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DESCRIPCIÓN

Un proceso para la inmovilización de células en una resina.

Campo de aplicación

La presente invención en general se refiere a un proceso para la inmovilización de células y al uso de una resina
para la inmovilización de células.

Técnica anterior

Desde hace varias décadas1 la inmovilización de células es un técnica bien conocida, usada con el fin de mejorar
procesos de fermentación y biosíntesis. Las técnicas más normalmente usadas para inmovilizar células son aquellas
que implican el establecimiento de enlaces covalentes entre las células y un soporte inorgánico activado, como por
ejemplo sílice silanizado2 o tratado con glutaraldehído e isocianato3, o un entrecruzamiento entre las células mediante
reactivos bi- o polifuncionales, tales como por ejemplo, glutaraldehído4 y diisocianato de tolueno o la captura en
matrices poliméricas, como por ejemplo, agar, alginatos, carragenanos, celulosa y sus derivados, colágeno, gelatina y
poliacrilamida.

Una técnica que se usa menos que las anteriores está representada por la adsorción en soportes tales como tierra
de diatomeas, vidrio, cerámica y materiales plásticos, producida por interacciones electrostáticas (fuerzas de Van der
Waals) entre el soporte y las células.

En 1960-61 se describió un ejemplo5,6 de adsorción de células en una resina de intercambio iónico, y precisamente
la adsorción de células de Escherichia coli en una resina de intercambio aniónico fuerte (Dowex 1), pero después de
eso en la bibliografía solo se citan ejemplos de inmovilización de células realizadas mediante captura, en general sobre
carragenano, alginatos y poliacrilamidas.

Esto es probablemente debido a la escasa estabilidad de las inmovilizaciones obtenidas hasta ahora mediante las
técnicas de adsorción y particularmente de las inmovilizaciones en resinas.

Sería deseable en su lugar hacer disponible un proceso para inmovilizar células de forma permanente en resinas
mediante adsorción, porque de tal manera las células no se someten a choque mecánico ni a degradación química, se
mantienen a sí mismas vitales y mantienen a un nivel máximo su propia capacidad de mantener las enzimas que pro-
ducen en condiciones fisiológicas óptimas y para catalizar consecuentemente reacciones que son útiles para diferentes
vías biosintéticas o de fermentación.

Compendio de la invención

El problema subyacente a la presente invención era el de proporcionar un proceso para inmovilizar células de forma
permanente mediante adsorción a resinas, de tal manera que se puedan usar particularmente para realizar reacciones
catalizadas por las enzimas producidas por las células mismas.

Tal problema se resolvió, según la invención, mediante un proceso para inmovilizar células, que incluye una fase
de adsorción de tales células en un resina en donde dichas células son células de Escherichia coli y dicha resina es la
resina de intercambio aniónico débil, resina Duolite A568® (Rohm & Haas).

En el proceso de inmovilización de células según la presente invención, se usa preferiblemente una relación entre
el peso húmedo de las células (pasta celular) y el peso seco de la resina comprendida entre 0,5:1 y 2:1, ventajosamente
alrededor de 1:1. La pasta celular tiene un contenido de agua comprendido entre el 70 y el 80% peso/peso.

La inmovilización se realiza operando en un medio tamponado acuoso a pH 7,4, preferiblemente usando un tampón
fosfato con una molaridad que varía entre 0,1 M y 1 M, ventajosamente igual a alrededor de 0,5 M.

El tiempo de contacto entre la resina y las células necesario para obtener la inmovilización de las últimas es mayor
de o igual a 24 horas y preferiblemente mayor de o igual a 72 horas.

Mediante el proceso según la presente invención también es posible inmovilizar al mismo tiempo en la resina al
menos dos tipos de células diferentes, que son capaces de producir diferentes enzimas.

En particular, es posible coinmovilizar células de Escherichia coli que producen uridina fosforilasa (UPasa) y
células de Escherichia coli que producen purina nucleósido fosforilasa (PNPasa).

En un aspecto adicional, la presente invención se refiere a un proceso para la producción de nucleósidos, que
comprende la reacción reversible de una pentosa-1-fosfato con una base de purina o pirimidina, en presencia de células
que producen UPasa y/o PNPasa, inmovilizadas por medio del proceso descrito anteriormente, en donde dichas células
son células de la especie de Escherichia coli.
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El término “nucleósidos” se refiere tanto a nucleósidos naturales como modificados, así como los términos “base
de purina” y “base de pirimidina” se refieren tanto a bases naturales como a bases modificadas.

Según una forma de realización adicional, dichas células se coinmovilizan en la resina.

En un aspecto adicional, la presente invención se refiere a un proceso para la transglicosilación de nucleósidos,
que comprende la reacción entre un nucleósido de pirimidina y una base de purina o entre un nucleósido de purina y
una base de pirimidina o entre un nucleósido de pirimidina y una base de pirimidina que es diferente de la presente en
dicho nucleósido de pirimidina o por último entre un nucleósido de purina y una base de purina que es diferente de la
presente en dicho nucleósido de purina, en donde tal reacción se produce en presencia de células que producen UPasa
y de células que producen PNPasa o en presencia de células que producen UPasa y PNPasa, en donde dichas células
que producen UPasa y dichas células que producen PNPasa son células de Escherichia coli y en donde dichas células
se inmovilizan mediante el proceso de inmovilización descrito anteriormente.

El uso de células de Escherichia coli de la cepa DH5alfa transformadas por los vectores plásmidos que tienen las
secuencias descritas en las Seq. Id. No. 1 y 2 es particularmente preferido.

En un aspecto adicional, la presente invención se refiere a un proceso de transglicosilación entre 2’-fluoroadenina
y arabinofuranosil uracilo para dar fludarabina, en donde tal reacción se produce en presencia de células productoras
de UPasa y de células productoras de PNPasa o en presencia de células que producen UPasa y PNPasa, en donde
dichas células productoras de UPasa y dichas células productoras de PNPasa son células de Escherichia coli y en
donde dichas células se inmovilizan mediante el proceso de inmovilización descrito anteriormente.

La utilización de células de Escherichia coli de la cepa DH5alfa transformadas por los vectores plásmidos que
tienen las secuencias descritas en las Seq. Id. No. 1 y 2 es particularmente preferido. Adecuadamente, las células de
Escherichia coli transformadas con los vectores plásmidos de la Seq. Id. No. 1 y con los vectores plásmidos de la Seq.
Id. No. 2 se coinmovilizan en la resina.

Descripción detallada de la invención

El proceso para inmovilizar células según la presente invención se alcanzó durante estudios y experimentos cuyo
fin era mejorar un sistema de biocatalizadores utilizable para la producción, incluso a escala industrial, de nucleósidos
y análogos modificados, particularmente en referencia a fludarabina.

Para este fin, se decidió usar reacciones de bioconversión, usando enzimas procariotas, que son preferibles porque
tienen una especificidad de sustrato más amplia, son fácilmente obtenibles en grandes cantidades de fuentes celulares
y se conocen bien respecto a sus vías metabólicas.

Los sistemas enzimáticos que se pueden usar para la biosíntesis de nucleósidos naturales y/o modificados son
principalmente dos: desoxirribosil transferasas (DRTasas) y nucleósido fosforilasas (NP)7,8.

Las desoxirribosil transferasas tienen la desventaja de ser muy específicas para 2-desoxirribosa y por esta razón
sólo se pueden usar para desoxinucleótidos en posición 2’.

Las nucleósido fosforilasas son enzimas, que están presentes en la mayoría de las bacterias, en levaduras y también
en eucariotas superiores y se dividen en dos clases basadas en su estructura cuaternaria, su plegamiento y la clase de
sustrato sobre el que actúan.

En particular, las enzimas uridina fosforilasa (E.C. 2.4.2.3) y purina nucleósido fosforilasa (E.C. 2.4.2.1) están par-
ticularmente indicadas para realizar reacciones de bioconversión para la producción de moléculas de interés industrial,
en virtud de su gran estabilidad térmica y la posibilidad que tienen de funcionar también a altas concentraciones de
solvente.

De forma diferente a las DRTasas, las fosforilasas procariotas tienen menor especificidad de sustrato respecto al
azúcar y son capaces de reconocer por ejemplo ribosa, desoxirribosa, didesoxirribosa, arabinosa y varias modifica-
ciones en las posiciones 2’, 3’ o 5’. También con respecto a las bases nitrogenadas, las enzimas fosforilasas tienen
baja especificidad de sustrato y también son capaces de reconocer, aparte de bases naturales más o menos modificadas,
otros compuestos heterocíclicos. Sin embargo, un requerimiento fundamental es la presencia de un átomo de nitrógeno
en la posición 1 de pirimidinas y en la posición 9 de purinas, que se une al carbono del azúcar una vez que el fosfato
ha desaparecido9,10.

Las dos enzimas se conocen bien en la bibliografía, tanto en su secuencia de aminoácidos, que está conservada en
diferentes organismos, como desde el punto de vista de la genética molecular. De hecho, se conocen los genes que las
codifican (UdP para uridina fosforilasa y deoD para purina nucleósido fosforilasa) y las secuencias asociadas están
disponibles en las bases de datos apropiadas.
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Ambas enzimas pertenecen a las vías salvajes de nucleósidos y catalizan, en presencia de iones fosfato, la fosforo-
lisis reversible del nucleósido para dar azúcar-1-fosfato y la correspondiente base heterocíclica como se describe en el
siguiente esquema

Es posible transferir el azúcar de un nucleósido de una base de pirimidina a otra, usando uridina fosforilasa, y de
una base de purina a otra usando la purina nucleósido fosforilasa.

Por lo demás, usando ambas fosforilasas, es posible transferir el azúcar de una base de pirimidina a una base de pu-
rina o viceversa. Las constantes de equilibrio de las dos reacciones de fosforolisis en general fomentan la transferencia
del azúcar de una base de pirimidina a una base de purina con altos rendimientos de conversión.

Se describe un esquema de dos reacciones acopladas:

Así se hace disponible un método eficaz para la producción de nucleósidos de purina, que en general son de mayor
valor y un planteamiento más difícil desde el punto de vista químico11,12,13,14.

Esta vía sintética muestra diferentes ventajas comparada con la química, que incluyen la estereoespecificidad
y estereoselectividad (con el rendimiento mayor asegurado), el uso de condiciones de reacción más suaves, en un
medio acuoso con menor impacto medioambiental. Además, no se requieren reacciones largas y caras para proteger y
desproteger grupos lábiles.

Por otra parte, las desventajas son la relativamente baja solubilidad de los sustratos y la baja actividad especí-
fica de las células procariotas. Para obviar al última desventaja, ya se han construido y descrito en la bibliografía
cepas recombinantes capaces de sobreproducir las actividades enzimáticas fosforilasas, también con las dos enzimas
sobreexpresadas en la misma célula15,16.

Ya se han descrito reacciones de transglicosilación (transferencia del azúcar de una base a otra) por medio de bio-
catalizadores. En estas reacciones se usaron células enteras o enzimas más o menos purificadas e inmovilizadas17,18,19.

Cuando se usan células enteras que no están en soporte, no es posible reutilizarlas a menos que se retengan por
medio de membranas de micro- o ultracentrifugación, pero tal método requiere plantas dedicadas y volúmenes de
operación muy grandes, implica problemas de posible precipitación con productos escasamente solubles y puede pro-
ducir fácilmente una lisis celular debido a las presiones de operación. Además la inmovilización de enzimas necesita
procesos largos y caros que implican rotura celular, recuperación de las enzimas y eliminación de los restos celulares,
operaciones que no son fáciles de llevar a cabo a gran escala y que requieren plantas caras y dedicadas.
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El método para inmovilizar células bacterianas descrito en la presente invención permite obtener un biocatalizador
con alta actividad específica, que se puede reutilizar para numerosos ciclos y es capaz de funcionar a altas temperaturas
también en presencia de alta concentración de solvente orgánico.

La extrema simplicidad del método descrito en la presente invención hace el proceso para obtener un biocatalizador
con tales características mucho más rentable, ya que no necesita plantas dedicadas sino sólo herramientas de uso
general, y reduce notablemente los tiempos de preparación y el número de pasos necesarios.

La posibilidad de realizar reacciones de biosíntesis de nucleósidos por medio de células productoras de fosforilasa,
inmovilizadas en una resina, se verificó inicialmente en cepas salvajes de Escherichia coli.

Primero de todo, se verificó la capacidad de tales cepas de catalizar la biosíntesis de nucleósidos como sigue.

Reacción de fludarabina con Escherichia coli de tipo salvaje

A 2940 ml de solución de 2’-fluoroadenina 5 mM; ara-U (arabinofuranosil-uracilo) 7,5 mM; KH2PO4 30 mM a
pH 7,0 en DMSO al 4% y exactamente controlado a 60ºC, se añaden 60 ml de una suspensión celular al 47,5% (peso
húmedo/volumen) de Escherichia coli de tipo salvaje.

Después de 6 días de incubación, la mezcla de reacción se filtra, eliminando así las células. La base fludarabina se
precipita del agua después de la concentración del material filtrado. El rendimiento de bioconversión es alrededor del
68%.

Las células de Escherichia coli se inmovilizaron después como sigue.

1. Inmovilización de Escherichia coli de tipo salvaje

Inicialmente se propuso evaluar la posibilidad de inmovilizar células de Escherichia coli mediante una resina.

Para hacer esto, se dividió una suspensión de pasta celular de Escherichia coli al 10% (peso húmedo/volumen) en
tampón fosfato de potasio 1 M a pH 7,5 en tres alícuotas. La primera alícuota (10 ml) se usa como control mientras
que las otras dos alícuotas (10 ml cada una) se someten respectivamente a 3 y 6 ciclos subsecuentes alternados entre
congelación a -20ºC y descongelación a 50ºC para producir la rotura de la pared celular. Se añade 1 gramo de resina
seca Duolite A568 (Rohm & Haas) a cada alícuota de suspensión celular, y se deja en contacto con agitación rotacional
suave 4 días a temperatura ambiente.

Después de la incubación anterior, la resina se filtra y se lava completamente con agua desionizada hasta que se
obtiene un filtrado perfectamente transparente.

De cada prueba se obtienen alrededor de 2,5 g de resina húmeda. La actividad de la resina inmovilizada se controla
mediante una reacción estándar que requiere el acoplamiento de las dos actividades fosforilasas. La reacción, que em-
pieza de Ara-U y adenina, en presencia de iones fosfato, produce la formación del nuevo nucleósido Ara-A (arabinosa-
adenina), obtenido mediante adición de adenina al azúcar arabinosa y de la base uracilo liberada por la fosforolisis de
Ara-U.

Se añade 1 ml de la siguiente mezcla de reacción ajustada a 60ºC a alícuotas de 100 ó 200 mg de resina húmeda:
Ara-U 5 mM; adenina 5 mM; KH2PO4 30 mM a pH 7,1.

Se realiza la incubación con agitación y las tres reacciones se controlan después del mismo tiempo de incubación
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Las reacciones se controlaron después de 1 día

La suspensión de células sin tratar inesperadamente mostró una actividad definitivamente mayor comparada con
aquellas sometidas a ciclos de congelación descongelación.

Las mismas muestras de resina se sometieron a reacciones posteriores para ver si tenían éxito en mantener las
actividades enzimáticas también en ciclos posteriores.

Las actividades se mantuvieron en todas las pruebas y todas las reacciones; en las mismas condiciones de trabajo,
el control tenía al menos alrededor del doble de actividad.

Después de esto, se verificó la compatibilidad de tales células inmovilizadas con altas concentraciones de solventes
orgánicos en las mezclas de reacción.

2. Reacciones a fludarabina con resina inmovilizada en diferentes solventes

Se usó la resina que tenía las células de Escherichia coli de tipo salvaje descritas anteriormente inmovilizadas
sobre la misma para reacciones para producir fludarabina en presencia de DMSO, DMF y THF.

El THF se elimina inmediatamente ya que la 2’-fluoroadenina es prácticamente insoluble en él, incluso a concen-
traciones muy bajas.

Se añade 1 ml de mezcla de reacción a 60ºC que consiste en: 2-fluoroadenina 4 mM; Ara-U 6 mM; KH2PO4 30
mM; DMSO o DMF al 20%, a 250 mg de resina que contiene las células de E. coli inmovilizadas.
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Se llevan a cabo diferentes reacciones usando la misma resina

La resina mantiene una buena actividad también después de 10 días totales de permanencia en la reacción a 60ºC
con altas concentraciones de ambos solventes.

El nuevo biocatalizador es entonces fácilmente reutilizable para diferentes ciclos de reacción con una pérdida de
actividad muy ligera. Sin embargo, la actividad enzimática específica de las células a ser inmovilizadas no era aún
demasiado alta y no permitía optimizar la reacción, puesto que aún se deben usar concentraciones bajas de sustrato,
con un aumento consiguiente en los volúmenes de reacción.

Se usaron entonces nuevas cepas recombinantes capaces de expresar cantidades considerables de UPasa y PNPasa.

3. Construcción de cepas recombinantes que expresan la enzima UPasa o la encima PNPasa

Se construyeron las cepas recombinantes transformando una cepa huésped de Escherichia coli con un plásmido de
alto número de copia que contenía el gen de interés y un marcador para la selección.

La cepa huésped usada es la cepa DH5alfa, que está fácilmente disponible (GIBCO-BRL) en el mercado y bien
descrita en la bibliografía. Es una cepa derivada de Escherichia coli K12, que se considera de seguridad de clase 1 y,
por tanto, apropiada para un uso industrial.

El gen UdP, que codifica la enzima UPasa, y el gen deoD, que codifica la enzima PNPasa, ya se han descrito en
la bibliografía y sus secuencias se conocen y están disponibles en las bases de datos del EMBL caracterizadas por los
números de acceso, X15679 para UdP y M60917 para deoD.

Los genes se amplificaron mediante PCR (reacción en cadena de la polimerasa), usando cebadores sintéticos ex-
presamente preparados.

Usando las enzimas de restricción adecuadas, KpnI y SalI para UdP y EcoRI y SalI para deoD, los genes se
insertaron en la región poliligadora del plásmido de alto número de copia pUC18, que está bien caracterizado en la
bibliografía y comercialmente disponible.

En ambos plásmidos (el que contenía el gen UdP y el que contenía el gen deoD) se insertó después resistencia
al antibiótico kanamicina, obtenido mediante digestión con la enzima de restricción HindIII del plásmido pBSL14,
comercialmente disponible.
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Por último, en ambos plásmidos (el que contenía el gen UdP y el que contenía el gen deoD) se eliminó la resistencia
a ampicilina mediante deleción, a través de digestión con la enzima AvaII.

Inesperadamente, se encontraron dos sitios reconocidos por la enzima de restricción AvaII con la formación sub-
secuente de 3 fragmentos de plásmido en lugar de los dos esperados, mientras que en la bibliografía sólo se describe
un sitio de restricción para esta enzima.

Los plásmidos finales se obtuvieron recuperando los dos fragmentos más largos y eliminando el fragmento inne-
cesario que se había formado. En la siguiente tabla se describen las características principales de las nuevas cepas
genéticamente modificadas

TABLA

Las secuencias de los plásmidos en la tabla anterior se describen en las listas al final de la descripción y particular-
mente la secuencia del plásmido pUC18 que contiene el gen UdP corresponde a Seq. Id. No. 1 y la secuencia de del
plásmido pUC18 que contiene el gen deoD corresponde a la Seq. Id. No. 2.

Fermentación de las cepas recombinantes que expresan la enzima UPasa o la enzima PNPasa

Las cepas recombinantes denominadas EXP05/03 (que expresa la enzima UPasa) y EXP05/04 (que expresa la
enzima PNPasa) se fermentaron por separado en lotes, usando un fermentador con un volumen útil de 15 litros que
contenía 15 l de medio de cultivo con la siguiente composición (por litro):

3,2 g de K2HPO4

0,6 g de KH2PO4

20 g de soytona;

36 g de extracto de levadura;

1,0 g de MgSO4.7H2O;

0,02 g de kanamicina.

El fermentador se inoculó con alrededor de 150 ml de suspensión bacteriana previamente hecha crecer alrededor
de 24 horas a 37ºC. La fermentación se llevó a cabo usando los siguientes parámetros: temperatura 37ºC, agitación
mecánica a aproximadamente 250 revoluciones/minuto, flujo de aire automáticamente controlado para mantener el
valor de la pO2 al 20% de la concentración de saturación, pH controlado a 7 ± 0,2 mediante la adición de una solución
de amoniaco al 10% o una solución de ácido fosfórico al 20%.

Una vez terminada la fermentación (completada en alrededor de 24 horas) se recogió la pasta celular mediante
centrifugación, se lavó con tampón fosfato de potasio 100 mM a pH 7,0, se recogió de nuevo mediante centrifugación
y se mantuvo como pasta celular húmeda a una temperatura de -20ºC.

4. Actividades enzimáticas de las cepas recombinantes que expresan la enzima UPasa o la enzima PNPasa

Se describen las actividades de las células obtenidas de fermentaciones de 15 litros

8
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Las actividades enzimáticas de las cepas recombinantes se determinan tanto singularmente, mediante reacciones
de fosforolisis de sustratos naturales, como acopladas con una reacción estándar en donde se transfiere un azúcar
de una base de pirimidina a una purina. La reacción usada, que es básicamente una prueba de uso práctico, incluye
la transferencia del azúcar de la base pirimidínica uracilo (Ara-U = azúcar + base) a la base purínica adenina (con
formación de Ara-A). Esta reacción se usa porque es bien conocida y está descrita en la bibliografía y es funcional
desde un punto de vista operativo.

5. Determinación de la actividad enzimática debido a la enzima UPasa

Se añade una cantidad conocida (100 ó 200 microlitros) de una suspensión de células que expresan UPasa, diluidas
1:100 ó 1:1000 como peso húmedo/volumen en tampón fosfato de potasio a pH 7,0-7,2, a 800 microlitros de solución
de uridina 75 mM en tampón fosfato 100 mM a pH 7,0-7,2, preincubado a 30ºC. Exactamente 5 minutos después, la
reacción de fosforolisis se para mediante la adición de 1 ml de HCl 2N. Se analiza una alícuota de la mezcla de reacción
usando un cromatógrafo líquido de alta resolución (HPLC), equipado con una columna Nucleosil 100-5 (Macherey-
Nagel), con un tamaño de 250 x 4,6 mm. La elución se lleva a cabo usando una solución de fosfato monobásico 10
mM - metanol al 6%.

La actividad enzimática de la pasta celular se expresa como unidades/gramo de peso húmedo (micromoles trans-
formados cada minuto por 1 gramo de pasta celular húmeda) y se calcula respecto a una curva patrón construida con
las cantidades de uracilo formadas en las mismas condiciones del ensayo usando cantidades crecientes de la misma
pasta celular.

6. Determinación de la actividad enzimática debido a la enzima PNPasa

Se añade una cantidad conocida (100 ó 200 microlitros) de una suspensión de células que expresan PNPasa,
diluidas 1:100 ó 1:1000 como peso húmedo/volumen en tampón fosfato de potasio a pH 7,0-7,2, a 800 microlitros de
solución de inosina 60 mM en tampón fosfato 100 mM a pH 7,0-7,2, preincubado a 30ºC. Exactamente 10 minutos
después, la reacción de fosforolisis se para mediante la adición de 1 ml de HCl 2N. Se analiza una alícuota de la
mezcla de reacción usando un cromatógrafo líquido de alta resolución (HPLC), equipado con una columna Nucleosil
100-5 (Macherey-Nagel), con un tamaño de 250 x 4,6 mm. La elución se lleva a cabo usando una solución de fosfato
monobásico 10 mM - metanol al 6%.

La actividad enzimática de la pasta celular se expresa como unidades/gramo de peso húmedo (micromoles transfor-
mados cada minuto por 1 gramo de pasta celular húmeda) y se calcula respecto a una curva patrón construida con las
cantidades de hipoxantina formadas en las mismas condiciones del ensayo usando cantidades crecientes de la misma
pasta celular.

7. Determinación de la actividad catalítica de las enzimas UPasa y PNPasa acopladas

Se determina la actividad catalítica de las enzimas UPasa y PNPasa acopladas en la mezcla de las suspensiones
celulares antes de la inmovilización, en las aguas de lavado después de la inmovilización y en el soporte sólido
mediante una reacción de transglicosilación llevada a cabo usando condiciones estandarizadas.

Se añadieron 50-100 microlitros de la mezcla de suspensiones celulares o de las aguas de lavado después de la
inmovilización a 1 ml de mezcla de reacción mientras que se añaden 200 ó 400 mg (peso húmedo) de soporte sólido
que tiene células inmovilizadas en el mismo que contienen la actividad enzimática UPasa y la actividad enzimática
PNPasa a 10 ml de mezcla de reacción.

La reacción se lleva a cabo usando la siguiente solución: arabinofuranosil-uracilo (Ara-U) 40 mM, adenina 40 mM,
fosfato de potasio monobásico 30 mM - pH 7,0-7,2 a una temperatura controlada de 60ºC. Después de 60 minutos a
60ºC, la reacción se para diluyendo la reacción en agua 1:50 y enfriando a 4ºC. Se determina el porcentaje de ade-
nina convertido en arabinofuranosil-adenina (ARA-A) analizando una alícuota de las mezclas de reacción usando un
cromatógrafo líquido de alta resolución (HPLC), equipado con una columna Nucleosil 100-5 (Macherey-Nagel), con
un tamaño de 250 x 4,6 mm, eluyendo con una solución de fosfato monobásico 10 mM - metanol al 6%. La actividad
catalítica de las enzimas UPasa y PNPasa acopladas (actividad catalítica de transglicosilación) se expresa en unida-
des/gramo (micromoles de adenina convertidos cada minuto para formar Ara-A en las condiciones del ensayo/gramo
de peso húmedo de pasta celular) y se calcula con respecto al porcentaje de conversión de adenina.
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8. Prueba de diferentes resinas para la inmovilización de la enzima

Se realizan pruebas de inmovilización con diferentes tiempos de contacto entre la mezcla de las suspensiones
celulares y diferentes tipos de resinas usadas para la inmovilización de las enzimas.

Se usaron las siguientes resinas (Rohm & Haas): Duolite A568; Duolite A7; Amberlite FPA54; Amberlite
FPC3500; Amberlite XAD761; Dowex MWA1, Amberlyst 21; Diaion WA30, Amberlite IRA67.

Se añadieron 10 ml de una mezcla de suspensiones celulares en tampón fosfato de potasio 0,5 M a pH 7,5 con
concentración de actividad enzimática UPasa de alrededor de 67 unidades/ml y actividad enzimática PNPasa de alre-
dedor de 23 unidades/ml a 1 gramo seco de cada resina (2 gramos húmedos para Amberlite IRA67, suministrada de
esta manera). La actividad catalítica de las dos fosforilasas acopladas fue aproximadamente de 2,65 U/ml.

Las mezclas de incubación se dejaron con agitación suave durante alrededor de 72 horas.

Las resinas se filtraron y analizaron usando reacciones estándar (párrafo 7).

Duolite A568 demostró ser la mejor resina con un porcentaje de inmovilización de actividad en la resina superior
al 60% en las condiciones descritas.

9. Coinmovilización de cepas recombinantes que expresan la enzima UPasa y la enzima PNPasa

Se estudiaron después las mejores condiciones para la coinmovilización de células genéticamente modificadas en
un soporte sólido.

9.1. Relación entre las actividades enzimáticas UPásica y PNPásica

La disponibilidad de células que contienen altas cantidades de UPasa y PNPasa permite la modulación de las dos
actividades enzimáticas para optimizar la reacción catalizada mediante el acoplamiento de las dos enzimas.

Se prepararon mezclas de suspensiones celulares de las dos cepas de tal manera que se tuvieran relaciones de
actividad (expresadas en unidades/gramo húmedo) según los párrafos 5 y 6 iguales a:

UP/PNP=0,5; UdP/PNP=1; UdP/PNP=2; UdP/PNP=3; UdP/PNP=6.

Se probó la capacidad de las mezclas de suspensiones de realizar una reacción estándar siendo todas las cantidades
iguales (véanse los párrafos 6 y 7).
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La mejor condición demostró ser esa con una relación UdP/PNP igual a 3, ligeramente superior con respecto a
la relación UdP/PNP igual a 2, que sin embargo se prefiere ya que necesita una cantidad menor de pasta celular con
PNPasa (la enzima PNPasa se expresa en una cantidad menor con respecto a la enzima UPasa).

9.2. Concentración de la actividad enzimática UPasa

Se llevan a cabo pruebas de inmovilización con diferentes concentraciones de UPasa en la mezcla de suspensiones
celulares comprendidas entre 30 y 150 U/ml de suspensión (en las condiciones de la prueba descrita en el ejemplo
5). La mejor condición respecto a la actividad del soporte inmovilizado y la actividad perdida en el lavado es esa con
alrededor de 75 U/ml de suspensión.

9.3. Concentración de la actividad enzimática PNPasa

Se llevan a cabo pruebas de inmovilización con diferentes concentraciones de PNPasa en la mezcla de suspensiones
celulares comprendidas entre 15 y 75 U/ml de suspensión (en las condiciones de la prueba descrita en el ejemplo 6).
La mejor condición respecto a la actividad del soporte inmovilizado y la actividad perdida en el lavado es esa con
alrededor de 25 U/ml de suspensión.

9.4. Relación entre la actividad enzimática UPasa y PNPasa y cantidad de resina

Se llevan a cabo pruebas de inmovilización con relaciones entre actividad enzimática UPasa y PNPasa de la mezcla
de suspensiones celulares y cantidad de resina comprendidas entre 330 y 1330 unidades/gramo seco de resina para
UPasa y entre 150 y 660 unidades/gramo seco de resina para PNPasa.

La mejor condición respecto al soporte inmovilizado y la actividad perdida durante el lavado se da mediante la
inmovilización de una mezcla de suspensiones celulares con alrededor de 750 unidades/gramo seco de resina para
UPasa y alrededor de 250 unidades/gramo seco de resina para PNPasa.

9.5. Concentración de la actividad catalítica de las dos fosforilasas acopladas

Se realizaron pruebas de inmovilización con concentraciones de actividad catalítica de las dos fosforilasas acopla-
das (en las condiciones de la prueba descrita en el ejemplo 7) comprendidas entre 1 unidad/ml de mezcla de suspensión
celular y 8 unidades/ml de mezcla de suspensión celular. La mejor condición para la actividad de la resina inmovilizada
es esa con 5 unidades/ml de mezcla de suspensión celular.

9.6. Relación entre la actividad catalítica de las dos fosforilasas acopladas y la cantidad de resina seca

Se realizan pruebas de inmovilización con relaciones entre la actividad catalítica de las dos fosforilasas acopladas
y la cantidad de resina comprendida entre 30 y 80 unidades/gramo seco de resina (condición seleccionada: alrededor
de 50 unidades/gramo seco de resina).

La mejor condición respecto a la actividad de la resina inmovilizada y la actividad perdida en el lavado es esa con
50 unidades por gramo seco de resina.

9.7. Relación entre cantidad de células y peso de resina

Se realizan pruebas de inmovilización con relaciones entre cantidades de células (como peso húmedo) y cantidad
de resina (como peso seco) comprendidas entre 0,5:1 y 2:1.

Se encontró que la mejor condición era esa con una relación 1:1 entre peso de la pasta celular y peso de la resina.

9.8. Concentración de sal del tampón de inmovilización

Se realizan pruebas de inmovilización con mezclas de suspensiones celulares en tampones con diferente mola-
ridad de fosfato de potasio monobásico a pH 7,4, el pH fisiológico y óptimo para las actividades enzimáticas. Las
suspensiones se prepararon en tampones 0 M, 0,1 M, 0,5 M y 1 M.

La condición seleccionada es la que implica el uso de tampón fosfato de potasio monobásico 0,5 M.

9.9. Tiempo de inmovilización

Se realizan pruebas de inmovilización con diferentes tiempos de contacto entre la mezcla de suspensiones celulares
y la resina. Se usaron periodos de 24 horas, 48 horas, 72 horas, 6 días y 2 semanas. Los mejores resultados se obtienen
dejando la mezcla de suspensión celular en incubación con la resina durante no menos de 72 horas. No se advirtieron
ni descensos en la actividad enzimática ni otras contraindicaciones después de tiempos de inmovilización tan largos
como de hasta dos semanas.

La resina se analiza después respecto a los parámetros de la aplicación principal.
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10. Intervalo de pH

Se realizaron pruebas, que implican llevar a cabo reacciones subsecuentes a diferentes valores de pH para evaluar
el intervalo en el que la actividad enzimática de la resina es reutilizable.

Se llevaron a cabo reacciones estándar (véase el párrafo 7) a valores de pH iguales a:

4,0; 5,0; 6,0; 7,0; 8,0; 9,0; 10,0.

Se llevaron a cabo reacciones posteriores adicionales para cada valor de pH descrito anteriormente para evaluar, en
cada caso, el mantenimiento de la actividad con respecto a la primera reacción. La actividad enzimática de las células
inmovilizadas se mantiene en el intervalo de pH comprendido entre pH 5,0 y pH 9,0 y preferiblemente entre pH 6,0 y
pH 9,0.

11. Temperatura de inactivación

Se realizan pruebas, que implican llevar a cabo reacciones posteriores a diferentes valores de temperatura para
verificar la inactivación del biocatalizador. Se llevaron a cabo reacciones estándar a temperatura de 70ºC, 75ºC y
80ºC (véase párrafo 7). La actividad enzimática se mantiene en reacciones posteriores también a 70ºC mientras que
desciende a 75ºC (se pierde el 50% de la actividad) y se pierde por completo a 80ºC.

12. Coinmovilización de células que contienen la enzima UPasa y células que contienen la enzima PNPasa

La inmovilización de suspensiones celulares que contienen la actividad enzimática UPasa y la actividad enzimática
PNPasa se prepara empezando de una mezcla de suspensiones celulares preparadas de tal manera que tengan una
relación entre la actividad enzimática de la enzima UPasa y la actividad enzimática de la enzima PNPasa comprendida
entre 1:1 y 3:1. En este ejemplo se describe la coinmovilización de una mezcla de suspensiones celulares en donde la
relación entre la actividad enzimática de la enzima UPasa y la actividad enzimática de la enzima PNPasa es alrededor
de 3:1.

Se añaden alrededor de 19 gramos de resina Duolite A568 de Rohm & Haas (peso seco) a 190 ml de una mezcla
de suspensiones celulares compuesta por 6,25 gramos de células EXP05/03 (UP) como peso húmedo y 18,2 gramos
de células EXP05/04 (PNP).

La suspensión celular se había preparado en tampón fosfato de potasio 0,5 M a pH 7,5 y tenía una concentración de
actividad enzimática UPasa igual a alrededor de 115 unidades/ml y una actividad enzimática PNPasa igual a alrededor
de 33 unidades/ml. La actividad catalítica de las dos fosforilasas acopladas era alrededor de 4,7 U/ml.

La suspensión células/resina se mantiene a temperatura ambiente con agitación suave durante 48 horas. La resina
inmovilizada se filtra después al vacío y se lava completamente con agua desionizada hasta que se obtienen aguas de
lavado transparentes (alrededor de 2 litros).

Se recuperaron alrededor de 65 gramos de resina húmeda, con una actividad específica igual a alrededor de 7,5
U/gramo húmedo y con una inmovilización de más del 50% de la actividad inicial.

La resina con las actividades enzimáticas inmovilizadas se mantiene entonces a 4ºC en tampón fosfato de potasio
0,1 M a pH 7,5.

13. Reacciones de bioconversión catalizadas por una resina que tiene células que contienen UPasa y PNPasa coin-
movilizadas en la misma

a) Preparación de adenosina

Se añaden 10 ml de una solución de 2’-desoxiuridina 60 mM y adenina 20 mM en tampón fosfato de potasio 30
mM a pH 7,1 a 0,2 gramos de resina (peso húmedo) con una actividad catalítica de las enzimas UPasa y PNPasa
acopladas igual a alrededor de 7,5 unidades/gramo, calculado como en el párrafo 7, la resina recién filtrada y lavada
con agua desionizada. Después de 1 día a 60ºC, la resina con el biocatalizador inmovilizado se separa y el material
filtrado se procesa para purificar la adenosina.

La resina se puede reutilizar inmediatamente para una reacción posterior o se puede recuperar y mantener a 4ºC en
tampón fosfato de potasio 0,1 M hasta su uso sucesivo.

El rendimiento de bioconversión fue alrededor del 80%.

b) Preparación de arabinofuranosil-diaminopurina (Ara-DAMP)

Se añadieron 10 ml de una solución con la siguiente composición: Ara-U (beta-D-arabinofuranosil-uracilo) 60
mM, diaminopurina 20 mM; en tampón fosfato de potasio 30 mM a pH 7,1, a 0,2 gramos de resina (peso húmedo) con
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una actividad catalítica de las enzimas UPasa y PNPasa acopladas igual a alrededor de 7,5 unidades/gramo (párrafo
7), la resina recién filtrada y lavada con agua desionizada.

Después de 1 día a 60ºC, la resina con el biocatalizador inmovilizado se separa y el material filtrado se procesa
para la purificación de Ara-DAMP.

La resina con el biocatalizador inmovilizado se puede reutilizar inmediatamente para una reacción posterior o
se puede recuperar y mantener a 4ºC en tampón fosfato de potasio 0,1 M hasta su uso sucesivo. El rendimiento de
bioconversión fue alrededor del 80%.

c) Preparación de 2’-desoxiadenosina

Se añadieron 10 ml de una solución con la siguiente composición: 2’-desoxiuridina 60 mM, adenina 20 mM; en
tampón fosfato de potasio 30 mM a pH 7,1, a 0,2 gramos de resina (peso húmedo) con una actividad catalítica de las
enzimas UPasa y PNPasa acopladas igual a alrededor de 7,5 unidades/gramo (párrafo 7), la resina recién filtrada y
lavada con agua desionizada.

Después de 1 día a 60ºC, la resina con el biocatalizador inmovilizado se separa y el material filtrado se procesa
para la purificación de 2’-desoxiadenosina.

La resina con el biocatalizador inmovilizado se puede reutilizar inmediatamente para una reacción posterior o
se puede recuperar y mantener a 4ºC en tampón fosfato de potasio 0,1 M hasta su uso sucesivo. El rendimiento de
bioconversión fue alrededor del 80%.

d) Preparación de 2’-desoxiguanosina

Se añadieron 10 ml de una solución con la siguiente composición: 2’-desoxiuridina 20 mM, guanina 5 mM; en
tampón fosfato de potasio 30 mM a pH 7,1, a 0,2 gramos de resina (peso húmedo) con una actividad catalítica de las
enzimas UPasa y PNPasa acopladas igual a alrededor de 7,5 unidades/gramo (párrafo 7), la resina recién filtrada y
lavada con agua desionizada.

Después de 1 día a 60ºC, la resina con el biocatalizador inmovilizado se separa y el material filtrado se procesa
para la purificación de 2’-desoxiguanosina.

La resina con el biocatalizador inmovilizado se puede reutilizar inmediatamente para una reacción posterior o
se puede recuperar y mantener a 4ºC en tampón fosfato de potasio 0,1 M hasta su uso sucesivo. El rendimiento de
bioconversión fue alrededor del 80%.

e) Preparación de 2’-desoxidiaminopurina

Se añadieron 10 ml de una solución con la siguiente composición: 2’-desoxiuridina 20 mM, 2’-desoxidiaminopu-
rina 5 mM; en tampón fosfato de potasio 30 mM a pH 7,1, a 0,2 gramos de resina (peso húmedo) con una actividad
catalítica de las enzimas UPasa y PNPasa acopladas igual a alrededor de 7,5 unidades/gramo (párrafo 7), la resina
recién filtrada y lavada con agua desionizada.

Después de 1 día a 60ºC, la resina con el biocatalizador inmovilizado se separa y el material filtrado se procesa
para la purificación de 2’-desoxidiaminopurina.

La resina con el biocatalizador inmovilizado se puede reutilizar inmediatamente para una reacción posterior o
se puede recuperar y mantener a 4ºC en tampón fosfato de potasio 0,1 M hasta su uso sucesivo. El rendimiento de
bioconversión fue alrededor del 80%.

f) Preparación de mizorribina (Bredinina)

Se añadieron 10 ml de una solución con la siguiente composición: uridina 60 mM, carbamoil-imidazolona 20 mM;
tampón fosfato de potasio 30 mM a pH 7,1, a 0,2 gramos de resina (peso húmedo) con una actividad catalítica de las
enzimas UPasa y PNPasa acopladas igual a alrededor de 7,5 unidades/gramo (párrafo 7), la resina recién filtrada y
lavada con agua desionizada.

Después de 1 día a 60ºC, la resina con el biocatalizador inmovilizado se separa y el material filtrado se procesa
para la purificación de mizorribina.

La resina con el biocatalizador inmovilizado se puede reutilizar inmediatamente para una reacción posterior o
se puede recuperar y mantener a 4ºC en tampón fosfato de potasio 0,1 M hasta su uso sucesivo. El rendimiento de
bioconversión fue alrededor del 80%.
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g) Preparación de arabinofuranosil-adenina (Ara-A)

Se añadieron 10 ml de una solución con la siguiente composición: Ara-U 40 mM, adenina 40 mM; en tampón
fosfato de potasio 30 mM a pH 7,1, a 0,2 gramos de resina (peso húmedo) con una actividad catalítica de las enzimas
UPasa y PNPasa acopladas igual a alrededor de 7,5 unidades/gramo (párrafo 7), la resina recién filtrada y lavada con
agua desionizada.

Después de 1 día a 60ºC, la resina con el biocatalizador inmovilizado se separa y el material filtrado se procesa
para la purificación de Ara-A.

La resina con el biocatalizador inmovilizado se puede reutilizar inmediatamente para una reacción posterior o
se puede recuperar y mantener a 4ºC en tampón fosfato de potasio 0,1 M hasta su uso sucesivo. El rendimiento de
bioconversión fue alrededor del 70%.

14. Reacciones para fludarabina con resina de células recombinantes que contiene UPasa y PNPasa coinmovilizadas

Se añaden 500 ml de una solución a 60ºC con la siguiente composición: Ara-U 75 mM, adenina 50 mM, en
tampón fosfato de potasio 30 mM a pH 7,1 que contiene DMSO al 30%, a 18 gramos de resina (peso húmedo) con
una actividad catalítica de las enzimas UPasa y PNPasa acopladas igual a alrededor de 12,7 unidades/gramo (párrafo
7), la resina recién filtrada y lavada con agua desionizada.

La reacción se realiza a 60ºC durante 20 horas, después la resina con el biocatalizador inmovilizado se separa y el
material filtrado se procesa para la purificación de fludarabina.

La resina con el biocatalizador inmovilizado se reutiliza inmediatamente para una reacción posterior realiza con el
mismo método. Se realizan 10 reacciones consecutivas reutilizando la misma resina.

La resina en estas condiciones es capaz de realizar al menos 10 reacciones a alta temperatura con altas concen-
traciones de solvente con una larga permanencia de 10 días a 60ºC. La pérdida de actividad es insignificantemente
pequeña o en cualquier caso bastante limitada. De esta manera, está disponible un biocatalizador de interés industrial
notable para la producción de nucleósidos y análogos de los mismos y en general para reacciones de bioconversión.
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REIVINDICACIONES

1. Un proceso para la producción de nucleósidos, que comprende la reacción de una pentosa-1-fosfato con una
base de purina o pirimidina, caracterizado porque dicha reacción está catalizada por células productoras de uridina
fosforilasa (UPasa) y/o purina nucleósido fosforilasa (PNPasa), que se han inmovilizado adsorbiendo dichas células
en una resina de intercambio aniónico débil, en donde dichas células son células de Escherichia coli y dicha resina es
Duolite A568®.

2. Un proceso para la transglicosilación de nucleósidos, que comprende una reacción entre

a) un nucleósido de pirimidina y una base de purina o

b) entre un nucleósido de purina y una base de pirimidina o

c) entre una base de purina y un nucleósido de purina que contiene una base de purina diferente o

d) entre una base de pirimidina y un nucleósido de pirimidina que contiene una base de pirimidina diferente

en donde dicha reacción está catalizada por células productoras de UPasa y células productoras de PNPasa o por
células productoras de UPasa y PNPasa, caracterizado porque dichas células se inmovilizan adsorbiendo dichas cé-
lulas en una resina de intercambio aniónico débil, en donde dichas células son células de Escherichia coli productoras
de UPasa y células de Escherichia coli productoras de PNPasa y dicha resina es Duolite A568®.

3. Un proceso según la reivindicación 2, en donde dicha reacción se produce entre 2’-fluoroadenina y arabinofura-
nosil-uracilo y produce fludarabina.

4. Un proceso según la reivindicación 1 ó 2, en donde dichas células de Escherichia coli son células de la cepa
DH5alfa transformadas con los vectores plásmidos que tienen las secuencias descritas en Seq. Id. No. 1 y 2.

5. Un proceso según la reivindicación 4, en donde dichas células se coinmovilizan en la resina.

6. Un proceso según cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde la relación entre el peso húmedo de
dichas células y el peso seco de dicha resina está comprendida entre 0,5:1 y 2:1 y es preferiblemente alrededor de 1:1.

7. Un proceso según cualquiera de las reivindicaciones precedentes, caracterizado porque se inmovilizan dos tipos
diferentes de células al mismo tiempo, en donde dichos dos tipos de células son células de Escherichia coli productoras
de UPasa y células de Escherichia coli productoras de PNPasa.
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LISTA DE SECUENCIAS

<110> EXPLORA LABORATORIES SA

<120> UN PROCESO PARA LA INMOVILIZACIÓN DE CÉLULAS EN RESINAS

<130> EXP001BEP

<160> 2

<170> PATENTIN VERSIÓN 3.3

<210> 1
<211> 4454
<212> ADN
<213> ARTIFICIAL

<220>

<223> PLÁSMIDO

<220>
<221> GEN
<222> (49).. (843)
<223> RESISTENCIA A KANAMICINA

<220>
<221> GEN
<222> (1285)..(2046)
<223> UDP

<400> 1
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<210> 2
<211> 4393
<212> ADN
<213> ARTIFICIAL

<220>

<223> PLÁSMIDO

<220>
<221> GEN
<222> (438).. (1232)
<223> RESISTENCIA A KANAMICINA

<220>
<221> GEN
<222> (1277)..(1977)
<223> DEOD

<400> 2
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