7,0, Esta mezcla se agité a temperatura am-
biente durante 7-1/2 minutos y entonces se agregb exceso de 4cido
acético acuoso al 20%.

La mezcla se filtrd con succidén y el sdlido se lavd con
agua y luego con acetona, y se dejé secar por evaporacidn,

100 mg del residuo sélido se agltaron en una dispersién
diluida de l-~asparaginasa en 5 ml de agua destilada. La mezcla se
agité, a U4eC, durante aproximadamente 12 horas después de las
cuales se centrifugb.

El producto sdélide resultante contenfa l-asparaginasa co-

valentemente enlazada a celulosa mediante eslabonados que compren

dfan el residuo de cloruro ciandrico que habfa reaccionado con la

celulosa y la l=-asparaginasa,

Resultados generalmente similares se obtienem repitiendo
el experimento precedente aunque omitiendo el reactivo dietanolami}
na, o con la sustitucién de la aminoetilcelulosa o la dietilamino-

etilcelulosa por el ingrediente celulosa de arriba,

NOTA DFE REIVINDICACIONES

Se reivindica como de propia y nueva invencidn a favor de
CANCER RESEARCH CENTER, con domicilio en Columbiay Missouri 65201
(Estados Unidos), lo especificado en las siguientes reivindicacio=-
nest
1%,~ Procedimiento de preparacién de la l-asparagina amido-hidrola

sa quimicamente unida a un medio de soporte, caracterizado en que

/
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comprende la unién quimica de una parte, al peso, de l-asparagina
amidohidrolasa, a entre cien ¥y quinientas partes, al peso, de un
medio de soporte insoluble en el agua.

28,- Procedimiento segin la reivindicécidn 12, caracterizado en
que dicha l-asparagina amidohidrolasa es enlazada covalentemente
al medio de soporte,

3¢,~ Procedimiento segin la reivindicacidn 22, caracterizado en
que dicho medio de soporte comprende un carbohidrato.

4t .- Procedimiento segin la reivindicacidén 3%, caracterizado en que
dicho medio de soporite comprende celulosa,

58 «Procedimiento segfin la reivindicacidn 3%, caracterizado en que
dicho medio de soporte comprende dextran.

6%, Procedimiento segin la reivindicagi6n 38, caracterizado en
que dicho medio de soporte carbohidrato estd modificado con gru-
pos de 4cido carbox{ilico.

7%,~ Procedimiento segin la reivindicacién 2%, caracterizado en
que dicho medio de soporte: es un polimero orgdnico que tiene gru-
pos suspendidos seleccionados de la clase que consta de grupos de
4cido carboxflico y deido carboxflico anhidrido.

8%,- Procedimiento segiln la reivindicacién 7%, caracterizado en
que dicho medio de soporte es un polimero aminodcido que compren-
de unidades derivadas de compuestos seleccionados del grupo que
consta de dcld aspdrtico y 4cido glutédnico.

98,~ Procedimiento segin la reivindicacidn 7%, caracterizado en
que dicho medio de soporte es un carbohidrato carboximetil modi-
ficado. |

10%,~ Procedimiento seglin la reivindicacidén 72, caracterizado en
que dicho medio de soporte es un polimero vinflico conteniendo
grupos suspendidos seleccionados de la cdase que consta de grupos

de 4cido carboxf{lico y de dcido carboxflico anhidrido.

vﬁ
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11%.~ Procedimiento segdn la reivindicacidn.l0?, caracterizado en
gue dicho medio de soporte es un copolimero de etileno y anhidriw
do maléico,

122,~ Procedimiento segin la reivindicacién 28, caracterizado en
que entre cinco y cincuenta partes, al peso, de dicho medio de
soporte se hallan presentes por cada parte, al peso, de l-aspara-
gina amidohidrolasa,

132,~- Procedimiento segin la reivindicacién 22, caracterizada en
qus dicha l-asparagina amidohidrolasa es enlazada a un medio de
soporte que contiene grupos suspendidos seleccionados de la cla-
se que consta de grupos de 4cido carboxflico y de 4cido carbox{li
co anhfdrido, a través de grupos amida formados mediante reaccién
entre grupos amina de dicha 1-aéparagina amidohidrolasa y dichos
grupos suspendidos carboxflicos del medieo de soporte,

1428,~ Procedimiento segtin la reivindicacién 138, caracterizado en
que dicho medio de soporte es un polimero vinflico,

158, Procedimiento'segﬁn la reivindicacién 142, caracterizado en
que dicho polfmero vinflico comprende unidades de Acido maléico
anhf{drido,

16%,~ Procedimiento segiin la reivindicacién 15¢, caracterizado en
que dicho polimero vinflico comprende un copolfmero de etileno

¥ 5cid6 maléico anhidrido.

172,~ Procedimiento segin la reivindicacién 132, caracterizado

en que dicho medio de soporte es un polimero aminodcido.,

182, - Procedimiento segdn la reivindicacién 172, caracterizado

en que el polfmero aminodcido comprende unidades derivadas de
compuestos seleccionados del grupo que consta de 4cido aspirti~-
co v 4cido glutdmico.

192, ~ Procedimiento segfin la reivindicacidén 172, caracterizado en

que dicho polfmero aminodcido es un polipéptido,
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20%,~ Procedimiento segin la relviﬁ@icacidn 138, caracterizado en
que de cinco a cincuenta partes, al peso, de dicho medio de sopor-
te, se hallan presentes por una parte, al peso, de l-asparagina
amidohidrplasa.

212,~ Procedimiento de preparacidén de la l-asparagina amidohidro-
lasa quimicamente unida a un medio de soporte, caracterizado en
que comprende poner en contacto un carbohidrato con bromure ciano
geno, bajo condiciones alcalinas, para formar un producto de reagc
cién entre ellos, y seguidamente poner en contarto una parte, al
peso, de l-asparagina amidohidrolasa con de 100 a 500 partes, al
peso, de dicho producto de reaccién para formar una aduccién quf-
micamente enlazad; que comprenda dicho carbohidrato y l-asparagi-
na amidohidrolasa,

228 - Pfocedimiento segin la reivindicacién 212, caracterizado en
que la aduccidn quimicamente anlazada se produce por la puesta en
contacto de cinco a cinguenta partes al peso de dicho producto de
reaccién con una parte al peso de l~asparagina amidohidrolasa,
23t .~ Procedimiento segiin la reivindicacién 228, caracterizado en
que dichas condiciones alcalinas, usadas para preparar dicho pro-
ducto de reaccidén constituyen un pH de, al menos, 1ll.

242,« Procedimiento segdn las reivindicaciones 1% a 3%, caractew
rizado en que se ponen en contacto de 100 a 500 partes al peso

de un carbohidrato que tenga grupos suspendidos de la férmula
/p
C/
\N3
una parte , al peso, de l-asparagina anidohidrolasa para formar

~CH, enlazada a 4dtomos de oxfgenoc de dicho carbohidrate, con

una aduccidn covalentemenﬁe enlazada de dichos carbohidrato y
l-asparagina amidohidrolasa,
25%,= Procedimiento segiin las reivindicaciones 12 a 3%, caracteri-

zado en que se ponen en contacto de 100 a 500 partes al peso del

l/.
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producto de reaccién de un carbohidrato y una diorganocarbodiimida

con una parte al peso de l=~agparagina amidohidrolasa para formar
una aduccidn covalentemente enlazada que comprende dichos carbo-
hidrato y l=-asparagina amidohidrolasa.,

26%,~ Procedimiento segdin la reivindicacién 252, caracterizado

en que dicha carbodiimida estd seleccionada del grupo que consta
de diciclohexilcarbodiimida, l-ciclohexil=3-(2-morfolinil)-l-etil-
carbodiimida metil~p-~toluenosulfonato, y 4-morfolino-dimetilami-
nopropilcarbodiimida,

27%,~ Procedimiento segiin las reivindicaciones 1% y 7%, caracteri
zado en que se ponen en contacto de' 100 a 500 partes al peso de
un medio de #oporte polimérico insoluble al agua que tiene grupos
de dcido carboxflico anhfdrido con una parte, al peso, de l-aspa-
ragina amidohidrolasa para formar una aduccién covalentemente en-
lazada que comprende dichos medios de soporte y l-asparagina ami-
dohidrolasa, )

282,~ Procedimiento segin la reivindicacién 27%, caracterizado en
que dicho medio de soporte es un polimero vinflico,

292,« Procedimiento segfin la reivindicaciédn 282, caracterizado en
que dicho polfmero contiene unidades de anhfdrido maléico,

302,~ Procedimiento segdn las reivindicaciones 12 a 3%, caracte-
rizado en que se ponen en contacto de 100 a 500 partes al peso
del producto de la reaccién de un carbohidrato y N~etil~5~fenil-
isooxazolio=3'=sulf@nato, con una parte, al peso, de l-asparagina
amidohidrolasa para formar una aduccidn covalentemente enlazada
que comprenda dichos carbohidrato y l-asparagina amidohidrolasa,
31%,.~ Procedimiento de preparacién de la l-asparagina amidohidro-
lasa quimicamente unida a un medio de soporte, caracterizado en
que se enlaza dﬁimicamente l-asparagina amidohidrolasa a entre cier

y quinientas partes al peso de un medio de soporte soluble en

i
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agua que comprende carbohidrato, para producir una enzima que des
componga la l~asparagina, teniendo dicha enzima estabilidad‘y pe~
80 molecular incrementados,
38%,~ Procedimiento segiin la reivindicacidén 312, caracterizado en
que dicho medio de soporie comprende dextran.
33%,~ "PROCEDIMIENTO DE PREPARACION DE LA L-ASPARAGINA AMIDOHIDRO
LASA QUIMICAMENTE UNIDA A UN MEDIO DE SOPORTE",

Tal y como se deja descrito en la memofia precedente, que
consta de veinta#seis hojas foliadas y mecanografiadas por una

sola de sus caras,

Madrid, 28 de Julio de 1,970

P.,A. de CANCER RESEARCH CENTER
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