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Resumen

Los 2-desoxi-2-fluoro-B-D-arabinofurandsidos de pirimidina y de purina son analogos
de nucledsidos con un amplio espectro de actividad bioldgica, y de entre ellos, la
clofarabina ha sido aplicada con éxito para el tratamiento de la leucemia aguda
pediatrica. La sintesis quimica de este API (Ingrediente Farmacéutico Activo) requiere
de multiples pasos, lo que supone procesos costosos y no respetuosos con el medio
ambiente. De ahi la propuesta de este trabajo de utilizar y evaluar la sintesis
enzimatica, como alternativa para simplificar el proceso de produccién y reducir el

coste econémico y medioambiental de su produccién actual.

La proteina con actividad desosirribosiltransferasa de Lactobacillus delbrueckii subsp.
lactis fue seleccionada, luego de estudios in silico de acoplamiento molecular, como
candidata para llevar a cabo la sintesis. En este sentido, la enzima fue clonada,
expresada y producida en cantidades suficientes para las pruebas de concepto y los

estudios de optimizacién del proceso biocatalitico.

Para nuestro conocimiento, este trabajo (y la patente que le acompafa), es el primer
reporte del uso de una nucleosido 2’-desoxirribosiltransferasa para la sintesis de
clofarabina. En el trabajo se hace un andlisis de los «cuello de botella» que, en el
escenario actual, hacen que la sintesis enziméatica no sea una opcidn, claramente
competitiva, en relacion a la sintesis quimica de este APl y se hacen propuestas para

alcanzar este objetivo.
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Abstract.

2-deoxy-2-fluoro-p-D-arabinofuranosides of pyrimidine and purine are nucleoside
analogues with a a broad spectrum of biological activity, and among them,
Clofarabine has been successfully applied for the treatment of pediatric acute
lymphoblastic leukemia. The chemical synthesis of this API (Active Pharmaceutical
Ingredient) requires multiple steps, which implies costly and non-environmentally
friendly processes. Hence the proposal of this study is to use and evaluate the
enzymatic synthesis, as an alternative to simplify the production process and reduce the

economic and environmental costs of the current chemical process.

The protein with 2’-deoxyribosyltransferase activity from Lactobacillus delbrueckii
subsp. lactis was selected, after in silico molecular coupling studies, as a candidate to
carry out the synthesis. In this sense, the enzyme was cloned, expressed and produced in

sufficient quantities for the proof of concept studies and the process optimization.

To the best of our knowledge, the present study (and the accompanying patent
application), is the first report of the use of a nucleoside 2'-deoxyribosyltransferase
enzyme for the synthesis of clofarabine. In this study the main bottlenecks that, in the
current scenario, make the novel enzimatic synthesis no longer competitive, when is
compared to the chemical synthesis of clofarabine, and some proposals are made to

reach this objective.
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Prefacio

Esta Tesis se presenta como parte de los requisitos para optar al grado
Académico de Doctor en Quimica Sostenible, en la Universitat Jaume I. La misma
contiene los resultados obtenidos en investigaciones llevadas a cabo en el ambito del

Departamento Advanced Biotech de Inkemia IUCT group (http://www.inkemia.com/),

bajo la supervision del Dr. Rafael Montilla Arévalo, durante el periodo comprendido
entre octubre del 2015 y julio del 2017.

Los resultados forman parte de una de las tecnologias patentada por PLASMIA Biotech

(http://www.plasmiabiotech.com), una compafia biotecnologica dedicada a investigar

nuevas formas de sintesis, méas eficientes, para diferentes tipos de farmacos.
Especificamente, se describen estrategias basadas en el empleo de enzimas que
catalizan las reacciones de sintesis de analogos nucleosidicos en un unico paso. La
obtencion de anadlogos nucleosidicos, con esta tecnologia, supone una mayor rapidez
de sintesis, una reduccion de costes y una menor produccién de residuos,

disminuyendo el impacto econémico y medioambiental de la produccion de estos.

Victor Manuel Deroncelé Thomas

plasmia & [
" ]nhemia .L&T IUCT empresa del

Inkemia IUCT Group, S.A.
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Abreviaturas

Descripcion

pHmax
2'-FdAdo
2CdA
ALL
AML

Ap

API
ara-A
ara-C
araF
ara-U
ARNM
ARNr
BPF

BSA
CADC
CAGR
CAPEX
ClIC
Cl-F-ara-A
CMP
CNT
CTP
dAd?F
dAdo
dAdo,
dCK
dFdC
dFUrd
dGK

Velocidad méxima de crecimiento
2'-fluor-2'-desoxiadenosina

2-cloro-2"- desoxiadenosina

Acute lymphocytic leukemia (Leucemia linfocitica aguda)
Leucemia mieloide aguda (acute myelogenous leukemia)
Ampicilina

Ingrediente Farmacéutico activo (Active Pharmaceutical Ingredient)
9-(B-D-arabinofuranosil)adenina; arabinosiladenina
Arabindsido de citosina

2'-fluoro- arabinofuranosil-2'-desoxiuridina
1-(B-D-Arabinofuranosyl)uracil

ARN mensajero

ARN ribosémico
Buenas précticas de fabricacion (GMP: Good manufacturing practice)

AlbUmina de suero bovino (Bovine Serum Albumin)
Cultivo de Alta Densidad Celular

Tasa anual compuesta de crecimiento

Capital Expenditures (gasto de capital)

Centro Internacional de Investigaciones sobre el Cancer
Clofarabina (2-cloro-2"-fluoro-2"-desoxiarabinosiladenina)
Citidin monofosfato

Transportadores concentradores de nucleosides

Citidin trifosfato

9-(2-Desoxi-2-fluoro-p-D-arabinofuranosil)adenina
Desoxiadenosina

2'-Desoxi-2'-fluoroadenosina
Desoxicitidina quinasa
2',2'-difluoro 2'-desoxicitidina
2'-desoxi -2 ' Fluorouridina

Desoxiguanina gquinasa
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Abreviaturas Descripcién

dGuo Desoxiguanosina

dino Desoxiinosina

DMF N,N-dimetilformamida anhidra

DMSO Dimetil sulfoxido

DNA Acido desoxiribonucleico (Deoxyribonucleic acid)

dNTP Desoxinucleotido trifosfato

DOsgoonm Densidad 6ptica a 600 nm

DRTasas Nucleosido 2 desoxirribosiltransferasas

DTT Dithiothreitol

duUrd 2'-Desoxiuridina

dUrd?F 1-(2-Deoxy-2-fluoro-p-D-arabinofuranosyl)uracil

dUrd, ¢ 2'-Deoxy-2'-fluorouridine

ECcPNP Purin nucledsido fosforilasa de E. coli

EcTP Timidin nucleosido fosforilasa de E. coli

EcUP Uridin nucleosido fosforilasa de E. coli

EDTA Acido etilendiamino tetraacético

E-factor Environmental factor

EMEA Agencia europea del medicamento

ENT Transportadores equilibradores de nucleosides

EPA Environmental Protection Agency (Agencia de Proteccion Ambiental)

F-ara-A 2-fluoro-arabinosiladenina, fludarabina

FDA Food_ and Drug Administration (Administracion de Alimentos y
Medicamentos)

G Tiempo de generacion

GMP Guanosina 5’-monofosfato

GsPyNP Pirimidin nucletsido fosforilasa de G. stearothermophilus

GtPNP Purin nucledsido fosforilasa de G. thermoglucosidasius

HPLC Cromatografia liquida de alta resolucion (High performance liquid
chromatography)

IARC International Agency for Research on Cancer

IMP Inosina 5’-monofosfato

IPTG Isopropil-p-D-tiogalactopirandsido

Kan Kanamicina
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Abreviaturas Descripcién
kDa Kilodaltons
LB Medio de cultivo Luria Bertani
Nucle6sido 2"-desoxirribosiltransferasa tipo Il de Lactobacillus
LANDT delbrueckii subsp. lactis
LINDT Nycleésid(_)_ 2 -desoxirribosiltransferasa tipo 1l de Lactobacillus
leichmannii
LrNDT II‘\IellJJ('E(I;iéiSidO 2 -desoxirribosiltransferasa tipo Il de Lactobacillus
M9 Medio minimo M9
MES Acido 2-(N-morfolino) etanosulfénico
MMM Medio minimo modificado
MTAP 5" -Metiltioadenosina fosforilasa
NCBI Nacional Center for Biotechnology Information
NdRTSs N-desoxirribosiltransferasas
NDT Nucledsido 2 -desoxirribosiltransferasa tipo Il
NP Nucledsidos fosforilasas
NRT N-desoxirribosiltransferasas.
OMS Organizacion Mundial de la Salud
OPEX Operational cost (Costes operacionales)
PAGE Electroforesis en gel de poliacrilamida
PCR Reaccidn en cadena de la polimerasa (Polimerase Chain Reaction)
PDB Protein Data Bank (Banco de Datos de Proteinas)
PDT Nucleosido 2"-desoxirribosiltransferasa tipo |
PET 22b(+)  Plasmido comercial pET 22b(+) (Novagen)
pPET 28b(+)  Plasmido comercial pET 28b(+) (Novagen, Reino Unido)
pKa Constante de disociacion acida (Acid disssociation constant)
PMI Process mass intensity (Intensidad de masa en el proceso)
PNP Purin nucledsido fosforilasa
pO:2 Presion parcial de oxigeno
PPM Fosfopentomutasa
PyNP Pirimidin nucleosido fosforilasa
QA Garantia de calidad (Quality Assurance)
QC Control de calidad (Quality Control)
RK Riboquinasa
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Abreviaturas

Descripcién

RMSD

SEHOP
SNC
TAE
B

TP
TSA
UFC

ul

UP
X-gal

Raiz media de desviacion de los cuadrados (root mean square
deviation)

Sociedad Espafiola de Hematologia y Oncologia Pediatrica
Sistema nervioso central

Tampon formado por Tris, borato y EDTA,

Terrific broth (caldo Terrific)

Timidina fosforilasa

Triptona de Soja Agar

Unidades Formadoras de Colonias

Unidad internacional

Uridina fosforilasa

5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galactopiranosido

Aminoéacidos

Cddigo Cddigo 3 Aminoacido

1 letra letras
A Ala Alanina
R Arg Arginina
N Asn Asparagina
D Asp Acido aspartico
C Cys Cisteina
Q Gln Glutamina
E Glu Acido glutamico
G Gly Glicina
H His Histidina
| lle Isoleucina
L Leu Leucina
K Lys Lisina
M Met Metionina
F Phe Fenilalanina
P Pro Prolina
S Ser Serina
T Thr Treonina
W Trp Triptofano
Y Tyr Tirosina
\Y/ Val Valina
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1. INTRODUCCION

En febrero del 2014 el Centro Internacional de Investigaciones sobre el Cancer (CIIC),

que es el organismo de la Organizacion Mundial de la Salud especializado en la lucha

contra dicha enfermedad, publicé un Informe mundial sobre el cancer (World Cancer

Report 2014%), en el que describian aspectos relacionados con investigacion y la lucha

contra el cancer y mostraban las Ultimas estadisticas sobre la incidencia del cancer y sus
tasas de mortalidad en todo el mundo.

Los avances en la investigacién biomédica han

24 provocado un aumento en la esperanza de vida

Million de la poblacion pero, al mismo tiempo, este

; ) envejecimiento de la poblacién ha hecho que

{ los casos de cancer también hayan ido en

CAN(;;ER aumento. Sin ir méas lejos, en el afio 2012 la

INCIDENCE carga mundial de cancer alcanzo, segun la

OMS, los 14 millones de casos nuevos al afo,

14.1
Million una cifra que se prevé aumente hasta los 22

millones anuales en los proximos dos
decenios. En el mismo periodo, se prevée gue las muertes por cancer aumenten desde los
aproximadamente 8,2 millones de casos anuales hasta los 13 millones de casos anuales?.
En Espafia, segun los datos calculados a partir del proyecto GLOBOCAN 20122, de la
International Agency for Research on Cancer (IARC), la incidencia anual de céncer
calculada para el afio 2015, excluyendo de este calculo los casos de cancer de piel no
melanoma, serd de 227076 personas (135954 varones y 91122 mujeres), siendo el tipo
mas frecuente el cancer colorrectal, por delante, en términos globales, del cancer de

pulmon y el cancer de mama.

1.1 Cancer en pediatria.

El cancer es la primera causa de muerte por enfermedad entre el primer afio de vida y la
adolescencia. En Espafa se diagnostica anualmente un nuevo caso de cancer por cada
6500 nifios menores de 15 afios. Esto representa 1100 casos nuevos entre los 0 y 14
afios y 450 entre los 15y 19%. En menores de 15 afios predominan los céanceres



no epiteliales (leucemias, tumores del sistema nervioso central y linfomas) y
tumores  embrionarios  (neuroblastomas, retinoblastomas,  nefroblastomas,
meduloblastomas, rabdomiosarcomas embrionarios, tumores de células
germinales), mientras que los carcinomas raramente se  diagnostican,
constituyendo cerca del 1,5% de tumores malignos a esta edad. Segln el Registro
Nacional de Tumores Infantiles, los tipos de cancer méas frecuentes en Espafia son las
leucemias (30%), los tumores del Sistema Nervioso Central (20%) y los linfomas (13%)
(Figura 1)*.

Melanomas y
epiteliales; 2,1 Ofras yno
especificadas; 0.1

Cél germinales; 35

Oseos; 5.5 Leucemias; 30,0
Hepaticos: 1.4

Renales; 4.9

Retinoblastomas; 3,0

SNS: 8.8

Linfomas: 12,9

SNC; 215

Figura 1: Distribucion por grupo diagndstico de los tumores infantiles en Espafia.

1.1.1. Leucemia.

La leucemia®* o leucosis es un grupo de enfermedades malignas de la médula dsea
(cancer hematol6gico) que provoca un aumento incontrolado de leucocitos (glébulos
blancos) clonales en la médula 6sea, que suelen pasar a la sangre periférica aunque en
ocasiones no lo hacen (leucemias aleucémicas). Ciertas proliferaciones malignas de

globulos rojos se incluyen entre las leucemias (eritroleucemia)®.

* Leucemia: Literalmente, significa “sangre blanca”; la palabra esta formada por dos elementos griegos:
leuc, una variante de leuco= Aevkdc, "blanco”; y emia, aiua = "sangre".



A. Tipos de leucemia en nifios.

Con frecuencia la leucemia se describe como aguda (que crece rpidamente) o cronica

(que crece lentamente). Casi todas las leucemias en nifios son agudas.

Los dos tipos principales de leucemia aguda son:

- Leucemia linfocitica aguda (linfoblastica) (acute lymphocytic leukemia, ALL):
Alrededor de tres de cuatro leucemias en nifios son ALL. Esta leucemia se
origina de formas tempranas de linfocitos en la médula dsea.

- Leucemia mieloide aguda (acute myelogenous leukemia, AML): este tipo de
leucemia, también Ilamada leucemia mieloide aguda, leucemia mielocitica aguda
o leucemia no linfocitica aguda representa la mayoria de los casos remanentes.
La AML se inicia a partir de las células mieloides que forman los glébulos
blancos (que no son linfocitos), los glébulos rojos o las plaquetas.

- Leucemia de linaje hibrido o mixto: en estas leucemias poco comunes, las
células tienen caracteristicas de la ALL y de la AML. En nifios, son
generalmente tratadas como la ALL y usualmente responden a este tratamiento
como la ALL.

Las leucemias cronicas son mucho méas comunes en los adultos que en los nifios. Suelen
crecer mas lentamente que las leucemias agudas, aunque también son mas dificiles de

curar.

Las leucemias cronicas se pueden dividir en dos tipos.

- Leucemia mieloide crénica (chronic myelogenous leukemia, CML): Esta
leucemia ocurre rara vez en nifios. El tratamiento es similar al empleado en
adultos.

- Leucemia linfocitica crénica (chronic lymphocytic leukemia, CLL): Esta

leucemia se presenta muy pocas veces en los nifios.

B. Leucemia Linfoblastica Aguda

La ALL es la neoplasia més frecuente en la infancia. Su prevalencia es de un 40%
del total de las patologias oncoldgicas. Se caracteriza por la transformacion maligna
de una célula progenitora linfoide inmadura que da lugar a una proliferacion clonal

incontrolada de células bloqueadas en un punto de su diferenciacion®.



La adquisicion por parte de estos precursores linfoides de una serie de anomalias
genéticas, hace que se altere su proceso de maduracion normal, produciendo una parada
madurativa en su proceso de diferenciacion y favoreciendo la proliferacion de las
células transformadas. En consecuencia, se produce una proliferacion clonal de estas
células inmaduras o blastos que invaden la médula dsea y la sangre periférica,
produciendo un fracaso de la funcion medular e infiltracion bléstica de drganos y

tejidos, principalmente nédulos linfaticos, higado, bazo y sistema nervioso.

Las leucemias linfoblasticas son aquéllas cuya celularidad deriva de la estirpe linfoide,
es decir, linfocitos B y T respectivamente. En otras palabras, las ALLs pueden ser de
estirpe B o T. Mientras que las leucemias mieloblasticas derivan de las células de la
estirpe mieloide como los globulos rojos, neutréfilos, basofilos, eosinodfilos y plaquetas
(Figura 2). Asi se diferencian entre agudas y cronicas de acuerdo con la funcionalidad
de las células. Las leucemias agudas se caracterizan por tener una poblacion celular no
funcional por estar absolutamente inmaduras a diferencia de las leucemias cronicas en
en las que las células tienen un mayor grado de maduracion. A partir de esta premisa
podemos inferir que las leucemias agudas generalmente son mas agresivas que las
cronicas. El origen de este padecimiento se asocia fuertemente a factores genéticos
como el sindrome de Down, sindrome de Li-fraumeni, sindrome de Klinefelter,
enfermedad de Wiskott Aldrich, anemia de Fanconi, la exposicion a radiaciones
ionizantes, a agentes quimicos en edades tempranas y a una predisposicion citogenética

especifica como la presencia del cromosoma Filadelfia’.

C. El tratamiento de la ALL infantil

El tratamiento dado para el cancer es muy variable y depende de varios factores
incluyendo el tipo, el lugar y la extension del cancer, asi como en el estado fisico del
paciente. Los tratamientos son disefiados para matar o extirpar directamente a las
células cancerosas o para llevarlas a su muerte por medio de la privacion de las sefiales

bioquimicas necesarias para la division celular o para estimular las defensas propias.
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Figura 2: Evolucién de una célula sanguinea. Imagen que muestra las células que derivan la
estirpe linfoide y la estirpe mieloide en condiciones de salud”.

Los tratamientos pueden ser divididos en categorias basadas en su fin y modo de

accion® e incluyen:

Cirugia: Muchas veces es el primer tratamiento, sobre todo cuando se trata de
tumores soélidos. Si el cancer es detectado en una etapa temprana, la cirugia
puede ser suficiente para curar al paciente, al eliminar todas las células
cancerosas.

Radioterapia: Tratamiento que usa altas dosis de radiacion para destruir células
cancerosas Y reducir tumores.

Quimioterapia: Tratamiento que usa farmacos para destruir células cancerosas.
Inmunoterapia: Tratamiento que ayuda al sistema inmunitario a combatir el
cancer.

Terapia dirigida: Tratamiento que actla sobre los cambios que promueven el
crecimiento, la divisién y diseminacion de las células cancerosas.

Trasplante de células madre: Procedimiento que restaura las células madre
formadoras de sangre que se destruyeron por las dosis elevadas utilizadas en

tratamientos del cancer, como quimioterapia o radioterapia.

* https://www.mhealth.org

* http://www.cancer.qov/.
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El tratamiento principal de los nifios con leucemia linfocitica aguda (ALL) es
quimioterapia. La Tabla 1 muestra un listado de los medicamentos antileucémicos
utilizados para tratar leucemias linfoblasticas y las dianas bioldgicas sobre los cuales

actuan.

El tratamiento se divide usualmente en tres fases*

- Induccion.

El objetivo principal de la primera fase del tratamiento o fase de induccion es
conseguir la remision de la enfermedad, es decir, que la médula 6sea deje de fabricar
células leucémicas o blastos y se instaure la hematopoyesis normal. La duracion de
esta fase es de 5-6 semanas y los farmacos utilizados son la prednisona
(glucocorticoide), vincristina (alcaloide de la vinca), asparraginasa, daunorrubicina

(antraciclina) y ciclofosfamida (alquilante).

- Consolidacién (también llamada intensificacion).

La fase consolidacién tiene como objetivo erradicar blastos residuales resistentes al
tratamiento recibido. Por lo general, se basa en la administracion de altas dosis de
metotrexato (analogo del &cido félico) en infusidn de 24 horas junto con rescate con
acido folinico y mercaptopurina oral. El tratamiento se completa con citarabina y

triple intratecal.
- Mantenimiento.

Si la leucemia sigue en remision después de la induccion y la consolidacion, se puede
comenzar la terapia de mantenimiento. La mayoria de los planes de tratamiento usan 6-
mercaptopurina diariamente y metotrexato semanalmente, administrados en forma de
pastillas, frecuentemente junto con vincristina, que se administra intravenosamente, y

un esteroide (prednisona o dexametasona).

¢ www.cancer.org y www.cancer.gov/espanol
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En Espafna, el protocolo LAL/SHOP aprobado por la Sociedad Espafiola de
Hematologia y Oncologia Pediatrica (SEHOP) ha sido uno de los protocolos mas
utilizados para el tratamiento de la ALL desde el afio 1989. En la Figura 3 se describe
esquematicamente el Protocolo LAL/SHOP 2005, que ha estado vigente en Espafia
desde 2005 a 2013. En este esquema los pacientes son asignados inicialmente a un
grupo de riesgo, que esta determinado por diagnosticos iniciales. En algunos pacientes
este riesgo inicial puede ser modificado una vez se dispongan los resultados de los
estudios de citogenetica/molecular, de respuesta al tratamiento de Induccion y del

estudio de la enfermedad residual al final de la Induccion.

Induccion Consolidacion Intensificacion  Mantenimiento
Riesgo ":& ::
estandar TIT(MTX)
N—

v

' Mantenimiento

VCR PDNASP
CFM MTX 6MP
TIT(MTX)

Trasplante

Figura 3: Esquema de tratamiento LAL/SHOP 20058

La aplicacion de protocolos de tratamiento estandarizados ha resultado en una mejoria
significativa en pacientes de todos los grupos de riesgo. Sin embargo, uno de los
principales problemas que presentan estos protocolos son las diferencias en la respuesta

a la quimioterapia entre pacientes.



Tabla 1: Medicamentos antileucémicos utilizados para tratar leucemias linfoblasticas®.

Clase Agente Diana
Analogo de nucleodsido purinico
Clofarabina Ribonucleétido reductasa; ADN
polimerasa; mitocondria
Nelarabina Ribonucleétido reductasa; sintesis
Forodesina Purin nucledésido fosforilasa

Alcaloides de la vinca

Sulfato de Vincristina Tubulina

Inhibidores de quinasas

Inhibidor de la quinasa ABL1
Dasatinib; Nilotinib; Quinasa ABL1; factor B de
Imatinib, Ponatinib Crecimiento derivado de plaquetas

Inhibidor Aurora quinasa

Alisertib Aurora quinasa A

Inhibidor Quinasa Janus (JAK)

Ruxolitinib; TG101348; JAK
CYT387

Inhibidores de tirosina quinasa
Lestaurtinib; Tirosina Quinasa 3 Similar a FSM
Midostaurin; Sorafenib;
Quizartinib;
Tandutinib; Sunitinib
Otros inhibidores

Inhibidor de proteasoma
Bortezomib Via ubiquitina-proteasoma

Diana de rapamicina en mamifero (mTOR)

Sirolimus; mTOR
Temsirolimus;
Everolimus

Inhibidor de Farnesiltransferasa

Tipifarnib; Lonafarnib  Ras, lamin A

Inhibidor de y-secretasa

R0O4929097 y-secretasa




Tabla 1: Medicamentos antileucémicos utilizados para tratar leucemias linfoblasticas

(cont.)

Clase  Agente Diana
Inductor de la apoptosis

Obatoclax; Oblimersen Bcl-2

Antagonista del receptor de
quimiocina (CXCR4) antagonist

Plerixafor

Terapia Epigenética

Inhibidor de la ADN
metiltransferasas

Azacitidina; Decitabina

Inhibidor de la Histona
metiltransferasa

EPZ-5676

Inhibidor de Histonas
desacetilasa

\Vorinostat; Paqobinostat;
Depsipeptide; Acido valproico

Terapia Inmune

Blinatumomab

SAR3419

DT2219ARL

Rituximab

Epratuzumab, Moxetumomab;
Inotuzumab o0zogamicin

Alemtuzumab
Terapia Celular
Células NK

Células T con receptor de antigeno
quimérico CD19 receptor

Ejes CXCL12 (SDF1)/CXCR4

ADN metiltransferasas

DOT1L

Histona desacetilasa

CD19 (Presentador CD3 ceélulas
CD19

CD19 y 22

CD20

CD22

CD52

Receptores tipo inmunoglobulina
de las células NK
CD19




D. El mercado de los medicamentos para el tratamiento de la leucemia
linfocitica aguda?®.

El mercado de los medicamentos para el tratamiento de la leucemia linfocitica aguda se
estima alcance los $11,3 millones para el afio 2020, con una tasa anual compuesta de
crecimiento (CAGR) del 4% de 2015 a 2020. Actualmente existen tres regimenes
(Hyper-CVAD, Linker y CALGB 8811) y tres medicamentos en monoterapia
(Oncaspar, Clolar y Arranon) disponibles en el mercado. Ademas, hay tres farmacos:
Graspa (ERYtech Pharma), Marqibo (Talon Therapeutics) e Inotuzumab ozogamicin

(Pfizer, Inc.) en ensayos clinicos (fase IlI).

En la actualidad el mercado esta siendo impulsado por la creciente tasa de incidencia de
los casos, las terapias y esquemas de tratamiento innovadores, encabezados por los
tratamientos multi-farmaco. Y ademas, por el vencimiento del periodo de validez legal
de las patentes de los principales farmacos utilizados en el tratamiento de las ALLSs.
Asi, por ejemplo, la patente del farmaco Arranon (nelarabina), expir6 en febrero de
2013, mientras que la patente de Clolar (clofarabina) expira en 2018. Por otro lado, la
patente de Gleevec, un farmaco utilizado como terapia combinada en el régimen de
Hyper-CVAD, ha expirado en 2015.

1.1.2. Analogos de nucledsidos como agentes anticancerigenos.

El modelo terapéutico clasico para impedir la proliferacién de células cancerosas se
basa en estrategias que se limitan a evitar que estas células repliquen su ADN. La
explotacion de nuevos conocimientos sobre mecanismos bioquimicos en los que
intervienen desoxinucle6tidos ha llevado al desarrollo de grupos de farmacos usados
como antimetabolitos, que constituyen una clase importante de compuestos con
actividad terapéutica en el tratamiento del cancer y cuya accién dltima consiste en
interferir la sintesis del ADN?L,

Los analogos de nucledsidos y de bases nitrogenadas fueron los primeros agentes
quimioterapéuticos utilizados para el tratamiento médico del cancer. Esta familia de
compuestos ha crecido para incluir una amplia variedad de nucledsidos derivados de

purinas y pirimidinas, con actividad farmacoldgica sobre tumores sélidos malignos y
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trastornos hematoldgicos. Estos agentes se comportan como antimetabolitos, dado que
compiten con los nucleésidos fisiologicos e interactdan con un gran nimero de dianas
intracelulares para inducir citotoxicidad. (La mayoria de los nucleésidos con actividad
farmacologica estan constituidos, estructuralmente, por tres elementos fundamentales
(Figura 4):

El grupo hidroximetilo, que es necesario para la fosforilacion de la molécula por las
quinasas, para conseguir que tenga la actividad biologica deseada.

La base heterociclica, implicada en el proceso de reconocimiento del nucledsido,
mediante puentes de hidrégeno especificos.

El anillo furandsico, que al parecer actlla como una especie de espaciador que permite

la correcta orientacion del grupo hidroximetilo y de la base (Tabla 2).

Tabla 2: Nuclebsidos y nucledtidos naturales*

Base Nucleosido Nucleétido
(=Base + pentosa) (=nucledsido + fosfato)
Ribo- Desoxiribo- NMP NDP NTP
nucledsido nucledsido
dNMP dNDP dNTP
Purinas

Adenina Adenosina  Desoxiadenosina ~ AMP ADP ATP
dAMP dADP dATP
Guanina Guanosina Desoxiguanosina ~ GMP GDP GTP
dGMP dGDP dGTP

Pirimidinas
Citosina Citidina Desoxicitidina CMP CDP CTP
dCMP dCDP dCTP
Timina Timidina  Desoxitimidina TMP TDP TTP
dTMP dTDP dTTP
Uracilo Uridina Desoxiuridina UMP UDP UTP

dUMP dUDP dUTP

NMP = nucleésido monofosfato; NDP = nucledsido difosfato; NTP = nucleésido trifosfato; dNMP =
dexosinucleésido monofosfato; dNDP = dexosinucleésido difosfato; dNTP = dexosinucledsido
trifosfato.

* Tomado de: http://www.web-books.com/MoBio/Free/Ch3A4.htm.
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Figura 4: Estructura de los analogos nucleosidicos®.

La introduccion de modificaciones sobre los nucledsidos naturales, les convierte en
analogos modificados que mantienen una alta similitud estructural, pero son capaces de
bloquear los procesos enzimaticos celulares. Las modificaciones sobre la estructura
pueden afectar a la parte del azlGcar (o pseudoazucar), a la base purica o
pirimidinica, o bien a ambas partes. En la Figura 5 se muestran algunos ejemplos de
modificaciones comunes para la obtencion de analogos de nucledsidos. Pueden, por
ejemplo, insertarse heteroatomos (gj., F, Cl, 1) en lugar de -H o -OH; o sustituir -H en
la posicion de —OH (desoxiazUcares); inversion de la configuracion en un carbono
quiral (ej., C-2" o C-3"); sustitucion del azucar (desoxi) ribofuranosilo por una cadena

alifatica (ej., aciclovir); L-azucares, o la sustitucion del oxigeno del anillo por C 0 S.

Las células humanas tienen la capacidad de recuperar/reciclar las bases purinicas y
pirimidinicas necesarias para sintesis de los desoxirribonucleétidos que se utilizan en la
sintesis de ADN. Los analogos sintéticos de estos precursores han demostrado ser una
clase importante de agentes anticancerigenos y de entre ellos 15 antimetabolitos
purinicos y pirimidinicos han sido aprobados por la Food and Drug Administration

(FDA) para el tratamiento del cancer (Tabla 3).
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Reemplazo de O por C -Introduccién o modificacion
(carbovir, ‘abacawr) de sustituyentes (brivudina)
Modificaciones en la cadena K -R;emp'la.zo de la base.purlca.l °
. \ pirimidinica por otro ciclo (ribavirina)

Introduccion de dobles enlaces
( estavudina, neplanocina A, carbovir)
1
1

Sustitucion del anillo de furano por <--- -Sustitucion (iodenosina)

uno de oxetano (oxetanocina A) o de & A “, -Epimerizacién (vidarabina)
. . 7,

ciclobutano (ciclobut-A) HO “ZOH

Sustitucion (zidovudina) ) ) ) )
Apertura del anillo ( aciclovir, adefovir)

Figura 5: Modificaciones quimicas para la obtencion de analogos de nucledsidos®

Tabla 3: Analogos de nucleosidos (antimetabolitos) aprobados por la FDA,

Afo de
Analogo de nucleosido aprobacion
Trifluridina/tipiracil 2015
Decitabina 2006
Nelarabina 2005
Clofarabina 2004
Vidaza 2004
Capecitabina 1998
Gemcitabina 1996
Cladribina 1992
Fludarabina 1991
Pentostatina 1991
Floxuridina 1970
Citarabina 1969
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Afo de

Analogo de nucleosido aprobacion
6-tioguanina 1966
5-fluorouracilo 1962
6-mercaptopurina 1953

1.1.2.1. Actividad Biolégica de los analogos de nucledsidos
anticancerigeros.

Las vias principales de administracion de los analogos nucleosidicos son la intravenosa
y por medio de formulaciones orales. El transporte de los nucledsidos hacia el interior
celular puede ser activo o pasivo, por medio de transportadores equilibradores de
nucledsidos (ENT) o de transportadores concentradores de nucledsidos (CNT)¥. Los
transportadores CNT son proteinas de membrana ubicuas que median el transporte de

purinas y pirimidinas a favor de gradiente. Los CNTs median el transporte activo

(energético-dependiente) hacia el interior celular, aprovechando el gradiente de Nat.

Los anéalogos de nucledsidos son administrados como profarmacos por lo cual necesitan
que el metabolismo celular los convierta en los correspondientes metabolitos activos.
Para ello, enzimas de la rutas de “salvamento”* celular, especificamente del tipo
fosforilasas, llevan a cabo la fosforilacion de los analogos de nucledsidos para generar
los nucledsido-5'-monofosfato®®. Esta fosforilacion inicial, a menudo es la etapa
limitante en el proceso para generar metabolitos activos (Figura 6)!7 y se han
identificado cuatro quinasas para llevar a cabo este proceso: la 2'-desoxicitidina

quinasa, la timidina quinasa 1, la timidina quinasa 2 y la desoxiguanidina quinasa.

A menudo la fosforilacion inicial se realiza por la 2'-desoxicitidina quinasa, enzima que
en las células cancerosas se suele expresar de 3 a 5 veces mas que en la mayoria de las

células normales.

* Rutas de recuperacién, en las que se recuperan las bases para sintetizar los nucleétidos
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Figura 6: Mecanismo General de los Analogos Nucleosidicos (ANs) antineoplasicos. RNAP:
RNA polymerase

Los nucletsido-5'-monofosfato se convierten en nucledsido-5'-difosfato y nucledsido-5'-
trifosfato mediante diversas quinasas celulares, y estos Gltimos constituyen los sustratos
de las ADN polimerasas y pudiendo ser incorporados en el ADN, en los procesos de
replicacion, sintesis o reparacion del ADN, lo que da lugar a horquillas de replicacion
bloqueadas y terminacion anticipada de la cadena. Cuando esto ocurre, se activan
varios sensores de dafio del ADN, que estimulan la reparacion del ADN, detienen la
progresion celular y, a menudo, conducen a la apoptosis®®. Por otro lado, ciertos
nucleodsido-5 '-trifosfato pueden incorporarse en el ARN, dando lugar a la terminacion
de la transcripcidn, y provocando inestabilidad en los ARN mensajero (ARNm) y los
ARN ribosémicos (ARNr)*°.

En la Figura 6 se resume el modo en que los analogos de nucledsidos ejercen sus
actividades citotoxicas y que se puede resumir planteando que este sigue dos
mecanismos generales. EI primer mecanismo de accion (Mecanismo 1, Figura 6)

comienza cuando el analogo entra en la célula y esta trifosforilado. Una polimerasa
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celular utiliza posteriormente el andlogo como sustrato e incorpora el mismo en una

hebra creciente de ADN o ARN. En el segundo mecanismo de accion (Mecanismo 2,

Figura 6) el anadlogo actia como inhibidor competitivo de enzimas esenciales, por lo

general, sobre aquellos involucrados en la sintesis de nucledsidos/nucledtidos. La

inhibicion de estas enzimas interrumpe la actividad intracelular.

E. Anélogos nucledsidicos antileucémicos.

- Analogos purinicos:

N\
<fo

HO

E
=

OH

Cladribine

Cladribina  (2-clorodesoxiadenosina,  2-CdA,
Leustatin™) Es un analogo de desoxiadenosina en el
que el &tomo de hidrégeno, en la posicion 2 del anillo
de Purina, se ha sustituido por un atomo de cloro®.
Esta sustitucion hace que la cladribina sea resistente a
la desaminacion por la enzima adenosina desaminasa.
La cladribina, es un profarmaco, que se convierte en
2-cloro-2'-desoxiadenosina-5'-trifosfato, por la accion

de la enzima desoxicitidina quinasa (DCK).

Nelarabina (9-p-d-arabinofuranosilguanina, Ara-
G, Arranon, Atriance). Es un analogo de guanosina
en el que el hidrégeno, en la posicién 6 del anillo,
esta sustituido por un grupo metoxi’t. Es un
profarmaco del analogo de desoxiguanosina,
ara-G, que es desmetilado y  fosforilado
intracelularmente  hasta  ser convertido a la

forma activa 5 -trifosfato, ara-GTP.

Clofarabina (9-(2-desoxi-2-fluoro-p-D-arabinofuranosil)-

OH

Clofarabine

NH,

/N s 2-cloroadenina, CAFdA, Clolar, Evoltra). Es el anédlogo

< S J\ de purina mas efectivo en pacientes con leucemia aguda®? 23,
N Cl
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Fludarabina (9-p-d-arabinosil-2-fluoroadenina, Ara-U,

NH,
N~ Fludara). Es un analogo de la deoxiadenosina que se
N
</ J\ administra a los pacientes como profarmaco en forma de
X . .
y N F fludarabina 5'-monofosfato, que luego entra en las células y

se convierte en trifosforilado por desoxicitidina quinasa

HO (dCK) o desoxiguanina quinasa (dGK) para ejercer sus

ow
I

acciones inhibidoras®.

Fludarabine

- Anélogos pirimidinicos.

OYN\KNHZ Decitabina (5-aza-2'-desoxicitidine, 5-aza-dCyd,
| | Dacogen) Es un inhibidor de la metiltransferasa. De

/;G/ S hecho, en la actualidad, es el inhibidor de la
HO \ metilacion del ADN mas utilizado en el tratamiento

de células cancerosas?.

O///////

H

Decitabina

o N NH.  Citarabina (1-p-d-arabinofuranosilcitosina, Ara-
\‘/ C, Cytosar-U). La citarabina es un farmaco

antineoplasico analogo de la pirimidina, que

inhibe la sintesis de &cido desoxirribonucleico?®.

La accion principal de la citarabina consiste

Citarabina en la inhibicion de la  sintesis de
deoxicitidina, aunque la inhibicion de las quinasas citidilicas y la
incorporacion del compuesto en 4&cidos nucleicos también podrian desempefiar

un papel en sus acciones citostaticas y citocidas.

ni,  Gemcitabina  (2',2'-difluoro  2'-desoxicitidina,

O N
X

U dFdC, Gemzar) Es un analogo del arabinosido de
/

citocina (Ara-C), con potente actividad antitumoral.

o) N
HO/;<,I-.,F Penetra en la membrana a través de un mecanismo de

Gencitabina
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transporte de nucledsidos y es trifosforilado (dFACTP). Este metabolito trifosforilado
compite con el desoxicitidina trifosfato (dCTP) y se comporta como un inhibidor de la
ADN polimerasa. EI dFdCDP es ademas un potente inhibidor de ribonucleodsido
reductasa, lo cual conduce al agotamiento de grupos de desoxirribonucledtidos
necesarios para la sintesis de ADN, potenciando asi los efectos de dFdCTP. El dFdCTP
se incorpora en el ADN, y luego de de la incorporacion de un nucleétido extra, conduce

a la terminacion de la cadena de ADN?’.

La historia de estos andlogos nucleosidicos nos lleva hasta finales de la década de los
50" cuando la citarabina (ara-C, arabin6sido de citosina) fue sintetizada. El éxito de
ara-C en el tratamiento de leucemias impulso el desarrollo de los otros analogos de
nucleodsidos, purinicos y pirimidinicos, entre los que destacaron: ara-A, fludarabina (F-
ara-A, 2-fluoro-arabinosiladenina) y cladribina (2CdA, 2-cloro-2"- desoxiadenosina),
que a principios de los 80", entraban en la fase de ensayos clinicos.

La presencia de un atomo de cloro en el anillo purinico de la Cladribina mejora la
estabilidad del nucledsido frente a la adenosina desaminasa, responsable de la
degradacion de la adenosina?®. En la fludarabina, la sustitucion por un atomo de fluor,
en la misma posicion, tiene un efecto similar, pero la presencia de cloro en esa posicion
es la preferida, dado los severos efectos toxicos del producto de hidrdlisis, 2-

fluoroadenina?®.

Aunque las actividades de F-ara-A y de 2CdA han sido muy prometedoras en la terapia
contra el cancer, existen algunas limitaciones para su uso generalizado. Por ejemplo,
sus bajas biodisponibilidades cuando se administran via oral, debido a la inestabilidad
de estos farmacos en solucion acida (tracto gastrointestinal) y sus susceptibilidades a la
degradacion bacteriana®. Ademas, altas dosis de Cladribinay de Fludarabina resultan

amenudo en toxicidad neuroldgica grave®!,

Teniendo en cuenta estos resultados, a finales de los afios 80" en el Instituto de
Investigacion Birmingham (Alabama) se disefi6 un nuevo andlogo de 2'-
desoxiadenosina, la Clofarabina (Cl-F-ara-A, 2-cloro-2"-fluoro-2’-
desoxiarabinosiladenina)®?. El nuevo farmaco combinaba las farmacocinéticas mas
ventajosas de los dos prototipos anteriores y presentaba una actividad antitumoral en
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dosis relativamente bajas. Estas caracteristicas condujeron a la realizacion de los
ensayos clinicos con el farmaco?®, que culminaron quince afios después, en 2004, con la
aprobacion de la FDA para el tratamiento de leucemia aguda en pacientes pediatricos
(1-21 afos). El farmaco, licenciado a Genzyme Corporation y manufacturado bajo el
nombre comercial Clolar™, fue aprobado en 2006 en Europa, para el tratamiento de

la leucemia linfoblastica aguda infantil.

1.2. Sintesis de anélogos de nucleésidos.
1.2.1. Sintesis quimica.

Para la sintesis quimica de nucledsidos, normalmente se sigue un enfoque convergente,
lo que significa que la base heterociclica y el azGcar se preparan de forma
independiente y luego son acoplados. Un método comunmente utilizado es la reaccién
de Hilbert-Johnson (o Vorbriggen), en el que una base heterociclica sililada
(nucleofilo) reacciona con el azlcar protegido (electréfilo) en presencia de un &cido de

Lewis (normalmente, SnCls y TMSOTf)®, aunque existen mas posibilidades®*.

El método Vorbriiggen y otros similares han sido ampliamente aplicados para la
sintesis de nucledsidos, pero a menudo han sido cuestionados por los requerimientos de
regio- y estéreo-especificidad necesarios para la actividad biol6gica de los
nucledsidos. En los nucleosidos naturales el aztcar esta conectado al atomo N9 de las
bases purinicas 0 al N1 de las bases pirimidinicas. Sin embargo, la presencia de
multiples sitios nucleofilicos en las bases heterociclicas, plantean dificultades para la
formacion regioselectiva del enlace glicosidico durante la sintesis quimica. Por otro
lado, los nucledsidos naturales se encuentran, exclusivamente, en la configuracion
anomérica B, en la que la base esta orientada por encima del plano del azlcar. Este
requisito se puede lograr facilmente en la sintesis de ribonucleosidos, a traves de la
formacion de un intermediario cationico ciclico de la ribosa, antes de la formacion del
enlace glicosidico®. Pero, en el caso de la sintesis de desoxirribonucledsidos la

situacion es mas complicada, debido a la ausencia de grupo hidroxilo en posicion 2'.

Como se mostrara en el siguiente apartado, utilizando la sintesis de 2-cloro-2"-fluoro-2’-

desoxiarabinosiladenina como ejemplo, la sintesis quimica de analogos de nucledsidos
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es, por lo general, un procedimiento con varios pasos, que requiere proteccion y
desproteccién de grupos funcionales y procedimientos sofisticados para conseguir

regio- y estereoselectividad.

1.2.1.1. Sintesis de clofarabina

Se han establecido varios métodos para la produccion de clofarabina y en ellos las rutas
de sintesis se basan tipicamente en reacciones de acoplamiento entre los derivados de
purina y un fragmento arabinofuranosilo. Los dos principales esquemas de sintesis
tienen que ver con el método utilizado para introducir el atomo de flior y comprenden
aquellas metodologias en las que: (i) el &tomo de flUor estad previamente en el azlcar
(ribofuranosa) y se introduce en la molécula final tras el paso de acoplamiento; (ii) el
atomo de fldor se introduce luego de la etapa de acoplamiento, mediante

transformaciones quimicas del nucledsido obtenido previamente.

En la patente norteamericana US Patent 5034518 se describe el esquema del proceso
original para la sintesis de clofarabina, descrito por Montgomery y colaboradores®. En
la ruta de sintesis (Figura 7) se utiliza bromuro de 3-O-acetil-5-O-benzoil-2-desoxi-2-
fluoro-D-arabinofuranosilo para el acoplamiento con 2,6-dicloropurina, seguido de una
secuencia de aminacion/desproteccion®. Esta etapa de acoplamiento da como resultado
una mezcla de nucleosidos del que se obtiene el intermediario anomérico deseado, el 9-
B, a un rendimiento de tan solo 32%, seguida de una complicada etapa de separacion
cromatografica. El rendimiento global de la reaccion (6%) es, de hecho, la mayor
desventaja de este método, ademas de la estabilidad del bromuro de 3-O-acetil-5-O-
benzoil-2-desoxi-2-fluoro-D-arabinofuranosilo y de la dificultad de separar la mezcla de

isbmeros en la etapa de purificacion.
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Figura 7: Sintesis de clofarabina. Método Montgomery®.
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El proceso resumido en la Figura 7 se ha venido usando desde entonces, con muy pocas
En el 2004, Bauta y col.3" 3

modificaciones, para la sintesis de clofarabina.

propusieron una nueva metodologia para la sintesis de clofarabina (Figura 8), el
denominado proceso ILEX (ILEX Products Inc., San Antonio, TX, USA). ElI método

utiliza como material de partida el anémero (a-anémero), estereoquimicamente puro,

del bromuro de 2-desoxi-2-fluoro-D-arabinofuranosilo, obtenido a partir de la

fluorinacion quimica de 1-O-acetil-2,3,5-tri-O-benzoil-a-D-ribofuranosa®® “°. El paso de

conjugacion, para formar el nucleoésido, se lleva a cabo a partir de una 2-cloro-6-amino

purina pre-formada, con una excelente estereoselectividad (f/a = 21/1). El proceso de 6

etapas consigue un rendimiento global de alrededor del 14%%’.
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Aunque el proceso ILEX es el proceso utilizado para la producciéon a escala de la

clofarabina, Bauta y col.®” han propuesto mejoras que consiguen obtener rendimientos

globales de entre 28-32%, sin necesidad de etapas de purificaciones mediadas por

cromatografia. La Figura 9 resume este proceso, en el cual en la primera etapa se hace

reaccionar 2-cloroadenina con el azlcar protegido (1-bromo-2-desoxi-2-fluoro-3,5-di-

O-benzoil-a-D-ribofuranosa) y terc-butoxido de potasio, en una mezcla de tres

solventes. Luego en una segunda etapa se desprotege y recristaliza la clofarabina

obtenida, con menos de un 0,1% del andmero a.
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Figura 9: Sintesis de clofarabina propuesta por Bauta y col.*”. KOBu: terc-butéxido de potasio;
MeCN: acetonitrilo ; t-AmOH: alcohol terc-amilico ; DCE: dicloroetano.

1.3. Quimica verde y Biocatalisis.

Los recursos de la Tierra se estan agotando continuamente para satisfacer las
necesidades de la creciente poblacion y, por otra parte, las actividades humanas han
dado lugar a una enorme carga sobre el medio ambiente, por los desechos toxicos y las
emisiones de gases de efecto invernadero y el consiguiente cambio climatico. En este
contexto, el establecimiento de una era de Bioeconomia*, requiere no sélo un cambio
de patrén de produccion, sino también una profunda modernizacion de los procesos de
produccién donde, por ejemplo, los subproductos puedan ser utilizados como materia
prima en la produccion de productos béasicos como los biocombustibles y otros

productos quimicos de alto valor afadido.

* La bioeconomia es la ciencia de la gestion de la sustentabilidad. Su finalidad es alcanzar un desarrollo

socio-econémico sostenible, a través de un uso eficiente de los recursos naturales.
(http://www.fundacionmelior.org/content/tema/que-es-la-bioeconomia-o-economia-ecologica)
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En 1991 Paul Anastas y John Warner** formularon el concepto de quimica verde y un
plan para guiar a la industria quimica hacia practicas menos peligrosas, que ha sido bien
recibido por quimicos, industriales y politicos. El creciente nimero de publicaciones y
proyectos de investigacion que tratan de desarrollar nuevas vias (mas verdes) para la
sintesis de productos quimicos y la creacién de organismos, redes, instituciones,
revistas y programas educativos para la consecucion de sus objetivos, son una clara

indicacion de ello.

La iniciativa es una propuesta novedosa para reducir y/o eliminar los problemas
ambientales derivados de actividades industriales. Segun la US Environmental
Protection Agency (EPA), la quimica verde es el “uso de la quimica para la prevencion
de la contaminacidn, y el disefio de productos quimicos y procesos benévolos para el

ambiente” 2. La quimica verde plantea 12 principios para conseguir sus objetivos*.

1. Prevencion

Es mejor evitar la formacion de residuos que tratarlos o limpiarlos después de que se

hayan formado.
2. Economia de 4tomos

Los métodos de sintesis deberian disefiarse para maximizar la incorporacion de todos

los materiales utilizados en el producto final.
3. Productos quimicos intermedios menos toxicos

Siempre que sea posible, las metodologias sintéticas deberian disefiarse para usar y
generar sustancias con poca 0 ninguna toxicidad para la salud humana y el medio

ambiente.
4. Productos finales méas seguros

Los productos quimicos deberian disefiarse para mantener la eficacia de su funcion, a la

vez que reducen su toxicidad.

* https://campushuesca.unizar.es/blog/los-doce-principios-de-la-quimica-sostenible
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5. Reduccion del uso de sustancias auxiliares

El empleo de sustancias auxiliares (como disolventes, agentes de separacion, etc.)

deberia evitarse en lo posible, y ser inocuo cuando se empleen.
6. Reduccion del consumo energético

El impacto medioambiental y econdmico de los requerimientos energéticos debe ser
reconocido y minimizado. Los métodos sintéticos deberian aplicarse a presion y

temperatura ambiente.
7. Uso de materias primas renovables

Deben utilizarse materias primas renovables siempre que sea técnica y econémicamente

viable.
8. Reduccion de la derivatizacion innecesaria

La derivatizacion innecesaria (grupos blogueadores, etapas de proteccion/desproteccion,

modificaciones temporales) debe evitarse en la medida de lo posible.
9. Uso de catalizadores

Los reactivos cataliticos (tan selectivos como sea posible) son superiores a los reactivos

estequiométricos.
10. Disefio para la degradacion

Los productos quimicos deben disefiarse de forma que al final de su funcion no

persistan en el entorno y se degraden en productos inocuos.
11. Desarrollo de tecnologias analiticas para la monitorizacion en tiempo real

Deben desarrollarse metodologias analiticas que permitan el seguimiento y control de

procesos en tiempo real, antes de que se formen sustancias peligrosas.
12. Minimizacion del riesgo de accidentes quimicos

Las sustancias quimicas y las formas en que se usan dichas sustancias en un proceso
guimico deben escogerse para minimizar el potencial de accidentes quimicos,

incluyendo vertidos, explosiones e incendios.
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Las reacciones catalizadas por enzimas cumplen con la mayoria de los criterios de la
quimica verde, ofreciendo mas de una solucion para cada problemética. Asi, por
ejemplo, los biocatalizadores en lo referente a la generacién de residuos, contribuyen a

la creacion de procesos, mas eficientes y con menos consumo energético.

A favor de los biocatalizadores podriamos mencionar numerosas ventajas: pueden
actuar como catalizadores no tdxicos; generalmente son muy selectivos, consiguiendo
productos con una alta pureza; operan en condiciones de reaccién moderadas (gj., a
temperatura ambiente), lo que da como resultado un consumo de energia reducido; el
medio de reaccidn es por lo general acuoso, que «per se» es considerado como no
toxico; el uso de biocatalizadores evita el uso de metales y disolventes organicos; como

catalizadores naturales, las enzimas pueden ser consideradas como renovables®.

La Biocatalisis puede considerarse como una herramienta atractiva para la sintesis
orgénica, sin embargo, persiste cierto recelo de muchos quimicos en contra del uso de
las enzimas en sintesis quimica. Muchas veces, estas reticencias tienen que ver con las
limitaciones (percibidas o reales) de la biocatalisis. Algunos de estos mitos, revisados

por Wubbolts y cols.**, refieren que:

Las enzimas son caras. Es uno de los mitos méas extendidos, Sin embargo,

Turvfesson y cols* % han demostrado que el precio real de un biocatalizador
depende de (i) la economia de escala de produccién y (ii) la pureza y formulacion de la
enzima utilizada. Asi, en fermentaciones a gran escala, se pueden obtener
biocatalizadores a precios por debajo de los 200 euros por kg de biocatalizador. Hay
otras consideraciones que podrian influir en el coste de los biocatalizadores, por
ejemplo, si son necesarias preparaciones altamente purificadas o inmovilizadas. En la
Tabla 4 se muestran sugerencias, sobre la base del andlisis econdmico de Tuvfesson y

col.*®, para estimar la viabilidad econémica de un proceso biocatalitico.

Las enzimas son ineficientes. Si medimos la "eficiencia" de los biocatalizadores, en
términos de eficiencia catalitica, las enzimas son excelentes catalizadores. Pero si
medimos la “eficiencia” en funcién de la calidad y la cantidad de producto, los
biocatalizadores ganan en calidad, entre otras razones, por la selectividad intrinseca de
muchos enzimas, lo cual permite bioconversiones limpias y altamente selectivas. Pero,
el criterio basado en la cantidad de producto, es el “punto débil” de la mayoria de los

biocatalizadores. Muchas veces esto tiene que ver con la solubilidad de los sustratos, lo
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cual hace que estas reacciones biocataliticas se lleven a cabo usando mezclas muy
diluidas. En consecuencia, las cantidades de productos a menudo tienden a ser bajas, lo
que requiere un proceso de recuperacion/purificacion extensivo y un uso ineficiente del

espacio del reactor.

Tabla 4: Requisitos para procesos enzimaticos viables.

_ Contribucién del
Precio del producto )
catalizador al coste (Euro/

(Euro/ kg producto)
KQ Producto)
Farmaco >100 10
Quimica fina >15 1,5
Especialidades quimicas 5 0,25
Productos quimicos a granel 1 0,05

Las enzimas son altamente especificas «solo» con sus sustratos naturales. En
realidad esto es cierto para los enzimas que participan en rutas anabolicas®, en los
que hay un nimero muy limitado de sustratos (y muy similares, desde el punto de vista
quimico), por lo que su uso sobre sustratos o reacciones diferentes a las naturales es
muy dificil o inviable. Otras enzimas, implicadas en vias catabolicas o de
desintoxicacion, pueden ser mas versatiles, en lo referido al rango de sustratos
(«promiscuidad catalitica») manteniendo una alta (estéreo-) especificidad, lo que les

convierte en catalizadores muy Utiles.

La biocatalisis es intrinsecamente '‘verde'. Esto, mads que un mito, es una

tendencia erronea, en la cual para muchos autores, ""biocatalisis™ y ""quimica
verde™ son sinonimos. En esto influyen argumentos como: «condiciones suaves de
reaccion »; «naturaleza renovable y biodegradable de los catalizadores»; «el uso del
agua como disolvente», entre otros. Sin embargo, en muchas ocasiones nos encontramos
que muchos procesos biocataliticos son cuantitativamente menos “verdes” que los

procesos (quimicos) de referencia en términos, por ejemplo, de residuos generados en la

* Las rutas anabolicas son divergentes (se forman muchos productos finales diferentes a partir de una
pequefa variedad de precursores).
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produccion de un compuesto dado (Factor E*), de disolventes empleados y los

auxiliares de produccion (por ejemplo, sistemas de filtracion, etc.).

En general, las reacciones biocataliticas tienen un enorme potencial y son una

alternativa méas ecoldgica a muchos de los procesos tradicionales de sintesis. Sin

embargo, no se puede hacer una declaracion ecoldgica general para la biocatélisis y el

impacto ambiental debe evaluarse caso por caso, en lo que respecta a su amabilidad

ambiental y viabilidad econdémica. La Tabla 5 resume algunas de las consideraciones y

observaciones importantes sobre el uso de biocatalizadores en quimica verde.

Tabla 5: Observaciones importantes sobre biocatalisis en quimica verde*’.

Observacion

Analisis critico

1. Uso de agua como

solvente verde

2. Posibilidades de la

ingenieria enzimatica

3. Productividad

4. Bajas concentraciones de

sustratos.

Algunos compuestos organicos presentan baja solubilidad en
agua; La recuperacion de productos a partir de soluciones
acuosas, a menudo requiere de la extraccién con disolventes
organicos.

Area muy prometedora que, sin embargo, requiere mucho
tiempo para su desarrollo desde la idea hasta la

implementacién a escala industrial.

Considerando como aceptables, una productividad
volumétrica minima de 0,1 gL*h! y una concentracion final
minima de producto de 1 gL, para su implementaciéon a
escala industrial, la optimizacién del proceso en términos de
aumento de la concentracién del sustrato y el modo de
alimentacion necesitan de la estabilizacion de los

biocatalizadores

Debido a problemas de inhibicion enzimatica, se utilizan, por
lo general, concentraciones bajas de sustrato dando como
resultado reactores sobredimensionados y procesamientos

ineficientes de los resultados de la reaccién biocatalitica.

* Factor E:  Relacion del peso de los desechos generados en una sintesis respecto al peso del producto

final.
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Observacion

Analisis critico

5. Potencial como proceso

alternativo de procesamiento

6. Desarrollo farmacéutico

7. Precio del catalizador

8. Recuperacion/purificacion

9. Uso de liquidos idnicos

10. Espectro de sustratos

para biocatalisis

Aunque los procesos biocataliticos son a menudo mas
ecologicos que los quimicos, para la industria, las razones
ecologicas no son los Unicos temas a tratar para reemplazar
un proceso existente. Por otro lado, a veces no hay

alternativas quimicas a una via biotecnologica.

La combinacion de pasos quimicos y biocataliticos es el
camino mas prometedor para algunos productos; Para la
obtencion de moléculas quirales, si la separacion de
racematos es compleja y/o no es fiable, deben usarse

biotransformaciones enantioselectivas.

La contribucién de los costes del biocatalizador esta muy
relacionada al valor de los productos. Pueden variar desde
0,05 € kg *producto (productos quimicos a granel) hasta 10 €

kgproducto (productos farmacéuticos)*® 46,

Las soluciones acuosas, comUnmente usadas en
biotransformaciones, requieren una cantidad significativa de
disolventes para el aislamiento del producto; Estrategias
como la eliminacion in situ de productos y la ingenieria de
enzimas para mejorar su tolerancia a disolventes podria

superar este problema.

Los fluidos funcionales a menudo mejoran la solubilidad del
sustrato, pero incurren en gastos adicionales en el
procesamiento posterior. Se necesita mas informacion sobre

su toxicidad.

Aungue se dice que la especificidad es una ventaja de las
enzimas sobre los catalizadores quimicos, algunos
biocatalizadores, tales como las lipasas, presentan

versatilidad de sustrato y diversas funciones cataliticas.
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1.3.1. Sintesis enzimatica de analogos de nucledsidos.

La biocatalisis ofrece la posibilidad de llevar a cabo reacciones enantio-, regio- y/o
quimio-selectivas, que podrian reducir el nimero de etapas de reaccion, la cantidad de
subproductos, etc., y, de este modo, minimizar los costes de sintesis de bioproductos*.
Aunque la biocatéalisis puede utilizarse de muchas maneras, en los procesos de sintesis
de analogos de nucledsidos, es en el area de glicosilacion o de la transglicosilacion en

la que se ha aplicado con mas éxito.

De particular interés en la produccién biocatalitica de andlogos de nucleésidos son 2
clases de enzimas: nucledsidos fosforilasas (NP) y N-desoxirribosiltransferasas
(NdRT). Ambas enzimas catalizan la transferencia de un residuo glicosidico a partir
de un nucleésido donante a una base heterociclica. Asi, usando diferentes
combinaciones de estas enzimas, es posible transferir azlcares de ribosa o
desoxirribosa entre bases purinicas y pirimidinicas, asi como entre bases de pirimidina
0 purina. A la vez que es posible transferir azlcares modificados entre bases
nucleosidicas o nucledsidos modificados, dependiendo de la especificidad de la

enzima utilizada®® .

La reaccion global de ambas enzimas es esencialmente la misma (Figura 10), es decir
ambas enzimas catalizan el intercambio de la base de un nucledsido. No obstante, el
mecanismo catalitico de la reaccion de transglicosilacion mediada por NPs y NdRTSs es
diferente. Las NdRTs (EC 2.4.2.6) catalizan la transferencia directa de un residuo
desoxirribofuranosilo, mientras que con las NPs (EC 2.4.2.1, EC 2.4.2.2, EC24.24 y
EC 2.4.2.28) se forma el producto intermediario a-D-pentofuranosil-1-fosfato, de modo
que la reaccion catalizada NPs requiere la presencia de fosfato inorganico. Ademas, las
NPs y NdRTs difieren en sus especificidades de sustrato, ambos ribo- y
desoxirribonucletsidos son sustratos naturales de las nucleésido fosforilasas, en cambio,

las NdRT son especificas para 2'-desoxirribonucledsidos® >,
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Figura 10: Esquema general de la reaccion de transglicosilacion. En el ejemplo el nucledsido 1
actia como donante del grupo pentofuranosilo y una nucleobase como aceptor. La reaccion
puede ser catalizada por una NdRT o por una o dos NPs.

1.3.1.1. Reacciones de transglicosilacion catalizadas por nucledsido
fosforilasas.

(0]
HO B NP HO I
fo) + fosfato ,P"IOH
o [}
B + (o 1o}
- fosfato
X=OH, H

Figura 11: Esquema de la reaccidn catalizada por NPs. B: base heterociclica.

Las reacciones de transglicosilacion mediadas por enzimas de la familia de las NPs
Tabla 6) tienen lugar en dos etapas consecutivas: en la primera un nucleésido, que
actia como donante del grupo pentofunanosilo, es escindido fosforoliticamente
rindiendo ribosa-1-a-fosfato o 2'-desoxirribosa-1-a-fosfato, como intermediario
reactivo, y la base heterociclica correspondiente (Figura 11); y en la segunda el
intermediario reactivo se une a otra base heterociclica que actia como aceptora de del
grupo pentofuranosilo.

31



Tabla 6: Nucleésido fosforilasas.

Nombre de la enzima Acréonimo  Namero EC*
Purin nucledsido fosforilasa PNP 2.4.2.1
Pirimidin nucleosido fosforilasa PyNP 2.4.2.2
Uridina fosforilasa UP 2.4.2.3
Timidina fosforilasa TP 2424
5" -Metiltioadenosina fosforilasa MTAP 2.4.2.28

Algunos autores han realizado clasificaciones de las NPs basadas en diferentes
parametros, de las cuales, la méas aceptada es la propuesta por Pugmire y Ealick,
elaborada a partir de analisis estructurales®?:

NPs tipo | Este tipo incluye a las purin-nucledsido

RN
{ﬁ:‘%: fosforilasas (PNPs, EC 2.4.2.1), especificas de purinas, y a
(&3"‘5’,/ las uridin fosforilasas (UPs, EC 2.4.2.3), especificas de

Homohexdmero  uridina y 2’-desoxiuridina. Las configuraciones oligoméricas
mas comunes observadas en estas enzimas son: a) PNPs
homotriméricas especificas de 6-oxopurinas (guanina e

g_‘?;ﬁ hipoxantina); b) PNPs homohexaméricas que aceptan tanto 6-
aminopurinas (adenina) como 6-oxopurinas; c¢) UPs
homohexameéricas.

Homotrimero

NPs tipo Il: Todas las NPs incluidas en este tipo son

i

L
i
!

e especificas de pirimidinas, y se dividen en uridin fosforilasas
Lt
“ual (UPs, EC 2.4.2.3), timidin fosforilasas (TPs EC 2.4.2.4) y

f"h? pirimidin-nucledsido fosforilasas (PyNPs, EC 2.4.2.2), que
reconocen indistintamente uracilo y timina.

La estrategia de sintesis mas explotada, usando NPs incluye la transferencia de un
resto de pentofuranosa desde nucledsidos de pirimidina a bases de purina (Figura 12).

* EI nombre de cada enzima puede ser identificado por un codigo numérico, encabezado por las letras
EC (enzyme commission), seguidas de cuatro nimeros separados por puntos. El primer nimero indica
a cual de las seis clases pertenece el enzima, el segundo se refiere a distintas subclases dentro de cada
grupo, el tercero y el cuarto se refieren a los grupos quimicos especificos que intervienen en la reaccion.
http://www.biorom.uma.es
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Desafortunadamente, un enfoque similar no es préactico para la produccion de
nucleosidos de purinicos. Ademas, las distinciones en la especificidad por los sustratos
de la TP y UP, supone una mayor diversidad de nucledsidos donantes de
pentofuranosa, para la reaccion de transglicosilacion. En el esquema de la Figura 11,
por ejemplo, si el nucletsido es: 1-(2-desoxi-2-fluoro-p-D-ribofuranosil) uracilo (es
decir, X =Y = OH, Z =ribo F) o es: 1-(2-desoxi-2-fluoro-arabinofuranosil) timina
(es decir, X =Y = OH, Z = arabino F) no serian sustratos de UP, por lo tanto esta
enzima no puede ser empleada como biocatalizador en esta reaccion. Sin embargo,
ambos nucledsidos, pueden ser sustratos de TP, lo cual es posible el uso de TP en

reacciones de transglicosilacion de bases purinicas®® >,

o Ry

f‘\NH o R, </N | XN
X A UP o TP x P, PNP x A
N" "0 fosfato o /)"OH N XN N N 'R;
o — oo + </ | )\ e o
r]‘ N Rz - fosfato
Y z -Uracilo o Timina Y z H Y z

X= OH, H R1=H, OH, NH,, SH, NHR
Y= OH, NH, H o-DPF-1P R2 = H, OH, NH,, halégeno
Z= ribo; OH, H, NH,, F
arabino; OH, F

Figura 12: Esquema general de la reaccion de transglicosilacion. En el ejemplo el nucledsido.
UP y TP: uridina y timidina fosforilasa, respectivamente; PNP: purin nucleésido fosforilasa.

1.3.1.2. Reacciones de transglicosilacién catalizadas por Nucle6sido
2'-desoxirribosiltransferasas.

B4
E-Glu
B HO B B
Ho o ! \j o ! NDT Ho o 2
g 1 f Glu-E 7/_\f
OH H NDT OH H u /—\ OH H

B
2 E-Glu

Figura 13: Reaccion de transglicosilacion catalizada por las nucledsido 2’-
desoxirribosiltransferasas. B1: purina o pirimidina; B2: purina o pirimidina.

Las nucledsido-desoxirribosiltransferasas, o NdRTs (EC 2.4.2.6) son enzimas que
catalizan el intercambio de bases entre 2’-desoxirribosilnucledsidos (Figura 13). La
reaccion se lleva a cabo a través de la formacion de un intermedio covalente en el que el
hidroxilo glicosidico de la 2’-desoxirribosa es esterificado por el acido glutamico del
sitio activo de las nucledsido 2’-desoxirribosiltransferasas®™. Esta enzima fue descrita

por primera vez por MacNutt en Lactobacillus helveticus® y posteriormente en otras
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especies del mismo género, como L. leichmanii®” %8, L. helveticus® L. fermentum®, L.
reuteri®t y L. animalis® y estan implicadas, sobre todo en bacterias lacticas , en la ruta de
salvamento de purinas para la sintesis de ADN, aunque esto no estd claro en el caso
Lactococcus lactis®®. Se han encontrado NDTs también en algunas especies de Bacillus
psychrosaccharolyticus®™ ®, 'y organismos parasitarios unicelulares eucariotas como

Crithidia luciliae® y Borrelia burgdorferi®.

Las nuclebsido 2'-desoxirribosiltransferasas, también denominados trans-N-
desoxirribosilasas (NDT) exhiben una especificidad estricta hacia 2’-desoxirribosa,
regioselectivas (glicosilacion a través del N1 de pirimidinas y N9 de purinas) y
estereoselectivas (se forma Unicamente el andmero B)%’. Aunque son muy especificas,
en lo referido a la 2’-desoxirribosa, se han observado diferencias en las especificidades

hacia la base nitrogenada, lo que ha permitido su clasificacion en dos subclases:

NDTSs tipo I: son enzimas que catalizan la transferencia de las bases solo entre 2'-
desoxirribonucledsidos purinicos y una purina® (cominmente llamadas NDTs tipo I, 0
PDTs).

dRib-Pur(1) + Pur (2) & d Rib-Pur (2) + Pur (1) *

Con el siguiente orden de preferencia por el sustrato donante del grupo 2*-
desoxirribosilo®: desoxiinosina (dIno) > desoxiadenosina (dAdo) > desoxiguanosina
(dGuo).

NDTs tipo Il: son las enzimas que catalizan la transferencia de bases entre 2'-
desoxirribonucledsidos independientemente del tipo de base. Comunmente Ilamadas
NDTSs tipo 11, 0 NDTs . Las enzimas pertenecientes a este grupo pueden llevar a cabo
la transglicosilacion entre nucledsidos y bases de citosina, a diferencia de la

transglicosilacion mediada por nucleodsido fosforilasas, que no pueden hacerlo.

dRib - Pur (1) + Pur (2) & d Rib-Pur (2) + Pur (1) *
dRib-Pur + Pyr & d Rib-Pyr + Pur*

* dRib = 2'-desoxi-D-ribosa, Pur = base purica y Pyr = base pirimidinica
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dRib - Pyr (1) + Pyr (2) < d Rib — Pyr + Pyr (2) *

Esta subclase de NDT tiene una fuerte preferencia por desoxipirimidinas como sustrato

donante del grupo 2’-desoxirribosilo®

El mecanismo catalitico descrito para las nucledsido 2'-deoxirribosiltransferasas
generalmente es un mecanismo ping-pong bi-bi, en la que el producto resultante tiene
la misma configuracion anomérica del 2'-desoxirribosinucledsido de partida’™® 't
Analizando la estructura de los centros activos de nucledsido 2’-
desoxirribosiltransferasas cristalizadas, ejemplo: NDT de tipo Il de Lactobacillus
leichmannii (PDB 1F8X) o la NDT de tipo | de Lactobacillus helveticus (PDB 1S2L),
se ha identificado al &cido glutamico como residuo esencial en la actividad (en el caso
de Lactobacillus leichmannii, glutimico 98)% 2. Ademas, estos estudios han
revelado que las DRTSs presentan dominios a/f y, aunque hay un centro activo en cada
subunidad, el sitio activo completo requiere las cadenas laterales de residuos situados
en dos subunidades distintas orientadas de forma antiparalela.

Fresco-Taboada y col’® indicaron que las DRTs, aunque aceptan distintas bases
naturales y no naturales, son altamente especificas para la 2’-desoxirribosa, debido a
que la interaccion del OH en posicién 2° con el residuo catalitico de acido glutamico
(Glu) impide la catélisis. En la Figura 14 se muestra el centro activo de la 2’-
desoxirribosiltransferasa Il de Lactobacillus leichmannii (LINDT) en ella puede
observarse que el sitio de union de la 2’-desoxirribosa se alinea con tres residuos
acidos, Asp92, Glu98 y Asn123 de la LINDT, formando un ndcleo hidrofilico. El
05’ de la 2’-desoxirribosa forma puentes de hidrégeno con el carboxilo de la cadena
lateral del Asp92 y el grupo amino de la cadena lateral de la Asn123. El 03’
interacciona con uno de los oxigenos del carboxilato del GIu98, mientras que el otro
actua como nucleofilo que ataca al C1’ de la 2’-desoxirribosa en una catélisis general
acido-base (Figura 14). Cuando el donador es un ribonucleosido, el oxigeno nucleofilo
del Glu catalitico forma un enlace de hidrégeno con el Oz’ de la ribosa y la enzima es

inactiva.®®

* dRib = 2'-desoxi-D-ribosa, Pur = base purica y Pyr = base pirimidinica.
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Figura 14: Estructura del centro activo de la NDT de LINDT empleando 2’- desoxiuridina
como sustrato®™. La flecha indica el ataque nucleofilico del carboxilato del Glu catalitico al C1’
de la 2’-desoxirribosa.

A. Ventajas de la Biocatélisis usando nucledsido 2’-desoxirribosiltransferasas.

La reaccion de transglicosilacion catalizada tanto por NPs como por NDTs es en
esencia muy similar (Figura 10), es decir ambas enzimas catalizan la transferencia del
azucar de un nucledsido a una base heterociclica. Pero, como ya se ha expuesto en
apartados anteriores, el mecanismo catalitico de la reaccion de transglicosilacion
mediada por NPs y NdRTs es diferente. Entonces, ¢qué ventajas ofrece el uso de

NdRTSs en la sintesis biocatalitica de analogos de nucledsidos?

#. Las NdRTs catalizan la transferencia directa de un residuo
desoxirribofuranosilo, mientras que con las NPs se forma el producto
intermediario a-D-pentofuranosil-1-fosfato, de modo que la reaccion catalizada

NPs requiere la presencia de fosfato inorganico.
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#+ En las NPs, el equilibrio termodinamico para PNP, aunque no para PyNP, se
encuentra desplazado hacia la sintesis del nucleésido, por lo que
frecuentemente la reaccidn de transglicosilacion consiste en la combinacion de
PYyNP-PNP o UP-PNP para sintetizar nucledsidos puricos a partir de
nucledsidos pirimidinicos como donadores y bases puricas como aceptores.
Esto quiere decir, que son necesarios dos pasos y el empleo de dos enzimas
distintas para la sintesis del nucledsido de interés. Por el contrario, la reaccion
de transglicosilacion empleando nucledsido 2’-desoxirribosiltransferasas se

produce en un solo paso, empleando una Unica enzima.

% Si se opta por la inmovilizacion de las enzimas, en el caso de las NPs deben co-
inmovilizarse dos enzimas, lo que produce una disminucion en la efectividad
del proceso y la obtencién de un biocatalizador heterogéneo; mientras que la
inmovilizacion de una Unica DRT asegura la obtencion de un biocatalizador

homogéneo”.

1.3.2. Sintesis quimioenzimatica de clofarabina

Los 2-desoxi-2-fluoro-B-D-arabinofuranosidos de pirimidina y de purina son andlogos
de nucleodsidos con un amplio espectro de actividad bioldgica™ y de entre ellos la
clofarabina™ ™, (9- (2-desoxi-2-fluoro-B-D-arabinofuranosil) -2-cloroadenina, ha sido
aplicada con éxito para el tratamiento de de la leucemia aguda pediatrica®® ’®. Para este
analogo, varios procesos de sintesis han sido propuestos, muchos de ellos, basados en
la condensacion de 2,6-dihalopurinas con bromuro de 3-O-acetil-5-O-benzoil-2-desoxi-
2-fluoro-a-D-arabinofuranosilo o 1,3,5-  tri-O-benzoil-2-desoxi-2-fluoro-a-D-
arabinofuranosa’’. En la mayoria de los casos con bajos rendimientos globales,
formacion de las mezclas o/ de glucosidos, etc., lo cual supone etapas de
purificaciones cromatogréaficas para separarlos, ademas del uso de grandes volimenes

de disolventes organicos.
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La busqueda de alternativas “verdes”, mas eficientes, ha conducido a proponer a las
enzimas para llevar a cabo la transferencia de un residuo de pentofuranosa 2'-fluorinado
obtenido a partir de un nucledsido pirimidina (donante) a una base purinica (aceptora).
En este contexto, en la patente de Krenitsky y col.”® (Wellcome Res. Labs) se describe
la primera sintesis enzimatica de 2-desoxi-2-fluoro- D-arabinofuranosil nucleésidos. En
este estudio se transfiere un residuo de pentofuranosa, a partir de 1- (2-desoxi-2-fluoro-
-D-arabinofuranosil) timina, usando la timidina fosforilasa (TP) de E. coli y una purin
nucledsido fosforilasa (PNP) de E. coli. Este proceso tenia dos “cuello de botella”: i)
baja actividad de la TP, lo que suponia el uso de grandes cantidades de las enzimas: TP
(160.000 unidades*) y PNP (290.000 unidades*) vy, ii) largos tiempos de reaccion.

Recientemente, Fateev y col.”® & han publicado dos estrategias para la sintesis de 2-
cloro-9-(2-desoxi-2-fluoro-p-D-arabinofuranosil) adenina. La primera consistia en la
sintesis quimica de 2-desoxi-2-fluoro-a-D-arabinofuranosa-1-fosfato y su condensacién
con 2-cloroadenina, en una reaccion catalizada por una PNP recombinante de E. coli

(Figura 15), con un 67 % de rendimiento.
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Figura 15: Sintesis quimioenzimatica de clofarabina. araF-1P: 2-desoxi-2-fluoro-a-D-
arabinofuranosa-1-fosfato; 2CIl-Ade: 2-cloroadenina; PNP: purin nucledsido fosforilasa.

Para la segunda estrategia proponian una cascada de reacciones catalizadas por varias
enzimas relacionadas con la sintesis de nucleosidos, con un 45% de rendimiento. En la
propuesta se parte de 2-desoxi-2-fluoro-D-arabinosa que es convertida al derivado
fosfatado  (2-desoxi-2-fluoro-D-arabinofuranosa-5-fosfato) usando la  enzima
riboquinasa (RK), luego una fosfopentomutasa (PPM), que convierte el derivado 5-
fosfato en 2-desoxi-2-fluoro-a-D-arabinofuranosa-1-fosfato, que finalmente es

condensado con 2-cloroadenina usando una PNP (Figura 16).

* Una unidad se define como la cantidad de enzima que fosforila un nucleésido para rendir 1 pmol de la
base correspondiente por minuto.

38



0]

I
VP
HO HOd \O
KO}MOH KOiMOH 2CI-Ade
E. coliRK E. coli PPM E. coli PNP )
OH ATP OH ———» araF-1P P—» Clofarabina
-Fl
araF-5P

araF

Figura 16: Cascada para la transformacion 2-desoxi-2-fluoro-a-D-arabinofuranosa en
clofarabina. araF: 2-desoxi-2-fluoro-a-D-arabinofuranosa; araF-5P: 2-desoxi-2-fluoro-a-D-
arabinofuranosa-5-fosfato; araF-1P: 2-desoxi-2-fluoro-a-D-arabinofuranosa-1-fosfato; 2CI-
Ade: 2-cloroadenina; PNP: purin nucledsido fosforilasa; PPM: fosfopentomutasa,; RK:
riboquinasa.

En la publicacion de Fernandez-Lucas y col.8! se describe por primera vez el
reconocimiento de arabinonucleodsidos por enzimas de tipo NdRTs. En el mismo,
utilizando una nucledsido 2'-desoxirribosiltransferasa de tipo Il de Lactobacillus
reuteri (LrNDT), lograron transferir un residuo 2'-desoxi-2'-fluoro ribofuranosilo,
usando como donante, 2'-fluoro-2'-desoxiuridina y como base aceptora, adenina. Este
resultado, en principio, no era esperado, las NDTs son muy especificas para 2'-
desoxirribosa debido a que la interaccion del 3'-OH del azucar con la Glu del centro
activo es vital para una orientacion correcta del azlcar y por tanto para la actividad
(Figura 14). De acuerdo con los experimentos de Anand y col.®2, cuando se utilizan
ribonucle6sidos como donantes, el atomo nucleofilico del oxigeno de la Glu98 del
centro catalitico forma puentes de hidrégeno con el O-2' de la ribosa y la enzima se
inactiva. Al parecer, en algunas NDTs, como ocurre con la LrNDT, este puente de
hidrégeno no ocurre cuando se utilizan como sustratos arabinonucledsidos y 2'-fluoro-
2'-desoxirribonucledsidos y LFNDT puede reconocerlos como sustratos y transferir el
azlcar, aunque con tiempos de reaccién muy largos, en comparacion a los sustratos

naturales de la enzima.
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2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

2.1. Planteamiento del problema

La catalisis enzimatica es, hoy por hoy, una de las tecnologias mas verdes para la
sintesis de moléculas de alto valor afiadido. En procesos multietapas, el uso de
biocatalizadores  altamente  activos y  especificos, evita etapas de
activacion/desactivacion, proteccion/desproteccion de grupos funcionales, lo cual se
traduce en menos subproductos y/o desechos, menor consumo energético, etc.2® En
particular, la sintesis de ingredientes activos farmacéuticos (API), estd asociada
generalmente al uso y a la generacion de grandes cantidades de sustancias peligrosas,
por lo que estan considerados entre los peores, en términos de Factor E (relacion de

masa de residuos respecto al producto deseado)®.

Para la sintesis de clofarabina, un analogo de nucledsido de purina de segunda
generacion autorizado por la EMEA®* para su uso en el tratamiento de la leucemia
linfoblastica aguda en pacientes pediatricos, se han establecido varios métodos de
sintesis. Muchos de ellos, basados en la condensacion de 2-cloroadenina con una 2-
desoxi-2-fluoro-D-arabinofuranosa protegida’’. Estos métodos de sintesis, en general,
implican rendimientos globales bajos, la formacién de las mezclas a/p de glucésidos,
etc., lo cual supone etapas de purificaciones cromatograficas para separarlos, ademas
del uso de grandes volimenes de disolventes organicos. Estos inconvenientes afectan el
rendimiento del proceso, en términos de pureza y costes del producto final, asi como de

impacto ambiental.

La produccion de clofarabina, usando reacciones de transglicosilacion enzimatica, ha
sido abordada usando nucledsido fosforilasas (NPs; EC: 2.4.2.n)%% & 887 sin embargo,
no existe una metodologia (publicada) en la que se describa una reaccion biocatalitica,
comercialmente viable, para la produccion de clofarabina. Entre otras razones, cuando
se usan NPs no es factible utilizar como materia prima, un nucleésido como donante

del pentofuranosilo activado (2-desoxi-2-fluoro-a-D-arabinofuranosa-1-fosfato),

* La Agencia Europea de Medicamentos, EMA o EMEA (por sus siglas en inglés), es una agencia de
la Unién Europea que se encarga de la evaluacion de las solicitudes de autorizacion de comercializacion
de medicamentos en la Unién Europea y su supervision.
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necesario para la reaccion de transglicosilacion. En este sentido, la estrategia usando
NPs, pasa por suministrar el pentofuranosilo activado, ya sea usando un paso previo de
sintesis quimica® ®, o usando una cascada de reacciones catalizadas por varias
enzimas relacionadas con la sintesis de nucledsidos. En ambos casos, con muy bajos
rendimientos, hecho al que también contribuye la extremadamente baja solubilidad de
la base aceptora, la 2-cloroadenina.

En la literatura consultada encontramos que una nucledsido 2'-desoxirribosiltransferasa
de tipo Il, como lo es la NDT de Lactobacillus reuteri, es capaz de reconocer
arabinonucledsidos como sustratos®!. Esto hecho fue considerado por estos autores
como algo “inusual”, dado que a este tipo de enzimas Se les suponia una estricta
especificidad por nucledsidos 2'-desoxirribosilicos. En esta misma publicacion se
demostré que esta enzima es capaz de transferir un residuo 2'-desoxi-2'-fluoro
ribofuranosilo a adenina, aungque con muy bajos rendimientos (aproximadamente: 3,8 X
107 %?*).

2.2. Hipotesis de investigacion

¢Podrian las enzimas de tipo NdRTs llevar a cabo la sintesis biocatalitica de
clofarabina (9-(2-desoxi-2-fluoro-p-D-arabinofuranosil)-2-cloroadenina), en
condiciones ambientalmente sostenibles, ademas de viables desde el punto de vista de

la economia del bioproceso?

* Calculado a partir de los datos de Fernandez-Lucas y col.8%, en el que 1 mM del sustrato se
transforma en 24 horas, con la LrNDT (0,0085 mg.mL™?), lo cual resulta en una actividad especifica,
para la sintesis de 2'-desoxi-2'-fluoroadenosina de 0,3 x 10 U.mg, que segln nuestros calculos seria
un rendimiento de conversién de 3,75 x 10* %.
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2.3. Objetivos

Para probar la hipétesis indicada, en el presente trabajo se plantearon los siguientes
objetivos de investigacion:

% Estudios de acoplamiento (docking) molecular para estimar la posibilidad de que
enzimas del tipo NARTs puedan llevar a cabo la reaccion de sintesis
biocatalitica de clofarabina.

% Clonaje del gen de la NdRT candidata en un microorganismo heter6logo con el
fin de obtener niveles de expresion que permitan la aplicacion industrial de la
misma.

#+ Aplicacion de la NdRT aen la sintesis de clofarabina.

% Evaluar la viabilidad técnica, ambiental y econémica de la sintesis biocatalitica

de clofarabina usando NdRT.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Cribado virtual de NDTs para la sintesis biocatalitica
de clofarabina

3.1.1. Seleccion de las NDTs candidatas.

En este apartado se utilizaron tres estructuras cristalinas (Tabla 7) de proteinas con
actividad nucledsido desoxirribosiltransferasa (EC 2.4.2.6), tomadas de la base de datos
Protein Data Bank (PDB)%. Especificamente, se escogieron las anotadas como
Nucledsido 2-desoxirribosiltransferasa , es decir, aquellas que presuntamente catalizan
la transferencia de desoxirribosa entre purinas o pirimidinas (Pur < Pur, Pur & Pyr,
0 Pyr «& Pyr), aunque con una gran preferencia por desoxipirimidinas como sustrato
donante®. La visualizacion de las moléculas en tres dimensiones se llevo a cabo usando

el programa Chimera®!#.

Tabla 7: Estructuras cristalinas utilizadas en este apartado.

PDB ID UNIPROT? Descripcion

Estructura cristalina de la Nucledsido 2-desoxirribosiltransferasa
de Trypanosoma brucei

Estructura cristalina de la Nucledsido 2-desoxirribosiltransferasa
de Lactobacillus leichmannii

Estructura cristalina de la proteina PF05014 de Enterococcus
faecalis V583

2A0K  Q57VC7
1F8X  QIR5V5

3EHD Q831Y8

3.1.1.1. Estudios de acoplamiento (docking) molecular.

Los procedimientos de docking se llevaron a cabo usando la tecnologia KIN, de la
plataforma SAAS* (Mind the Byte, S.L., Parc Cientific de Barcelona). Para determinar
el sitio activo de la enzima se empled el método de docking ciego o acoplamiento
molecular ciego®, que consistio en realizar un docking en una cuadricula (grid)

que cubriera toda la superficie de la proteina para que los sustratos buscaran los

* http://www.cgl.ucsf.edu/chimera/
© UniProt (www.uniprot.org/) es una base de datos de secuencias de proteinas anotadas
* https://saas.mindthebyte.com
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mejores sitios para su union. Posteriormente, tomando como base el analisis de la
energia libre de Gibbs de union (AG unidn), representativo de la afinidad por dicho
sitio, y criterios de geometria (lo suficientemente cerca del nucleofilo Glu en el centro
activo de la enzima, se determin6 el lugar mas apropiado (de entre las poses*

generadas) para el acoplamiento.

A. Preparacion de las proteinas.

Las moléculas de agua, los ligandos, metales e inhibidores fueron eliminados de las
estructuras cristalinas de las proteinas evaluadas (Tabla 7), utilizando los programas
Pymol y Chimera®. Con estos programas se generan ficheros *.pdb modificados de

estas proteinas.

B. Preparacion de los ligandos.

Las estructuras 2D y 3D de desoxiuridina (1-(2-desoxi-B-D-ribofuranosil)uracil)
(Figura 17) y de Ara F (1-(2-desoxi-2-fluoro-p-D-arabinofuranosil)-uracilo) (Figura
18), fueron obtenidas de la base de datos ChemSpider®. Estas estructuras luego fueron

descargadas en formato MOL y convertidas a ficheros: .sk2, .mol2 y .pdb, con la ayuda

del programa MarvinSketch* (ChemAxon Ltd.).

Figura 17: Estructura de la 2'-desoxiuridina. A: Estructura bidimensional (2D) de la dUrd. B:
Estructura tridimensional (3D) de la dUrd.

A Pose — Un candidato al modo de enlace.
° http://www.chemspider.com
* (http://www.chemaxon.com/products/marvin/marvinsketch/
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Figura 18: Estructura del 2-desoxi-2-fluoro-a-D-arabinofuranosa A: Estructura bidimensional

(2D) de AraF. B: Estructura tridimensional (3D) de AraF.

3.2. Sintesis de Clofarabina usando

la nucledsido 2'-

desoxirribosiltransferasa de Lactobacillus delbrueckii

subsp. lactis.

3.2.1. Obtencidn del vector de expresion.

3.2.1.1.  Aislamiento del gen de interés

A. Crecimiento del microorganismo.

Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis DSM 20072 se cultivé en 10 mL de caldo MRS

(Biokar, Bioser, Barcelona, Espafia) durante 48 h a 32 °C. La composicion del medio

de cultivo MRS se muestra en la Tabla 8.

Tabla 8: Composicion del medio MRS.

Ingrediente Cantidad Unidad

Peptona de soja 18 g/L
Extracto de levadura 4 g/L
Glucosa 20 g/L

Tween 80 1 mL/L
K2HPO4 2 g/L
Citrato triaménico 2 g/L
Acetato de sodio 3 g/L
Sulfato de magnesio 7H.0 0,2 g/L

51



B. Extraccion de ADN gendmico.

Para aislar el ADN genomico se utilizé el kit comercial ATP™ Genomic DNA Mini Kit
(ATP biotech Inc.), siguiendo las instrucciones proporcionadas por el fabricante para
bacterias Gram positivas. Al final del procedimiento, la concentracién e integridad del
ADN extraido se determinaron usando el equipo y los reactivos del Qubit® DNA
Assay Kit, Qubit® 2.0 Fluorometer (Life Technologies, CA, USA) y mediante
electroforesis en geles de agarosa.

C. Plasmidos y oligonucleétidos

Los oligonucleotidos utilizados como cebadores en las reacciones en cadena de la
polimerasa (PCR) fueron sintetizados por la empresa Biolegio BV y se especifican
en la Tabla 9. El disefio de los oligonucleétidos para la amplificacion y posterior
clonaje de los genes de las enzimas se baso en la secuencia del gen de la nucledsido
2'-desoxirribosiltransferasa de Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis, depositada en
GenBank?, con el nimero de acceso WP_003616023.1 (ver secuencia en la Tabla
10). A estas secuencias se les adicionaron secuencias de corte de las enzimas de
restriccion seleccionadas para poder clonar la construccion genética (vector de

expresion):

- Ldndt2g,, que corresponde al extremo 5 del gen ndt2 y que presenta un sitio de
restriccion Ndel.

- Ldndt2gry, que corresponde al extremo 3" del gen ndt2 y que presenta sitio de
restriccion Sall. ”

Tabla 9: Secuencias de oligonucleo6tidos empleados en este apartado.

Nombre Secuencia (5" a 3") Descripcion

L — r
Ldndt2n 57~ catatgecaaaaaagacgatetacttc =3' prgieadg en la clonacion de Ldndt2

Ldndt2n 5'- gtcgacttagtatacggcacc-3" Empleado en la clonacion de Ldndt2
T7 5'-taatacgactcactataggg-3" Secuenciacion de contrucciones en
pET22b y pGEM
T7-term 5'- ctagttattgctcagcggt -3 Secuenciacién de contrucciones en
pET22b
SP6 5'- catacgatttaggtgac actatag -3' Secuenciacion de contrucciones en
pGEM

Los nucledtidos subrayados se corresponden a las dianas de restriccion afiadidas para el clonaje

T www.biolegio.com
£ www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank
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Tabla 10: Secuencia de la nucledsido 2'-desoxirribosiltransferasa de Lactobacillus

delbrueckii subsp. lactis.

> Nuclebsido desoxirribosiltransferasa de Lactobacillus
delbrueckii subsp. lactis DSM 20072.

ATGACGGCAACAGCACGTATTTATTTAGGTTCATCTTTTCACCGTGACCACCATCAAGCC
CGGGCCAAGCAGGTCCGCGAATACCTGGCGGCCAACCCGACGGTTGAACATGTCCACTTT
CCCTTTGACCAGCAGGTAACCGACCCGGCTGAAGACCCGAATGTCGGCTTTGGCGACGAA
CGCAGCCTGCTTTGGAAGCAGCAGACCTACCAAAACGATATCAACGGCCTGTCCATGGCC
AACTGCGGGGTCTTCCTCTACGACATGGATGAACTGGATGACGGCTGCGCCTTTGAAATC
GGCTTTTTGCGGGCGCAGAACAAGCCGGTCATCATCGTGCCTTTCACTAACCAGCCGGAA
AAGAAGCCAATCATGAACTTGATGCTGTCTGAAGGGGCAACTGCTTTTATCAAGGGTGAC
CAGGAACTGGAACTCTTAAAGACTTACGACTTTAACAACTGCCCATGCCGGCTGCTGACT
GGCTACGGCACTATTTAA

Los plasmidos empleados en este apartado y sus caracteristicas mas relevantes se

detallan en la Tabla 11.

Tabla 11: Plasmidos utilizados.

Plasmido Genotipo relevante o propiedades Fuente o
referencia
;
0GEM-T- Easy Ap'", vector para clonar fragmentos de ADN Promega
Ap", vector de clonacidn e hiperexpresion,
PET-22b(+) oriColE1 Novagen

pPGEMT - Ldndt2

pET-22b- Ldndt2

Fusion entre pPGEM-T- Easy Y el gen Ldndt2 de
L. delbrueckii

Fusion entre pET-22b(+) y el gen Ldndt2 de
L.delbrueckii

Este trabajo

Este trabajo

D. Subclonaje del gen ndt2 de Lactobacillus delbrueckii

El vector plasmidico empleado como vector de clonacion de productos de PCR es

PGEM®-T easy (Promega*) (Figura 19).

El vector se suministra cortado y con

extremos 3T protuberantes, de modo que actian como extremos cohesivos con los

extremos 3’ de los amplificados por PCR que contienen adeninas. Los subclonajes con

este plasmido solo exigen la ligacion del inserto mediante la enzima T4 ligasa, no

requieren de la presencia de enzimas de restriccion y permiten la identificacion de las

colonias positivas mediante color.

¢ https://www.promega.es/resources/protocols/technical-manuals/0/pgem-t-and-pgem-t-easy-vector-

systems-protocol/
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3.2.2. Clonaje del gen ndt2 en vector “pGEM-T Easy” (pGEM-
Ldndt2).

A. Amplificacion del gen ndt2 mediante PCR.

El gen codificante de la enzima  N-desoxirribosiltransferasa de Lactobacillus
delbrueckii subsp. lactis fue amplificado, mediante PCR, empleando los
oligonuclettidos Ldndt2s y Ldndt2 (Tabla 9), utilizando el ADN genémico de L.
delbrueckii como molde, en las condiciones descritas en la Tabla 12.

Xmn | 2009
I 17 1
Scal 1890 - Nae | 2707, 1
\ ae ipaul start | Puntos de referencia: pb
o at 14
el Sphl 20 | Sitio de iniciotranscripcion de la ARN pol. T7 1
BstZ | 26
Ncoll 31 Region de clonacion multiple 10-128
Amp' Bstz| | 37
pGEM®-T Easy lacZ /S\/o.' 1 ig Promotor ARN pol. SP6 (-17 a +13) 139-158
Vector T T el i
(3015bp) EcoR 1| 49 | Uniona oligoRvM13 176-197
Spe | 64 | Codén de iniciolacZ 180
EcoR1 | 70
Not | 77 | operador lac 200216
BstZ | 77
Pst| 88 | Region codificante b-lactamasa 1337-2197
ori Sall 90
Nde | 97 i6 i 49-
sl | 109 Unién a oligo Fw M13 2949-2972
BstX | | 118 17~ B
Hei 127 Promotor ARN pol. T7 (-17-+13) 2999-3
141
T spe

Figura 19: Esquema del vector pPGEM-T Easy (Promega®). En la tabla de la derecha se
describen los principales elementos de este vector.

Tabla 12: Programa de amplificacion por PCR.

Paso Temp. (°C) Duracion
1 94°C 2 min
2 46°C 5 min
3 72°C 2 min
4 95°C 1 min
5 46°C 2 min
6 72°C 2 min
7 Repeticion pasos 4-6 30 ciclos
8 72°C 10 min
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La amplificacion del DNA mediante PCR se realizé en un termociclador PTC-100 (MJ
Research), utilizando la mezcla de reaccién descrita en la
Tabla 13.

Tabla 13: Mezcla de reaccion de la PCR.

Componente Volumen
ADN gendmico de (20 ng/uL) 5ul
Tampon de la Taq polimerasa (10X) 5ul
Ldndt2sw (10 uM) 1uL
Ldndt2rv (10 pM) 1ulL
dNTP mix (10 mM dNTPs) 1uL
Taq polimerasa (5 U/uL) 0,25 pL
H2O libre de nucleasas hasta 50uL

B. Extraccion del producto de PCR.

Para extraer las secuencias amplificadas tras la PCR, la mezcla de reaccién se somete
a una electroforesis en geles de agarosa 1% (p/v), Electroforesis de DNA en tampon
TAE utilizando la cubeta de electroforesis horizontal Enduro 7.10 (Labnet
International), a 120V durante aproximadamente 40 minutos. La tincion de los geles
llevd a cabo con Sybr safe™ (Invitrogen, Life Technologies) bajo luz UV, utilizando
para ello el sistema Gel-doc™ (Bio-Rad Laboratories). Una vez tefiido el gel, el corte
de las bandas se llevo a cabo sobre un transiluminador de luz ultravioleta que permite
su visualizacion. La purificacion de los fragmentos de ADN a partir de geles de
agarosa se llevo a cabo con el kit ATP™ Gel/PCR extraction kit (ATP biotech Inc.).

C. Clonaje producto de PCR.

Con el producto de PCR purificado, se llevd a cabo la clonacion en el plasmido

pGEM®-T (Promega), usando para la reaccion de ligacion la ligasa del fago T4,
siguiendo el protocolo recomendado por Promega. En general, las reacciones de

ligacion realizadas en este trabajo, se hicieron en volimenes de 10 pL, en relaciones
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molares vector:inserto 1:3 y en tiempos de incubacion de 12 h a 4°C. La construccion
obtenida se denomin6 pGEM-Ldndt2.

D. Transformacion de E. coli competentes y seleccion de clones.

La transformacién de las células competentes de Escherichia coli TOP 10 (Invitrogen)
se realiz6 mediante choque térmico, utilizando 5uL del producto de ligacion (pGEM-
Ldndt2). EI choque térmico se llevo a cabo mediante la incubacion de la suspension
en hielo, durante 20 min, seguido de la incubacién a 42 °C durante 45 seg. e
incubacion final en hielo durante 2 min. A continuacion se afiadieron 600 uL de
medio LB (triptona, 10 g L™; extracto de levadura, 5g L™; NaCl, 10g L™, pH 7,0) a la
suspension de células transformadas y se completé con la incubacion a 37 °C
durante 1 h en agitacién. Finalmente las bacterias transformadas se sembraron en
placas de LB agarizado suplementado con ampicilina (100 pg/mL), IPTG (0,5 mM) y
X-Gal (80 pug/mL). Las colonias que incorporaron el vector intacto fueron de color azul,
mientras que las que incorporaron el plasmido recombinante (pGEM-Ldndt2) fueron

blancas; esto debido a la interrupcion del gen de la B-galactosidasa.

E. Seleccion de colonias con inserto mediante PCR de colonia (“Colony PCR”)

En la mayoria de los casos los clones que contienen productos de PCR producen
colonias blancas. En este trabajo, la presencia del inserto y su orientacion también
fueron comprobadas mediante PCR, con los oligonucledtidos T7 y SP6, que flanquean
el sitio de insercion, con los oligos del “amplicon”, o una combinacion de oligos del

amplicon y del vector®.

Para la PCR de colonia se utilizd6 como molde 5 puL de suspensiones bacterianas (una
colonia en 20 uL de agua destilada) en reacciones de PCR convencionales, con los

oligonucledtidos seleccionados. En la

Tabla 14 se muestra la mezcla de reaccion utilizada, usando los dos oligos del vector
y en la Tabla 15, el perfil térmico utilizado. Para las amplificaciones usando los

oligos del “amplicon” se utiliza el perfil térmico descrito en la Tabla 12.

§ Dependiendo de la pareja de oligos utilizada, el perfil térmico utilizado fue modificado convenientemente.
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Tabla 14: Mezcla de reaccion de PCR para deteccion de plasmidos con inserto.

Reactivo Volumen por reaccion (uL)
Agua purificada 9,87
Tampon de la Tag polimerasa (10X) 2,5
Mezcla dNTP (10 mM) 0,5
Oligo T7 (10 uM) 1
Oligo SP6 (10 uM) 1
Taq polimerasa (5 U/uL) 0,125

Tabla 15: Perfil térmico de PCR para deteccion de plasmidos con inserto.

Paso Temp (°C) Duracion
1 95°C 5 min
2 95°C 1 min
3 48°C 1 min
4 72°C 1 min
5 Repeticion pasos 2-4 30 ciclos
6 72°C 10 min

Los resultados de la amplificacion se visualizaron en geles de de agarosa al 1%. Solo
aquellas colonias que habian incorporado el plasmido con el inserto dieron resultado
positivo de amplificacion. Las colonias que presentaron un inserto del tamafio

esperado fueron recuperadas y sus plasmidos se aislaron para su secuenciacion.

F. Minipreparaciones de DNA plasmidico y secuenciacion de los productos.

Las colonias positivas, seleccionadas mediante PCR de colonia, se hicieron crecer en
medio LB-amp, para aislar el DNA plasmidico, mediante purificacion por mini-
preparaciones 0 “mini-preps”. En este trabajo se empled el kit ATP™ Plasmid DNA
Mini Kit (ATP Biotech), para la obtencion de “mini-preps” plasmidicas, siguiendo la

metodologia propuesta por el fabricante.
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Para la secuenciacion se utilizaron los oligonucleétidos universales: T7 y  SP6.
La secuenciacion de ADN se realiz6 en el Servei de Genomica i Bioinformatica de

la Universitat Autonoma de Barcelona.
3.2.3. Clonaje del gen ndt2 en el vector de expresion.

Como vector de expresion en este capitulo se eligié el plasmido pET22b(+) (Figura 20).
El vector pET-22b(+) posee la secuencia de una sefial pelB en el extremo N-terminal
para una localizacion de la proteina en el espacio periplasmatico. El vector permite
opcionalmente obtener la proteina de interés fusionada con una etiqueta de histidinas en el
extremo C-terminal. El vector pET-22b(+) puede ser secuenciado con los primers T7y T7

terminator y confiere resistencia a ampicilina.

PT Tiac QMCS T7 ter
r pelB BxHis

lacl pET-22b r
5493 bp W

L b

Figura 20: Representacion esquematica del vector de expresion pET-22b%. La transcripcion es
iniciada por el promotor T7, regulada por el operador lac/lacl y terminada por T7 ter.

Para obtener las construcciones recombinantes en el vector de expresion se llevaron a
cabo dobles digestiones de las construcciones en pGEM-T y de los vectores de
expresion, con endonucleasas de restriccion (New England Biolabs), empleando los
tampones y las condiciones de digestion recomendados por el fabricante. Los
productos de digestion se purificaron y se ligaron en proporcion inserto:vector 3:1
utilizando la ligasa del fago T4 en las mismas condiciones. Los productos de ligacion
se transformaron en células competentes de E. coli ToplO (Invitrogen) y se
seleccionaron en placas de agar LB con ampicilina (100 pg/mL). Los plasmidos
recombinantes extraidos a partir de los clones positivos (Ap"), se estudiaron mediante
analisis de restriccion, PCR y secuenciacion, para seleccionar aquellos que hayan

incorporado la construccién con el gen ndt2. El plasmido purificado a partir de estas
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células se uso para transformar las células BL21(DE3), en las cuales se llevd a cabo la

expresion de proteina recombinante.

3.2.3.1. Preparacién y validacion del banco celular de la cepa
recombinante E. coli BL21 (pET22-Ldndt2).

A. Crecimiento y crioconservacion del clon recombinante

Una colonia de la cepa recombinante crecida en medio LB con ampicilina (100 pg/mL),
se inoculé en 50 mL de medio TB liquido (Tabla 16). EI medio liquido inoculado se
incubo a 37 °C, hasta que se alcanz6 una DOgygnm = 1,0. A continuacion, el caldo de
cultivo se mezclo asepticamente con 50 mL de una solucion de glicerol esteril al 25% y
alicuotas de 1 mL de esta mezcla se transfierieron a crioviales (Cryo.s™, Greiner bio-

one) estériles y se conservaron a -80°C.

Tabla 16: Composicion del medio TB (Terrific Broth).

Ingrediente Cantidad Unidad
Peptona de soja 12 g/L
Extracto de levadura 24 g/L
KH2PO4 2,32 g/L
K2HPO4 12,54 g/L
Glicerol 5,04 g/L

Ampicilina 100 ug/mL

B. Viabilidad del cultivo

Para la determinacion de la viabilidad se seleccionaron aleatoriatoriamente tres
crioviales del banco celular y se inocularon diluciones (diluciones seriadas) de las
mismas en placas con medio LB agar suplementadas con ampicilina. La pureza del
cultivo se determing tras el analisis micro y macroscopico de colonias previamente

crecidas en TSA (agar triptona de soja, Scharlau).

C. Curvas de crecimiento y determinacion de la velocidad de crecimiento.
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Para evaluar la produccion de la proteina recombinante LANDT2 se ensayaron medios
que se usan comunmente para cultivar E. coli recombinantes. Especificamente, los
cultivos se llevaron a cabo en cuatro medios: caldo de Luria (LB), caldo Terrific (TB),
medio minimo M9 (M9, Tabla 17) y medio minimo modificado (MMM, Tabla 18).
Todos los medios fueron formulados como se especifica en el Handbook of
Microbiological Media®. Se afiadi6 inoculo (1 mL) a 50 mL de cada uno de los cuatro
medios en matraces de 250 mL, incubados con agitacién, a 180 rpm y 37°C. Se tomaron
muestras cada hora y graficando el log de los valores de DOsoonm Versus tiempo, se
pudo determinar la velocidad de crecimiento (Ecuacion 1) y el tiempo de generacion

(Ecuacion 2).

1
Ecuacion 1 L= dIn DO600nm
dt
Ecuacion 2 G = mTZ
Tabla 17: Composicién del medio minimo M9.
Ingrediente Cantidad Unidad
Na;HPO> 12,8 g/L
KH2PO4 3 g/L
NaCl 0,5 g/L
NH4CI 2 g/L
Glucosa 20 g/L
CaCl> 0,01 g/L
MgSO4 0,12 g/L
FeCls 0,002 g/L
Antibiotico
(Ampicilina) 100 ug/mL
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Tabla 18: Composicion del medio minimo modificado (MMM).

Ingrediente Cantidad Unidad
Glucosa 30 g/L
MgSO4 x 7H20 1.2 g/L
KH2PO4 13,3 g/L
(NH4)2HPO4 4 g/L
Acido citrico 1,7 g/L
Sol. Elementos traza 10 g/L
Tiamina HCI 100 pL mL/L

e, 00

D. Perfiles de induccion y estabilidad de los plasmidos.

Se inocularon dos matraces Erlenmeyer con 50 mL de medio, con crioviales de la cepa
recombinante (ver apartado 3.2.3.1). Los matraces fueron incubados, toda la noche, a
37°C, en agitacion (200 rpm). Estos crecimientos sirvieron para inocular matraces
Erlenmeyer con 700 mL de medio seleccionado. Las cepas fueron incubadas a 37°C,
con agitacion y el crecimiento fue monitorizado, cada hora, a DOsoonm. Adicionalmente
se tomaron alicuotas de 1 mL, para determinar la concentracion de proteinas (ver
apartado 3.2.8) y la actividad enzimatica (ver apartado 3.2.9). Para ello, las muestras
fueron lisadas y el debris celular eliminado mediante centrifugacion (13000 rpm, 5
min). La concentracion de proteinas en el sobrenadante fue analizada usando el método
de Bradford, siguiendo las instrucciones del fabricante (ver apartado 3.2.8) y la
actividad nucledsido desoxirribosiltransferasa se determind de acuerdo al método

descrito en el apartado 3.2.9.

Basandonos en los resultados de las curvas de crecimiento, los cultivos fueron inducidos
con 1,0 mM IPTG, en la fase exponencial de crecimiento. El crecimiento y la toma de

muestras se prolongaron 4 horas tras la induccion.

Para la determinacién de la estabilidad del plasmido, se tomaron muestras del cultivo a
intervalos regulares de tiempo y diluciones de las mismas fueron sembradas en placas
de agar LB (sin ampicilina) y en placas de LB selectivas (con ampicilina). Las placas

fueron incubadas a 37°C, durante 16 horas. La relacién entre el nimero de UFC
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(unidades formadoras de colonias) en el medio selectivo y las UFC en el medio no
selectivo fue usada para determinar el porcentaje de células portadoras del plasmido, y

como indicador de la estabilidad plasmidica®.

3.2.4. Produccion de la nucleésido 2 -desoxirribosiltransferasa
(LANDT2) de Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis DSM
20072.

Para llevar a cabo la produccion de NDT de L. delbrueckii, se utilizaron los medios LB
y TB suplementados con ampicilina (100 pg/mL). Se hizo crecer el microorganismo
recombinante E. coli BL21 (pET22-Ldndt2) en 50 mL de medio de cultivo
(suplementado con ampicilina), en un matraz de 250 mL a 37° C, con una agitacion de
200 rpm en un incubador termostatizado con agitacion orbital incubador orbital
WY200 (lvyMen System), durante 18 horas. Este crecimiento sirvio para inocular, en
una relacion 1/100, matraces Erlenmeyer de un litro que contenian 450 mL de medios
LB o TB suplementados con ampicilina (100 pg/mL). Los medios se incubaron en
las mismas condiciones hasta observar una densidad éptica (DOsoonm) de entre 0,6 y
0,8; momento en el cual se adiciond IPTG a una concentracion final de 1 mM vy se
mantuvo creciendo, en estas condiciones, 4 horas adicionales a 37°C. Tras la
induccién, se tomaron muestras (ImL del caldo fermentativo) cada hora, estas se
centrifugaron (12000 rpm, 2min) y el sedimento se conservé a -20°C, hasta el
momento de ser analizadas mediante SDS- PAGE (apartado 3.2.8). Al final de la
induccion, el caldo de cultivo se centrifugd a 4000xg durante 15 minutos a 4 °C y, tras
separar el sobrenadante de las células, se procedi6 a la lisis del sedimento celular (ver
apartado 3.2.6).

Se usaron matraces de agitacion para probar el efecto del tiempo de induccion (fase
exponencial temprana y fase exponencial media) sobre la produccion de LANDT2. Se
inocularon (por duplicado) matraces de 250 mL que contenian 50 mL de TB
suplementados con ampicilina. Estos cultivos fueron inducidos con 1 mM de IPTG.
Todos los cultivos se incubaron a 180 rpm y 37°C. La proteina total, la proteina

recombinante y la densidad celular final se midieron tras de 8 h de fermentacion.

62



3.2.5. Produccion de la nucleésido 2 -desoxirribosiltransferasa
(LANDT2) de L. delbrueckii en cultivo discontinuo (batch) y

discontinuo alimentado (fed-batch).

El escalado de la produccion de la nucle6sido 2" -desoxirribosiltransferasa (LANDT2)
de L. delbrueckii se llevd a cabo en sistemas de cultivo discontinuos y discontinuos
alimentados. Para estas fermentaciones se inoculo el contenido de un criovial del banco
celular en un matraz Erlenmeyer de 250 mL con 50 mL de medio LB suplementado con
ampicilina. Este indculo se hizo crecer en agitacion (200 rpm) a 37°C entre 12-16 hy 2
mL de este cultivo sirvieron para inocular un matraz de 2L que contenia 400 mL de
medio TB suplementado con antibiotico. La cepa recombinante en medio TB se hizo
crecer, toda la noche, a 180 rpm (37°C).

Para las fermentaciones en batch, 125 mL del crecimiento overnight se inocularon
asépticamente en un biorreactor de 5L (BioFlo®, New Brunswick Scientific) con 2,5 L
de medio TB estéril. EI programa Biocommand Bioprocessing (New Brunswick
Scientific) se us6 para controlar las fermentaciones y registrar los datos de las
fermentaciones. Durante las fermentaciones discontinuas el oxigeno disuelto se
mantuvo al 30% de saturacion y fue controlado mediante la agitacion (hasta 500 rpm)
y/o suministrando oxigeno puro. La agitacion, el pH, la temperatura y el flujo de aire
fueron establecidas al inicio de las fermentaciones: 200 rpm; 7,0; 37 °C y 4 L/min,
respectivamente. EI pH del cultivo durante la fermentacién se controlé entre 6,8 -7
usando una solucién de hidroxido de amonio al 25%. La formacidon de espuma se
control6 usando agentes antiespumantes (Antifoam 289, Sigma). En las fermentaciones
en batch, los cultivos fueron crecidos entre 4-6 horas después de la inoculacion e
inducidos a una concentracion final de IPTG (1mM). Cuatro horas después de la
induccion, la biomasa producida fue recuperada mediante centrifugacion a 4000 x g
durante 30 min. y lisada utilizando homogenizador de alta presion (Panda Plus 2.000,
GEA-Niro Soavi).

En el caso de las fermentaciones discontinuas alimentadas, 200 mL del crecimiento
overnight se inocularon asépticamente a un biorreactor de 5L (BioFlo®, New Brunswick
Scientific), con 2,5 mL de medio TB. Los cultivos se iniciaron con los siguientes

parametros: aireacion, 3—7 L/min; agitacion, 200-800 rpm; pH, 6,8-7 y a 37 °C. El
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oxigeno disuelto se controla a una saturacion de ~30 %. Al principio, el cultivo se operd
en modo batch, a 37°C, hasta que préacticamente se ha consumido todo el glicerol del
medio (esto también se pone de manifiesto, por un fuerte incremento del oxigeno
disuelto). En este punto (~ 5 h después de la inoculacion) se comienzé a alimentar con
un “medio de alimentacion”, que contenia: extracto de levadura, glicerol, sulfato de
magnesio y una solucion de elementos traza. La alimentacion se realizd durante un
periodo de aproximadamente 9 horas. Si el oxigeno disuelto caia por debajo del 30 % de
saturacion, se detenia esta alimentacion, hasta que recuperaran los niveles de saturacién
establecidos. Cuando el cultivo alcanzé niveles de DOsoonm Cercanos a 30 (aprox. 10
horas), se indujo la expresion mediante la adicién de IPTG (a una concentracion final
de 1,0 mM) y el cultivo se mantuvo a 37°C durante 4-8 horas. EI medio de
alimentacidn contenia (por litro) 120 g de extracto de levadura, 5 g de (NH4)SOg, 5 g de
MgS0O4.7H20 y 500 g de glicerol. Y éste se alimentd usando la estrategia DO-stat bajo
el control automéatico del programa BioCommand (New Brunswick Scientific). La
biomasa producida fue recuperada mediante centrifugacion a 4000 x g durante 30 min. y
lisada utilizando un homogeneizador de alta presion (Panda Plus 2000, GEA-Niro

Soavi).

3.2.6. Preparacion y tratamiento de la biomasa.

A. Disrupcién celular a pequefia escala.

Para analizar los niveles de expresion mediante SDS-PAGE, las muestras, post-
induccion (ImL), tomadas durante la expresion de la proteina recombinante (apartado
3.2.3.1) fueron lisadas (sonicadas) a pequefia escala usando un sonicador Branson
Digital Sonifier 450 (Branson Ultrasonics Corp.). Para ello, los sedimentos se
resuspendieron en 100 pl de tampon de lisis (Tris-HCI, 20 mM, pH 7,2; 5 mM de
EDTAyY 1mMde DTT) yse lisaron usando 3 pulsos de sonicacion de 5 segundos
con una amplitud del 30%. El resultado de la lisis se centrifugd a 12,000 rpm durante
2 min., el sobrenadante se analizd6 mediante SDS PAGE y el contenido de proteina
total se obtuvo mediante el método de Bradford (apartado 3.2.8).
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Para la preparacion del extracto celular, el sedimento resultante de la expresion de la
NDT (apartado 3.2.6) se resuspendié en 20 mL del tampén de lisis* (Tris-HCI, 20
mM; pH 7,2; EDTA, 5 mM, DFT, 1 mM) y se enfrid, en hielo, durante 20 min. La
suspension fue entonces sonicada segun las siguientes condiciones: 10 ciclos de 10
segundos con una amplitud del 30 %, a intervalos de 10 segundos. Tras lisar
totalmente las células, se centrifug6 la suspension durante 20 mina 17.000xga4°Cy
se procedio a analizar mediante electroforesis en geles de poliacrilamida, tanto el
extracto (sobrenadante) como los sedimentos obtenidos después de centrifugar el
lisado, con el fin de determinar si la enzima se expresaba de forma soluble o en forma
de cuerpos de inclusion. La cantidad de proteina total en el extracto se cuantificd
mediante el método de Bradford (ver apartado 3.2.8). La eficacia de la lisis celular se
analiz6 mediante SDS-PAGE (ver apartado 3.2.8).

B. Disrupcion celular a gran escala.

Para la preparacion del extracto celular, el sedimento resultante de la expresion de la
NDT en el biorreactor, usando el sistema discontinuo alimentado, (apartado 3.2.4) se
resuspendio en tampdn de lisis (Tris-HCI, 20 mM, pH 7,2; EDTA, 5 mM; DTT, 1
mM) y se enfrio, en hielo, durante 30 min. La suspension se disrupté usando un
homogeneizador de alta presion a escala de laboratorio (Panda Plus 2000, GEA-Niro
Soavi), a 1000 bar (4 pases).

C. Determinacién de Biomasa

Con el fin de determinar la equivalencia de la absorbancia de una muestra en
términos de peso seco se construyé una curva de calibracién, toméandose la
absorbancia de las diluciones de una solucion madre de biomasa de absorbancia 1
medida a una longitud de onda de 600 nm. Posteriormente se filtraron suspensiones
(diluciones) usando filtros de en membrana (tamafio de poro de 0,22 um) previamente
pesados. La biomasa filtrada se seca, hasta peso constante, y se pesa. El valor de peso
seco de la biomasa es el resultante de sustraer entre al peso final de la membrana (con

biomasa) el peso inicial de la membrana (sin biomasa). Graficando el peso seco vs. la

* Por lo general se resuspende el sedimento celular para obtener una concentracion final de
aproximadamente 4DOgoonm poOr mL.
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absorbancia de la muestra, se obtiene la ecuacion que relaciona la absorbancia de una

muestra y peso seco de la biomasa.

3.2.7. Purificacion de la nucleésido 2 -desoxirribosiltransferasa
(LANDT?2) de L. delbrueckii.

La fraccion soluble obtenida tras centrifugar los lisados celulares se sometié a un
proceso de precipitacion fraccionada usando sulfato de amonio, como primer paso para
la purificacion de la enzima NDT de L. delbrueckii. Para ello se utilizaron dos
concentraciones de sulfato amodnico para precipitar las proteinas de forma
fraccionada. En el primer paso (20 % de saturacion), este fue afiadido lentamente a la
solucién enzimaética, en condiciones de agitacién suave y a 4 °C. Una vez disuelto
completamente se dejaron transcurrir 20 min y se centrifugé a 15,000 rpm a 4 °C
durante 20 min. El precipitado se resuspendié en tampon Tris-HCI, 20 mM, pH 7,2, y
se continud afadiendo sulfato amonico para alcanzar el punto de 70% de saturacion.
Una vez centrifugado el sedimento, se resuspende en tampdn Tris 20 mM, pH 7,2.
Ambas fracciones fueron diafiltradas utilizando filtros Amicon™ (Millipore), con un

tamafio de poro de 10 kDa.

Como segundo paso para la purificacion de la enzima, después de la precipitacion
fraccionada en sulfato amoénico, se realizaron dos purificaciones sucesivas usando un
intercambiador anidnico HiTrap Q Sepharose FF (GE healthcare life sciences). La
fraccion proveniente de la precipitacion con sulfato de amonio, una vez dializada,
fue centrifugada a 17,000 g, durante 20 min y ajustada a una concentracion de 1
mg/mL con tampon A" (Tris-HCI, 20 mM, pH 7,2). La solucion se pasé por la
columna de Q-sepharose (5 mL, a una velocidad de flujo 1mL/min), previamente
equilibrada con 5 volimenes de columna (VC) de tampon B2 (igual al tampon A%
sePh pero con una concentracion final de NaCl de 1M) y 10 VC de tampon AQ-P",
Los aluatos resultantes de la fase de carga fueron colectados y la columna fue lavada
con 5VC de tampon ARy |os lavados fueron colectados como fracciones de 5 mL.
La proteina fue entonces eluida con un gradiente escalonado de NaCl (0,2; 0,4; 0,6;
0,8 y 1 M.), a una velocidad de 2 mL/min. Los eluatos fueron colectados, esta vez,
en fracciones de 2,5 mL y analizados por SDS-PAGE, para detectar la presencia de la

LANDT2. La segunda cromatografia se realizd con las fracciones positivas de la
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primera y se realiz6 con las siguientes concentraciones de cloruro sédico (gradiente):
0,2; 0,25; 0,3; 0,35y 0,4M.

3.2.8. Andlisis de Proteinas.

A. Electroforesis en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE).

Las fracciones solubles e insolubles y los eluatos de los resultados de las etapas de
purificacion fueron analizados mediante SDS-PAGE. Para este propdsito se usaron
geles preformados (NuPAGE™ Novex™ 4-12 % Bis-Tris Protein Gels). Las muestras
provenientes de los cultivos fueron normalizadas sobre la base de sus densidades
Opticas y preparadas para el anélisis electroforético siguiendo protocolos estandar®®.
Brevemente, las fracciones solubles y de proteinas totales proteicas se combinaron con
1 volumen de tampdn de carga 2x (Tris-Cl, 100 mM pH 6,8; DTT, 200 mM; SDS, 4
%; bromofenol azul, 0,2 % y glicerol, 20 %). Luego las mezclas se calientaron a
95°C, durante 5 min, se dejaron enfriar a temperatura ambiente. Las muestras fueron
procesadas electroforéticamente (aprox. 90 min a 150 V) y las proteinas separadas se
detectaron utilizando el protocolo propuesto en el kit GelCode Blue Safe Protein Stain

(Thermo scientific).

B. Determinacién de la concentracion de proteinas.

La concentracién de proteina presente en las disoluciones se determin6 segun el método
de Bradford®, que se basa en la variacion en el espectro de absorcion visible del
colorante azul brillante de Coomasie G-250 en presencia de una proteina. La adsorcion
de proteina provoca que el valor del maximo de absorcién se desplace de 465 nm a 595
nm. La preparacion del reactivo de Bradford se llevd a cabo partiendo de un
concentrado comercial de Bio-Rad (Dye reagent) siguiendo las instrucciones del
fabricante (dilucion 1:5 para el método estandar y sin dilucion para el método micro).
Como patrdn de proteina se utilizé una solucién de albumina de suero bovina (BSA) de
concentracion 1 mg/mL en agua purificada (Grifols) o en el tampon de muestra, segun
fuera el caso. Se realizaron disoluciones sucesivas de la proteina patron como se
muestra en la Tabla 19, completandose con agua purificada (o0 tampdn) hasta un
volumen total de 0,1 mL. A continuacién se afiadieron 5 mL de reactivo de Bradford y
se homogenizé la mezcla. La adsorcion de la proteina al colorante se produce

instantaneamente siendo maxima y estable entre los 5y 20 primeros minutos. Todos los
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ensayos se realizaron a temperatura ambiente y por duplicado segln la tabla de dilucién
utilizada (Tabla 19). Los resultados de absorbancia en funcién de la concentracion de

proteina, en ug/mL para el volumen final de 5,1 mL, se ajustaron por regresion lineal al

modelo de una recta de primer grado, cuya linealidad se valoré segun el valor de R?.

Tabla 19: Disoluciones sucesivas de proteina patron para construir la recta de
calibracién (método de Bradford).

pL de pL de Agua

Proteina purificada mL de BSA
N° (lmg/mL) otampdén  Bradford (ug/mL)

0 0 100 5,00 0
1 20 80 5,00 2,94
2 30 70 5,00 4,41
3 40 60 5,00 5,88
4 50 50 5,00 7,35
5 60 40 5,00 8,82
6 70 30 5,00 10,29
7 80 20 5,00 11,76
8 90 10 5,00 13,23
9 100 0 5,00 14,71

C. Determinaciones densitométricas de la concentracion de proteinas.

Los valores de érea e intensidad de las bandas de interés obtenidas en los geles de
poliacrilamida, se analizaron densitométricamente, usando un el sistema de
documentacion (Gel Doc™ EZ System, BIO-RAD). La concentracion de proteinas en
las bandas se determiné por interpolacion de los valores de intensidad en una curva

estandar realizada con varias concentraciones, en mg/mL, de BSA.
3.2.9. Ensayo de actividad nucleosido 2 -desoxirribosiltransferasa

El método para la determinacion de la actividad nucle6sido 2’-desoxirribosiltransferasa
empleado en este trabajo se basd en la cuantificacion mediante HPLC de los 2’-
desoxirribonucledsidos formados a partir de un 2’-desoxirribonucleésido y una base de
partida®’. Especificamente, en este apartado se utilizO como reaccion estandar la

obtencion de 2’-desoxiadenosina, a partir de 2’-desoxiuridina como sustrato donador de
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2’-desoxirribosa y adenina como base aceptora (Figura 21). La actividad enzimética se
cuantific6 mediante el empleo de la unidad internacional (Ul), definida como la
cantidad de enzima que produce 1 umol de 2'-desoxirribonucledsido por minuto en las

condiciones de ensayo.

El ensayo para la determinacion de la actividad enzimatica se Ilevo a cabo a 40°C, en
tampon MES 50 mM (morpholineethanesulfonic acid), pH 6,5. Una solucion de
adenina 10 mM vy desoxiuridina a 10 mM se incubd a la temperatura de reaccion,
durante 10 min. La reaccion se inici6 tras adicionar la enzima purificada o los extractos
(30 pL; 0,068 pg proteina total/mL) para obtener un volumen final de reaccion de 240
puL. Después de 5 min de reaccion, se detuvo la reaccidon adicionando 240 pL de
metanol frio y la mezcla se calenté a 95°C durante 5 min. Finalmente la mezcla se
centrifugd durante dos minutos a 9700 rpm. El sobrenadante de esta centrifugacion se
diluy6 1/3 en agua de calidad HPLC vy se filtr6 por un tamafio de poro de 10 KDa para

poder ser analizada posteriormente por HPLC.

La mezcla de reaccidn filtrada se analizé por HPLC en una columna C18 Tracer Excel
ODSA, 5 pum, 250 x 46 mm (Teknokroma). Las condiciones de elucion fueron
agua/metanol 96/4 como fase modvil inicial y posterior gradiente aumentando el
porcentaje de metanol, flujo de 1 mL/min, volumen de inyeccion de 10 pL y deteccion a
254 nm.
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Figura 21: Esquema de la reaccion del ensayo de actividad para LANDT2.
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3.2.10. Reacciones de Sintesis de clofarabina usando la
nucleésido  2’-desoxirribosiltransferasa de  Lactobacillus

delbrueckii subsp. lactis.

En este apartado se sintetiz6 el analogo de nucleosido clofarabina, en ambientes acuosos
y usando cosolventes, para mejorar la solubilidad de las materias primas y empleando
extractos crudos con actividad NDT o LANDT2 purificada. Las reacciones a pequefia
escala (200-1000 puL) se llevaron a cabo en tubos Eppendorf incubados en incubador
orbital, a 300 rpm. A escalas superiores las reacciones se realizaron en reactores de
vidrio de fondo redondo, equipados con un puerto para toma de muestras, condensador
de reflujo y un termometro y agitacion magnética Los reactores se colocaron en un
bafio de aceite mineral, con un controlador capaz de mantener la temperatura en el

intervalo de £1°C con respecto al punto de consigna (set point).

A. Produccion de clofarabina en medio acuoso.

Para la sintesis enzimatica de clofarabina se termostatizaron (50°C) suspensiones de 2-
cloroadenina, 10-50 mM vy 2'-fluoro-arabinofuranosil-2'-desoxiuridina (araF), 20-50
mM en Tampén MES, pH 6,5, durante 30 min. Para iniciar la reaccion de sintesis, la
enzima o los extractos enzimaticos fueron adicionados (0,9-20 U/ pumolasr) y la

reaccion se mantuvo a 50°C. La duracion de las reacciones oscild entre 2-72 horas.

B. Produccion de clofarabina en medio acuoso y cosolventes organicos.

Para la sintesis enzimatica de clofarabina se termostatizaron (50°C) suspensiones de 2-
cloroadenina, 20-50 mM vy 2'-fluoro-arabinofuranosil-2'-desoxiuridina (araF), 20-50
mM en Tampon MES, pH 6,5, suplementado con un cosolvente organico, durante 30
min. Para iniciar la reaccién de sintesis, la enzima o los extractos enzimaticos fueron
adicionados (0,9-20 U/ pumolarer) Y la reaccion se mantuvo a 50°C. La duracion de las

reacciones oscil6 entre 2-72 horas.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION.

La clofarabina es un anélogo de nucleésido de purina de segunda generacion, autorizado
por la EMEA para su uso en el tratamiento de la leucemia linfoblastica aguda en
pacientes pediatricos. Su sintesis quimica ha sido desarrollada y optimizada®”" 4,
aungue su produccion a gran escala estd ligada al uso de grandes volimenes de
disolventes organicos y a etapas de purificacion para obtener el anémero deseado, con el

consiguiente efecto sobre el rendimiento global del proceso.

En este sentido, en este trabajo nos propusimos la busqueda de alternativas, "verdes",
para la obtencion de este analogo de nucledsido, usando nucléosido

desoxirribosiltransferasas como biocatalizadores (Figura 22).
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Figura 22: Sintesis de clofarabina usando nucléosido desoxirribosiltransferasas como
biocatalizadores.

Los primeros estudios sobre N-desoxirribosiltransferasas revelaron que estas enzimas
tienen una amplia tolerancia hacia las modificaciones de la purina o la pirimidina®: % %
y, aunque son muy especificas para 2-desoxirribosa, Kaminski y col.1% han demostrado
que una simple mutacion en el centro activo de esta enzima puede ampliar esta
especificidad, por ejemplo, para utilizar 2,3-didesoxirribosa y 2,3-didehidro-2,3-

didesoxirribosa. También se ha descrito el reconocimiento de 2'-desoxirribonucleésidos
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con fluor en la posicion 2'C%, de esta manera usando una LINDT recombinante se ha
transferido la 2'-desoxi-2 '- fluoro-a-D-ribofuranosa, a partir de 2'-desoxi -2 '
Fluorouridina (dFUrd), a 1,2,4 - triazol -3—carboxamida para de esta forma obtener 2'-
desoxivirazol , aunque con bajos rendimientos, en una reaccion con una duracion de 14
dias. Y, finalmente, los resultados obtenidos por Fernandez Lucas y col.%! con la NDT
de L. ruteri, dan argumentos para pensar en la plasticidad de estas enzimas, toda vez
que la LrNDT puede reconocer arabinonucleodsidos y 2'-fluorodesoxirribonucleésidos

como sustratos.

4.1. Estudios de acoplamiento (docking) molecular

Con el objetivo de valorar la potencialidad de enzimas del tipo NDT para llevar a cabo
la reaccion de sintesis de clofarabina, se realiz6 un cribado, mediante estudios de
acoplamiento (docking) molecular, de estructuras cristalinas anotadas en la base de
datos Protein Data Bank como: “Nucleoside 2-deoxyribosyltransferase”, usando
como ligandos: i) un sustrato natural de estas enzimas, la 2’-desoxiuridina (dUrd) vy ii)
el sustrato propuesto para la sintesis de clofarabina, 2'-fluoro- arabinofuranosil-2'-
desoxiuridina (araF).

En la seleccion de las estructuras cristalinas, se ha tenido en cuenta su pertenencia a las
DRTasas de la clase 11 (NDTs), es decir, aquellas que catalizan la trasferencia de
desoxirribosa entre purinas o pirimidinas (Pur < Pur, Pur & Pyr, o Pyr < Pyr),
aunque con una gran preferencia por desoxipirimidinas como sustrato donante®®. En
este sentido, se escogieron tres estructuras (Tabla 7) que, a pesar de no tener una

elevada identidad entre ellas, si que muestran una gran similitud estructural.

En la Figura 23 se muestra un alineamiento de estas tres secuencias y analizando en
detalle las mismas, observamos la conservacion de los residuos involucrados en la
actividad biocatalitica de las 2 -desoxirribosiltransferasas®® ¢ 72 102 es decir, los que
intervienen en el reconocimiento de la 2"-desoxirribosa en Lactobacillus leichmannii,
que son Tyr7, Asp72, Asp92, Glu98 y Asnl123. De éstos, en el alineamiento de las
secuencias, se pueden identificar, en la NDT de Enterococcus faecalis, que los residuos

Tyr5, Asp80, Glu86 y Asn130 podrian estar involucrados en el reconocimiento de la 2°-
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desoxirribosa; y en la NDT de Trypanosoma brucei, se pueden identificar los residuos
Tyr5, Asp76, Glu82 y Asn126. Aungue las principales diferencias se observan en la
conservacion de los residuos que participan en la el reconocimiento de la base (residuos
Glu 46, Asp72 y Tyrl57 en Lactobacillus leichmannii). Aqui se sustituye la Glu (de la
LINDT) por Ala42, en 3EHD y Glu42 en 2A0K, en tanto que los otros dos estan

ausentes en estas secuencias.

A partir de los resultados del alineamiento no se puede asegurar que 3EHD y 2A0K
sean NDTs de tipo Il, toda vez que en ambas faltan 2 de los 3 residuos polares y
aromaticos implicados en la correcta orientacion y estabilizacion de la base, tal y como
ocurre en la proteina LINDT, GIny Tyr. Fresco-Taboada y col.®* indicaron que la
GIn en las NDT se localiza en un bucle que actia como tapa del centro activo y que
asegura el ajuste del sustrato en el mismo. En el caso de las NDTs, la presencia de la
GIn fuerza a que ese bucle se cierre sobre el sitio activo y lo aisla del medio; mientras
que en las PDTs, en las que el residuo GIn esta ausente, el bucle se encuentra en una
conformacién mas abierta y sélo se produce ese ajuste cuando la base es voluminosa,
una purina, ya que las pirimidinas tienen un tamafio menor. El otro residuo ausente, la
Tyr terminal, es segln trabajos de mutagénesis dirigida realizados por Short y col.”
mas critica en el caso de las PDTs, ya que es este residuo el que forma los enlaces de
hidrégeno con la purina, mientras que en las NDTs estos puentes los forma la Gin,

ausente en las PDTs.

A la luz de estos resultados, las nucledsido 2-desoxirribosiltransferasas de
Enterococcus faecalis y Trypanosoma brucei podrian tener mayor preferencia por las
purinas. De todas maneras, otros aminoacidos podrian interaccionar con la base y
suplir la ausencia de los residuos determinantes de la actividad en LINDT. Asi, por
ejemplo, al comparar la disposicion del centro activo de BpNDT* con el de otras
NDTs, Fresco-Taboada y col.®* concluyeron que BpNDT podria tener mayor
preferencia por las purinas, pero que puede llevar a cabo la reaccion de transferencia
con aceptores pirimidinicos dado que el carboxilato de la Lys142, en esta enzima,

interviene en el mecanismo de reaccion.

* 2'-desoxirribosiltransferasa de Bacillus psychrosaccharolyticus.
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1 11 21 31 41

Conservation B B8 5 g 0 = o = B3 38 8 o8 BEF B

1F 8 1 MPEKTIYFGA GW--FTDRQN EAYEKEEAMEATL EE-NFTIDLE NSYVPLDNEE( 47

3EHD 1 MTK——I'YIFAG PLFESQADLEY NAY--LWVEQT RFEQLDETIDL- ——YLPQEN'A'A 43

2A0K 1 MRK——I|Y_|IAG PAVFNEDMGA SYYNEWVEELL EE-ENVMP-- ——LIPTDN|E_|A 43
51 61 71 81 91

Conservation : o HE @ 33 . B

1F 8 48 KGIRVDEHPE YLHDEVWATA TYNNDLMNGIK THDIML---G VYIPDEEDWGE 94

3EHD 44 —----THNDESA YADSEMIALA D———|—rI‘ENVL ASDLLW-—--A LLDGPTI'DlAG 82

280K 44 ----TEALDT RE--0E----- N———|—_|IQI“IIK DCDAVIADLSE PFRGHEP|]:1F:G 78
101 111 121 131 141

Conservation o WEW w3 . wWe o, . g B3

1F 8% 95 LGMELGYALS QGEYVLLVIP Dglff=e=m=s sssss===== ———GKPIEILM 125

JEHD 83 VAS'EIIGVAYA EGIPVVALYT DERQOGADNH QELDALNEIA ENQFHYL T 132

240K 79 TAE‘|E_FJGCAAA LNEMVLTFEFTS DEENMREEY G SGVDEDNLEWV EGE‘GLPE‘|N_|LM 128
151 161 171 181

Conservation . . * HE :

1F8x 126 SWGEV-SDNWVI EMEQLEDFNF NEPRF-DFYE GAV’?' 157

JEHD 133 TVGLIEKELNGR VV3SEEDLLE EIREQRLS--- ———|—| 159

240K 129 LYDGWEWVEDS FESAFEYFLA NFPEE----- ———|—J 153

Figura 23: Alineamiento con ClustalW de las secuencias de NDTs utilizadas. 1F8X:
Nucleosido 2’-desoxirribosiltransferasa tipo 1l de Lactobacillus leichmannii; 3EHD: proteina
PF05014 de Enterococcus faecalis V583; 2A0K: Nucledsido 2-desoxirribosyltransferasa de
Trypanosoma brucei. El grado de conservacion se indica con los simbolos ClustalW. Las
regiones sefialadas con el cuadro blanco, indican los sitios de reconocimiento del sustrato
pirimidinico.
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Figura 24: Centro activo de LINDT. A: Complejo (in silico) de dUrd unida a LINDT; B:
Complejo LINDT con AraF. Se muestra un mapa de la densidad electrénica de los sustratos en
el interior del centro activo (modelo semitransparente).

En este sentido, se realizaron estudios de acoplamiento molecular con la dUrd y con
AraF y se estimaron las posiciones de estas moléculas en el centro activo de las
NDTs seleccionadas. Los criterios de seleccion de la enzima para llevar a cabo la

reaccion propuesta fueron: i): el de la cercania geométrica a los residuos involucrados
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en el centro catalitico y ii): criterios energéticos (energia favorable) para finalmente
establecer un enlace covalente entre el residuo Glu nucleofilico y el pentofuranosilo.
La Tabla 20 muestra los resultados del estudio de acoplamiento ciego de las mejores
“poses” y sus principales interacciones con los residuos de los centros activos de las
tres enzimas seleccionadas. Analizando los datos de la energia libre de union de los
dos ligandos utilizados en este estudio se puede apreciar que dUrd (-7,5 Kcal/mol) es
capaz de formar un complejo 0,6 Kcal/mol mas estable que la AraF (-6,9 Kcal/mol)
cuando el receptor es la LINDT. Este resultado puede estar relacionado al hecho de
que dUrd es capaz de establecer un mayor numero de interacciones con los residuos

involucrados en el centro activo.

Sin embargo, esto no ocurre asi cuando se analizan los resultados del acoplamiento
con los otros dos receptores. El centro activo de estas dos enzimas es mas volumétrico
dado que sus sustratos, los nucledsidos purinicos, son mas voluminosos. Esto hace que
la ubicacion de los sustratos en estudio (dUrd y AraF), encuentre posibilidades de
establecer puentes de hidrogeno con residuos diferentes a los esperados para el caso de
una NDT de tipo Il. En la Tabla 20 se puede apreciar que las “poses” que se acercan a
los criterios energéticos y de cercania al Glu catalitico, no se corresponden con los
residuos tipicos del centro catalitico de una dRTasa de tipo II.

En la Figura 24 se puede apreciar que ambos sustratos (dUrd y AraF) se posicionan en
el centro activo del enzima LINDT, de manera que pueden ser reconocidos por las
cadenas laterales de los residuos Asp72, Asn323, Glu98 (residuo catalitico,
posicionado por Tyr7), Asn92, Glu46 y Tyr7, que pueden formar una densa red de
puentes de hidrdégeno con este sustrato natural (Figura 24 A). AraF, Figura 24 B,
también se ubica de manera que, espacialmente, puede ser reconocido por los residuos
antes mencionados, aunque la presencia del flior impone torsiones adicionales en
AraF que hace que determinados residuos en el centro activo no puedan establecer
puentes de hidrogeno (Tabla 20).
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Tabla 20: Resultados del estudio de acoplamiento ciego. dUrd: desoxiuridina; AraF:
2'-fluoro- arabinofuranosil-2'-desoxiuridina. A: y B: cadena en la cual se localiza el
residuo.

Energia de
PDB ID Ligando unién Residuos involucrados
(kcal/mol)
dUrd GIn46A, GIu98A, Asp72A, Asp92A, Asn323B,
1F8X 1S Tyr3s7B
AraF -6.9 Alal0A, GIu98A, GIn46A
duUrd Glyl6A, GIn50A, Asn61A, Thr87A, GIu90A,
6.9 Asn134B
2A0K
AraF 75 GIn50A, GIu90A, Asn134B
dUrd )
6.5 Gly8B, Asp60B, Asn130B, Tyr132B
3EHD

AraF 68  Gly8B, Aspe0B, Asn130B, Tyrl32B

A la luz de estos resultados, en este trabajo se estima el uso de la NDT de Lactobacillus
leichmannii (1F8X), para la sintesis biocatalitica de clofarabina.

4.2. Sintesis de Clofarabina usando la nucledsido 2'-
desoxirribosiltransferasa de Lactobacillus delbrueckii
subsp. lactis

4.2.1. Obtencion de la nucledsido 2 -desoxirribosiltransferasa

recombinante de Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis.

4.2.1.1.  Amplificacion, clonacion y secuenciacion del gen Ldndt2

Una vez seleccionada, en los estudios in silico, la enzima de Lactobacillus leichmannii,
en este trabajo se ha clonado y expresado esta enzima (especificamente, la de L.
delbrueckii), con el objetivo de disponer del biocatalizador para las reacciones de
transglicosilacion. En la base de datos Genbank, el gen ndt2 (niumero de acceso:
EGD27012.1) codificaria para una proteina de 163 residuos aminoacidicos, con una
masa molecular de 18,741 kDa. Observando detalladamente el producto del gen ndt2

(proteina NDT2 de L. delbrueckii), encontramos que contiene dos metioninas, muy
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cercanas (Metl y Met7) en la region N-terminal (Figura 25), es decir dos posibles
codones de inicio (ATG), en este gen. No obstante, en el alineamiento de ambas
secuencias (las secuencias de L. delbrueckii y de L. leichmannii; (Figura 25), a partir de
la segunda metionina, las secuencias son practicamente idénticas*. En este sentido se
disefiaron oligos para amplificar la secuencia evitando los 7 primeros residuos,
incluyendo la Met7, pues los trabajos de Kaminsky y col.*®, Porter y col.®® y Short y
col.1® indican que este residuo no esta presente en la proteina de L. leichmannii

madura, una vez expresada en E. coli.

Para la amplificacion del gen ndt2 por PCR se afiadieron los sitios de restriccion Ndel y
Sall en los extremos del gen. La amplificacién por PCR permitié la obtencion de un
fragmento de 483 pb, que concuerda con el tamafio del gen ndt2 que codifica para la
sintesis de la NDT de Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis. El producto génico se
purificd y se subclon6 en el vector pGEM-T-Easy y se obtuvo la construccion
recombinante, pGEM-Ldndt2 (Figura 26).

LINDT
LdANDT

LINDT
LANDT

LINDT
LANDT

Figura 25: Alineamiento de las secuencias de las NDT de Lactobacillus delbrueckii (LANDT2)
y Lactobacillus leichmannii (LINDT). Se muestran los residuos (sombreado claro) diferentes en
estas secuencias.

Para la expresion recombinante se utilizo el sistema E. coli BL21(DE3)/pET22b(+). En
este caso, a partir del vector recombinante pGEM-Ldndt2, se obtuvo, tal y como se
describe en el apartado 3.2.1.1, el fragmento 483 pb. Dicho fragmento se purifico y se
clon6 utilizando como vector el plasmido pET22b(+) para obtener el vector

recombinante pET22b-Ldndt2 (Figura 27).

* Las cepas tipo, Lactobacillus delbrueckii, Lactobacillus lactis, Lactobacillus leichmannii y Lactobacillus

bulgaricus exhiben homologias de ADN-ADN de 90-100% entre si. Estas cepas se consideran asi pertenecientes a
una misma especie que, segun las reglas de prioridad, conservarian el nombre de Lactobacillus delbrueckiil®® .
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Con la a nueva construccion, con el gen ndt2, se transformaron células competentes
de E. coli BL21(DES3 y el producto de transformacion se sembré en placas de Petri con
medio LB con ampicilina. Los clones positivos se analizaron para comprobar la
incorporacion del inserto y para estudiar su capacidad de expresar la proteina

recombinante LANDT2 en medio LB segun los protocolos del apartado 3.2.4.

La Figura 28 muestra una banda muy significativa (carril I, Figura 28) de
aproximadamente 18 kDa, que corresponde con el peso molecular esperado de la
proteina de NDT2, la cual apenas se observa en el control no inducido (carril NI,
Figura 28). Por otro lado, el estudio densitométrico de los geles de proteinas tefiidos
con Coomassie para determinar el porcentaje de proteina recombinante soluble
demostré que aproximadamente el 50 %, de las proteinas solubles en el extracto,
corresponden a la proteina recombinante NDT2, en comparacion con un 4 % de las
celulas no inducidas). Esto indica que el mecanismo de regulacion de la expresion del
gen clonado, en el sistema de expresion E. coli BL21(DE3)/pET22b(+) funciona de
manera adecuada y que la proteina se estd expresando en forma soluble en el

citoplasma de las células.
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Figura 26: Subclonaje del gen ldndt2. A: Plasmido recombinante pGEM-Ldndt2. B: PCR-screening de clon recombinante con la construccion pGEM-Ldndt2.

Kb: marcador; Carril 2: Se observan la banda de 483pb, que indica la presencia del inserto.
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Figura 27: Esquema del plasmido pET22b-Ldndt2

Figura 28: Analisis de proteinas citosélicas solubles por SDS-PAGE vy tefiidas con Azul de
Coomassie. M: Marcadores de peso molecular; NI: No inducido I: Inducido.

4.2.2. Produccion de la proteina recombinante. Fermentaciones.

La cepa recombinante E. coli BL21 [pET22-Ldndt2] fue crecida, sin induccién, para
determinar sus perfiles de crecimiento, en fermentaciones sumergidas, y obtener
parametros relacionados con el crecimiento, a partir de las curvas de crecimiento
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(Figura 29). En los 4 medios utilizados (LB, TB, M9 y MMM), el clon recombinante
entré en la fase de crecimiento logaritmico 2h después de la inoculacién y en fase
estacionaria después de 6 horas. La velocidad méxima de crecimiento (umax) del
cultivo en medio LB fue de 0,4995 y de 0,6438 en medio TB y el tiempo de
duplicacion de 1,387 h en medio LB y de 1,076 h en medio TB. En cuanto a los medios
sintéticos, la pmax en M9 fue de 0,4847 y en el medio minimo modificado (MMM) de
0,4821; con tiempos de duplicacion de 1,430 h y de 1,437 h, respectivamente.
Finalmente, en los cutro medios, la estabilidad del plasmido estuvo por encima del 90%

tras 16 horas de fermentacion.
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Figura 29: Perfiles de crecimiento del clon recombinante en los medios Terrific broth (TB),
Luria broth (LB), medio minimo (M9) y medio minimo modificado (MMM).

Para determinar el efecto de la composicion del medio de cultivo sobre el crecimiento
del clon recombinante E. coli BL21 [pET22Ldndt2], se analizé ademaés la produccion de
biomasa, la produccion de proteina total y la expresion de la enzima. La Tabla 21
muestra una comparativa de los cuatro medios ensayados en lo referido a densidad
celular y nivel de expresion proteica. En los medios complejos (LB y TB), se observo
un incremento de la densidad celular, siendo el medio TB el medio con mejores
resultados. En cambio, en los medios minerales (MMM y M9) se obtuvieron menores
rendimientos de biomasa. De la Tabla 21 se puede ademéas concluir que se obtienen
concentraciones superiores de proteina total (por gramo de biomasa celular) en los
medios complejos, en comparacion con los medios sintéticos. Sin embargo, la relacion

proteina total/biomasa para todos los medios es muy similar.
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Figura 30: Andlisis de proteinas citosolicas solubles por SDS-PAGE en los cuatro medios
ensayados. TB: Terrific broth; LB: Luria—Bertani; M9: medio minimo; MMM: medio minimo
modificado; M: Marcadores de peso molecular; NI: No inducido I: Inducido. A: BSA,

Tabla 21: Proteina total y produccion de biomasa de los cultivos del clon recombinante
E. coli BL21 (DE3)/ [pET22Ldndt2] en diferentes medios de cultivo.

Medio Proteina total Biomasa Relacién_Proteina
(g/L) (g/L) total/Biomasa
LB 1,85+0,21 9,69 £ 0,22 0,19
B 2,62 +0,24 14,20 £ 0,65 0,18
M9 1,42 +0,14 7,48 + 0,50 0,19
MMM 1,47 £0,13 7,35+0,38 0,20

Teniendo en cuenta los resultados del analisis de los perfiles de crecimiento, se decide

continuar los estudios utilizando medio TB. La alta produccién de biomasa en este

medio tiene que ver con la presencia, entre sus componentes, de nutrientes de facil

digestion y ricos en péptidos y oligoelementos y de glicerol como fuente de carbono.

De hecho, el medio TB contiene un poco mas de Bacto® Tryptone’, pero casi 5 veces

mas de extracto de levadura, en comparacién con el medio LB, lo cual se traduce en un

mayor suministro de factores de crecimiento y de precursores de acidos nucleicos. Por

otro lado, contiene tampén fosfato para mantener un pH fisiologico durante el

crecimiento exponencial; y el glicerol (que al metabolizarse no genera &cidos), a una

concentracion que no limita la velocidad de crecimiento.

° Es un digerido pancreéatico de caseina, se utiliza como fuente de nitrégeno en los medios de cultivos
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Figura 31: Perfiles de crecimiento y actividad volumétrica del clon recombinante E. coli BL21
(DE3)/ [pET22Ldndt2] inducido en fase exponencial temprana (A) y en fase exponencial media
(B). La flecha sefiala el momento aproximado de la induccién (Ind.).

Teniendo en cuenta el perfil de crecimiento, en medio TB, se valoro el mejor momento
para la induccion. Los cultivos fueron entonces inducidos en fase exponencial temprana
(2h) y en fase exponencial media (3,5 h) (Figura 31), con IPTG (LmM). En la Tabla 22
se resumen los resultados obtenidos. La comparacion denota que, induciendo en estos
dos momentos de la fase exponencial, la productividad de biomasa (gBS/L/h) es muy
similar, lo que podria indicar que la expresion de la proteina no afecta la velocidad de
crecimiento. No obstante, inducir los cultivos en fase exponencial media, parece ser mas

efectiva, a juzgar por la actividad volumétrica (U.L), 54480 unidades de actividad
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enzimética por litro de caldo fermentativo, que es un 54,5% superior a la obtenida

cuando se induce al inicio de fase exponencial.

Tabla 22: Resumen de los resultados de las inducciones en medio TB (matraz). BS:
Biomasa seca; DO: densidad Optica.

Fase log Fase log
Pardmetro* .
temprana media
Méaxima DO (600nm) 8,31 9,35
Biomasa (g BS.L™)* 3,24 3,64
Productividad (g BS.L™.h™%) 0,40** 0,45%*
Actividad volumétrica (kU.L™) 35,25 54,48
Productividad enzimatica (kU.L™*.h™*) 4,40 6,81

*4 horas post-induccion.
**8 horas de fermentacion.

4.2.3. Ensayos preliminares de produccion en biorreactor.

Operacion en discontinuo.

El objetivo de estos ensayos preliminares es extrapolar los resultados obtenidos a nivel
de matraz a un biorreactor de 7L con un volumen de trabajo de 5L para, por una parte
tener una idea de los costes de produccién y ademas, disponer de suficiente cantidad de
la enzima para los ensayos de purificacion y sintesis de clofarabina. Para ello, se utiliz6
el medio TB, en condiciones similares a las empleadas en los ensayos a pequefia
escala, controlando la concentracion de O: disuelto, fijandola en 30 % (agitacion en
cascada) y el pH, fijandose en 7,0 mediante la adicion de NaOH (2N) o HCI (2N). Por
otro lado, teniendo en cuenta los resultados obtenidos a nivel de matraz, las inducciones
se realizaron cuando el cultivo alcanzé la fase exponencial media, esto es a una
densidad 6ptica de DOsoonm = 1,0 (Figura 32), afiadiendo 1 mM de IPTG al biorreactor.

* El método empleado de rutina para medir la biomasa de los cultivos se basa en la determinacion
espectrofotométrica a 600 nm de la turbidez de la solucion del medio de cultivo. Luego, se puede convertir este valor
a concentracion de biomasa (gBSL*) multiplicando el valor de DOsoo nm por 0,39 g/L (un factor obtenido a partir de
una correlacion entre turbidez y peso seco celular).
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Figura 32: Curva de crecimiento y perfil de induccién de E. coli BL21 [pET22ldndt2], en
medio TB en biorreactor de 7 L (volumen operacional: 5 L). La induccion se realizé con 1 mM
de IPTG. En rojo, la actividad volumétrica y en azul la biomasa. Act vol: actividad volumétrica.

A esta escala se reproducen los perfiles de crecimiento y de expresion obtenidos a nivel
de matraz, obteniéndose una velocidad maxima de crecimiento (umax) del cultivo en
medio TB de 0,6137 hy un tiempo de duplicacion de 1,129 h'. Por otra parte, la
actividad volumétrica muestra un incremento constante, desde el momento de la
induccion (4,3-5h) hasta 4 horas post-induccion. A partir de este punto se observo una
rpida disminucion (degradacion) de la actividad volumétrica, lo que podria indicar
deficiencia de nutrientes, presumiblemente, de uno o mas aminoacidos esenciales. El
agotamiento de ciertos aminodcidos puede conducir a cambios en los flujos
metabolicos, en la sintesis proteica y, posiblemente, también conduce a determinadas
respuestas, a corto plazo, antes de que la célula induzca el conjunto de enzimas para la
sintesis de este aminoécido esencial. Estas podrian incluir, la degradacion de la proteina
recombinante, para proporcionar los aminoacidos necesarios para la sintesis de
proteinas esenciales. EIl nivel de produccion de LANDTZ2, en estas condiciones alcanzé
163 mg/L*, en el punto més alto de produccion. Por lo tanto, las células deben ser
cosechadas antes de que se produzca la deficiencia de nutrientes). En la Tabla 23 se
resumen los resultados obtenidos a nivel de biorreactor operado en batch, sin

alimentacion.

* Calculado a partir del andlisis densitométrico de la fraccion soluble, en geles de poliacrilamida.
Aproximadamente, la banda correspondiente a la proteina LANDT2 representaba, en este caso, el 31-32 %
del total de las proteinas solubles.
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Tabla 23: Resumen de los resultados de las inducciones en medio TB (Biorreactor
operado en batch). BS: Biomasa seca; DO: densidad 6ptica.

Parametro
Maxima DO (600nm) 21,8
Biomasa (g BS.L™) 8,50
Productividad (g BS.L™.h™) 1,06
Actividad volumétrica (kU.L™%) 62,50

Productividad enzimatica (kU.L™*.h™*) 7 81

4.2.4. Ensayos preliminares de produccion en biorreactor.

Operacion en discontinuo alimentado

El rendimiento de la produccion de proteinas recombinantes depende tanto de la
concentracion de la biomasa como de la productividad celular especifica. En este
contexto, para lograr una alta concentracion de biomasa en el cultivo, el sistema de
cultivo discontinuo alimentado es la opcién preferida para obtener cultivos de alta
densidad!®. Las estrategias de alimentacion incluyen métodos de retroalimentacion
indirecta (tales como pH-stat* y DO-stat"), métodos de alimentacion predeterminados
(tales como alimentacion exponencial) y alimentacién de acuerdo con la absorcion o

demanda del substrato®®,

Durante la fermentacidén, a medida que el cultivo bacteriano crece, la pO2 disminuye
debido al aumento en la captacion de O por el cultivo. En la Figura 34 se muestra una
representacion de la evolucion de este (pO2) y otros pardmetros en el biorreactor
operado en discontinuo. En la misma se puede apreciar que el cultivo comenzo6 con
una saturacion de oxigeno cercana al 80%, y con el avance de la fermentacion, la pO:
fue disminuyendo hasta estabilizarse, entre las 4-5 horas (punto A de la Figura 34), al
30% de saturaciéon. En este punto, la velocidad de agitaciéon comienz6 a aumentar
exponencialmente, y 4-5 horas despues, se estabiliza (punto B de la Figura 34),

coincidiendo con una disminucién brusca del consumo de oxigeno.

* Alimentacion de nutriente cuando el pH empieza a aumentar, debido a el agotamiento del sustrato.
¥ Alimentacién de nutriente cuando el oxigeno disuelto (OD) empieza a aumentar, debido a el
agotamiento de la fuente de carbono.
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En base a los perfiles de consumo de oxigeno observados, se considerd iniciar los
ensayos de produccion del enzima LANDT2, en discontinuo alimentado, controlando la
alimentacion en base al nivel de oxigeno disuelto, el denominado DO-stat. Bajo esta
estrategia de alimentacion, las células de E. coli se cultivaron durante 20 h, desde 0,02

g.L hasta 35,23 g.L™, y se obtuvieron unas 90 unidades de Densidad Optica.

El crecimiento y la alimentacion en este cultivo se dividieron en tres fases (Figura 33).
Una fase de crecimiento no limitante, en “batch”, que durd hasta que se alcanzaron
alrededor de 6 gramos de biomasa seca por litro de cultivo (BS.L™?), a una velocidad de
crecimiento de 0,60 h't, momento en el cual comienzd la fase de alimentacién “pre-
induccion”, con el medio de alimentacion concentrado. Este punto coincidio con el
mencionado punto A de la Figura 34 y la tercera fase, la de alimentacion “post-
induccion”, comenz6 aproximadamente a las 10 horas de cultivo, cuando la
concentracion de biomasa alcanz6 los 14 gramos de peso seco por litro de medio de

cultivo, momento en el que se indujo el cultivo con IPTG.

El cultivo inducido se mantuvo creciendo exponencialmente durante cuatro horas,
aunque con una tasa de crecimiento menor (u= 0,1 h). Al final de esta fase se
obtuvieron aproximadamente 35 g de BS.L™, unas 90 unidades de densidad 6ptica, es
decir se cuadruplico el rendimiento (en biomasa) respecto a la fermentacién discontinua,
no alimentada (Tabla 24). Por otro lado, la actividad enzimética volumétrica fue
maxima a las cuatro horas post induccién (Figura 33), a partir de este momento la
actividad volumétrica dejo de aumentar, a pesar de que la biomasa aun continuo
aumentando. En este caso, la explicacion del cultivo no alimentado, referida a
deficiencia de nutrientes, no es factible, toda vez que el cultivo ha estado alimentado,
con soluciones concentradas de nutrientes (extracto de levadura, (NH4)SO4, MgSOa.

7H20 y glicerol), que consiguen mantener el crecimiento exponencial del cultivo.

Por otro lado, la explotacion comercial de cepas recombinantes depende, en gran
medida, de la estabilidad de los plasmidos y de los niveles de expresion. La estabilidad
de las construcciones recombinantes esta determinada por factores como: el nimero de
copias del plasmido, los patrones de replicacion, el tipo de sustrato, la composicion del
medio, la temperatura del cultivo y toxicidad de la proteina expresada. En la Figura 33
junto a los perfiles de crecimiento, se ha graficado la estabilidad (retencion) del

plaésmido recombinante, durante el cultivo. Cuando el cultivo en matraz y en
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biorreactor fue operado en modo discontinuo (batch), la retencién de los plasmidos al
final de los ciclos fermentativos estuvo por encima del 90%, pero en las fermentaciones
semicontinuas (batch-alimentado), a las 4-5 horas post-induccion, la inestabilidad
plasmidica comienz a hacerse significativa, al punto de que una tercera parte de las

células podria no tener plasmidos y por tanto, no eran productivas (Figura 33).

Una de las posibles explicaciones para la inestabilidad del plasmido esta en la
existencia de un diferencial, significativo, de velocidad de crecimiento entre las células
que contienen y las que no contienen plasmidos. Las células que retienen plasmidos
estan obligadas a asignar una parte de sus recursos para apoyar actividades relacionadas
con plasmidos que incluyen mantenimiento y replicacién del ADN plasmidico y
expresion de genes plasmidicos. De cualquier manera, el como estabilizar la
construccion recombinante parece ser una de las vias para incrementar la productividad

(actividad volumétrica) de la LANDT2 producida en modo semicontinuo.
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Figura 33: Produccion de LANDT2 en un cultivo discontinuo alimentado. En cultivo se
alimenta antes y después de la induccion con IPTG. Act. Enz.: Actividad volumétrica (kKU/L);
Estab. Plasm.: Estabilidad del plasmido (%).

89



4.2.5. Comparacion de la produccion de LdANDT2 en

cultivos en discontinuo y discontinuo alimentado.

La Tabla 24 presenta los resultados obtenidos en relacion con la productividad de
LANDT2 en las tres estrategias utilizadas, es decir, usando fermentaciones discontinuas
(en matraz y en biorreactor) y en fermentaciones discontinuas alimentadas (en
biorreactor). En cultivos semicontinuos se alcanzaron 90 unidades de densidad Optica,
unos 35 g BS.L?, unas 4 veces superior al rendimiento obtenido sin alimentacion.
Aunque los parametros de productividad (de biomasa y de enzimas) no mejoraron al
mismo nivel, lo cual significa que estas fermentaciones preliminares, aun no son
Optimas. Para futuras fermentaciones se podrian resolver cuestiones como: ¢Cuando se

debe inducir el cultivo semicontinuo?

Cuando analizdbamos los rendimientos obtenidos en los cultivos discontinuos,
observamos que inducir a diferentes tiempos, modificaba los perfiles de crecimiento y
de expresion. En el semicontinuo, una vez adicionado el IPTG, también se observo una
disminucion de la velocidad de crecimiento. Se conoce que el uso de un promotor fuerte
dentro del sistema de expresion, a menudo conduce a una sintesis brusca de proteina
recombinante. Esto tiene como resultado la inhibicion del crecimiento celular producto
de la sintesis de una gran cantidad de proteina recombinante®’. Luego, observamos que
en la fermentacién semicontinua, a las 4 horas después de la induccién, se alcanzo la
maxima actividad volumétrica y el cultivo ain continuaba creciendo. En este sentido,
estudiar la posibilidad de inducir 4 horas antes de alcanzar el maximo de biomasa

tedrico, podria suponer una alta produccion volumeétrica de la enzima.

El nivel de produccion de LANDT2, en estas condiciones alcanzé 606 mg de la proteina
por litro de caldo fermentativo*, en el punto mas alto de producciéon, unas 189 kU/L, lo
que supone un incremento significativo (casi 4 veces) en comparacion con la proteina

obtenida en el cultivo en discontinuo.

* Calculado a partir del analisis densitométrico de la fraccion soluble, en geles de poliacrilamida. Aproximadamente,
la banda correspondiente a la proteina LANDT2 representaba, en este caso, el 32 % del total de las proteinas solubles.
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Tabla 24: Comparacion de la produccion de LANDT2 en cultivos en
discontinuo (matraz y biorreactor) y discontinuo alimentado (biorreactor).

Discontinuo Discontinuo Discontinuo
Parametro* (matraz) Biorreactor alimentado
Biorreactor*

DO 600nm Maxima 9,35 21,8 90,34
Biomasal 3,64 8,50 35,23
(gBS.L™)

ProductiYidafj 0,45 1,06 2,20
(gBS.L™*.h™)
Actividad volgmétrica 54,48 62,50 189,02
(kU.L™)
Productividad enzimatica 6,81 7.81 11,81
(kU.L'q.h'i)

*A las 16 horas de fermentacion.
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Figura 34: Registro grafico de la evolucion de los parametros fermentativos a escala de bioreactor de 5L. A: 30% de saturacion de O, inicio de la
alimentacion pre-induccion; B: Alimentacion post-induccion.



4.2.6. Purificacion de la LANDT2 recombinante producida en E. coli

El crudo (lisado celular clarificado) contiene, ademas de la proteina LANDT2 otras
proteinas acompafantes que podrian de alguna manera afectar la actividad de la
enzima, por ejemplo, compitiendo por los sustratos. Se ha documentado que la
promiscuidad de las NPs, puede hacer que estas enzimas acepten un amplio rango de
sustratos (nucledsidos) con modificaciones en la porcion del azucar, ej. 2°- 0 3°-NHy,
2’-F (ribo- o arabino-) y 2’-OH (arabino)!®®. De hecho, nucleosidos antileucémicos
como Cladribina, Fludarabina, Clofarabina y Nelarabina han sido sintetizados usando
enzimas del tipo NPs!%® 1%  De modo que la presencia de estas enzimas en el crudo
podria afectar el rendimiento de la reaccion. En este trabajo para demostrar, por un lado,
que la actividad 2°’-desoxi-2’-fluororibosil-transferasa de interés se corresponde con la
accion de la LANDT2 y ademas, valorar aspectos relacionados con las cinéticas y las
especificidades de esta, se ha procedio a la purificacion de la enzima.

A. Precipitacion fraccionada con sulfato amonico.

Uno de los objetivos en la purificacion de proteinas es la obtencion del maximo
rendimiento de proteina pura en el menor nimero de pasos, lo cual no solo favorece la
estabilidad de la proteina, sino también disminuye los costes de produccién. La mayoria
de los procesos de purificacién requieren de méas de un paso para conseguir el grado de
pureza deseado, lo que puede provocar pérdida del producto. En este caso, se han
empleado dos pasos cromatograficos para purificar la NDT2 de Lactobacillus

delbrueckii, previa precipitacion fraccionada con sulfato de amonio.

M Crud. [20% |[70%
kDa pr=s
27
'I£NDT2
16

Figura 35: Gel SDS-PAGE de la precipitacion fraccionada usando dos concentraciones de
sulfato amonico (20 y el 70% de saturacion). M: Marcadores de peso molecular; Crud:
Extracto crudo (fraccion soluble).
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El primer paso de purificacion consistio en la precipitacion usando dos concentraciones
de sulfato amonico (20 y el 70% de saturacion de sal) y en ambas fracciones se localiz
la enzima LANDT2 (Figura 35). Esto se debe a que ésta es una técnica de purificacion
muy poco precisa, utilizada sobre todo para concentrar y estabilizar proteinas. A la luz
de estos resultados, y en el sentido de recuperar la mayor cantidad posible de actividad
enzimatica, se escogio la precipitacion, en un solo paso, usando un 70% de saturacion
de sal. Los rendimientos de esta etapa de purificacion se muestran en la tabla resumen

de la purificacion de la enzima (Tabla 25).

B. Purificacion mediante cromatografia de intercambio ionico.

Tras la precipitacion fraccionada con sulfato amoénico se llevaron a cabo dos
cromatografias, consecutivas, de intercambio i6nico. Esta cromatografia basa su
principio de separacién en la relacion que existe entre la carga neta de las
proteinas y el pH de la fase movil, ya que ésta relacion es Unica para cada
proteina. La interaccion entre las moléculas cargadas y la matriz es controlada
para favorecer la union o elucion de moléculas especificas y lograr asi la
separacion de la molécula de interés.

A la vista de los datos proporcionados por el servidor EXPASy* (Expert Protein
Analysis System) acerca de la estructura y que indica que el punto isoeléctrico (pl) de la
proteina es 4,65, se llevaron a cabo las cromatografia de intecambio i6nico, utilizando
un intercambiador aniénico y un gradiente escalonado de NaCl (OM-1M), en la primera
cromatografia y de 0,3-0,5 M en la segunda cromtografia. En la Figura 36 se muestran
los perfiles de elucion de la primera cromatografia y el electroforegrama de las

fracciones positivas se muestra en la Figura 37.
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Figura 36: Primera cromatografia de intercambio ionico de la LANDT2 producida por E. coli
BL21(pET22-ndt2). Cromatografia de intercambio i6nico (Q-Sepharose).

* http://web.expasy.org/protparam/
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Figura 37: Visualizacion del estado de la purificacion de la LANDT2 en los eluatos positivos,
de la primera cromatografia de intercambio i6nico. M: Marcadores de peso molecular; A:

Fraccién no retenida; B: Perfil de las fracciones eluidas con 0,4 - 0,6M de NacCl.
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Figura 38: Segunda cromatografia de intercambio i6nico de la LANDT2 producida por E. coli

BL21(pET22Ldndt2). Cromatografia de intercambio i6nico (Q-Sepharose).
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Figura 39: Electroforegrama de segunda cromatografia de intercambio ionico
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La purificacion de la enzima fue llevada a cabo con éxito como se demuestra en el SDS-
PAGE de la Figura 39 donde la LANDT aparece en la ultima calle (NaCl; 0,5M),
practicamente pura (mas del 95%) y concentrada. El esquema final de purificacion
quedo como sigue (Figura 40):

Extracto Crudo
Prot:100%; Act:100%
Factor de purificacion: |

Precip con (NH,),SO, Intercambio ionico 1 Intercambio idénico 2
Prot: 85%; Act: 96% Prot: 59%; Act: 79% Prot: 15%; Act: 32%
Factor de purificacion: 1,1 Factor de purificacion: 1,4 Factor de purificacion: 2,2

Figura 40: Esquema de purificacion propuesto. Prot: Cantidad de proteina; Act: Actividad
enzimatica total.

Durante la precipitacion con (NH,4),SO, y los dos pasos cromatograficos posteriores se
fueron sumando datos con el objetivo de obtener una tabla resumen (Tabla 25) de todo
el proceso de purificacion seguido mediante la medicion de la actividad nucledsido
desoxirribosiltransferasa, concentracion de proteinas y la medicion densitométrica de la

pureza de la proteina en geles de poliacrilamida.

Tabla 25: Resumen del proceso de purificacion de la LANDT2 recombinante?.

Vol. Prot Act. Total Act. Factor de Rend.

Fraccion/etapa (mL) (mg) (KU) Esp. purif. (%)
(kU/mg) (veces)

Extracto Crudo* 250 255,1 51,45 0,20 1,00 100

Precipitacion en 50 216,8 49,56 0,22 1,10 96,3

(NH,),S0,4**
Intercambio ionico 1 25 150,3 40,59 0,27 1,35 78,9

Intercambio iénico 2 8 38,25 16,23 0,43 2,15 315

* Sobrenadante del disruptado celular (proteinas solubles)

** Resultado de la precipitacion utilizando un 70% de saturacion.

OFEn la Tabla 25

Tabla 25:

Vol: Volumen (mL.) se refiere al volumen total de solucion medido en la etapa de purifificacion.

Prot: Proteina total (mg).

Act. total: Actividad fotal (unidades)

Act. Esp.: Actividad especifica (unidades/ mg).

Factor de Purif.: Grado de purificacion (veces) - En este caso se refiere al anmento de la actividad especifica, es decir, el grado
de purificacion se obtiene dividiendo la actividad especifica en cnalguier etapa por la actividad especifica del extracto crudo inicial.
Rend.: Rendimiento (%) - el rendimiento se basa en la recuperacion de la actividad después de cada paso. La actividad del
crudo original se fija arbitrariamente al 100%. E/ rendimiento (%) se calcula a partir de la actividad total (unidades) en cada
paso dividido por la actividad total (unidades) en el crudo, multiplicado por 100.
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Con estos resultados a partir de la produccion en un biorreactor de 5 litros, operado en
modo semicontinuo, es posible obtener aproximadamente 1,42 g de proteina
purificada (mas del 95% de pureza, segun analisis densitométrico de los geles de SDS
PAGE), es decir el 15% de la proteina total del lisado celular clarificado.

4.2.7. Costes de produccion del biocatalizador.

Para analizar los costes de produccion del biocatalizador, el primer aspecto a tener en
cuenta es la formulacion final del mismo, es decir, seleccionar en qué forma sera usado.
Como se vera mas adelante (Figura 53), en este trabajo se obtuvo el producto de intereés,
con un aceptable nivel de pureza (< 3% de impurezas), usando tanto los crudos (lisados
clarificados), como los enzimas purificados. En este sentido, la formulacién de eleccion,
en este trabajo, fue la enzima aislada (lisado clarificado y concentrado), pero no
purificada, sometida a tratamientos que garanticen altos niveles de actividad y
estabilidad. Esta eleccion es muy comun entre los bioprocesos, dado que minimiza los
costes de produccion!!?, y de acuerdo al analisis realizado por Straathof y col.}'? cerca
del 40% de las reacciones biocataliticas industriales utiliza los biocatalizadores en este

formato.

Para los célculos se tuvieron en cuenta las dos etapas principales: fermentacion y
aislamiento. La Figura 41 resume el proceso general de produccion y recuperacion de
la proteina recombinante LANDT2, en fermentacion semicontinua. Para los célculos se
han tenido en cuenta los resultados obtenidos a nivel de bioreactor de 5 litros,
asumiendo que se obtienen 35 g de BS/L y de éste aproximadamente el 32% es la
LANDT?2 soluble, “sin purificar”, en el lisado clarificado. ~ Por otro lado, también se
asumid que solo se realiza un ciclo fermentativo por semana (72 horas por lote) y que
el sistema seria operado por dos técnicos a tiempo completo. No se incluyeron en los

calculos los aspectos relacionados con las Buenas Préacticas de Fabricacion (BPF).

En este trabajo se estimaron los costes de de produccion de la LANDT2 recombinante,

en un proceso que se resume de la siguiente manera:

1- El medio de fermentacion se prepara en un tanque (mezclador) y es esterilizado
al121°C.

2- El fermentador se inocula y es operado en modo semicontinuo durante 38 horas,
a 37°C.

3- Laexpresion de la LANDT?2 se induce usando IPTG.
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4- La aireacion se lleva a cabo usando un compresor a razon de 1vvm (volumen
por volumen de reactor por minuto).

5- La potencia de mezclado sera de 2,5 W/L.

6- Meétricas de la fermentacion:

a. Densidad celular; 35 g BS/L
b. La proteina LANDT2 representa el 1,72 % de la biomasa seca (32% de
las proteinas presentes en el extracto crudo clarificado).

7- Duracion del proceso, incluyendo la preparacion, la fermentacion y la limpieza:
3 dias (72 horas).

8- Al final de la fermentacion se recupera la biomasa usando microfiltracion y las
células se resuspenden en tampon. La suspension celular se lisa usando un
homogenizador. El debris celular se separa de la fraccion soluble usando una
centrifuga de discos y la fraccion soluble se filtra para asegurar la eliminacion de

los restos celulares y se concentra (y dializa) mediante ultradiafiltracion.

Nota: En este punto se prescinde de la concentracion con sulfato de amonio,
toda vez que ese efecto se consigue mediante el proceso de ultrafiltracion. Se ha
de enfatizar que el equipo de filtracion es el mismo en todos los procesos, solo
se requiere un cambio de la membrana filtrante (microfiltracion,
ultrafiltracion).

9- El concentrado diafiltrado se seca usando un secador de bandejas y se

acondiciona convenientemente.

salida de gases

5125

Figura 41: Esquema detallado del proceso de produccion del Biocatalizador. P-1, P-7, P-10 y
P-13: mezcladores; P-2: Esterilizacion continua; P-3: bomba de aire; P-4 y P6: Filtros de aire;
P-5: Biorreactor; P-8: Sistema de filtracion; P-9: Homogenizador; P-11: centrifuga; P-14
sistema de diafiltracion, P-15: Sistema de secado.
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A. Estimacion de los costes de produccion de la enzima.

Y CAPEX ™, Para la estimacion de los costes de produccion del
A B B A A
_ Adquisicién de Equipos |  Piocatalizador se tuvieron en cuenta las recomendaciones

- Adq. medios transporte | de Tufvesson y col.*> %y Lima-Ramos y col.*?, y que

- Adq. de Maquinaria ponen el énfasis en que éstas estimaciones deben hacerse al
- Adq. de Instalaciones inicio de cada proyecto, incluso cuando aln no se disponen
. # de todas las especificaciones ( u otros datos).

En el caso que nos ocupa, se asumio que la proteina iba a ser producida, en una planta
piloto, con toda la capacidad y los servicios instalados, y que ésta estaria ubicada en
territorio de la Union Europea. Pero, ¢cudnto nos costara escalar la produccién de la
LANDT2?. Pues, para ello se han de tener en cuenta, las inversiones de capital
(CAPEX?*) y las operaciones (OPEX*) necesarias para producir los lotes necesarios del

biocatalizador.

Se utilizaron las métricas del proceso a escala de

4 N _ _
3.9 biorreactor de 5 L para estimar los costes de

Ma"t_en"_memo sampesy produccion de 294 kg de un crudo enzimatico
magquinaria
concentrado (liofilizado) con actividad 2°’-desoxi-2’-
- Consumos
fluororibosil-transferasa, en 35 campafias (al afio),
- Alquileres
en un biorreactor de 1,26 m® (80% de volumen de

3 .

trabajo) operado en modo semicontinuo.

B. Consideraciones generales.
Las consideraciones generales de la fermentacion fueron:

#+ La planta piloto, con todas las instalaciones necesarias estaria en Europa

Occidental.

#+ La produccion estimada del concentrado con actividad 2’-desoxi-2’-

fluororibosil-transferasa seria de 294 kg/afio.

#+ La planta seria operada, en 35 campafias, con una ocupacion de la capacidad

instalada de 2520 horas al afio.

* El gasto de capital (Capex), es el coste de desarrollo o el suministro de componentes no consumibles
para el producto o sistema.

* OPEX, del inglés "Operating expense", es un coste permanente para el funcionamiento de un producto,
negocio o sistema. Puede traducirse como gasto de funcionamiento, gastos operativos, 0 gastos
operacionales.
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% Los costes y precios, en euros (€).

C. El proceso.

#. Capacidad del biorreactor: 1,26 m*, con un 80 % de volumen de trabajo.

#« El fermentador se inocularia y se operaria en modo semicontinuo durante 36
horas.

#« El tiempo total de una campafia, incluida la preparacién, la fermentacion, la
recuperacion y la limpieza seria de 3 dias de trabajo.

#+ Se utilizaria un tanque para la preparacién del medio de cultivo y de aqui el
medio pasaria al biorrreactor, previa esterilizacion (121°C) usando un
intercambiador de calor.

%+ La expresion de la LANDT2 se induciria mediante la adicién de IPTG.

# La potencia de mezclado seria de 3,75 kW/m?,

# El contenido de agua en la biomasa, tras la centrifugacion, seria del 10% del
peso seco celular.

# Las métricas de la fermentacion:

e Densidad celular: 35 gBS/L

e El contenido de proteina seria de 0,05 g de proteina total/gBS

e El nivel de expresion de la proteina recombinante seria de 0,017 g de
LdNDT2/gBS.

D. Servicios y costes operacionales para la produccién LANDT2 production
(35 batches)*

Materia prima.

Para estimar el coste de las materias primas utilizadas en el bioproceso, la informacion
fue obtenida a partir de la revision de trabajos similares en revistas especializadas*>
115 'y las estimaciones de la materia prima consumida se obtuvo directamente de los
balances de masa del proceso. Algunos precios han sido obtenidos a través de contacto
personal con proveedores o de colegas de empresas quimica o biotecnoldgicas. En la
Tabla 26 se muestra el precio de las materias primas utilizadas para la produccion de la

enzima recombinante.

* El coste de operacion es la suma de todos los gastos relacionados con materias primas, mano de obra,

servicios, eliminacion de residuos, gastos generales, etc..
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Tabla 26: Coste del medio de fermentacion (escala: 1000 litros) para la produccién de
LANDT2. Se estimo el coste total para la produccion de 35 lotes al afio.

Materia prima Coste Cantidad Coste
unitario (kg) ©
(€/kg)
Sales del medio 2,96 527 1559,92
Peptona 3 546 1638
Extracto de levadura 1,8 1092 1965,6
glicerol 0,7 182 127,4
Agua 0,01 35000 350
Ampicilina 38 3,5 133
IPTG 154 0,83 127,82
Total 5901,74*

* 168,62 €/lote.

Servicios
Los servicios incluyen los costes de la energia necesaria para el calentamiento o la
refrigeracion, la energia necesaria para la agitacion, aireacion y otros equipos del
bioproceso, y que pueden estimarse a partir de los balances de masa y energia. En la
Tabla 27 se resumen los costes de los servicios anuales para la produccién del

enzima, se incluyen ademas los costes del tratamiento y/o eliminacion de residuos®.

Tabla 27: Servicios (0,1€/kWh* ).

Operacion capacidad ~ MWh
Esterilizacién (121°C) 3,15 J/kg 0,65
Aeracion (1vvm) 3,75 kw/m® 1,35
Agitacion (500 rpm) 3,75kw/m® 1,35
Tratamiento de residuos* ~12,35 m®

Coste de los servicios: 359,7 €/lote

Coste total de los servicios (35 lotes): € 12589,5.

* European Energy Portal, http://www.energy.eu
* Por lo general el tratamiento de las aguas residuales sule costar entre 0,5-2 €/m?, y el tratamiento de
residuos sélidos (no peligrosos) alrededor de 25 €/ton. 118
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Otros costes operacionales.

A partir de los costes directos de la mano de obra se han inferido otros costes de
produccion o hacer estimaciones anuales de los costes de inversion. Asi, por ejemplo,
se pudieron estimar los costes de supervision (costes operativos directos) y los cotes
indirectos (ndminas, control de calidad, etc.), que representan entre el 80-115% de
los costes directos de la planta. Por otro lado, el mantenimiento anual (mano de obra
y material para el mantenimiento), representa el 6-10% de la inversion de capital fijo.
Luego estan los costes operativos fijos (depreciacion, impuestos, seguros, etc.) que

suponen el 12-17% de la inversion anual.

E. Gastos de Capital.

CAPEX (capital expenditures) o gastos de capital es la cantidad que se gasta para
adquirir o mejorar los activos productivos (tales como edificios, maquinaria y

equipos, vehiculos) con el fin de aumentar la capacidad o eficiencia de una empresa.

Coste de los equipos

En la Tabla 28 se muestra el coste de los equipos principales de la planta de produccion
y esta informacion se utilizo, aplicando “ciertos factores”, para calcular la inversion de
capital. El precio de los mismos se obtuvo a partir de la informacion solicitada a los
proveedores, en programas de bioprocesos, como Superpro Designer, o consultando el
sitio web MatChe Inc.* Por otro lado, cuando no se dispuso del precio, para un equipo
de determinada capacidad, pero se disponia de datos a otra escala, se hicieron
aproximaciones usando la “regla de los 6 décimos”. La relacion puede expresarse como

se muestra en la Ecuacién 3.

Ecuacion 3:

Capacidad del equipo 3)0'6

Coste del equipo B= Coste del equipo A (Capacidad 2ol oquipo A

El exponente (0,6) de la ecuacion se conoce como el factor coste-capacidad y como
promedio, éste tiende a 0,6 y es por ello que esta relacion se conoce también como la

regla de los seis décimos.

A partir de la estimacion de la inversion en equipos y aplicando ciertos multiplicadores
se pudieron inferir, los costes anuales de mantenimiento (costes operativos directos),

que representan del 6% al 10% de la inversion de capital fijo.

+ www.matche.com
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Mano de obra.

Con los costes de capital instalado, como se ha descrito en la Tabla 28, se pudieron
estimar los pagos anuales totales de capital y a partir de este inferir (teniendo en cuenta,
los periodos de ocupacion/inactividad ofrecidos por el programa SuperPro Designer),
los costes de la mano de obra. En este trabajo los costes de la mano de obra se estimaron
como una fraccion de los pagos anuales totales del capital instalado (15%) vy los
costes relacionados con Garantia de calidad (QA) / control de calidad (QC) se estimaron
alrededor un 15% del coste total de la mano de obra. Asi, el coste de la mano de obra
se estimd en 12178,86 €/35 lotes, y el Coste total de QC/QA/35 lotes: 1826,829 €.

Tabla 28: Coste de los equipos principales.

Equipos Unid. Capacidad Precio® TIC* Anualidad Mantenimiento Otros  Coste
(€ /afio)* (€ /afio)* (€ /afo)* /lote

Intercambiador de calor

(esterllizacion] 1 030m¥h 12500 62500 8898,8 889,9 13348 3178
Tanquedemezclay g o5 3500 17500 24917 2492 3737 89,0
almacenamiento.

Compresor centrifugo
1 524kw 13500 67500 96107 961,1 14416 3432
Homogenizador
1 026m¥h 2600 13000 18509 185,1 2776 66,1
Filtro sin fin
1 0,63m? 1050 5250 7475 74,7 112,1 26,7
Diafiltracion
1 17,9 m? 6500 32500 4627,4 462,7 694,1 165,3
Microfiltracion
1 6,43 m? 5500 27500 39155 3915 587,3 139,8
Fermentador
1 1,26 m3 43900 219500 312524 3125,2 4687,9 1116,2
Centrifuga de disco
1 0,227 mdh 3000 15000 2135,7 213,6 320,4 76,3

Liofilizador”

1 0,09 m? 22000 110000 15661,8 1566,2 2349,3 5594
Total 2899,7

© Aplicando la Ecuacion 3 para estimar los precios a partir de los datos obtenidos en SuperPro designer y de la
literatura consultada“> 46 113 118. 119.

* TIC — Costes totales de instalacién, Lang Factor = 5; *Tasa de interés anual: 7% y a 10 afios. ¥ Los costes de
mantenimiento representan un 10% del TIC.

# Otras tasas incluidos los seguros, etc, representan el 15% del TIC;

V75 kg de agua/ciclo.

103



La Tabla 29 resume los principales costes operativos que incluyen el coste estimado de
las materias primas, los servicios, los asociados a la mano de obra y los costes

dependientes de las instalaciones (depreciacion, mantenimiento, etc.).

Tabla 29: Costes operacionales anuales de la produccién de la enzima LANDT2 (35
lotes).

indice de coste €/35 lotes
Materia prima 5901,74
Mano de obra 12178,86
Costes relacionados con la capacidad instalada (equipos)- 101489,5
Analisis/QC/QA 1826,83
Servicios 12589,5
Total 133986,43

Tabla 30: Resumen de los costes anuales para la produccién de 294 kg del concentrado
con actividad 2’-desoxi-2’-fluororibosil-transferasa.

indice de Coste €/35 lotes
Produccion anual (kg) 294,00

Costes de operacion ( €/35 batches) 133986,43
Costes de Produccion (€/kg) 455,73

En este apartado se han estimado los costes de produccién de la enzima LANDT?2,
tomando como base para los célculos la produccién una fermentacion en un biorreactor
de 1000 L (volumen de fermentacion), operado en modo semicontinuo. En base a
nuestros calculos, con 35 campafias fermentativas es posible obtener 294 kg de un
concentrado con actividad 2’-desoxi-2’-fluororibosil-transferasa y la produccion de un
kilogramo del catalizador costaria 455,73 euros, es decir, aproximadamente 0,45 €/g de

biocatalizador.

¢, Qué nos dice este resultado?

El analisis realizado puede, en primer lugar, proporcionar directrices sobre qué
objetivos se ha de trabajar pensando en los rendimientos de produccion (kg clofarabina
/ kg de concentrado enzimatico). En segundo lugar, puede identificar los «cuello de

botella» del proceso (la etapa fermentativa o la etapa de recuperacion), identificando

Multiplicando por 35 el coste total para un lote (Tabla 28)
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las aspectos del bioproceso (rendimientos de la fermentacion y rendimientos de la
recuperacion), variables operativas y del disefio del bioproceso en general. Finalmente,
la combinacion de estos andlisis podria conducir a nuevas estrategias para el desarrollo
del proceso. Por ejemplo, nuevas estrategias de ingenierizacion de la LANDT2, mejoras

en la expresion o en las etapas de recuperacion, etc..

Si echamos un vistazo al precio de las materias primas del proceso (Tabla 26 y maés
adelante la Tabla 37), el precio del biocatalizador, es de los més altos. Pero, como
veremos méas adelante, el precio del catalizador no significa mucho en si mismo, sino
cémo contribuye al valor del producto a obtener, en términos, por ejemplo, de
condiciones de reaccion mas suaves, rendimientos mas altos, mayor pureza del producto
final, disminucion de las etapas de purificacion, reduccion de emisiones o condiciones
“finicas” de manufactura’®®. Ya en la Tabla 4 mostraban las sugerencias, sobre la base
del andlisis econémico de Tuvfesson y col.*, de cdmo contribuyen los biocatalizadores
a la viabilidad econdmica de un proceso biocatalitico. Enfatizando en que diferentes
tipos de productos quimicos suelen tener diferentes requisitos, en lo referido a la
contribucion del biocatalizador. Por ejemplo, la produccion “a granel”, de un producto
quimico bésico, precisa que esta contribucion esté en el rango de 1 € / kg. Para casos
como el que nos ocupa, un API, cuyos precios de venta son considerablemente mas
altos (més de 650 € / kg), por regla general, se plantea que esta contribucion podria ser
de alrededor del 10%, en este caso, puede estar entre de 60-70 €/ por kg de
clofarabina®. Cuando analicemos la produccion de clofarabina (apartado 4.3.2),
tendremos mas datos sobre la contribucion del concentrado de LANDT2 al coste de

produccion de la clofarabina.

4.2.8. Sintesis enzimatica de clofarabina.

La produccion de clofarabina por transglicosilacion usando nucledsido fosforilasas
(NPs; EC: 2.4.2.n) ya ha sido explorada por varios autores %% 8% &7 sin embargo, no
existe una metodologia (publicada) en la que se describa una reaccién biocatalitica,
comercialmente viable, para la produccion de clofarabina. Entre otras razones, si se
usan NPs, no es factible usar como materia prima un nucle6sido como donante del
pentofuranosilo activado (2-desoxi-2-fluoro-a-D-arabinofuranosa-1-fosfato), necesario
para la reaccion de transglicosilacion. En este sentido, la estrategia usando NPs, pasa

por suministrar el pentofuranosilo activado, ya sea usando un paso previo de sintesis
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quimica®® 8 o usando una cascada de reacciones catalizadas por varias enzimas

relacionadas con la sintesis de nucleosidos.

En este trabajo se explora la posibilidad de llevar a cabo la sintesis de clofarabina
usando una NDT de tipo Il, la L. delbrueckii, toda vez que los estudios de acoplamiento
molecular, indicaron que era factible la sintesis. El reconocimiento de
arabinonucledsidos como sustratos no es comun entre este grupo de enzimas, por lo cual
se realizaron pruebas de concepto, utilizando, en primer lugar condiciones de reaccion
similares a las empleadas por Fernandez-Lucas y col.%!, para la sintesis de 2'-fluor-2'-
desoxiadenosina (2’-FdAdo), es decir, la concentracion de los sustratos se fijé en 1
mM, la enzima a una concentracion de 0,0085 mg/ml y la temperatura de reaccion, 40°C
(Figura 42). Para la sintesis de clofarabina, se sustituye el sustrato natural del enzima,
desoxiuridina, por  1-(2-desoxi-2-fluoro-B-D-arabinofuranosil)uracilo (AraF) y se
utiliza 2-cloroadenina, como base aceptora (Figura 43). Se uso el extracto concentrado
(seco) con actividad LANDT?2 obtenido en este trabajo, cuya actividad especifica es

aproximadamente 150 U/mg proteina®.

H,N
o

’\)k/t N%N <7N : \N/j i

HO N "0 7\ HO NH
[o] + <N N/) LdANDT2 0 + ‘ N’&o
k 7 H >/_/\ H

OH HO

2-DESOXIURIDINA  ADENINA 2'-DESOXIADENOSINA URACILO

Figura 42: Esquema de la reaccion del ensayo de actividad para LANDT2. Condiciones de
reaccion: Tampén 50 mM MES (acido morfolineetansulfonico), pH 6,5; 40°C; 2’-desoxiuridina
(10 mM); adenina (10 mM); LANDT (0,0085 mg/mL.).

H,oN
(0]
H,N N
NH 2 /L
‘ /g =N < . ~Cl (0]
N So N
HO ¢\ Sl LdNDT(O 34g) 7 NH
o + N N + A
Q 7/—\|'E H
OH
araF 2CIA CI-F-araF Uracilo
MW = 246,19 g mol MW = 169,57 g mol™ MW = 303,67 g mol"' MW = 112,08 g mol™

Figura 43: Prueba de concepto para la sintesis enzimética de clofarabina. AraF: 2'-desoxi-2'-
fluorouridina; 2CIA: 2-Cloroadenina; Cl-F-araF: Clofarabina. Condiciones de reaccion:
Tampon MES 50 mM; pH 6.5; 40°C; LANDT (0,0085 mg/mL).

* Esta actividad se basa en la determinacion descrita en el apartado 3.2.9 usando la reaccion de la Figura
42.
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Dada la baja solubilidad de la 2-cloroadenina, la reaccion biocatalitica propuesta, es un
sistema en suspension. En estas condiciones se investigd la conversion de los sustratos
de partida en clofarabina y en paralelo, se ha ensayé una reaccién, con sustratos
naturales de esta enzima. En esta primera aproximacion se tomaron muestras a 5y 120
minutos de reaccion y la formacion de los productos fue confirmada por comparacion
de los tiempos de retencion y el espectro UV de los picos, con patrones auténticos. A
partir de las areas de los picos obtenidos en por HPLC, se estimaron las conversiones
segun la Ecuacion 4. Como en la reaccion de sintesis de clofarabina la base es insoluble,
en los calculos se emplearon los datos de desaparicion del sustrato, AraF, en lugar de

la base.
. . _ ClFaraF
Ecuacion 4 Conversion (%) = IFarartarar X100
sz . _ Uracilo
Ecuacion 5 Conversion (%) = TUrd tUracile X100
_ 80 -
X . .
= 60 - B Uracilo/(dUrd + Uracilo) x 100%
Ne)
g 40 A m Cl-F-araF/(Cl-F-araF + araF) x 100%
g 20 -
o
(&
O T 1
5 min. 120 min.

tiempo de reaccion

Figura 44: Sintesis de clofarabina. Prueba de concepto.

Como se esperaba, dado los resultados del estudio de acoplamiento (docking)
molecular, el reconocimiento de araF como sustrato de la LANDT2 fue, en
comparacion con el sustrato natural, desoxiuridina, mucho menos eficiente. De hecho
a los 5 minutos de reaccion, no se detecto la formacion de clofarabina, en tanto que en
ese mismo tiempo se obtuvo una conversion de aproximadamente un 70%, del sustrato
natural. No obstante, a las 2 horas de reaccion se detectd la formacion de clofarabina,

aunque a un nivel de conversién significativamente bajo, cerca de un 1%.
La sintesis de clofarabina, no habia sido abordada antes, usando NDTSs, por lo que a
falta de estos datos para valorar la dimension de estos niveles de conversion se ha

hecho una comparacion con los rendimientos obtenidos por Fernandez-Lucas y col®.
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Como se ha comentado anteriormente, estos autores utilizan la NdRT de L. reuteri para
la sintesis de 2'-fluoro-2'-desoxiadenosina (dAdo,«), usando 2'-fluoro-2'-desoxiuridina
(dUrd2F), como donante y adenina como base aceptora. Segun los datos aportados por
la publicacion, la reaccion se lleva a cabo con una concentracion de 1mM de cada
sustrato y afladiendo 0,34ug de enzima en 40 uL de reaccion. Esto significa que se han
empleado 0,0085 mg de enzima por mL de reaccion y tras de 24 horas de reaccion
plantean una actividad especifica de sintesis de 2'-fluoro-2’-desoxiadenosina de 0,3
mU/mg. Si transformamos estos datos en porcentajes de conversion, respecto a la base
(adenina), serian aproximadamente 3,7 x 10* %, es decir, la conversion obtenida
usando la LANDT2 (en 2 horas), aunque baja, es significativamente superior a la
obtenida usando LrNDT, con un sustrato similar, en 24 horas.

A raiz de estos resultados se propuso el estudio del progreso de la reaccion a intervalos
de tiempo maés largos. En la Figura 45 se muestran los resultados obtenidos tras
extender a 4 dias la reaccion biocatalitica. La conversion mostré un incremento

sostenido (practicamente lineal) hasta alcanzar un valor de 38,1%.

50 -
< 40 -
- 8.1
S 30 -
Ia
g 20 -
5
(O] 10 @ C|-F-araF/(Cl-F-araF + araF) x 100%

0 24 48 72 96
tiempo de reaccion (h)

Figura 45: Progreso de la reaccién de sintesis de clofarabina mediada por LANDT2. Se utilizan
las condiciones de reaccion descritas en laFigura 43.

NH, En aras de mejorar estos pardmetros se propusieron una serie de
HN 021 experimentos conducentes a definir de los limites de actuacion de
<O O)\ la LANDT2. En primer lugar, tratar el tema de la solubilidad de los
sustratos, en especial de la 2-cloroadenina. En la reaccion ésta
actua como base aceptora y dada su extremadamente baja solubilidad en agua (aprox.
70 mg/L, a 50°C), constituye uno de los “cuello de botella” en el escalado de la
reaccién. La Figura 46 muestra una representacion de la solubilidad de 2CIA, a
diferentes valores de pH. Este nucledsido es muy insoluble a valores neutros de pH, con
valores de pKa muy altos (por ejemplo, fuertemente acidico: pKa=10,28), de modo que

podria esperarse que su solubilidad pudiera aumentar significativamente a través de la
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desprotonacion, a medida que el pH del medio de reaccién se incrementase de
condiciones acidas a basicas (Figura 46). pHs por encima de 10, o por debajo de 3,
podrian cambiar el modo de unién de un sustrato cargado al centro activo de la enzima,
o afectar la estabilidad de la enzima. En las reacciones catalizadas por enzimas, los
cambios de pH podrian afectar el estado de ionizacion de los grupos funcionales en el

centro activo y por tanto la velocidad de las reacciones.

De cualquier manera, enzimas con mecanismos cataliticos similares, han sido usadas a
pH10, para la sintesis de 2’-desoxiguanosina, por el grupo del Dr. Terreni'?, aunque las
enzimas utilizadas, la UP de E. coli y la PNP de of Bacillus subtilis, estaban
estabilizadas mediante inmovilizacién, para llevar a cabo la sintesis en estas
condiciones. En todo caso, se ha de establecer un compromiso entre la solubilidad de

los sustratos y la actividad/ estabilidad del enzima.
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Figura 46: Solubilidad de la 2CIA a diferentes pHs.

Para definir los «limites de actuacion» de la LANDT2 se investigaron en primer lugar
parametros que podrian afectar a la solubilidad de los sustratos, entre ellos, el pH, la
temperatura, y el uso de cosolventes, con sustratos naturales del enzima. La Figura 47
muestra los porcentajes de conversion obtenidos utilizando medios de reaccion con pHs
que van desde 3 hasta 10. LANDTZ2, tiene un pH 6ptimo de actuacion entre 6,5y 7,5y
retiene méas del 60% de su actividad maxima a valores de pH de entre 4,5y 8,5. Fuera
de estos limites la actividad cae en picado, lo cual supone una limitacion a la hora de

intentar la solubilizacion de los sustratos a pHs extremos.
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Figura 47: Efecto del pH sobre la actividad de la LANDT2. Los porcentajes de conversion estan
referidos al sustrato natural de la enzima (reaccion de la Figura 42).

Como se muestra en la Figura 48, la LANDT2 tiene una temperatura Optima de
actuacién alrededor de los 50°C, y mantiene su actividad por encima del 60%, desde los
25°C hasta los 70°C. La temperatura, podria favorecer la solubilidad de los sustratos,
pero temperaturas por encima de los 60°C, podrian comprometer la estabilidad de la 2'-

fluoro-2’-desoxiuridinal?2.
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Figura 48: Efecto de la temperatura sobre la actividad sintética de la LANDT2.
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A la luz de los resultados obtenidos, usar altas temperaturas o valores de pH “no
fisiolégicos” podrian no ser aplicables en el mejoramiento de la productividad,
usando LANDT2. Alternativamente, en este trabajo se ha considerado el uso de
cosolventes, con especial atencion a aquellos considerados como “disolventes verdes”,
como por ejemplo, derivados de la dimetilamida (N,N-dimetildecanamida, Agnique
AMD-10™) o del glicerol (ej. glicerol formal). En la Tabla 31 se muestran las
condiciones de reaccion ensayadas y para cada entrada se describe el tipo y
concentracion del disolvente empleado.

Como se puede apreciar en la Tabla 31 los resultados muestraron que las actividades, en
medio convencional (tampén MES 50 mM, pH 6,5), son por lo general superiores al de
los medios con cosolventes, salvo aquellas en la que se ha usado AMD-10™ al 5%
(entradas 15 y 16), aunque usar concentraciones superiores supone, al parecer, la
perdida de actividad de la enzima. En estos ensayos se emplearon dos concentraciones
de sustratos iniciales, la intencion inicial era averiguar, si el hecho de adicionar
cosolventes, suponia un aumento de la disponibilidad de los sustratos y si todo ello
redundaria en un aumento de la actividad enzimatica. Pero los resultados obtenidos
(Tabla 31) indicaron que, aumentar de 1 a 10 mM, la concentracion inicial de sustratos,
conduce, “presumiblemente”, a un aumento de la actividad enzimatica,

independientemente del uso de cosolventes.

Estos experimentos preliminares, usando la LANDT2, con sus sustratos naturales,
permitieron fijar las condiciones iniciales para la reaccion de sintesis de clofarabina. Es
decir, usar concentraciones superiores de sustratos (>1mM), a pH de entre 6,5-8, a
50°C y de momento, no usar cosolventes. Lo cual condujo a un escenario en el que,
dada la escasa solubilidad de los sustratos de la reaccion, se establece un sistema en

suspension (heterogéneo), con las dificultades técnicas que esto conlleva.
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Tabla 31: Efecto del uso de cosolventes sobre la actividad de LANDT2. Condiciones de
reaccion: Tampon MES 50 mM (&cido morfolineetansulfénico), pH 6,5; 50°C; 2’-desoxiuridina
(2dUrd); adenina (Ade); LANDT2 (0,0085 mg/mL). Se ha tomado como 100%, la actividad de

la entrada 1.

durd  Ade Solvente¥  Actividad
Entrada (mM) (mM) (%) (%)
1 1 1 — 100
2 10 10 — 134
3 1 1 THF 5% 59,23
4 10 10 THF 5% 75,6
5 1 1 THF 10% 52,27
6 10 10 THF 10% 67,37
7 1 1 THF 20% 48,98
8 10 10 THF 20% 50,81
9 1 1 GF 5% 59.75
10 10 10 GF 5% 75.99
11 1 1 GF 10% 5033
12 10 10 GF10% 5933
13 1 1 GF 20% 4725
14 10 10 GF 20% 46,61
15 1 1 AMD 5% 121,12
16 10 10 AMD 5% 125,87
17 1 1 AMD 10% 65,56
18 10 10 AMD 10% 70,48
19 1 1 AMD 20% 49,66
20 10 10 AMD 20% 53,15

Y THF: tetrahidrofurano; GF: glicerol formal; AMD: N,N-dimetildecanamida
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A partir de estos resultados se realizaron experimentos, esta vez con los sustratos
conducentes a la formacion de clofarabina (Figura 43) y en las condiciones que
maximizan y/o estabilizan la actividad de la LANDT2. En primer lugar, se abordaron
aspectos relacionados con los rendimientos de conversion de clofarabina. La sintesis de
este API precisa de largos tiempos de reaccion (Figura 45), probablemente, por efecto
inhibitorio de los sustratos y/o los productos de la reaccion. Esta ha sido una de las
limitaciones comunes de la mayoria de las aproximaciones enzimaticas, en las cuales se
han usado nucledsidos fluoro sustituidos en posicion 2, es decir 2"-desoxi-2"-fluoro —

ribonucleosidos o —arabinonucledsidos®® 81 88,108

Una de las soluciones propuestas ha consistio en aumentar la cantidad de unidades de
actividad desoxirribosiltransferasa en las reacciones, es decir, el efecto de la carga
enzimatica. En este trabajo se han usado cargas enzimaticas en el rango de 1-20 U¥ de
LdNDT2/umol de AraF, se ha encontrado que existe una correlacion lineal (R?>0,98)
entre el aumento de los niveles de conversion y la carga enzimatica, en otras palabras,
los niveles de conversion mejoran con la cantidad de enzima adicionada (Figura 49).
Todo ello, apunta a que un aumento de la carga limita el efecto inhibitorio de los

sustratos utilizados en la reaccién biocatalitica.
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Figura 49: Efecto de la carga enzimatica sobre los rendimientos de conversién de clofarabina.
Condiciones de reaccion: Sustratos (1mM); Tampon MES (&cido morfolineetansulfénico), 50
mM; pH 6,5; 50°C.

¥ Una unidad de actividad desoxirribosiltransferasa se define como la cantidad de enzima que convierte 1
pmol del sustrato natural de la enzima (dUrd) por min, a 40°C.
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Desde el punto de vista practico, es deseable usar los sustratos de la biorreaccion a
concentraciones tan altas como sea posible (siempre y cuando los fendmenos de
inhibicion no sean obvios) en aras de conseguir altos rendimientos volumétricos y
emplear la menor cantidad “relativa” de biocatalizador posible, para reducir la
contribucion de éste al coste final del APl. Como se ha anticipado, con los sustratos
naturales (Tabla 31), la concentracion inicial de sustrato influia sobre la actividad del
enzima, Y en este caso, elevar la concentracion de éstos de 1 a 10 mM, suponia, como

promedio un incremento de un 25% en la actividad del enzima.
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Figura 50: Esquema del disefio Doehlert para el estudio de dos factores: Carga de la enzima
(U/umol de AraF) concentracion inicial de los sustratos (Los dos sustratos a la misma
concentracion).

Se ha aplic6 un disefio experimental de tipo Doehlert considerando como variables la
concentracién inicial de los sustratos y la carga de la enzima en la reaccion
(unidades de enzima por umol de AraF), para valorar el efecto de la carga inicial de los
sustratos y su correlacién con la carga enzimatica. La Figura 50 muestra la distribucién
los siete puntos utilizados en el disefio Doehlert para los dos factores estudiados, el
primero de los factores se estudié a cinco niveles y el segundo a tres. La Tabla 32

muestra los resultados obtenidos al utilizar los parametros del disefio.

V Entre los diferentes disefios de superficie de respuesta posibles se eligié el disefio de Doehlert dado que ofrece una
distribucion uniforme de puntos en el espacio de respuesta experimental. Dicha uniformidad de la distribucién
describe una figura romboidal (en el caso de dos variables se produce un hexagono, Figura 50), en la que se asignan
cinco niveles a la variable de mayor peso o importancia y tres a la otra variable.
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Tabla 32: Resultados experimentales tras aplicar los parametros del disefio.

AraF 2CIA LANDT Conversién

Entrada (mM) (mM) (U/umol araF) (%)
1 30 30 10,5 36,5
2 50 50 10,5 19,51
3 40 40 18,73 32,82
4 10 10 10,5 48,27
5 20 20 2,27 39,97
6 20 20 18,73 47,7
7 40 40 2,27 25,51

Optimo

simplex 17,71 17,71 19,91 49,71

Debido a la baja solubilidad de los componentes de reaccién, el medio de reaccién
biocatalitico es un sistema en suspensién, por lo que es muy probable que determinadas
combinaciones sufran condiciones limitadas de transferencia de masa solido-liquido. En
el analisis, la variable de proceso mas importante fue la mejora de la del porcentaje de
conversion y este fue utilizado para escoger la combinacion de estos dos parametros que
permita maximizarlo. Para ello, se emple6 el algoritmo Simplex'?3, con el cual el 6ptimo
se alcanza a través de un procedimiento de busqueda secuencial. Los resultados de este
andlisis estadistico apuntan a que el dptimo (maxima conversion), teniendo en cuenta
que se han analizado concentraciones de sustrato de entre 10-50 mM* y cargas de
enzimas de entre 1-20 U/umol de AraF, que la combinacion éptima seria la de 23,42
mM de los sustratos y una carga enzimativa de 19,95 U/umol de AraF. Con esta

combinacion, se alcanzaria tedricamente un 49,71 % de conversion (Tabla 32).

En este punto se ha de aclarar que una solucién "optima" (ofrecida por el algoritmo) es
Optima nada mas en lo que se refiere al modelo especifico que se estd usando para
representar el problema real (ecuacion) , y tal solucién no se convierte en una guia
confiable hasta que se verifica su comportamiento. En este sentido, si observamos los
resultados de las conversiones, usando concentraciones de sustratos a 10 mM vy la carga
enzimética a 10,5 U/umol de AraF (entrada 4, Tabla 32), se aprecia que la conversion

planteada por el modelo (Ecuacion 6) es “relativamente” similar, en términos de

* Para la optimizacion se han escogido concentraciones iniciales de sustrato, claramente saturantes,
pensando en los procesos de aislamiento y purificacion de los productos de reaccion.
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conversion, a la “optima” ofrecida por el disefio. Pero, observando con un poco mas de
detalle vemos que el rendimiento de la entrada 4 (Tabla 32) se obtiene usando las
concentraciones méas bajas de los sustratos, lo cual podria significar que los sustratos
ejercen un efecto inhibitorio sobre la actividad del enzima.

Ecuacion 6:
Conv (%) = A1 + A2[araF] + A3[2CIA] + A4[araF]? + A5[2CIA]? + A6[araF][2CIA]

donde:
Al =482 x10%; A2=-3,18 x 101; A3 =2,92 x 101; A4 =-6,52 x 103; A5=9,63 x 10°; A6 =-1,27 x 1073

La combinacion sugerida por el modelo fue probada experimentalmente, junto a otras
que permitieron valorar los resultados del experimento de optimizacion. La Tabla 33
muestra los experimentos y sus resultados indican que, efectivamente, el modelo es
creible, pues experimentalmente los resultados son muy similares al ofrecido por el
modelo. Por otro lado, se ha constatado que las concentraciones iniciales mas bajas
favorecen los rendimientos de conversion, como demuestra el usar la misma carga
enzimatica (cerca de 20 U/umol araF), para la menor concentracion de sustrato (10
mM). En todo caso, con la vista puesta en el aislamiento de los productos de reaccion y
sobre todo en la economia del bioproceso se puede sopesar, en funcion de los
rendimientos (concentracion final de clofarabina en el crudo de reaccion), el usar
concentraciones de sustratos y carga de biocatalizadores superiores al Optimo

encontrado.

Tabla 33: Verificacion de los resultados ofrecidos por el modelo (Ecuacion 6) obtenido

utilizando el algoritmo Simplex\/.

AraF  2CIA LdANDT2 Conversion.
Entrada (mM) (mM) (U/umol araF) (%)

1 10 10 10,5 48,27
2 17,71 17,71 19,5 48,53
3 17,71 17,71 10,1 43,75
4 10 10 19,4 52,56

V EI método secuencial Simplex es una alternativa al calculo de un modelo matematico para alcanzar las condiciones
Optimas. En este método, cada futuro experimento se decide en funcion de los resultados obtenidos en los
experimentos anteriores
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4.3. Escalado de lareaccion biocatalitica

Los resultados obtenidos a pequefia escala mostraron que es posible alcanzar
rendimientos “moderadamente” satisfactorios, cuando se utilizan concentraciones
saturantes de los sustratos. EI modelo obtenido (Ecuacidn 6) indica que, a pesar de que
las concentraciones mas altas de sustratos pueden inhibir los rendimientos de
conversion, puede compensarse esta pérdida en los rendimientos con una mayor carga
enzimatica.

Por otro lado, el sistema, a pesar de ser un sistema en suspensién reproduce los
resultados y las expectativas tedricas, de modo que es posible predecir los rendimientos
con combinaciones que permitan la viabilidad de los procesos de recuperacion del
producto de la reaccion.

En este sentido, el escalado de la produccion a nivel de reactor de 0,18 L, se planted
usando las condiciones similares a la de los experimentos a pequefia escala (Tabla 34).
En esta escala se han obtenido rendimientos de conversion de un 17,2%, que es menor
de lo esperado, segin modelo (= 24%, segun la Ecuacion 6), probablemente por el
efecto del cambio de escala (agitacion, transferencia de masa, etc.). La reaccion de
transglicosilacion en esta escala tuvo una productividad de 0,026 g.L.ht, muy baja si
nos fijamos en el criterio de Straathof y col.}'2, que plantean una productividad
promedio (para un API) de cerca de 15,5 g.L™1.h™ para un proceso viable, desde el

punto de vista econdmico.

Tabla 34: Condiciones de reaccion. Escala de 0,18 L

Parametro
pH 6,5
Temperatura (°C) 50
AraF (mM) 50
2CIA (mM) 50
LANDT2 (U/umol AraF) 20
Agitacion (r.p.m.) 150
Tiempo de reaccién (h) 96
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Pero, considerando que no es una reaccién optimizada, estos rendimientos son
claramente mejorables, entre otras posibilidades, podria pensarse, por ejemplo, en
mejorar la solubilidad de la 2CIA, en la inmovilizacion del enzima, la evolucion del
enzima, etc. Por otro, la concentracion final del producto fue de 2,71 g/L, que es baja
respecto a la concentracion promedio de la produccién comercial de nucleétidos (65
g/L)'?*, resultd adecuada para acometer con garantias el proceso de aislamiento y

purificacion de la clofarabina a partir del crudo de reaccion ( apartado 4.3.1).

4.3.1. Purificacién de la clofarabina

En el escalado de la produccion se utilizd una concentracion inicial de sustratos de 50
mM vy al final del proceso una conversion del 17,2 %. EI crudo obtenido, al no ser una
conversion completa, contiene ademas de los sustratos iniciales, los dos productos de la
reaccion (es decir, 2-cloroadenina, uracilo, AraF y Clofarabina), disueltos en tampon
MES. En la Figura 51 se muestran las cantidades iniciales y finales de la reaccion
biocatalitica (Tabla 35) y en la Figura 52 se muestra un cromatograma con el perfil

tipico de un crudo de reaccion, al final de la reaccion.

No hay muchas publicaciones en la que se describa un proceso factible de aislamiento y
purificacion de clofarabina. Desde su descubrimiento, los métodos de purificacion estan
muy relacionados con la separacion del andmero correcto y de impureza propias del
proceso de sintesis. Los métodos mas efectivos incluyen el uso de columnas
cromatograficas, HPLC preparativos, entre otras®” 3% 40.125.126 que en su mayoria son
procesos multipasos y/o con limitados niveles de recuperacion, lo que dificulta su
aplicacion a escala comercial. También se puede constatar que muchos de estos
procesos de asilamiento y/o purificacion incluyen una o mas etapas de recristalizacion

para alcanzar la pureza final del producto.

En el proceso propuesto en este trabajo, la estereoespecificidad de la reaccion
enzimatica (transglicosilacion), supone que el unico producto formado sea el anomero
B, vy esto facilita el proceso de purificacion. Sin embargo, en el crudo de reaccion
persisten parte de los reactivos de partida y uracilo (subproducto), aunque sus
solubilidades permiten proponer la cristalizacion, para la recuperacion de la

clofarabina y del resto de los componentes del crudo de reaccion (Figura 52).
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La Tabla 35 muestra la composicion final del crudo de la reaccion de la Figura 51. La
mezcla, al final de reaccion, continta siendo un sistema “en suspension”, puesto que
uno de los reactivos iniciales, la 2CIA, es muy insoluble a concentraciones por encima
de 0,77 mM. Precisamente esta insolubilidad se aprovechd para separarla, mediante
filtracion “en caliente”. El filtrado resultante, se concentrd vy se enfrio hasta la aparicion
de un sélido, que fue separado por filtracion. En este filtrado se separa el AraF, en tanto
que, en el sélido se concentra la clofarabina y el subproducto de la reaccidn, el uracilo.
Este sdlido se lavd y resuspendio en agua y al final se obtiene la clofarabina
(recristalizada), con una pureza* de 99,47% (Figura 53) y un rendimiento del proceso

de purificacion es del 68,8 %.

Escala:0,18 L H,N
O ~I
H,N N \ \
NH 2 <
| PN N— N N/ “l 2
HO N0\ LdNDT2 7ONH
(o] + N N + A
H N ©
20 U/mmol AraF
OH
araF 2CIA ClI-F-araF Uracilo

MW = 246,19 g mol’ MW = 169,57 g mol™! MW = 303,67 g mol” MW = 112,08 g mol"’

Figura 51: Compuestos que intervienen en la sintesis de clofarabina

Tabla 35: Composicion del crudo final de la reaccion biocatalitica.

AraF 2CIA C-F-AraF Uracilo
t=0h 9,34 mmol 9,37 mmol
(2,30) (1,584 g)
9,34 mmol 9,34 mmol
t=96 h 7,73 mmol 7,76 mmol 3,29 mmol 1,60 mmol
(1,904 g) (1,312 g) (0,488 g) (0,180g)

conv. 17,2%

*la pureza quimica de una sustancia activa, o ingrediente en general, hace referencia a la mayor o menor contaminacién con especies
quimicamente similares pero no iguales. Aunque suele usarse el término con cierta ambigiiedad, la pureza debe calcularse Unicamente
en base a aquellas especies quimicas relacionadas con el principio activo y que enmascaran y disminuyen la riqueza final de éste. Es
el caso, por ejemplo, de los productos secundarios originados durante los procesos de obtencién o sintesis (productos isémeros,
homélogos, etc.). http://formulacionfarmaceutica.blogspot.com.es/2015/09/pureza-y-elementos-extranos-de-los.html
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Figura 52: Perfil HPLC de la composicion del crudo final de la reaccion de sintesis de
clofarabina. Picol: uracilo (4,6 min.); Pico 2: AraF (11,9 min.) ; Pico 3: 2CIA (13,2 min.) y
Pico 4: Clofarabina (14,3 min.).

A pesar del “potencial” avance tecnoldgico que representa la produccion biocatalitica de
este importante anadlogo nucleosidico, los rendimientos globales, calculados como el
producto de los rendimientos de las etapas de biocatalisis y de recuperacion, son muy
bajos, 11,8%, si se comparan con el proceso actual de obtencion de clofarabina®” %8, Las
bajas productividades, los bajos rendimientos, la solubilidad y la concentracion de los
sustratos, unido al posible efecto inhibitorio de los sustratos y/o los productos, son

aspectos a tener en cuenta a la hora de hacer competitiva esta propuesta.
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Figura 53: Pureza por HPLC de clofarabina recristalizada.
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4.3.2. Integracion del proceso de sintesis biocatalitica de

clofarabina

Para determinar los costes de produccién biocatalitica de la clofarabina, en los calculos
se tuvo en cuenta las dos etapas principales: Biorreaccion y purificacion. La Figura 54
resume el diagrama de flujo del proceso de produccion y recuperacion del API. El
mismo, ha sido elaborado usando el programa Superpro designer y muestra las
principales operaciones unitarias (etapas de proceso) y con colores diferenciados, las
secciones del proceso. Para los célculos se tuvieron en cuenta los resultados obtenidos a
nivel de reactor de 0,18 litros, asumiendo que se obtienen 1,87 g de clofarabina/L, con
una pureza de 99,7% en un proceso con un rendimiento global del 11,83 %. Por otro
lado, también se asumid que sélo se realizaba un ciclo biocatalitico por semana (144
horas por campafia y que el sistema seria operado por un técnico a tiempo completo. No
se han incluido en los célculos los aspectos relacionados con las normas de correcta
fabricacion.

En el trabajo se han estimado los costes de un proceso integrado de sintesis biocatalitica
de clofarabina, usando la enzima LANDT2, en un proceso que podemos resumir de la
siguiente manera:

1- La reaccion enzimatica tiene lugar en el reactor P1. Los sustratos y la enzima son
alimentados siguiendo las proporciones de la Tabla 34, en un proceso con una duracion
de 72 horas.

2- Al final del proceso, se disminuye (de manera controlada) la temperatura de la reaccién,
en el mismo reactor P1 y al final del proceso de enfriamiento se transfiere el crudo al
filtro P2. En esta operacion se recupera la 2CIA que no ha reaccionado durante la
reaccion biocatalitica.

3- El filtrado, que contiene, la clofarabina, junto al subproducto (uracilo) y AraF se
transfiere al tanque de condensacion, donde es parcialmente concentrado en el tanque
de reaccién P3 y enfriado.

4- El crudo resultante es filtrado usando el filtro P4 del que se recupera AraF en el
filtrado y el so6lido recuperado, que contiene exclusivamente clofarabina y uracilo.

5- El solido se redisuelve y se pasa a un reactor de enfriamiento (P5) y el precipitado
formado es filtrado usando el filtro P6. El filtrado se corresponde con el uracilo.

6- La clofarabina (s6lido), se redisuelve y cristaliza en el cristalizador P7.

7- Al final del proceso, se recupera la clofarabina, mediante filtracion al vacio (filtro P8).
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Nota:

- En el diagrama de la Figura 54 algunos iconos, en ciertas unidades
de proceso, indican que estos equipos se utilizan mds de una vez.
Es decir, el diagrama del proceso representado es, esencialmente,
una representacion grdfica de la «receta» del proceso y muestra la
secuencia de ejecucion.

- La duracion de todo el proceso post-biorreaccion es de 72 horas.

- Las precipitaciones de los productos se basan en la diferencia de
solubilidad de los 4 productos, a diferentes temperaturas (Tabla

36).

Tabla 36 : Solubilidad de los componentes del crudo.

Temperatura Solubilidad (mM)
(°C) A . . .
raF 2-Cloroadenina Clofarabina Uracilo
12 <52,8 <0,77 <757 <714
25 <2559 <0,77 <757 <18,28
40 > 420,8 <0,77 <135 <46,4
50 >420,8 <0,77 < 20,08 <67,8

4.3.3. Estimacion de los costes de operacion.

Se han utilizado las métricas del proceso a escala de reactor de 0,18 L para estimar los
costes de produccién de clofarabina, en 35 lotes (al afio), en un reactor de 200 litros
operado en modo discontinuo (batch). El coste de operacién es la suma de todos los
gastos relacionados con materias primas, mano de obra, servicios, eliminacién de

residuos, gastos generales, etc.

A. Escenario: Produccion de clofarabina (Biorreaccion y purificacion).

e 1 reactor (Tanque agitado).

e Volumen total: 200 L
En este escenario se propone la produccion de aproximadamente 360 gramos de
clofarabina pura por lote. Se han tenido en cuenta las mismas aproximaciones y «reglas
de oro» hechas para el célculo de los gastos y los precios de las materias primas del

bioproceso para la produccion del biocatalizador (apartado 4.2.7).
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Materia prima.

Tabla 37: Coste de los reactivos utilizados en la produccién y en la purificacién de la
clofarabina. Se estima el coste total para la produccién de 35 lotes al afio.

Materia prima* Coste Cantidad  Coste
unitario (kg) ©
(€/kg)
Agua 0,01 9,625 96,25
2CIA 290,88  59,24° 172317
AraF 488,90 86,16% 42123,6
Biocatalizador (LANDT2) 455,73 18,48 8421,89
Total 67873,44

@Teniendo en cuenta que se recuperan, lote a lote, los sustratos que no han reaccionado y se incorporan al
siguiente lote®®,

Servicios y costes operacionales para la produccién biocatalitica de clofarabina
(35 lotes)

Tabla 38: Servicios (0,1€/kWh* ).

Operacion Capacidad  MWh
Bombas 5 kW/m?® 0,45
Agitacion y calentamiento 5 kW/m?® 1,45
Tratamiento de residuos* ~4 m?

Coste de los servicios: 190,00 €/batch

Coste total de los servicios (35 lotes): € 6650,00.

* Dada la dificultad para obtener los precios de materias primas, como la 2CIA y AraF, los precios se estimaron a
partir de del precio a escala de laboratorio (http://www.carbosynth.com), dividiendo el precio original por 30. La
incertidumbre de este enfoque es alta, pero es un buen punto de partida para las estimaciones de costes*-

¥ Lote a lote se recuperan como promedio: 63% de AraF y >99% de 2CIA y el material recuperado se incorpora a la
siguiente reaccion.

* European Energy Portal, http://www.energy.eu

* Por lo general el tratamiento de las aguas residuales suele costar entre 0,5-2 €/m?, y el tratamiento de residuos
solidos (no peligrosos) alrededor de 25 €/ton. 6
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Figura 54: Esquema del proceso de purificacion de la clofarabina. Se muestran todas las
unidades de proceso y los principales productos derivados del mismo. 2CIA: 2-cloroadenina,
AraF: 2'-fluoro- arabinofuranosil-2'-desoxiuridina.

Tabla 39: Coste de los equipos principales del proceso.

Equipos unidades Capacidad Pcl;)ircgl)p():\r(:\e TIC* A(‘gl;:ggﬁd Ma(nete;Z;]r(r)\)isnto (52%%5), /%Ziéi
Reactor (termostatizado) 0.20m® 27600 138000 196484 1964,8 29473 7017
Filtro Nutsche 1 035m2 19000 95000 13526,1 1352,6 20289 4831
Reactor (termostatizado) 0.05m* 12500 62500 88988 889,9 13348 3178
Cristalizador 1 010m? 35600 178000 253436 25344 3801,5 905,1

Total
2407,7

ahttp://matche.com/equipcost/

* TIC — Total Installed cost (costes totales de instalacion) - Factor Lang =5
* Tasa de interés: 7% y 10 afios de vida dtil.

¥ El mantenimiento es el 10% del TIC

* Otros, inclidos los impuestos, los seguros, etc., representan el 15% del TIC.
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Mano de obra

A partir de los costes de capital instalado (Tabla 39), se estimaron los costes de la mano
de obra, como una fraccion de los pagos anuales totales del capital instalado (15%)*7,
y los costes relacionados con Garantia de calidad (QA) / control de calidad (QC) , como
una fraccion (15%) del coste total de la mano de obra. Asi, el coste de la mano de obra
se estimd en 10112,53 €/35 lotes, y el Coste total de QC/QA/35 lotes en 1516,88 €.

La Tabla 40 resume los principales costes operativos que incluyen el coste estimado de
las materias primas, los servicios, los asociados a la mano de obra y los costes

dependientes de las instalaciones (depreciacion, mantenimiento, etc.).

Tabla 40: Costes operacionales anuales de la produccion de la enzima LANDT2 (35 lotes).

Indicador de coste €/35 batches

Materia prima 67873,44
Mano de obra 10112,33
Analisis/QC/QA 1516,88
Servicios 6650,00
Costes relacionados con la capacidad instalada 84271,16
Total 170424,01

Tabla 41: Resumen de los costes de produccién del API.

Indicador de coste €/35 batches
Produccion anual (kg) 12,6
170424,01

Costes de operacion ( €/) (35 camparias)

Costes de Produccion anual (€/kg) 13525,71

En este trabajo se han estimado los costes de produccion del API, la clofarabina,
tomando como base para los calculos la produccién en un reactor de 200 L. En base a
nuestros calculos, con tres camparias seria posible obtener 12,6 kg de clofarabina pura

y su produccidn costaria 13525,71euros/ kg, es decir, aproximadamente 13,52 € por

gramo de clofarabina pura.
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Los costes de produccion son muy altos, en comparacién con otros APIs, teniendo en
cuenta que el precio de venta de este API, segin Pharmacompass*, es de 785,016
dolares/kg (637,18 €/kg)*. Probablemente, estos costes pueden ser ajustados si se
introducen mejoras en el esquema global del bioproceso. En el siguiente apartado
(4.3.4) se hacen algunas consideraciones en este sentido.

Por otro lado, en el apartado 4.2.7, se dej0 una pregunta abierta, en relaciéon a la
contribucion del coste del biocatalizador al coste del API. Entonces se mencionaba el
hecho de que, para casos como el que nos ocupa, un API, cuyos precios de venta son
considerablemente altos (637,18 €/kg), por regla general, esta contribucion deberia ser
de alrededor del 10%, es decir, deberia rondar los 60-70 €/ por kg de clofarabina*®. En
este caso, el escenario propuesto planted la utilizacién de 18,48 kg del extracto
enzimatico (unos 8421,89 €), para producir 12,6 kg de clofarabina, lo cual supone cerca
del 5% del coste total de produccion, razonable, desde el punto de vista del porcentaje,
pero inviable desde el punto de vista comercial, 668,40 €/ kg de clofarabina. Es en este
punto donde cobra una importancia capital la posibilidad de reutilizar el enzima, por
medio de la inmovilizacion del biocatalizador. Asi, por ejemplo, con sélo reutilizar 12
veces el enzima, y asumiendo una pérdida de un 20% en la actividad de la enzima (y
teniendo en cuenta los costes de la inmovilizacion), se puede llevar esta contribucion a
la mitad. Fresco-Taboada y col. han observado que estas enzimas pueden ser recicladas
hasta 30 veces consecutivas, con solo un 25% de pérdida de actividad al final del

procesot?’130,

* https://www.pharmacompass.com/pharma/ingredients/clofarabine (abril/2018)

* En abril de 2018, EUR/USD = 0,81159
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4.3.4. Analisis de los «cuello de botella» detectados en el proceso de

produccion biocatalitica de clofarabina

Los biocatalizadores, en especial aquellos enzimas producidos por microorganismos,
representan una alternativa muy atractiva y sostenible para la sintesis de analogos de
nucledsidos dado que pueden utilizarse en condiciones de reaccion «suaves». Sin
embargo, a la luz de los resultados obtenidos en este trabajo (y en buena parte de la
literatura consultada), a menudo los procesos biocataliticos necesitan ser ser adaptados
a las condiciones quimicas existentes en la produccién a gran escala, al ambiente de las
reacciones a las cuales se pretende su aplicacion y en general cumplir con determinados
criterios tecno-econémicos, que les hagan competitivos frente a los procesos quimicos
de sintesis. En el caso especifico de la sintesis biocatalitica de clofarabina, estas

adaptaciones podrian incluir:

1- EIl rendimiento de produccién del biocatalizador, es decir, mejoras en la
obtencion (rendimiento volumétrico) del catalizador, lo cual redunda en el
precio del biocatalizador y al final en el de la reaccién biocatalitica. En este
trabajo, el coste del biocatalizador estd dentro de los limites aceptables para
biocatalizadores usados en la produccion de APIs de alto valor afiadido. Se
plantea que es «coste ideal», para una enzima no purificada ( o semipurificada)
usada en procesos a escala industrial, deberfa estar entre 250-1000 €/kg®. El
coste de produccion del concentrado de LANDT2 se ha estimado, en este trabajo
en 455,73 €/kg.

A pesar de ello, este parametro podria ser mejorado, por ejemplo, incidiendo en
los niveles de expresion. En el caso de la LANDTZ, se han alcanzado niveles de
expresion de 0,017 g de LANDT2/gBS, valores definitivamente mejorables, con
la vista puesta en reducir los costes de produccién (los rendimientos promedio
estan alrededor de 0,05-0,1g de enzima recombinante/gBS*). Por otro lado, se
han alcanzado densidades celulares de 35g/BS por litro de caldo fermentativo,
cuando el promedio es 50g BS/L.

De cualquier manera las mejoras en la expresion tienen un limite (bioldgico),
hasta un 10-12% de la biomasa en el mejor de los casos'®, y esto hace que el
efecto de mejorar no sea, quiza, el mas importante. En la Figura 55 se ha
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simulado el efecto de diferentes niveles de expresion sobre la economia del
proceso de produccion de clofarabina y los resultados muestran que variando los
niveles de expresion, desde 17 mg/gBS (situacion actual) hasta 100 mg/gBS, la
mejora es de un 4,1%, lo que indica que no cambia significativamente el coste

de produccion de la clofarabina.
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12.6 7 7 7 7 "
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Costes de produccion (k€/kg
clofarabina)

Figura 55: Influencia (simulacion) del nivel de expresion de la enzima sobre los costes de
produccién de la clofarabina. k€: miles de Euros.

2- Rendimiento de la reaccién. Puesto que operar con altos rendimientos influye
de manera significativa en la disminucion de los costes de produccion,
especialmente aquellos asociados a las materia prima, ademas de simplificar los
procesos de recuperacion de la clofarabina. El escenario aqui presentado parte de
un rendimiento de conversion muy bajo, 17,2%. En la Figura 56 se representa
como cambian los costes totales del proceso de produccion del API, si se
incrementan los rendimientos de conversion. Tomando como ejemplo una
mejora del 13,4%, lo cual es factible toda vez que este rendimiento de
conversion (19,51%) ya ha sido obtenido a pequefia escala, en las mismas
condiciones de reaccion (Tabla 32), el coste de produccion biocatalitica de la
clofarabina rondaria los 11966 €/kg, es decir, 1568 € menos por kg de API. De
cualquier manera, sigue estando por encima del precio de venta actual del API
(637,18 €/kg). En las condiciones actuales de reaccion, usar la via del aumento
de rendimiento de conversion para alcanzar costes por debajo del precio actual
de venta, no se avizora como solucion «Unica», pues ni con un 100% de

conversion se consigue este objetivo (Figura 56).
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Figura 56: Influencia (simulacion) de los rendimientos de la reaccion sobre los costes de
produccién de la clofarabina. k€: miles de Euros

No obstante, mejorar este pardmetro es imprescindible, méas adelante se discute
brevemente el tema de la concentracion inicial de los sustratos pero, enfocados
en incrementar los rendimientos de conversion, una de las posibles soluciones

podria estar en la ingenierizacion de esta enzima, para mejorar por ejemplo la

tolerancia hacia los sustratos de la reaccion. Las N-desoxirribosiltransferasas al
parecer son enzimas con una gran « plasticidad » y en este sentido, por ejemplo,
se han conseguido mutantes capaces de reconocer 2,3-didesoxirribosas y a 2,3-
didehidro-2,3-didesoxirribosas como sustratos®®.

La ingenierizacion del enzima deberia ir acompafiada de la ingenierizacion del

bioproceso, toda vez que en aras de hacer viable este bioproceso, se necesitan
altas concentraciones de sustratos y, en nuestro caso, una de las consecuencias es
la escasa solubilidad de los mismos, y derivado de esto la disponibilidad de éstos
para la reaccion. En este sentido, se ha sopesado abordar el problema de la
solubilidad desde varias aristas: i) afiadiendo una segunda fase al medio de
reaccion, usando un disolvente organico o una resina (soporte sélido); ii) hacer

funcionar el reactor en modo discontinuo alimentado, entre otras.

La productividad volumétrica (kg de clofarabina/unidad de volumen/h). Este
aspecto esta muy relacionado con el anterior y afecta a los gastos en CAPEX,
servicios, mano de obra, etc. Supone que un menor tiempo de reaccion

(eficiencia catalitica) seria lo deseable. Aqui, aspectos relacionados con la
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ocupacion de los equipos (en el escenario actual, 6-7 dias), la concentracion del
producto, la reutilizacion del enzima son, entre otros, aspectos a tener en cuenta.
Es muy probable que las velocidades de la reaccién para la produccién de
clofarabina, puedan incrementarse por medio de una mayor dosis del
biocatalizador, pero esto supone un incremento de los costes permisibles del
biocatalizador, ademés de aumentar los costes de la recuperacion del producto
final. Por lo tanto, se ha de identificar una solucion de compromiso para

garantizar buenos rendimientos espacios temporales.

Coste de la materia prima del proceso. Aunque buena parte de los sustratos de
la reaccion se recuperan y retsan en los procesos de biotransformacion, el coste
de la materia prima para la produccion de clofarabina representa el 40% de todo
el bioproceso. Los costes de produccion estan a menudo dominados por el coste
de las materias primas y a menudo representan entre el 40% y el 90% de los
costes de la biotransformacion!®®, de ahi la necesidad de rendimientos de
reaccion muy elevados, en nuestro caso, altas conversiones, para bajar los costes
de capital, los requerimientos energéticos (agitacion, calentamiento,
enfriamiento) y disminuir las emisiones, el impacto ambiental y los costes

relacionados con la mano de obra.

Solubilidad de los sustratos. Uso de solventes. Ya se ha enfatizado en que,
probablemente, los sustratos de esta biorreacion sean los que mas influyen en los
costes y en las cinéticas de produccion de clofarabina. Por ello se considera un
aspecto critico, el aumentar la dosificacion de éstos a concentraciones similares
a otros procesos biocataliticos exitosos, desde el punto de vista industrial que
segln Pollard y Woodley 132 estan entre 50-100 g/L. En el caso de la produccion
de este API, la extremadamente baja solubilidad de 2CIA en agua hace que, en
el escenario actual, se trabaje con muy bajas concentraciones iniciales de
sustratos, lo cual supone bajas productividades volumétricas y, como se ha
indicado antes, altos costes de ocupacion de los equipos y de procesado para la
recuperacion del API.

En este caso, estrategias de alimentacion controlada de los sustratos, en especial

de la 2CIA, podria ser una de las soluciones. Esta estrategia podria resolver
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problemas relacionados con la baja solubilidad, las velocidades de disolucién,
los problemas de inhibicion/toxicidad y de recuperacion del producto final.

También, y a la luz de experimentos preliminares usando cosolventes, se ha
pensado en ellos para aumentar la solubilidad de los sustratos en la fase acuosa.
Usando por ejemplo cosolventes miscibles en agua o cosolventes inmiscibles en
agua, estos ultimos actuando como reservorio para dosificar los sustratos hacia

la fase acuosa.

Concentracién final del producto (clofarabina). En el proceso aqui propuesto
se han logrado concentraciones finales de clofarabina de alrededor de 0,5 g/L.
Este posiblemente sea de los retos mas importantes a superar para escalar la
produccién de este API, ya que, dependiendo del sector del mercado, por lo
general, lo recomendado es conseguir concentraciones cercanas a los 50 g/L%,
En condiciones naturales, las enzimas operan a concentraciones de sustratos y de
productos que rondan las partes por millon (ppm), de aqui que forzarlas a
trabajar en las condiciones que imponen los bioprocesos en el escalado

constituye un reto de ingenieria, tanto proteica, como de procesos.

La Tabla 42 resume los «cuello de botella» detectados en el proceso de produccion

biocatalitica de clofarabina y sus las soluciones propuestas para los mismos.

4.3.5. Comparacion entre la sintesis quimica y la sintesis enzimatica.

El proceso de sintesis propuesto en este trabajo, aln esta lejos de ser considerado como
“viable”, desde el punto de vista de la economia del bioproceso, vistos los costes de
fabricacion y los rendimientos obtenidos. De cualquier manera, en este punto, y para
tener mas argumentos, a favor o en contra del proceso biocatalitico, se ha considerado
una comparativa con el proceso de sintesis mas extendido para la sintesis quimica de

clofarabina, el propuesto por Bauta y col.*’.

El proceso de sintesis quimica es un proceso eficiente de produccion en el cual se
obtiene al final clofarabina pura (menos de 0,1% de contaminacion con el andmero o),

sin utilizar separaciones cromatograficas. Para ello, hacen reaccionar la 2-cloroadenina
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con 1-bromo-2-desoxi-2-fluoro-3,5-di-O-benzoil-B-D-ribofuranosa y tert-butdxido de
potasio, todo en una mezcla de tres solventes (acetonitrilo/ alcohol tert-amilico / 1,2-
dicloroetano), para obtener en 19 horas, a 50°C, una mezcla de isomeros benzoilados
(Figura 57), con una relacion anomérica de 164:1 (B/a). EIl rendimiento de esta etapa es
del 50%.

Luego se somete la clofarabina protegida a una serie de pasos que brevemente se
pueden resumir de la siguiente manera: A una suspension obtenida disolviendo la
clofarabina protegida con metanol, se le adiciona una solucién de metoxido de sodio
(30% p/p., en metanol) y se calienta, unas 7 horas. Cuando se completa la reaccion, la
solucion resultante es neutralizada con &cido acético glacial y la mezcla enfriada a -
10°C. El sélido resultante se filtra y se lava con metanol frio y se vuelve a resuspender
en metanol. La suspension es entonces calentada (63°C) con agitacién hasta la
disolucién del sélido y entonces es enfriada entre -8 y -12°C para obtener los cristales
de clofarabina mediante filtrado al vacio. El rendimiento de esta etapa de purificacion es

del 64% vy el global de todo el proceso del 32%.
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Figura 57: Sintesis quimica de clofarabina propuesta por Bauta y col." 3125
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Tabla 42: Resumen de los parametros identificados como «cuello de botella » del proceso biocatalitico.

Parametro Posibles soluciones

Densidad celular
Optimizacion de los parametros fermentativos.

(gBS/L)
. Expresion de la
Actividad P
. LANDT S . .
especifica Optimizacion de los parametros fermentativos
/g BS
(Ulg BSLY) _ (09BS) iy , -
) Actividad enziméatica Ingenieria de proteinas, mutagénesis
Relacionados con el Inmovilizacion
biocatalizador .
Actividad NDT (h)
. Ingenieria de Proteinas
Estabilidad gent 3
Cambios en el modo de operacion
Actividad NDT (h)
Cambios en el medio de reaccion
Solubilidad (g/L) Uso de solventes miscibles o inmiscibles
Relacionado Toxicidad (/L) Alimentacion controlada de los sustratos, o uso de una segunda
’ fase

con los sustratos

Inhibicion (g/L) Inmovilizacién del biocatalizador

Transporte de masa  Configuracion del reactor

Parametros de proceso. .
P Transporte entre fases Adicidn de surfactantes/cosolventes
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Comparar el proceso antes descrito con el proceso biocatalitco, es una tarea dificil, toda
vez que hay que tener en cuenta muchos parametros y datos que no siempre estan
disponibles. Aqui, para los célculos nos hemos apoyado en herramientas como el

133y los algoritmos desarrollados por Andraos'®* 35, Estos ultimos,

programa Ecoscale
miden cuan “verdes” son los procesos de sintesis a partir de coeficientes
estequiométricos y de los resultados de los procedimientos experimentales. Al final se
produce un diagrama, radial, en forma de pentagono, cuyos vértices son: la Economia
de atomos (AE), la Eficiencia masica de la reaccion (RME), el pardmetro de
recuperacion de materiales (MRP), el rendimiento de la reaccion (Rend. Rxn) y el
inverso del Factor Estequiométrico (FE). Estos cinco parametros pueden ser resumidos
en un parametro llamado vector de magnitud (VMR), definido como la suma
cuadratica de los cinco parametros anteriores. Todos estos parametros estan

normalizados entre cero y uno.

En la Figura 58 se muestra el resultado de este analisis para la reaccion de sintesis
propuesta por Bauta y col.*’, solo hasta la obtencion de la clofarabina protegida (Figura
57). En la Figura 58, en el pentagono, 1 (en verde) representa el escenario ideal con
respecto a cada una de las cinco métricas aplicadas. Hasta la obtencién de la clofarabina
protegida (Figura 57), el proceso sintético se caracteriza por coeficientes FE™ cercanos
al ideal, rendimientos moderados, economia atomica relativamente alta, pero muy baja
eficiencia masica de la reaccion. En la Tabla 45 se muestran los valores de estos
pardmetros.

En diagrama de la Figura 58 no tiene en cuenta, o no calcula, el impacto ambiental, ni
la naturaleza de las sustancias que intervienen en el proceso. Para evaluar la calidad de
estas reacciones, en base a pardmetros econdémicos y ecoldgicos, se ha usado la
herramienta semicuantitativa desarrollada por Van Aken y col.'*®. Ecoscale utiliza
una escala del 0 al 100, de forma que el O representa una reaccion que ha resultado
completamente fallida (rendimiento = 0%), mientras que el 100 representa una
transformacion ideal en la que un sustrato se transforma, con un rendimiento del 100%,
a partir de reactivos de bajo precio, a temperatura ambiente, con un riesgo minimo para
el operador y un impacto medioambiental despreciable!®. La Tabla 43 muestra como
penalizan los 6 parametros (Rendimiento; Precio de reactivos; catalizadores y
disolventes; Seguridad; Manipulacion; Temperatura/tiempo; Procesado y purificacién)

evaluados por Ecoscale.
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e Real e |deal

Figura 58: Pentadgono radial obtenido a partir del analisis de la sintesis quimica de la
clofarabina protegida, en el proceso propuesto por Bauta y col.*® EA: Economia atémica; Rend.
Rxn: Rendimiento; RME: Eficiencia masica de la reaccion; FE: Factor estequiométrico.

En este trabajo, la comparativa de los procesos de sintesis de clofarabina, los diagramas
de la Figura 59 no son pentagonales, sino hexagonales, dado que uno de los vértices
incluye el resultado del anélisis del impacto medioambiental que aporta Ecoscale. Al
igual que en la representacion del pentdgono de la Figura 58, los vértices del poligono
corresponden al proceso ideal, en tanto que el poligono distorsionado, en el interior,
representa el procedimiento real. Estas distorsiones nos ayudaran en las comparativas,
pero sobre todo, a identificar que parametros han de ser mejorados en aras de una

sintesis mas eficiente y respetuosa con el medio ambiente.

Sintesis quimica

Sintesis enzimatica
(incl. H,0)

“*Ecoscale

=\
&/

—
Z
T A

s

gRME

MRP

Figura 59: Hexagonos radiales representativos de la sintesis de clofarabina. ; Rend. Rxn:
Rendimiento; RME: Eficiencia masica de la reaccion; FE: Factor estequiométrico, **:Se
excluyen las penalizaciones correspondientes a la seguridad.
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Tabla 43: Puntuacion para el célculo de la Ecoescala.

Parametro Penalizacion
1- Rendimiento (100 — Rendimiento)/2

2- Precio de los reactivos (para obtener
10 mmol de producto )

Barato (< 10 US$) 0
Caro (entre 10y 50 US$) 3
Muy caro (> 50 US$) 5

3- Seguridad (Basado en los cddigos de
peligrosidad)

GHSO09 (Peligroso para el medio ambiente) 5
GHS06 (toxico) 5
GHSO02 (inflamable) 5
GHSO01 (explosivo) 10
GHS07, GHS08 (extremadamente toxico) 10
4- Manipulacién
Manipulacién convencional
Instrumentos para la adicion de reactivos
Técnicas no convencionales de activacion
Equipos de presion > 1 atm
Material de vidrio, especial
Atmosfera inerte
Recinto cerrado
5- Temperatura/Tiempo
Temperatura ambiente, <1 h
Temperatura ambiente, <24 h
Calefaccion <1h
Calefaccion > 1 h
Enfriamientoa 0 °C
Enfriamientoa <0°C
6- Procesado/Purificacion
Ninguno
Enfriamiento a Temperatura ambiente
Adicidn de disolventes
Filtracion
Eliminacion de disolventes p.e. <150 °C
Cristalizacion vy filtracion
Eliminacion de disolventes p.e. > 150 °C
Extraccidn en fase solida
Destilacion
Sublimacion
Extraccién Liquido-liquido
Separacion cromatografica

g b~ W DN PF-L O W kFkr kWP O

W W W NDNNPEFEPE OO o o o

[N
o
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A. Economia atémica (EA).

El concepto de economia atdmica se define como “la masa molecular de los productos
dividida por la suma de las masas moleculares de todos los reactantes”, expresando el

resultado en % (Ecuacion 7):

MW del Producto

X MW reactantes

Ecuacion 7 EA=( )x100

En el caso de la obtencion de la clofarabina, EA de la sintesis quimica, es
relativamente mas alta (54%) que la EA de la sintesis enzimatica (49,7%). En
cualquier caso, esto significa que en procesos ideales, las dos vias de sintesis tienen
como residuos de la reaccion practicamente la mitad de los reactivos de partida (46% en
el proceso de sintesis quimica y 50,3% la biocatalitica). En el caso de la sintesis
enzimatica la explicacion podria estar en la toxicidad (para la enzima) de los reactivos
de partida. Aqui cobra importancia lo discutido anteriormente, en lo referido a la
posibilidad de dosificar de manera controlada los reactivos de partida y de este modo

limitar la acumulacion de los productos de partida.

B. Rendimiento (R).

Posiblemente uno de los parametros mas criticos a la hora de valorar la eficiencia de un
proceso de sintesis, pues mide la cantidad efectiva de productos y residuos generados a
partir de los reactantes. El rendimiento (%) puede ser definido segun la Ecuacion 8. En
ambos casos el rendimiento global de la reaccion es bajo, 11,8% para la sintesis

enzimatica y 32% para la sintesis quimica.

Ecuacion 8:

numero de moles obtenidos del producto
R=( )x100

maximo numero de moles tedricos,que pueden obtenerse a partir del reactivo limitante

Para comparar ambos procesos, en funciéon de los dos parametros analizados hasta el
momento, se ha empleado un pardmetro que los relaciona y tiene en cuenta para los
calculos, la ecuacion estequiométrica, el exceso de reactivos vy el rendimiento. El
referido parametro, eficiencia atomica, fue introducido por K. M. Doxsee®*” y puede
calcularse usando la Ecuacion 9. Segun este parametro, la sintesis quimica es mas

sostenible (17,3% vs. 5,86) que el proceso enzimatico.
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Rendimiento (%) x Economia Atémica(%)
100

Ecuacion 9: EfA=

C. Eficiencia mésica de reaccion (RMEcurzons)

En el 2001, Curzons y col. definieron el concepto de “Eficiencia masica de reaccion”
(RMEcurzons) como el porcentaje de la masa de los reactivos que permanece en el
producto final. En su célculo estan incluidos de forma indirecta (Ecuacion 10), la
estequiometria, el rendimiento y la economia atémica. Los valores obtenidos para este
parametro son muy similares, 11,4% para la sintesis enzimatica y 10,1% para la sintesis
quimica, indicativo del alto impacto ambiental de ambos procesos.

Masa del producto

Ecuacion 10: RME = x 100
Curzons Y Masa de todos los reactivos

D. Factor estequiométrico (FE)

El factor estequiométrico (FE) permite una comparacion entre un proceso experimental
y un proceso similar en el que todos los reactivos deben utilizarse
estequiométricamente, es decir refleja el grado en que se utiliza un exceso de

reactivo(s) . Se define el factor estequiométrico segun la Ecuacién 11:

Ecuacion 11:

Y. Masa de todos los reactivos—Y, Masa de todos los reactivos en un proceso estequiométrico

FE =1+

Y.Masa de todos los reactivos en un proceso estequiométrico
Los factores estequiométricos calculados, para la sintesis quimica y enzimatica fueron

1,102 y 1,012, respectivamente!®®. Lo que significa que en el proceso propuesto por

Bauta y col.*”, un 10% de los reactantes es usado en exceso y el enzimatico un 1%.
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E. Eficiencia mésica global de las reacciones de sintesis y Rendimiento maésico

efectivo.

Si consideramos en las comparativas a todos los reactivos y productos, incluyendo los
solventes o cualquier otra sustancia que tome parte de las reacciones de sintesis de la
clofarabina, se puede utilizar el pardmetro métrico gRME®® 140 (Eficiencia masica
global de la reaccidn), es decir el balance de masas de todo el proceso, incluidos los
solventes. La Ecuacion 12 permite el calculo de este parametro, y resulta que en el caso
de la sintesis quimica, la eficiencia global de la reaccion es de 0,4 %, teniendo en
cuenta que el proceso intervienen ademas de los reactivos de partida (bromoazucar y
2CIA), solventes de la reaccion (acetonitrilo, alcohol tert-amilico y DCE), los
catalizadores y los reactivos utilizados para la recuperacion y/o purificacion de la
clofarabina (acetato de butilo, heptano, metanol, acido, acético y DCE). Es decir, mas
del 99% de la masa incorporada al proceso de sintesis quimica, no forma parte del
producto final (clofarabina). En el caso de la sintesis enzimatica, el gRME fue del
0,3%, teniendo en cuenta que en el calculo también se tiene en cuenta el Unico solvente

de la reaccion, el agua.

masa del producto

Ecuacion 12: gRME =

Y Masa de todos los reactivos del proceso

F. MRP: Parametro de recuperacion de masa.

El pardmetro de recuperacion de masa (MRP) considera el uso de otros materiales como
solventes u otros materiales usados en la recuperacion, purificacion, etc. y puede ser
calculado segun Ecuacion 13. Cuando todos los catalizadores, solventes y otros
materiales post-reaccion son recuperados o eliminados, el MRP=1. En las estrategias de
sintesis comparadas se recupera un porcentaje muy bajo del material no usado, un

2,23% en la sintesis quimicay 5,05% en la enzimatica.

RME~+FE

Ecuacién 13 MRP = ——
Rend.«EA
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G. La Ecoescala.

En los hexagonos radiales de la Figura 59 uno de los vértices se corresponde con un
parametro que va mas alla de los balances de masa para comparar los dos procesos de
sintesis de clofarabina, la Ecoescala, una herramienta desarrollada por Van Aken vy
col.}33, para evaluar la calidad de las reacciones. En la Tabla 44 se muestran los puntos
de penalizacion asociados a los dos procesos de sintesis comparados en este trabajo y la

puntuacion final de la reaccion (o Ecoescala), calculada segun la Ecuacion 14

Ecuacion 14 Ecoescala = 100 — ) puntos de penalizacion

En la Tabla 44 se muestran los resultados de la Ecoescala de los procesos de sintesis
propuestos por Bauta y col.®” y su comparacion con el proceso de sintesis enzimatica
propuesto en este trabajo. Dado que los valores obtenidos estan muy por debajo de 50,
ambos procesos de sintesis de clofarabina son “inaceptables”, desde el punto de vista
de esta herramienta. De los dos procesos, el de sinteis quimica tiene mayor cantidad de
penalizaciones (Tabla 44) fundamentalmente, por el precio de los reactivos de partida,
el uso de solventes (y su toxicidad) y su eliminacidn al final de la reaccion. En el caso
de la sintesis enzimatica, penalizan, en gran medida, los rendimientos de la reaccion y

los reactivos de partida (precios y toxicidad).

Tabla 44: Puntuacion para el calculo de la Ecoescala en la sintesis de clofarabina

Penalizaciones por via

Parametros . -
Quimica Enzimatica
Rendimiento 2 34 (32%) 37.5 (11,8%)
Seguridad 30 10
ReactivosP 30 13
Manipulacion 1 0
Temperatura/Tiempo 12 7
Procesado/Purificacion 8 4
Ecoescala 15 34.6

(excluyendo seguridad)

2 Entre paréntesis el rendimiento global de la sintesis.
bSe incluyen todos los reactivos de la sintesis, solventes, reactivos auxiliares y
catalizadores.
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H. Intensidad mésica del proceso y Factor E

Aunque no han sido incluidos en la representacion radial de la Figura 59, en muchos
procesos de sintesis se utilizan las métricas de Intensidad masica (PMI) y de Factor E,
para estimar cuan “verdes” son los procesos sintéticos. La intensidad masica del
proceso puede ser calculada como el inverso de la Eficiencia mésica de reaccion
(Ecuacion 15), o como la suma de toda la masa usada en un proceso (global o parcial)
dividido por la masa del producto final**'( Ecuacion 16). La intensidad masica calculada
para el proceso de sintesis quimica propuesto por Bauta y col.’ fue de 260,47 vy para el
proceso enzimatico propuesto en este trabajo fue de 371,6. Esto significa que para
obtener 1 kg de clofarabina, se introducen 260,47 kg y 371,6 kg, en los procesos

quimico y enzimatico, respectivamente.

Ecuacion 15 PMI = —

Z masas introducidas en el proceso

Ecuacion 16 PMI=

masa del producto final

Por su parte el Factor E'*? se calcula dividiendo la masa total de residuos producida en
la preparacion de un compuesto, por la masa total de producto sintetizado (Ecuacion
17). El factor E y la PMI se pueden relacionar mediante la Ecuacion 18, y en los
procesos comparados suponen que se generan 259,47 kg de residuos, en el proceso de

sintesis quimica, y 370,6 kg en el enzimatico, para producir un kg de clofarabina.

masa total de residuos

Ecuacion 17 factor E=
masa de producto

Ecuacion 18 PMI =Factor E + 1

Tabla 45: Métricas asociadas a los escenarios comparados para la sintesis de clofarabina.

EA Rend. RMEcurzons MRP - gRME VMR EcoEscala
(%) () (%) (%) (%0)

Sintesis quimica 54 32 10,1 2,23 1,102 4 524 15
Sintesis enzimatica 49,7 17,2 114 504 1,012 3 46,5 34,6
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La Tabla 45 muestra un resumen de las métricas aplicadas para comparar,
cuantitativamente, la «sostenibilidad» del nuevo proceso biocatalitico de sintesis
propuesto en este trabajo con el proceso de sintesis quimica usado en la actualidad. A
primera vista, el proceso biocatalitico no mejora el proceso de obtencion gquimica del
API, sobre todo en términos de rendimientos, porque el resto de los parametros
evaluados son “relativamente” similares. Sin embargo, al hacer un andlisis mas
cuidadoso de estas dos rutas de sintesis, nuestra vision de los mismos podria cambiar si
pensamos que en el proceso biotecnoldgico, los calculos tienen en cuenta al agua. Pero,
si la excluimos de los célculos, esta evaluacion, no seria del todo correcta. El agua es
por lo general considerada el solvente «verde» pero, esta afirmacion es valida solo para
el agua pura. Aguas contaminadas con microorganismos o sustancias quimicas, aunque
sea en cantidades muy pequefias, constituyen un problema medioambiental y necesitan

ser tratadas y/o purificadas antes de reutilizarlas o liberarlas.
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5. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS.

5.1. Conclusiones.

Los 2-desoxi-2-fluoro-B-D-arabinofuranosidos de pirimidina y de purina son analogos
de nucleosidos con  un amplio espectro de actividad biologica’™ y de entre ellos la
clofarabina™ 7>, 9- (2-desoxi-2-fluoro-p-D-arabinofuranosil) -2-cloroadenina, ha sido
aplicada con éxito para el tratamiento de la leucemia aguda pediatrica?® ®. Se han
establecido varios métodos de sintesis quimica para su produccién, la mayoria, con
bajos rendimientos globales, formacion de las mezclas a/p de glucosidos, etc., lo cual
supone etapas de purificaciones cromatograficas para separarlos, ademéas del uso de

grandes volumenes de disolventes organicos.

La blsqueda de alternativas “verdes”, mas eficientes, ha conducido a proponer a las
enzimas para llevar a cabo la sintesis de este importante APl y en este contexto, en la
actualidad no existen alternativas viables, desde el punto de vista comercial, para la
sintesis de este analogo. Las aproximaciones biocataliticas llevadas a cabo hasta el
momento para la sintesis de clofarabina, se han hecho usando enzimas del tipo
nucledsido fosforilasas. Pero estas estrategias pasan por el uso de dos enzimas y por la
necesidad de aportar el desoxi-2-fluoro-a-D-arabinofuranosa-1-fosfato, sea por sintesis
quimica (Figura 15), o wusando una cascada de reacciones catalizadas por varias
enzimas relacionadas con la sintesis de nucledsidos (riboquinasas y fosfopentomutasas
(Figura 16).

El presente estudio fue iniciado bajo la hipétesis de utilizar enzimas de tipo NDT,
capaces de llevar, al igual que las NPs, reacciones de transglicosilacion pero, a
diferencia de éstas, no precisan del intermediario a-D-pentofuranosil-1-fosfato.
Especificamente, la hipotesis de trabajo se basd en demostrar, primero, la posibilidad
de obtener clofarabina usando NDTs y luego sentar las bases para la sintesis de este
API, de manera sostenible, desde el punto de vista econdmico y ambiental. En este

apartado se resumen las principales conclusiones y perspectivas de este trabajo.
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A. La nucleésido 2’-desoxirribosiltransferasa de Lactobacillus leichmannii ha
sido seleccionada para llevar a cabo la reaccion de sintesis de clofarabina.

En la base de datos Protein Data Bank (www.rcsb.org/pdb), tres proteinas cristalinas

aparecen anotadas como “Nucleoside 2-deoxyribosyltransferase”. Las mismas fueron
utilizadas como receptores en los estudios de acoplamiento (docking) molecular,
usando como ligandos: i) un sustrato natural de estas enzimas, la 2’-desoxiuridina
(dUrd) y ii) el sustrato propuesto para la sintesis de clofarabina, 2'-fluoro-
arabinofuranosil-2'-desoxiuridina (araF). Del estudio se pudo concluir que dada la
cercania geométrica del 2'-fluoro-arabinofuranosil-2'-desoxiuridina, a los residuos
involucrados en el centro catalitico, la orientacion espacial y los valores energéticos
(energia favorable) para finalmente establecer un enlace covalente entre el residuo
Glu nucleofilico y el pentofuranosilo, la nucledsido 2’-desoxirribosiltransferasa de
Lactobacillus leichmannii, ha sido seleccionada para llevar a cabo la reaccion de

sintesis de clofarabina.

B. Se ha clonado el gen ndt2 de L. delbrueckii y se ha producido la enzima en

cultivos de alta densidad celular.

Con unas pequefias variaciones en la secuencia original del gen ndt2 de L. delbrueckii,
que incluyen la eliminacién de los 7 primeros residuos y el cambio de tres residuos en
el resto de la secuencia, la enzima con actividad 2’-desoxi-2’-fluororibosil-transferasa
ha sido clonada y expresada exitosamente. En este estudio ademas, se ha establecido
una fermentacion semicontinua, con la que se consiguen 0,017g de la enzima por
gramo de biomasa seca y el coste estimado de la produccion de un kilogramo de un
extracto crudo (liofilizado, con actividad 2’-desoxi-2’-fluororibosil-transferasa) ronda

los 456 euros.

C. Se ha conseguido la sintesis de clofarabina usando la NdRT de L.

delbrueckii.

La sintesis enzimatica de clofarabiana ya habia sido abordada con anterioridad, usando
nucleodsido fosforilasas. En este trabajo, por primera vez se logra la sintesis de este
analogo nucleosidico, usando una NdRT. En el escenario planteado, se consiguen
rendimientos de conversion de aproximadamente 11,8% y unos rendimientos globales

del proceso de obtencién de este API purificado de un 17,2%.
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D. La sintesis biocatalitica de clofarabina usando NdRT es una alternativa
prometedora, que ha de mejorar determinadas condiciones y costes de

operacion para ser competitiva frente al proceso de sintesis quimica.

La aplicacion industrial del proceso propuesto debe superar la barrera del “pobre”
rendimiento global obtenido y de la productividad volumétrica, en aras de ser
competitiva con el proceso de sintesis quimica. No obstante, el analisis de la
sostenibilidad del proceso, indica que el proceso enzimatico es una alternativa, muy

prometedora para la sintesis de clofarabina.

TYR 207
e U298

5.2. Perspectivas futuras

En resumen, los datos y discusiones presentados en esta Tesis Doctoral, demuestran el
potencial y la plasticidad de las enzimas Nucleosido 2’-desoxirribosiltransferasas, para
la sintesis de 2"-desoxifluoroarabinosil nucledsidos y en especial de clofarabina. Las
perspectivas de trabajos futuros se orientan en dos direcciones: i) la optimizacion de la
reaccion enzimatica y ii) aumentar el repertorio de NdRTs. La primera consistiria en
los trabajos destinados a optimizar la reaccion de transglicosilacion presentada en este
estudio. En concreto, se podrian mejorar aspectos relacionados con la actividad
catalitica de esta enzima asi, por ejemplo, a partir del conocimiento del centro activo del
enzima modificar mediante ingenieria de proteinas o mutagénesis la eficiencia
catalitica. También seria interesante cambiar el modo de operacién de las
bioreacciones para, por ejemplo, limitar los efectos de inhibicion por
sustratos/productos o estudiar la utilizacion de solventes organicos, dada la baja
solubilidad de los sustratos en agua. Otro punto interesante seria el estudio de nuevos
sustratos para la reaccion enzimatica, pues sus precios hacen practicamente inviable su
utilizacion, ademas de aumentar la estabilidad del biocatalizador a través de la

inmovilizacion.
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Luego, la segunda linea de actuacion, supondria la bdsqueda de  nuevos
biocatalizadores, mas versatiles y robustos, con mayor eficiencia catalitica y estabilidades
mejoradas bajo las condiciones de reaccion que impone la sintesis de 2'-

desoxifluoroarabinosil nucleésidos.
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ABSTRACT

A biocatalytic process for producing active pharmaceutical
ingredients (APIs) or intermediates thereof, wherein those
APIs or their intermediates are nucleoside analogues (NAs)
of formula I

Formula [

and wherein said NAs are active as pharmaceutically relevant
antivirals and anticancer medicaments, intermediates or pro-
drugs thereof.
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BIOCATALYTIC PRODUCTION OF
NUCLEOSIDE ANALOGUES AS ACTIVE
PHARMACEUTICAL INGREDIENTS

FIELD OF THE INVENTION

[0001] The present invention relates to novel enzymatic
processes useful for the production of Nucleoside Analogues
(NAs) active as pharmaceutically relevant antivirals and anti-
cancer medicaments, intermediates or prodrugs thereof.

BACKGROUND OF THE INVENTION

[0002] Nucleoside analogues (NAs) are synthetic com-
pounds structurally related to natural nucleoside. In terms of
their structure, nucleosides are constituted by three key ele-
ments: (i) the hydroxymethy!l group, (ii) the heterocyclic
nitrogenous base moiety, and (iii) the furanose ring, which in
several instances seems to act as a spacer presenting the
hydroxymethyl group and the base in the correct orientation.
[0003] NAs are extensively used as antiviral and antitumor
agents. These molecules have been traditionally synthesized
by different chemical methods which often require time-
consuming multistep processes including protection-depro-
tection reactions on the heterocyclic base and/or the pentose
moiety to allow the modification of naturally occurring
nucleosides (Boryski J. 2008. Reactions of transglycosyla-
tion in the nucleoside chemistry. Curr Org Chem 12:309-
325). This time consuming multistep processes often lead to
low yields and increased costs. Indeed, chemical methods
usually increase the difficulty of obtaining products with cor-
rect stereo- and regioselectivity, generating secondary prod-
ucts (Condezo, L. A., et al. 2007. Enzymatic synthesis of
modified nucleosides, p. 401-423. Biocatalysis in the phar-
maceutical and biotechnology industries. CRC Press, Boca
Raton, Fla., Mikhailopulo, 1. A. 2007). Moreover, the chemi-
cal methods include the use of chemical reagents and organic
solvents that are expensive and environmentally harmful.
[0004]  Since several non-natural nucleosides acting as anti-
viral or anticancer agents have modifications on their sugar
moiety, it is interesting to explore the possibility of develop-
ing a novel and effective industrial biocatalyst to catalyze the
enzymatic synthesis of nucleosides analogues i.e. to develop
a synthesis of active pharmaceutical ingredients (APIs) or
their intermediates which can be applied on an industrial
scale.
[0005]  Surprisingly, it was found that the drawbacks of
previous cited chemical synthesis routes can be avoided and
NAs can be obtained with a conversion higher than 50%
and/or an anomeric purity higher than 95%. That is possible
based on the use of Nucleoside Desoxyribosyl Transferase
(NDT or NdT) enzymes that we claim in the present inven-
tion.
[0006] The advantages of the NDT bioenzymatic synthesis
are:
[0007] (i) One-pot synthesis,
[0008] (ii) Reduced number of steps.
[0009] (iii) Higher conversions and yields,
[0010] (iv) Avoidance of organic solvents in the enzy-
matic step,
[0011] (v) No protection/deprotection strategies, e.g. for
the hydroxyl groups in the sugar, are needed,
[0012] (vi) Mild reaction conditions: environmentally-
friendly technology (water or aqueous medium, neutral
pH),
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[0013] (vii) Extremely good selectivity: stereoselectiv-
ity—enantioselectivity, chemo-regioselectivity,

[0014] (viii) Fewer or no side reactions: impurity profile
(reduced by-products content),

[0015] (ix) Reduction in overall waste generation,

[0016] (x) Process productivity.

[0017] (xi) Overall lower cost of production

DESCRIPTION OF THE INVENTION

[0018] The process described herein, using NDT enzymes
is outlined as follows:

o]
(0]
NH
| NH R
Ho. ,J\ Nidesbisel]  HO _
N 0 ucleobase
o Y 5
NDTs
OH X OH X
NA NA
starting material final material

[0019] more precisely, as follows (where Z,, Z,, R*', R,
R53, R%*, R® are as defined herein):

Scheme 1. The catalyzed-reaction by NDTs

3 S,
R "gvle_R“Bmv S R s*f, _RS‘BW
=y X v
,I{s RS NDTs ]{S_‘ RS
Formula IT Formula I

(starting material) (final material)

[0020] For the purposes of present description, the follow-
ing terms are further defined as follows.

[0021] The term “nucleoside” refers to all compounds in
which a heterocyclic base is covalently coupled to a sugar,
and especially preferred coupling of the nucleoside to the
sugar includes a C1'-(glycosidic) bond of a carbon atom in a
sugar to a carbon- or heteroatom (typically nitrogen) in the
heterocyclic base. Therefore, in the present context the term
“nucleoside™ means the glycoside of a heterocyclic base.
[0022]  As further used herein, the term “sugar” refers to all
carbohydrates and derivatives thereof, wherein particularly
contemplated derivatives include deletion, substitution or
addition or a chemical group or atom in the sugar. For
example, especially contemplated deletions include 2'-deoxy
and/or 3'-deoxy sugars. Especially contemplated substitu-
tions include replacement of the ring-oxygen with sulphur or
methylene, or replacement of a hydroxyl group with a halo-
gen, an amino-, sulthydryl-, or methyl group, and especially
contemplated additions include methylene phosphonate
groups. Further contemplated sugars also include sugar ana-
logues (i.e., not naturally occurring sugars), and particularly
carbocyclic ring systems. The term “carbocyclic ring system™
as used herein refers to any molecule in which a plurality or
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carbon atoms form a ring. and in especially contemplated
carbocyclic ring systems the ring is formed from 3, 4. 5, or 6
carbon atoms.

[0023] The term “nucleoside™ may be used broadly as to
include non-naturally occurring nucleosides, naturally occur-
ring nucleosides as well as other nucleoside analogues. 1lus-
trative examples of nucleosides are ribonucleosides compris-
ing a ribose moiety as well as deoxyribonucleosides
comprising a deoxyribose moiety. With respect to the bases of
such nucleosides, it should be understood that this may be any
of the naturally occurring bases, e.g. adenine, guanine,
cytosine, thymine, and uracil, as well as any modified variants
thereof or any possible unnatural bases.

[0024] The term “nucleoside analogue™, “NA™ or “NAs” as
used herein refers to all nucleosides, isomers or enantiomers
thereof as well as racemates or enantio-enriched mixtures
thereof, which are oxy- or deoxy-analogues of the naturally-
occurring DNA and RNA nucleosides deoxycytidine, deox-
yuridine, deoxyadenosine, deoxyguanosine and thymidine.
Preferably, said NAs are nucleosides which comprise a sugar
moiety and/or a base moiety which is different from the
corresponding sugar moiety and/or base moiety of each of
deoxycytidine, deoxyuridine, deoxyadenosine, deoxygua-
nosine or thymidine. More preferably, said NAs are non-
naturally occurring nucleosides comprised of a sugar moiety
and base moiety wherein at least one of said sugar moiety and
said base moiety is not found in naturally-ocurring DNA or
RNA, more preferably in naturally-occurring polynucle-
otides. Alternatively, said NAs are nucleosides in which the
sugar is not a ribofuranosc and/or in which the heterocyclic
base is not a naturally occurring base (e.g., A, G,C, T, 1, etc.).
Similarly. the term “nucleotide” refers to a nucleoside, either
D-nucleoside or L-nucleoside, to which a phosphate group is
coupled to the sugar.

[0025] Theterm “one-step/one-pot™, “one-step one-pot” or
“one step-one pot” refers to amethod of synthesis of chemical
compounds through a single step in which the materials used
are mixed together in a single vessel and allowed to react,
rather than conducting the reaction in a sequence of separate
stages. This strategy is used to improve reaction efficiency,
increase yield and save time and resources.

[0026] The terms “heterocyclic ring” or “heterocyclic
base” are used interchangeably herein and refer to any com-
pound in which plurality of atoms form a ring via a plurality
of covalent bonds, wherein the ring includes at least one atom
other than a carbon atom. Particularly contemplated hetero-
cyclic bases include 5- and 6-membered rings containing at
least 1 to 4 heteroatoms each independently selected from
nitrogen, oxygen and sulphur as the non-carbon atom (e.g.,
imidazole, pyrrole, triazole, dihydropyrimidine). Further
contemplated heterocycles may be fused (i.e.. covalently
bound) to another ring or heterocycle, and are thus termed
“fused heterocycle” or “fused heterocyclic base™ as used
herein. Especially contemplated fused heterocycles include a
S-membered ring fused to a 6-membered ring (e.g., purine,
pyrrolo[2,3-d]pyrimidine), and a 6-membered ring fused to
another 6-membered or higher ring (e.g.. pyrido[4,5-d]pyri-
midine, benzodiazepine). Examples of these and further pre-
ferred heterocyclic bases are given below. Still further con-
templated heterocyclic bases may be aromatic, or may
include one or more double or triple bonds. Moreover, con-
templated heterocyclic bases and fused heterocycles may fur-
ther be substituted in one or more positions. And any one of’
the rings being optionally substituted with one, two or three
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substituents each independently selected from the group con-
sisting of halogen, hydroxy, nitro, cyano, carboxyl,
Cl-6alkyl, Cl-6alkoxy, Cl-6alkoxyCl-6alkyl, C1-6alkyl-
carbonyl, amino, mono- or diC1-6 alkyl amino, azido, mer-
capto, polyhaloC1-6alkyl, polyhaloC1-6alkoxy, and C3-7cy-
cloalkyl.

[0027] The terms “nucleobase” covers naturally occurring
nucleobases as well as non-naturally occurring nucleobases.
It should be clear to the person skilled in the art that various
nucleobases which previously have been considered “non-
naturally occurring” have subsequently found in nature.
Thus, “nucleobase” includes not only the known purine and
pyrimidine heterocycles, but also heterocyclic analogues
(such as N-substituted heterocycles) and tautomers thereof.
See formulas A to H. [llustrative examples of nucleobases are
adenine, guanine, thymine, cytosine, uracil, purine, xanthine,
2-chloroadenine, 2-fluoroadenine, pentyl(S-fluoro-2-oxo-1,
2, dihydropyrimidin-4-yl)carbamate, cytosine N-alkyl car-
bamates, cytosine N-alkylesters, 5-azacytosine, 5-bromovi-
nyluracil, S-fluorouracil, 5-trifluromethyluracil, 6-methoxy-
9H-purin-2-amine and (R)-3,6,7.8-tetrahydroimidazo[4.5-d]
|1,3]diazepin-8-0l. The term “nucleobase™ is intended to
cover every and all of these examples as well as analogues and
tautomers, and regioisomers thereof.

[0028] The term “tautomer” or “tautomeric form™ refers to
structural isomer of different energies which are interconvert-
ible via a low energy barrier. For example, proton tautomers
(also known as prototropic tautomers) include interconver-
sion via migration of a proton, such as keto-enol and imine-
enamine isomerizations. Valence tautomers include intercon-
versions by reorganization of some of the bonding electrons.
[0029] The term “regioisomer” refers to structural isomer,
or constitutional isomer in the sense that refers to molecules
with the same molecular formula that whose atoms are
bonded in different order of connectivity.

[0030] The term “conversion™ refers to is the percentage of
starting material that is transformed into products, either the
expected final product, byproducts, or even into products of
degradation.

[0031] The term “anomeric purity” refers to the amount of
a particular anomer of a compound divided by the total
amount of all anomers of that compound present in the mix-
ture multiplied by 100%.

[0032]  The term “2'-fluoro-arabino nucleoside-type™ refers
to any nucleoside analogue in which the carbon atom at the 2'
position of the sugar moiety is substituted by a fluorine atom
in a 2'-arabino configuration, independently of the nucleo-
base linked to the before mentioned sugar.

[0033] The term “intermediate™ or “intermediates™ refer to
any nucleoside analogue type compounds which may be
transformed into an active pharmaceutical ingredient (API) of
nucleosidic structure by means of suitable additional chemi-
cal reactions. Therefore, intermediates are molecules that
may be considered as API precursors. Any nucleoside ana-
logue type compounds which are not used as APIs or their
intermediates are disclaimed in the present invention.
[0034] Moreover, naturally-occurring DNA and RNA
nucleosides and NAs which might have been disclosed in the
prior art prepared by biocatalytic processes but which are
unable to be produced on an industrial-scale at g/ using the
method of the present invention (i.e. are only produced on a
microlab demonstration scale or even at milligram quantities
atlab scale not useful for production purposes) are disclaimed
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in the present invention since such NAs either cannot serve as
APIs or be suitable for production on a commercial-scale,
respectively.
[0035] Therefore summing up. by one hand, the chemical
processes available in the prior art for industrial production of
NAs are much more complex than the biocatalytic process of
present invention. By the other hand, biocatalytic processes
disclosed in the state of the art for the synthesis of nucleosides
are limited to lab scale and to naturally occurring nucleosides,
not to NAs, nor particularly at industrial scale, neither to
APIs.
[0036] The terms “alkyl” and “unsubstituted alkyl” are
used interchangeably herein and refer to any C,-C,; linear,
branched, or cyclic hydrocarbon in which all carbon-carbon
bonds are single bonds.
[0037] Theterms “alkenyl” and “unsubstituted alkenyl” are
used interchangeably herein and refer to any C,-C, linear,
branched, or cyclic alkyl with at least one carbon-carbon
double bond.
[0038] T‘urthermore, the terms “alkynyl” and “unsubsti-
tuted alkynyl” are used interchangeably herein and refer to
any C,-C, linear. branched, or cyclic alkyl oralkenyl with at
Ieast onc carbon-carbon triple bond. The terms “aryl”™ and
“unsubstituted aryl” are used interchangeably herein and
refer to any aromatic cyclic alkenyl or alkynyl, being as a
group or part of a group is phenyl or naphthalenyl, each
optionally substituted with one, two or three substituents
selected from halo, hydroxy, nitro, cyano, carboxyl,
C,_salkyl. C,_salkoxy, C, salkoxyC, salkyl, C,_salkylcarbo-
nyl, amino, mono- or diC,_salkylamino, azido, mercapto,
polyhaloC, calkyl, and polyhaloC, salkoxy. The term
“alkaryl” is employed where an aryl is covalently bound to an
alkyl, alkenyl, or alkynyl.
[0039] The term “substituted” as used herein refers to a
replacement of an atom or chemical group (e.g., H, NH,, or
OII) with a functional group, and particularly contemplated
functional groups include nucleophilic groups (e.g.. —NH,.
—OH, —SH, —NC, etc.), electrophilic groups (e.g., C(O)
OR, C(X)OH, etc.). polar groups (c.g., —OH), non-polar
groups (e.g., aryl, alkyl, alkenyl, alkynyl, etc.), ionic groups
(e.g..—NH;*), and halogens (e.g., —F,—Cl), and all chemi-
cally reasonable combinations thereof. Thus, the term “func-
tional group™ and the term “substituent™ are used inter-
changeably herein and refer to nucleophilic groups (e.g..
NH,, —OH, —SH, —NC, —CN, etc.), electrophilic
groups (e.g.. C(O)OR, C(X)OH. C(Halogen)OR, etc.). polar
groups (e.g., —OH), non-polar groups (e.g.. aryl, alkyl, alk-
enyl, alkynyl. etc.). ionic groups (e.g., —NH;"), and halo-
gens.
[0040] As also used herein, the terms “heterocycle” and
“heterocyclic base™ are used interchangeably herein and refer
to any compound in which plurality of atoms form a ring via
a plurality of covalent bonds, wherein the ring includes at
least one atom other than a carbon atom. Particularly contem-
plated heterocyclic bases include 5- and 6-membered rings
containing at least 1 to 4 heteroatoms each independently
selected from nitrogen, oxygen and sulphur as the non-carbon
atom (e.g., imidazole, pyrrole. triazole, dihydropyrimidine).
Further contemplated heterocycles may be fused (i.e.,
covalently bound) to another ring or heterocycle, and are thus
termed “fused heterocycle” or “fused heterocyclic base™ as
used herein. Especially contemplated fused heterocycles
include a 5S-membered ring fused to a 6-membered ring (e.g.,
purine, pyrrolo[2,3-d]pyrimidine), and a 6-membered ring

(95}
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fused to another 6-membered or higher ring (e.g., pyrido[4,
5-d]pyrimidine, benzodiazepine). ixamples of these and fur-
ther preferred heterocyclic bases are given below. Still further
contemplated heterocyclic bases may be aromatic, or may
include one or more double or triple bonds. Moreover, con-
templated heterocyclic bases and fused heterocycles may fur-
ther be substituted in one or more positions. And any one of
the rings being optionally substituted with one, two or three
substituents each independently selected from the group con-
sisting of halogen, hydroxy. nitro, cyano, carboxyl, C,_salkyl,
C,_qalkoxy, C|_salkoxyC salkyl, C,_salkylcarbonyl, amino,
mono- or diC,_galkylamino, azido, mercapto, polyhaloC,.
salkyl, polyhaloC, _alkoxy, and C;_;cycloalkyl.
[0041] The nucleic acid molecule encoding an enzyme hav-
ing N-deoxyribosyltransferase (NDT) activity according to
present invention comprises:
[0042] a) a nucleotide sequence as shown in SEQ ID
NO:1, SEQ. ID NO:3 or SEQ ID NO:5; or
[0043] b) a nucleotide sequence which is the comple-
ment of SEQ IDNO:1, SEQ. ID NO:3 or SEQ ID NO:5;
or
[0044] c¢)anucleotide sequence which is degenerate with
SEQ ID NO:1, SEQ. ID NO:3 or SEQ ID NO:5: or
[0045]  d) a nucleotide sequence hybridizing under con-
ditions of high stringency to SEQ ID NO:1, SEQ. ID
NO:3 or SEQ ID NO:5, to the complements of SEQ ID
NO:1, SEQ. D NO:3 or SEQ D NO:5, or to a hybrid-
ization probe derived from SEQ ID NO:1, SEQ. ID
NO:3 or SEQ ID NO:5, or their complement thereof: or
[0046] ¢) a nucleotide sequence having at least 80%
sequence identity with SEQ ID NO:1, SEQ. ID NO:3 or
SEQ ID NO:5: or
[0047] f) a nucleotide sequence having at least 65%
sequence identity with SEQ ID NO:1, SEQ. ID NO:3 or
SEQ ID NO:5. wherein said sequence preferably
encodes or is complementary to a sequence encoding at
least a NDT enzyme or a functional part thereof.
[0048] g) a nucleotide sequence encoding for an amino
acid sequence selected from: SEQ ID NO:2, SEQ. ID
NO:4 or SEQ ID NO:6.
[0049] Conditions of stringency hybridization in the sense
of the present invention are defined as those described by
Sambrook et al., Molecular Cloning, A Laboratory Manual,
Cold Spring Harbor Laboratory Press (1989), 1.1011.104.
According to this, hybridization under stringent conditions
means that a positive hybridization signal is still observed
after washing for one hour with 1xSSC butfer and 0.1% SDS
at55°C., preferably at 62° C. and most preferred at 68° C.. in
particular. for one hour in 0.2xSSC buffer and 0.1% SDS at
55° C., preferably at 62° C. and most preferred at 68° C.
[0050] Moreover, in the sense of present description, the
invention also covers nucleotide or amino acid sequences
which, on nucleotide or amino acidic levels, respectively,
have an identity of at least 70%, particularly preferred at least
80% and most preferred at least 90% to the nucleotide or
amino acid sequence shown in SEQ IDNO. 1. 3 or 5 (nucleo-
tidic) or SEQ ID NO. 2, 4 or 6 (amino acidic). Percent identity
is determined according to the following equation:

I-(w/L)x100
wherein I are percent identity, L is the length of the basic

sequence and n is the number of nucleotide or amino acid
difference of a sequence to the basic sequence.
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[0051]  Still another subject matter of the present invention
is a recombinant vector comprising at least one copy of the
nucleic acid molecule as defined above, operatively linked
with an expression control sequence. The vector may be any
prokaryotic or eukaryotic vector. Examples of prokaryotic
vectors are chromosomal vectors such as bacteriophages (e.g.
bacteriophage Lambda) and extrachromosomal vectors such
as plasmids (see. for example, Sambrook et al., supra, Chap-
ter 1-4). The vector may also be a eukaryolic vector, e.g. a
yeast vector or a vector suitable for higher cells, e.g. a plasmid
vector, viral vector or plant vector. Suitable eukaryotic vec-
tors are described, for example, by Sambrook et al., supra,
Chapter 16. The invention moreover relates to a recombinant
cell transformed with the nucleic acid or the recombinant
vector as described above. The cell may be any cell. e.g. a
prokaryotic or eukaryotic cell. Prokaryotic cells, in particular,
E. coli cells, are especially preferred.

[0052] For the purpose of present description, the invention
also covers variants. or precursors, or orthologues, or combi-
nations of SEQ ID Nos: 1-6.

[0053] The term “variant™ as used throughout the specifi-
cation is to be understood to mean a nucleotide sequence of a
nucleic acid or amino acid sequence of a protein or polypep-
tide that is altered by one or more nucleotides or amino acids,
respectively. The variant may have “conservative” changes,
wherein a subslituted nucleotide or amino acid has similar
structural or chemical properties to the replaced nucleotide or
amino acid. A variant may also have “non-conservative™
changes or a deletion and/or insertion of one or more nucle-
otides or amino acids. The term also includes within its scope
any insertions/deletions of nucleotides or amino acids for a
particular nucleic acid or protein or polypeptide. A “func-
tional variant™ will be understood to mean a variant that
retains the functional capacity of a reference nucleotide
sequence or a protein or polypeptide.

[0054] The term “complement”™ or “complementary”™ as
used herein may mean that each strand of 20 double-stranded
nucleic acids such as, DNA and RNA, is complementary to
the other in that the base pairs between them are non-co-
valently connected via two or three hydrogen bonds. For
DNA, adenine (A) bases complement thymine (T) bases and
vice versa; guanine (G) bases complement cytosine (C) bases
and vice versa. With RNA, it is the same except that adenine
(A) bases complement uracil (U) bases instead of thymine (T)
bases. Since there is only one 25 complementary base for
each of the bases found in DNA and in RNA, one can recon-
struct a complementary strand for any single strand.

[0055] Theterm “orthologue” as used throughout the speci-
fication is to be understood as homologous gene or miRNAs
sequences found in different species.

[0056] For the purposes of present description the term
“NDT" means a biocatalyst pertaining to the family of the
enzymes having nucleoside deoxyribosyltransferase or
N-deoxyribosyl transferase activity. Said NDT may be a
nucleoside deoxyribosyltransferase enzyme or N-deoxyribo-
syl transferase enzyme or may be another enzyme which has
nucleoside deoxyribosyltransferase activity under specific
reaction conditions and/or when said enzyme is modified to
give nucleoside deoxyribosyltransferase activity, such as a
glycosidase that is modified to catalyze the condensation
reaction rather than the hydrolysis reaction (i.e. to carry out
the glycosidase reaction in reverse), thereby behaving as a
nucleoside deoxyribosyltransferase.
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[0057]  Also forthe purposes of present description the term
“Active Pharmaceutical Ingredient™ or “API” means a com-
pound, basically a NA, which shows therapeutic activity in
human beings or animals. All the APIs disclosed in the
present description are referred to under either any isomeric
form, oras a racemic or enantiomerically-enriched mixture of
isomers.

[0058] Present description discloses a biocatalytic process
for producing active pharmaceutical ingredients (APIs) or
intermediates thereof, being those APIs or their intermedi-
ates, nucleoside analogues (NAs), D isomers of formula I

. Formula I
RU 55 pSt . Base
%‘T—Z,.
2
|
R S

[0059] wherein,

[0060] 7, being O, CH,., S, NH;

[0061] Z, being O. C, S, N, independently of Z :

[0062] R*' being hydrogen, methyl, OH, ether or ester
thereof selected from:

oM oM
}{\P/OM ’ 1!'—?}—[’/—0\4
\ .
[| Som. || [ ,
0 o 0

[0063] beingnisOor1and M is hydrogen ora pharmaceu-
tically acceptable counter-ion such as sodium, potassium,
ammonium or alkylammonium;

[0064] R*?being hydrogen, halogen, preferably F, OHoran
ether or ester residue thereof, CN, NH,, SH, C=CH, N5
[0065] R> being hydrogen, in case of NA derived from
deoxyriboucleosides or being selected from: OH, NH,, halo-
gen (preferably F), OCH,, when the NA is derived from
ribonucleosides;

[0066] R**being hydrogen, OH or an ether or ester residue
thereof, NH,, halogen. preferably F,

[0067] providing R*' and R** are different when both were
ethers or esters of OH residues:

[0068] R** being hydrogen, OH or an ether or ester residue
thereof, NH, or halogen, preferably F;

[0069] Basc bound to the ribose moicty being selected from
those of formula A-H or their tautomers and regioisomers
thereof:
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[0070] wherein,

[0071] R' being hydrogen, methyl, optionally substituted
alkyl chain, halogen, OR'?, NR'*R"%, SR'*;

[0072] R? being hydrogen, methyl, optionally substituted
alkyl chain, halogen, OR'*, NR'*R'%, SR"*;

[0073] R* being hydrogen, methyl. optionally substituted
alkyl chain:

[0074] R* being hydrogen, methyl, optionally substituted
alkyl chain, COR"?, CONR"*R"*, CO,R"?, C(S)OR'?, CH,-
heterocyclic ring:

[0075] R® being hydrogen, methyl, an optionally substi-
tuted alkyl chain, an optionally substituted alkenyl chain, an
optionally substituted alkynyl chain, halogen, trihaloalkyl,
OR", NR' R, CN, COR'?, CONR*R'¥, CO,R"*, C(S)
OR',  OCONR'"R', OCO,R™,  OC(S)OR'?,
NHCONR'’R', NHCO,R'?, NHC(S)OR"?, SO,NR"*R'%;
[0076] and any optionally substituted heterocycle or
optionally substituted aryl of, independently, R, R*, R*, R* or
R’ selected from:

/ \)(R’", / 2\ _r2,

X X

N e N

st 0\
AL
zg( M x
Rﬁx x7 x7

NoRae}

RBA
:{A/\ . N
. L
N N
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[0098] wherein.

[0099] R’ being hydrogen, methyl, optionally substituted
alkyl chain, halogen, OR™, NR'?R'#, SR'?;

[0100] R? being hydrogen, methyl, optionally substituted
alkyl chain, halogen, OR™, NR"*R'?, SR'?;

[0101] R? being hydrogen, methyl, optionally substituted
alkyl chain:

[0102] R* being hydrogen, methyl, optionally substituted
alkyl chain, COR', CONR'*R'*, CO,R"?, (S)OR"?, CH,-
heterocyclic ring;
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[0103] R® being hydrogen, methyl, an optionally substi-
tuted alkyl chain, an optionally substituted alkenyl chain, an
optionally substituted alkynyl chain, halogen, trihaloalkyl,
OR'®, NR¥R'*, CN, COR'?, CONR"R'*, CO,R"*, C(S)
OR", OCONR'"R™, OCO,R"™, OC(S)OR'?,
NHCONR'™R'#, NHCO,R'*, NHC(S)OR ", SO,NR"*R"*;

[0104] and any optionally substituted heterocycle or
optionally substituted aryl of, independently, R', R%, R*, R*or
R, selected from:
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[0105] wherein

[0106] X being O, S. N—R?”2, Se: R?! being H, straight or
branched C, _,, alkyl, F. Cl, Br, I, X—R??, —C=C—R",
CO,R??; R”? being H, straight or branched C, _, alkyl. phe-
nyl;

[0107] R® being hydrogen, optionally substituted alkyl
chain;

[0108] R’ being hydrogen, halogen, trihaloalkyl, OR'3,
NR"“R', CN, COR"*, CONR'*R"*, CO,R"*, C(S)OR"?,
[0109] R® being hydroxyl or amino, OR'?, OSO,R'3,
NR"R', CN, COR", CONR"R", CO,R"?, C(S)OR"*;
[0110] R’ being hydrogen, methyl, optionally substituted
alkyl chain, halogen, OR'?, NR'3R'#, COR'?, CONR'*R"*,
CN, CO,R", C(S)OR'?, OCONR'?R'#, OCO,R'?, OC(S)
OR'?, NHCONR'*R"*, NHCO,R"*, NHC(S)OR"*;

[0111] R'?and R'' are independently of each other hydro-
gen, methyl, optionally substituted alkyl chain;

[0112] R'? being hydrogen, methyl, optionally substituted
alkyl chain, halogen, OR', NR"“R'Y, CN, COR",
CONR'R™, CO,R™, C(S)OR'?, OCONR'3R'#, OCO,R '3,
OC(S)OR", NHCONR"*R'*, NHCO,R"?, NHC(S)OR?;
[0113] R'?*and R'* are independently of each other hydro-
gen, substituted or unsubstituted alkyl chain, substituted or
unsubstituted alkenyl chain, substituted or unsubstituted
alkynyl chain, substituted or unsubstituted heterocyclic or
phenyl rings.

[0114] The heterocyclic ring constituting the base in for-
mula I of the starting materials may be selected from: uracil,
adenine, cytosine, guanine, thymine, hypoxanthine, xanthine,
thiouracil, thioguanine, 9-H-purine-2-amine, 7-methylgua-
nine, 5-fluorouracil, 5-bromouracil, 5-chlorouracil, 5,6-dihy-
drouracil, 5-methylcytosine and 5-hydroxymethylcytosine,
pteridone, and any substituted derivative thereof. Preferably
the heterocyclic ring constituting the base' in formula Il of the
starting materials is selected from: uracil, adenine, cytosine,
guanine, thymine, hypoxanthine, xanthine, thiouracil,
thioguanine, 9-H-purine-2-amine, 7-methylguanine, 5-fluo-
rouracil, 5-bromouracil. 5-chlorouracil, 5.6-dihydrouracil,
5-methylcytosineand S-hydroxymethylcytosine and any sub-
stituted derivatives thereof.
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[0115] Moreover, the free nucleobase to be transferred by
the NDT enzyme is, preferably, selected from:

HN

=N
{3 N)\m

2-chloro-9H-purin-6-amine
(2-chloroadenine)

NH,

Ny

LA
Il}' (8]

4-aminopyridmidin-2(1H)-one
(cytosine)

0
HN)J\O/\/\/

Ny

LA

pentyl (5-fluoro-2-ox0-1,2-dihydropyrimidin-4-yl)carbamate

Ni,

NL il
A,
4-amino-1,3-5-triazin-2(1H)-onc
(5-azacytosine)
NH,

)
?{/J\O

4-aminopyrimidin-2-(1H)-one
(eytosine)

HN

=N
N
I\ 7
N

N

H
OH-purin-6-amine

(adenine)
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H
5-methylpyrimidine-2,4(1H,3H)-dione
(thymine; 5-methyluracil)

o
Br.
Z NI

N 0
H
(E)-5-(2-bromovinyl)pyrimidine-
2,4(1H,3H)-dione
({E)-5-bromovinyluracil)

o]
HN CaiHyz
()
N/K
¥ 0
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2-fluoro-9H-purin-6-amine
(2-fluoroadenine)

=0
=N
N
(N \ N/)\Ni{z

H

6-methoxy-OH-purin-2-amine

5-fluoropyrimidine-2,4(1H,3H)-dione
(5-fluorouracil)
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-continued
IIO,’
N NH
S
N
H
(R)-3,6,7,8 hydroimi [4,5-d][1,3]diazepin-8-ol

[0116] 1In a preferred embodiment of the aforementioned
process, Z, is C. With the process described herein, the APIs
or intermediates thereof produced are selected from: Clofara-
bine (Cl-F-araA), Decitabine (aza-dCyd), Cytarabine (ara-
C), Vidarabine, Brivudine, Enocitabine (BH-AC), Zalcitab-
ine (ddC), Cladribine (Cl-dAdo), Fludarabine (F-araA),
Nelerabine (MAY), Zidovudine, Floxuridine (FUDR),
B-Thymidine, idoxuridine (1dU), trifluridine (TFT), acedurid
(EdU), ribavirin, didanosine (ddl) and Pentostatin.

[0117] More preferably, the APIs or intermediates thereof
produced are selected from: Clofarabine, Cytarabine, Vidara-
bine, Brivudine, Enocitabine, Zalcitabine, Cladribine, Flu-
darabine, Nelerabine. Zidovudine, Floxuridine and Pentosta-
tin; yet more preferably the APIs or intermediates thereof
produced are selected from Clofarabine, Cytarabine and
Zidovudine (AZT): and still more preferably the described
process is particularly intended to the industrial production of
Clofarabine, Cytarabine and an intermediate of Zidovudine;
furthermore preferably Clofarabine or intermediates thereof,
yet even more preferably Clofarabine.

[0118] However. for the purpose of limiting the scope of
present invention, the following NAs are specifically dis-
claimed: CAS No. 2627-62-5, CAS No. 7481-89-2, CAS No.
50-91-9. CAS No. 50-90-8, CAS No. 54-42-2, CAS No.
10356-76-0, CAS No. 2239-64-7. CAS No. 4546-70-7, CAS
No. 15176-29-1, CAS No. 70-00-8, CAS No. 838-07-3, CAS
No. 10212-20-1, but only with regard to a biocatalytic syn-
thesis mediated by mesophilic NDT, wherein the pilot pro-
duction of the aforementioned list of NAs did not render
sufficient yields to scale-up that production to industry effi-
ciently.

[0119] For the purposes of present description organisms
from which the enzymes having NDT activity originate used
may be mesophiles, thermophiles or hypermesophiles. Meso-
philes or mesophilic are those able to work or to carry out a
nucleoside deoxyribosyltransferase activity, at temperatures
ranging from 18 to up 60° C., with an optimal temperature
range of 40-55° C. Organisms or NDT enzymes, thermo-
philes or thermophilic are those able to work or to carry out a
nucleoside deoxyribosyltransferase activity, at temperatures
ranging over 60° C. and up to 80° C. Organisms or NDT
enzymes, hyperthermophiles or hyperthermophilic, are those
able to work or to carry out a nucleoside deoxyribosyltrans-
ferase activity, at temperatures over 80° C. and up to 100° C.,
with an optimal temperature range of 80-95° C.

[0120]  Still in one more preferred embodiment of practic-
ing the process describe hereto, the API, or intermediates
thereof, produced is Clofarabine (Scheme 2).
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Scheme 2. Synthesis of Clorafabine by using enzymes with nucleoside

deoxyribosyltransferase (NDT) activity

NH;

Ny
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/
e Sl

N Cl

HO, I /K HO.
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0~ NDT
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[0121] The process of invention applied to the production
of clofarabine has several advantages over the industrial pro-
cess used in the prior art for the chemical synthesis of this NA,
the so called ILEX procedure (Bauta et al, Org. Proc. Res.
Dev. 2004, 8, 889-896):
[0122] (i) One-pot synthesis,
[0123] (i) Reduced number of steps,
[0124] (iii) Higher conversions and yields,
[0125] (iv) Avoidance of organic solvents in the enzy-
matic step,
[0126] (v) No protection/deprotection strategies are
needed, e.g. for the hydroxyl groups in the sugar,
[0127]  (vi) Mild reaction conditions: environmentally-
friendly technology (water or aqueous medium, neutral
pH),
[0128] (vii) Extremely good selectivity: stereoselectiv-
ity—enantioselectivity, chemo-regioselectivity,
[0129]  (viii) Fewer or no side reactions: impurity profile
(reduced by-products content).
[0130] (ix) Reduction in overall waste generation,
[0131] (x) Process productivity
[0132] (xi) Overall lower cost of production
[0133] Moreover, there are other additional advantages of
the biocatalytic process of invention over the chemical pro-
cess used in the prior art. Particularly relevant is the absence
in the process of the invention of the organic solvents used in
the chemical process of Bauta et al., as dichloromethane
(DCM), acetonitrile (ACN), 1,2-dichloroethane (DCE),
methanol, heptane, etc. . . .. All those organic solvents must
be removed prior to any process waste discharge to the envi-
ronment. An supplementary inconvenient of ILEX process
with regard to the procedure of invention is its complexity, as
far as ILEX process comprises at least 3 procedure steps,
against the single step-one pot process of invention.
[0134]  The source of native or recombinant enzyme used in
the process of the invention are Bacteria or Archaea organ-
isms. Enzymes having nucleoside deoxyribosyltransferase
activity used in the process of invention can be isolated from
a microorganism selected from, as a way of example, Bacte-

Clofarabine

ria, particularly from Lactobacillus or Lactococcus species or
from Archaea particularly from any of the following genus:
Thermofilum; Haloarcula; Natronococcus; Natrialba; Halo-
biforma; Meth cina; Meth hylovorans; Metha-
noculleus; Meth ph Methanohalobi; Metha-
nosalsum or Methanosaeta.

[0135] Still another embodiment of present invention
relates to the use in the process disclosed of a recombinant
NDT enzyme comprising an amino acid sequence encoded by
a nucleic acid sequence, or fragments thereof., isolated from
Archaea.

[0136] Asdescribed all along present description one of the
preferred embodiments for practicing the process of inven-
tion is based on the use as biocatalyst of NDT enzymes for
performing the base transfer one step-one pot reaction. Pref-
erably NDT enzymes are of recombinant type, comprising
gene sequences of fragments thereof, encoding for NDT
enzymatic activities able to carry out nucleobase transfer one
step-one pot reactions, at temperatures ranging over 60° C.
and up to 100° C. and, more preferably, at the suitable reac-
tion conditions described herein.

[0137] Suitable conditions for carrying out the different
embodiments of the process of invention comprise:

[0138] a) Temperature ranging 18-100° C., preferably
20-100° C., and more preferably ranging 40-100° C.,
furthermore preferably 50-100° C.

[0139] b) Reaction time ranging 1-600 h

[0140] ¢) Concentration of starting material ranging
1-500 mM

[0141] d) Stoichiometry nucleoside starting material:
nucleobase ranges from 1:5 to 5:1.

[0142] e) Amount of enzyme having NDT activity or
NDT enzyme ranging 0.001-100 mg/ml. preferably
0.001-10 mg/mL.

[0143] ) Free nucleobase added to the reaction medium,
optionally dissolved in an organic solvent

[0144] g) Aqueous reaction medium optionally also con-
taining up to 40% of a suitable organic solvent. Prefer-
ably up to 20% and more preferably up to 5%.

Tye
ula;
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[0145]  Preferred organic solvents to be added to the reac-
tion medium or to be used for dissolving previously the free
nucleobases are polar aprotic solvents, preferably selected
from: Tetrahydrofuran, acetonitrile, acetone or Dimethylfor-
mamide (DMF).

[0146] The process according to present invention also
includes an isolation and/or purification steps of the NA pro-
duced by standard operation means selected from: chroma-
tography. precipitation, filtration, concentration or crystalli-
zation.

[0147] For the purposes also of present description, the
term recombinant enzyme or recombinant type enzyme
should be understood as a protein or enzyme that is derived
from recombinant DNA. The term “recombinant DNA™ is a
form of DNA that does not exist naturally, which is created by
combining DNA sequences that would not normally occur
together.

[0148] The process of the invention, specifically covers the
one wherein the API produced is Clofarabine (Scheme 2). the
2'-deoxyribonucleoside used as starting material is 2'-fluoro-
arabinofuranosyl-2'-deoxyuridine, the nucleobase also used
as starting material to be transferred by the NDT enzyme, is
2-chloroadenine and the NDT is a natural occurring NDT
enzyme, isolated from Lactobacillus delbrueckii (formerly
called Lactobacillus leichmannii).

[0149]  One of the embodiments of the process of invention
covers the one wherein the API produced is. Clofarabine
(Scheme 2), the 2'-deoxyarabinonucleoside used as starting
material, is any suitable 2'-fluoro-arabino-type, preferably
2'-fluoro-arabinofuranosyl-2'-deoxyuridine, the nucleobase
also used as starting material to be transferred by the NDT
enzyme, is 2-chloroadenine.

[0150] In another embodiment of the process of invention,
the API produced is Cytarabine, the 2'-deoxyarabinonucleo-
side used as starting material, is arabinofuranosyl-2'-deox-
vuridine, the nucleobase also used as starting material to be
transferred by the NDT enzyme is cytosine.

[0151] In another embodiment of the process of invention,
the API produced is an intermediate in the synthesis of
Zidovudine, the nucleoside used as starting material is
3'-amino-2',3'-dideoxyadenosine, the nucleobase also used as
starting material to be transferred by the NDT enzyme is
thymine. Said intermediate of Zidovudine, thus obtained,
comprises a primary amine moiety which may be readily
transformed into zidovudine using a further azidation step
using. for example inorganic azides or azo-transfer com-
pounds such as trifluoromethanesulfonyl azide or imidazole-
1-sulfonyl azide.

[0152] Forming part of the same inventive concept, present
description also discloses recombinant nucleoside deoxyri-
bosyltransferase enzymes (NDTs), able to carry out the pro-
cess of the invention described above. The said native or
recombinant NDT enzymes can be isolated from, bacteria
preferably selected from Lactobacillus delbrueckii (formerly
Lactobacillus leichmannii) or Lactococcus lactis; or from
Archaea, preferably selected from: Thermofilum pendens;
Haloarcula sinaiiensis; Natronococcus amylolyticus; Natri-
alba hulunbeirensis; Halobiforma nitratireducens; Metha-
nosarcina mazei; Meth hylovorans  hollandica;
Methanoculleus bourgensis; Methanosphaerula palustres;
A balobi ; ALk

feth % /: zhilinae or

e
Methanosaeta harundinacea.
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[0153] In one preferred embodiment of the invention, the
NDT enzyme is obtained from

[0154] a) Lactobacillus delbrueckii (formerly called
Lactobacillus  leichmannii) nucleotide  encoding
sequence shown in SEQ ID NO 1; or

[0155] b) a nucleotide sequence which is the comple-
ment of SEQ ID. NO: 1; or

[0156] c¢)anucleotide sequence which is degenerate with
SEQ ID. NO: 1: or

[0157] d) a nucleotide sequence hybridizing under con-
ditions of high stringency to SEQ ID. NO: 1, to the
complement of SEQ ID. NO: 1, or to a hybridization
probe derived from SEQ ID. NO: 1, or their complement
thereof: or

[0158] e) a nucleotide sequence having at least 80%
sequence identity with SEQ ID. NO: 1; or

[0159] ) a nucleotide sequence having at least 65%
sequence identity with SEQ ID. NO: 1, wherein said
sequence preferably encodes or is complementary to a
sequence encoding at least a NDT enzyme or a func-
tional part thereof.

[0160] g)a nucleotide sequence encoding for a polypep-
tide having NDT activity, the amino acid sequence of
which is at least 80% identical to the amino acid
sequence shown in SEQ ID. NO: 2, further preferably a
nucleotide sequence encoding for the amino acid
sequence shown in SEQ ID. NO: 2.

[0161] In another preferred embodiment of the invention,
the NDT enzyme is obtained from

[0162] a) Lactococcus lactis nucleotide encoding
sequence shown in SEQ ID NO. 3 or

[0163] b) a nucleotide sequence which is the comple-
ment of SEQ ID. NO:3; or

[0164] c)anucleotide sequence which is degenerate with
SEQ ID. NO:3; or

[0165] d) a nucleotide sequence hybridizing under con-
ditions of high stringency to SEQ ID. NO:3, to the
complement of SIQ ID. NO:3, or to a hybridization
probe derived from SEQ ID. NO:3, or their complement
thereof: or

[0166] ¢) a nucleotide sequence having at least 80%
sequence identity with SEQ ID. NO:3: or

[0167] 1) a nucleotide sequence having at least 65%
sequence identity with SEQ ID. NO:3, wherein said
sequence preferably encodes or is complementary to a
sequence encoding at least a NDT enzyme or a func-
tional part thereof.

[0168] g)anucleotide sequence encoding for a polypep-
tide having NDT activity, the amino acid sequence of
which is at least 80% identical to the amino acid
sequence shown in SEQ ID. NO:4, further preferably a
nucleotide sequence encoding for the amino acid
sequence shown in SEQ ID. NO:4.

[0169] Instill other preferred embodiment of present inven-
tion the NDT enzyme is obtained from Thermo, pende
nucleotide encoding sequence shown in SEQ ID NO. 5 or

[0170] a) a nucleotide sequence which is the comple-
ment of SEQ ID. NO:5: or

[0171] b) a nucleotide sequence which is degenerate
with SEQ ID. NO:5; or

[0172] c¢) a nucleotide sequence hybridizing under con-
ditions of high stringency to SEQ ID. NO:5, to the
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complement of SEQ ID. NO:5, or to a hybridization
probe derived from SIQ ID. NO:5, or their complement
thereof; or

[0173] d) a nucleotide sequence having at least 80%
sequence identity with SEQ ID. NO:5: or

[0174] e) a nucleotide sequence having at least 65%
sequence identity with SEQ ID. NO:5, wherein said
sequence preferably encodes or is complementary to a
sequence encoding at least a NDT enzyme or a func-
tional part thereof.

[0175] 1) a nucleotide sequence encoding for a polypep-
tide having NDT activity, the amino acid sequence of
which is at least 80% identical to the amino acid
sequence shown in SEQ ID. NO:6, further preferably a
nucleotide sequence encoding for the amino acid
sequence shown in SEQ ID. NO:6.

[0176]  Also in the same line of integrating a single inven-
tive linked concept, present description also discloses the use
of'anucleoside deoxyribosyltransferase (NDT) in the produc-
tion of APIs or intermediates thereof, being those APIs or
their intermediates, nucleoside analogues (NAs) useful as
anti-cancer or anti-viral medicaments. More preferably, the
previously mentioned use is achieved by the production pro-
cess and variants thereof, also previously detailed, of NAs as
APIs or intermediates thereof. Particularly, related to that
previously mentioned use, recombinant nucleoside deoxyri-
bosyltransferases (NDTs) are preferred, in the production of
APIs, being those APIs or their intermediates, nucleoside
analogues (NAs) particularly useful as anti-cancer or anti-
viral medicaments.

[0177]  Among the APIs or intermediates thereof produced
by such uses the following may be found: Clofarabine (CI-F-
araA), Decitabine (aza-dCyd), Cytarabine (ara-C), Vidara-
bine, Brivudine, Enocitabine (BH-AC), Zalcitabine (ddC),
Cladribine (Cl-dAdo), Fludarabine (F-araA), Nelerabine
(MAY), Zidovudine, Floxuridine (FUDR), B-Thymidine,
idoxuridine (1dU), trifluridine (TFT), acedurid (EdU), ribavi-
rin, didanosine (ddl) and Pentostatin.

[0178] More preferably, the APIs or intermediates thereof
produced by the use of the enzymes disclosed herein, are
selected from: Clofarabine, Cytarabine, Vidarabine, Brivu-
dine, Enocitabine, Zalcitabine. Cladribine, Fludarabine, Nel-
erabine, Zidovudine, Floxuridine and Pentostatin; yet more
preferably the APIs or intermediates thereof produced are
selected from Clofarabine. Cytarabine and Zidovudine or
intermediates thereof; and still more preferably the described
uses are particularly dedicated to the industrial production of
Clofarabine, Cytarabine and an intermediate of Zidovudine:
furthermore preferably Clofarabine or intermediates thereof,
yet more preferably Clofarabine.

[0179] Enzymes having N-deoxyribosy] transferase (NDT)
activity to be used according to present invention include
recombinant NDT enzymes encoded by a nucleic acid
sequence selected from: SEQ ID No. 1, SEQ ID No. 3 or SEQ
1D No. 5; or

[0180] a) a nucleotide sequence which is the comple-
ment of SEQID NO:1, SEQ. IDNO:3 or SEQID. NO:5;
or

[0181] b) a nucleotide sequence which is degenerate
with SEQ ID NO:1, SEQ. ID NO:3 or SEQ ID. NO:5; or

[0182] c¢) a nucleotide sequence hybridizing under con-
ditions of high stringency to SEQ ID NO: 1, SEQ. ID
NO:3 or SEQ ID. NO:5, to the complements of SEQ 1D
NO:1, SEQ. ID NO:3 or SEQ ID. NO:5, or to a hybrid-

12
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ization probe derived from SEQ ID NO:1, SEQ. ID
NO:3 or SEQ ID. NO:5, or their complement thereof: or
[0183] d) a nucleotide sequence having at least 80%
sequence identity with SEQ IDNO:1, SEQ. IDNO:3 or
SEQ ID. NO:5; or
[0184] e) a nucleotide sequence having at least 65%
sequence identity with SEQ IDNO:1, SEQ. IDNO:3 or
SEQ ID. NO:5, wherein said sequence preferably
encodes or is complementary to a sequence encoding at
least a NDT enzyme or a functional part thereof.
[0185] 1) a nucleotide sequence encoding for an amino
acid sequence selected from: SEQ ID NO:2, SEQ. ID
NO:4 or SEQ ID NO:6.
[0186] Also included in present invention are recombinant
expression vectors comprising sequences encoding a nucleo-
side deoxyribosyltransferase (NDT) operably linked to one or
more control sequences that direct the expression or overex-
pression of said deoxyribosyltransferase in a suitable host. A
preferred recombinant expression vector according to present
invention is any carrying and expressing or overexpressing
genes encoding said NDT enzymatic activities.
[0187] Preferred recombinant expression vectors accord-
ing to present invention are carrying and expressing or over-
expressing nucleic acid sequence selected from: SEQ ID No.
1, SEQ ID No. 3 or SEQ ID No. 5; or
[0188] a) a nucleotide sequence which is the comple-
ment of SEQ IDNO:1. SEQ. ID NO:3 or SEQ ID NO:5;
or
[0189] b) a nucleotide sequence which is degenerate
with SEQ ID NO:1, SEQ. ID NO:3 or SEQ ID NO:5 or;
or
[0190] c) a nucleotide sequence hybridizing under con-
ditions of high stringency to SEQ ID NO: 1, SEQ. ID
NO:3 or SEQ ID NO:5, to the complements of SEQ ID
NO:1, SEQ. ID NO:3 or SEQ ID NO:5 or to a hybrid-
ization probe derived from SEQ ID NO:1, SEQ. ID
NO:3 or SEQ ID NO:3, or their complement thereof; or
[0191] d) a nucleotide sequence having at least 80%
sequence identity with SEQ IDNO: 1, SEQ. IDNO:3, or
SEQ ID NO:5; or
[0192] e) a nucleotide sequence having at least 65%
sequence identity with SEQ ID NO:1, SEQ. ID NO:3 or
SEQ ID NO:5, wherein said sequence preferably
encodes or is complementary to a sequence encoding at
least a NDT enzyme or a functional part thereof.
[0193] a nucleotide sequence encoding for an amino
acid sequence selected from: SEQ ID NO:2, SEQ. ID
NO:4 or SEQ ID NO:6.
[0194] The inventionalso covers the use of the recombinant
expression vectors previously said, for the production either
of recombinant NDT enzymes or for the production of active
pharmaceutical ingredients (APIs) or intermediates thereof,
being those APIs or their intermediates, nucleoside analogues
(NAs) particularly useful as anti-cancer or anti-viral medica-
ments. Particularly APIs or intermediates thereof produced
by the aforesaid use are selected from: Clofarabine (CI-F-
araA), Decitabine (aza-dCyd), Cytarabine (ara-C). Vidara-
bine, Brivudine, Enocitabine (BH-AC), Zalcitabine (ddC),
Cladribine (Cl-dAdo). Fludarabine (F-araA), Nelerabine
(MAY), Zidovudine, Floxuridine (FUDR), B-Thymidine,
idoxuridine (IdU), trifluridine (TFT), acedurid (EdU), ribavi-
rin, didanosine (ddl) and Pentostatin.

[0195] More preferably, the APIs or intermediates thereof

produced are selected from: Clofarabine, Cytarabine, Vidara-
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bine, Brivudine, Enocitabine, Zalcitabine, Cladribine, Flu-
darabine, Nelerabine, Zidovudine, I'loxuridine and Pentosta-
tin; yet more preferably the APIs or intermediates thereof
produced are selected from Clofarabine, Cytarabine and
Zidovudine; and still more preferably the expression vectors
described herein are particularly suitable for industrial pro-
duction of Clofarabine, Cytarabine and an intermediate of
Zidovudine; furthermore preferably Clofarabine or interme-
diates thereol. yet even more preferably Clofarabine.

[0196] More preferably. the previously mentioned use for
the production of APIs or intermediates thereofis achieved by
the production process and variants thereof, also previously
detailed.

[0197] The invention also covers host cells comprising the
recombinant expression vectors. previously described. par-
ticularly when said host cell is Escherichia coli. Included as
part of the same inventive single linked concept, the use of
host cells comprising the recombinant expression vectors as
previously described, for the production of recombinant
NDTs, is also contemplated. Analogously, the use of host
cells comprising the recombinant expression vectors as pre-
viously described, for the production of active pharmaceuti-
cal ingredients (APIs) or intermediates thereof, being those
APIs or their intermediates, nucleoside analogues (NAs) use-
ful as anti-cancer or anti-viral medicaments, is also part of
present invention. Particularly if those host cells comprising
the recombinant expression vectors as previously described,
are used for producing APIs orintermediates thereof selected
from: Clofarabine (CI-F-araA), Decitabine (aza-dCyd). Cyt-
arabinc (ara-C), Vidarabine (araA), Brivudine, Enocitabine
(BH-AC), Zalcitabine (ddC), Cladribine (Cl-dAdo), Fludara-
bine (F-araA), Nelerabine (MAY), Zidovudine, Floxuridine
(FUDR), B-Thymidine, idoxuridine (1dU), trifluridine (TFT),
acedurid (EdU), ribavirin, didanosine (ddl) and Pentostatin.
[0198] More preferably. the APIs or intermediates thereof
produced using the host cells of present invention, trans-
formed with the recombinant expression vectors, previously
described, are selected from: Clofarabine, Cytarabine,
Vidarabine, Brivudine, Enocitabine, Zalcitabine, Cladribine,
Fludarabine, Nelerabine, Zidovudine, Floxuridine and Pen-
tostatin; yet more preferably the APIs or intermediates
thereof produced are selected from Clofarabine, Cytarabine
and Zidovudine; and still more preferably the host trans-
formed cells described herein are particularly suitable for
industrial production of Clofarabine, Cytarabine and an inter-
mediate of Zidovudine; furthermore preferably Clofarabine
or intermediates thereof, yet more preferably Clofarabine.
[0199] More preferably, the previously mentioned use is
achieved by the production process and variants thereol, also
previously detailed, of NAs as APIs or intermediates thereof.

Example 1

Cloning and Expression NDTs from Lactobacillus
delbrueckii Subsp. lactis DSM 20072

[0200] Cloning.

[0201] The gene encoding N-deoxyribosyltransferase from
Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis (in GenBank acces-
sion number EGD27012.1) was amplified by polymer chain
reaction (PCR) from Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis
DSM 20072 genomic DNA. The gene was cloned into the
polylinker region of the expression vectors: pET22 b(+),
using the restriction sites Ndel and Sall
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[0202] The primers used were designed with proper modi-
fications at 5'-ends (see sequences):

Ldndt2 fw:
(SEQ. ID No. 19)
5 ' -CATATGCCAAAAAAGACGATCTACTTC-3"

Ldndt2 xv:
(SEQ. ID No. 20)
5'-GTCGACTTAGTATACGGCACC-3"

[0203] The corresponding gene for nucleoside 2-deoxyri-
bosyltransferase sequence was amplified by PCR, using the
Platinum Taq enzyme (Invitrogen). with the corresponding
forward and reverse oligonucleotides (SEQ. ID. From No. 19
and No. 20). The amplified 0.-kb product was inserted into a
pGEM-T vector. The cloned region was completely
sequenced and it was found to be the same to the data bank
sequence. The insert DNA was digested with Ndel and Sall
and then ligated into an expression vector of pET-22b(+)
digested with the same restriction enzymes.

[0204] The ligation product was transformed into chemi-
cally competent E. coli DHS« cells. Positive plasmids were
selected and subsequently transformed into BL21(DE3)
chemically competent cells.

[0205] Expression and Purification of NDT from Lactoba-
cillus delbrueckii Subsp. lactis

[0206] E. coli strain bearing the recombinant plasmid were
grown aerobically in LB medium supplemented with ampi-
cillin (100 pg m1™") until OD y,, ,,,,, of 0.5 was reached. Over-
expression of the protein was achieved by inducing the £. coli
culture with 0.5 mM isopropyl-1-thio-f3-D-galactopyrano-
side (IPTG) at 37° C. for 4 h. The bacterial cells were har-
vested by centrifugation at 4° C. at 4,000xg for 20 minutes.
Harvested cells were resuspended in 20 ml of Phosphate
Buffered Saline (PBS Buffer) for cells collected from one
liter cell culture. The cell suspensions were lysed using soni-
cation (Branson Sonifier 450). Cell lysate (supernatant) was
obtained by centrifugation at 13000xg for 45 min to obtainan
enzyme corresponding to the amino acid sequence SEQ. ID.
NO. 2 encoded by nucleotide sequence SEQ. ID. NO. 1 and
having NDT activity.

Example 2

Cloning and Expression of NDTs from L. lactis

[0207] Cloning.

[0208] The gene encoding N-deoxyribosyltransferase from
Lactococcus lactis subsp. lactis (in GenBank accession num-
ber AE006284) was amplified by polymer chain reaction
(PCR) from Lactococcus lactis subsp. lactis genomic DNA.
The gene was cloned into the polylinker region of the expres-
sion vectors: pET22 b(+), using the restriction sites Ndel and
EcoRI

[0209] The primers used were designed with proper modi-
fications at 5'-ends (see sequences):

Llac fw:
(SEQ. ID No. 17)
5'-GCCATATGAACAAGTTGTTTAATCAAG-3/

Llac xv:
(SEQ. ID No. 18]
5’ -GCGAATTCTACTGGTATTTTCCACTATA-3
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[0210] The corresponding gene for nucleoside 2-deoxyri-
bosyltransferase (NDT) sequence was amplified by PCR,
using the Platinum Taq enzyme (Invitrogen), with the corre-
sponding forward and reverse oligonucleotides (SEQ. ID.
No. 17 and No. 18). The amplified 0.5-kb product was
inserted into a pGEM-T vector. The cloned region was com-
pletely sequenced and it was found to be the same as the data
bank sequence. The insert DNA was digested with Ndel and
EcoRI and then ligated into an expression vector of pET-22b
(+) digested with the same restriction enzyme.

[0211] The ligation product was transformed into chemi-
cally competent E. coli DH5a cells. Positive plasmids were
selected and subsequently transformed into BL21(DE3)
chemically competent cells.

[0212] Expressionand Purification of NDT from Lactococ-
cus lactis Subsp. lactis

[0213]  E. coli strain bearing the recombinant plasmid were
grown aerobically in LB medium supplemented with ampi-
cillin (100 pg ml=") until ODyy, ,.,, of 0.5 was reached. Over-
expression of the protein was achieved by inducing the E. coli
culture with 0.5 mM isopropyl-1-thio-f-D-galactopyrano-
side (IPTG) at 30° C. for 4 h. The bacterial cells were har-
vested by centrifugation at 4° C. at 4,000xg for 20 minutes.
Harvested cells were resuspended in 20 ml of Phosphate
Buffered Saline (PBS Buffer) for cells collected from one
liter cell culture. The cell suspensions were lysed using soni-
cation (Branson Sonifier 450). Cell lysate (supernatant) was
obtained by centrifugation at 13000xg for 45 min.

Example 3

Cloning and Expression of a Nucleoside
2-Deoxyribosyltransferase Homologue Enzyme from
T. pendens

[0214] Construction and Transformation of the Escherichia
coli NDT

[0215] Cloning

[0216] The sequence (SEQ ID No. 5) was retrieved from
GenBank (complement strain) and it comes from 7hermofi-
lum pendens Hrk 5 chromosome. The Tpen_0017 gene locus
(NC_008698, Version: NC_008698.1, Region: 14900 . . .
15331) was amplified by polymer chain reaction (PCR) from
Thermofilum pendens Hrk 5 (DSM 2475) genomic DNA.
Full-length 0017 gene was cloned without tags and optionally
was cloned as either a C-His6-tagged and N-terminal His6-
tagged fusion protein.

[0217] The gene was cloned into the polylinker region of
the expression vectors: pET102/D-TOPO or pET22 b(+),
using the restriction sites Ndel and EcoR1 or Ndel and Xhol.
[0218] The primers used were designed with properly
modifications at 5'-ends (see sequences):

Tpen_0017_For :
(SEQ. ID No. 7)
5'-catatgaaggtctacctggeg-3'

Tpen_0017_4Rev:
(SEQ. 1D No. 8)
5'-gaattatgcatgtcaacgctace-3"'

Tpen_0017_For:
(SEQ. ID No. 9)
5'-caccatgaaggtctacctggegg-3'
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-continued
Tpen_0017_RevI:
(SEQ. ID No. 10)
5'-tcattgcatgtcaacgctacc-3

Tpen_0017_RevII:
(SEQ. ID No. 11)
5'-ttgcatgtcaacgctacetg-3

Tpen_0017_Rev:
(SEQ. ID No. 12)
5'-ctcgagtcattgcatgtcaacg-3"'

Tpen_0017_2Rev:
(SEQ. ID No. 13)
5'-ctcgagttgcatgtcaacgtca-3"'

Tpen_0017_3Rev:
(SEQ. ID No. 14]
5'-gaattctcattgcatgtcaacgte-3"

Tpen_0017_4Rev:
(SEQ. ID No. 15)
5'-gaattatgcatgtcaacgtcacc-3'

Tpen_0017_SRev:
(SEQ. ID No. 16)
5'-ggaattccgettgeatgtcaacgetace-3"

[0219] The forward primer was designed in order to adapt
the start signal to the E. coli usage (GTG to ATG). The
corresponding gene for Tpen_0017 sequence was amplified
by PCR, using the Platinum Taq enzyme (Invitrogen), with
the corresponding forward and reverse oligonucleotides
(SEQ.ID. From No. 7to No. 16). The amplified fragment was
subcloned in pGEM-T Easy and then digested and cloned into
the polylinker region of the pET22 b(+) vector which carries
the ampicillin resistance gene. The cloned region was com-
pletely sequenced and it was found to be the same to the data
bank sequence. The ligation product was transformed into
chemically competent cells E. coli TOP 10 cells (Invitrogen).
Positive plasmids were selected and subsequently trans-
formed into BL21(DE3) chemically competent cells.

[0220] Expression and Purification of ND1 from 1. pen-
dens

[0221] E. coli strain bearing the recombinant plasmid was
grown in LB medium supplemented with ampicillin (100 ug
ml™")until OD 4, nm 0f0.5-0.8 was reached. Overexpression
of the protein was achieved by inducing the £. coli culture
with 1 mM isopropyl-1-thio-p-D-galactopyranoside (IPTG)
at 37° C. for 4 h. The bacterial cells were harvested by cen-
trifugation at4 OC at 4,000xg for 20 minutes. Harvested cells
were resuspended in 20 mL of Phosphate Buffered Saline
(PBS Buffer) for cells collected from one liter cell culture.
The cell suspension was lysed using sonication (Branson
Sonifier 450). Cell lysate (supernatant) was obtained by cen-
trifugation at 13000xg for 20 min. Extracts (supernatants)
were stored at —=80° C.

Example 4

N-Deoxyribosyltransferase Assays

[0222] The activity assay was performed at 40° C., in 50
mM MES (morpholineethanesulfonic acid) buffer (pH 6.5).
Under these conditions, a solution of 10 mM adenine and 10
mM 2'-deoxyuridine was incubated during 10 min. Then, the
enzyme was added (2.04 pg of purified enzyme or 30 pl of cell
extract) up to a final volume of 240 pl, and the reaction was
left to proceed during 5 min. The reaction was quenched
through the addition of 240 pL. of cold MeOH in an ice bath,
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and further heated at 95° C. for 5 min. Sample was centri-
fuged at 9700 rpm for 2 min, and the supernatant was diluted
V2 with water. The diluted aliquot was filtered through 0.45
um hydrophilic filter and then through a 10 KDa Ultrafiltra-
tion membrane. The sample was analyzed using a high per-
formance liquid chromatograph (HPLC) with Tracer Excel
C18 (Teknokroma, 5 um, 25x0.46 cm) at 40° C.. under
MeOH/H,O gradient elution conditions, 1 ml/min flow.
Detection was performed at least at 254 nm.

[0223] The quantification was performed through calcula-
tions on the released base, according to a standard solution of
2'-deoxyadenosine eluted in the same conditions. The enzy-
matic activity is expressed as, either:
[0224] (1) Specific activity (Sp act) as units-mg protein™"
(umoles of 2'-deoxyadenosine-min~"-mg™")
[0225] (2) Enzymatic activity as units'ml™" (umoles of
2"-deoxyadenosine-min™"'ml™")
wherein one unit of enzyme activity was defined as the
amount of enzyme required to produce 1 umol of product per
min under standard conditions described herein.

Example 5

Clofarabine Production in Aqueous Media Using
NDT Enzyme at 4.5 U/umol ,, .-

10226] A suspension of 20 mM 2-chloroadenine (0.142 g,
0.84 mmol) and 20 mM 2'-fluoro-arabinofuranosyl-2'-deox-
yuridine (araF) (0.206 g, 0.84 mmol) in aqueous buffer at pH
6.5 (42 ml) was thermostated at 50° C. during 30 min. Then,
NDT enzyme (SEQ ID NO: 2) was added (4.5 U/umol,, -
0.422 mg/ml) dropwise and the reaction was stirred at 50° C.
during at least 10 days at the same conditions. Then, the
suspension was hot filtered. and the solid was washed and
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Example 8

Clofarabine Production in Aqueous Buffer

Containing Organic Solvent Using NDT Enzyme at

0.9 U/umol,,,. -
[0228] A suspension of 20 mM 2-chloroadenine (10.3 mg,
0.06 mmol) and 20 mM 2'-fluoro-arabinofuranosyl-2'-deox-
yuridine (aral’) (14.8 mg, 0.06 mmol) in a mixture of aqueous
buffer at pH 6.5 and 5% THF (reaction volume 3 ml) was
thermostated at 50° C. during 30 min. Then, NDT enzyme
(SEQ ID NO: 2) was added (0.9 U/umol, . 0.088 mg/ml)
dropwise and the reaction was stirred at 50° C. during at least
5 days at the same conditions. Then, the suspension was hot
filtered, and the solid was washed and dried. The aqueous
filtrate was partially concentrated, cooled down and filtered.
Therecovered solid was allowed to partially precipitate under
basic pH conditions and concentration. Once filtered and
washed, the solid may be optionally crystallized or recrystal-
lized using a suitable solvent, such as a polar protic or polar
aprotic solvent, in combination with water or a suitable apolar
solvent.

Example 9

Clofarabine Production in Aqueous Media Using
NDT Enzyme at 0.9 U/umol,, .,

[0229] A suspension of 100 mM 2-chloroadenine (0.712 g,
4.2 mmol) and 100 mM 2'-fluoro-arabinofuranosyl-2'-deox-
yuridine (araF) (1.034 g, 4.2 mmol) in aqueous buffer at pH
6.5 (42 ml) was thermostated at 50° C. during 30 min. Then,
NDT enzyme (SEQ ID NO: 2) was added (0.9 U/umol,,, .,
0.422 mg/ml) dropwise and the reaction was stirred at 50° C.
during at least 10 days at the same conditions. Then, the

ion was hot filtered, and the solid was washed and

dried. The aqueous filtrate was partially c d, cooled
down and filtered. The recovered solid was allowed (o par-
tially precipitate under basic pH conditions and concentra-
tion. Once filtered and washed. the solid may be optionally
crystallized or recrystallized using a suitable solvent, such as
a polar protic or polar aprotic solvent. in combination with
walter or a suitable apolar solvent.

Example 6

Clofarabine Production in Aqueous Media Using
NDT Enzyme at 1.78 U/umol,,,

[0227] A suspension of 50 mM 2-chloroadenine (0.356 g,
2.1 mmol) and 50 mM 2'-fluoro-arabinofuranosyl-2'-deox-
yuridine (araF) (0.517 g, 2.1 mmol) in aqueous buffer at pH
6.5 (42 ml) was thermostated at 50° C. during 30 min. Then,
NDT enzyme (SEQ ID NO: 2) was added (1.78 U/umol,,, -,
0.422 mg/ml) dropwise and the reaction was stirred at 50° C.
during at least 10 days at the same conditions. Then, the
suspension was hot filtered, and the solid was washed and
dried. The aqueous filtrate was partially concentrated, cooled
down and filtered. The recovered solid was allowed to par-
tially precipitate under basic pH conditions and concentra-
tion. Once filtered and washed, the solid may be optionally
crystallized or recrystallized using a suitable solvent, such as
a polar protic or polar aprotic solvent, in combination with
water or a suitable apolar solvent.

dried. The aqueous filtrate was partially concentrated, cooled
down and filtered. The recovered solid was allowed to par-
tially precipitate under basic pH conditions and concentra-
tion. Once filtered and washed, the solid may be optionally
crystallized or recrystallized using a suitable solvent, such as
a polar protic or polar aprotic solvent, in combination with
water or a suitable apolar solvent.

Example 10

Clofarabine Production Using NDT Enzyme at 12.8
U/umol,,, .-

[0230] A suspension of 10 mM 2-chloroadenine (3.47 g,
20.1 mmol) and 10 mM 2'-fluoro-arabinofuranosyl-2'-deox-
yuridine (araF) (5.0 g, 20.1 mmol) inaqueous bufferat pH 6.5
(2 L) was thermostated at 50° C. during 30 min. Then, NDT
enzyme (SEQ ID NO: 2) was added (12.8 U/umol,,,,, ., 0.642
mg/ml) dropwise and the reaction was stirred at 50° C. during
at least 3 days at the same conditions. Then, the suspension
was hot filtered, and the solid was washed and dried. The
aqueous filtrate was partially concentrated, cooled down and
filtered. The recovered solid was allowed to partially precipi-
tate and concentrate. Once filtered and washed, the solid was
crystallized using a suitable solvent, such as a polar protic or
polar aprotic solvent, in combination with water or a suitable
apolar solvent.
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Example 11

Clofarabine Production Using NDT Enzyme at 1.2
Ulumol,, ;-

[0231] A suspension of 50 mM 2-chloroadenine (3.03 g,
17.9 mmol) and 50 mM 2'-fluoro-arabinofuranosyl-2'-deox-
yuridine (araF) (4.4 g,17.9 mmol) in aqueous buffer at pH 6.5
(0.35 L) was thermostated at 50° C. during 30 min. Then,
NDT enzyme (SEQ 1D NO: 2) was added (1.2 U/umol,,,.-,
0.37 mg/ml) dropwisc and the reaction was stirred at 50° C.
during at least 4 days at the same conditions. Then, the sus-
pension was hot filtered, and the solid was washed and dried.
The aqueous filtrate was partially concentrated, cooled down
and filtered. The recovered solid was allowed to partially
precipitate and concentrate. Once filtered and washed, the
solid was crystallized using a suitable solvent, such as a polar
protic or polar aprotic solvent, in combination with water or a
suitable apolar solvent.

Example 12

Clofarabine Production Using ND'I' Enzyme at 9
Ufumol,,. -

[0232] A suspension of 10 mM 2-chloroadenine (0.06 g.
0.35 mmol) and 10 mM 2'-fluoro-arabinofuranosyl-2'-deox-
yuridine (araF) (0.09 g, 0.35 mmol) in aqueous buffer at pH
6.5 (42 ml) was thermostated at 50° C. during 30 min. Then,
NDT enzyme (SEQ ID NO: 2) was added (9 U/umol,,, )
dropwise and the reaction was stirred at 50° C. during at least
1 days at the same conditions. Then, the suspension was hot
filtered, and the solid was washed and dried. The aqueous
filtrate was partially concentrated, cooled down and filtered.
‘T'he recovered solid was allowed to partially precipitate and
concentrate. Once filtered and washed, the solid was crystal-
lized using a suitable solvent, such as a polar protic or polar
aprotic solvent, in combination with water or a suitable apolar
solvent.

Example 13

Clofarabine production using NDT enzyme at 1.1
U/umol,, ;-

[0233] A ion of 5 mM 2-chloroadenine and 5 mM
2'-fluoro-arabinofuranosyl-2'-deoxyuridine (araF) in ammo-
nium containing aqueous Tris-HC1 buffer was thermostated at
25° C. during 25 min. Then, NDT enzyme (SEQ ID NO: 4)
was added (1.1 U/umol,,-) dropwise and the reaction was
stirred at 25° C. during at least 4 days at the same conditions.
Then, the suspension was hot filtered, and the solid was
washed and dried. The aqueous filtrate was partially concen-
trated, cooled down and filtered. The recovered solid was
allowed to partially precipitate and concentrate. Once filtered
and washed, the solid was crystallized using a suitable sol-
vent, such as a polar protic or polar aprotic solvent, in com-
bination with water or a suitable apolar solvent.

Example 14

Production of Zidovudine Intermediate Using NDT
Enzyme at 0.06 U/umol,

aral”

[0234] A suspension of 1 mM thymine and 1 mM 3'-amino-
2'3'-dideoxyadenosine in aqueous 50 mM MES buffer was
thermostated at 50° C. during 20 min. Then, NDT enzyme
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(SEQIDNO: 2) was added (0.06 mg/pmol,,,,..) dropwise and
the reaction was stirred at 50° C. during at least 1 day under
the same conditions. Then, the suspension was hot filtered,
and the solid was washed and dried. The aqueous filtrate was
partially concentrated, cooled down and filtered. The recov-
ered solid was allowed to partially precipitate and concen-
trate. Once filtered and washed, the solid was crystallized
using a suitable solvent. such as a polar protic or polar aprotic
solvent, in combination with water or a suitable apolar sol-
vent.

Example 15

Production of Zidovudine Intermediate Using NDT
Enzyme at 0.14 U/umol,,, .- and 60 mM Thymine

[0235] A suspension of 60 mM thymine and 60 mM
3'-amino-2',3'-dideoxyadenosine in aqueous 50 mM MES
buffer was thermostated at 50° C. during 20 min. Then, NDT
enzyme (SEQ ID NO: 2) was added (0.14 mg/umol,,..)
dropwise and the reaction was stirred at 50° C. during at least
1 day under the same conditions. Then, the suspension was
hot filtered, and the solid was washed and dried. The aqueous
filtrate was partially concentrated, cooled down and filtered.
The recovered solid was allowed to partially precipitate and
concentrate. Once filtered and washed. the solid was crystal-
lized using a suitable solvent, such as a polar protic or polar
aprotic solvent, in combination with water or a suitable apolar
solvent.

Example 16

Production of Zidovudine Intermediate Using NDT
Enzyme at 0.07 U/umol,,., .

[0236] A suspension of 100 mM thymine and 100 mM
3'-amino-2',3'-dideoxyadenosine in aqueous 50 mM MES
buffer was thermostated at 50° C. during 20 min. Then, NDT
enzyme (SEQ ID NO: 2) was added (0.07 mg/umol,,...)
dropwise and the reaction was stirred at 50° C. during at least
1 day under the same conditions. Then, the suspension was
hot filtered, and the solid was washed and dried. The aqueous
filtrate was partially concentrated, cooled down and filtered.
The recovered solid was allowed to partially precipitate and
concentrate. Once filtered and washed. the solid was crystal-
lized using a suitable solvent, such as a polar protic or polar
aprotic solvent, in combination with water or a suitable apolar
solvent.

Example 17

Production of Zidovudine Intermediate Using NDT
Enzyme at 0.14 U/pmol,,, - and 80 mM thymine

[0237] A suspension of 80 mM thymine and 80 mM
3'-amino-2'3'-dideoxyadenosine in aqueous 50 mM MES
buffer was thermostated at 50° C. during 20 min. Then, NDT
enzyme (SEQ ID NO: 2) was added (0.14 mg/umol,,_..)
dropwise and the reaction was stirred at 50° C. during at least
1 day under the same conditions. Then, the suspension was
hot filtered, and the solid was washed and dried. The aqueous
filtrate was partially concentrated, cooled down and filtered.
The recovered solid was allowed to partially precipitate and
concentrate. Once filtered and washed. the solid was crystal-

181



US 2016/0076070 Al

Mar. 17, 2016

17

lized using a suitable solvent, such as a polar protic or polar
aprotic solvent, in combination with water or a suitable apolar
solvent.

Example 18

Cytarabine Production Using NDT Enzyme at 0.085
Ulpmol,,,-

[0238] A suspension of 1 mM cytosine and 1 mM 1-(B-D-
arabinofuranosyl)uracil in aqueous 50 mM MES buffer was

thermostated at 50° C. during 30 min. Then, NDT enzyme
(SEQ ID NO: 2) was added (0.085 mg/ml) dropwisc and the
reaction was stirred at 50° C. during at least 1 day under the
same conditions. Then, the suspension was hot filtered, and
the solid was washed and dried. The aqueous filtrate was
partially concentrated, cooled down and filtered. The recov-
ered solid was allowed to partially precipitate and concen-
trate. Once filtered and washed, the solid was crystallized
using a suitable solvent. such as a polar protic or polar aprotic
solvent, in combination with water or a suitable apolar sol-
vent.

SEQUENCE LISTING

<160> NUMBER OF SEQ ID NOS: 20

<210> SEQ ID NO 1

<211> LENGTH: 474

<212> TYPE: DNA

<213> ORGANISM: Lactobacillus delbrueckii

<400> SEQUENCE: 1

atgccaaaaa agacgatcta ctteggtgec ggetggttca ctgaccgeca aaacaaagec 60
t agc cct ttgacctgga aaacagctac 120
gttccectgg acaaccagta caagggtatc cgggttgatg aacacccgga atacctgeat 180
gacaaggttt gggctacgge cacctacaac aacgacttga acgggatcaa gaccaacgac 240

atcatgctgg gtgtctacat ccctgacgaa gaagacgtcg gectgggeat ggaactgggt 300

tacgccttga gccaaggcaa gtacgtcctt ttggtcatce cggacgaaga ctacggcaag 360
g g tga tcaagatgag ccagctgaag 420
gacttcaact gcg gac ttct ta ctaa 474

<210> SEQ ID NO 2

<211> LENGTH: 157

<212> TYPE: PRT

<213> ORGANISM: Lactobacillus delbrueckii

<400> SEQUENCE: 2

Met Pro Lys Lys Thr Ile Tyr Phe Gly Ala Gly Trp Phe
1 5 10

Gln Asn Lys Ala Tyr Lys Glu Ala Met Glu Ala Leu Lys
20 25

Thr Ile Asp Leu Glu Asn Ser Tyr Val Pro Leu Asp Asn
35 40 45

Gly Tle Arg Val Asp Glu His Pro Glu Tyr Leu His Asp
50 55 60

Ala Thr Ala Thr Tyr Acn Acn Acp Leu Aon Gly Ile Lyo
65 70 75

Ile Met Leu Gly Val Tyr Ile Pro Asp Glu Glu Asp Val
85 90

Met Glu Leu Gly Tyr Ala Leu Ser Gln Gly Lys Tyr Val
100 105

Ile Pro Acp Glu Asp Tyr Gly Lys Pro Ile Acn Leu Met
115 120 125

Val Ser Asp Asn Val Ile Lys Met Ser Gln Leu Lys Asp
130 135 140

Thr Asp Arg
15

Glu Asn Pro
30

Lys Val Trp

Thr Acn Acp
80

Gly Leu Gly
95

Leu Leu Val
110

Ser Trp Gly

Phe Asn Phe
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Asn Lys Pro Arg Phe Asp Phe Tyr Glu Gly Ala Val Tyr
145 150 155
<210> SEQ ID NO 3
<211> LENGTH: 480
<212> TYPE: DNA
<213> ORGANISM: Lactobacillus lactis subsp. lactis
<400> SEQUENCE: 3
ttgaacaagt tgtttaatca agcagttaac gtttaccttg ccgcaccatt ttttagtgaa 60
agtcaaataa aaaaagttga acttttagaa aatgcacttt caaaaaataa aacagtagca 120
aactttttta g g tgaatctt t ga agt 180
tte tg gaa t aaataaagca 240
gatatcatcg ttgcaattgt tgatttcgat catcaagata ctgattctgg aacagettgg 300
gagcttgget acgecatcge tttagaaaaa ccaacctate ttattcgttt tgaagatact 360
attccagcaa atataatget cactgagega aatagagett tcttcaccca gattgaacaa 420
gttgaagaat atgatttttt agagtctaaa ctaatcccat atagtggaaa ataccagtag 480
<210> SEQ ID NO 4
<211> LENGTH: 159
<212> TYPE: PRT
<213> ORGANISM: Lactobacillus lactis subsp. lactis
<400> SEQUENCE: 4
Met Asn Lys Leu Phe Asn Gln Ala Val Asn Val Tyr Leu Ala Ala Pro
1 5 10 15
Phe Phe Ser Glu Ser Cln Ile Lye Lys Val Glu Leu Leu Glu Acn Ala
20 25 30

Leu Ser Lys Asn Lys Thr Val Ala Asn Phe Phe Ser Pro Met Arg Cys

35 40 45
Gln His Pro Glu Ser Leu Pro Gln Glu Val Glu Ala Phe Thr Pro Glu

50 55 60
Trp Ala Lys Ala Thr Met Glu Asn Asp Val Asn Glu Val Asn Lys Ala
65 b 75 80
Asp Ile Ile Val Ala Ile Val Asp Phe Asp His Gln Asp Thr Asp Ser
85 90 95
Gly Thr Ala Trp Glu Leu Gly Tyr Ala Ile Rla Leu Glu Lys Pro Thr
100 105 110

Tyr Leu Ile Arg Phe Glu Asp Thr Ile Pro Rla Asn Ile Met Leu Thr

115 120 125
Glu Arg Asn Arg Ala Phe Phe Thr Gln Ile Glu Gln Val Glu Glu Tyr

130 135 140

Asp Phe Leu Glu Ser Lys Leu Ile Pro Tyr Ser Gly Lys Tyr Gln
145 150 155
<210> SEQ ID NO 5
<211> LENGTH: 432
<212> TYPE: DNA
<213> ORGANISM: Thermofilum pendens Hrk S
<400> SEQUENCE: 5
gtgaaggtct acctggegge tccgatgagg ggtgacegta gegegetgge aaacgtgaag 60
aagetgttge aagccctgga ggagaggggg tacgtegtgt tgacgaagea cgtageggac 120
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gacgtgceteg acgtggagaa gggtatgacg cctagagagg tcttcgagag ggatataagg 180

ttgctggaag aggcggacgt cctggtggeg gaggtategt acccgagect cggegtggge 240

ttegagatag cgtactttct getgaggggg aagecggtga tagecctgge cttgegegag 300

aggctggaat cggtatccge gatgataagg ggtataacgt gggagaactt caggotggta 360

gcctac

tcgg acgtcgacga ggcaatagaa aaattagaca gcatgttgec aggtagegtt 420

gacatgcaat ga 432

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

SEQ ID NO &

LENGTH: 143

TYPE: PRT

ORGANISM: Thermofilum pendens Hrk S

SEQUENCE: &

Met Lys Val Tyr Leu Ala Ala Pro Met Arg Gly Asp Arg Ser Ala Leu

sk

Ala Asi

5 10 15

n Val Lys Lys Leu Leu Gln Ala Leu Glu Glu Arg Gly Tyr Val
20 25 30

Val Leu Thr Lys His Val Ala Asp Asp Val Leu Asp Val Glu Lys Gly

35 40 45

Met Thr Pro Arg Glu Val Phe Glu Arg Asp Ile Arg Leu Leu Glu Glu

50

Ala As]

Phe G

55 60

p Val Leu Val Ala Glu Val Ser Tyr Pro Ser Leu Gly Val Gly
70 75 80

u Ile Ala Tyr Phe Leu Leu Arg Gly Lys Pro Val Ile Ala Leu
85 90 95

Ala Leu Arg Glu Arg Leu Glu Ser Val Ser Ala Met Ile Arg Gly Ile

Thr Tz

Ile Gl
13

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

<400>

100 105 110

p Glu Asn Phe Arg Leu Val Ala Tyr Ser Asp Val Asp Glu Ala
115 120 125

u Lys Leu Asp Ser Met Leu Pro Gly Ser Val Asp Met Gln
0 135 140

SEQ ID NO 7

LENGTH: 21

TYPE: DNA

ORGANISM: Artificial Sequence

FEATURE:

OTHER INFORMATION: Synthetic Construct

SEQUENCE: 7

catatgaagg tctacctgge g 21

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

<400>

gaatte

<210>

<211>
<212>

SEQ ID NO 8

LENGTH: 24

TYPE: DNA

ORGANISM: Artificial Sequence

FEATURE:

OTHER INFORMATION: Synthetic Construct

SEQUENCE: 8
ttge atgtcaacge tacc 24
SEQ ID NO 9

LENGTH: 23
TYPE: DNA
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<213> ORGANISM: Artificial Sequence
<220> FEATURE:
<223> OTHER INFORMATION: Synthetic Construct

<400> SEQUENCE: 9

caccatgaag gtctacctgg cgg

<210> SEQ ID NO 10

<211> LENGTH: 21

<212> TYPE: DNA

<213> ORGANISM: Artificial Sequence

<220> FEATURE:

<223> OTHER INFORMATION: Synthetic Construct

<400> SEQUENCE: 10

tcattgcatg tcaacgctac c

<210> SEQ ID NO 11

<211> LENGTH: 20

<212> TYPE: DNA

<213> ORGANISM: Artificial Sequence

<220> FEATURE:

<223> OTHER INFORMATION: Synthetic Construct

<400> SEQUENCE: 11

ttgcatgtca acgctaccty

<210> SEQ ID NO 12

<211> LENGTH: 22

<212> TYPE: DNA

<213> ORGANISM: Artificial Sequence

<220> FEATURE:

<223> OTHER INFORMATION: Synthetic Construct

<400> SEQUENCE: 12

ctcgagtcat tgcatgtcaa cg

<210> SEQ ID NO 13

<211> LENGTH: 22

<212> TYPE: DNA

<213> ORGANISM: Artificial Sequence

<220> FEATURE:

<223> OTHER INFORMATION: Synthetic Construct

<400> SEQUENCE: 13

ctcgagttge atgtcaacgt ca

<210> SEQ ID NO 14

«211> LENGTH: 24

<212> TYPE: DNA

<213> ORGANISM: Artificial Sequence

<220> FEATURE:

<223> OTHER INFORMATION: Synthetic Construct

<400> SEQUENCE: 14

gaattctcat tgcatgtcaa cgtc

<210> SEQ ID NO 15

<211> LENGTH: 24

<212> TYPE: DNA

<213> ORGANISM: Artificial Sequence

<220> FEATURE:

<223> OTHER INFORMATION: Synthetic Construct

23

21

20

22
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<400>

SEQUENCE: 15

gaattcttge atgtcaacgt cacc

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

<400>

SEQ ID NO 16

LENGTH: 28

TYPE: DNA

ORGANISM: Artificial Sequence

FEATURE:

OTHER INFORMATION: Synthetic Construct

SEQUENCE: 16

ggaattccge ttgeatgtca acgetace

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

<400>

SEQ ID NO 17

LENGTH: 27

TYPE: DNA

ORGANISM: Artificial Sequence
FEATURE:

OTHER INFORMATION: Synthetic Construct

SEQUENCE: 17

gccatatgaa caagttgttt aatcaag

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

<400>

SEQ ID NO 18

LENGTH: 28

TYPE: DNA

ORGANISM: Artificial Sequence

FEATURE:

OTHER INFORMATION: Synthetic Construct

SEQUENCE: 18

gcgaattcta ctggtatttt ccactata

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

<400>

SEQ ID NO 19

LENGTH: 27

TYPE: DNA

ORGANISM: Artificial Sequence

FEATURE:

OTHER INFORMATION: Synthetic Construct

SEQUENCE: 19

catatgccaa aaaagacgat ctactte

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

<400>

SEQ ID NO 20

LENGTH: 21

TYPE: DNA

ORGANISM: Artificial Sequence

FEATURE:

OTHER INFORMATION: Synthetic Construct

SEQUENCE: 20

gtcgacttag tatacggcac ¢

24

28

27

21
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1. A biocatalytic process for producing active pharmaceu-
tical ingredients (APIs) or intermediates thereof, being those
APIs or their intermediates, nucleoside analogues (NAs), D
isomers, of formula I

Formula I
RSL 55 54
\k\(/ll\ Base
Z)
Lﬂ RS

wherein,

Z, being O, CH,, S, NH:

Z,(R*)(R*) being O, C(R*?)(R*), S(R*)(R*), S(R*?),
S(R*?), SO, SO,, NR™)(R™), N(R*?), N(R**), inde-
pendently of Z,:

R*! being hydrogen, methyl, OH, ether or ester thereof
selected from:

OM oM )
2 / YN m /
P—OM, P—C —P—OM,
Il || ||
o (6] 6]

being nis 0 or 1 and M is hydrogen or a pharmaceutically
acceptable counter-ion such as sodium, potassium,
ammonium or alkylammonium;

R*? being hydrogen, halogen, preferably I, OI1 or an ether
or ester residue thereof, CN, NH,, SH. C=CH, N;:

R** being hydrogen, in case of NA derived from deoxyri-
boucleosides or being selected from: OH, NH,, halogen
(preferably F). OCH,, when the NA is derived from
ribonucleosides:

R* being hydrogen, OH or an ether or ester residue
thereof, NH, or halogen, preferably F,

providing R*" and R*>* are different when both were ethers
or esters of OH;

R being hydrogen, OH or an ether or ester residue
thereof, NI1, or halogen, preferably I';

Basc bound to the ribose moicty being selected from those
of formula A-H or their tautomers and regioisomers

thereof:
. A
R
=N
N
/4 \ /=
R? N
|
H

-continued
RJ
SN
RS
(]
R T/Ko
i
R-)
N
1
RE )\ T/g )
H
8
R’HC=HC
(]
R N/K()
|
H

R\ N R*
7 N7
/ 1
B 4 J\
/N \N R?
H
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wherein,

R' being hydrogen, methyl, optionally substituted alkyl
chain, halogen, OR'?, NR'R'#, SR'%;

R being hydrogen, methyl, optionally substituted alkyl
chain, halogen, OR"?, NR'*R'%, SR'*;

R* being hydrogen, methyl, optionally substituted alkyl
chain, halogen, OR"*, NR'*R'4, SR'*;

R* being hydrogen, methyl, optionally substituted alkyl
chain, COR'?, CONR'*R'*, CO,R"*, C(S)OR"?, CH,-
heterocyclic ring:

R being hydrogen, methyl, an optionally substituted alkyl
chain, an optionally substituted alkenyl chain, an option-
ally substituted alkynyl chain, halogen, trihaloalkyl,
OR', NR"R'¥, CN, COR'?, CONR"R"*, CO,R",
C(S)OR'™, OCONR'R'*, OCO,R', OC(S)OR™,
NHCONR'“R'%, NHCO,R", NHC(S)OR "3,
SO,NR'R™;

and any optionally substituted heterocycle or optionally
substituted aryl of, independently, R', R* R*, R* or R®,
selected from:

RFTTX X
N XN
X/ K(/
N—N REI
3\ L
N
RE REI.
\\ \\
[ J )
N N
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-continued
B,
IﬁA/j Nl/\N
q
o P
T\ R,
I\
X

wherein

X being O, S, N—R??, Sc; R?! being H. straight or
branched C,_y, alkyl, F, C, Br, I, X—R?, —C=C—
R#2, CO,R*?*; R#? being H, straight or branched C, 5
alkyl, phenyl:

R® being hydrogen, optionally substituted alkyl chain;

R7 being hydrogen, halogen, trihaloalkyl, OR'*, NR**R'%,
CN, COR'?, CONR'?R', CO,R"?, C(S)OR'?,

R® being hydroxyl or amino, OR'?, OSO,R'?, NR'?R'*,
CN, COR'?, CONR'?R'* CO,R"?, C(S)OR'?;

R” being hydrogen, methyl, optionally substituted alkyl
chain, halogen, OR"?, NR'*R'#, COR"?, CONR'*R"?,
CN, CO,R", C(S)OR', OCONR"R', OCO,R",
OCE§)OR‘3. NIICONR'*R'4, NIICO,R'?, NIIC(S)
OR'";

R' and R'" are independently of each other hydrogen,
methyl. optionally substituted alkyl chain;

R'? being hydrogen, methyl. optionally substituted alkyl
chain, halogen, OR', NR"R'¥, CN, COR",
CONR"R'™, CO,R", C(S)OR', OCONR"R'?,
OCO,R"?, OC(S)OR'?, NHCONR"*R'*, NHCO,R"?,
NHC(S)OR'?;

R'"* and R' are independently of each other hydrogen,
substituted or unsubstituted alky! chain, substituted or
unsubstituted alkenyl chain, substituted or unsubstituted
alkynyl chain, substituted or unsubstituted phenyl ring,
substituted or unsubstituted heterocyclic ring:

the process being carried out, preferably, in an one-step/
one-pot reaction, wherein said reaction comprises the
addition, in a suitable reaction aqueous medium and
under suitable reaction conditions, of an enzyme having
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nucleoside deoxyribosyltransferase (NDT) activity,
cither native or recombinant to a mixture of starting
materials comprising at least a nucleoside, D isomer, of
formula II

Formula IT
R“\ 55 pst

21, Base'
Zy
|

RS2 RS

wherein,

Z, being O, CH,. S, NH:

Z,(R%)(R*) being O, C(R*Z)(R*), S(R*)(R™), S(R*?),
S(R*), SO, SO,, N(R*?)(R*®), N(R*?), N(R*), inde-
pendently of Z,

R*! being hydrogen, methyl, OH, ether or ester thereof
selected from:

oM OM oM
” P | H
P—oM, P—C —P—OM,
[| || I
0 0

being nis 0 or 1 and M is hydrogen or a pharmaceutically
acceptable counter-ion such as sodium, potassium,
ammonium or alkylammonium;

R*? being hydrogen. halogen, preferably F, OH or an ether
or ester residue thereof, CN, NH,, SH. C==CH, N,:

R* being hydrogen, in case of NA derived from desoxyri-
bonucleosides or being selected from: OH, NH,, halo-
gen (preferably F'), OCH,, when the NA is derived from
ribonucleosides:

R** being hydrogen, OH or an ether or ester residue
thereof, NH, or halogen. preferably F, providing R®' and
R** are different when both were ethers or esters of OH
residues:

R* heing hydrogen, OH or an ether or ester residue
thercof, NH, or halogen, preferably F:

Base' bound to the ribose moiety, being selected from any
heterocyclic ring

and at least a free nucleobase, to be transferred by the
enzyme having NDT activity, being sclected from those
of formula A-H' or their tautomers and regioisomers
thereof:

-continued

R‘
NH
RS,
(]
RS T/KO
H
RO
\NH
1
RG*T/KO
H
R8
RTHC==HC.
(]
R6 T/KO
H
Ri
RS
(]
RS T/ko
H
RS e
N NH

RE

R,
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B

D
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wherein,

R' being hydrogen, methyl, optionally substituted alkyl
chain, halogen, OR'?, NR'R'#, SR'%;

R being hydrogen, methyl, optionally substituted alkyl
chain, halogen, OR"?, NR'*R'%, SR'*;

R* being hydrogen, methyl, optionally substituted alkyl
chain, halogen, OR"*, NR'*R'4, SR'*;

R* being hydrogen, methyl, optionally substituted alkyl
chain, COR'?, CONR'*R'*, CO,R"*, C(S)OR"?, CH,-
heterocyclic ring:

R being hydrogen, methyl, an optionally substituted alkyl
chain, an optionally substituted alkenyl chain, an option-
ally substituted alkynyl chain, halogen, trihaloalkyl,
OR', NR"R'¥, CN, COR'?, CONR"R"*, CO,R",
C(S)OR'™, OCONR'R'*, OCO,R', OC(S)OR™,
NHCONR'“R'%, NHCO,R", NHC(S)OR "3,
SO,NR'R™;

and any optionally substituted heterocycle or optionally
substituted aryl of, independently, R', R* R*, R* or R®,
selected from:

YA g
A AR
A K

N—N
B1_[f
T\ [\
x7 3 X B
RBI. Rﬁl‘ Bl
Xf )R G
p J )
N N
R?! i
AL NN
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74 % \/\
r\ ) )
Nk
I F

wherein

X being O, S, N—R?? Se; R?' being H, straight or
branched C,_,, alkyl, F, Cl, Br, I, X—R**, —C=C—
R”2, CO,R??; R”? being H. straight or branched C, <
alkyl, phenyl:

R® being hydrogen, optionally substituted alky! chain;

R” being hydrogen, halogen, trihaloalkyl, OR'?, NR'?R'#,
CN, COR'"?, CONR"*R', CO,R"*, C(S)OR"?,

R® being hydroxyl or amino, OR'?, OSO,R'?, NR'*R'*,
CN, COR'?, CONR'?R'*, CO,R"?, C(S)OR';

R” being hydrogen, methyl, optionally substituted alkyl
chain, halogen, OR'?, NR'*R'#, COR'?, CONR'*R'%,
CN, CO,R™, C(S)OR', OCONR"R'™, OCO,R",
OC(S)OR', NHCONR'R'#, NHCO,R'?, NHC(S)
OR';

R'® and R'' are independently of each other hydrogen,
methyl, optionally substituted alkyl chain;

R'2 being hydrogen, methyl, optionally substituted alkyl
chain, halogen, OR', NR"R'¥, CN, COR",
CONR"R™, CO,R', C(S)OR, OCONR“R'™,
OCO,R", OC(S)OR'?, NHCONR'*R'*, NHCO,R"?,
NHC(S)OR'?;

R'? and R' are independently of each other hydrogen,
substituted or unsubstituted alkyl chain, substituted or
unsubstituted alkenyl chain, substituted or unsubstituted
alkynyl chain, substituted or unsubstituted phenyl ring,
substituted or unsubstituted heterocyclic ring.

2. A process according to claim 1, wherein the free nucleo-
base to be transferred by the enzyme having NDT activity is
selected from:
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HN NH,
=N EN -
7~ | iy
N N 0
H

2-chloro-9H-purin-6-amine  4-aminopyrimidin-2(1H)-one

(2-chloroadenine) (cytosine)
(o]
HN )I\O /\/\/
F. | Ny
A
H

pentyl (5-fluoro-2-ox0-1,2-
dihydropyrimidin-4-yl)carbamate

NH, NH,

NIJ\N @
LA o
H H

4-amino-1,3,5-triazin-2(1H)-one ~ 4-aminopyrimidin-2(1H)-cne
(5-azacytosine) (cytosine)

HN

. \} H"C\gJ\NH
4;\;\ 7 | N/Ko

9H-purin-6-amine  5-methylpyrimidine-2.4(1H,3H)-dione

(adenine) (thymine; 5-methyluracil)
[e]
(o] HN Ca1Hyz
Br.
"1 U
\I/Ko
H

(E)-5-(2-bromovinyl)pyrimidine-

2,4(1H,3H)-dione dnh\dmpynrndm

il) 4-yl)d:
N =g
=N =N
N
/)\F / \ /)\.\'H;
N N
N
H
2-fluoro-OH-purin-6 6-methoxy-9H-purin-2-aminc

(2-fluorcadenine)

26
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-commued
F {\
5-fluoropyrimidine- (R)-3,6,7.8-

2,4(1H3H)-dione
(5-fluorouracil)

tetrahydroimidazo
[4,5-d][1,3]diazepin-
8-ol

3. The process according to claim 1 wherein the APIs or
intermediates thereof produced are selected from: Clofara-
bine (Cl-F-araA), Decitabine (aza-dCyd), Cytarabine (ara-
C), Vidarabine, Brivudine, Enocitabine (BH-AC), Zalcitab-
ine (ddC), Cladribine (Cl-dAdo), Fludarabine (F-araA),
Nelerabine (MAY). Zidovudine, Floxuridine (FUDR),
B-Thymidine, idoxuridine (IdU), trifluridine (TFT), acedurid
(EdU), ribavirin, didanosine (ddl) and Pentostatin.
4. The process according to claim 3 wherein the APIs or
intermediates thereof produced are selected from: Clofara-
bine, Cytarabine, Vidarabine, Brivudine, Enocitabine, Zalcit-
abine, Cladribine, Fludarabine, Nclerabine, Zidovudine,
Floxuridine and Pentostatin.
5. The process according to claim 3 wherein the APIs or
intermediates thereof produced are sclected from Clofara-
bine, Cytarabine and Zidovudine.
6. The process according to claim 1 wherein the API, or
intermediates thereof, produced is Clofarabine.
7. The process according to any of claims 1 to 6 wherein the
enzyme having NDT activity is a NDT isolated from Lacto-
bacillus delbrueckii (formerly called Lactobacillus leich-
mannii).
8. The process according to any of claims 1 to 6 wherein the
enzyme having NDT activity is a NDT isolated from Lacto-
coccus lactis.
9. The process according to claim 7 wherein the NDT is
obtained from
a) Lactobacillus delbrueckii (formerly called Lactobacil-
lus leichmannii) nucleotide sequence shown in SEQ 1D
NO. 15 or

b) a nucleotide sequence which is the complement of SEQ
ID. NO:1; or

¢) anucleotide sequence which is degenerate with SEQ ID.
NO:1; or

d) a nucleotide sequence hybridizing under conditions of
high stringency to SEQ ID. NO: 1, to the complement of
SEQ ID. NO:1, orto a hybridization probe derived from
SEQ ID. NO:1., or their complement thereof: or

e) a nucleotide sequence having at least 80% sequence

identity with SEQ ID. NO: 1: or

) a nucleotide sequence having at least 65% sequence

identity with SEQ ID. NO: 1, wherein said sequence
preferably encodes or is complementary (0 a sequence
encoding at least a NDT enzyme or a functional part
thereof:

£) a nucleotide sequence encoding for a polypeptide hav-

ing NDT activity, the amino acid sequence of which is at
least 80% identical to the amino acid sequence shown in
SEQ ID. NO:2.

10. The process according to claim 8 wherein an NDT is

obtained from
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a) Lactococcus lactis nucleotide sequence shown in SEQ
ID NO. 3 or

b) a nucleotide sequence which is the complement of SEQ
ID. NO:3: or

¢) a nucleotide sequence which is degenerate with SEQID.
NO:3; or

d) a nucleotide sequence hybridizing under conditions of
high stringency to SEQ ID. NO:3, to the complement of
SEQ ID. NO:3, or (0 a hybridization probe derived from
SEQ ID. NO:3, or their complement thereof; or

e) a nucleotide sequence having at least 80% sequence
identity with SEQ ID. NO:3; or

f) a nucleotide sequence having at least 65% sequence
identity with SEQ ID. NO:3, wherein said sequence
preferably encodes or is compl y to a seq
encoding at least a NDT enzyme or a functional part
thereof’

2) a nucleotide sequence encoding for a polypeptide hav-
ing NDT activity. the amino acid sequence of which is at
least 80% identical to the amino acid sequence shown in
SEQ ID. NO:4.

11. Use of a recombinant enzyme having nucleoside deox-
yribosyltransferase activity in the production of APIs or inter-
mediates thereof according to the process of any of claims 1
to 10, being those APIs or their intermediates, nucleoside
analogues (NAs) particularly useful as anti-cancer or anti-
viral medicaments, wherein said recombinant enzyme is
characterized by being encoded by a nucleic acid sequence
comprising a sequence selected from: SEQ ID No. 1 or SEQ
1D No. 3:

a) a nucleotide sequence which is the complement of SEQ

ID NO:1 or SEQ. ID NO:3; or

b) a nucleotide sequence which is degenerate with SEQ ID
NO:1 or SEQ. ID NO:3; or

¢) a nucleotide sequence hybridizing under conditions of
high stringency to SEQ ID NO:1 or SEQ. ID NO:3, to
the complements of SEQ ID NO:1 or SEQ. ID NO:3, or
10 a hybridization probe derived [rom SEQ ID NO:1 or
SEQ. ID NO:3, or their complement thereof; or

d) a nucleotide sequence having at least 80% sequence
identity with SEQ ID NO:1 or SEQ. ID NO:3; or

e) a nucleotide sequence having at least 65% sequence
identity with SEQ ID NO:1 or SEQ. ID NO:3, wherein
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said sequence preferably encodes or is complementary
to a sequence encoding at least a NDT enzyme or a
functional part thereof;

) a nucleotide sequence encoding for an amino acid
sequence selected from: SEQ ID NO:2 or SEQ. ID
NO:4.

12. A recombinant expression vector comprising the
sequence encoding a natural or recombinant nucleoside deox-
yribosyltransferase (NDT) operably linked to one or more
control sequences that direct the expression or overexpres-
sion of said deoxyribosyltransferase in a suitable host,
wherein said recombinant expression vector, carries and
expresses or overexpresses a nucleic acid sequence selected
from: SEQ ID No. 1 or SEQ ID No. 3

a) anucleotide sequence which is the complement of SEQ
ID NO:1 or SEQ. ID NO:3; or

b) a nucleotide sequence which is degenerate with SEQ 1D
NO:1 or SEQ. ID NO:3; or

¢) a nucleotide sequence hybridizing under conditions of
high stringency to SEQ ID NO:1 or SEQ. ID NO:3, to
the complements of SEQ ID NO:1 or SEQ. ID NO:3, or
to a hybridization probe derived from SEQ ID NO:1 or
SEQ. ID NO:3, or their complement thereof; or

d) a nucleotide sequence having at least 80% sequence
identity with SEQ ID NO:1 or SEQ. ID NO:3; or

e) a nucleotide sequence having at least 65% sequence
identity with SEQ 1D NO:1 or SEQ. 1D NO:3, wherein
said sequence preferably encodes or is complementary
to a sequence encoding at least a NDT enzyme or a
functional part thereof;

f) a nucleotide sequence encoding for an amino acid
sequence selected from: SEQ ID NO:2 or SEQ. ID
NO:4.

13. Use of a recombinant expression vector, according to
claim 12, for the production of active pharmaceutical ingre-
dients (APIs) or intermediates thereof, being those APIs or
their intermediates, nucleoside analogues (NAs) particularly
useful as anti-cancer or anti-viral medicaments.

14. A host cell comprising the recombinant expression
vector of claim 12.

15. Use of a host cell according to claim 14 for the produc-
tion of recombinant enzymes having NDT activity.
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