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This application claims a bepefit of priority from U.S. Provisional Application
No. 60/451,842, the entire disclosure of which is herein incorporated by reference.
Field of the Invention
The present invention relates generally to a method of making 2',3’-
dideoxyinosine (ddI) from 2',3’-dideoxyadenosine (ddA), more particularly, the
present invention relates to a method of making ddI using adenosine deeminase
enzyme (ADA) derived from a human ADA nuclectide sequence.

Descrintion of the Backeround Art

Dideoxynucleosides are relatively stable nucleoside analogs. The
dideoxynucleoside 2°,3"-dideoxyinosine (ddI) has been shown to have useful
pharmacological activity as antiviral agents. Hartman, et al., Clin. Pharmacol. Ther.
47:647 (1990). In particular, ddX has been shown as useful when used alone or in
combination with 3'-azido-2’,3'-dideoxythymidine (AZT) in the treatment of AIDS.
Use of ddI has become increasingly important in light of the development of AZT
resistant strains of human immumodeficiency virus.

Efforts to synthesize dideoxynucleosides in the laboratory have been reported,
such as the deoxygenation of nucleosides at the 2* or 3’ position. Chem. Pharm.
Bull., 22:128 (1974). However, chemical synthesis is difficult due to steric .
hinderance and the instability of pucleosides under temperatire and pH conditions
normally required to drive reactions. Furthermore, the starting materials for the
synthesis are costly and not available in bulk. To date, it has not been possible to
scale up laboratory scale synthesis of dideoxynucleosides to industrial scale
commercial production of these compounds.

A number of processes are known for industrial scale production of ddI by
enzymatic deamination of dideoxyadenosine (ddA) by adenosine deaminase.
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Synthesis of ddI by deaminating 2°,3’-dideoxyadenosine using bovine adenosine
deaminase has been reported. Webb et al., Nucleosides & Nucleotides, 7(2):147-153
(1988). Scale up of a process of synthesizing ddI using bovine adenosine deaminase
has also been reported, including optimization of parameters, such as solvents and
buffers. Nucleosides & Nucleotides, 10(7):1499-1505 (1991).

U.S. Patent No. 5,011,774 to Farina ef al., discloses a process in which an
anomeric mixture of (D)-2'.3’-dideoxyadenosine is reacted with an ADA in a suitable
solvent to selectively favor the rate of enzymatic deamination of the more active f-
anomer of ddI. The processes uses commercially available ADA derived from calf
spleen. This process avoids the steps of chromatographic and crystallization
techniques necessary to separate out the undesirable a-anomer. However, a possible
disadvantage of using this process is the risk of transmission of Transmissible
Spongiform Eacephalopathy (TSE) when bovine sources of the enzyme are used.

U.S. Patent No. 4,970,148 to Yokozeki et al. discloses a process in which
2’,3'dideoxyadenosine (ddA) is contacted with a cuiture solution of a microorganism
containing ADA enzymes capable of converting the ddA to ddl. The process uses a
calture solution of whole microorganisms, cell homogenates, or products of cells
treated with lysozyme, salt, surface active agents, or the like as the source of the
ADA. One disadvantage of this method is that the natural source of the enzyme is
inherently unstable et a pH in excess of 8 and requires strict pH control. When
performed at a pH less than 8, the product ddl is only soluble in very dilute
concentrations (<1% weight volume), As a resuit, the method produces very little ddl
per baich. Furthermore, the ddI so derived must nndergo extensive porification
procedares to remove residual protein contamination in order to obtain the purified
ddl product. These purification procedures are costly and can result in loss of product
and reduced yields.

Japanese Patent Applications No. 5-219978 to Noguchi ez al., discloses a
method of producing nucleic acid related substances such as ddI including cloning the
gene coding for the appropriate enzyms, constructing an expression vector with
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regulatory sequences resulting in high expression of the gene, transforming a
microorganism with the expression vector to form a transformant, inducing
expression of the cloned gene, and extracting and isolating the enzyme so expressed.
The isolated enzyme is then used to produce the desired nucleic-acid-related
substance by reaction with a suijtable starting material, such as ddA. This method
produces a 100 fold increase in the amount of enzyme available for use as compared
to the Yokozeki patent. However, the enzymes isolated according to this method are
microbisl enzymes. As such, at least with respect to the ADA, the enzyme lacks
stability at pH valnes greater than 8. As a result, in order to obtain acceptable yields,
the pH must be closely regulated. Furthermore, this method produces a product that is
in intimate contact with the ADA. The reaction mixture is contaminated with
impurities such as unreacted ddA, nucleic acid by-products as well as the ADA and
the product Consequently, extensive purification methods must be performed in
order to isolate the ddI from the reaction mixture. Such purification methods typically
require repeated liquid chromatography or thin layer chromatography. These
purification procedures are not amenable to commercial scale up.

U.S. Patent No. 4,962,193 to Yokozeki et al., discloses a method of purifying
ddI from a process using an enzyme which uses a porous, non-polar resin to adsorb
the dd] onto the resin, separating the resin from solution, and fractionally eluting the
adsorbed ddI to obtain purified product. However, this method is preceded by
treatment to remove proteins and concentrate and filter the solution containing the
product prior to the final purification step. As a result, this method can be costly and

time consuming.

There is a present need for an industrial scale method of making ddi that
provides satisfactory yield without.the risk of transmission of TSE or the need to
undergo extensive purification procedures to remove residual protein, and that uses an
enzyme which is stable over a broad pH range.
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Summary of the Invention

The present invention is generally directed to a method of making ddI by
contacting ddA with an enzyme having ddA deaminase activity, which is immobilized
on an insoluble support. The present invention provides a method of making
didanosine (ddI) including the steps of: (a) obtaining an enzyme expressing ddA
deaminase activity; (b) immobilizing the enzyme onto an insoluble support; (c)
contacting the enzyme with a dideoxyadenosine (ddA) solution of at least about 4%
weight volume ddA in water for a time and under conditions to produce a ddI
solution; and (d) isolating the ddI from the ddI solution. Optionally, the resulting ddI
mother liquor is reused in subsequent runs to improve yield.

Detafled Description of the Invention
The, present inventjon is directed to methods of making ddI from ddA in a cost
effective and reliable manner which avoids the shortcomings of the prior art methods.

Previous methods of preparing ddI from ddA involve using commercially
available ADA, such as bovine ADA (available from Sigma) or ADA derived from
growing E. coli transformed with microbial ADA. The methods involve admixture of
the enzyme in solution with ddA to convert the ddA to ddl. Next, the ddI must be
removed from a solution containing a variety of contaminants, including the enzyme.
This requires substential purification and separation to obtain ddI from the
contaminated reaction mixture.

In contrast to these prior art methods, the present invention uses ADA, or
other enzyme capable of deaminating ddA, in an immobilized state. The
immobilization assists in improving stability of the enzyme in the reaction mixture,
More importantly, the immobilization allows for easy separation of the ddI final
product from the reaction mixture becanse a main contaminant, namely the enzyme,
remains immobilized on an insoluble support.

The invention further provides & new source of ADA. In a preferred
embodiment of the invention, ddI is made from ddA using ADA derived from
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growing organisms transformed with human ADA or conservative derivatives thereof.
One advantage of the present method is that human ADA is more stable than
microbial ADA over a broader pH range. When the reaction can be performed at a
pH in excess of about 8 the ddA remains stable and conversion efficiency to ddl is
improved. An additional advantage is that the ddI remains in solution at these pH’s
much more readily than at a pH of Jess than about 8. The characteristic of improved
solubility of the product ddI at high pH (>8) helps to enable reaction at higher
concentrations, and thus provide improved yields of ddL

The inventive methods use human ADA enzyme or other enzyme having ddA
deaminase capability, that has been immobilized onto an insoluble support. The
present invention takes useful advantage of the improved stability afforded the
enzyme which results from such immobil.int:!on. As a result, the reaction of ddA to
ddI can proceed at pH ranges that typically denature or otherwise interfere with the
activity of the enzyme. Additionally, immobilization of the ADA imparts a
convenient characteristic to the ADA, namely the ability to separate the enzyme from
the reaction product by simple filtration methods.

Adenosine Deaminase (ADA

The ADA of particular interest in the present invention is human ADA or a
conservative variant thereof, having amino acid sequence SEQ Iy NO:1 (Genbank
Accession number gill4043373). The human version of ADA was selected due to its
superior structural stability to that of microbial origin. In particular, the humap ADA
maintains significant activity in a relatively wide pH and range as compared to
microbial ADA. Furthermore, the human ADA is more resistant to degradation at
clevated temperatures as compared to that of microbial origin. The DNA sequence of
the human ADA is published as a cDNA sequence derived from buman mRNA which
is a 1,533 base sequence. See, Gwendolyn, S. et al.,, Mol. and Cellular Biology,
4(9):1712-1717 (1984).

The published sequence, or certain conservative variations thereof, may be
used to code for and obtain the desired ADA. SEQ ID NO:2 (Genbank Accession
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pumber gil14043372) is the published human cDNA sequence. Desirably, especially
when using E. coli as the host, SEQ ID NO:3 (Genbank Accession number
gil140433732) is used. SEQ ID NO:3 is a conservative variant of the published
human ¢cDNA in which codon preference substitntions have been made for arginine,

5 glycine, leucine, isolevcine and proline. As the genetic code is degenerated, these
codon substitutions do not result in an alteration of the amino acids coded for by the
sequence. Rather, the substitution improves recognition of the codons by E. coli. The
following codon preference substitutions may be used:

10 Tablel - erence Su ns
IAmino Acld Codon  [Substitute Codon
Fg'nine AGG
“ : AGG CGC
“ ICGG.
“ ICGG CGT
“ IAGA
lycine GGA GGT
* GGG T
™ ﬁGG
[[soleucine TA TT
I sucine A CTG
" CTA ICTC
N CTC IC1G
" CTT ICTG
line CCC ICCG
- CCA CCG
“ CT CCG
" CCA cCG
15 The invention further includes use of sequences including other minor

modifications, and all naturally occurring alleles, of the amino acid sequence set forth
in SEQ ID NO:1 that result in enzymes which have substantially equivalent activity.
Modifications may be deliberate, as by site-directed mutagenesis, or may be
spontaneous mutations. Alleles may be from any species. Preferred alleles are of

20 human origin. The invention includes use of all of these polypeptides so long as the
activity of the enzyme in deaminating ddA is retained.
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For example, the invention also includes conservative variations or equivalent
variants of SEQ ID NO:1. The terms “conservative variation” and “equivalent
variant” as used herein denote the replacement of amino acids by other amino acids
that have similar chemica] and biological properties, or that are genersally considered
equivalent.

For example, it is known in the art to substitute amino acids in a sequence with
equivalent amino acids, i.e. conservative variations. Groups of amino acids normally
considered to be equivalent are:

Ala (A), Ser (S), Thr (T), Pro (P), Gly (G);
Asn (N), Asp (D), Glu (E), Gln (Q);

His (H), Arg (R), Lys (K);

Met (M), Lea (L), e (D), Val (V); and

Substitutions, additions, and/or deletions in the enzyme sequences may be
made as long as the function of the ADA used in the methods of the invention is
maintained. Equivalent enzymes will normaily have substantially the same amino
acid sequence as the native enzyme. An amino acid sequence that is substantially the
same as another sequence, but that differs from the other sequence by means of one or
more substitutions, additions and/or deletions, is considered to be an equivalent
sequence, equivalent variant or conservative variation. Preferably, less than 25%,
more preferably less than 10%, of the number of amino acid residues in a sequence
are substituted for, added to, or deleted from the proteins of the invention.

The human ADA can be prepared by methods known in the art. Such methods
include biological synthesis and chemical synthesis. In biological synthesis, the
enzyme may be isolated directly from cells. Alternatively, it is known to prepare the
enzyme by providing DNA that encodes the enzyme, amplifying or cloning the DNA,
expressing the DNA in a suitable host, and harvesting the enzyme. For éxample, the
enzyme may be translated either directly or indirectly from a cDNA encoding the

9
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enzyme amino acid sequence. Inchmnicalsynti:esis.thefourbasesmusedasmw
materials to assemble the known amino acid sequence.

The DNA encodmg the ADA may be derived from an appropriate cDMNA
library by methods known in the art. See, for example, Gwendolyn, S. e al.,
Molecular and Cellular Biology, 4(9):1712-1717 (1984), the entirety of which is
herein incorporated by reference. The sequence has been assigned GenBank
Accession No. GL 14043372,

Generally, the entire DNA strand or additional fragments of the DNA can be
isolated by using a known DNA or a fragment thereof as a probe. To do so,
restriction fragments from a genomic or cDNA library may be identified by Southern
hybridizationusinglabelzdoligonu::leoﬁde probes. For example, DNA encoding the
enzyme can be isolated from bumen homogenated tissue by using a fragment of the
known sequence to propare one or more oligonucleotide probes. The probe is labeled
and used to screen a genomic or cDNA library in a suitable vector, such as phage
lambda. The cDNA library may be prepared from mRNA by known methods, such as
those described in Gubler and Hoffman, Gene, 25:263-270 (1983). Oligonucleotide
probes can be used to screen cDNA libraries from different tissues. The
oligonucletide probe should be labeled so that it can be detected upon hybridization to
DNA in the library being screened. These methods are well known in the art. The
DNA isolated is sequenced, and the sequence used to prepare additional
oligonucleotide probes. This procedure may be repeated to obtain overlapping
fragments until 2 complete open reading frame is produced.

MethodsforDNAamphﬁanonandclonmgmwel]knownmthem. See,
Cold Spring Harbor Laboratory, NewYoai(ZOOl) theenuretyofwhlchlshmm
incorporated by reference. It is convenient to amplify the clones in the lambda-gt10
or Jambda-gt11 vectors using lambda-gt10 or lambda-gt1 1-specific oligomers as the
amplimers (available from Clontech, Palo Alto, CA). Other amplification procedures
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that are well known in the art such as ligase chain reaction (LLCR), Repair Chain
Reaction (RCR), and PCR oligonucleotide ligation assay (PCR-OL.A) can also be
used to amplify the nucleic acids of the invention.

As an alternative to the aforementioned biological synthesis of the gene, it is
possible to chemically synthesize the gene, based on the reported DNA sequence
using methods known in the art. Such methods include those described in “Modem
machine-aided methods of oligonucleotide synthesis”, Brown T and Dorcas, 1.S., In
Oligogucleotide and Analogues 3 Practical Approach, Ed. F. Eckstem, IRL Press,
Oxford UK (1995), the entirety of which is herein incorporated by reference. DNA
can also be synthesized by preparing overlapping double-stranded oligonucleotides,
filling in the gaps, and ligating the ends together. See, generally, Sambrook et al., and
Glover, D.M. and Hames, B.D., eds. Clonipg, 2nd Ed., Vols. 14, IRL Press, Oxford,
UK (1995).

In the event there is any concern regarding potential viral contamination
related to human sources of DNA, such as for compliance with regulatory
requirements, then the chemical synthesis method of obtaining the DNA is preferred.

B. _Expressing the ADA

The recombinant DNA molecules, obtained as described above, contain
polynncleotide sequences encoding human ADA. This recombinant DNA may be
cloned in a snitable host cell and expressed by methods well known in the art.
Generally, the cloned gene is provided with expression vectors which direct
expression of the enzyme in an appropriate host cell. The enzyme may be then be
recovered from the host cell. See, Sambrook et al (2001), for methods relating to the
manufacture and manipulation of nucleic acids.

The amplified or cloned DNA can be expressed in a snitable vector, preferably
an expression vector, by methods known in the art. See, generaily, Sambrook ez al.
(2001). Expression vectors are capable of directing the expression of genes to which
they are operably linked. Expression vectors of ntility in recombinant DNA
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techniques are often in the form of plasmids. However, the invention may include
other forms of expression vectors, such as viral vectors (e.g., replication defective
retroviruses, adenoviruses, and the like), which serve equivalent functions.
Preferably, the expression vector is a plasmid, as disclosed in U.S. Patent No.
6,068,991, the entirety of which is herein incorporated by reference.

Vector DNA, preferably in the form of expression vectors including regulatory
sequences, can be introduced into prokaryotic or eukaryotic host cells via
conventional transformation or transfection techniques. As used herein, the terms
"transformation" and "transfection" are intended to refer to a variety of art-recognized
techniques for introducing foreign nucleic acid into a host cell, including calcium ~
phosphate or calcium chloride co-precipitation, DEAE-dextran-mediated transfection,
liposome mediated transfection (lipofection), or electroporation. Suitable methods for
transforming or transfecting host cells can be found in Sambrook, ef al. (supra), and
other laboratory menuals.

The expression vectors preferably contain at least one expression control
sequence that is operatively linked to the DNA sequence or fragment to be expressed.
The control sequence is selected on the basis of the host cells to be used for
expression and inserted in the vector in order to control and to regulate the expression
of the cloned DNA sequence.

L 4

Within a recombinant expression vector, "operably linked" is intended to mean
that the nucleotide sequence of interest is linked to the regulatory sequence(s) in a
manner which allows for expression of the nucleotide sequence (e.g., in an in vitro
transcription/transiation system or in a host cell when the vector is introduced into the
host cell).

The term "regulatory sequence” is intended to include promoters, enhancers
and other expression control clements (e.g., polyadenylation signals). Such regulatory
sequences are described, for example, in Goeddel, Gene Expression Technology:
Methods in Enzymology, 185, Academic Press, San Diego, CA (1990). Regulatory
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sequences include those which direct constitutive expression of a nucleotide sequence
in many types of host cells and those which direct expression of the nncleotide
sequence only in certain host cells (e.g., tissue-specific regulatory sequences).

Examples of useful expression control sequences are the lac system, the trp
system, the Zac system, the trc system, major operator and promoter regions of phage
lambda, the control region of fd coat protein, the glycolytic promoters of yeast, e.g.,
the promoter for 3-phosphoglycerate kinase, the promoters of yeast acid phosphatase,
(e.g., Pho5), the promoters of the yeast alpha-mating factors, and promoters derived
from polyoma, adenovirs, retrovirus, and simian virus, e.g., the early and late
promoters or SV40, and other sequences knowa to control the expression of genes of
prokaryotic or eukaryotic cells and their viruses or combinations thereof.

Examples of suitable inducible non-fusion E. coli expression vectors include
regulatory sequences such as pTre (Amann et al., (1988) Gene 69:301-315) and pET
11d (Studier et al., Gene Expression Technology: Methods to Egzymology 185,
Academic Press, San Diego, California (1990)). Target gene expression from the pTrc
vector relies on host RNA polymerase transcription from a hybrid trp-lac fusion
promoter. Target gene expression from the pET 11d vector relies on transcription
from a T7 gni0-lac fusion promoter mediated by a co-expressed viral RNA
polymerase (T7 gnl). This viral polymerase is supplied by host strains BL2 1(DE3) or
HMS174(DE3) from a resident lambda prophage harboring 2 T7 gnl gene under the
transcriptional control of the lacUV 5 promoter.

Suitable host cells can be any prokaryotic (e.g., E. coli) or eukaryotic cell
(e.g., insect cells, yeast or mammslian cells). Some suiteble prokaryotic hosts
include, for example, E. coli, such a5 E. coli SG-936, E. coli HB 101, E. coli DH5¢,
E. coli X2282, E. coli DHI, and E. coli MRC), E. coli BL21, Pseudomonas sp.,
Bacillus sp., such as B. subtilis, and Streptomyces sp. Suitable eukaryotic cells
include yeasts and other fungi, insect, anitpal cells, such as COS cells and CHO cells,
human cells and plant cells in tissue culture. Preferably, the host cell is E. coli.

11
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It will be appreciated by those skilled in the art that the design of the
expression vector can depend on such factors as the choice of the host cell to be
transformed, the level of expression of protein desired, and the like. The expression
vectors of the invention can be introduced into host cells to thereby produce ADA,
including fusion proteins or peptides, encoded by nucleic acide as described herein.

Often, in fusion expression vectors, 2 proteolytic cleavage site is introduced at
the junction of the fusion moiety and the recombinant protein to enable separation of
the recombinant protein from the fusion moiety subsequent to purification of the
fusion protein. Such enzymes, and their cognate recognition sequences, include Factor
Xa, thrombin and enterokinase. Typical fusion expression vectors include pGEX
(Pharmacia Biotech Inc; Smith and Johnson (1988) Gene 67:31-40), pMAL, (New
England Biolabs, Beverly, MA) and pRITS5 (Pharmacia, Piscataway, NJ) which fuse
glutathione S-transferase (GST), maltose E binding protein, or protein A, respectively,
to the target recombinant protein.

One strategy to maximize recomnbinant protein expression in E. coli is to
expressmepmtunmahostbnctemthhanxmpmedcapmtytoproheolyhcaﬂy
cleave the recombinant protein (Gottesman, Geps S LM
in Enzymology 185, Academic Press, San Diego, Cahformn(1990)pp 119-128).
Another strategy is to alter the nucleic acid sequence of the nucleic acid to be inserted
into an expression vector so that the individual codons for each amino acid are those
preferentially utilized in E. coli (Wada et al. (1992) Nucleic Acids Res. 20:2111-
2118). Such alteration of nucleic acid sequences of the inveation can be carried ont
by standard DNA synthesis techniques or site-specific mutagenesis.

The cells are grown under conditions well known in the art. Expression of the
cloned gens is induced to express large amounts of the enzyme. Preferably, an E. coli
expression vector is used including the lac system promoter system. Expression of
ADA is preferably induced using IPTG.

12




10

15

25

30

WO 2004/078993 PCT/US2004/006103

. Isolati d Puri iog o
Generally, enzymes can be isolated from a solubilized cell fraction by standard
methods. Some suitable methods include precipitation and liquid chromatographic
protocols such as jon exchange, hydrophobic interaction, and gel filtration. See, for
example, Methods Enzymol. - Guide to Erotein Chemistry, Deutscher, Ed., Section
VII pp. 182-309 (1990); and Scopes, Protein Purification, Springer-Verlag, New York
(1987), which are herein incorporated by reference.

Alternatively, purified material is obtained by separating the enzyme on
preparative SDS-PAGE gels, slicing out the band of interest and electroeluting the
protein from the polyacrylamide matrix by methods known in the art. The detergent
SDS is removed from the protein by imown methods, such as by dialysis or the use of
a suitable column, such as the Extracti-Gel column from Pierce. Mixtures of enzymes
can be separated by, for example, SDS-PAGE in accordance with the method of
Laemmli, Nature 227:680-685 (1970). Such methods are well known in the art.

There are no particular limitations to the method of purifying the protein so
long as undesirable contamination is effectively removed. An economical method is
to break down the cells by passing the fermentation broth through & microfluidizer to
release the enzyme from the cells. Addition of a filter aid and a flocking agent (e.g.,
PEI available from VWR International, South Plainfield, NJ) to the stirred broth
renders the contaminants such as proteins and other cellular debris insoluble. A
suitable filter aid is CELITE (available fromn World Minerals, Inc., Santa Barbara,
CA). The soluble enzyme may then be removed from the broth by filtration with an
appropriately sized filter. Desirably, the filter will allow the soluble active enzyme to
pass through while allowing insoluble fractions of cellular proteins and other
contaminants to be retained by the filter. The enzyme can then be concentrated in
solution using an ultrafilter. A 30,000 molecular weight cut off (MWCO) filter is
useful for this purpose.

13
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Assay ADA Activity

The enzyme so derived should be assayed for activity. As used herein, a unit
(U) of enzymatic activity is that amount of enzyme which will deaminate 1 pmol of
ddA per minute at 37°C. Desirably, the final enzyme titer is from about 650-750
U/ml. The assay may be performed by adding enzyme to a 2.4% solution of ddA at
37°C. The reaction is allowed to proceed for 15 min while gently stirring.
Tetrahydrofuran is added to stop the reaction. A sample is taken and run on HPLC to
determine the amount of ddI formed.

Immobilk A

Once the enzyme is purified, it is desirable to treat the enzyme solution with
an appropriate buffer to a pH of about 7.3 to about 7.6. There are no particular
limitations to the type of buffer uged, although phosphate buffer is preferred.
Desirably, the solution is diluted with buffer to an activity of from about 250 to about
350 U/ml.

The purified enzyme is first immobilized onto a support that is insoluble in the
reaction solution before reaction with ddA. There are no particular limitations as to
the type of support used 50 long as the enzyme may be immobilized thereon. In
general, the aforementioned dilute solution of buffered enzyme is added to a solution
containing an insoluble support, some of which require activation by an activating
agent such as a crosslinking reagent. ‘The crosslinking reagent serves to covalently
bond the ADA to the support via an amine grovp on the ADA.

The support remains insoluble, and maintains the enzyms insoluble in the
reaction solution, during the course of the reaction. Desirably, the support is a solid
resin material having a diameter of about 250-600 microns. Suitable supports
include, for example, IPS-400 (available from U.O.P., Des Plaines, JA) or
EUPERGIT (available from Rohm America Inc, Piscataway, NJ).

There are no particular limitations to the croaslinking agent as long as it
covalently attaches the enzyme to the support. Selection of crosslinking ageats will
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depend on the support selected and will be readily apparent to those having skill in the
art. Suitable combinations of resin support and crosslinking agents are Celite and
glutaraldehyde, IPS-400 and glutaraldehyde, Sepharose and CNBr and resin supports
functionalized with either primary amines or carboxyls and carbodiimides. Other
appropriate combinations of solid and crosslinking reagents will be apparent to those
having ordinary skill in the art.

The immobilization of enzyme onto the support may be performed in a batch
or continuous process. A batch process may be performed, for example, by mixing
the buffered enzyme solution with activated support for a number of hours. The
immobilized enzyme is then collected using 2 simple filtration technique. The
particle reteation size will be determined by the size of the solid support. For use
with IPS-400, & filter having a particle size retention of from about 20 um to about 30
pm is useful. Vacuum may be appli.ed to speed recovery, however the support should
not be dried.

Alternatively, the activated support can be collected on a filter with particle
retention size sufficient to retain the solid support. The buffered enzyme solution is
then passed over the support. The enzyme mother liguor from the filtration will be
passed through the filter repeatedly to maximize immobilization of the enzyme. In a
continuous process, the solid support may be slurried and poured into a
chromatograpby column, After recovery the immobilized enzyme is rinsed with
water to remove any impurities or unbound enzyme. Preferably, a titer of the
immobilized enzyme is at least about 40U,
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Reacting ddA with ADA

The immobilized ADA is then admixed with 2 ddA solution to obtain ddl.
During reaction of ddA to ddI, ammeonia is generated. Since ddA is added to the
enzyme in more concentrated solutions than in the prior art, the ammonia byproduct
in the mixture can canse the pH to be elevated in a range of from about 9.2 to about
9.5. Use of microbial ADA or unbound ADA under these conditions is not expected
to proceed to completion because the enzyme will become inactivated at these
elevated pH’s. However, use of the human version of the ADA immobilized on a
solid support diminishes such degradation. As a result, the ADA retains activity and
the reaction proceeds at a faster, more productive pace, than has heretofore been
possible.

The reaction is performed at a temperature of from about 20°C to about 50°C.
Desirably, the reaction is maintained at a temperatare of about 25-30°C. The reaction
can be performed at lower temperatures, however this will result in a longer reaction
time. Performing the reaction at temperatures in excess of about 50°C can result in
imapairment of enzymatic activity and/or denaturing of the enzyme.

Comimercially available ddA (availabje from Ajinomoto, Tokyo, Japan) is
added to the immobilized ADA in water in a batch or continuous bulk process. The
reaction may proceed using concentrations of ddA well above those used in methods
in which the ADA is not immabilized. An acceptable range of concentration of ddA ‘
in the reaction solution is from about 1% to about 15%. Desirably, a solution of about )
4% to 10% of ddA, more desirably a solution of about 5-6% ddA in water is added to
the irmmobilized ADA. 'I'lllereactionisallowedtoprooeedunderconditionundfora
time so that until about 1% or less of the ddA remains.

In a batch process, the ddA will be added to a suspension of immobilized
ADA in water and allowed to react. Complete reaction should take about 5to 8
hours. Once completed, the immobilized ADA can be recovered for reuse by
filtration followed by washing with water. Furthermore, the mother liguor, aftex
removal of ddI product, can be reused to maximize yield.
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In a continuous process, a ddA solution may be added to a columm packed
with immobilized ADA. Desirably, the height to diameter ratio will be about 6,
although the ratio is not critical. The ddA solution will be added at a rate and for a
time so that about 1% or less of the ddA remains. Complete reaction should take
about 120 hours. The flow rate will be dependent on the size of the column,
concentration of ddA, and temperature of the reaction. Alternatively, a continnous
process may be used in which the ddA solution is recycled through the packed
column. The ddA solution will be recycled at a rate and for a time so that about 1%
or less of the ddA remains. The flow rate will be dependent on the size of the column,
concentration of ddA, and temperature of the reaction. Selection of the rate of
introduction of ddA solution will be readily apparent to those of skill in the art.

Recovering ddl
After reacting the ddA to ddlI, the ddi is present in solution in the form of an

ammonium salt at high pH (>8). In the recovery step, the ddI is removed from
solution. This is achieved by crystallizing the ddI out of solution. A simple
distillation process may be used to drive off ammonia, a side product of reaction and
produce the free acid form of ddl. The distillation can be performed sequentially with
a first distillation bringing the solution to a concentration of about 10-12% (based on
initial ddA) followed by addition of water and further distillation until the
concentration again reaches about 10-12% and the pH of the ddI shary is less than
about 8. The suspension may then be cooled to about 0-5°C and held for at least one

hour.

The ddI can be filtered and the cake washed with acetone. The solids may
then be dried to a constant weight, for example under vacoum at about 45-50°C.
Desinbly.thcreacﬁmmotherﬁquormaybem;inedformuseinthebmhor
continuous processes reacting ddA to ddl. Additionally, the aqueous wash may also
be reused.
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Yields of about 82% may be obtained without any recycling. However, when
the reaction mother liquor is recycled, yields can be increased to about 96-99%. The
resulting ddl is greater than 99% pure.

The following Examples are intended to show the practice of the invention and
are not intended to restrict the scope of the present invention. All percentages are in
weight/volume unless otherwise indicated.

The entire disclosure of each document cited (including patents, patent
applications, journal articles, abstracts, laboratory manuals, books, Genbank
Accession numbers, SWISS-PROT Accession numbers, or other disclosures) in the
Background of the Invention, Detailed Description, Brief Description of the Figures,
and Examples is bereby incorporated herein by reference in its entirety. Further, the
hard copy of the Sequence Listing submitted herewith, in addition to its
corresponding Computer Readable Form, are incorporated herein by reference in their

Exampie 1
Preparation of recombinant E. coli transformed with

a human adenosine deaminase (ADA) pene

E. coli expression plasmid, pPBMS2000, was digested with restriction
enzymes, BspHI and BamH]I, and fractionated on 0.7% agarose gel. The fragment
corresponding to the 4.5 Kb was excised from the gel, eluted, concentrated by ethanol
precipitation. The gynthetic buman ADA DNA was excised from the plasmid
containing the gene coding for the buman ADA gene with the restriction enzymes,
Nco I and BamHL . The Ncol-Bam HI fragment containing the synthetic human ADA
gene was ligated to the 4.5Kb fragment of pBMS2000 obtained by digestion with the
restriction enzymes, BspHI and BamHL The ligated DNA was transformed into E.
coli bost, BL21. The transformed cells were plated onto Lauria Broth agar plates
supplemented with 30pug of neomycin sulfate. Restriction enzyme analysis was
performed on some of the colonies as well as SDS-PAGE analyzsis. One of the
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colonies with the correct restriction analysis and the enzymatic activity was selected
to be carried forth.
Example 2
Fermentation of recombinant E. coli containing
5 the synthetic human adenosine deaminace gene

Fermentation Medium Formulations

Seed mediom (per 100 ml)
Reagent Amount
Soytone lg
Yeast extract 05¢g
NaCl 0.16g
Neomycin sulfate (657mg/g) 2.0 mg
10
Base medium (per liter)
Reagent Amount
KoHPO, 14g
Citric acid 2g
Yeast extract 32g
NaCl 16g
MgS0,-7H;0 22g
Neomycin Sulfate 18 mg
Glycerol 3.4 ml
PPG 0.2 ml
Feed medium (per liter)
Reagent Amount
Cerelose 200g
Yeast extract 100 g
Neomycin sulfate 18 mg
15
PH Control - Base
Reagent Amount
Concentrated NH,OH 250 ml
| H,0 750 ml
PH Control - Acid
| Reagent Amount
85 % Phosphoric acid 200 ml
Water 800 ml

19
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A. Preparation of seed gtock

0.2ml of thawed recombinant E. coli is inoculated into a 500 ml Erlenmeyer
flask containing 100 ml of the seed medium as described above. This is incubated by
shaking the flask in a gyratory incubator at 300 rpm at 28°C for 24 hours to prepare

an inoculum.

B. Fermeptation

50 m] of the inoculum is inoculated into a 5 liter fermenter having a | liter
working volume. Operating conditions are: a temperature of 28°C; 1000 rpm
agitation; aeration of 1 vvm; dissolved oxygen (DO) setting is recorded and defined at
100%; pH controlled with NH,OH and phosphoric acid to pH 6.8 to 7.2.

2 liters of the feed medium is prepared as follows. Ramp feeding is initiated
after 6 hours using a feeding rate of 5 ml/hr increasing at 1.2 ml/hr/hr. The cells are
allowed to grow for 24 hours with monitoring. Air flow, feed rate, and temperature
are adjusted as required to control DO to greater than or equal to 20% of the initial
setting. The temperature of the culture is then decreased to 16°C. The cells are
induced with isopropyl p-D-thiogalactoside (IPTG) to the final concentration of 80
jig/m] between 16-18 hours post-inoculation. The optical density at 600 nm is
between 20-30. Monitoring and feeding is continued for 40-48 total hours or untii the
feed is utilized. The broth contains 84 units/ml of solution. (1 unit (U) = 1 pmel of
ddA deaminated/min at 37 °C).

Example 3
Isolation and immobilization of the human ADA

from the recombinant E. coli fermentation

10 L of fermentation broth is passed through a microfluidizer (M-110Y model,
svailable from Microfluidics, Newton, MA). Operating pressure is at 12,000-20,000
psi until at least 90% of the activity is released from the cell. Activity is measured by
taking a portion of the microflnidized broth, centrifuging the sample, and measuring
the activity in the supernatant portion. The amount of activity in the supernatant
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represents the amount of activity released. Normally one pass through the
microfluidizer is required.

To 10 L of weli-stirred microfluidized broth, is added 1.5 kg of CELITE (final
concentration 15% w/v). Then, 0.30 L of 10 % aqueous polyethyleneimine (PEI)
(final concentration 0.3% v/v) is added. This is stirred for at least 30 minutes then
filter to remove the insolubles. The cake is washed with 3.0-4.0 L of water.

The clarified filtrate is ultrafiltrated through a 30,000 MWCO filter cassetie
(Pellicon 2 unit, polyethersulfone low protein binding cassette, 0.5 m?® filter arca,
available from Millipore, Bedford, MA) to a final enzyme titer of between 650-750
U/ml. The sample is diluted with 1.25 L of 50 mM phosphate buffer pH 7.3-7.6 (to
an enzyme activity of 250-350 U/ml).

To 550g IPS-400 protein immobilization support, is added 2.75 L. of 2.5%
glutaraldehyde. This is gently stirred at room temperature for 2 hours and decanted or
filtered onto a size 60 mesh filter. The activated support is washed 10 times with 4 L
water.

To the diluted enzyme solution (~0.95L) is added 1.10 kg activated IPS-400
immobilization support and gently stirred for 2 hours at 20-25 °C. The immobilized
enzyme is collected on a filter having an effective pore size sufficient to retain the
immobilization support and washed with 5 volumes of water.

Alternatively, the IPS-400 is slurried in tap water and collected on a Buchner
funnel fitted with fast flow filter paper with 20 to 30 um particle size retention (grade
604 or 415). Vacuum is applied to remove excess water but the support is not dried.
The diluted enzyme is added to the resin, vacuum (20" Hg) is applied and the mother
liquor collected. Vacuum is stopped, the mother liquor sampled (pass #1) for activity
then added back to the support and vacuum is reapplied. This is repeated four more
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times for a total of five passes over the IPS-400. After the 5® pass, 1.5 L of water is
added to the regin and vacuum applied to wash the immobilized enzyme.

As another alternative, the IPS-400 is slurried in tap water and poured into a
chromatography column. The bed is allowed to settle, then water is passed through
the column (up flow) to rinse the support. The diluted enzyme solution is pumped
through the column (1 to 25 ml/min.). After addition of the enzyme, 1.5 L of water is
pumped over the column to wash the immobilized enzyme.

The immobilized enzyme assays show an enzymatic activity of ~100U/g. (1
unit = 1jumol of ddA deaminated/min at 37°C).

Example 4
Preparation of ddI from ddA using the recombinant human ADA
immobilized enzyme (batch)

100.0 g ddA is added to 1900 ml of water at 30 °C (mother liquor from
previous runs can also be used). After the ddA has been added (complete dissolution
is not necessary), 4000 U of immobilized rec human adenosine deaminase is added.
The reaction is maintained at 30 °C while stirring. The reaction is complete
(approximately 5-8 hours) when the Jevel of residual ddA is less than or equal to 1%
of the original amount of ddA added. The enzyme solids are removed by filtration
(20-30 pm media) and the enzyme cake is washed with 100 ml water. The used
enzyme is beld as & wet cake at 0-5 °C (for up to 72 hours) and can be recycled to
enother batch. The ddlI solution is filtered through a CUNO filtration pad (0.4 to 1
micron), then through 0.2 micron filter media.
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Example 5
Preparation of ddI from ddA using the recombinant human ADA

immobilized enzyme (continuous column)

A column (W/d ratio=6) is slurry packed with 380 U of immobilized rec human
adenosine deaminase with water. The column is washed with 30 mM of NH,CH to
pH 9.5 then with water to pH 6.5-7.5. 'While maintaining the temperature at 20 °C, a
4 % solution of ddA in water is passed through the column at a rate of 7.2 ml/min. for
120 hours. The effluent from the column is at pH 9.2-9.5 and contains >99% ddI with
<1% ddA remaining. The resulting ddl solution is fltered through a CUNO pad and a
0.2p filter before final isolation.

Example 6
Preparation of ddI from ddA using the recombinant human ADA

immobilized enzyme (recycle colomn)

A column (h/d ratio=2.7) is slurry packed with 1000 U of immobilized rec
human adenosine deaminase with water. 25.0 g of ddA is dissolved in 475 ml of
water (or a mother liquor from previous batch, diluted with water to 475 ml) at 30 °C
in a 3-neck round bottom flask equipped with a mechanical stirrer. The ddA solution
is circulated at 30 °C through the enzyme column at ~50ml/min (circulation speed

can be varied as necessary).

The reaction is complete (approximately 3-9.5 hours) when the level of
residual ddA is less than or equal to 1 % of the original amount of ddA added by
HPLC analysis. The column is then rinsed with 25 ml of water and can be held at 0-5
°C (for up to 72 hours) for reuse. The resulting ddI solution is filtered through a
CUNO pad and a 0.2 pm filter before finsal isolation.

\ 1



10

15

WO 2004078993 PCT/US2004006103

Example 7
Isolation of ddI

The ddI solution is distilled under vacunm at an internal batch temperature of
20-40 °C. The distillation is stopped when the concentration of ddI reaches 10-12 %
wiv based on initial ddA. Typically the pH is 8.1-8.3 at this point. Additional water
is added and distillation is then continued until the concentration again reaches 10-12
%, and the pH of the ddI slury is less than 8 (typically 7.8-7.9). The ddI suspeasion
i8 cooled to 0-5 °C and beld for at Jeast 1 hour. The cold slurry is Hltered and the
cake is washed with 0-5 °C water, The mother liquor and aqueons wash can be
retained for recycling in another batch.

The cake is washed with 0-5°C acetone. The solids are dried under vacuum at
45-50°C to a constant weight. Yields of ~82 % for the first run and 96-99 % for four
subsequent runs (>96 % overall) are expected with mother liquor recycling. The
resulting ddI is >99 % pure.

Com ve e
Comparison of E. coll ADA activity and recombinant human immobilized ADA

Microbial ADA from recombinant E. coli was partially purified and isolated as
an ammonjumn sulfate suspension. E coli fermentation broth (42U ADA/ml,, 2 L)
was centrifuged and the cell pellet was collected and washed with 1 L. 100 mM
phosphate buffer pH 7.5. The cells were again centrifuged and resuspended in 2 L of
the above buffer plus 20% glycerol. The cells were passed once through a
microfluidizer. Cell debris was removed by centrifugation and the resulting
supernatant was concentrated by ultrafiltration through a 30,000 MWCO cassette.
The enzyme was concentrated to a final titer of 390U/ml. Ammonium sulfate was
added to a 50% saturation, the resulting precipitate was collected by centrifugation
and re-suspended in 100 ml deionized water. The final titer of the slurry was
740U/ml; the protein content of the slurry was ~75 mg/ml.
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The following Table describes the conversion of a 52-60g/L. solution of ddA in
water to ddI using the microbial adenosine deaminase as described above versus an
example using the recombinant human ADA immobilized enzyme following the
general procedure in Example 4. As can be seen from the results of Table 2, the

5 recombinant human immobilized enzyme is significantly more stable than microbial

enzymes and allows for the completion of the reaction with less units of enzyme and

in a short period of time.

Table 2 - Comparative Yields of ddA from E. coli Versus Recombinant Human

10

ADA

\%0

Source of
ADA

Enzymatic
Activity
(U/g ddA)

Reaction
Temperature
o)

Reaction
Time

(bours)

Conversion o
ddA to ddI
(%)

E. coli

(NH4)2S04
suspension

87.5

40

16

16

E. coli
(NE4)280,
suspension

125

37

24

26

Recombinant
human
ADA

4.5

100

Recombinant
human

. bilized
ADA

1.5

100

Thus, while there have been described what are presently believed to be the

15 preferred embodiments of the present invention, other and further embodiments,
modifications, and improvements will be known to those skilled in the art, and it is
intended to include all such further embodiments, modifications, and improvements
and come within the true scope of the claims as set forth below.

25
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WHAT IS CLAIMED J§:

A method of making didanosine (ddI) comprising the steps of:

(a) obtaining an enzyme expressing ddA deaminase activity;

(b) immobilizing the enzyme onto an insoluble support;

(c) contacting the enzyme with a dideoxyadenosine (ddA) solution of
at least about 1% weight volume ddA in water for a time and under
conditions to produce a dd] solution; and

(d) isolating the ddl from the ddl solution.

The method of claim 1, wherein the ddA solution in the contacting step is
from about 2% to about 10% weight volume ddA in water.

The method of claim 1, wherein a pH ‘during the contacting step is from about
8.0 to about 9.5.

The method of claim 3, wherein substantially all of the ddI resists precipitation
out of the ddI solution in the contacting step.

The method of claim 1, wherein the insoluble support is functionalized to
allow attachment of the enzyme thereto.

The method of claim 5, wherein the attachment of the enzyme to the insoluble
support is achieved using an activating agent.

The method according to claim 1, wherein the enzyme is human adenosine
deaminase (ADA).

The method of claim 7, wherein the ADA has the amino acid sequence of SEQ
ID NO:1, or conservative variations thereof,

The method of claim 7, wherein the ADA is coded for by a nucleotide having
SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO:3, or conservative variations thereof.

26
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

The method according to claim 1, wherein the obtaining step includes
expressing human adenosine deaminase (ADA) or a conservative variant
thereof in a transformed organism and isolating the ADA from the organism.

The method of claim 10, wherein the transformed organism is E. coli.

The method of claim 10, wherein the insoluble support is functionalized to
allow attachment of the enzyme thereto.

The method of claim 12, wherein attachment of the enzyme to the insoluble
support is achieved using an activating agent.

The method of claim 10, wherein an activity of the enzyme immobilized on
the insoluble support is at least about 40 U/g.

The method of claim 10, wherein a pH during the contacting step is from
about 7.5 to about 9.5.

The method of claim 10, wherein said contacting step is a continuous process
performed using a packed column.

The method of claim 10, wherein the ddA solution in the contacting step is
from about 4% to about 15% weight volume ddA in water.

The method of claim 17, wherein the ddA solution is from about 5% to about
8% weight volume ddA. in water.

The method of claim 10, wherein the isolating step includes sequentially
distilling the ddI solution and adding water until a ddI slurry in aqueous

mother liquor is obtained and the pH is less than about 8.

The method of claim 10, further comprising the steps of:

- 27
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(a) retaining a reaction mother liquor after the isolating step; and

(b) repeating the contacting step at least once using the reaction mother liquor
to prepare the ddA solution; and

(c) repeating the isolating step at least once.

21.  The method of claim 20, wherein the isolating step produces a yield of at least
about 96% ddlI that js at least about 99% pure.
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<210> 1

<211> 363

<212> PRT

<213> Homo sapians

<220>

<221> MISC_FEATURRE

<2232> (1)..{363)
<223> gi 14043373

<400> 1
Met Ala Gln Thr Pro Ala FPhe

1 : 5

His Leu Asp Gly Ser Ile Lys
20

Arg Arg Gly Ile Ala Leu Pro
35

Val Ile Gly Met Asp Lys Pxo
50 55

Phe Asp Tyr Tyr Met Pro Ala
65 70

Arg Ile Ala Tyr Glu Phe Val
85

Tyxr Val Glu Val Arg Tvr Berx
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SEQUENCE LISTING

Asp Lys

Pro Glu

Ala Asn

Leu Thr

Ile Ala

Glu Met

Pro His

Pro Lys Val Glu l.eu His Val
10 15

Thr Ile Leu Tyr Tyr Gly Arg
30

Thr Ala Glu Gly Lieuz Leu Aan
45

lLeu Pro Asp Phe Leu Ala Lys
60

Gly Cys Arg Glu Ala Ile Lys
75 a0

Lys Ala Lys Glu Gly, Val Val
90 95

Leu Leu Ala Asn Ser Lys Val

70



Glu

Val

Aly
145

Ile

225

His

305

Glu

WO 2004/078993

val
130

Val

val

Leu

Him
210

Glu

His

Ile

115

Ala

Lys

Pro

Ala

Pro

155

Ala

Leu

275

Sar

AsSp

100

Ala

Lys

Ile

1a0

Gly

Val

Glu

Glu
260

Phe Lys Arg

val

val
165

His

Asp

245

Ile

Glu

Gln

Leu
325

Gly

Sar

150

val

Leu

val

His

Ile

230

Gln

His

Met
310

Asn

105

Gln Ala Glu
120

Gln Gly Leu
135

Ile Leu Cys

Glu Leu Cys

Ala Gly Asp
185

Gln Ala Tyr
200

Ala Gly Glu
215

Leu Lys Thr

Ala Leu Tyr

Pro Trp Ser
265

Ala val Ile
280

Asp Asp Pro
285

Thr Lys Arg

Jle Asn Ala

Gly Asp

Gln Glu

Cys Met
155

170

Glu Thr

Gln Glu

Val Gly

@lu Aryg
235

Asn Arg
250

Her Tyx

Leu Ile

Asp Met
315

Ala Lys
330

125

Gly Glu
140

Arg His

Ile Pro

Ala Val
205

Sar Ala
220

Lau Gly

Leu Thr

Lys Asn
285

300

Gly Phe

Sar Ser

110

Pro

Arg

Gln

Gln

Gly

190

Glu

Bis

Gln

Gly

270

Asp

Pro

Gln

175

Val

Gly

Glu

Ala

Gln

Glu

Leu
335
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Glu

Gly

Val

240

Leu

alu
320
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Glu Asp Glu Lys Arxg Glu Leu Leu Asp Leu Leu Tyxr Lys Ala Tyr Gly
350

340

345

Met Pro Pro Ser Ala Ser Ala Gly Gln Asn Leu

355

<210> 2
<211> 155%
<212> DNA
<213> Homo
<220>

<221>

<223> gi 1

<400> 2

ggcacgaggc
agccggeaga
catggcccag
atccatcaag
taacacagca
cttecetggee
aaggatcgcc
geggtacagt
tgaagggygac
ggagcgagac
ctggtcececee
tgacctgget
ctaccaggag
ggecgaagta
ccacaccectg
gatctgocce
cattcggectc

caagtccacc

sapiens

misc_feature

4043372

gtagecggee
gacccacega
acgcccocgect
cctganacca
gaggggetge
aagtttgact
tatgagtttyg
ccgeacctge
ctecacccecag
tteggggtea
aaggtggtygyg
ggagatgaga
getgtgaaga
gtaaaagagg
gaagaccagy
tggtcecaget
anaaatgacc

ctggacacty

360

gcggccaccg
gcggeggeog
tegacaagece
tcttatacta
tgaacgtcat
actacatgcce
tagagatgaa
tggccaaétc
acgaggtggt
aggeccggtce
agctgtgtaa
ccatcccagg
gcggeattca
ctgtggacat
cectttatan
acctcactgg
aggctaacta

attaccagat

ctggccccag
agggagcagc
caaagtagaa
tggcaggagg
Eggcatgylc
tgctatcegeg
ggccaangag
caaagtggag
ggccctagty
catcctgtge
gaagtaccag
aagcagcctc
ccgtactgte
actcaagaca
caggctgcag
tgcctggaag
ctcgetcaac

gaccaaacgg

ggaaagccga
gecggggege
ctgcatgtce
agagggatcy
aagccgctca
ggctgeecaggg
ggegtggtgt
ccaatcccet
ggceagggee
tgecatgegee
cagcagaccy
ttgcctggac
cacgcegggg
gagcggctgg
caggaaaaca
ccggacacgy
acagatgacc

gacatgggct

gcggccaccyg
acgagggcac
acctagacgg
cccteccage
cccttecaga
aggctatcaa
atgtggaggt
ggaaccaggc
tgcaggaggg
accagcccaa
tggtagccat
atgtccagge
aggtgggétc
gacacggcta
tgcacttcga
agcatgeagt
cgetcatete

ttactgaaga

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
500
960

1020

1080

7A
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ggagtttanaa
gagggagctt
gcagaacctc
gtggggctga
agttactgat
geegegtcac
tggttgaatc
agaagcccat
<210> 3

<211>

<312>
<213>

TMA
<220>
<233>
<220>
<321>

<222>
<223>»

<220>
<221>
<222>
<223>

<400> 3

ccatggeeca
gttccatcaa
ctaacacagc
acttecctgge
aacgtatcge
tgcgetacag
ctgaagggga
gtgagegtga
actggtecece

ttgacctggce

1103

aggctgaaca
ctcgacctge
tgaagacgcc
goaacatttt
gctcctgaac
ttctctgatt

tgaaaccctce

ggctggtgge

misc_feature
{(1).
NCO I restriction site

. (6)

misc_featura
(1098)..(1103)
BAM HI restriction site

gacgecggec
gecggaaace
agagggtctyg
caagtttgac
ctatgagttt
tecgeacctg
ccteacccog
cttecggegte
gaaggtggty

tggtgatong

tcaatgcggce
tctatanagc
actcctccaa
tacatctatt
cctatgtgte
atgtgcectyg
cttetgtgye

atgcaaaaas

Artificial Bequence

ttcgacaagc
atectgtact
ctgancgtca
tactacatge
gtagagatga
ctggccaact
gacgaggtgg
aaggcccget
gagctgtgta

accatcccag

Caaatctagt
ctatggﬁatg
gecettoacce
ccttecaaga
catttctgca
gceagggace
aacttgtact

Sequance variant of gi 14043372

cgaaagtaga
atggcegteg
ttggecatgga
ctgetatcge
aggccanaga
ccaaagtgga
tageccctegt
cecatcctgtg
agaagtacca

geagceagceot

4

ttecteccay
ccaccttcag
tgtggagtca
agaccatgat
cacacgtata
agcgeecttyg
gamaatctgg

actgeatgte
tcgeggtate
caageccgetyg
gygetgcegt
ggucgtggty
gccaatcceg
gygccaggge
ctgeatgege
gecagecagacc

cttgecgpgt

PCT/US2004/006103

aagatgaana
cctctgeagyg
ccccaactet
ctcaatagte
cctcecggeatg
cacatgggca
tgctcaataa

cacctggacg
gececetgeoegy
accctgecgg
gagpctatca
tatgtggagyg
tggaaccagg
ctgecaggagy
caccagcoga
gtggtggcca

catgtccagg

1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500

1559

60
120
i80
240
300
360
420
480
540

600
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cctaccagga
cggecgaagt
accacacect
agatctgoce
;cattcgcct
tcaagtccac
aggagtttaa

agcgegaget

. gtcagaacct

ggctgtgaag
agtaaaagag
ggaagaccag
gtggtcocage
caanaatgac
cctggacact
acgtctgaac
gctcgacctyg

ctgatnagqa'

agcggcatte
gctgtggaca
gecctetata
tacctcactyg
caggctaact
gattaccaga
atcaatgcgg
ctctataaag

tee

accgtactgt
ttctcaagac
accgtctgeg
gtgcctggaa
actcgetcaa
tgaccaancyg
ccaaatctay

cctatggcat

ccacgceggt
agagcgeetg
ccaggaaaac
gccggacacyg
cacagatgac
tgacatgggc
tttectceea

gccacegkea

PCT/US2004/006103
gaggtggget 660
ggtcacgget 720
atgeactteg 780
gagcatgcag 840
ccgetcatet 900
tttactgaag 960
gaagatgaan 1020
gcetctgeag 1080

1103
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- ™

PROCESO PARA PREPARAR DIDESOXIINOSINA USANDO ENZIMA DE

ADENOSINA DESAMINASA

Campo de la Invenoidn

La presente invencién aeirefiere de manera general,
a un método para elaborar 2’,3!-didesoxiinosina (ddI) a
partir de 2',3'-didesoxiadencsina (ddA), mds particularmente,

la presente invenciétn se refiere a un método para elaborar

ddI usando enzima adenosina desaminasa (ADA) derivada de 1la
|

secuencia de nuclebdtido ADA humana;i

Antecedentss de la; Invencidn

Los didesoxinuclebésidos son anilogos de nucleésido

relativamente estables. La 5',3'-didesoxiinoxina de
didesoxinucledsido (ddI1) ha m%strado tener actividad
farmacolégica Gtil como agentes anéivirales. Hartman, et al.,
Clin. Pharmacol. Ther. 47:647 (19?0). En particular, la dax
ha sido mostrada Gtll cuando se usa sola o en combinacién con
3'-azido-2’,3’-didesoxitimidina (AZT) en el tratamiento del
SIDA. El1 uso de ddI ha llegado: a s8er incrementadamente
importante en vista del desarrollo ide cepas resistentes a AZT
del virus de inmunodeficiencia humana.

Se han reportado esfuerzos por sintetizar 1los
didesoxinucleSsidos en el 1abo¥atorio, tales como la
desoxigenacién de nuclebsidos en ia posaicibn 2’ 6 3'. Chem.

Pharm. Bull., 22:128 (1974). 8in embargo, 1la sintesis

-
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quimica es dificil debido a 1la obétaculizacién estérica y a
la inestabilidad de los nuclebsidos bajo condiciones de
temperatura y pH normalmente requeridas para conducir
reacciones. Ademds, los materiaies de partida para las
sintesis son costosos y no estédn 'disponibles en volumen. A
la fecha, no ha sido posible auﬁentar progresivamente 1la
sintesis a escala de laboratorio de didesoxinuclebésidos para
produccién comercial a escal% industrial de estos
compuestos. |

Se conocen un nGmero de.proceso para produccién a
escala industrial para ddI por désaminacién enzimitica de
didesoxiadenosina {(dda) por adenosina desaminasa. La
sintesis de ddI desaminando 2',3'%-d:i.desoxiadenosina usando
adenosina desaminasa de bovino hﬁ sido reportada. Webb et
al., Nucleosides & Nucleatides,ﬁ 7(2):147-153 (1988). El1
aumento progresivo de un proceso para sintetizar ddI usando
adenosina desaminasa de bovino también ha sido reportado,
incluyendo 1la optimizacién de Eparametros, tales como
solventes y amortiguadores. NUgleosides & Nucleotides,
10(7) :1499-1505 (1991). '

La Patente Estadounidense No. 5,011,774 por Farina
et al., describe un proceso en el!cual una mezcla anomérica

de (D)-2',3'-didesoxiadenosina se ﬁace reacclionar con una ADA

en un solvente adecuado para permitir selectivamente 1la

velocidad de desaminacidn enzimitica de P-anSmero de ddI méas
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activo. El proceso usa ADA comercialmente disponible derivado

de bazo de termera. Este proceso evita las etapas de técnicas

cromatogridficas y cristallzacién necesarias para separar el

c-anSmero indeseable. Sin embargo,:una posible desventaja de
usar este proceso es el riéago de transmisifn de
Encefalopatia Espongiforme Transmisible {EET), cuando las
fuentes bovino de la enzima son uaa%as.

La Patente Estadounidénee No. 4,970,148 por
Yokozeki et al., describe un pﬁoceso en el cual 2',3'-

didesoxiadenosina (ddA) se pone en contacto con una solucién

de cultivo de un microorganismo qge contiene enzimas de ADA
capaces de convertir la ddA a hdI. Ell proceso usa una
80lucibn de cultivo de microorganigmos completos, homogenados
celulares, o productos de células ératadaa con lisozima, sal,
agentes activos de la superficie olsimilares, como la fuente
de ADA. Una desventaja de eate m;étodo es que la fuente
natural de la enzima es inherehtemente inestable a un
PH en exceso de 8 y requiere estricto control de pH.
Cuando se realiza a un pH de @enoa de 8, el producto
ddI es solamente soluble en concentraciones muy
dilutas {(<1% volumen en peso)ﬁ Como un regultado, el
método produce muy poca ddl pori lote. Ademds, la d4ddI asi
derivada debe someterse a procedimientos de purificacién

extensivos para remover la contaminacién de proteina residual

para obtener el producto 4ddI purificado. Estos procedimientos
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de purificacién son costosos y pueden resultar en pérdida de

producto y rendimientos reducidos.

Las Solicitudes de Patenée Japonesas Nos., 5-219978
por Noguchl et al., describen un método para producir
sustancias relacionadas con &cido %ucleico tales como ddI que
incluyen clonacién del gen que codifica para la enzima
apropiada, construccidn de un ?ector de expresidn con
secuencias regulatorias que resultan en alta expresidén
del gen, transformacién de un' microorganismo con el
vector de expresibédn para fo%mar un transformante,
induciendo la expresibén del gen clonado y extrayendo y
aislando la enzima asi expresadﬁ. La enzima aislada es
entonces usada para produclir la sustancia. relacionada
con el &cide nucleico deseadd por reaccién con un
material de partida adecuado t#l como ddA. Este método
produce un incremento de 100 veces en la cantidad de
la enzima disponible para uso éomparada con la patente
de Yokozekl. 8in embargo, las enzimas aisladae de
conformidad con este mé&todo son enzimas microbianas. Como
tal, al menos con respecto a ADA, la ‘enzima carece de
estabilidad a valores de pH mayores de 8. Como un resultado,
para obtener rendimientos aceptables, el pH debe ser
estrechamente regulado. Ademis, este método produce un
producto que esti en contacto Intimb con la ADA. La mezcla de

reaccién se contamina con impurezas tales como ddA sin
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reaccionar, derivados de Acldo nucleico, asi como también la
ADA y el producto. COnsecuentemenl:le, métodos de purificaci6n
extensivos deben ser realizados pa:ra aislar la 4dI a partir
de la mezcla de reaccién. Taled! métodos de purificacién
tipicamente requieren cromatografia liquida repetida o
cromatograffia de capa delgada. Estos procedimientos de
purificacién no son favorables: al aumento progresivo
comercial. :
La Patente Estadounidénse No. 4,962,193 por
Yokosezi et al., describe un méi‘iodo para purlficar ddI a.
partir de un proceso usando una en#ima la cual usa una resina
no polar, porosa, para adsorber la ddI en la resina, separar
la resina de la solucibén y elulr de manera fraccional la ddl
adsorbido para obtener el product:: purificado. Sin embargo,
este método esti precedido por el tratamiento para remover
proteinas y concentrados y filtraz:' la solucibén que contiene
el producto previo a la etapa de purificaciém final. Como un
resultado, este método puede serE costoso y consumidor de
tiempo. |

Existe una necesidad act::ual de un método a escala
industrial para elaborar ddI qu.e proporciona rendimiento
satiefactorio sin el riesgo de .transmisién de EET o 1la
necesidad de someterse a proceiiimientos de purificacién

extensivos para remover la proteina residual, y que usa una

enzima la cual es estable sobre un intervalo de PH amplio.
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Sumario de la Invencién

La presente invencién se;dirige de manera general a
un método para elaborar ddI poniengo en contacto ddA con una
enzima que tiene actividad de deséminasa de dda, la cual es
movilizada en un soporte insoluble. lLa presente invencién
proporciona un método para elaborar didanosina (ddI) que
incluye las etapas de: (a) obtene? una enzima que expresa
actividad de desaminasa de ddA; (b) inmovilizar la enzima en
un soporte insoluble; (c) poner en:contacto la enzima con una
Bolucién de didesoxiadencsina ' (ddA) de al menos
aproximadamente 4% en volumen en éeso de ddA en agua por un
tiempo y bajo condiciones para producir una solucién de ddI;
y (d) aislar la ddI de la soluci6n ddI. Opcionalmente, el
licor madre de ddI resultante es reutilizado en las corridas
subsecuentes para mejorar el rendiﬁiento.

Descripcién Detallada éa la Invencidn

La presente invencién de dirige a métodos para
elaborar ddlI a partir de ddA en una manera efectiva de costo
Yy confiable, la cual evita las desventajas de los métodos de
la té&cnica anterior.

Los métodos previos par% preparar ddI a partir de
dda, involucran usar ADA comercialmente disponible, tal como
ADA Dbovino {disponible de Sigma) o ADA derivada de
crecimiento de E. coli transformado con ADA microbiana. Los

métodos involucran mezclas de la enzima en solucién con dda
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para convertir la ddA a ddr. despuéa, la ddI debe aer
removida de una solucién que contiene una variedad de
contaminantes, que incluyen 1a3 enzima. Esto requlere
purificacién sustancial y separaciSn para obtener ddI a
partir de la mezcla de reaccidn c:onlta.mina.da:

Contrario con estos métoéoa de la técnica anterior,
la presente invencién usa ADA, 'u otra enzima capaz de
desaminar ddA en un estado imnovi.lizado. La inmovilizacién
asiste en el mejoramiento de la estabilidad de la enzima en
la mezcla de reaccibn. De ma?era méds importante, 1la

inmovilizaci6én permite la f&cil separacién del producto final
ddI a partir de la mezcla de ;eaccién debido a que un
contaminante principal, es decir, 1la enzima, permanece
inmovilizada en un soporte insoluble.

La invencién ademis prop%rciona una nueva fuente de
ADA. En una modalidad preferida de la invencién, la ddI se
hace de ddA usando ADA derivada d€ organismos en crecimiento
transfoxmados con ADA humana o derivados conservativoe de los
mismos. Una ventaja del presente método es que la ADA humana
es mis estable que la ADA microbia?a durante un intervalo de
pH mis amplio. Cuando la reacclbn puede ser realizada a un pH
en exceso de aproximadamente 8, la:ddA permanece estable y la
eficiencia de conversién a ddI 'es mejorada. Una ventaja
adicional es que la ddI permanece en solucién a estos pH

mucho més fécil que a un pH de menos de aproximadamente 8. La

-
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caracteristica de solubilidad mejorada del producto ddI a pH
alto (»>8) ayuda a permitir la r."eaccién a concentraciones
superiores, y de este modo proporc:!.ona rendimientos mejorados
de ddI. i

Los métodos i1nventivos usan enzima ADA humana u
otra enzima que tiene capacidad de; desaminasa de ddA, que ha
Bido inmovilizada sobre un soporte insoluble. La presente
invencién toma ventaja Gtil de: la estabilidad mejorada
proporcionada a la enzima, 1; cual resulta de tal
inmovilizacién., Como un resultado,: la reaccién de ddA a ddI
puede proceder a intervalos de: PH que tipicamente se
desnaturan o de otro modo, interfieren con la actividad de la
enzima. Adicionalmente, 1la inmovil:izacién de la ADA imparte
una caracteristica conveniente cc':n la ADA, es decir, 1la
habilidad para separar la enzima dél producto de reaccién por

métodos de filtracién simples.

Preparacién de Adenosina Desaminasa (ADA)

La ADA de interés pa;rticular en la presente
invencién, es la ADA humana o una variante conservativa de la
misma, que tiene la secuencia d.e aminodcido SEC ID NO.1
(NGmero de Acceso de Genbank gill4043373). La versiém humana
de ADA se seleccionS debido a su: estabilidad estructural a
aquella de origen microbliano. En épart:icular, la ADA humana
mantiene actividad significante en un pH relativamente amplio

y varia comparado con la ADA microbiana. Adem&s, la ADA
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humana es wmds reslstente a la degradacifn a temperaturas
elevadas, comparada con aquél ée origen microbiano. La
secuencia de ADN de la ADA humana se publica como una
secuencla de ADNc derivada de ARNm humano el cual es una
secuencia de 1,533 bases. Véase, Gwendolyn, S. et al., Mol.
and. Cellular Biology, 4(9):1712—17:17 (1984) .

La secuencia publicadaé © clertas varlaciones
congervativas de la misma, pueden Ser usadas para codificar y
obtener la ADA deseada. La SEC ID: NO.2 (NGmero de Acceso de
Genbank g1114043372) es la secuencia de ADNc humana
publicada. Deseablemente, especialﬁente cuando se usa E. coli
como el hospedero, se usa la SEC Iﬁ NO.3 (Nfmero de Acceso de
Genbank ¢11140433732). La SEC Ié NO. 3 es una variante
conservativa del ADNc humano publicado, en el cual, se han
elaborado las sustituciones de éreferencia de codén para
arginina, glicina, leucina, iole:ucina Y prolina. Como el
cb6digo genético es degenerado, eséas sustituciones de codén
no resultan en una alteracién de los aminodcidos codificados
por la secuencia. Preferentemente, la sustitucién mejora el
reconocimiento de los codones poé E. coli. Las siguientes

sustitucioneas de preferencia de codSn pueden ser usadas:

L
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Tabla 1- Sustitucién da Praferencia de Codbén

Amino Acido Coddn de Mamflero, |  Codén Sustituto
#gghkm GG CGT
n GG .
‘ CGG. CGC
" CGG T
“ AGA ; CGC
Glicing GGA i BGT
(1] GGG . GG.I‘
* GGG GGC
oleucina TA TT
ina TTA CTG
" CTA ' ICTC
“ CTG
" CIT CTG
rolina CCC . ICCG
“ CCA 1 [CCG
[ 1] ccr
" CCA - CCG

La invencién ademds incluye el uso de secuencias
que incluyen las otras modificaciones menores, y todos los
alelos que se originan naturalm?nte de la secuencia de
aminodclido expuesta en la SEC ID NQ.1l, que resulta en enzimas
las cuales tienen actividad substaﬂcialmente equivalente. Las
enzimas pueden ser deliberadas, como por mutagénesis dirigida
al sitio, ©o pueden ser mutacione? espontdneas. Los alelos
pueden ser formados de cualquier especie. Los alelos
preferidos son de origen humano. La invencidén incluye uso de
todos estos polipéptidos tan pronto como la actividad de la
enzima en la desaminacién de ddA se'retenga.

Por ejemplo, la inéencién también incluye

variaciones conservativas o variantes equivalentes de la SEC
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ID NO.l1l. Los términos "“variacién :conservativa' y "“variante
equivalente” como se usan en este documento, denotan el
reemplazo de amino&cidos por otr?s aminodcidos que tienen
propledades biolSgicas vy quimica:s similares, o que son
generalmente considerados equivalerites. -

Por ejemplo, se conoce: en la técnica sustituir
aminodcidos en una secuencia con aminodcidos equivalentes, es
decir, variaciones conservativas. iLoa grupos de aminodcidos
normalmente conelderados por ser eq'uivalentea gon:

Ala (A}, Ser (S), Thr (Ti:, Pro (P), Gly (G);

Asn (N), Asp (D), Glu (E), Gln (Q);

His (H), Arg (R), Lys (K);

Met (M), Leu (L), Ile (I), Val (V); y

Phe (F), Tyr (Y), Trp (W)_:.

Se pueden hacer sust:i.tuciones, adiciones y/o
supresiones en las secuencias enzimiticas, tan pronto como la
funcién de la ADA usada en los métodos de la invencién se
mantenga. Las enzimas equivalexintes normalmente tendrén
sustancialmente la misma secuencia de aminodcido como la
enzima nativa. Una secuencia de aminocdcido que es
sustancialmente la misma como otra secuencia, pero que
difiere de la otra secuencia por medio de una o mis
sustituciones, adiciones y/o supreiaiones, es considerada por
ser una secuencia equivalente, variante equivalente o

variacién conservativa. Preferiblemente, menos de 25%, més

——
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preferiblemente menos de 10%, del :nﬁmero de los residuos de
amino&cido en una secuencia son sustituidos por, agregados a,
0 suprimidos de las proteinas de la. invencién.

La ADA humana puede pser preparada por métodos
conocidos en 1la técnica. Tales métodos incluyen sintesis
biol6gica y sintesis quimica. En :1a sintesls biolbgica, 1la
enzima puede ser aislada directamente de las células.
Alternativamente, se conoce preparar la enzima proporcionando
ADN que codifica la enzima, amplificar o clonar el ADN,

expresando el ADN en un hospedero adecuado y cosechar la

enzima. Por ejemplo, la enzima pyede ser traducida ya sea

directamente o indirectamente a pértir de ADNc que codifica

la secuencia de aminofcido de la erizima. En sintesis quimica,
las cuatro bases son usadas como materias primas parecidas a

la secuencia de aminodcido conocida.

A. Obtencién de 1la Secuencia dei Aclido Nuclelco la cual

Codifica para ADA

El ADN que codifica la ADA puede per derivado de
una biblioteca de ADNc apropiada por métodos conocidos en la
técnica. Véase por ejemplo, Gwendolyn, S. et al., Molecular
and Cellular Biology, 4(9):1712-17f7 (1984), la totalidad del
cual estd en este documento incorporada por referencia. La
secuencia ha sido asignada el No.: de Acceso de Genbank GI:

14043372.



10

15

20

25

Y

13
!

De manera general, la hebra de ADN completa o©
fragmentos adicionales del ADN puéden ser aislados usando un
ADN conocido o un fragmento del mismo como una sonda. Para
hacer esto, fragmentos de restriccién de una biblioteca de
ADNc o genfmica pueden ser ideﬁtificados por hibridacién
Southern usando sondas de oligonuclebtidos etiquetadas. Por
ejemplo, el ADN que codifica la eézima puede ser alslado de
tejido homogenado humanc usando un fragmento de la secuencia
conocida para preparar una o mds sondas de oligormcleStido. Ia sonda se
etiquetayusapanseleccia‘armabibl%.otecadehmcogerﬂniaenun
vector adecuado, tal como un fago lambda. La biblioteca de AlNc puede
ser preparada de ARNm por métodos conocidos, tales como aguellos
deacritos en Gluber and Hoffman, Gene, 25:263-270 (1983). Las
sondas de oligonucleStido pueden ser usadas para seleccionar
bibliotecas de ADNc a partir de dﬁferentes tejidos. La sonda
de oligonuclebtido debe ser etiquetada de manera gque pueda
ser detectada después de la hibridacién al ADN en 1la
biblioteca siendo seleccionada. 'Estos métodos son bien
conocidos en la té&cnica. El ADN aislado es secuenciado y la
secuencia usada para preparar sondas de oligonucleétidos
adicionales. Este procedimiento :puede ser repetido para
cbtener fragmentos traslapantes hasta que s8e produce una
estructura lectora abierta completa:

Los métodos para amplifi?acibn Y clonacién de ADN

son bien conocidos en 1la técnica. Véase, por ejemplo,
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Sambrook and Russel, Molecular Cloning A Laboratory Manual,

dera. Ed., Cold Spring Harbor Laboz"atory, New York (2001), 1la
totalidad del cual estd en este :documento incorporada por
referencia. Es conveniente ampli:ficar los clonea en los
vectores lambda-gtl10 o lambdatrgtll wusando ollgSmeros
especificos de lambda-gtl0 o lambda-gtll como los amplimeros
(disponible de Clontech, Palo Alto,. CA). Otros procedimientos
de amplificaci6én que son bien conc::c:ldos en la técnica tales
éomo reacciéfn en cadena de la ]'I.igasa (RCL), Reaccibn en
Cadena de Reparacién (RCR) vy "; ensayo de ligacién de
oligonuclebétido por RCP (RCP-ELO), pueden también ser usados
para amplificar los &cidos nucleicos de la invencién.

Como una alternativa ? la sintesis bilolégica
mencionada anteriormente del geri, es posible sintetizar
quimicamente el gen, basadc en la secuencia de ADN reportada
usando métodos conocidos en 1a: técnica. Tales métodos
incluyen aquellos descritos en "quern machine-aided methods
of oligonucleotide synthesils”, Brown T and Dorcas, J.5., En

Oligonucleotide and Analogues_ a Practica Approach, Ed. F.

Eckstern, IRL, Prese, Oxford UK (1995), la totalidad del cual

estid en este documento incorporacio por referencia. El1 ADN

puede también ser sintetizado preparando oligonuclebétidos de

doble hebra traslapantes, llenad?a en las hendiduras, Yy
i

ligando los otros extremos. Véase de manera general, Sambrook

et al., y Glover, D.M. and Hamesa, B.D. eds. Cloning, 2da.

fﬂ"i
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Ed., Vols. 1-4, IRL Press, Oxford, UK (1995).

En el caso de que exist;a\ alguna preocupacién con
respecto a la contaminacibn virai potencial relacionada a
fuentes humanas de ADN, tales como para cumplir con los
requerimientos regulatorios, entonces se prefiere el método
de sintesis quimica para obtener el. ADN.
B. Expresando la ADA i
Las moléculas de ADN recombinantes, obtenidas como

se describe anteriormente, céntienen secuencilas de
polinucleétido que codifican lar ADA humana. Este ADN
recombinante puede ser clonado en una célula hospedexa
adecuada y expresado poxr mé&todos ﬁien conocldos en el arte.
De manera general, el gen clonado se proporciona con vectores
de expresiSn los cuales dirigen 1a:expre516n de la enzima.en
una célula hospedera apropiada. La'enzima puede entonces ser
recuperada de la célula hospedera. Véase, Sambrook et al.,
(2001) para métodos que Be refi;ren a la manufactura vy
manipulacién de &cidos nucleicos.

El ADN clonado o amplificado puede ser expresado en
un vector adecuado, preferiblemente un vector de expresién
por métodos conocidos en la técnica. Véase, de manera
general, Sambrock et al., (2001).%Los vectores de expresidn
gon capaces de dirigir la expresi6m de genes a los cuales
estdn operablemente ligados. Los .vectores de expresién de

utilidad en las técnicas de ADN recombinante est&n a menudo,
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en la forma de plismidos. Sin enihargo, la invenci6n puede
incluir otras formas de vectores de expresién, tales como
vectores virales (por ejemplo, retrovirus defectivos de
replicacién, adenovirus y similares), los cuales sirven
funciones equivalentes. Preferi?lemente, el vector de
expresién es un pléasmido, como ;e describe en 1la Patente
Estadounidense No. 6,068,991, la totalidad de la cual estd
incorporada en este documento por r?ferencia.

El vector de ADN, preferiblemente en la forma de
vectores de expresi6n gque incluyeb secuencias regulatorias,
puede sger introducido en cé&lulas hospederaa procariéticas o
eucaridticas via técnicas convenciénales dé transeformacién o
trangfeccién. Como se usa en este documento, los té&rminos
*transformaci6én® y “transfeccién” estdn propuestos para
referirse a una variedad de técni?aa reconocidas en el arte
para introducir &cido nucleico- extrafio en wuna c¢élula
hospedera, que incluye fosfato de.calcio o colprecipitaciﬁn
de cloruro de calcio, transfeccién)mediada por DEAE-dextrano,
transfeccién mediada por liposoma (lipofeccibn), o
electroporacifn. Métodos adecuaéos para transformar o
transfectar c¢élulas hospederas 'se pueden encontrar en
Sambrook et al., (supra), y otros manuales de laboratorio.

Los vectores de expresidn preferiblemente contienen
al menos, una secuencia de control de expresién que esata

operativamente ligada a la secuencia o fragmento de ADN a ser



i0

15

20

25

'_‘_ﬂ

17

expresado. la secuencia de control se selecciona en base a
las células hospederas a ser usadas para expresifn e
insertadas en el vector para control y regular la expresidén

de la secuencia de ADN clonada. i

Dentro de un vector dé expresién recombinante,
*operablemente ligado”, estd propuésto por significar que la
secuencia de nucleStido de interés estéd ligada a 1la(s)
secuencia(s) regulatoria(s) en una:, manera la cual permite la
expresitn de 1a secuencia de oligomidlestido (por ejemplo, en wn
sistema de tnmuxndpcﬂ&#tnmtxxﬁﬁn.ﬂ:v%tnm o en una c€lula hospedera
cuando el vector es introducido en la-:célula hospedera).

El término “secuencia régulatoria' estd propuesato
para incluir promotores, mejorado?es y otros elementos de
control de expresidn (por | ejemplé, gefiales de

poliadenilacién). Tales secuencilas -regulatorias se describen,

por ejemplo, en Goeddel, Gene Expression Technology:Methods

in Enzymology, 185, Academic Press, San Diego, CA (1990). Las

secuencias regulatorias incluyen aquellas las cuales dirigen
la expresitn constitutiva de una éecuencia de nucledtido en
muchos tipos de células hospederas y aquellas las cuales
dirigen la expresién de la secuencia de nucleStido solamente
en ciertas células hospederas }por ejemplo, secuencias
regulatorias especificas del tejido).

|
Ejemplos de secuencias de control de expresién

itiles son el sistema lac, el sistema trp, el sistema tac, el
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aistema trc, regiones promotoras y Ioperadoras principales del
fago lambda, la regidn de controlr de la proteina revestida
fd, los promotores glicoliticos dezt levadura, por ejemplo, el
promotor para la 3-fosfoglicerato .cinasa, los promotores de
fosfatasa &cida de levadura, (:por ejemplo, PhoS5), los
promotores de los factores alfa-igualacién de levadura y los
promotores derivados de polioma, ;adenovirua, retrovirus y
virus de simio, por ejemplo, los pzi'omotores temprano y tardio
o §5V40, y otras secuencias conocidas por controlar la
expresiébn de genes de las :células procariéticas o
eucari6ticas y sus virus o combinaciones de los miamos.
Ejemplos de vectores de ;e.xpreaién de E. coli de
fugién no inducible adecuados inclwen,' secuencias regulatorias tales
camo pTrc (Amamn et al., (1988) Gene 69;:301-315) Y PET 11d (Studier et

al., Gene Expression Technology:Methods to Enzymology 185, Academic

Press, San Diego, California (1990)). Ila expresidn del gen objetivo a
partir del vectar pTrec confia en la t:.ta;nscripcim de la polimerasa de
ARN hospedera a partir de un promotor de fusién trp-lac. la expresitn
del gen objetivo a partir del veckt;or PET 114 confia en la
tranacripcién de un promotor de fueién T7 gnlO-lac mediado
por una polimerasa de ARN viral co-expresada (T7 gnl). La
polimerasa viral es suminiat:rad;a por cepas hospederas
BL21(DE3) o HMS1l74(DE3) a partir de un profago 1lambda

repsidente que porta un gen T7 gnl bajo el control

transcripcional del promotor lacUV §.
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Las células . hospederad adecuadas pueden ser
cualquier cé&lula procaridética (por ejemplo, E. coli}) o
eucaridtica (por ejemplo, cé&lulas de inpecto, células de
levadura o© mamifero). Algunos ' hospederos procariéticos
adecuados incluyen, por ejemplo, E coli tal como E. coli
8G-936, E. coli HB 101, E. coli iDHSa., E. coli X2282, BE.
coli DHI y E. coli MRCl, E. coli BL2l1, Pseudomonas sp.,
Bacillus s8p., tales como B. sul::'tilia Y Streptomyces ap.
Células eucaridticas adecuadas ir}cluyen levaduras y otras
células de hongo, insecto, célu:laa animales, tales como
células CO8 y cé&lulas CHO, célu%l.as humanas y células de
plantas en cultives de tejidos. Preferiblemente, la célula
hospedera es E. coli.

Se apreciari por aquellos expertos en la técnica,
que el disefio del vector de ex‘pres%én puede depender de tales
factores, comc la eleccidn de 1:1 célula hospedera a ser
transformada, el nivel de expresidn de la proteina deseada y
similares. Los vectores de expre-sj:.én de la invencién pueden
ser Iintroducidos en células hospederas para con ello,
producir ADA, que incluyen protei'.nas de fusiébn o péptidos
codificados por &cidos nucleicos Icomo se describe en este
documento.

A menudo, en los vectores de expresién de fusidn,

ge introduce un sitio de desdoblamiento proteolitico en 1la

unién de la porcién de fusibdn y la;proteina recombinante para
i
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permitir la separacién de 1la préteina recombinante de la
proteina de fusi6n subsecuente a la purificaci6tn de 1la
proteina de fusifn. Tales enzimas, y sus secuencias de
reconocimiento cognato, incluyen,;el Factor Xa, trombina vy
enterocinasa. Los vectores de expresién de fusién tipicos
incluyen, pGEX (Pharmacia Biotecﬁ Inc; Smith and Johnson
(1998) Gene 67:31-40), PpMAL, (New'England Biolabs, Beverly,
MA} y pRITS (Pharmacia, Piscataway, NJ), los cuales fusionan
glutationa S-tranaferasa (GST), éroteina de enlace a 1la
maltosa E, o proteina A, respectivamente, a la proteina
recombinante objetivo. '

Una estrategia para maximizar la expresién de
proteina recombinante en E. coli es expresar la proteina en
una bacteria hospedera con una éapacidad‘ deteriorada para

desdoblar proteoliticamente la. proteina recombinante

(Gottesman, Gene Expression Technology: Methods in Enzymology

185, Academic Press, San Diego, California (1990) pp. 119-
128). oﬁra estrategia es altera? la secuencia de &cido
nucleico del &cido nucleico a ser ‘insertado en un vector de
expresién, de manera que los codones individuales para cada
aminodcido Bon aquellos utilizados preferencialmente en E.
coli (Wada et al. (1992) Nucleic'Acids Res. 20:2111-2118).
Tal alteracién de Bsecuencias dé dcide nucleico de 1la

invenci6én se puede llevar a cabo pbr técnicas de sintesis de

ADN esténdar o mutagénesis especifica del sitio.
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Las células se hacen crc;.cer bajo condiciones bien
conocidas en la técnica. La expr:eaién del gen clonado Be
induce para expresar grandes cgantidades- de 1la enzima.
Preferiblemente, un vector de expresibn E. coli es usado
incluyendo el sistema promotor del sistema lac. La expresidn
de ADA es preferiblemente inducida :usando IPTG.

C. Aislamiento y Purificacién de AD?&

De manera general, las enzimas pueden ser aisladas

a partir de una fraccién celular. solubilizada por métodos
estindares. Algunos métodos adecua:dos incluyen precipitacién
Y pProtocolos cromatogréficos liquidos tales como intercambio
iénico, interaccidn hidrofébica y:! filtracién en gel. Véase

!
por ejemplo, Methods Enzymol. -Guide to Protein Chemistry.

Deutscher, Ed., Seccién VII pp. 183-309 (1990); Y Scopes,

Protein Purification, Springer-Verlag, New York (1987), las

cuales estén incorporadas en este documento por referencia.
Alternativamente, el mate;rial purificado se obtiene
separando la enzima en geles tlie SDS-PAGE preparativos,
dividiendo la banda de interés y €électroeluyendo la proteina
de la matriz Jde poliacrilamida po.;r: métodos conocidos e'n la
técnica. E1 SDS detergente se remueve de la proteina por
métodos conocidos, tal como por %iialisis © el uso de una
columna adecuada, tal como la columna Extracti-Gel de Plerce.
Las mezclas de enzimas pueden eer separadas mediante por

ejemplo, SDS-PAGE de conformidad con el método de Laemmli,
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Nature 227:680-685 (1970). Tales ﬁétodos son bien conocidos
en la técnica.

No existen limitacionees particulares al método de
purificar la proteina tan pronto como la contaminacibn
indegseable sea efectivamente removida. Un método econbmico es
analizar las células pasando el caldo de fermentacién a
través de un microfluidizador para liberar la enzima de las
células. La adicién de un filtro auxilliar y un agente de
floculacién (por ejemplo, PEI, disponible de VWR
International, South Plainfield,i NJ) al caldo agitado,
proporciona los contaminanteas talias como proteinas y otros
desechos celulares insolubles. Unﬂfiltro adecuado es CELITE
(disponible de World Minerals, Inc., Santa Barbara, CA). La
enzima soluble puede entonces ser removida del caldo por
filtracién con un filtro apiopiadamente dimensionado.
Degeablemente, el filtro permitir&ia la enzima soluble activa
pasar mientras permite a las fracciones insolubles de
proteinas celulares y otros contaminantes, ser retenidos por
el filtro. La enzima puede entbnces ser concentrada en
solucién usando un ultrafiltro. Uﬂ filtro de corte de 30,000
peso molecular (MWCO) es Gtil para!este propésito.

Ensayo de Actividad ADA

La enzima asl derivada debe ser sometida a ensayo

para determinar la actividad. Como. se usa en este documento,

una unidad (U) de actividad enzimitica es aquella cantidad de
!
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enzima la cual desaminari& 1 pmol :de ddA por wminuto a 37°C.
Deseablemente, el titulador de: enzima final es desde
aproximadamente 650-750 U/ml. El ensayo puede sper realizado
agregando la enzima a una solucibn; al 2.4% de ddA a 37°C. La
reaccién se deja proceder por 15 _minutos mientras se agita
suavemente. Se agrega tetrahidr:ofurano para detener la
reaccién. Una muestra se toma y s8e corre en CLAR para
determinar la cantidad de ddI formada.

ADA Inmoviligzante r

Una vez que la enzima es purificada, es deseable
tratar la solucibn enzim&tica con un amortiguador apropiado a
un pH de aproximadamente 7.3 hasta aproximadamente 7.6. No
existen limitaciones particulares: al tipo de amortiguador
usado, aunque s8e prefiere el ?amortiguador de fosfato.
Deseablemente, la solucién se diluye con amortiquador a una
actividad desde aproximadamente 250 hasta aproximadamente 350
u/ml. ' -

La enzima purificada es ;primero inmovilizada en un
soporte que es insoluble en la solucién de reaccién antes de
la reaccidén con ddA. No existen limitaciones particulares
para el tipo de soporte usado tan pronto como la enzima puede
ser inmovilizada en este. En ger.leral, la solucibn diluta
mencionada anteriormente de la: enzima amortiguada, es
agregada a una soluclén que cont:iene un soporte insoluble,

algunos de los cuales requieren activacién, mediante
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activacién de un agente tal como un reactivo de reticulacién.
El reactivo de reticulacién sirve ?ara enlazar covalentemente
la ADA al soporte via un grupo amin; en la ADA.

El soporte permanece insdluble y mantiene la enzima
Boluble en la solucidn de reaccién, durante el curso de 1la
reaccién. Deseablemente, el soporte es un material de resina
868lido que tiene un dif&metro dé aproximadamente 250-600
micrones. Soportes adecuados incléyen, por ejemplo, IPS5-400
(dieponible de U.0.P., Des Plaines, IA) © EUPERGIT
{(disponible de Rohm America Inc., Piscataway, NJ).

No existen limitaciones .particulares al agente de
reticulacién tan pronto como alcanée covalentemente la enzima
al soporte. La seleccién de agentes de reticulacifén dependeri
del soporte seleccionado y serd <facilmente aparente para
aquellos que tienen habilidad en 'la técnica. Combinaciones
adecuadas de soporte de resina y agentes de reticulacidn son
Celite y glutaraldehido, IPS-400 ﬁ glutaraldehido, Sepharosa
Y CNBr y soportes de resina funcionalizados con ya sea aminas
primarias o carboxilo y carbodiimidas. Otras combinaciones
apropladas de s86lidos y reactivos de reticulacién serin
aparentes para aquellos que tienen habilidad ordinaria en la
técnica. ;

La inmovilizacién de la enzima sobre el soporte se
puede realizar en un procesc por lotes o continuo. Un proceso

por lotes 8se puede realizar por ejemplo, mezclando la
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golucién de enzima amortiguada congun fsoporte activado por un
ntmero de horas. La enzima inmovilizada es entonces colectada
usando una técnica de filtracién simple. E1 tamafilo de
retencién de particula seréd detez"minado por el tamaflo del
goporte s6lido. Para uso con IPS-4q0, un filtro que tiene una

retencién de tamafio de particula &esde aproximadamente 20 pm

hasta aproximadamente 30 pm es Gtil. El1 vacio puede ser
aplicado para recuperar la velocida:ud, 8in embargo, el soporte
no debe ser secado.

Alternativamente, el sol:aort:e activado puede ser
colectado en un filtro con un tamafioc de retencién de
particula suficiente para retene-:r el soporte 86lido. La
solucién de enzima amortiguada se pasa entonces socbre el
soporte. El 1licor madre de la' enzima a partir:- de 1la
filtraci6n, se pasarid a través deli filtro repetidamente para
maximizar la inmovilizacidén de la enzima. En un proceso
continuo, el soporte sflido puede s:er formado en suspensién y
vertido en una columna de cromatografia. Después de recuperar
la enzima inmovilizada, es enjuagado con agua para remover
cualquier impureza o enzima no ligada. Preferiblemente, un
titulador de la enzima inmovilizada es al menos,
aproximadamente 40U. |

Reaccibn ddA con ADA

La ADA inmovilizada es entonces mezclada con una

solucién de ddA para obtener ddI. Durante la reaccién de ddA
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a 4dI, se genera amoniaco. Puesté: que Be agrega ddA a la
enzima en soluciones mis concentradas que en 1la técnica
anterior, el productc de amoniaco‘'en la mezcla puede causar
que el pH se eleve en el intervalc;» desde aproximadamente 9.2
hasta aproximadamente 0.5. E1 uso de ADA o ADA no ligada bajo
estas condiciones no se espera proceda para terminacién,
debido a que la enzima serd inactivada en estos pH elevados.
Sin embargo, el uso de la versién humana de 1la ADA
inmovilizada en un soporte s8lido, édisminu?e tal degradacidn.
Como un resultado, la ADA retiene actividad y la reaccién
procede a un espacio mi&s productivo, mis répido, que lo que
ha sido hasta ahora posible.

La reaccidn Bse realiza: a una temperatura desde
aproximadamente 20°C hasta | aproximadamente 50°C.
Deseablemente, la reaccifn se mantiene a una temperatura de
aproximadamente 25-30°C. La reaccifén puede per realizada a
temperaturas inferiores, sin embai'go, esto resultarid en un
tiempo de 1reaccién prolongado. :Real:l.zando la reaccién a
temperaturas en exceso de aproximadamente 50°C, puede
resultar en deterioro de 1la actividad enzimitica y/o
desnaturalizar la enzima.

Se agrega la ddA comercialmente disponible
(disponible de Ajinomoto, Tokio, Ja:pén) a la ADA inmovilizada
en agua en un lote © proceso volum:ii.noso continuo. La reaccidn

puede proceder usando concentraciones de ddA también arriba

——— - ——

WA
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de aquellas usados en los métodos en los cuales la ADA no
estd inmovilizada. Un intervalo ac?ptable de concentracién de
ddA en la solucién de reaccién eé desde aproximadamente 1%
hasta aproximadamente 15%, Deseablemente, una solucién de
aproximadamente 4% hasta 10% de édn, mids deseablemente una
golucién de aproximadamente 5-6% de ddA en agua se agrega a
la ADA inmovilizada. La reaccié? se deja proceder bajo
condiciones y por un tiempo de n:anera que permanece hasta
aproximadamente 1% o menos de la déi.

En un proceso por lotes, .la ddA ser& agregada a una
suspensién de ADA inmovilizada en agua y se deja reaccionar.
La reaccidén completa debe toﬁa:' éproximadamente 5 hasta B8
horas. Una vez contemplada, la ADA inmovilizad.a puede 8er
recuperada para reutilizarse por filtracién, seguida por
lavado con agua. Ademds, el licor madre, después de la
remocién del producto ddI, puede ser reutilizado para
maximizar el rendimiento. . :

En un proceso continuo, una solucién ddA puede ser
agregada a una columna envasé con ADA inmovilizada.
Deseablemente, la altura a la proporcifn del didmetro seré&
aproximadamente 6, aunque la relaciém no es critica. La
soluclidn de ddA seri agregada a uﬁa velocidad y a un tiempo
de manera que aproximadamente 1% o menos de ddA permanece. La
reaccidn completa debe tomar aproximadamente 12 horas. lLa

velocidad de flujo dependerd del tiempo de la columna,



10

15

20

25

A
28

concentracién de ddA, y temparatura de la reaccién.
Alternativamente, un proceso continuo puede ser usado, en el
cual, la solucién de ddA es reciclada a través de la columna
envasada. La solucién ddA serd reciclada a una velocidad y
per un tiempo, de manera gque apro%imadamente 1% o menos del
ddA permaneceri. La velocidad de flujo dependeri del tamafio
de la columna, concentracién de -ddA, y temperatura de la
reaccién. La seleccidén de la velocidad de introduccidn dé la
solucién ddA seri facilmente aparente para agquellos expertos
en la técnica. .
Recuperacidén de ddI
Después de reaccionar el ddA con ddI, la ddI

estd presente en golucién en la forma de una sal de
amonio a un pH alto (»>8). En 1; etapa de recuperacién,
la ddI se remueve de 1la soluqibn. Esto se logra por
cristallizaciédn de d4d4&I fuera deila Bolucibn. Unlproceao
de destilacidén simple puede ser usado para accionar el
amoniaco, un producto lateral de la reaccibén vy
producir 1la forma de icidp libre de adI. La
destilacién puede ser realizada secuencialmente con
una primera destilacién lleando la solucién a una
concentracidén de aproximadamente 10-12% (basado en el
ddA inicial), s8seguido por 1la adiciém de agua Yy
destilaciédn adicional hasta que la concentraci6én alcanza

nuevamente aproximadamente 10-12% 'y el pH de la suspensidn
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ddI es menor de aproximadamente. 8. La suspensidn puede
entonces ser enfriada a aproximadat;lente 0-5°C y mantenida
por al menos una hora.

La ddI puede ger filtraiia Y la pasta lavada con
acetona. Los s6lidos pueden entonces ser secados a un peso
constante por ejemplo, bajo vacio a aproximadamente 45-50°C.
Deseablemente, el 1licor madre de 1la reaccidSn puede ser
retenido para reutilizarlo en el' lote o proceso continuo
alcanzando ddA a ddI. Adicionalmenl::e, el lavado acuoso puede
también ser reutilizado.

Los rendimientos de aprciximadamente 82% se pueden
cbtener sin algin reciclaje. 8in'embargo, cuando el licor
madre de la reaccifn es recicladg, los rendimientos pueden
ser incrementados a ap::o:n:j.maciiurwm1:qE 96-99%. La ddI resultante
es mayor que 99% puro.

Los siguientes Ejemplos estén pro;.:ueatos para
mostrar la préictica de la invencién y no estin propuestos
para restringlr el &mbito de la présente invencién. Todos los
porcentajes est&n en peso/volumen a menos que se indique de
otro modo.

La descripcién completa -de cada documento citado
(que incluye patentes, solicitudes de patentes, articulos de
peribdicos, resGmenes, manuales _de laboratorio, libres,

nimeros de Acceso Genbank, nfimeros de acceso SWISS-PROT, u

otras descripciones) en el Antecedentes de la Invencién,

-
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Descripcién Detallada, .Breve Descfipcién de las Figuras vy
Ejemploa, estin con ello incorporados por referencia en su
totalidad. Ademds, las coplas dura;s del Listado de Secuencia
proporcionadas junto con estas, en.adicién a su Forma Legible

por Computadora correspondiente, estén incorporadas en este

documento por referencia en sus totalidades.

Ejemplo 1
1
Preparacidn de E. coli recombinante transformado con un gen

de adenosina desaminasa humana (ADA)

Se digiri6 pBMS2000, dei pldsmido de expresién E.
coli, con enzimas de restriccién, BepHI y BamHI y se
fracclon6 en gel de agarosa ; al 0.7%. El1 fragmento
correspondiente a 4.5 Kb se eﬁcindiG del gel, eluyd,
concentrd por precipitacién de etanol. El ADN de ADA humana
gintética fue escindido del pl&smiéo que contiene el gen que
codifica para el gen ADA humana con las enzimas de
restriccién Nco I y BamHI. El #ragmento NcoI-Bam HI gque
contiene el gen de ADA humana sintética se ligd al fragmento
de 4.5 Kb de pBMS2000 obtenido po£ digestién con las enzimas
de restriccifén, BapHI y BamHI. El ADN ligado se transformd en

E. coli hospederco, BL21. Las células transformadas fueron

plaqueadas en placas de agar de Faldo Lauria suplementadas
con 30 ug de sulfato de neomicina. El andlisis de la enzima

de restriccifdn fue realizado en algunas de las colonias, asi

como también andlisis de SDS-PAGE. Una de las colonias con el

4%
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andlisis de enzima de restricciénéy la actividad enzimética
se selecciondé para ser llevado a cabo.
Ejemplo 2
Fermentacién de E. coli recombinante que contiene el gen
desaminasa de adenosina humana sintética
Formulaciones de Madio de Fermeritacién

Medio Sembrado (por 100 ml)

Reactivo . Cantidad
Soytona : lg
Extracto de levadura . 0.05 g
NaCl ' 0.16 g
Sulfato de neomicina (657 mé/g) 2.0 mg

Meadio Base (por'lit:o)

Reactivo ; Cantidad
KzHPO,4 l 14 g
Acido citrico - 2 g
Extracto de levadura . 3.2 g
NaCl ' l.6 g
MgS0O4-T7H0 ; 2.2 g
Sulfato de neomicina 18 mg
Glicerol 3.4 ml
PPG : 0.2 ml




10

15

20

25

32 69

Madio de Alimentacién (por litro)

Reactivo Cantidad
Cerelose ’ 200 g
Extracto de levadura : 100 g
Sulfato de neomicina ' 18 g

Control de pH —-Base

Reactivo ' Cantidad
NH,OH i 250 ml
H0 750 ml

Control de pH - Acido

Reactivo : Cantidad
Acido fosférico al 85% I 200 ml
Agua : 800 ml

A. Preparacién de solucién sembrada

0.2 ml de E. coli rec?mbinante descongelado Bse
inoculdé en un matraz Erlenmeyer de 500 ml que contiene 100 ml
del medio de siembra como se descr}be anteriormente. Este se
incubé sacudiendo el matraz en un -incubador giratorio a 300
rpm a 28°C por 24 horas para preparér un inéculo.

B. Fermentacién

50 ml del inéculo se indcularon en un fermentador

de 5 litros que tienen un volumen de trabajo de 1 litro. Las
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condiciones de operacién son: dna temperatura de 289C;
agitacién de 1000 xrpm; aceleracibn de 1 vvm; el oxigeno
disuelto (bO) ajustado se regiséra y define a 100%; pH
controlado con NHOH y &cido fosfér:,i.co a pH 6.8 a 7.2.

2 Litros del medio de alimentacién se prepararon
como sigque. La alimentacién Ramp sé inicib6 después de 6 horas
ugsando una velocidad de ali?entacién de 5 - ml/hor
incrementando a 1.2 ml/hr/hr. Las éélulas se dejan crecer por
24 horas con monltoreo. Se ajusta el flujo de aire, velocidad
de alimentacién y temperaturas :como se requieren para

controlar DO o mayor que o igual a 20% del ajuste inicial. La

temperatura de cultivo es entonces incrementada a 16°C. Las
i
células son inducidas con p-D-tiogalactosida de isopropilo

(IPTG) a la concentracién final de“BO Hg/ml entre 16-1§_horas
posteriores a la inoculacién. La densidad 6ptica a 600 nm es
entre 20-30. El monitoreo y alimentaciédn se continua por 40-
48 horae totales © hasta que la al#mentacibn es utilizada. El
caldo contiene 84 unidades/ml de solucién. (1 unidad (U) = 1
pmol de ddA desaminada/min a 37°C.
Ejemplo 3
Aislamiento e inmovilizacisn de ADA humana a partir de la
fermentacién E. coll recombinante

10 L de caldo de fermentacidSn se pasan a través de

un microfluidizador (modelo .M-110Y, disponible de

Microfluidics, Newton, MA). La presién de operacién es a
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12,000-20,000 psl hasta. que al menos 90% de la actividad se
libera de la célula. La actividad es medida tomando una
porcién del caldo microfluidizado, centrifugande la
muestra, Yy midiendo la actividad en 1la porcién
sobrenadante. La cantidad ﬁe actividad en el
sobrenadante representa 1la tantidad de actividad
liberada.: Normalmente se requiere un paso a través del
microfludizador.

A 10 L del caldo. microfluidizado bien
agitado, se agregan 1.5 kg del_ CELITE (concentracibn
final 15% en p/p). Después, éae agregan 0.30 L de
polietilenimina acuosa al 10% (PEI) (concentracién
final 0.3% v/v). Esta se agita por al menoa, 30 minutos,
después se filtra para remover 10; insolubles. La pasta es
lavada con 3.0-4.0-L de agua. .

Lo filtrado clarificado ;a ultrafiltrado a través
de un casete de filtro MWCO 30,000 (Pellicon 2 unidades,
casete de enlace de proteina baja.de poliéter sulfona, édrea
de filtro de 0.5 m’, disponible de Millipore, Bedord, MA) a
un titulador de enzima final de entre 650-750 U/ml. La
muestra es diluida con 1.25 L de!50 mM de amortiguador de
fosfato a pH 7.3-7.6 (a una actividad enzimidtica de 250-350
U/ml). .

A 550 g de soporte de inmovilizacién de proteina

IPS-400, se agrega 2.75 L de 2.5% {de glutaraldehido. Este se

%
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a5 l
agita suavemente a temperatura ambiente por 2 horas y se

decanta o filtra en un filtro de tamaiio de malla 60. El

soporte activado se lava 10 veces con 4 L de agua.

A una solucifén de enz%ma diluida (~0.95L), Be
agrega 1.10 kg de soporte de inmovilizacién IPS-400 activado
Y se agita uniformemente por 2 h;ras a 20-25°C. La enzima
inmovilizada es colectada en un filtro que tiene un tamafio
de poro efectivo suficiente para retener el soporte de
inmovilizacién y se lava con 5 vol#meneﬂ de agua.

Alternativamente, el IPS-400 es formado en
suspensién en agua corriente y colectado en un embudo
Buchner f£ijo con papel filtro de flujo r&pido con 20 a 30 um
de retencién de tamafio de particéla (grado 604 o 415). Se
aplicé vacio para remover el exceﬁé de agua, pero el soporte
no se secS. La enzima diluida sé agrega a la resina, se
aplica vacfio (20" de Hg) (50.8 cm de Hg) y se colecta el
licor madre. Se detiene el vaclo, el licor madre se muestrea
(paso #1) para determinar la acti&idad y después se agrega
nuevamente al soporte y se reaplica vacio. Esto se repite
cuatro veces mds por un total de -cinco pasos sobre el IPS-
400. Después del 5to. paso, se agrega 1.5 L de agua a la
resina y se aplica vacio para 1ava¥ la enzima inmovilizada.

Como otra alternativa, ;1 IPS-400 es formado en
suspensién en agua corriente y seivierte en una columna de

cromatografia. El lecho se deja reposar, después se pasa agua
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a través de la columna (flujo aséendente) para enjuagar el
soporte. La solucién de la enzi:Zna diluida es bombeada a
través de la columna (1 a 25 ml/min). Después de la adicibn
de la enzima, se bombean 1.5 L de agua sobre la co:_Lumna para
lavar la enzima inmovilizada.

El ensayo de enzima inmovilizada muestra una

actividad enzimidtica de ~100U/g (1 unidad = 1 pmol de ddA

desaminada/min a 37°C).

Ejemplo 4
Preparaclén de ddI a partir de ddA usando la enzima

inmovilizada ADA humana recombinante (lote)

Se agregan 100.0 g de ddzil a 1900 ml de agua a 30°C
(licor madre de corridas previas jpuede también pger usado).
Después que 8se ha agregado el dda (no es necesaria 1la
disolucién completa), se agregan 4000 U de la degsaminasa de
adenosina humana rec inmovilizada..La reaccifn se mantiene a
30°C  mientras se agita. La  reaccién se completa
(aproximadamente 5-8 horas) cuando. el nivel de ddA residual
es menos de o igual a 1% de la cantidad original de ddA
agregada. Los 86lidos enzimdticos son removidos por
filtraci6n (20-30 pmm de medio) y la pasta enzimitica se lava
con 100 ml de agua. La enzima uéada se mantiene como una
pasta hGmeda a 0-5°C (por hasta 72 horas) vy puede ser
reciclada a otro lote. Las soluciones de 44 se filtran a

través de wuna almohadilla de filtracién CUNQ (0.4 a 1



10

15

20

25

kf)

37
micrén), después a través de uni medio de filtro de 0.2
micrones.
Ejemplo 5

Preparacién de d4I a partir de ddA usando la enzima
inmobilizada ADA humana recombiﬁnnte (columna continua)

Una columna (relacién B/d = €) es formada en
suspensidén envasada con 380 U de a@enosina desaminasa humana
rec inmovilizada con agua. La columna se lava con 30 mM de
NHOH a pH 9.5, después con agua 'a pH 6.5-7.5. Mientras se
mantiene la temperatura a 20°C, unia solucidén al 4% de ddA
en agua se pasa a través de 1a§columna a una velocidad
de 7.2 ml/min. por 120 horas. El1 efluente de 1la
columna estd a pH 9.2-9.5 y cohtilene >99% ddI con <«<1%

de ddA restante. La solucién dﬁI resultante se filtra
a través de una almohadilla CU§0 Yy un filtro de 0.2 p
antes del aislamiento final. :
B lo 6
Preparacién de ddT a partir de ddA usando la enzima
inmobilizada ADA humana recombinante (columna recirculada)
Una columna (relacién h/d = 2.7) es formada en
suspensién envasada con 1000 U de ;denosina desaminasa humana
rec inmovilizadalcon agua. 25.0 g ae ddA se disuelven en 475
ml de agua (o un licor madre de lotes previos, diluidos con
agua a 475 ml) a 30°C en un matraz de fondo redondo de 3

cuellos, equipado con un agltador .mec&nico. La solucién dda
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se circula a 30°C a través de la columna enzlimética a ~50
mL/min (la velocidad de circulacién puede ser variada como
sea necesario).

La reaccidn se compleéa (aproximadamente 3-5.5
horas) cuando el nivel de ddA residual es menos de o igual a
1% de la cantidad original de ddﬁ agregada por andlisis de
CLAR. La columna es entonces enjuagada con 25 ml de agua y
puede ser mantenida a 0-5 °C (por hasta 72 horas) para

reutilizaciébn. La solucidn 44l reapltante ge filtra a través

de una almohadilla CUNO y filtro de 0.2 pum antes del
aislamiento final.
Ejemplo 7
Aislamiento de ddr

La solucién ddI es deétilada bajo vacio a una
temperatura de lote interno de 20-40°C. La destilacién
se detuvo cuando la concentraciédn de ddI alcanzé 10-
12% p/v baeado en el ddAa iniciado. Tipicamente, el pH
es 8.1-8.3 a este punto. Se ag%ega agua adicional y 1la
destilacifén entonces Be contintia hasta q;e | la
concentracién nuevamente alcanza 10-12 %, y el pH de la
suspensién ddI es menos de 8 (tipicamente, 7.8-7.9). La
suspensidén ddI se enfria a 0-5°C y-se mantiene por al menos,
1l hora. La suspensién fria se filéré Y la pasta se lavdé con
agua a 0-5°C. El licor madre y el lavado acuoso se pueden

retener para reciclaje en otro lote.



10

15

20

25

: b’U

L.a pasta se lava con 0-5°C de acetona. Los s6lidoe
se secan bajo vacio a 45-50°C é un peso constante. Los
rendimientos de ~82% de la priméra corrida y 96-99% para
cuatro corridas subsecuentes (>96% total) se esperan con el
reciclaje de licor madre. La ddI resultante es >99% pura.

Ejemplo Cg!gnr%tivo 1
Comparacién de la actividad ADA dag!. coll y ADA inmovilizada
humana recombénunte

ADA microbiano de E. coli recombinante se purificé
parcialmente Y aislé como una :Buspensién de sulfato de
amonio. Se centrifugé el caldo de fermentacién E. coli (42U
ADA/mL, 2L) y la pelotilla celular;se colectd y Be lavé con 1
L 100 M de amortiguador de foafalto a pH 7.5. Las células
fueron nuevamente centrifugadas y-' resuspendidas en 2 L del
amortiguador anterior mds 20% de: glicerol. Las células se
pasaron una vez a través de un microfluidizador. Los desechos
celulares fueron removidos po? centrifugacién y el
sobrenadante resultante se concenfré por ultrafiltracién a
través de un casete MWCO de 30,000. La enzima se concentrd a
un titulador final de 390 U/ml. Se .agregl sulfato de amonio a
una saturacidén de 50%, lo precipitado resultante se colecté
por centrifugacién y se resuspe?dié en 100 ml de agua
desionizada. El titulador final de la suspensién fue 740
U/ml; el contenido de proteina: de la suspensidn fue ~ 75

mg/ml.
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La siguiente tabla descéibe la conversidn de una
solucién de 52-60 g/L de ddA en agua a ddI usando la
desaminasa de adenosina micro@iana como se describe
anteriormente contra un ejemplo usando la enzima inmovilizada
ADA humana recombinante siguiendo el procedimiento general en
el Ejemplo 4. Como se puede ver deéloa resultados de la Tabla
2, la enzima inmovilizada ﬂhumana recombinante es
significantemente més estable que:las enzimas microbianas y
permite la terminacidén de la reacéidn con unidades menos de
enzim; y en un periodo corto de tiempo.

Tabla 2. Rendimientos comparativos ide ddA a partir de E. coli

contra ADA Humana Recombinante

Recurso de | Actividad Temperatura | Tiempo de | Conversién

ADA Enzimitica | de Reaccidn | Reaccidn 0 ddA a ddI
(0/d dda) (°C) | (horas) (%)

E. coli i

Suspensién 87.5 40 16 16

(NHq) 2504

E. coli

Suspensidn 125 37 24 26

(NHq) 2504 |

immovilizada 40 30 4.5

humana 100

recambinante )

ADA .

inmovilizada

nomona 40 40 . 1.5 100

recanbinante
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De este modo, mientra:ts se ha descrito que
actualmente se cree son modalidades preferidas de 1la
invencién, otras modalidades y adélcionales, mejoramientos y
modificaciones serfin conocidos por aquellos expertos en la
técnica vy se entiende que ihcluyen todas de tales
modalidades, modificaclones y mejéramientos y entran dentro

del &mbito verdadero de las reivindicaciones como Be expone

abajo.
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REIVINDICACIONES

1. Método para elaborar didanosina (ddI)
caracterizado por que comprende las etapas de:

(a) obtener wuna enzimé que expresa actividad
desaminasa ddA;

(b) imnovilizar 1la enzima en un soporte
insoluble;

(c) poner en contacto la enzima con una
solucién de didesoxiadenosin% (dda) de al menos
aproximadamente 1% en peso de volumen ddA en agua por
un tiempo y bajo condiciones para producir una
solucidn ddI; y

(d) aislar la ddI a p?rtir de la Bolucién de
ddrI. i

2. Método de conformidad con la
reivindicacién 1, caracterizado porque la solucidén d4ddA
en la etapa de contacto es desde aproximadamente 2%
hasta aproximadamente 10% en péao de volumen de ddA en
agua. 5

3. Método de éonformidad con la
reivindicacién 1, caracterizado porque ﬁn PH durante
la etapa de contacto es desﬁe aproxlmadamente 8.0
hasta aproximadamente 9.5. .

4. Mé&todo de éonformidad con la



10

15

20

25

| | "

43

reivindicacién 3, caracterizado porque sustancialmente
toda la precipitacién reesiste ddI fuera de la ‘'solucién
ddI en la etapa de contacto.

5. Método de éonformidad con la
reivindicacitn 1, caracteriz;do porque el soporte
insoluble es funcionalizado pa?a permitir la unién de
la enzima en este.

6. Métcdo de ?onformidad con la
reivindicacién 5, caracterizad; porgque la unidn de la
enzima al soporte insoluble se;logra usando un agente
de activacién. .

7. Método de conformidad con la
reivindicaciébn 1, caracteriza@o porque la enzima es
adenosina desaminasa humana (Aﬂn).

8. Mé&todo de conformidad con la
reivindicacién 7, caracterizado porque la ADA tiene la
gsecuencia de aminodcido de - la SEC 1ID NO.1, o
variaciones conservativas de 1% misma.

9. Método de conformidad con la
reivindicacién 7, caracterizado porgque la ADA e
codifica por un nucleStido que tiene la BEC ID NO.2,
SEC ID NO.3, o varlaciones conservativas de la misma.

10. Método de ?onformidad con la

reivindicacién 1, caracterizado porque 1la etapa de

obtencién incluye expresar adeﬁosina desaminasa humana
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(ADA) © una variante conservativa de la misma en un
organismo transformado y aislar¥ la ADA del organismo.

11. Método de .conformidad con la
reivindicacién 10, caracterizado porque el organismos
transformado es el E. coll.

12. Método de :conformidad con la
reivindicacién 10, caracterizado porque el soporte
insoluble es funcionalizado para permitir la unién de
la enzima a este.

13. Método de -conformidad con la
reivindicacién 12, caracterizaéo porgue la unién de la
enzima al soporte insoluble Beilogra usando un agente
de activacién.

14. Mé&todo de conformidad con la
reivindicacién 10, caracterizado porque una actividad
de la enzima inmovilizada en el soporte insoluble ea
al menos, aproximadamente 40 U}g.

15. Método de conformidad con la
reivindicacién 10, caracterizaéo porque un pH durante
la etapa de contacto es desde aproximadamente 7.5
hasta aproximadamente 9.5. .

l6. Método de Lonformidad con la
reivindicacién 10, caracterizado porque dicha etapa de
contacto es un proceso continuo realizado usando una

columna envasada.
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17. Mét do de conformidad con la
relvindicacién 10, caracterizado porque la solucidn de
ddA en la etapa de contacto es desde aproximadamente
4% hasta aproximadamente 15% del volumen en peso de
ddA en agua. é

18. Método de _conformidad con la
reivindicacién 17, caracterizado porque la solucibén de
ddA es desde aproximadamente 5% hasta aproximadamente
8% en peso del volumen de ddA én agua.

19. Método de lconformidad con la
reivindicacién 10, caracterizgdo porgue la etapa de
alslamiento incluye deatilar secuenclalmente la
solucién de a@dI vy agregar' agua hasta gque una
suspensiédn de ddI en licor maére acuosc se obtiene y
el pH es menos de aproximadameéte B.

20. Método de ‘conformidad con la
reivindicacién 10, caracterizado perque ademés
comprende las etapas de: |

(a) retener un lic;r madre de reaccién
después de la etapa de aislamiénto;

(b) repetir la etapa de contacto al menos una
vez usando el licor madre de reaccldn para preparar 1la
soluclién de ddA; y

(¢) repetir la etapa de aislamiento al menos

una vez.
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21. Método de conformidad con la reivindicacién 20,
caracterizado porque la etapa de aislamiento produce un
rendimiento de al menos aproximadamente 96% de ddI que es al

]
menos aproximadamente 99% puro.
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RESUMEN DE LA INVENCION

La presente invenciétn se’ refiere a un método para
elaborar didanosina (ddI) que ingluye las etapas de: (a)
obtener una enzima que expresa actividad desaminasa dda; (b)
inmovilizar la enzima en un sopor@e insoluble; (¢) poner en
contacto la enzima con una solu;ién de didesoxiadenosina
(ddA} por al menos aproximadamente 4% en peso ée volumen de
ddA en agua, por un tiempo y bajo' condiciones para producir
una solucién de ddI; y (d) aislar la ddI de la soluci6én de .
ddI. Opcionalmente, el licor madré de ddI es reutilizado en

corridas subsecuentes para mejorar el rendimiento.
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Aly
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Trp Asn
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Asp Leu
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Asp Gln
245

Ile Cys

Glu His

Asn Thr

Gln Met
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Leu Asn
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Qln
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Ile

Glu

Ala

Gln

Ala
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Leu
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Pro
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Asp

Thr
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120

Gly Leu
Leu Cya
Leu Cys
Gly Asp

185

Ala Tyr
A00

Gly GQGlu
Lys Thx
Leu Tyx
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val Ile
280

Asp PFro

Lys Arg

Asn Ala

aly Asp
Gln Glu

Cys ¥at
155
i

Lys Lye
170

Glu Th:

Gln Glu

Val Gly

Glu Arg
235

Asn Arg
a50 i

Arg Leu
Leu Ila
Asp -Mat

315

Ala Lys
330

Leu Thr
125

Gly Glu
140

Arg His

Tyr Gln

Ile Pro

Ala Val
205

Sex Ala
330

Leu Gly
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Pro

Gln

Gln

aly
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Lys
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Ria

Gln
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Fha Lya
300

Gly rhe

Ser Ber
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350

Met Pro Pro Ser Ala Sar Ala Gly Gln Asn Leu
355 )

«<210> 2
<3l1l1>
<312>
<213>

ADN

<220>
<3231>
<3323>

<400> 2
gycacgagge

agccggocaga
catggcccag
atccatcaag
taacacagca
_cttectggec
aaggatcgcc
gcggtacagt
tgaaggggac
ggagcgagac
ctggteccee
tgacctgget
ctaccaggag
ggccgaagta
ccacaccctg
gatctgeacec
catteggete

cangtccace

1559

Homo saplens

gtggeeggec
gacccacoga
acgcccegect
cctgaancca
gaggggctyge
aagtttguct
tatgagtttyg
ccgoaccotge
ctcaceccag
tteggggtea
saggtogtyy
ggagatgaga
getgtgaaga
gtaaaagagyg
gaagaccagg
tggteccaget
aaasatgace

ctggacactyg

aso

caracteristica_miasc
gl 14043372

goggccaceyg
goggeggcyy
tegacaageoe
tcttatacta
tgaacgtcat
actacatgece
tagagatgaa
tqgﬂnnnétc
acgagotogt
aggeecggto
agctgtgtas
ccatcccagy
gcggeattca
ctgtggacat
ccctttatan
acctcactgy
aggctaacta

attaccagnat

ctggceceag
agggageagc
caaagtageaa
tggcaggagd
égncntggnc
tgetategey
ggccaaagag
casagtggag
ggccectagtg
catcctgbge
gaagtaccag
aagcagcctc
ccgtactgte
actcaagaca
caggctgegy
tgcctgganag
ctegctonac

gaccaaacgg

ggasagccga
éﬁcﬂﬁﬂﬂﬂﬂc
ctgeatgtee
agagggatcg
aagccgctea
éﬂctgﬂCQBF
éwuctqwtﬂh
coaatccoot
ggccagggec
tgecatgcgoe
cagcagaccg
ttgectggac
gacgecgggy
gagcguctgy
caggsasaca
ccggacacgy
acagatgace

gacatggget

gcggccaceg
acgagggcac
acctagacgy
cecteceage
cccttcecaga
aggctatcaa
atgtggaggt
guaaccaggc
tocaggagoy
accagcccaa
tggtagceat
atgbtccagge
egutaygcte
gacacggeta
tgecacttcga
agcatgceagt
cgctcatctt

ttactgaaga

60
* 130
180
a40
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
500
560
1030

1080



ggagtttaaa
gagguagett
goagaaccte
gtggggctga
agttactgat
gccgegtoac
tggttgaatc
agaagcccat
<210> 3

<111>

<212>
<313>

ADN
<230>
<223>
<220>
<211>

<3222>
<223>

<220>
<231>
<2232>
<223>

<400> 3

ccatggeeea
‘gttccatcaa
ctaacacage
acttcctgge
aacgtatcge
tgcgetacag
ctgaagggga
gtgagegtga
actggteccce

ttgacctgge

1103

aggctgaaca
ckegacctge
tgaagacgcec
geaacatttt
getecclganc
ttctctgatt
tgamacccte

ggctggtggc

>

gacgeeggee
gccggaaace
agagggtety
caagtttgac
ctatgagttt
Eccgeacctg
cctocacececg
ctteggegte
gasggtgytg

tggtgatgag

tcaatgegge
tctitnaagc
actcctccaa
tacatttatt
cctatgtgte
atgtgcecectg
cttcetgtgge

atgcaaaaan

Secuencia Artificiml

caracteristica_misc
(1)..(86)
aitio de restriccidén NCO I

caracteristica_misc

{1098) .. (2103}
sitioc de restriccién BAM HI

ttcegacaagce
atcctgtact
ctgaacgtca
tactacatgc
gtagagatga
ctggocaact
gacgaggtoy
aaggccocget
gagctgtgta

accatcceag

4
caaatotagt
chntgnintg
gecttoacce
ccttccaaga
catttctgea
gccagggace
nacttgtact

Variante de sacuencia de gi 14043372

cganagtagn
atggccgteg
ttggecatgga
ctgctatcge
aggccaaaga
ccaaagtgga
tagcectegt
cocatcctgtyg
agangtacca

gcageageet

Etcotecccag
écnucttcnq
tgtggagtca
égaccatgat
cacacgtata
;gcgcccttg
guaaatctgg

actgecatgte
t?gcgghntc
:anccgctg
gggotgecgt
gowcgtogty
gccaatcecey
gogccagggc
cggentgcgu

goagcagace

cttgecgggt

aagatgaaaa
cctetgeagy
ccccaactct
ctcaatagtc
ccteggeatg
cacatgggca
tgetonatans

cacctggacg
gocetgecgy
accctgecgg
gagpctatea
tatgtguagy
tggaaccagg
ctgcaggagy
caccagcega
gtggtggcea

catgtccagy

1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500

1559

60
120
130
240
300
360
4a0
480
540



cctaccaggn
cggccgaagt
accacaccet
agatctgecao
tcnttcgﬁct
tcangtecac
aggagtttaa
agcgcgaget

gtocagaacct

guctgtgaag
agtaaaagag
goaagaccag
gtggtoecage
caasaaatgac
cctggacact
acgtctganc
gectogaccoty

ctgataagga

ageggeatte
gectgtggaca
gecctetata
tacctcactg
caggctaact
gattaccaga
atcaatgcgg
ctotataaag

tce

accgtactgt
ttectcangac
accegtetgeg
gtgcctggana
actcgectecan
tgaccaaacyg
ccaaatctag

cctatggeat

coacgeeggt
agagcgectg
ccaggaasac
gcoggacacy
cacagatgac
tgacatgggc
tttcectecon

Jcclccgtcn

gaggtggget
ggtcacgget
atgcactteg
gagcatgoag
ccgeteatet
tttactgaag
gaapatgasa

gectetgong

660
720
780
B840
800
960
1020
1080
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right-hand oolumn or by an astarisk appearing next to a date of recsipt, the priority document concerned was submhted or
transmitted to the International Bureau in compllanos with Rule 17.1{a) or (b).

2. (i applicable) The latters "NR" sppearing in the Aght-hand column denots a priority document which, on the date of malling
had not yet besn received by the international Buresu under Rule 17.1{a) or (b). Whers, under Rule 17.1{s}, the
priority document must be submittad by the applicant to the receiving Offios or the Internationa! Buresu, but the applicam
falls to submit tha priarity document within the applloable ttime limit under that Rule, the attention of the applicant Is directed
to Rule 17.1(0) which provides that no designsted Office may disregard the priority claim concemed befors glving the
applicant an dpportunity, upon entry into the natlonal phase, to furnish the priority dooument within a time limit which Is
reasonable under the ciroumstances.

3. (Happlicable} An astarisk{*) appearing naxt to a dats of recaipt, in the right-hand oolumn, denotss a priority document
submitted or transmitted to the intermational Bursau but not in complisnce with Rule 17.1(a) or {(b) (the priority document
was recelved after the time lImk prescribad in Rule 17.1{a) or the request to prepare and transmit the priority document was
submittad to the receiving Office after the applicable time limit under Rule 17.1(b)). Even though the priority doocument was
not furnishad In complisnce with Rule 12.1(s) or (b), the Intemnationai Bursau will nevertheless tranamit a copy of the
dacument to the dasignated Offices, for their considerstion. [n case such a copy is not scospted by the designated Offlos
s priority dooument, Rule 17.1(c) provides that no designated Office may disregard the priority claim concerned before
giving the applicant an opportunity, upon entry into the national phase, ta furnish the priority documant within a ime limh
which Is reasonable under the circumstances.

Priority data Priary anplication No. Country or reqional Offios Data of ragaiot
or PCT rnceiving Offics pf orlority documant
04 Marc 2003 {04.03.2003) 60/451,842 uUs 17 May 2004 (17.05.2004)
L ]
The internations Bursau of WIPO Authorized officer

34, chemin das Colombettes Martine THEVENOT

1211 Ganava 20, Switzeriand
Faosimlle No. (41-22) 338.87.20 Telophone No. (41-22) 338 8816

Form PCTAB/304 (January 2004) 008266705
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From the INTERNATIONAL BUREAU

PCT ™

FIRST NOTICE INFORMING THE APPLICANT OF
THE COMMUNICATION OF THE INTERNATIONAL
APPLICATION (TO DESIGNATED OFFICES WHICH

DO NOT AFPLY THE 30 MONTH TIME LIMIT
UNDER ARTICLE 22(1))

(PCT Rule 47.1(c))

Date of malling (dawimanth/year)
07 October.2004 !07.1 0.2004)

RECEIVED
QPMWNTLA

OCT 15 2004
ETATS-UNIS D'AMERIQUE

Docketed Item

Due Date I

BAXAM, Daanna
Bristol-Myers Scp
P.O. Box 4000

Applicant's or agent's fils reference

‘GY0111 IMPORTANT NOTICE
Imemnational application No. Imernational filing date (dawinonsh/vear) Priority date (daymonth/vear)
PCTAJS2004/0061 27 February 2004 (27.02.2004) 04 March 2003 {04.03.2003)
Applicam
d BRISTOL-MYERS SQUIBB COMPANY et al

1. ATTENTION: For any designaled Office(s), for which the time Limit under Artlcle 27(1), as in force from 1 April 2002 (30 months from
the priority dais), does apply, please see Farm PCT/IB/308(Second mnd Supplemantary Notice) (io be issuad promptly afier the expimtion
of 28 momths from the priarity dais).

2. Notce is hereby given that the following designated Office(s), for which the time limit under Article 22(1), es in force from 1 April 2002,
does not apply, has/have requested that the comnmumication of the international application, as provided for in Article 20, be effected under
Ruls 93bis.1. The Intemational Buresy has effected that comummmication on the date indicated below:

16 Seprember 2004. (16.09.2004)

CH
In accordance with Rule 47.1(c-bis)(j), thoss Offices will accept the present notice se conclnsive evidence that the commmpication of the
international application has duly taken place on the date of mailing indicated ahove snd no copy of the Intematiorms) applcation is required
10 be furnished by the applicant 1o the designated Office(s).

3. The following designated Offices, for which the time limit under Article 22(1), as in force from 1 April 2002, does not apply, have not
requested, as a1 the time of mailing of the present notice, that the communication of the international application be effected under Rule
93bis.1:

Fl, W, SE, 7Z, UG, ZM

lnnmtdmmﬂllhll:ﬂI(M)mlmmwhmtm-mmmm&@m‘Snmﬁrm
that Office acts as & desigrmied Office does not require the farnishing, under Anicle 27, by the applicant of a copy of the inlernational

application.

4. TIME LIMITS for entry Into the national phase
For the designated Office(s) listed above, and unless s demand for international preliminery examination hes been filed before the
expiration of 19 months from (he pricrity date (see Article 39(1)), the applicable time limit for entering the national phase will, sahject to
what is suid In the following paragraph, bs 20 MONTHS from tha pricrity date.
In practice, thme limiis other than fhe 20-month time Bmit will contirme 1o apply, for varions periods of time, in regpect of certain of the
designated Offices listed above. For regular updates on the applicable time Jimiis (20 or 21 months, or other tme limii), Office by
Office, refer to the PCT Gagette, the PCT Newslsttsr and the PCT Applicant’s Guide, Volume 11, National Chapiers, all available from
WIPO's Internet site, at ntp-//werw.wipo.int/pct/en/index himl.
h is the applicant’s sols responsibility to monitor all thess time Hmits.

Q

Authorized offices
Beate Giffo-Schmitt

The Intamational Buresn of WIPO
M, chemvin des Colombettes
1211 Genava 20, Switzerland

Facubmile No.+41 22 740 14 38 Facsimile No.+41 22 338 87 20

Form PCT/TB/308(First Notice) (Temuary 2004)
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PCT REQUEST

o recalving Office use only
01 intwrational Applcation No.

PCT-BAFE [EASY moda)
Version 3.50 (Build 0002.150)

United States Patent and Trademark
Office (USPTO) {(RO/UB)

GY011l

PROCESS FOR PREPARING DIDEOXYINOSINE
UPING ADEROSINE DEANINAHSE ENZYME

applicant only
all designated States axcept U
BRISTOL-MYERS SQUIBB COMPANY

Route 306 and Province Line Road
Princaton, New Jersey 08543-4000
United States of America

U8
us
609-252-4014
609-252-4526

1-1-8
17

applicant and inventor
8 only
SKONEZNY, Paul, M.

3471 van Wie Drive East
Baldwinaville, Mew York 13027
Onited States of America

U8
08




GYo111
PCT REQUEST

28
Original (for SUBMIBBION )

12 [Applicant andior inventor
F2-1 |This person Ix

22 for

N-24 {Nama (LAST, First)

25 :

applicant and inventor
US only
POLITINO, Michasl

111 Century Drive
Syracuse, New York 13209
United Btates of Amexica

k3-8 |State of netionallly
3-7 |Btata of residence

applicant and inventor
only
LIU, Buo, W.

4997 Firethorn Circle
lius, New York 13104
United Btates of America

B4 leant and/or Iventor
k41  |This parson In:

42 for
k44 |[Nume (LAST, Firsl)
146 |Addresa:

I14-8 |Stais of nedionaflty
I4-7 |Siate of residence

BOYLE, Alfred, W.

4836 Westfield Drive
Juin, New York 13104
itad Btateas of Amarica

) icant andior inventor
151 porscn e

n-s-2 for

-3-4 [Name (LAST, Firsi)

nss resx

58 |State of nalionalily
li-5-T [Stets of esidenca

applicant and inventor
U8 only
CHEN, Jason, G.

4956 Tindarbox Cirecle
lius, New York 13104
ited States of America

N
LL:)
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GY0111

30

PCT REQUEST

Origine! (for SUBMISSION )
me Bcant sndior ventor
i-8-1  |This pemon i applicant and inventor
n-s-2 for U8 only
-84  |Name (LAST, Firsf) |[STEIN, Gregory, L.
ns-5 J 870 Country Routs 84

i8-8 |Bixie of nationally
i-8-7 [State of residence

lloxy, New York 13103
United Btates of Amarica

nr and/or inventor
71 person
-7-2 for

N-7-4 |Neme (LAST, Firsl}
76 3

78 |Stats of nationally
lIkY-7 |Siats of reakienca

applicant and inventor
UB only
FRANCESCHINI, Thomas

8635 Honeycomb Path
Cicaro, New York 130339
ited Btates of Amarica

L*f:)
us

e
N2 |Applicant for

-84 |Name (LAST, Firsl)

i85 |Addresa:

1-8-8 |Stuiw of nationaily
II-8-T |Stais of residence

applicant and inventor
only
ERSON, Wendy, L.

217 Mexlco Point Drive
xico, New York 13114
United Statesa of Amaerica

i
jus

V-1 or commah representative; or
addresa for correppondance

parson idaniified below is hareby!
been sppoinied to acl on behalf of
appiicant(s) belore the competent
Authorities s
N-1-1  |Nsma (LAST, First)
V-1-2 |Address;

V-1-3 slsphona No.

u
N-1-4  |Facsimiis No.
v-1-8 regisiration No.

agent

BAXAM, Deanna

Bristol-Myers Squibb Company
P.O. Box 4000

Princeton, New Jersey 08543-4000
United States of America

609-252-4014
609-252-4526
45,266

V2 IA&I&\IM.)

[additional agent(s) with same address as



GY0111
4/9
PCT REQUEST
Origina (for SUBMISSION )
first namsd agent
V-2-1 |Nameis) O'BRIEN,Maureen(42,043); GOLIAN,Paul,

. (42,591) y BABAJKO,Surannej
ELFIELD, Jing(45,914) ;5

IE,Tarance (44,544),
BUCHHOLZ,Briana (39,123);

VIS, Btephen(26,693);

DUNCAN, Laurelea (44,096) )

» Bammy (46, 675) »
GIBBONH,Naureoen{44,121))
KILCOYNE,John({33,100);
KLEIN,Christopher(34,363))
REEN,Elliott(32,705))

LAMERDIN, John(44,858) )

LANGE, Keith(44,201);
PEIST,XKennath (45, 006);

PROVOOST, Jonathan (44, 291) ;
RODNEY,Burton(22,076) )

SHER, Audrey (39,024) ; VANATTEN,Mary,
K. (39.408) 3 WINSLOW,Anastaslia(40,875);
IERY,Aldo (31,697))

FF, Samel (25,969) )

EPPERBON, JTaxmean (52, 867) ;
MAKUJINA,Shah(41,174)
RYAM,Richard(30,491) y VOLLES, Warren,
K. (33,810)

Vi Priority clsim of sarfier mationa

Vi-1-1
Vi-1-2
Vi-1-3

04 March 2003 (04.03.2003)
60/451,842
o8

VI-1




GYD111

50
PCT REQUEST
Original (for SUBMIGBION ) alv
VI b Seerching Authorfly  |gnited States Patent and Trademark
hosen Office (USPTO) (IBA/U8)
Vil |Deciamtions Number of deciarations
VIL1  [Decleration as io the kentlly of the -
Vii2 [Deciamiion ms 1o the spplcants 1
a8 ot the Intlamational fling
1o apply for and be graniad &
palant
Vi3  |Deciarstion as to the applicants 1
s at the Intemationsl filing
, 1D ciaim the priority of the serller
Viii4  |[Decaration of nvantorship (only for the |
of the designation of the
Unitad Biates of Amarica)
VIS  |Declarslion as i non-prejudiciel -
or escapiions to lack of

novelty
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PCT REQUEST

Original (for SUBMISSION )

Vilk31 [Deciaration: Entitiemant to spply for

and be grvied a patent
Dm::::-m g in relation to this international
m‘"""'b'".m" um'h""m""""'. |application
patant (Rules 4,17(T) and 51bis. 1{a)m),
in a casa where the declarafion under
Rude 4.17(v) Is not wppropriats:
Name (LAST, First) BRISTOL-MYERS SQUIBE COMPANY is entitled
to apply for and be granted a patent by
'virtua of ths following:
z‘f""' an assignment from BKONEZNY Paul, N. to
& BRISTOL-MYERS SQUIBB COMPANY, dated 21
ugust 2003 (21.08.2003)
V:“' an assigmment from POLITIND Michasl to
M) BRISTOL-MYERH SQUIBE COMPANY, dated 21
ugust 2003 (21.08.2003)
il an assignment from LIU Buo, W. to
21w BRISTOL-MYERS SQUIBB COMPANY, dated 21
ugust 2003 (21.08.2003)
z‘f“" an assignmant from BOYLE Alfred, W. to
1™ BRISTOL-MYERS SQUIBB COMPANY, dated 11
st 2003 (21.08.2003)
z‘f:“' an assignment from Jason, G. to
™ BRISTOL-NYERS SQUIBB COMPANY, dated 21
[August 2003 (21.08.2003)
"'1"' an assignment from STEIN Gregory, L. to
1) BRISTOL-MYERS SQUIEB COMPANY, dated 21
ugust 2003 (21.08.2003)
z‘f'i"' an assignment from FRANCESCHINI Thcmas
™ to BRISTOL-MYERS BQUIBB COMPANY, dated
21 August 2003 (21.00.2003)
z‘_’:"' an assigonment from ANDERSON Wendy, L. to
™ BRISTOL-MYERS SQUIBB COMPANY, dated 21
August 2003 (21.08.2003)
Vil [This deciaration I made for the
219 p all designationa except the desigmnation

of the United Statem of America

s,



70 ~{5ﬁ\

Originl (for BUBMISSION )

in relation to this international
application

BRIBTOL-MYERES SQUIBEB COMPANY

ip entitled to claim prioxrity of earlier
lapplication No. 60/451,842 by virtue of
the following:

:ﬂh an assignment from SKONEEZNY Paul, M. to
BRIBTOL-MYERB SQUIBB COMPANY, dated 21
August 2003 (21.08.2003)

:%h an assigmment from POLITINO Michael to
BRISTOL-MYERS BQUIBRB s dated 21
August 2003 (21.08.2003)

;’1'("") an assignment from LIU Buo, W. to
BRIBTOL-MYERS BQUIBB COMPANY, dated 21
August 2003 (21.08.2003)

::I;v) an assigmment from BOYLE Alfred, W. to
BRIBTOL-MYERS BQUIBB COMPANY, dated 21
August 2003 (321.00.2003)

:‘1'(';') an assignment from Jagon, G. to
BRISTOL-MYERS BQUIBB COMPANY, dated 21
August 2003 (21.08.2003)

3‘_’""('"“ an assignment from STEIN Gragory, L. to
BRISTOL-MYERES SQUIBB COMPANY, dated 21
August 2003 (21.08.2003)

s‘f"':"" sn apsignment from FRANCESCHINI Thomas
to BRISTOL-MYERS BQUIBB COMPANY, dated
21 August 2003 (21.08.2003)

:‘1':"') an assigonment from ANDERSON Wendy, L. to

BRISTOL-MYERS SQUIBB COMPANY, dated 21
August 2003 (21.08.2003)

Vil
310}

[This declarstion ls mads for the

purposss of:

all deaigmations
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PCT REQUEBT
Original (for SUBMESSION )
Dt Chack liat manbser of sheats slactonic fs(s) aiachad
IX-1 Raguesi (inchxding declarstion shests) |9 -
-2 :ﬁh(ﬂﬂnmm 25 -
3  [Cuims 3 -
X4  |Abstrect 1
X5 |Drawings o -
X-Ta Iglb-ﬂlullbl'ddﬂl 38
iX-6a [Sequence isting part of description fled |5 -
in compuier readable form in addiiion
haing flled In paper form (under Seafion
1{a)F)
IX-7 TOTAL 43
tams paper documend(s) sitmched slaciroric fle(s) sttached
X8  [Fos calkultion shest 7/ -
=10 |Oviginel geneval powes of sitomiy 7 -
1X-16{A) |Gequence Rsting in computer madable
x- additionsl copies including, where |- 1l Diskeatte
18(AHT)| applicabla, tha copy for the purposss
of intaradionsd search undar Rule
13%ter
D-17 |PCT-SAFE physical madia - 4
IX-18 Id- Cexrtification
™19 |F‘l'|.|nolllnﬂrlnlnp'hldlﬂlwli
sccompany the shetract ___
D20 |Lenguage of filing of the Intemaetional hglilh
application _ N
X1 Bignature of applicant, agant or
X-1-1 |[Namm BAXAM, Deanna
X-1:2 |Name of signsiory
X-1-3  |Capacity




GYo111

PCT REQUEST
Original (for SUBMISSION )

FOR RECEIVING OFFICE USE ONLY

1041 Date of actunl recaipt of the
purported intsmations! applieation

10-2 Drawinger:
10-2-1 |Racelvad
10-2-2 |Not recaived

10-2 Correcied dute of eciusl recalpt dus
“ |t ister but timely received papars or
drawings complsting the purporisd
intamational application

10-4  |Date of timaly recaipt of the required
cormections under PCT Article 11(2)

108 international Sexrching Authority IWUS

108 smittal of saarch copy delayed
untll search fos I pakl

FOR INTERNATIONAL BUREAU USE ONLY

111 Dais of mceipt of the record copy by
the intsmational Bureau
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PCT (ANNEX - FEE CALCULATION SHEET)
{Thia shest Is not part of snd dose not count & & sheet of the Intermetional epplication)

| (for SUBMISBION )

) For recaiving Offics uss only
0-1 international Application No.

02  |Dsis stamp of the raceiving Ofice

04 [Form PGTAROI0T (Annax)

PCT Fae Calcuintion Bhest
0-4-1 Using PCT-BAFE [EASY mode]
_ Version 3.50 (Build 0002.150)
09 [Applicants or ngents fie reference  [GYO0L11l
2 Applicant BRIBTOL-MYRRSB B_Q‘UIBB COMPANY
12 on of prescribed fess Teo amount/muliplier Total mmournts (USD)
121 it fan T 7N 300
12-2-1 [Search e 8 o 1000
1222 fintamational ssarch 1o be camied oul by |08
123 [intomational tiing fee
(Tirst 30 sheels) " 1035
124 | Ramsiring shees 13
128 Addiional amount |11
128 Total addiiional amount -] 143
127 [ H+a= ] 1178
12112 [ EASY Fiing reduction R -74
12113 rommnuha-m 1 > 1104]
1
20
o . 20
D 2424

authorization to chn.rge dogosit account

United Btates Patent and Trademark
|offica (USPTO) (RO/UB)

4

4

4

19-3B80

26 February 2004 (26.02.2004)
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Puper Capy (NOT for aubmission)

PCT POWER OF ATTORNEY

(] PCT Power of Altomey (for an
Intermnational spplication fiiad under
the Patant Cooperstion Trealy) (PCT
Tarle 30.4)

0-1-1 |Prapamd Using PCT-SAFE [EASY mode]
Version 3.50 (Build 00032.150)




GYo111 q
25 %
PCT POWER OF ATTORNEY
Paper Copy (NOT for submission)
1 The undemignad appiicant(s) BRIBTOL-MYERS SQUIBB COMPANY

191 [hersby appointa (sppoind) the
person

BAXAM, Deanna

Bristol-Myers Squibb Company
P.O. Box 4000

Princeton, New Jarmey 08543-4000
[Onited Btates of America

12 Tlunby sppoints (appoing the

qg'BRIn, Mauresen

ristol-Myers Squibb Company
P.0. Box 4000

Princeton, New Jersey 08543-4000
[Onited States of Amexica

1-+3  |heraby appoints (sppoint) the GOLIAN, Paul, D.
lowing person Bristol-Myers Squibb Company
P.O. Box 4000
Princeton, New Jersey 08543-4000
. |United States of America
114  |hereby appotrts (sppoint) the BABAJKO, Huzanna
lewing parsan rigtol-Mysrs S8quibb Company
P.O. Box 4000
Princeton, New Jerssy 08543-4000
_ [Cnited States of America
193 [hereby sppoints (sppoint) the BELFIELD, Jing
parson Bristol-Myars Bquibb Company
P.0. Box 4000
Princaton, New Jersey 08543-4000
_ ited Btates of America
1-1-8  |hereby appoints (appoint) the BOGIE, Terance

Bristol-Myers Squibb Company
P.0. Box 4000

Princeton, New Jersey 08543-4000
United States of Amsrica

BUCHHOLE, Briana

Bristol-Myers Squibb Company
P.0. Box 4000

Princeton, New Jarsey 08543-4000
[tnited States of America

$-i3 |hemby sppoints (sppoint) the
lowing pereon

D’ANICO, Btephan

Bristol-Mysrs Squibdb Company

P.O0. Box 4000 .

Princeton, New Jersay 08543-4000
ited Btates of Amsrica

-1 by appoinis {appoinf) the VIS, Btephan
@ persan ristol-Myers Squibb Company
P.0. Box 4000
Princeton, New Jersey 08543-4000
United Btates of America
1-1-10 |hersby appoints (xppoint} the ., Laurelea
lowing parson

ristol-Nyers Squibb Company
P.O. Box 4000

Princeton, Mew Jexrsey 08543-4000
United Btates of America



GYo111
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PCT POWER OF ATTORNEY
Paper Copy (NOT for submission)
#1117 |hereby appoints (sppoint) the DUNCAN, Sammy
l;"""" parson Bristol -Myers Squibb Company

P.O. Box 4000 :
Princeton, New Jersey 08543-4000
United Btates of America

1-1-12

|GIBBONS, Mauraen

Bristol-Myers Squibb Company
P.O. Box 4000

Princeton, New Jersey 08543-4000
OUnited States of Amarica

1-1-13-J|i-m appaints (sppoint) the
following persen

KILCOYNE, John

Bristol-Myers Squibb Company
P.O. Box 4000

Princeton, New Jersey 08543-4000
United Btates of Amsrica

1114 I’h-nby appoints (sppos) the

KLEIN, Christophex
Bristol-Myers Squibb Company
P.0. Box 4000

Princeton, New Jersey 08543-4000
United Btates of America

1118 Ihmlwwdmllndnﬂlh- KORSEN, Elliott
pemen Bristol-Myers Squibb Company
P.0O. Box 4000
Princeton, Mew Jearssy 08543-4000
_ United States of America
(=1 hnwmwn LAMERDIN, John
lowing person Bristol-Myers Squibb Company
P.O. Box 4000 :
Princeton, New Jarsey 08543-4000
United Btates of America
ﬁ-ﬂ-mmmmm LANGE, Keith
following parson

Bristol-Myers S8quibb Company
P.O. Box 4000

Princeton, New Jersey 08543-4000
United States of America

1-1-18 |hereby appoints (sppobil) the
lowing parson

PEISYT, Kennath

Bristol-Myers Squibb Company
P.0. Box 4000

Princeton, New Jersey 08543-4000
United States of Amarica

(EED 'h-nbv-mhh(ln-llﬂﬂl- PROVOOBT, Jonathan
foliowing peraon Bristol-Myers Squibb Company
P.0. Box 4000
Princeton, New Jersey 08543-4000
_ [United States of Amarica
1-1-20 ll-'bvl:rﬂlnhmllh RODNEY, Burton

Bristol-Myers Squibb Company
P.0. Box 4000

Princeton, New Jersey 08543-4000
ited Btates of America

1121

SHER, Audrey

ristol-Myers Squibb Campany
P.O. Box 4000

Princeton, New Jersey 08543-4000
United Btates of America
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PCT POWER OF ATTORNEY

Paper Copy (NOT for submisalon)

1-1-22 [hereby appoinis (appoint) the
lowing person

VANATTEN, Mary, K.
Bristol-Myers Squibb Company
P.0. Box 4000

Princeton, New Jearsey 08543-4000
United States of Amexica

NSLOW, Anastasia

ristol-Myers Squibb Company
P.O. Box 4000
Princeton, New Jersey 08543-4000
United States of America

IERI, Aldo
ristol-Myers Squibb Company
P.0. Box 4000
Princeton, New Jersey 08543-4000
ited Btates of Amsrica

¥¥, Bamel

Bristol-Myers 8quibb Company
P.0. Box 4000

Princeton, New Jersey 08543-4000
United SBtataes of America

EPPERSON, James

Bristol-Myers Squibb Company
P.0. Box 4000

rinceton, New Jersey 08543-4000
United Htates of America

1-1-27 |hareby appoints (sppoint} the

JINA, Shah
ristol-Myers Bquibb Company
P.O. Box 4000
Princeton, New Jorsey 08543-4000
United States of America

_|;1-1-a hersby appoints (appotnt) the
g perscn

RYAN, Richard

Bristol-Myers Bquibb Company

P.0. Box 4000

Princeton, New Jersey 08543-4000
ited BStates of America

1129 m-»ﬁmm_m

LLES, Warren, XK.

) parson ristol-Myers Squibb Company
P.0. Box 4000
Princeton, New Jersey 08543-4000
ited Btates of Amarica
12 lagent
13 represent the undersigned before [a]]1 the competent International
Authoritiea
14 in connaction with the irdamational
application identifiad below:
T4t Title of Invention PROCESS FOR PREPARING DIDEOXYINOSINE
USING ADENOSINE DEAMINASE ENZYME
142 lcmte TL]
Appl = or agent's file laxoliil
1-4-3 internstional mumnber
— | (fcreadysvalishls)
144 filad with the om
folowing Officsss [United States Patent and Trademark

[of£ice (UBPTO) (RO/US)

15 and 0 maks of recalve pEyMants on
bahalf of the undersigned
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CERTIFICATION

The undersigned, bung the Executive Vice President and General Counse] of Bristol-Myers Squibb
Company, bereby designates:

Suzanne Babajko
Stephen B. Davis
John M. Kilcoyne
Christopher Klein
Richard Ryan

(a) to present to the Patent, Trademark, Copyright and similar Government Offices of all
countries or to any competent authority, all original, divisional, continuation and reissue
epplications, petitions and request in the name of Bristol-Myers Squibb Company and its
subsidiery companies, for letters patent for inventions, utility models, industrial models and
designs and improvements or additions thereof, trademarks and copyrights; (b) to initial and
prosecute oppositions and appeals; (c) to appear before all officers duly authorized, all Ministers,
Bureaus, Clerk's Offices and Commissions or Commissioners that may be necessary; (d) to sign
and approve on behalf of this corporation all documents and powers of attorney which judgment
of the authorized individuals may be necessary or desirable to carry out the powers hereby
conferred; (¢) to request all proceedings; (f) to pay over or withdraw all taxes, obtain receipts
therefor and give discharge; (g) to withdraw applications and all documents relating thereto; (h)
to commence proceedings against infringers-and assure the defense in infringement actions; and
(i) generally to do all that in the judgment of the authorized individual may be necessary to
secure granting of the privileges above-mentioned.

IN WITNESS WHEREOF, I have placed my hand and caused the seal of the
» Company to be affixed hereto on this §¥ day of AL 2003.
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PCT PETITORIO
Original (para ADMIBION)
:_ ) Pam uso ta f oficina receptora solsments
_ Soflchud Intsmacional No.
o-2 Feche intemacional de registro
o3 Nombre de la clicina receptors y solicitud
intemacionsl enis ol PCT i
[04 | Peticidn ants o] PCT forma-PCT/RON01
0-4-1 | Preparada usando PCT-SAFE [modelo EASY]
| _ Versién 3.50 (Bstructuxa 0002.150)
0-5 Peticion
El sbejo firmenta requiere que I presents
soficiud inismecional sea processds de
scuerdo al Teiado Intemacional an Materis de
Pulaniss _ :
0-8 ﬁolfld';: nr;umn (especificada por sl Oficina de Patentes y Marcas de Estados
sollchante) Unidos (USPTO) (RO/US)
[0-7 Ciave de referencia def archivo delsgents o [ GYD111 i )
solichants
I Thulo de la Invenclén PROCESO PARA PREPARAR DIDESOXIINOSINA USANDO
u _ ENZIMA DE ADENOSINA DESAMINASA
i Solicitants
-1 Euia persona ee: Solicitante solamente
-2 Solicitante para Todos los estados designados excepto US
::z Nombre BRISTOL-MYERS !SQUIBB COMPANY
Otreccién Route 206 y Province Line Road
Princeton, New Jersey 08543-4000
Estados Unidos de América
n-8 Ewindo ds nacionalidad us
-7 Estado de residencia us
18 No. Tal. 609-252-4014
n-e No. Faceimlil 609-252-4526
(W1 Bolicitante ylo Inventor
HI-1-1 | Evia persona es: Scolicitante e inventor
lii-1-2 | Soldianie para: US solamente
14 | Nombre (ULTIMO, Primero) SKONEZNY, Paul, M,
i-3-5 | Diracclén: 3471 Van Wire Drive East
Baldwinsville, New York 13027
Estados Unidos de América
-8 | Evtado de nacionalidad us
l-1-7 | Estado de residancla uUs




PCT PETITORIO
Original (para ADMISION)
[2 [ Boficitants yio inventor .
1121 | Esta persons es: Solicitante e Inventor
IN-2-2 | Sclicitants para US Solamente
(124 | Nombre (ULTIMO, Primero) POLITINO, Michael
1-2-5 | Direccién: 111 Century Drive
Syracuse, New York 13209
Estados Unidod de América
iI-2-8 | Estado de nacionalldad us
l-2-7 | Estado de residencla us
[E] Soliclants yo Inventor _
lI-3-1 | Esta persone e: Solicitante e {Inventor
Hi-3-2 | Solicitante para US Solamente
I-3-4 | Nombre (ULTIMO, Pimero) LIU, Suo, W.
HR-5 | Diraccldn: 4997 Firethorn Circle
Manlius, New York 13104
Estados Unidosg de América
Il-3-8 | Estado de nacionalidad us
-3-7 | Estado de residencle Us
[ Solicitants yio Inventor ,
li-4-1 | Esta persona es: Solicitante e ,Inventor
42 | Solictants pam US Solamente
i-4-4 | Nombre (ULTIMO, Primero) BOYLE, Alfred, W.
ll4-5 | Direcclon: 4836 Westfield Drive
Manliuis, New York 13104
Estados Unidos de América
48 | Estado de naclonafided us :
i4-7 | Esiado de residencla Us
T8 Solicitants ylo inventor
Ii-5-1 | Esta parsona ea: Solicitante e Inventor
62 |Solldtants parm US Solamente |
-4 | Nombra (ULTIMO, Primero) CHEN, Jason, G.
In-8-5 | Dirsccién: 4956 Tinderbox Circle
Manlius, New York 13104
Estados Unidos de América
li-5-8 | Estade de naclonalided CON
ll-5-7 | Estado de residencla us
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Original (para ADMISION)
i
T8 Bollcitants yo Inventor
l-8-1 | Esta parsona aa: Solicitante e Inventor
-8-2 | Soficitenie pare US Sclamente
i-8-4 | Nombre (ULTIMO, Primero) STEIN, Gregory, L.
-85 | Diraccldn: 870 Country Route 84
Mallory, New York 13103
Estados Unidos de América
1i-8-6 | Estado de naclonsfidad us :
i-8-7 .| Estado de residencle us
‘-7 | Soliciants yo Inventor
i-7-1 | Evin persons es: Solicitante e“Inventor
-7:2,./| Soiicitante pera US Solamente
Ul-7-4 | Nombre (ULTIMQ, Primero) FRANCESCHINI, ‘Thomas
Wi-75 | Diraccién: 8635 Honeycomb Path
Cicero, New York 13039
Eptados Unidos de América
li-7-8 | Esiado ds nacionalided Us '
-7-7 | Estndo da residencle us i
LE] Bolicitants ylo inventor
Ni-8-1 | Esta persona es: Solicitante e ‘Inventor
(l-8-2 | Soficitants para US Solamente
111-8-4 | Nombre (ULTIMO, Primero) ANDERSON, Wendy, L.
-85 | Direcoldn: 217 México Point Drive
Mexico, New York 13133
Estados Unidos de América
188 | Estado de naclonalidsd uUs '
87 | Estndo de residencle . uUs :
(VA Agents o representanis coman o direccion i
para cormespondenala
La parsona identificada postsriorments s por Agente
es/ha alto spunindo pama actuar en beneficio
dei{los) solicitania{s) ants laa Autorikdades
Intamacionalea compeatentes como:
iV-1-1 | Nombra: BAXAM, Deanna
v-1-2 | Dirsccidn:. Bristol-Myers ‘Squibb Company
P.0O. Box 4000
Princeton, New Jersey 08543-400
Estados Unidos de América
IV-3-3 | Teldfono No: 609-252-4014
IV-1-4 | Faceimll No.: 609-252-4526
IV-1-8 { No. de regisiro de agenta 45,226
V-2 | Agantse sdicionales Agentes adicionales con la misma direccién
como el primer agente nombrado
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Original (para ADMISION}- Impreso 18.12.2003 03:24:17 PM
[V2-1 | Nombre(s) 0 'BRIEN, Maureen (42, 043) ;
GOLIAN.Paul, D. (42, 591} H
BABAJKO, Suzanne;
BELFIELD , Jing (45,914);
DOGIE, Terence (44,544);
BUCHHOL2, Briana (39,123) ;
D'AMICO, Stephen (46, 652) ;
DAVIS, Stephen (26, 693);
DUNCAN, Laurelee (44, 096) ;
DDNCAN, Sammy (46, 675) ;
. GIBBONS,Maureen (44,121);
KILCOYNE, John(33,100);
KLEIN, Christopher(34,363);
KORSEN, El1fott (32, 705);
LAMERDIN, John (44, 858) ;
LANGE, Kelth(44,201);
PEIST,Kenneth (45,006} ;
PROVOOST, Jonathan(44,292);
RODNEY,Burton(22,076);
SEER, Audrey (39,024);
VANATTEN,Mary, K. (39,408);
WIHSLOW, Anastasia (40,875);
ALGIERI,Aldo(31,697);
DUBOFF, Samuel (25, 969) ;
EPPERSQN, James (52,867);
MAKUJINA,Shah(41,174);
RYAN,Richard(30,491);
VOLLES, Warrern, K. (33,810)
v DESIGNACIONES _
V-1 La pressntacidn de ssta peticidn constituye
bajo la Regia 4.8{a), la designacién de todes
los Estedos Contratantes encontrados por el
PCT en la fecha de presentacién Infemacional,
pam olorgar cada tipo da proteccidn disponible
y. donde es aplicable. para otorgar patente
tanto como nacional
-1 Prioridad relvindicada ds Ia primera
solicitud naclonal
VI-1-1 | Facha de presentacidn 04 Marzo 2003 (04.03.2003)
[VI-1-2~ | Ndmero 60/451,842
VI-1-3 | Pals us
(V-2 Peticién de documentos de pricrided
La oficine receptora requiers para praparar y
tranamitir a la Oficina Intemacional una copla VI-1
cartificada de la primsm soiiciud identificada
como los puntos
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Original (para ADMISION)

[Vil-1

Beleccion de lm Autorided de Blsqueda
Intamacional

Vil
VII-1

Viil-2

Viil-3

Viil-4

Vi

Deciaracionss

Nimer de declaraciones

Declaradion pam |a identikiad dal inventor

[Declarecién da derecho al solidtnte, como
para ja faecha de presentacién Intemacional,
pars aplicar y sar oborgads una patente

Declaracién da derecho al soficitante, como
parm facha de prasentacién internacional, para
retvindicer la priofidad de la primema soficitud

Declaracidn del inventor {imicaments para &l
propdalio de la designacién de loa Estados
Unkios de Amdrica

Declaracién coma descripciones no

prejudiciales o excepciones para cerenda de
novedad
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Original (pera ADMISION)
!

[Vili-2-1 | Declaracidn: Derecho para aplicar para y ser
m;b:n;lmdﬂldum.muh En relacién a esta solicitud intermacional
fecha de presantacién intemacional, pare aplicer
pam y ser otorgada una patents (Reglas 4.17{ll)
y 51bla.1(a){l})), en &l caso donde la deciaracidn '
bajo la Regla 4.17(lv) no es paroplada:
Nambre (ULTIMO, Primero) BRISTOL-MYERS SQUIBB COMPANY da derecho para
aplicar por y ser otorgada una patente por
[ virtud de lo siguiente
Vill-2-1- una cesién dé SKONEZNY Paul, M. a BRISTOL-
™ MYERS SQUIBB COMPANY, fechada el 21 de
- Agosto_de 2003 (21.08.2003)
Vill-2-1- una ceslién de POLITINO Michael a BRISTOL-
™ MYERS SQUIBB .COMPANY, fechada el 21 de
| osto de 2003 (21.08.2003)
vill-2-1- una cesién de LIU Suo, W. a BRISTOL-MYERS
™) SQUIBB COMPANY, fechada el 21 de Agosto de
| 2003 (21.08.,2003)
Vill-2-1- una cesién de BOYLE Alfred, W. a BRISTOL-
M) MYERS SQUIBB iCOMPANY, fechada el 21 de
| osto de 2003 (21.08.2003)
vill-2-1- una cesién de CHEN Jason, G. a BRISTOL-MYERS
W) SQUIBB GOMPANY, fechada el 21 de Agosto de
- 2003 (21.08.2003) .
Vill-2-1- una cesién de STEIN Gregory, L. a BRISTOL-
™ MYERS SQUIBB COMPANY, fechada el 21 de
| osto de 2003 (21.08.2003)
VIR2-1- una cesién de FRANCESCHINI Thomas a BRISTOL-
™) MYERS SQUIBB COMPANY, fechada el 21 de
Agosto de 2003 (21.08.2003)
Yh"';'a"" una cesién de ANDERSON Wendy, L. a BRISTOL-
MYERS SQUIBB- COMPANY, fechada el 21 de
| Agosto de 2003 (21.08.2003)
Viik-2-3- Todas las designaciones excepto la
) designacién de los Estados Unidos de América
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Original (para ADMISION)

"Vit-3-1

Declaracién: Derecho pare reivindicar
prioridad

Detismacién da deracho al sofidmnts, como e la
fecha de preasntacién Intarnacional, pare
relvindicar la priorided de la primera sollcitud
especificada abajo, donde al solicitants no s ol
solicitente al cual presentd la primera sollcitud o
donde al nombre del soficitants ha camblado
pusato que ia praseniacién da la primera
uolldg (Reglas 4.17(N}) y 51bis.1(a)#))
Nombre:

En relacién i esta molicitud internacional

BRISTOL-MYERS SQUIBB COMPANY da derecho para
reivindicar la prioridad de la primera
golicitud No. 60/451,842 por virtud de lo
giquiente: .

Vi1
W)

una cegién de SKONEZNY Paul, M. a BRISTOL-
MYERS 8QUIBB .COMPANY, fechada el 21 de
Aggsto de 2003 {21.08.32003)

Viil-3-1-
o)

una cesifén dq POLITINO Michael a BRISTOL-
MYERS SQUIBB ‘COMPANY, fechada el 21 de
ceto de 2003 (21.08.2003)

Vill3-3-
)

una cesidén de LIU Suo, W. a BRISTOL-MYERS
SQUIBB COMPANY, fechada el 21 de Agosto de
2003 (21.008.2003)

[VAN-3-1-
)

una ceslén de BOYLE Alfred, W. a BRISTOL-
MYERS SQUIBE COMPANY, fechada el 21 de
Agost:o de 2003 (21.08.2003)

VAI-3-1-
™

una ceslén de CHEN Jason, G. a BRISTOL-MYERS
SQUIBB COMPANY, fechada el 21 de Agosto de
2003 (21.08.2003)

VIII3-1-
0]

una ceslén de STEIN Gregory, L. & BRISTOL-
MYERS SQUIBE COMPANY, fechada el 21 de
Agosto de 2003 (21.08.2003)

Vill-3-1-
)

una cesién de FRANCESCHINI Thomas a BRISTOL-
MYERS SQUIBB 'COMPANY, fechada el 21 de
Agosto _de 2003 (21.08.2003)

VHI-3-1-
()

una cesién de ANDERSON Wendy, L. a BRISTOL-
MYERS SQUIBB COMPANY, fechada el 21 de
Agosto de 2003 (21.08.2003)

VAI3-1-
{1x)

Todas las designaciones excepto la
designacién de los Estados Unidos de América
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Original {psrm ADMISION)
X Lista de verificacién Nimero de hojas ' Archivos electbnicos raiedonsdos
1X-1 Solidind 9 -
[1%-2 Dascripdén 25 -
(%3 Raivindicaciones 3 -
D4 Resumen 1
[1X-5 Dibujos 0 -
[1X-7a Némero sub-total de paginas 38
[1%-8a Parte del stado de secuencis praseniada an | 5 .
farma lagible en computadora en adicién a lo
presentado en forma de documanto (bajo la
|| secdién 80%(aXm) :
7 TOTAL a3
Articulos anexos Pupel o documentofs) unidos Campon elecirinicos unidos
X-8 Hala da calcula de honorarios i -
X-10 Original del poder ganeral de sbogeso N
[TX-18{A) | Listado de sscusnda en forma legibis an
computadors:
IX-18{A)- | Copias adicionales Incluyendo, donde es - 1 disquste
{[}] aplicable, 1a copla para propésito de
bisquada inmtamacional bajo la Regla 13ter
IX-17 Disco de PCT-EASY diaquets . - N
(X8 [Oto: certificacidn -
D19 Figura de dibujos los cuales serén
scompafientas del resumen
X-20 Idioma de registro de Is soliciud Inglés i
Internacional
X-1 Firma del solicitante, sgents o reprasentants
coman
(xGbrica)
X-1-1 Nombre: BAXAM, Deanna .
X-1-2 Nombre del firnante:
X-1-3 Puesin
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Original (pars ADMISION)

PARA LA OFICINA RECEPTORA SOLAMENTE

101

Facha de in recepcidn del contenido de ia
splicacién Internacional

10-2-1
10-2-2

| Dibujos

| Recibkios
No recibidos

Feoha corregida de la recepcion actunl
dabldo a recapeidn ultims pero a tempo ds
papsiss o dibujos que completan of
contanido ds la aplicacién intemaclonal

Fecha ds ia recopcion a empo de las
comectiones requerides bajo o Artioulo
11(2) del PCT

EIERE

Autoridad de Busqueda Intsrnacionsl

ISA/US

[ Tranamisién de in copla de bisqueda
retrasada hasts que los honorarion estén
pagados

PARA USO DE LA OFICINA INTERNACIONAL SOLAMENTE

111

Fecha ds Is recepcin de Ia copla dal

documento por In Oficing Internacional
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APOSTILLE

(CONVENTION DE LA HAYE DU 5 OCTOBRE 1961)

COUNTRY: UNITED STATES OF AMERICA

THIS PUBLIC DOCUMENT HAS BEEN SIGNED BY:
EVELYN VAZQUEZ

ACTING IN THE CAPACITY OF:
NOTARY PUBLIC OF NEW JERSEY

BEARS THE SEAL/STAMP OF:
EVELYN VAZQUEZ, NOTARY

CERTIFIED

AT TRENTON, NEW JERSEY

THE 4TH DAY OF AUGUST 2005

BY: John E McCormac, CPA, NEW JERSEY TREASURER
NO. A234532

SEAL/STAMP: 10. SIGNATURE

}un.z._../

;‘1‘;\;0

RS
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AFFIDAVIT

I, Stephen B. Davis, Senior Patent Counsel, Patent Department —
Bristol-Myers Squibb Company do hereby certify that this document is a notarized true

and accurate copy of the original assignment signed by the inventors.

%ﬂ%&%vw

Senior Patent Counsel

STATE OF NEW JERSEY
COUNTY OF MERCER

Subscribed before me on this __3™ day of ___August , 2005

(SEAL)
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60/451,842 VW 03042003 9” 160 Tep)
CONFIRMATION NO. 6178 &

STEPHEN B. DAVIS h EEEIRBLEDT
BRIETOLMYERS SQUISE COMPANY NS RNNRE
PATENT DEPARTMENT
P O BOX 4000

PRINCETON, NJ 08543-4000

Date Mailed: 04/28/2003 «@”

Recaipt Is acknowledged of this provisional Patent Application. it will not be exemined for patentablity and will -
become abandoned not later than twelve months after its fiing date. Be sure to provide the U.S. APPLICATION
NUMBER, FILING DATE, NAME OF APPLICANT, end TITLE OF INVENTION when inquiring about this
applcation. Fees transmitted by check or draft are subject to collaction. Please verify the accuracy of the date -
presented on this recelpt. If an error Is noted on this Flling Receipt, please write to the Office of Initial
Patant Examination's Filing Recelpt Corrections, facsimile number 703-746-9195. Please provide a copy of
this Filing Receipt with the changes noted thereon. i you received a "Notice to Flle Missing Parts” for this
application, pleass submit any corrections to this Fliing Recelpt with your reply to the Notice. When the
USPTO processes the reply to the Notice, the USPTO will generate another Flling Receipt incorporating
the requested corrections (if appropriate),

Applicant{s) ’
Paul M. Skonemy, Clcero, NY;

Michael Poktino, Fayuttevlu RE c E I V E n

Suo W. Liu, Manllus, NY

Altred W. Boyle, Manlius, NY»#®” BMS PATENT I,Aw

Jason G. Chen, Manlius, NY; ¢
Gregory L. Stein, Mallory, NY;’
Thomas Franceschini, Cicero, NY » MAY 02 2003

Wendy L. Anderson, Mexico, NY, g»
Docketed Item _E'é_

Due Date

if Required, Foraign Fliing License Granted: 04/28/2003 '
] Attomey—ux.Am_

Projected Publication Date: Nona, application is not sligible for pre-grant publication

Non-Publication Request: No

Early Publication Request: No

Title
_ Process for preparing dideoxyinosine using adenosine deaminese enzyme /
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BRISTOL-MYERS SQUIBB CCMPANY
STEPHEN B. DAVIS

PATENT DEPARTMENT

P.O. BOX 4000

PRINCETON, NJ 08543-4000

UNITED STATES PATENT AND TRADEMARK OFFICE
NOTICE OF RECORDATION OF ASSIGNMENT DOCUMENT

THE ENCLOSED DOCUMENT HAS BEEN RECORDED BY THE ASSYGNMENT DIVISION OF
THE U.S. PATERT AND TRADEMARK OFFICE. A COMPLETE MICROFIIM COPY IS
AVAILARLE AT THE ASSIGNMENT SE‘.ARCH ROCM ON THE REEL AND FRAME NUMBER

REFERENCED BEILOW.

PLEASE REVIEW ALL INFORMATION CONTAINED ON THIS NOTICE. THE

INFORMATICON CONTAINED ON THIS RECORDATION NOTICE REFLECTS THE DATA
PRESENT IN THE PATENT AND TRADEMARK ASSIGRMENT SYSTEM. IF YOU SHOULD
FIND ANY ERRORS CGR HAVE QUESTIONS CONCERNING THIS NOTICE, YOU MAY
CONTACT THE EMPLOYEE WHOSE NAME APPEARS ON THIS NOTICE AT 703-308-9723.
PLEASE SEND REQUEST FOR CORRECTION TO: U.S. PATENT AND TRADEMARK OFFICE,
ASSIGNMENT DIVISION, BCK ASSIGNMENTS, CG-4, 1213 JEFFERSCN DAVIS HWY,
SUITE 320, WASHINGTON, D.C. 20231.

i
.

RECORDATION DATE: 02/10/2004 i REEL/FRAME: 014322/0484
NUMBER OF PAGES: 7

A}
BRIEF: ASSIGNMENT OF ASSIGNOR'S INTEREST (SEE DOCUMENT FOR DETAILS).

ASSIGNCR: :

EKONEZNY, PAUL M. " DOC DATE: 08/21/2003
ASSIGNOR: -

POLITINO, MICHAEL . DOC DATE: 0B/21/2003

.Assmncn: . )

LIU, SUO W. DOC DATE: 08/21/2003
ASSIGNCR:

BOYLIE, ALFRED W. DOC DATE: 0B/21/2003
ASSIGNCR:

CHEN, JASON G. : DOC DATE: 08/21/2003
ASSIGNOR: 1

STEIN, GREGORY L. DOC DATE: 08/21/2003



014322/04B4 PAGE 2
ASSIGNCR:
FRANCESCHINI, THCMAS

ASSIGNCR:
ANDERSON, WENDY L.

ASSIGNEE:

|

BRISTOL-MYERS SQUIBB COMPANY %

LAWRENCEVILLE-PRINCETON RCAD ,
PRINCETON, NEW JERSEY 08543-4000

SERIAT, NUMBER: 60451842
PATENT NUMBER:

ANTIONE ROYALL, EXAMINER
ASSTGNMENT DIVISION
OFFICE OF PUBLIC RECORDS

.

L

DOC DATE:; 08/21/2003

DOC DATE: 08/21/2003

FILING DATE: 03/04/2003
ISSUE DATE:



DPRIABSIGN'ME]ITB 2/11/04 2 !1 PAGE 4/4 RightFAX

—ED, 10, 2034— 1!34PM___E0F 52 4%2E e _ NO.G29 P.2 '
FOPM PTO-1608 R O Ll MO 8. DEPARTMENT OF DOMMEROR
Moy, 9-00) Padnt and Trdestart Office

7000652¢€
U No. OBE1-0011 fmp. 494) PATENTS ONLY
| GYO111 (POP) .

Te the Honarelie Ocmmissioner of Putetts ansd Tradamarke: Pleass reaard the sttached criginal documents or copy tharedl. -

1. Name o corveying party(iee): 2. Name and eddress of recsiving party(les)

Paul M. Blonacny, Michael Polliino, Suo W, Liu, Altred W. I
Buylo..haana.ﬁm.amml.amﬂunn
Franoeschint, Wendy L

Ackiionsl namete) of sorwerying paryfes) sitached? E-T. !lb ‘
a conveyanca: :

v

[ Secuty Agreamart [ dwdﬂ?m
O Othet. ; Chy_Piincsipn - Otete; NJ ___ Z1P;_DO643-4000
xeculion Date: /21/03, B/21/03, B/21/03, #R1/08, AdBlonsl neme(v) & miireastejatnchet? [] Yaa [ No

|__ a@i/e a/21/09, 8/21/08 and
7‘@% oF patert NUmDeHEy: -

- I this deoument In balng fled together with & new appiisstion, the sxscution date of the appliostion l:

A Patare Appiicelion No.(s) ' B, PatentNo.(s)
BO/4E1,842 .

Addionst numbmselimheg? L1 Yeo B Ne

5. Nems and address of wmm 8. Tetal mnber of applications and paterts wolved: |
thmmmhm

Name: ___ ____ Stechen B, Davis . 7. Totalfea (37 OFR 2.41) o_40
intemal Addreas:__Eristol-Mvars Souibb Compery ) Enciossd :
: Pafert Decarmert ' 1 Authortzed to be cherged to deposlt account and ary |

. other additiongl fass requirad. :

9. Strdemont and eighature.
mwmummww
oapy of the anginal dosiment.

N e Bt

Rag. No. 45,208

[ Cartifiants of mailing oh reverse skis
Tulal summber of pover ol 8

”Mﬂhhlﬁl’ﬂ'ﬂllﬁ““lﬂlﬂ“ﬂlh
ﬂ!llllllllﬂﬂlﬁl‘lllm Assignmants, Washingten, D.C. 20201

B Assigrmont 0 Mergar -, Strest Addtess: __Lowienosvlie-Princeton Foad |
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Case GY0111 (PSP)
ASSIGNME

We,

Paul M. Skonezny residing at S15-WYNMOOr-DIAVE 397 VAN \wiE PRI ws snsT
Bicsro-New YOrk 13038 g4cow,asv.cie mow e /202 7

United States of America
4

Michae! Polltino residingat  -51O0HKhbMdge STBat |11 CEiJ‘Nﬂ-y DV

Alp_S4
. SYRAUPSE, NY 132
United States of America

SuoW.Lu residngat 4907 Firethom Clrcle
Manlius, New York 13104
Unlted States of America ~

Alfred W. Boyle " residing at 4836 Wastfleld Drive
) . Manlius, New York 13104
United States of America

Jason G. Chen rasiding at 4956 Tinderbox Circle
Manlius, New York 13104
United States of America

Gregory L. Stein residngat = 870 County Route 84
Mallory, New York 13103
Unhed States of America

Thomas Franceschini reslding at 8635 Honeycomb Path
Clcaro, New York 13038

United States of America

Wendy L. Anderson’ residngat 217 Mexico Point Drive
Mexico, New York 13114
United States of America,

pursuant to contractual obligations heretofore assumed by us and/or for good and vajuable
consideration, the recelpt and adequacy of which Is hereby acknowiedged, do hereby sell and
assign to Bristol-Myers Squibb COmpaﬁy. a Delaware corporation, having a place of business at
Lawranceville-Princeton Road, Princeton, NJ 08543-4000, its successors, assigns and legal
reprasentatives, all our right, itle arid interast, which includes the right to and full benefit of such
pﬂoﬂﬁés as may now or hareafter be granted to us by local laws or by treaty, including any
Internationa! convention for the protection of industrial property, In and for all countries of the world,
including the Unlted States and Its territorles and possessions, in and to the Invention entitied:

PROCESS FOR PREPARING DIDEOXYINOSINE USING ADENOSINE DEAMINASE ENZYME



Workiwide o
Case GYO111 (PSP) \ \

Invented by us and described in the provisional United States patent appilcation
Application No. 60/451,842, flled March 4, 2003,

Including said provisional United States patent application and any application clalming priority from
sald provisional application, flled in any country, and any patents which may be Issued and/or
granted thereon, and all divisions, continuations, reissues, reexaminetion certificates and
extensions thereof In all countries, the sald interest being the entire ownership of sald invention and
all of sald applications, patents (including relssue patents), extensions and reexamination
certificates to be held and enjoyed by the sald Bristol-Myers Squibb Company and its successors.
and assigns to the full end of the terms to which sald patents (Including reissue patents), extenslons
and reexamination certificates may be granted and/or issued, as fully and entirely as the same
would have been held and enjoyed by us If this sale, assignment and transfer had not been made; ~~

And we hereby agree to communicate to sald assignee or Its representatives any facts known to us
respecting sald invention, to testify in any legal proceedings, to sign and/or exacute any further
documents and/or instruments which may be necessary, lawful and proper in and/or for the filing
and/or prosecution of all applications, including divislonal, continuation and relssue applications,
extansions and reexamination ceriificates and/or the granting and/or Issuance thereof and/or to
otherwise secure fitle to sald Invention and all of seld applications, patents (Including relssue
patents, extensions and reexamination certificates in sald assignes, and In general to do everything
possible to ald said assignee, Its successors and assigns to-obtaln and enforce proper protection
for said Invention In ail countries.

Signed this 22/ day of A«amf , 2003 by S, %n =
9 Paul M. Skonem;p
Signed mnsL dayot ALEVST , 2008 by M ‘lﬂ(’:

Michael Polltino

S|gnodth|s£l_ dayof__B_uﬁué}_, 2003 by 4,@; &). dé,‘
. : uoW. Llu




Worldwide

Signed this

2(_ dayof _@‘L 2003 by

Case GYO0111 (PSP)
. Boyle 7 y

Signed this 2,_]_ day of A'qum"f‘ , 2003 by

Jdson G. Chen

Signed this_2\ _ dayof __Ausdy , 2003 by _A.ﬁf-9'=‘—

Gregory L. Stein

Signed this 2=\ day of ﬂusuo"‘ -, 2003 by TL-—»-—'J\Mu_L,__

Thomas Franceschinl

Signedthis &| _ day of_O.uéamT_. 2003 by %&.@M.nm__
Wendy L. Ahderson

W
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STATE OF NEW YORK )

COUNTY OF O\ur\éﬂsq ) s

On_thlsdnyA ot Q&ﬁg— , 2003, before me came Pau
Skonezny, to me known to be the person of name mentioned in, and who executed the foregoing

Assignment and acknowledged that ha/she executed &.

ENNY A. HASTINGS
[ Publlc, Bta of Now York -

No.
Madison Co Notary Public
Conmiasion é!'cpnr%‘ﬂ Nov. 80, 25 QS

STATE OF NEW YORK )

)88
COUNTY OF Om\s&sq )

On this day 2\ o %ﬁ , 2003, before me came Michas!
Pofitino, to me lmown to be the person of name mentioned In, and who executed the foregoing

Assignment and acknowledged that he/she executed .

[SEABENNY A. HASTINGS .
Notary Public, State of New York

Qualited iy ﬁ%’d?aoar? County & Notary Pblic

Commission Expirea Nov. 30,

STATE OF NEW YORK )
COUNTY oFOf\m&@

)
On thia day ZI of EL&té _ , 2003, before me came Suo W.
Uy, to me known to be the person of that name meftidned in, and who executed the foregoing Assignment

and acknowledged that he/she executed i.

) &a.

[SEAL]

oy B TS vor :
ublic, ) ow
No. 4513368
Qualifled In Madison couq%
Commiesion Expires Nov. 30, 20

WY
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STATE OF NEW YORK ) \\(b

COUNTY OF Ono«kosf. ) )os

Ontlisday_‘z._\_of__mmg , 2003, before me came' Alfred W.
Boyla, o me known to be the person of that hame lohed In, and who executed the foregoing Assignment

and acknowledged that he/she executed Rt

[SEMAINY A, HASTINGS
Notary Public, State of New York
Quanneg' ‘l:n"'l ;daa:ileg: Cou
Commission Expirea Nowv. 30.% .QS

STATE OF NEW YORK )
COUNTY oF Oxvon Qcep )

Ontm&yﬂ_d&&sg , 2003, before me came Jason G.
Chen, to me known to be the person of that nameyentioned in, and who executed the foregoing Asslgnment

and acknowledged that he/ehe executed It.

) ss.

[SEAL]

ENNY A. HASTINGS
Nohrl; Public, State of New York Notary

3% taaeon couny 56
Omllllod In
Commission Expires Nov. 30,

STATE OF NEW YORK )
COUNTY OF O“\U‘\&\‘

Ontﬂsﬁyﬂ_d__&eﬁﬁk' » 20083, before me came Gregory L.
Steln, to me known to be the person of that name Mendloned in, and who executed the foregolng Assignment

and acknowledged that he/she axecuted It

) 88

[ ] A. HASTINGS
PENNY
Public, State ni New York .
NOU'Y No. 48133 Notary

Qualified In Madlson Cou
Commission Expires Nav. 30 H‘E é
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STATE OF NEW YORK )
COUNTY OF Oneadass,

On this dny_z_\_of&ggg- , 2003, before me came Thomas
Francesachini, to me known to be the person of thét name mentioned In, and who executed the foregoing

Assignment and acknowledged that he/she axecuted it.

SEAL
[ PED}NYA. HASTINGS

N
Notary Public, State of New York
e
u
Commission Ezplrulgloar:r. ao.'g _QS

) &s.

STATE OF NEW YORK )

COUNTY OF Cheendeas, )
Onthisday __ 2\ _of __Q_mgﬂmr , 2003, before me came Wendy L.
Anderson, to me known to be the person of tha! e mentioned In, and who executed the foregoing

Aasignment and acknowledged that he/she executed k.

)ss.

[SEAL]
PENNY A. HASTINGS
Natary Public, State of New York
Q um«':" n ﬁgﬁa?’ug: cou% 5
(1] n Mal

Commission Expirea Nov, 30,



TRADUCCION AL ESPANOL del documento de casion de la solicitud de patente a
Bristol-Myers Squibb Company, firmado por los cedentes y el casionario.

APOSTILLE
(CONVENCION DE LA HAYA DEL 5 DE OCTUBRE DE 1961)

1. PAIS: ESTADOS UNIDOS DE AMERICA

2. ESTE DOCUMENTO PUBLICO HA SIDO FIRMADO POR
EVELYN VAZQUEZ

3. ACTUANDO EN CAPACIDAD DE
NOTARIO PUBLICO DE NEW JERSEY

4, LLEVA EL SELLO/TIMBRE DE:
EVELYN VAZQUEZ, NOTARIO

CERTIFICADO

EN TRENTON, NEW JERSEY

EL 4 DE AGOSTO DE 2005

POR: John E. McCormac, CPA, TESORERO DE NEW JERSEY
NO. A234532

SELLO/TIMBRE 10. FIRMA

o @ N O O

Jonh E. McCormac (firma)

\

9
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Declaracién Jurada por Escrito

Yo, Stephen B. Davis, Asesor Principal de Paterites. quartamento de Patentes -
BRISTOL-MYERS SQUIBB COMPANY ceriifico que esta una copia notariada,
verdadera y precisa de la cesién original firmada por los inventores.

(Firma)

Stephen B. Davis

ESTADO DE NEW JERSEY

)
) 88.
CONDADO DE MERCER )

Fimado ante mi este 8 de Enero de 2005

Evelyn Vazquez (Firma)
Notario Puablico

[Sello]

Hay un sello que dice:

EVELYN VAZQUEZ

Notario Piblico de New Jersey

No. 2108805

Mi comisién expim el 8 de Diciembre de 2007
Registrado en el Condado de Middlesex

o,



OFICINA DE MARCAS Y PATENTES DE LOS ESTADOS UNIDOS

No. Sol. Fechade GRPART | Taifade Nimern de Dibujos | Ralv. Tot. | Relv. ind.
presaniacidn o de UNIDAD | pressniacion wpedionts do _
37i(c) abogado
60/451.842  03/04/2003 160 ﬁ;g; ;1
23914

STEPHEN B. DAVIS
BISTOL-MYERS SQUIBB COMPANY
DEPARTAMENTO DE PATENTES
CASILLA POSTAL 4000
PRINCETON, NJ 08543-4000

Fecha de envio: 04/28/2003

Se reconoce haber reclbido esta Solicitud de Patents regular. Serd tenida en consideracion en su orden
y usted serd notificado como resuitado del examen. Asegurese de proporcionar NUMERO DE
SOLICITUD DE PATENTE DE LOS ESTADOS UNIDOS, FECHA DE SOLICITUD, NOMBRE DEL
SOLICITANTE, y TITULO DE LA INVENCION cuando pregunte por esta solicitud. Las tarifas
transmitidas por cheque o letra de cambio estin sujetas a cobro. 81 nota un error sn ests Raclbo de
Presentacién, por favor escriba a la Oficina de Cormecclén de Reclbos de Presentacién a Examen
Iniclal de Patentes, nimero de facsimile 703-748-9188. Por favor proporcione una copla de este
Recibo de Presentacién con los camblos anotados en el. Sl usted reciblé un “Nota para Presentar
Partos Faltantes” para esta solicltud, por favor presante cualquler correccién a este Reclbo de
Presentacién con su respuesta a la Nota. Cuando la USPTO process la respuesta a la Nota, la
USPTO generard otro Recibo de Presentacién Incorporando las correcciones solicitadas (de ser
aproplado).

Solicitante(s)
Paul M. Skonezny, Cicero, NY;
Micheal Politino, Fayettaville, NY;
Suo W. Liu, Manlius, NY;
Alfred W. Boyle, Manlius, NY;
Jasan G. Chen, Manlius, NY;
Gregory L. Stain, Mallory, NY;
Thomas Franceschini, Cicero, NY;
Wendy L. Anderson, Maxico, NY;

De sor requerida, Licencla de Presentacién en ¢l Extranjero Concedida: 04/28/2003

Fecha de publicacién proyectada: Ninguna, la solicitud no es elegible para publicacidn concedida con
antslacion.

Solicltud de no publicacién: No
Solicitud de publicacidn temprana: No

Titulo:
Proceso para preparar dideoxlinosina usando la enzima adenosin deaminasa




11 de febraro da 2004

BISTOL-MYERS SQUIBB COMPANY
STEPHEN B. DAVIS
DEPARTAMENTO DE PATENTES
CASILLA POSTAL 4000
PRINCETON, NJ 08543-4000

OFICINA DE MARCAS Y PATENTES DE LOS ESTADOS UNIDOS
INFORME DE GRABACION DE DOCUMENTO DE CESION

EL DOCUMENTO ADJUNTO HA SIDO GRABADO POR LA DIVISION DE CESIONES DE LA OFICINA
DE MARCAS Y PATENTES DE LOS ESTADOS UNIDOS. HAY DISPONIBLE UNA COPIA COMPLETA
EN MICROFILME EN EL CUARTE DE BUSQUEDA DE CESIONES EN EL NUMERO DE ROLLO Y
CUADRO REFERENCIADOS ABAJO.

POR FAVOR REVISE TODA LA INFORMACION CONTENIDA EN ESTE INFORME. LA INFORMACION
CONTENIDA EN ESTE INFORME DE GRABACION REFLEJA LOS DATOS PRESENTES EN EL
SISTEMA DE ASIGNACION DE PATENTES Y MARCAS. S| USTED ENCUENTRA GUALQUIER
ERROR O TIENE PREGUNTAS CONCERNIENTES A ESTE INFORME, PUEDE CONTACTAR AL
EMPLEADO CUYO NOMBRE APARECE EN ESTE INFORME AL 703-308-9723. POR FAVOR ENVIE
LA SOLICITUD DE CORRECCION A: OFICINA DE MARCAS Y PATENTES DE LOS ESTADOS
UNIDOS, DIVISION DE CESIONES, ASIGNACION DE CASILLAS, CG4, 1213 JEFFERSON DAVIS
HWY, SUITE 320, WASHINGTON, D.C.20231.

FECHA DE GRABACION: 02/10/2004 ROLLO/CUADRO: 014322/0484
NUMERO DE PAGINAS: 7

RESUMEN: CESION DE INTERES DEL CEDENTE (VER DOCUMENTO PARA DETALLES).

CEDENTE: )

SKONEZNY, PAUL M. FECHA DE DOC: 08/21/2003
CEDENTE:

POLITINO, MICHAEL FECHA DE DOC: 08/21/2003
CEDENTE:

LIU, SUOW. FECHA DE DOC: 08/21/2003
CEDENTE:

BOYLE, ALFRED W. FECHA DE DOC: 08/21/2003
CEDENTE:

CHEN JASON G. FECHA DE DOC: 08/21/2003
CEDENTE:

STEIN, GREGORY L. FECHA DE DOC: 08/21/2003



WA

014322/0484 PAGINA 2

CEDENTE:
FRANCESCHINI, THOMAS FECHA DE DOC: 08/21/2003

CEDENTE:
ANDERSON, WENDY L. FECHA DE DOC: 08/21/2003

CESIONARIO:
BRISTOL-MYERS SQUIBB COMPANY
LAWRENCEVILLE-PRINCETON ROAD
PRINCETON, NEW JERSEY 08543-4000

NUMERO DE SERIE: 60451842 FECHA DE PRESENTACION: 03/04/2003
NUMERO DE PATENTE: FECHA DE EMISION:

ANTIONE ROYALL, EXAMINADOR
DIVISION DE CESIONES
OFICINA DE REGISTROS PUBLICOS
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FORMULARIO PTD-1585 PORTADA DEL FORMULARIO DE Departamento de Comercio ds loa
{(Rav. 8-83) REGISTRO Estados Unidos

OMB No. 0851-0011 (mxp. 4/64) 700026737 Oficina de Marcas y Patenies
TUO0S (PSP) SOLO PATENTES

1. Nombre de la(s) parts(s) cedanta(s):
Paul M. Skonezny, Michael Politino, Suo W. Liu,
Alired W. Boyle, jason G. Chen, Gregory L.
Satein, Thomas Franceschini Wendy L.
Anderson

Se adjunta{n) nombre(s) adicionakes) ds la(s) parte(s) cadente(e)
O Sl ® No

Al Honorsble Comisionado de Marcas y Patenios: por favor

isire los documentos originales adjuntos o copias de 08 TISMOS.
2 m::ydncdbndoln(s) parta(s) que recibe(n)

Direccidn Intema:

DIM:MML__

3. Naturaleza del traspaso:

H Cesidn O Fuslén
O AcuerdodaSegurided [0  Cambio de Nombre
O Oto:

Fecha de Elecucién: 8/21X03, 821403, 8721/03, 8/21/03,
821103, 821103, 82103 y 82103

Cludad: _Princeton_ Estado: _NJ__ ZIP: _ 085434000

4 Se sdjunta{n) nombre(s) y direccién(es) adicionai(es)?
O Sl B Neo

4. Namero(s) de Solicitud o nimero(s) de Patente:

A. Soliclud(es) de Patente No(s).
00/451,842

5! sste documento esti siendo entregado junto con una nueva soliciud, la fecha de efecucién de la soliciiud ss:

B. No{s). de Patents

LSe adjuntan ndmeros adicionales? (] Si @ No

5. Nombre y direccién de la parte a quien se le debe
envier la comespondencia de los documentos
concemientss:

Nombre: ____StephenB.Devie .

Direccién Interna: _Bristol-Myers SquibbCompany

- Deparamento de Patentes =

Direccién:

—AceriadoPostnl 4000
Cludad: Princaton Estado: NJ ZIP: 085424000

9. Declaracién y firna:

8. Nimero fotal de aolicitudes y patentes involucradas: 1

7. Tarifa Total (37 CFR § 40
N
a Adjunta
| Autorizacidon pam ser cargada @ una cuenta de

depdsito y cualguier otra tarifa adicional requerida.

8. Nﬂ de cuenta depdsito:

SIS

-

(Anssar copla por duplicado de ssta pigina sl ss page por cysnia

de dapdeltn)

NC USAR ESTE ESPACIO

Hasta donde se y creo, la Informacidn anterior es veraz y comecia y cualquier copla edjunta es una copla veraz del

Namero total de péginas Incluyendo la portada, anexwos, y documentos:

documento original.
_Deanna L. Baxam (Firma) fobero 10002004
Nombre del suscrito Firma Fecha
Reg. No. 45,268

O Certificado de envio por el reverso




CESION

Nosctos,

Paul M. Skonezny residente en 3471 Van Wie Drive East
Baldwinsville, New York 13027
Estados Unidos de América

Micheal Politino residente en 111 Century Drive
. Syracude, New York 1320
Estados Unidos de América

Suo W. Liu residente en 4997 Firethom Circle
Manlius, New York 13104
Estados Unidos de América

Alfred W. Boyle residente en 4838 Waestfield Drive
Manlius, New York 13104
Estadas Unidos de América

Jason G. Chen residente en 4958 Tinderbox Circle
Manlius, New York 13104
Estados Unidos de América

Gregory L. Stein residente en 870 County Route 84
Mallory, new York 13103
Estados Unidos de América

Thomas Franceschini residente en 8835 Honeycomb Path
Cicero, New York 13039
Estados Unidos de América

Wendy L. Anderson rasidente en 217 Mexico Polint Drive
Mexico, New York 13114
Estados Unidoa de América

en virtud de obligaciones contractuales hasta ahora asumidas por nosotros y/o en
buena y valiosa consideracién, el recibo y suficiencia del mismo se reconoce aqui, por
medio de la presente vendemos y cedemos a Bristol-Myers Squibb Company, una
corporacién de Delaware, que funciona en Lawrenceville-Princeton Road, Princeton, NJ
08534-4000, sus sucesores, cedentes y representantes legales, todo nuestro derecho,
titulo e interés, el cual incluye el beneficio comecto y completo de tales prioridades que
puedan ser concedidas ahora o en adelante a nosotros por leyes locales o tratados,
incluyendo cualquier convenio intemacional para la proteccién de propiedad industrial,
en y para todos los paises del mundo, incluyendo a los Estados Unidos y sus territorios
y posesiones, en y a la invencién titulada:



vV
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PROCESO PARA PREPARAR DIDEOXIINOSINA USANDO LA ENZIMA ADENOSIN
DEAMINASA

inventado por nosotros y descrito en la solicitud de patente provisional de los Estados
Unidos

Solicitud No. 60/451,842, presentada el 4 de marzo de 2003

incluyendo dicha solicitud de patente no provisional de los Estados Unidos y cualquier
solicitud que reivindique prioridad de dicha solicitud provisional, presentada en cualquier
pals, y cualquier patente que pueda ser emitida y/o otorgada a la misma, y todas las
divisiones, continuaciones, reemisiones, certificado de reexaminacién y extensiones de
la misma en todos los paises, dicho interés siendo la propiedad total de dicha invencién
y de todas dichae solicitudes, patentes (incluyendo patentes reemitidas), extensiones y
certificados de reexaminacién a ser tenido y disfrutados por Bristol-Myers Squibb
Company y sus sucesores y cedentes por la totalidad de los términos que sean
concedidos y/o emitidos a dicha patente (incluyendo patentes reemitidas), extensiones,
y certificados de reexaminacién, tan completa y totalmente como los mismos habrian
sido tenidos y disfrutados por nosotros si esta venta, cesién y transferencia no hubiera
sido hecha;

Y por la presente acordamos comunicar a dicho cesionario o sus representantes

cualquier hecho que conozcamos respecto a esta invencion, atestiguar en cualquier
proceso legal, firmar y/o ejecutar cualquier documento adicional y/o instrumentos que
puedan ser necesarios, legales y apropiados en y/o para la presentacién y/o
procesamiento de todas las solicitudes, incluyendo solicitudes de division, continuacitn
y reemision, certificados de extensién y reexaminacién y/o concesitn y/o emisién de la
misma y/o de otro modo asegurar el titulo de dicha invencién y de todas dichas
solicitudes, patentes (incluyendo reemisién de patentes, cerfificados de extensiéon y
reexaminacién a dicho cesionario, y en general hacer todo lo posible para ayudar a
dicho cesionario, sus sucesores y cesionarios a obtener y hacer cumplir la protecciéon
apropiada para dicha invencion entonos los paises.

Firmado este 21 de agosto de 2003 por Paul M. Skonezny (Firma)
Paul M. Skonezny

Firmado este 21 de agosto de 2003 por Michael Politino (Firma)
Michael Politino

Firmado este 21 de agosto de 2003 por Suo W. Liu (Firma)
SuoW. Liu



Firmado este 21 de agosto de 2003 por

Firmado este 21 de agosto de 2003 por

Firmado este 21 de agosto de 2003 por

Firmado este 21 de agosto de 2003 por

Firmado este 21 de agosto de 2003 por

Alfred W. Boyle (Firma)

Alfred W. Boyle

Jason G. Chen (Firma)

Jason G. Chen

Gregory L., Stein (Firma)

Gregory L. Stein

Thomas Fran hini (Firma

Thomas Franceschini

Wendy L. Anderson(Firma)

Wendy L. Anderson

\"/‘5
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ESTADO DE NEW YORK )
)ss.
CONDADO DE Onandoga)

Este 21 de Agosto de 2003, ante mi vino Paul Skonenzy, a quien conozco como
la persona de ese nombre mencionada en, y quien ejecutd la cesiébn anterior y
reconocié que la ejecuts. .

[SELLO] Penny A. Hastings (Finma)
Notario Publico

PENNY A HASTINGS :

Notario Piibiico, Estado de New York

No. 4913368

Calificado en ol condado de Madison

La comisidn expira noviembre 30 da 2005

ESTADO DE NEW YORK )
)ss.
CONDADO DE Onandoga)

Este 21 de Agosto de 2003, ante mi vino Michael Politino, a quien conozco como
la persona de ese nombre mencionada en, y quien ejecutd la cesidn anterior y
reconocié que la ejecutd.

[SELLO] Penny A. Hastings (Firma)
Notario Piblico
PENNY A HASTINGS

Notario Piblico, Estado de New York
No. 4913368
Callificado en el condado de Madison

La comislén expira naviembre 30 de 2005

ESTADO DE NEW YORK )
)ss.
CONDADO DE Onandoga)

Este 21 de Agosto de 2003, ante mi vino Suo W. Liu, a quien conozco como la
persona de ese nombre mencionada en, y quien ejecutd la cesidén anterior y reconocié
que la ejecutd.

[SELLO] Penny A. Hastings (Firma)
Notario Pdblico

PENNY A HASTINGS

Notario Piiblico, Estado de New York

No. 4913388

Callficado en el condado de Madison

La comisidn expira noviambre 30 de 2005
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ESTADO DE NEW YORK )
)ss.
CONDADO DE Onandoga)

Este 21 de Agosto de 2003, ante mi vino Alfred W. Boyle, a quien conozco como
la persona de ese nombre mencionada en, y quien ejecutd la cesiébn anterior y
reconocié que la ejecutd.

[SELLO] Penny A. Hastings (Firma

Notario Pablico
PENNY A HASTINGS
Notario Pdbllco, Estado de New York
No. 4913366
Calificado en el condado de Madison
La comisién expira noviembre 30 de 2005

ESTADO DE NEW YORK)
)s8.
CONDADO DE Onandoga)

Este 21 de Agosto de 2003, ante mi vino Jason G. Chen, a quien conozco como
la persona de ese nombre mencionada en, y quien ejecutd la cesién anterior y
reconocié que la ejecutd.

[SELLO] Penny A. Hastings (Firma
Notario Publico

PENNY A HASTINGS

Notario Pdbiico, Estado de New York

No. 4813366

Calificado an el condado de Madison

La comislén expira noviembre 30 de 2005

ESTADO DE NEW YORK )
)ss.
CONDADO DE Onandoga)

Este 21 de Agosto de 2003, ante mi vino Gregory L. Stein, a quien conozco como
la persona de ese nombre mencionada en, y quien ejecutd la cesiéon anterior y
reconocié que la ejecuts.

[SELLO] Penny A. Hastings (Firma
Notario Pablico

PENNY A HASTINGS

Notario Pdblico, Estado de New York

No. 4913386

Callficado en el condado de Madison

La comialdn expira noviembre 30 de 2005
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ESTADO DE NEW YORK )
)ss.
CONDADO DE Onandoga)

Este 21 de Agosto de 2003, ante mi vino Thomas Franceschini, a quien conozco
como la persona de ese nhombre mencionada en, y quien ejecutd la cesién anterior y
reconocié que la ejecutd.

[SELLO] Penny A. Hastings (Firma)
Notario Plblico

PENNY A HASTINGS

Notario Piiblico, Estado de New York

No. 4913366

Calificado en el condado de Madison

La comisidn expira noviambre 30 de 2005

ESTADO DE NEW YORK )
)ss.
CONDADO DE Onandoga)

Este 21 de Agosto de 2003, ante mi vino Wendy L. Anderson, a quien conozco
como la persona de ese nombre mencionada en, y quien ejecutd la cesidn anterior y
reconocié que la ejecutd.

[SELLO] Penny A. Hastings (Firma)
Notario Piblico

PENNY A HASTINGS

Notario Pblico, Estado de New York

No. 4913368

Caiificado en el condado de Madison

La comisién expira noviembre 30 de 2005



'I'A'l'ﬂ OF NEW J ERIEY

)

County of

\

N4

I, CATHERINE DICOSTANZOQ, Clerk of the County of Mercer,

.Do Hereby Certify that % g -
‘Esq., whose name is subscri NOW) enl proof ar affidavit

of

. the annexed instrument, and thereon writlen, nd was at the time of
thunme a Notary Public in and for said State,
ﬁ m said County, eommummd and sworn and authorized by
laws thereof to take the and aclmow] mentl deeds or other
truments of wriling. and a nhvltltobe in said Stlte and that I

am well acquainted with th! handwriting of sald official, and verily believe
.that the signature Is genuine.

'Further Certify that impression of Seal of Notaries Public not requirsd by
law be filed ln my office.

In Testimony Whersol, I have hereunto set my hlnd and affixed lhe seal of
said County and Courts, at Trenton this dly

A.D. nineteen hundég nnd?t«d
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EL SUSCRITO CONSUL DE COLOMBIA
VISTOS LOS DOCUMENTOS PRESENTADOS POR LOS INTERESADOS

CERTIFICA

Que el Seflor (a), CATHERINE Dicostanzo Clerck del condado de Mercer
estado de New Jersey, autenticoO la firna de la notario(a) publico(a) sr (a).
DIANE C. BARTRAN del estado de New Jersey, Estados Unidos de América y
quien ejercia las funciones antes expresadas, y que la firma y sello que en el
documento aparecen como suyos, son los que usa y acostumbra en sus actos
oficiales;

Que la notario(a) antes citada autenticé la firma del sefior STEPHEN B. DAVIS-
qulen actua en calidad de Asesor de Patentes de la Compafiia BRIST L-
MEYERS SQUIBB COMPANY sociedad que existe y esta legalmente
organizada bajo las leyes del estado de Delaware U.S.A

Que ha tenido a la vista los-documentos probatorios de los hechos citados y
constatados por el notario plblico y el County Clerck del estado de New
Joersey, los cuales forman parte integral del prest?nte documento.

Se expide la presente certificacién en cumplimiento de los articulos 259 del

Cédigo de Procedimiento Civil y 480 del Cédigo de Comercio y a solicitud del -

interesado el 20 de Abril de 1888.

NO SE ASUME RESPONSABILIDAD POR EL CONTENIDO DEL
DOCUMENTO ADJUNTO.

PAGADO IMPUESTO DE TIMBRE Y DERECHOS CONSULARES..
VMMMYMMMMWNGM 3

C
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BANTA FE DE BOGOTA - COLOMBIA :

PODER ; POWER OF ATTORNEY '

&5 (nowotros) - | Wei  BRISTOL-MYERS SQUIGR COMPANY. ;

" aicHiado(s) en domicliad In !
i _ Princeton, New Jersey, USA ;
. .
(smos) a: RAMIRO CASTRO DUQUE yio Hersby appoint RAMIRO CASTRO DUQLE and/or

d GOMEZ MENA, de Bantafé de Bopord,
s, apoderedos vardaderos y legales con poder
sl, amplic y auficlents. para recabsr de les
nes y sutoridades colomblanae adminikstrativas,
i y de polleia, sn cusiquler instancia o recurso,
.pbtencién de patsntes de Invenclén, registros ds
mna dissfios industriaies, modelos do utilidad,
9 tos de nombres comarvisies y stasiias, reglstros
u’hroelm de sutor y contratos sobre ios mismas,
de certificados de obtentor da veriedades
, aaf como sus prérroges, renovacionss,
ytacionss de traspaso, cambios de nombre v/o
[gomicilio; éleborar, wamitar y reglatrar contratos de
; '_ndn y lcancias do ocusieagquiera clsses; Intervenir
demendants o como demandado en aualquier
Wwisncle y recurso snte cusiquler jusz, corporasién,
nelomrlo pdblico o auteridad en stolonss judiclales,
pdmlnlwlﬂvu y da policis talew como: oposicionss al
de mercas; avalonss de osducided, canceiacién
fided; acciones reivindiostoriss, sociones derivades
h obtencién o explotacifn de ficanciss; acoiones de
) & dosleal; demandus penaiss; nociones de
nnizacién de perjuicios, reclamos y observacionss
! i de patentos, dissfios industriaies, modalos
. utllldld. on ol ejerciclo do medidas cautelares y an
ndunn o medides simlieres.

9; esta eofecto. lo(e) faculto{mmnos) puu wlovar
foliltudes, formular  descripclones,  enmisnda,
1 préthstas, decisrecionas, oposicionss, cancelaciones,
dlidedes, spaisciones y recilaman; pagas. impdedios;: .u
itkss y gravimense proscritos por is ley; renuncisi’o”
igplatir  derechoa convedidou o Sndurec de concesién;
atiblr toda ciasa de documantoa y valores, dando el
~308rgo redpectiva, v, en genwral, para dar ante diches
. metOridades todos los pus0s necessrion al. efecto
nfloado v tomer todes lse medides que creyeren
-fppducantas &l resguerdo de mis {nusstros interesas),
(g todas las demds facuitades legales nacesariss.

m‘..m comprands ia facultad da ratifiosr o

or en mi (nuestro) nombra lo actuado sl como

de desistir, ranalglr, compiometer, y la de

i on todo o en parte y revocar sustitucionss.,

" nombroiamos) a: RAMIRO CASTRO DUQUR

y?p "HECTOR GOMEZ MBJIA, domiciiisdols) en Is

, afrara 7 No. 18-88 Piso B, min {nuestros) spoderados

A ‘Colombia, con fecultedes para reclblr notificecionas
A m-.lcd'mr apodetados judicieles o mnludldllu.

-L -
T .a:-

Mdo y firmado en

%‘.’

HECTOR GOMEZ MBJIA, of Gantsié de Bogord,
Colombla, my {our) true and lawfull sttomniys with
special, ampie and sufficlent power to obtain from the
Colomblan administrative, judiclal end police offices and
authorities, In any instance, priviiegss of pstents of
invention, raglstration of trademaerks, Industriai designy
and ytlity modsls; registration of commerolal names :
and embiems, registzation of sopyright and contrects !
ralstedt thereto, castificates of obtainers of vegetahiag -
veristies, as well ae extonsions, renewsls and recordal
of assignments snd changes of name and domicite
rolatad to the abovs; te prepery, prosecuts and regiater
Heanses of any kind; to act as plaintitt or defentient In

. ony Inatsnce or recourss, snd before any judge,

corporation, public official er duthority In hidiclal,

administrative and police sotions, such ss: oppositions
to the reglatration of trrademarks; caduaity, cenosiistion
and nuility ' actions; clsim sotiom derived' from the
obteining or explotation of Rosnass, wction'of unfelr
competition; pens! demands, sotions of indenvmitie for”
damages: claims or observations on patent
spplicetions, medsls, industrisi designe end utlity
modlll.lntlumludmmum lnllln
other actions or simiar Mll

b

To that effect they heraby empowersd o file

applications, formulate descriptions, amendmaents. .

protests, declerations, oppositions, canceliations,’ :

nullllm. sppesis and claime; to pay texes, quotas and

mmnmmalhdww.muormw
granted or in the process of graming; to receive

l|| kinds of documents and valuables, giving the

respective releass of receipt, and, in genersl, to take _ .

before said authorities the necessary steps to such
sffact, end any massures that they may dasm partinent .
to the axfsguard of my (our) Interestis} with &l tho
other nnunry iegai powers, .

This power includes the faculy to ratify or eonﬂrm
deslst, settle and compromise on my (our) behalf, and

to substitute this power In whole or In part A
revoke substitutions, At the same thme | (Wel® hetely
sppoimt RAMIRO CASTRO DUQUE wnd/or HECTOR
GOMEZ MEJIA, domiclied in Carrera 7 No. 16-88, Fao

8, my {our) artomney(sl in faot, with powers 10 recelve ..
notificetions and to dasignats hudicisl snd extrajudiolal -~
attorneys.

QGranted and signed In Princeton, New Jersey, USA- -

this 14th " day of April “18e 9

BRISTOL-MYERS SQUIBB . COMPANY

Associate Counsel Patents

%D!LM___.
tephen B. Davis .




« CEATIFICADO NOTARIAL {S8OCIEDAD)

UE L B
w de de
; mndmcml comparaalé ante mf

‘Wlﬂu conozco, Y de quian me conata que firmé el
rgntertor documento, debldamants jursmentado declard
. Widtjo que ¢l e0

r

"'M {egeimente constitvide para un periodo de
ﬁlumldn que sUn no ha terminade; que ol declarants

..ml-nmdndn por dicha compafifs para conferls aste,

mﬁlmdldhamnpdowﬂdpbdullpodu.
bre ¥ representadién da ls sxpresada compafifa,
iiselio oftolal dé sila; ¥ que si objeto pars elcual se
qﬂhtmlnmmmmnndldo dentro dal
v?llshnddu

"dwmmm hace constar que tuvo & la vista las
“gtuebus du (s existencia de |a sociedad.

J5gué quien corfiere o presente poder- es su

r'i.mmm-

v
. : Notario POblico {asfio}

F,

g

PERSONA NATURAL

- .
'Hyl do de . compareciéleron)
'-‘-w “‘ A
ey :;
?i"m... L S—

-; |.|1'I
* ol

-"l .

Diane C. Bariram
* Notary Publio of New , .
o nmmm £000
1+ HOQALIZACION ANTE CONSUL COLOMBIAND ES mmmmwm*
. AEOLUERSOA.-
AT -
Ll
1.11#:!!'1

A o ] ' -:|'
'

1]

4 " 3 . Lo

NOTARIAL CERTIFICATE (CORPORATION)

Onthis 14th deyof April of 1998
personsily appesred before me

" Stephen.B. Davis
umohmwn,mdlnmumwhﬂumm

signed the foregoing instrument who being ty mb tuly
sworn did depose and say that he {she) is the

Associate Counsel Patents
of  BRISTOL-MYERS SQUIBE COMPANY

PR 1

. LA TLE U

r '-f -n-!i‘ .
LA

wnulommmmm-mm wm
that depanant |s suthorized by sald Compeny to bdkifer
this Power of Attorney: thet the seal affixel hareu
bvtlndlpumntlnmonmmlunwuuu
Corporstion Is' the corporate sesl theieof; shd 'ﬂ,’ﬂllho
purpose for which this Instrumefit I8 grinted is indllidad
within the corporste purpose of company. :

The undersigned Notary Public steests that he hes §s¢n

mdwmmnmmmmﬂmg

sompany.

- T"" ;--. - .--.'h'_.t:'.
State of Delaware
under dewe of . yyvember 13, 1989

and that he (she) whoumummpﬂbl
attorney I8 Its Reprossntative.

iy 1
Onthis  14th d-vof April  of 999
mas .‘ bat ?

o
tenhen B. Davis . JOn sy

dneummundhllﬂllv‘ldﬂllidhlﬂlm

Notary Publio {Soal)

- —— "

imwnnmmmlmmﬂm

-
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TRADUCCION OFICIAL No, 260/99 de las Legaligaciones que se encuen—
tran a continuacién de un Poder otorgado por BRISTOL-MYERS SQUIBB
COMPANY, una sociedad domicliliada en Princenton, New Jersey, Esta-
dos Unidos de América al doctor RAMIRO CASTRO DUQUE y/o HECTOR GO-
MEZ MEJIA, de Santafé de Bogot4, D.C., Colombia, del inglés al ea-
pafiol, las cuales para su ldentificacién se sellan com el Sello
del Traduotor al mismo tiempo que la presente.-

B B o i e e e

ANEXOS: E1 Poder arridba mencionado, Certificaciones Notariasles,Cer-
tificacién de las Firmas Notariales, Certificacién del Consulado
General de Colombia en New York, Estado de New York, Estados Unidos
de América, Autenticacién por el Ministerlio de Reslaciones Exterlo-
res de Colombia.- ) '

B N T S o b o L N S A R S ST e e oy

Digne C. Bartram (firmado)
Notario Pdblico
HAY UN SELLO QUE DICE:

Diane C. Bartram

Notario Riblico de New Jersey

Mi Comisién Expira el 9 de Marzo del
afio 2000 '

o ik s ol o IR S A R S T I T 0 R R NI A SR e e

Diane C, Bartram (firmado)
Notario Pdblico

HAY UN 3ELLO QUE DICE:

Diana C., Bartram

Notario Riblico de New Jersey

Mi Comieidén Expira el 9 de Marzo del
aflo 2000 '

-+ TR R AR TS S TN TR SRR

Diane C. Bartram (firmado)
jotario Pdblico

AY UN SELLO QUE DICE:

Diane C. Bartram

Notario PYblico de New Jersey

Mi Comisién Expira el 9 de Marzo del
afio 2000

s =
ll!".‘,‘u f'a |\"‘J ﬂ!m
SENPI o _- Tr-fl'....l B4,

Fro i = e
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Diane C. Bartram (firmado)
Notario Riblico

HAY UN SELLO QUE DICE: .

Digne C. Bartram

Notario Pdblico de New Jersey

Mi Comisién Expira el 9 de Marzo del
aflo 2000 '

B e O B O o o A O o o = NS WA R A S S ST

Diane C, Bartram (firmado)
Rotario Pdblico

HAY UN SELLO QUE DICE:

Diane C, Bartram .
Notaric Piblico de New Jersey

Mi Comisién Expira el 9 de Marzo del
afio 2000

O s L L A N S S SR S W S S R R I P S U

Diane C. Bartram (firmado)
Fotario Pdblico

HAY UN SELLO QUE DICE:

Diane C, Bartram

Notario Piblico de New Jersey
Mi Comisién Expirae el 9 de Marg
afio 2000 KR

R a2 R s

ESTADO DE NEW JERSEY
Condado de Mercesr

Yo, CATHERINE DiCOSTANZOQ, Escribano del

Por Medio del Presente Certifico gue Diane C. Bartram, cuye nom-
bre estd suecrito al reconocimiento, prueba o declaracidén jurada
del inastrumento anexo, y en éste escrito, es y era en el momento
de tomar el mlsmo, un Notario Pdblico en y para dicho Estado, re-
8idente en dicho Condado, comisionado y juramentado y debldamente
autorizado por las leyes de éste para tomar las pruebas y recono-

o ‘M' - b T
HIRG %AV v ALVA%ER
baeligign « «TE TR rapsag

-



S V3

clmientos de escrituras u otros instrumentos escritos, y decla-
raciones juradas para ser reglastrados en dicho Estado, y que es-
toy familiarizado con la caligraffa -de dicho funcionario, y Qe
veras creo que la flrma es gennlna.

Ademés Certifico que le impresién del Sello de Notarios Pdblicos

no estd requerida por la ley para ser presentada en mli oficina.

En Testimonio de lo Cuml, he firmado el presente de mi pufio y le-
tra y fijado el sello de dichos Condado y Tribunales, en Tranton
eate dfa 15 de Abril del A.D. de mil noveclentos noventa y nueve.

Catherine DiConstanzo (fdo,) Escribano del Condado de
Mercer. .

SELIO ER RELIEVE,
R T O o e L L e

EN ESPAROL: La Certificacién del Consulado General de Colombia en
New York, Estado de New York, Estados Unidos de América bajo el
nimero 200283 de fecha 20 de Abril de 1999;: Autenticacién hasta
por el Ministerio de Relaciones Exterlores de Colombia bajo el
nimero 044498 de feoha 29 de Abril de 1999.

(Pagado Impuesto de Tiqbre ¥ Derechoa Consulares por
valor de $57.00 Délares). '
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ES TRAIUCCION FIEL Y COMPLETA DE 10S DOCUMENTOS ADJUNTOS.
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Mox 15" Cirtasiats pom

Fecha: Mayo 3 de 1999.
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IGINAL PARA LA GFICINA DE REGISTRO

s REPUBLICA DE COLOMBIA % ‘
- fop oA . ] 2. A -
* -t ' _'q
GAVIRI A -
_v
R
ORGANIZACION ELECTORAL ) —
REGISTRADURIA NACIONAL DEL ESTADO CIviL. -
- * | -] wun
REGISTRO CIVIL DE DEFUNCION gt 5562241 —
R
(Datos da In eficing du regiitro - : — I
% | Conindo | | Corrgimiamto | | insp. do Poicha Codigo Vf’
el g Tl
oMB A 324
[ Rnton del fnssrit
: —Avfidos v nombran compietas -
CABTRO DUQUE RAMIRO '
Oocwmemo de identficackin (Clave y mimero) Semo (en Letras)

CaC. Nog' 170322 DE BOGOTA

m—c‘w

COLOMBI A éuumNAMARcA BOGOTA D.C. '
Fouthy du ln Jefumeidn Ham Nimerq de cordicade da defundin
Ao 2|0 04| wma. 1[0 on |3 4:10 PH | A- 2094375,
unciin d
—JA3g3d0 quy probere s gentencls r,dnilg_gﬁ
--_-:-------------m Maa » « = Din
Degumanty 3 eiangado _Nombrs y arge del funconarly .
. I\IDREB" DIAZ CAMPOS.~
Anarlzackén | Certifieado Midun | X RaeM: Noo 7 i3 662
[ Quton el dnnunclante r
Agellidos ¥ nombres completay
. ERGAR DAYID REGINO i z
Recumentes da IWamificacion {Clasa v ndmwral
C.C.No. 15.030.154 DE LORICA/ CORDOBA ( EZZ
Tner teriize y AR iy A
Ansifidos y nembres comaletor r ARNLAT A
Recumentos de Ideniiicacién (Clase y nipuan) : —Bma
---—--..-_-.'---_--_---—-----------|‘
[ Segunde tertige
Auslijor y pombres completos

Recymantes da lfensifisacon (Clave ¥ nimers)
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_:NOTAR'A 32 .‘” o " GarmlnElaiurMoram?L'

DI CICULD DE SANTA FE DE BOGOTA, DC. - .- ' Notarlo
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« AERINASIKIA T UINEMCID
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Raticacion = BUe/779 Wil Folos: 154

Fecha (D) s 285-w9-d1 171l

Trmte @ &1 PCT-PIENT 3/ PR LD 411 PESEMIRG

Degendencaa: RS DIVISIN f MAEWS DRACTOES

REQUISITOS NECESARIOS PARA PRESENTACION Y AGILIZACION DE!

TRAMITE

PATENTE DE mvsncm/ MODELO D£ UTILIDAD

()
lndluiclbn de que s& solicita la conces|or, de uma patente, ' { )}
Datos de ldentificacion del sollcitarte o de [a persona ave se prasentala sollcllud. {)
=  Descripeldn de ja Invencién. | { )
- Dibujos de ser estos parlinenias. i ()
'. ) = Gomprobante de Pago de las tasas establ.ridas. !
 COMPLETA ( INCOMPLETA ( )
DISENO INDUSTRIAL ( ) |
- Indlcacién de que se solicita el reglstro de Disefio Industrial : ()
- . Datos de Identificacion dei solicitante 5 dr la percona que presenta ()
- lasolicitud.
- Repreaenhclbn gréfloa o folografica del Diseiio Indusirial o muostrn del
Material que Incorpora el disefio. i { )
Comprobante de pago de las tasas establecidas i ( )
COMPLETA  { ) INCOMPLETA ()
i
‘ . ESQUEMA DE TRAZADO ()
- Indicacién de que solicita el registro de un Esquema de trazado. ()
- Datos de identificacion del soiciante o de la perscna que presenta
La sollcitud. | ()
Representaclon grafica del esquema de trazado ‘ ()
Comprobante de pago de las tasas establecidas. ()
COMPLETA ( ) INCOMPLETA i ()
Firma Responsablié: '
‘ Fecha: i
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REPUBLICA DE COLOMBIA ﬁ

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

Bogoté4,
2020

Doctor (a)

GOMEZ MEJIA HECTOR

Apoderado(a) y/o Representante de
BRISTOL MYERS SQUIBB COMPANY

REFERENCIA Radicacién No. s 87779
Solicitud internacional US2004/006103
Facha iniclec fase nacional 04/10/2005

Trimite 11

Evento 379
Actuacién . 430

Oficio No. ) 1[\66"\

Como resultado del examen de forma, realizado con fundamento en el articulo 38 de
la Declsidén 486 de la Comisién de la Comunidad Andina, articulo 27 del Tratado de
Cooperacim en Materia de Patentes (PCT), regla 51 bis del Reglamento y Circular
Gnica de la Superintendencia de Industria y Comercio, se le comunica que:

1. B81i fuere el caso, el solicitante debe adjuntar la traducclién de los anexos dS;
reporte de examen preliminar internacicnal (Art. 36.2.b) del tratado PCT.

En cumplimiento de lo dispueato por el articulo 39 de la Declsifn 486, se le
requiere para que dentro del té&rmino de dos meses psigulentes a la fecha de
notificacién del presente oficio, complete los requisitos anteriormente enunciados.
En caso de no dar cumplimiento al presente requerimiento, 1la asolicitud se
considerarf abandonada y perderf su prelacién.

Notifiguese el presente oficio conforme a lo dispuesto en el numeral 5.2, literal
a), del capitulo quingg del titulo primero de la Circular Unica No.10 de 2001.

ALIX CARMEN. CESPEDES DE VERGEL

requerimiento fue notificado por fijJacién en 1lista de



