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DESCRIPCION

Un proceso para la inmovilizacién de células en una resina.
Campo de aplicacion

La presente invencidn en general se refiere a un proceso para la inmovilizacion de células y al uso de una resina
para la inmovilizacién de células.

Técnica anterior

Desde hace varias décadas' la inmovilizacién de células es un técnica bien conocida, usada con el fin de mejorar
procesos de fermentacién y biosintesis. Las técnicas mds normalmente usadas para inmovilizar células son aquellas
que implican el establecimiento de enlaces covalentes entre las células y un soporte inorganico activado, como por
ejemplo silice silanizado® o tratado con glutaraldehido e isocianato®, o un entrecruzamiento entre las células mediante
reactivos bi- o polifuncionales, tales como por ejemplo, glutaraldehido* y diisocianato de tolueno o la captura en
matrices poliméricas, como por ejemplo, agar, alginatos, carragenanos, celulosa y sus derivados, coldgeno, gelatina y
poliacrilamida.

Una técnica que se usa menos que las anteriores esta representada por la adsorcidn en soportes tales como tierra
de diatomeas, vidrio, cerdmica y materiales pldsticos, producida por interacciones electrostéticas (fuerzas de Van der
Waals) entre el soporte y las células.

En 1960-61 se describié un ejemplo>® de adsorcion de células en una resina de intercambio i6nico, y precisamente
la adsorcién de células de Escherichia coli en una resina de intercambio anidnico fuerte (Dowex 1), pero después de
eso en la bibliografia solo se citan ejemplos de inmovilizacidn 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 adsorcion y particularmente de las inmovilizaciones en resinas.

Serfa deseable en su lugar hacer disponible un proceso para inmovilizar células de forma permanente en resinas
mediante adsorcion, porque de tal manera las células no se someten a choque mecanico ni a degradacién quimica, se
mantienen a s mismas vitales y mantienen a un nivel maximo su propia capacidad de mantener las enzimas que pro-
ducen en condiciones fisiol6gicas 6ptimas y para catalizar consecuentemente reacciones que son Utiles para diferentes
vias biosintéticas o de fermentacion.

Compendio de la invencién

El problema subyacente a la presente invencion era el de proporcionar un proceso para inmovilizar células de forma
permanente mediante adsorcion 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 resolvid, segtn la invencién, mediante un proceso para inmovilizar células, que incluye una fase
de adsorcion de tales células en un resina en donde dichas células son células de Escherichia coli y dicha resina es la
resina de intercambio aniénico débil, resina Duolite A5S68® (Rohm & Haas).

En el proceso de inmovilizacién de células segtin la presente invencidn, se usa preferiblemente una relacién entre
el peso humedo 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 inmovilizacidn se realiza operando en un medio tamponado acuoso a pH 7.4, preferiblemente usando un tampoén
fosfato con una molaridad que varia 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 inmovilizacién de las dltimas es mayor
de o igual a 24 horas y preferiblemente mayor de o igual a 72 horas.

Mediante el proceso segun la presente invencion 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 nucledsido fosforilasa (PNPasa).

En un aspecto adicional, la presente invencion se refiere a un proceso para la produccidon de nucledsidos, que
comprende la reaccidn 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 “nucledsidos” se refiere tanto a nucledsidos naturales como modificados, asi como los términos “base
de purina” y “base de pirimidina” se refieren tanto a bases naturales como a bases modificadas.

Segtin una forma de realizacién adicional, dichas células se coinmovilizan en la resina.

En un aspecto adicional, la presente invencion se refiere a un proceso para la transglicosilacion de nucleésidos,
que comprende la reaccion entre un nucledsido de pirimidina y una base de purina o entre un nucleésido de purina y
una base de pirimidina o entre un nucleésido de pirimidina y una base de pirimidina que es diferente de la presente en
dicho nucleésido de pirimidina o por dltimo entre un nucledsido de purina y una base de purina que es diferente de la
presente en dicho nucleésido de purina, en donde tal reaccién 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 inmovilizacién descrito anteriormente.

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

En un aspecto adicional, la presente invencion se refiere a un proceso de transglicosilacién entre 2’-fluoroadenina
y arabinofuranosil uracilo para dar fludarabina, en donde tal reaccién 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 inmovilizacién descrito anteriormente.

La utilizacién de células de Escherichia coli de la cepa DHS5alfa transformadas por los vectores pldsmidos 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 plasmidos de la Seq. Id. No. 1 y con los vectores plasmidos de la Seq.
Id. No. 2 se coinmovilizan en la resina.

Descripcion detallada de la invencion

El proceso para inmovilizar células segin la presente invencién se alcanzé durante estudios y experimentos cuyo
fin era mejorar un sistema de biocatalizadores utilizable para la produccién, incluso a escala industrial, de nucledsidos
y andlogos modificados, particularmente en referencia a fludarabina.

Para este fin, se decidi6 usar reacciones de bioconversion, usando enzimas procariotas, que son preferibles porque
tienen una especificidad de sustrato mds amplia, son ficilmente obtenibles en grandes cantidades de fuentes celulares
y se conocen bien respecto a sus vias metabdlicas.

Los sistemas enzimaticos que se pueden usar para la biosintesis de nucledsidos naturales y/o modificados son
principalmente dos: desoxirribosil transferasas (DRTasas) y nucledsido fosforilasas (NP)”S.

Las desoxirribosil transferasas tienen la desventaja de ser muy especificas para 2-desoxirribosa y por esta razén
s6lo se pueden usar para desoxinucledtidos en posicién 2°.

Las nucledsido fosforilasas son enzimas, que estan presentes en la mayoria 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 acttian.

En particular, las enzimas uridina fosforilasa (E.C. 2.4.2.3) y purina nucleésido fosforilasa (E.C. 2.4.2.1) estan par-
ticularmente indicadas para realizar reacciones de bioconversion para la produccién 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
azicar 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 mas o menos modificadas,
otros compuestos heterociclicos. Sin embargo, un requerimiento fundamental es la presencia de un dtomo de nitrégeno
en la posicion 1 de pirimidinas y en la posicién 9 de purinas, que se une al carbono del azicar una vez que el fosfato
ha desaparecido®!?.

Las dos enzimas se conocen bien en la bibliografia, tanto en su secuencia de aminodacidos, que estd 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 nucledsido fosforilasa) y las secuencias asociadas estan
disponibles en las bases de datos apropiadas.
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Ambas enzimas pertenecen a las vias salvajes de nucledsidos y catalizan, en presencia de iones fosfato, la fosforo-
lisis reversible del nucledsido para dar azicar-1-fosfato y la correspondiente base heterociclica como se describe en el
siguiente esquema

UPasa

nucleésido de pirimidina + Pi Z— base de pirimidina + pentosa-1-P

PNPasa
nucledsido de purina + Pi - base de purina + pentosa-1-P

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

Por lo demds, usando ambas fosforilasas, es posible transferir el azicar 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 azicar de una base de pirimidina a una base de purina con altos rendimientos de conversion.

Se describe un esquema de dos reacciones acopladas:

nucledsido de pirimidina + base de purina

(donante de aziicar) (base aceptora)

(UdPasa + PNPasa)

nucledsido de purina + base de pirimidina

(producto)

Asi se hace disponible un método eficaz para la produccién de nucledsidos de purina, que en general son de mayor
valor y un planteamiento més dificil desde el punto de vista quimico'"'>'*!,

Esta via sintética muestra diferentes ventajas comparada con la quimica, que incluyen la estereoespecificidad
y estereoselectividad (con el rendimiento mayor asegurado), el uso de condiciones de reaccién mds suaves, en un
medio acuoso con menor impacto medioambiental. Ademads, no se requieren reacciones largas y caras para proteger y
desproteger grupos ldbiles.

Por otra parte, las desventajas son la relativamente baja solubilidad de los sustratos y la baja actividad especi-
fica de las células procariotas. Para obviar al dltima desventaja, ya se han construido y descrito en la bibliografia
cepas recombinantes capaces de sobreproducir las actividades enzimaticas fosforilasas, también con las dos enzimas
sobreexpresadas en la misma célula'>!S.

Ya se han descrito reacciones de transglicosilacién (transferencia del azicar de una base a otra) por medio de bio-
catalizadores. En estas reacciones se usaron células enteras o enzimas mds o menos purificadas e inmovilizadas!731%,

Cuando se usan células enteras que no estdn en soporte, no es posible reutilizarlas a menos que se retengan por
medio de membranas de micro- o ultracentrifugacién, pero tal método requiere plantas dedicadas y volimenes de
operacién muy grandes, implica problemas de posible precipitacion con productos escasamente solubles y puede pro-
ducir facilmente una lisis celular debido a las presiones de operacién. Ademads la inmovilizacién de enzimas necesita
procesos largos y caros que implican rotura celular, recuperacién de las enzimas y eliminacion de los restos celulares,
operaciones que no son féciles 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 invencién permite obtener un biocatalizador
con alta actividad especifica, que se puede reutilizar para numerosos ciclos y es capaz de funcionar a altas temperaturas
también en presencia de alta concentracién de solvente organico.

La extrema simplicidad del método descrito en la presente invencidn hace el proceso para obtener un biocatalizador
con tales caracteristicas mucho mads rentable, ya que no necesita plantas dedicadas sino sélo herramientas de uso
general, y reduce notablemente los tiempos de preparacién y el nimero de pasos necesarios.

La posibilidad de realizar reacciones de biosintesis de nucledsidos por medio de células productoras de fosforilasa,
inmovilizadas en una resina, se verifico inicialmente en cepas salvajes de Escherichia coli.

Primero de todo, se verific6 la capacidad de tales cepas de catalizar la biosintesis de nucledsidos como sigue.
Reaccion de fludarabina con Escherichia coli de tipo salvaje

A 2940 ml de solucion de 2’-fluoroadenina 5 mM; ara-U (arabinofuranosil-uracilo) 7,5 mM; KH,PO, 30 mM a
pH 7,0 en DMSO al 4% y exactamente controlado a 60°C, se afiaden 60 ml de una suspensién celular al 47,5% (peso
himedo/volumen) de Escherichia coli de tipo salvaje.

Después de 6 dias de incubacidn, la mezcla de reaccidn se filtra, eliminando asf las células. La base fludarabina se
precipita del agua después de la concentracion del material filtrado. El rendimiento de bioconversién es alrededor del
68%.

Las células de Escherichia coli se inmovilizaron después como sigue.
1. Inmovilizacion 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 dividi6 una suspension de pasta celular de Escherichia coli al 10% (peso himedo/volumen) en
tampon fosfato de potasio 1 M a pH 7,5 en tres alicuotas. La primera alicuota (10 ml) se usa como control mientras
que las otras dos alicuotas (10 ml cada una) se someten respectivamente a 3 y 6 ciclos subsecuentes alternados entre
congelacion a -20°C y descongelacion a 50°C para producir la rotura de la pared celular. Se aflade 1 gramo de resina
seca Duolite A568 (Rohm & Haas) a cada alicuota de suspension celular, y se deja en contacto con agitacion rotacional
suave 4 dias a temperatura ambiente.

Después de la incubacién 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 himeda. La actividad de la resina inmovilizada se controla
mediante una reaccidn estandar que requiere el acoplamiento de las dos actividades fosforilasas. La reaccién, que em-
pieza de Ara-U y adenina, en presencia de iones fosfato, produce la formacién del nuevo nucledsido Ara-A (arabinosa-
adenina), obtenido mediante adicion de adenina al aztcar arabinosa y de la base uracilo liberada por la fosforolisis de
Ara-U.

Se afade 1 ml de la siguiente mezcla de reaccion ajustada a 60°C a alicuotas de 100 6 200 mg de resina himeda:
Ara-U 5 mM; adenina 5 mM; KH,PO, 30 mM a pH 7,1.

Se realiza la incubacién con agitacion y las tres reacciones se controlan después del mismo tiempo de incubacién

Conversién Conversién
Muestra (2 h)
Adenina —Ara-A Ara-U —Uracilo

100 mg Control 11,4% 16,2%
200 mg Control 24,0% 37,6%
100 mg 3 ciclos de

6,8% 7,2%
congelacidén/descongelacidn
200 mg 3 ciclos de

10,2% 10,6%
congelacidén/descongelacidn
100 mg 6 ciclos de

4,0% 5,2%
congelacidén/descongelacidn
200 mg 6 ciclos de

6,9% 8,7%
congelacidén/descongelacidn
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Las reacciones se controlaron después de 1 dia

Muestra (24 h)

Conversién

Adenina —Ara-A

Conversién

Ara-U —Uracilo

200 mg Control 68,20% 81,5%
200 mg 3 ciclos de

64,2% 51,0%
congelacidén/descongelacidn
200 mg 6 ciclos de

58,0% 42,0%

congelacidén/descongelacidn

La suspension de células sin tratar inesperadamente mostré una actividad definitivamente mayor comparada con
aquellas sometidas a ciclos de congelacion descongelacion.

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

Conversién Conversién
Muestra 22 reacecidén (2 h)
Adenina —Ara-A Ara-U —Uracilo
200 mg Control 18,2% 14,2%
200 mg 3 ciclos de
12,8% 8,1%
congelacidén/descongelacidn
200 mg 6 ciclos de
9,8% 6,3%
congelacidén/descongelacidn
Conversién Conversién

Muestra 3? reacecidén (2 h)

Adenina —Ara-A Ara-U —Uracilo

200 mg Control 27,0% 19,4%
200 mg 3 ciclos de

14,4% 10,1%
congelacidén/descongelacidn
200 mg 6 ciclos de

11,5% 8,0%

congelacidén/descongelacidn

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

Después de esto, se verific6 la compatibilidad de tales células inmovilizadas con altas concentraciones de solventes
orgdnicos en las mezclas de reaccion.

2. Reacciones a fludarabina con resina inmovilizada en diferentes solventes

Se uso6 la resina que tenia 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 practicamente insoluble en €1, incluso a concen-
traciones muy bajas.

Se afiade 1 ml de mezcla de reaccién a 60°C que consiste en: 2-fluoroadenina 4 mM; Ara-U 6 mM; KH,PO, 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

2-F-Adenina —
Muestra (1® reaccidn 20 h) Ara-U — Uracilo
Fludarabina
Reaccidn en DMSO 70% 77%
Reaccidn en DMF 65% 75%
2-F-Adenina —
Muestra (2? reaccidn 48 h) Ara-U — Uracilo
Fludarabina
Reaccidn en DMSO 73,4% 72,3%
Reaccidn en DMF 63,6% 70,5%
2-F-Adenina —
Muestra (3? reaccidn 6 dias) Ara-U — Uracilo
Fludarabina
Reaccidn en DMSO 72% 73,7%
Reaccidn en DMF 68,3% 76%
2-F-Adenina —
Muestra (4® reaccidén 20 h) Ara-U — Uracilo
Fludarabina
Reaccidn en DMSO 64% 59%
Reaccidn en DMF 68% 72%

La resina mantiene una buena actividad también después de 10 dias totales de permanencia en la reaccién a 60°C
con altas concentraciones de ambos solventes.

El nuevo biocatalizador es entonces facilmente reutilizable para diferentes ciclos de reaccién con una pérdida de
actividad muy ligera. Sin embargo, la actividad enzimadtica especifica de las células a ser inmovilizadas no era atin
demasiado alta y no permitia optimizar la reaccion, puesto que atin se deben usar concentraciones bajas de sustrato,
con un aumento consiguiente en los volimenes de reaccion.

Se usaron entonces nuevas cepas recombinantes capaces de expresar cantidades considerables de UPasa y PNPasa.
3. Construccion 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 pldsmido de
alto nimero de copia que contenia el gen de interés y un marcador para la seleccién.

La cepa huésped usada es la cepa DH5alfa, que esta facilmente disponible (GIBCO-BRL) en el mercado y bien
descrita en la bibliografia. Es una cepa derivada de Escherichia coli K12, que se considera de seguridad de clase 1y,
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 bibliografia y sus secuencias se conocen y estan disponibles en las bases de datos del EMBL caracterizadas por los
nimeros de acceso, X15679 para UdP y M60917 para deoD.

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

Usando las enzimas de restriccién adecuadas, Kpnl y Sall para UdP y EcoRI y Sall para deoD, los genes se
insertaron en la regién poliligadora del pldsmido de alto nimero de copia pUCI18, que estd bien caracterizado en la
bibliograffa y comercialmente disponible.

En ambos plasmidos (el que contenia el gen UdP y el que contenia el gen deoD) se inserté después resistencia
al antibiético kanamicina, obtenido mediante digestion con la enzima de restriccién HindIII del pldsmido pBSL14,
comercialmente disponible.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2343 741 T3

Por dltimo, en ambos plasmidos (el que contenia el gen UdP y el que contenia el gen deoD) se elimind la resistencia
a ampicilina mediante delecidn, a través de digestion con la enzima Avall.

Inesperadamente, se encontraron dos sitios reconocidos por la enzima de restriccién Avall con la formacién sub-
secuente de 3 fragmentos de plasmido en lugar de los dos esperados, mientras que en la bibliografia sélo se describe
un sitio de restriccion para esta enzima.

Los plasmidos finales se obtuvieron recuperando los dos fragmentos mas largos y eliminando el fragmento inne-
cesario que se habfa formado. En la siguiente tabla se describen las caracteristicas principales de las nuevas cepas
genéticamente modificadas

TABLA

Marcador de Proteina Presencia
CEPA Huésped Plasmido

seleccidn expresada de AmpR
EXP05/03 DH5alfa pUC1S8 kanamicina UPasa No
EXP05/04 DH5alfa pUC1S8 kanamicina PNPasa No

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

Fermentacion 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 ttil de 15 litros que
contenia 15 1 de medio de cultivo con la siguiente composicion (por litro):

3,2 g de K,HPO,

0,6 g de KH2PO4

20 g de soytona;

36 g de extracto de levadura;

1,0 g de MgSO,.7H,0;

0,02 g de kanamicina.

El fermentador se inoculé con alrededor de 150 ml de suspension bacteriana previamente hecha crecer alrededor
de 24 horas a 37°C. La fermentacién se llevé a cabo usando los siguientes parametros: temperatura 37°C, agitacién
mecdnica a aproximadamente 250 revoluciones/minuto, flujo de aire automdticamente controlado para mantener el
valor de la pO, al 20% de la concentracién de saturacién, pH controlado a 7 + 0,2 mediante la adicién de una solucién
de amoniaco al 10% o una solucién de 4cido fosférico al 20%.

Una vez terminada la fermentacion (completada en alrededor de 24 horas) se recogid la pasta celular mediante
centrifugacion, se lavé con tampdn fosfato de potasio 100 mM a pH 7,0, se recogié de nuevo mediante centrifugacién
y se mantuvo como pasta celular himeda a una temperatura de -20°C.

4. Actividades enzimdticas 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

CEPA Actividad UPasa (U/g)* Actividad PNPasa (U/g)*
EXP05/03 F1 (UP) 2000 6

EXP05/03 F2 (UP) 2000 //

EXP05/04 F1 (PNP) 10 400
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EXP05/04 F2 (PNP) // 245
EXP05/04 F3 (PNP) // 340
EXP05/04 F4 (PNP) // 340
* U/g = unidades por gramo de peso humedo

Las actividades enziméticas de las cepas recombinantes se determinan tanto singularmente, mediante reacciones
de fosforolisis de sustratos naturales, como acopladas con una reaccién estdndar en donde se transfiere un azicar
de una base de pirimidina a una purina. La reaccién usada, que es bdsicamente una prueba de uso prictico, incluye
la transferencia del azdcar de la base pirimidinica uracilo (Ara-U = azicar + base) a la base purinica adenina (con
formacion de Ara-A). Esta reaccion se usa porque es bien conocida y estd descrita en la bibliografia y es funcional
desde un punto de vista operativo.

5. Determinacion de la actividad enzimdtica debido a la enzima UPasa

Se afiade una cantidad conocida (100 6 200 microlitros) de una suspension de células que expresan UPasa, diluidas
1:100 6 1:1000 como peso himedo/volumen en tampén fosfato de potasio a pH 7,0-7,2, a 800 microlitros de solucién
de uridina 75 mM en tampén fosfato 100 mM a pH 7,0-7,2, preincubado a 30°C. Exactamente 5 minutos después, la
reaccion de fosforolisis se para mediante la adiciéon de 1 ml de HCI 2N. Se analiza una alicuota de la mezcla de reaccién
usando un cromatégrafo liquido de alta resolucién (HPLC), equipado con una columna Nucleosil 100-5 (Macherey-
Nagel), con un tamafio de 250 x 4,6 mm. La elucién se lleva a cabo usando una solucién de fosfato monobdsico 10
mM - metanol al 6%.

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

6. Determinacion de la actividad enzimdtica debido a la enzima PNPasa

Se afiade una cantidad conocida (100 6 200 microlitros) de una suspension de células que expresan PNPasa,
diluidas 1:100 6 1:1000 como peso himedo/volumen en tampén fosfato de potasio a pH 7,0-7,2, a 800 microlitros de
solucién de inosina 60 mM en tamp6n fosfato 100 mM a pH 7,0-7,2, preincubado a 30°C. Exactamente 10 minutos
después, la reaccién de fosforolisis se para mediante la adicién de 1 ml de HCI 2N. Se analiza una alicuota de la
mezcla de reaccion usando un cromatégrafo liquido de alta resolucién (HPLC), equipado con una columna Nucleosil
100-5 (Macherey-Nagel), con un tamafio de 250 x 4,6 mm. La elucién se lleva a cabo usando una solucién de fosfato
monobdsico 10 mM - metanol al 6%.

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

7. Determinacion de la actividad catalitica de las enzimas UPasa y PNPasa acopladas

Se determina la actividad catalitica de las enzimas UPasa y PNPasa acopladas en la mezcla de las suspensiones
celulares antes de la inmovilizacion, en las aguas de lavado después de la inmovilizacién y en el soporte sélido
mediante una reaccion de transglicosilacion llevada a cabo usando condiciones estandarizadas.

Se anadieron 50-100 microlitros de la mezcla de suspensiones celulares o de las aguas de lavado después de la
inmovilizacién a 1 ml de mezcla de reaccidén mientras que se afiaden 200 6 400 mg (peso hiimedo) de soporte sdlido
que tiene células inmovilizadas en el mismo que contienen la actividad enzimatica UPasa y la actividad enzimdtica
PNPasa a 10 ml de mezcla de reaccién.

La reaccién se lleva a cabo usando la siguiente solucion: arabinofuranosil-uracilo (Ara-U) 40 mM, adenina 40 mM,
fosfato de potasio monobdsico 30 mM - pH 7,0-7,2 a una temperatura controlada de 60°C. Después de 60 minutos a
60°C, la reaccion se para diluyendo la reaccion en agua 1:50 y enfriando a 4°C. Se determina el porcentaje de ade-
nina convertido en arabinofuranosil-adenina (ARA-A) analizando una alicuota de las mezclas de reaccién usando un
cromatografo liquido de alta resolucién (HPLC), equipado con una columna Nucleosil 100-5 (Macherey-Nagel), con
un tamafio de 250 x 4,6 mm, eluyendo con una solucién de fosfato monobésico 10 mM - metanol al 6%. La actividad
catalitica de las enzimas UPasa y PNPasa acopladas (actividad catalitica de transglicosilacién) se expresa en unida-
des/gramo (micromoles de adenina convertidos cada minuto para formar Ara-A en las condiciones del ensayo/gramo
de peso himedo de pasta celular) y se calcula con respecto al porcentaje de conversion de adenina.
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8. Prueba de diferentes resinas para la inmovilizacion de la enzima

Se realizan pruebas de inmovilizacién con diferentes tiempos de contacto entre la mezcla de las suspensiones
celulares y diferentes tipos de resinas usadas para la inmovilizacion 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 afiadieron 10 ml de una mezcla de suspensiones celulares en tampodn fosfato de potasio 0,5 M a pH 7,5 con
concentracion de actividad enzimatica UPasa de alrededor de 67 unidades/ml y actividad enzimatica PNPasa de alre-
dedor de 23 unidades/ml a 1 gramo seco de cada resina (2 gramos himedos para Amberlite IRA67, suministrada de
esta manera). La actividad catalitica de las dos fosforilasas acopladas fue aproximadamente de 2,65 U/ml.

Las mezclas de incubacién se dejaron con agitacidn suave durante alrededor de 72 horas.

Las resinas se filtraron y analizaron usando reacciones estandar (parrafo 7).

Resina Matriz soporte Grupo Capacidad Cantidades Actividad % de
funcional recuperadas especifica | captacién
Duolite A7 1,3 g 3,1 U/g 15,7%
Duolite Fenol- Amina 1,2 meqg/ml
2,6 g 6,6 U/g 64,7%
2568 formaldehido terciaria 3,9 meq/g
Anberlite
1,3 g 2,2 U/g 11,5%
FPAS4
Anberlite
2,5 g 0,2 U/g 2,3%
FPC3500
Anberlite
1,3 g 0,3 U/g 1,6%
XAD76l
Estireno- Amina 1,0 meqg/ml
Dowex MWRL 1,3 g 2,8 U/g 13,7%
divinilbenceno terciaria 3,5 meq/g
Anberlyst | Estirenco- 1,5 meqg/ml
Alguilamina 1,3 g 2,4 U/g 11,8%
21 divinilbenceno 4,7 meq/g
Diaion Estireno- Amina 1,5 meqg/ml
1,3 g 3,0 U/g 14,7%
WA30 divinilbenceno terciaria 3,0 meq/g
Anberlite | Estirenco- Amina 1,6 meqg/ml
1,3 g 0,6 U/g 2,9
IRRGT divinilbenceno terciaria 5,6 meq/g

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

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

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

9.1. Relacion entre las actividades enzimdticas UPdsica y PNPdsica

La disponibilidad de células que contienen altas cantidades de UPasa y PNPasa permite la modulacién de las dos
actividades enzimdticas para optimizar la reaccion 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 hiimedo) segtin los parrafos 5 y 6 iguales a:

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

Se prob6 la capacidad de las mezclas de suspensiones de realizar una reaccion estdndar siendo todas las cantidades
iguales (véanse los parrafos 6 y 7).

10
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La mejor condicién demostrd ser esa con una relacion UdP/PNP igual a 3, ligeramente superior con respecto a
la relacién 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. Concentracion de la actividad enzimdtica UPasa

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

9.3. Concentracion de la actividad enzimdtica PNPasa

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

9.4. Relacion entre la actividad enzimdtica UPasa y PNPasa y cantidad de resina

Se llevan a cabo pruebas de inmovilizacion con relaciones entre actividad enzimédtica 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 condicién respecto al soporte inmovilizado y la actividad perdida durante el lavado se da mediante la
inmovilizacién 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. Concentracion de la actividad catalitica de las dos fosforilasas acopladas

Se realizaron pruebas de inmovilizacién con concentraciones de actividad catalitica 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 suspensién
celular y 8 unidades/ml de mezcla de suspension celular. La mejor condicidn para la actividad de la resina inmovilizada
es esa con 5 unidades/ml de mezcla de suspension celular.

9.6. Relacion entre la actividad catalitica de las dos fosforilasas acopladas y la cantidad de resina seca

Se realizan pruebas de inmovilizacion con relaciones entre la actividad catalitica de las dos fosforilasas acopladas
y la cantidad de resina comprendida entre 30 y 80 unidades/gramo seco de resina (condicidn seleccionada: alrededor

de 50 unidades/gramo seco de resina).

La mejor condicidn 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. Relacion entre cantidad de células y peso de resina

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

Se encontr6 que la mejor condicion era esa con una relacion 1:1 entre peso de la pasta celular y peso de la resina.

9.8. Concentracion de sal del tampon de inmovilizacion

Se realizan pruebas de inmovilizacién con mezclas de suspensiones celulares en tampones con diferente mola-
ridad de fosfato de potasio monobdsico a pH 7.4, el pH fisioldgico y 6ptimo para las actividades enzimaticas. Las
suspensiones se prepararon en tampones O M, 0,1 M, 0,5My 1 M.

La condicidn seleccionada es la que implica el uso de tampoén fosfato de potasio monobdsico 0,5 M.

9.9. Tiempo de inmovilizacion

Se realizan pruebas de inmovilizacién 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 dias y 2 semanas. L.os mejores resultados se obtienen
dejando la mezcla de suspension celular en incubacidn con la resina durante no menos de 72 horas. No se advirtieron
ni descensos en la actividad enzimdtica ni otras contraindicaciones después de tiempos de inmovilizacién tan largos

como de hasta dos semanas.

La resina se analiza después respecto a los pardmetros de la aplicacién principal.

11
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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 enzimética de la resina es reutilizable.

Se llevaron a cabo reacciones estdndar (véase el parrafo 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 reaccion. La actividad enzimaética 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 inactivacion

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

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

La inmovilizacién de suspensiones celulares que contienen la actividad enzimatica UPasa y la actividad enzimética
PNPasa se prepara empezando de una mezcla de suspensiones celulares preparadas de tal manera que tengan una
relacion entre la actividad enzimatica de la enzima UPasa y la actividad enzimadtica de la enzima PNPasa comprendida
entre 1:1 y 3:1. En este ejemplo se describe la coinmovilizacién de una mezcla de suspensiones celulares en donde la
relacion entre la actividad enzimética de la enzima UPasa y la actividad enzimadtica de la enzima PNPasa es alrededor
de 3:1.

Se afiaden 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 himedo y 18,2 gramos
de células EXP05/04 (PNP).

La suspension celular se habia preparado en tampén fosfato de potasio 0,5 M a pH 7,5 y tenia una concentracion de
actividad enzimatica UPasa igual a alrededor de 115 unidades/ml y una actividad enziméatica PNPasa igual a alrededor
de 33 unidades/ml. La actividad catalitica de las dos fosforilasas acopladas era alrededor de 4,7 U/ml.

La suspension células/resina se mantiene a temperatura ambiente con agitacion suave durante 48 horas. La resina
inmovilizada se filtra después al vacio 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 himeda, con una actividad especifica igual a alrededor de 7,5
U/gramo himedo y con una inmovilizacién de mas del 50% de la actividad inicial.

La resina con las actividades enzimaticas inmovilizadas se mantiene entonces a 4°C en tampon fosfato de potasio
0,1 MapH7,5.

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

a) Preparacion de adenosina

Se afiaden 10 ml de una solucién de 2’-desoxiuridina 60 mM y adenina 20 mM en tampén fosfato de potasio 30
mM a pH 7,1 a 0,2 gramos de resina (peso himedo) con una actividad catalitica de las enzimas UPasa y PNPasa
acopladas igual a alrededor de 7,5 unidades/gramo, calculado como en el parrafo 7, la resina recién filtrada y lavada
con agua desionizada. Después de 1 dia a 60°C, 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 reaccion posterior o se puede recuperar y mantener a 4°C en
tampo6n fosfato de potasio 0,1 M hasta su uso sucesivo.

El rendimiento de bioconversion fue alrededor del 80%.
b) Preparacion de arabinofuranosil-diaminopurina (Ara-DAMP)

Se afiadieron 10 ml de una solucién con la siguiente composicion: Ara-U (beta-D-arabinofuranosil-uracilo) 60
mM, diaminopurina 20 mM; en tamp6n fosfato de potasio 30 mM a pH 7,1, a 0,2 gramos de resina (peso himedo) con
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una actividad catalitica de las enzimas UPasa y PNPasa acopladas igual a alrededor de 7,5 unidades/gramo (parrafo
7), la resina recién filtrada y lavada con agua desionizada.

Después de 1 dia a 60°C, la resina con el biocatalizador inmovilizado se separa y el material filtrado se procesa
para la purificacién de Ara-DAMP.

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

¢) Preparacion de 2’-desoxiadenosina

Se afiadieron 10 ml de una solucion con la siguiente composicioén: 2’-desoxiuridina 60 mM, adenina 20 mM; en
tampo6n fosfato de potasio 30 mM a pH 7,1, a 0,2 gramos de resina (peso hiimedo) con una actividad catalitica de las
enzimas UPasa y PNPasa acopladas igual a alrededor de 7,5 unidades/gramo (pdrrafo 7), la resina recién filtrada y
lavada con agua desionizada.

Después de 1 dia a 60°C, la resina con el biocatalizador inmovilizado se separa y el material filtrado se procesa
para la purificacion de 2’-desoxiadenosina.

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

d) Preparacion de 2’-desoxiguanosina

Se afnadieron 10 ml de una solucién con la siguiente composicién: 2’-desoxiuridina 20 mM, guanina 5 mM; en
tampodn fosfato de potasio 30 mM a pH 7,1, a 0,2 gramos de resina (peso hiimedo) con una actividad catalitica de las
enzimas UPasa y PNPasa acopladas igual a alrededor de 7,5 unidades/gramo (pérrafo 7), la resina recién filtrada y
lavada con agua desionizada.

Después de 1 dia a 60°C, la resina con el biocatalizador inmovilizado se separa y el material filtrado se procesa
para la purificacién de 2’-desoxiguanosina.

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

e) Preparacion de 2’-desoxidiaminopurina

Se afiadieron 10 ml de una solucién con la siguiente composicion: 2’-desoxiuridina 20 mM, 2’-desoxidiaminopu-
rina 5 mM; en tamp6n fosfato de potasio 30 mM a pH 7,1, a 0,2 gramos de resina (peso himedo) con una actividad
catalitica de las enzimas UPasa y PNPasa acopladas igual a alrededor de 7,5 unidades/gramo (parrafo 7), la resina
recién filtrada y lavada con agua desionizada.

Después de 1 dia a 60°C, la resina con el biocatalizador inmovilizado se separa y el material filtrado se procesa
para la purificacién de 2’-desoxidiaminopurina.

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

f) Preparacion de mizorribina (Bredinina)

Se afiadieron 10 ml de una solucién con la siguiente composicién: uridina 60 mM, carbamoil-imidazolona 20 mM;
tampodn fosfato de potasio 30 mM a pH 7,1, a 0,2 gramos de resina (peso himedo) con una actividad catalitica de las
enzimas UPasa y PNPasa acopladas igual a alrededor de 7,5 unidades/gramo (pérrafo 7), la resina recién filtrada y
lavada con agua desionizada.

Después de 1 dia a 60°C, la resina con el biocatalizador inmovilizado se separa y el material filtrado se procesa
para la purificacién de mizorribina.

La resina con el biocatalizador inmovilizado se puede reutilizar inmediatamente para una reaccién posterior o

se puede recuperar y mantener a 4°C en tamp6n fosfato de potasio 0,1 M hasta su uso sucesivo. El rendimiento de
bioconversion fue alrededor del 80%.
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g) Preparacion de arabinofuranosil-adenina (Ara-A)

Se afladieron 10 ml de una solucién con la siguiente composicién: Ara-U 40 mM, adenina 40 mM; en tamp6n
fosfato de potasio 30 mM a pH 7,1, a 0,2 gramos de resina (peso hiimedo) con una actividad catalitica de las enzimas
UPasa y PNPasa acopladas igual a alrededor de 7,5 unidades/gramo (parrafo 7), la resina recién filtrada y lavada con
agua desionizada.

Después de 1 dia a 60°C, la resina con el biocatalizador inmovilizado se separa y el material filtrado se procesa
para la purificacién de Ara-A.

La resina con el biocatalizador inmovilizado se puede reutilizar inmediatamente para una reaccién posterior o
se puede recuperar y mantener a 4°C en tamp6n fosfato de potasio 0,1 M hasta su uso sucesivo. El rendimiento de
bioconversion fue alrededor del 70%.

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

Se afiaden 500 ml de una solucién a 60°C con la siguiente composicién: Ara-U 75 mM, adenina 50 mM, en
tampo6n fosfato de potasio 30 mM a pH 7,1 que contiene DMSO al 30%, a 18 gramos de resina (peso himedo) con
una actividad catalitica de las enzimas UPasa y PNPasa acopladas igual a alrededor de 12,7 unidades/gramo (parrafo
7), la resina recién filtrada y lavada con agua desionizada.

La reaccioén se realiza a 60°C durante 20 horas, después la resina con el biocatalizador inmovilizado se separa y el
material filtrado se procesa para la purificacién de fludarabina.

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

No. de reaccidn 2-F-adenina —
Ara-U — Uracilo

posterior (20 h) Fludarabina
1% reaccidn 82,1% 54,0%
22 reaccidn 81,4% 53,5%
32 reaccidn 82,5% 54,4%
42 reaccidn 82,0% 54,0%
52 reaccidn 78,0% 54,5%
62 reaccidn 83,7% 54,8%
78 reaccidn 80,5% 55, 6%
82 reaccidn 82,1% 54,3%
92 reaccidn 80,4% 51,5%
10® reaccidn 80,0% 52,1%

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 dias a 60°C. La pérdida de actividad es insignificantemente
pequeiia o en cualquier caso bastante limitada. De esta manera, estd disponible un biocatalizador de interés industrial
notable para la produccién de nucledsidos y andlogos de los mismos y en general para reacciones de bioconversion.
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REIVINDICACIONES

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

2. Un proceso para la transglicosilacion de nucledsidos, que comprende una reaccion entre

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

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

¢) entre una base de purina y un nucledsido de purina que contiene una base de purina diferente o

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

en donde dicha reaccidn estd 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 anidnico 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 segtn la reivindicacién 2, en donde dicha reaccién se produce entre 2’-fluoroadenina y arabinofura-
nosil-uracilo y produce fludarabina.

4. Un proceso segtin la reivindicacién 1 6 2, en donde dichas células de Escherichia coli son células de la cepa
DH5alfa transformadas con los vectores plasmidos que tienen las secuencias descritas en Seq. Id. No. 1y 2.

5. Un proceso segun la reivindicacion 4, en donde dichas células se coinmovilizan en la resina.

6. Un proceso segtin cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde la relacién entre el peso himedo de
dichas células y el peso seco de dicha resina estd comprendida entre 0,5:1 y 2:1 y es preferiblemente alrededor de 1:1.

7. Un proceso segtin 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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<130> EXPOO1BEP

<160> 2

<170> PATENTIN VERSION 3.3

<210>1

<211> 4454

<212> ADN

<213> ARTIFICIAL

<220>
<223> PLASMIDO

<220>

<221> GEN

<222> (49).. (843)

<223> RESISTENCIA A KANAMICINA

<220>

<221> GEN

<222> (1285)..(2046)
<223> UDP

<400> 1

TGTAAAACGA COGCCAGTGC CAAGCTTGGS COAACCCCAG AGTCCOGUTC AGAAGAACTC

GTCAACAAGG CGATAGAAGG COATGCOCTG COAATCOGGA GCOGCGATAC COTAAAGCAC
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GAGGAAGCOG TCAGCCCATT CGCCGCCAAG CTCTTCAGCA ATATCACGGG TAGCCAACGC 180

TATGTCCTGA TAACGGTCCOG CCACACCCAG CCGOCCACAG TCOATGAATC CACAAAAGCG 240

GCCATTTTCC ACCATGATAT TCGGCAAGCA GGCATCGCCA TGGGTCACGA CCGAGATCCTC 300

GCCGTCGGGC ATCCGCGLCT TGAGCCTGGE GAACAGTTCG GCTGGCGCGA OCCCCTGATSG 360

CTCTTCOTCC AGATCATCCT CATCAACAAG ACCOGCTTCC ATCCQGAQTAC GTGCTCGCTC 420

GATGCCGATGT TTCGCTTGGT GGTCGAATGG GCAGGTAGCC GOATCAAGCG TATGCAGCCG 480

CCGCATTGCA TCAGCCATGA TGOATACTTT CTCGGCAGGA GCAAGGTOAG ATGACAGGAG 540

ATCCTGCCCC GGCACTTCOC CCAATAGCAG CCAQTCCCTT CCCQUTTCAG TCGACAACGTC 600

GAGCACAGLT GCGCAAGGAA CGCCCOTCAOT GOCCAGCCAC GATAGCCGCG CTGCCTCGTC 660

TTGGAGTTCA TTCAGGGCAC CGGACAGGTC GGTCTTCGACA AAAAGAACCG GGCGCCCCTG 720

CGCTCACAGC COBAACACGG CLGOCATCAGA GCAGCCGATT GTCTOTTGTG CCCAGTCATA 780

GCCGAATAGE CTCTCCACCC AAGCGOCCOG AGAACCTOCO TGLAATCCAT CTTGTTCAAT 840

CATGCGAAAC GATCCTCATC CTGTCTCTTG ATCAGATCTT GATCCCCTGE GCCATCAGAT 900

CCTTGGCGGC AAGAAAGCCA TCCAGTTTAC TFTGCAGGGC TTCCCAACCT TACCAGAGOG 960

CGCCCCAGCT GGCAATTCCG GTTCGCTTGC TGTCCATAAA ACCGCCCAGT CTAGCTATCG 1020

CCATGTAAGC CCACTGCAAS CTACCTGCTT TCTCTTTGCG CTTGCGTTTT CCCTTIGTCCA 1080

GATAGCCCAG TAGCTGACAT TCATCCGGGG TCAGCACCGT TTCTGCGGAC TGGCTTTCTA 1140
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COTGTTCCGC TICCTTTAGC AGCCCTTGCG CCCTGAGTGC TTGCGGCAGE GTGAAGCTAG 1200

CGGAATTCOA GCTCGGTACC COGGOATCCT CTAGAGTCGA CCTGCAGGCA TGCAAGCTTG 1260

CATGCCTGCA GOTCGACAAG AGAATTACAG CAGACGACGC GCCOCTTCCA CCACGATTTT 1320

CACCCCATOG CTTTCGGTTT GTTTCATCGT CTCAGCATTC GGGATCTCTT GCTGGOTGLG 1380

GTTAACGATA ACACCCGCTA CCATACCOGT ACGCAGGCCC TGACTTGCAC ACATGOTCAG 1440

CAGOGGTTGCA GATTCCATTT CATAGTTCAT TACGCCOCATC GCCTGCCACT CTTCCATAGA 1500

ACCTTTAAAG TGACGAACTA CGUGACCAGA GTAAGTATCG TAACGTTCCT GACCTGGGTA 1560

GAAGGTATCA GAAGAAGCTG TCACGUCAAC GTGAGTTGTC GCGCCAATGG ATTTCGCAGC 1620

TTCAACCAGC GCAGTCGTAC ATTCGAAATC AGCGACAGCC GGGAATTCCA GCGOTGCGAA 1680

GTGCAGGCTC GCGCCATCCA GACGGACAGA CGCCOTGGTA ACCAGGACAT CACCCACATT 1740

AATATGCGGC TGAATAGCGC CCGTTGTACC GATACGCAGG AAGGTGCGAA TGCCCAGCTG 1800

TGCCAGCTCT TCAACAGCAA TAGAGGTAGA COGGCCOCCG ATACCGOTAG AGCAGACGAT 18460

AACAGGTTTA CCATCCAGCT CTOCACGECA GOTAGTCAAT TCOCGGTGAG ATGCCAGCTT 1920

AACCGGCTTA TCCATCAGCG CGOCGATCTT TRCCACACGA TCCGOOGTCGE CAGGGACGAT 1980

GGCAAGCGTA GCCCCTTGTA AATCOTTTTT AGTGAGGCCG AGATGAAAAA CATCAGACTT 2040

QGACATGGAT GOTACCGAGC TCGAATTCGT AATCATGGTC ATAGCTGTTT CCTGTGTGAA 2100

ATTGTTATCC GCTCACAATT CCACACAACA TACGAGCCGG AAGCATAAAG TOTAAAGCCT 2160

GGGGTGCCTA ATGAGTGAGC TAACTCACAT TAATTGCGTT GCGCTCACTG CCCGCTTTCC 2220
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AGTCGGGAAA CCTGTOGTGC CAGCTGLCATT AATGAATCGG CCAACGLOCG QGGAGAGGCG 2280
GTTTGCGTAT TGGGCGCTCT TCCGCTTCCT COCTCACTGA CTCGCTGCGC TCOGGTCETTC 2340
GOCTGCGOCE AGCGOTATCA GCTCACTCAA AGGCGGTAAT ACGGTTATCC ACAGAATCAG 2400
GGGATAACGC AGGAAAGAAC ATGTGAGCAA AAGGCCAGCA AAAGGCCAGG AACCGTAAAA 2460
AGGCCGCGTT GETGOCGTTT TTCCATAGGC TCCGCOCCOC TGACGAGCAT CACAAAAATC 2520
GACOCTCAAG TCAGAGO TGO COAAACCCGA CAGOACTATA AAGATACCAG GCGTTTCCCC 2580

CTGGAAGCTC CCTCGTGCGE TCTCCTGTTC CGACCCTGCC QGUTTACCGGA TACCTGTCCG 2640

CCTTTCTCLC TICGGGAAGC GTGGCGCTTT CTCATAGCTC ACGCTGTAGG TATCTCAGTT 2700
CGOTGTAGOT COGTTCGCTCC AAGUTGGGCT GTGTGCACGA ACCCCCCGTT CAGCCCGACC 2760
GCTGCGCCTT ATCCGGTAAC TATCGTCTTA AGTCCAACCC GGTAAGACAC GACTTATCGC 2820
CACTGOCAGC AGCCACTGOT AACAGGATTA GCAGAGCGAG GTATOTAGGE GGTGCTACAG 2880
AGTTCTTGAA GTGOTOGGCCT AACTACGGCT ACACTAGAAG AACAGTATTT GGTATCTGCG 2940
CTCTGCTGAA GCCAGTTACC TTCGGAAAAN GAGTTGGTAG CTCTTGATCC GGCAAACAAA 3000
CCACCGCTGG TAGCGGTGOT TTTTTTOTTT GCAAGCAGCA GATTACGCGC AGAAAAAAAG 3060
GATCTCAAGA AGATCCTTTG ATCTTTICTA CGOGUTCTOA CGCTCAGTGO AACGAAAACT 3120
CACGTTAAGG GATTTTOGTC ATGAGATTAT CAAAAAGGAT CTTCACCTAG ATCCTTTTAA 5180

ATTAAAAATCO AAGTTTTAAA TCAATCTAAA GTATATATGA GTAAACTTGG TCTGACAGTT 3240
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ACCAATGCTT AATCAGTGAG GCACCTATCT CAGCGATCTG TCTATTTCGT TCATCCATAG 3300

TTGCCTGACT CCCCGTCGTS TAGATAACTA COGATACGGGA GGGCTTACCA TCTGGCCCCA 3360

GTGCTGCAAT GATACCGCGA GACCCACGCT CACCGGCTCC AGATTTATCA GCAATAAACC 3420

AGCCAGCCGO AAGGGCCAAG CGCAGAAGTG GTCCTCCGAT COGTTGTCAGA AGTAAGTTGG 3480

CCGCAGTGTT ATCACTCATG GTTATOOCAG CACTOCATAA TTCTCTTACT GTCATGCCAT 3540

CCGTAAGATG CTTITCTGTG ACTGGTGAGT ACTCAACCAA GTCATTCTGA GAATAGTGTA 3600

TGCGGCGACC GAGTTGCTCT TGCCCGGCOT CAATACGGGA TAATACCGCG CCACATAGCA 3660

GAACTTTAAA AGTGCTCATC ATTGGAAAAC GTTCTTCGGE GCGAAAACTC TCAAGGATCT 3720

TACCGCTGTT CAGATCCACT TCGATGTAAC CCACTCOTGT ACCCAACTGA TCTTCAGCAT 3780

CTTTTACTTT CACCAGCGTT TCTGGGTGAG CAAAAACAGG AAGGCARMAAT GCCGCAAAAA 1840

AGGOAATAAG GOCGACACGG AAATGTTGAA TACTCATACT CTTCCTTTTT CAATATTATT 3900

GAAGCATTTA TCAGGGTTAT TGTCTCATGA GCGGATACAT ATTTGAATGT ATTTAGAAAA 3960

ATAAACAAAT AGOGGTTCCG CGCACATTTC CCCGAAAAGT GCCACCTGAC GTCTAAGAAA 3020

CCATTATTAT CATGACATTA ACCTATAAAA ATAGOCGTAT CACCGAGGCCC TTTCCTCTCS 4080

CGCOTTTCGG TGATOACGOT GAAAACCTCT GACACATGCA GUTCCCGGAG ACGOTCACAG 4140

CTTGTCTGTA AGCGGATGCC GGGAGCAGAC AAGCCCOTCA GGGCGCGTCA GCGOGTGTTG 4200

GCGGGTGTCE GGGCTGGOTT AACTATGCGG CATCAGAGCA GATTGTACTG AGAGTGCACC 4260
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ATATGCGGTG TGAAATACCO CACAGATGCG TAAGGAGAAA ATACCGCATC AGGCGCCATT 4320

CGCCATTCAG GCTGCGCAAC TGTTOGGAAG GGCGATCGGT GCGGOGCCTCT TCGCTATTAC 4380

UCCAGCTGGC GAAMOGGGGA TGTGCTGCAA GOGCOATTAAG TTGGGTAACG CCAGOGTTTT 4440

CCCAGTCACG ACGT 4434

<210>2

<211> 4393

<212> ADN

<213> ARTIFICIAL

<220>
<223> PLASMIDO

<220>

<221> GEN

<222> (438).. (1232)

<223> RESISTENCIA A KANAMICINA

<220>

<221> GEN

<222> (1277)..(1977)
<223> DEOD

<400> 2

TGTAAAACGA COGCCACGTGC CAAGCTTGCA TGCCTGCAGG TCOACTCTAG AGGATCCCCG 60

GGTACCGAGC TCGAATTCCG CTAGCTTCAC GCTGCCGCAA GCACTCAGGG CGCAAGRGCT 120

GCTAAAGGAA GCGOAACACG TAGAAAGCCA GTCCGCAGAA ACGGTOCTGA CCCCGGATGA 180

ATGTCAGCTA CTCGGGCTATC TOOACAACGG AAAACGCAAQ COCAAAGAGA AAGCAGGTAG 240
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CTTGCAGTGG GCTTACATGG COATAGCTAC ACTGGGCGOT TTTATGGACA GCAAGCGAAC 300

CGGAATTHCC AGCTGGOGCG COCTCTGOTA AGGTTGGGAA GCCCTGCAAA GTAAACTGGA 360

TGGCTTTCTT GLCCGCCAAGG ATCTGATGGC GCAGGGGATS AAGATCTGAT CAAGAGACAG 420

GATGAGCATC GTTTCGCATG ATTGAACAAG ATGGATTGCA CGCAGGTTCT CCGGCCGCTT 480

GGGTGGAGAG GCTATTCOOC TATGACTGGD CACAACASAC AATCGGCTSC TCTGATGCCC 540

CCGTGTTCCG GCTGTCAGCS CAGGGOCGCC COGGTTCTTTT TGTCAAGACC GACCTGTCCG 600

GTGCCCTGAA TGAACTCCAA GACGAGGCAG COCGOGCTATC GTGGCTGGLC ACGACGGGCG 660

TTCCTTGCGC AGCTGTGCTC GACGTTGTCA CTGAAGCOGGG AAGGGACTGO CTGCTATTGG 720

GCOAAGTGCC GGGGCAGOAT CTCCTGTCAT CTCACCTTGE TCCTGCCGAG AAAGTATCCA 780

TCATGGCTGA TGCAATGCGG COGCTGUATA CGCTTGATCC GGCTACCTGC CCATTCCGACC 840

ACCAAGCGAA ACATCGCATC GAGCGAGCAC GTACTCGOAT GGAAGCCGGT CTTGTCGATC 200

AGOATCGATCT GGACGAAGAS CATCAGGGGT TCGCGUCAGT CGAACTGTTC GCCAGGUTCA 960

AGGCGCGGAT GCCCTACGEC GAGOATCTCG TCOTGACCCA TGGCGATGCE TGCTTGCCGA 1020

ATATCATGGT GCGAAAATGCC CGCTTTTCTG GATICATCGA CTGTGGCCGE CTGGOTGTGG 1080

CGGACCGCTA TCAGGACATA GCGTTGGCTA CCCOTGATAT TGCTGAAGAG CTTGGCGGCG 1140

AATGGGCTGA CCGCTTCCTC GTGCTTTALG GTATCGCCGC TCCCGATTCG CAGCGCATCG 1200

CCTTCTATCO CCTTCTTGAC GAGTTCTTCT GAGCGGGACT CTGGGGTTCS CCCAAGCTTG 1260
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CATGCCTGCA GGTCGACTTA CTCTTTATCG CCCAGCAGAA CGGATTCCAG TGCGATTTTG 1320

ATCATGTCGT TGAAGGTAGT CTGACGCTCA GCGGCAGTGG TCTGCTCGTG AGTGCGGATG 1380

TGGTCAGATA CGGTGLAGAT GGTCAGGGCT TTCGCGCCAA ATTCTGCAGC CACGCCAGTAG 1440

ATACCAGCCG CTTCCATTTC CACGCCGAGA ATGCCGTATT TTTCCATCAC GTCCGAACATT 1500

TCGCCGTCCG GAGAGTAGAA CAGOTCAGCG GAGAACAGOT TACCCACGCG AGCATCAATA 1560

CCCAGTGCTT TAGCTGCATC TACTGCGTTA COCCACCATGT CGAAGTCAGT GATAGCGGCA 1620

AAGTCATGGT CTTTAAAACG GATGOGGTTA ACTTTGOAAT CGOTGCAGGC ACCCATACCG 1680

ATAACGACGT COGCGCAGTTT TACGTGCGGE AGAACTGCGC CACAGGAACC CACGCGOATA 1730

ATTTTCTTCA CGCCGAAATC GOTOGATCAGT TCTTTGGTGT AGATGGAGCA GGACGOCATA 1800

CCCATACCOT GACCCATTAC GGAAATTTTG COGCCTTTOT AAGTACCOGT GAAGCCLCAGC 1860

ATACCGCGAA COTTGTTCAC TTCACGOGCA TCTTCAAGGA AAGTTTCAGT AATATACTTC 1920

GCACGCAGCO GGTCGCCTGO CATCAAAACT ACGTCAGCGA AATCGCCCAT TTCTGCATTA 1980

ATGTGTGGOG TAGCCATGGA AGAATTCGTA ATCATGGTCA TAGCTGTTTC CTGTGTGAAA 2040

TTGTTATCCG CTCACAATTC CACACAACAT ACGAGCCGGA AGCATAAAGT GTAAAGCCTG 2100

GOGGTGCCTAA TGAGTGAGCT AACTCACATT AATTGCGTTG CGCTCACTGE CCGCTTTCCA 2160

GTCGGGAAAC CTOTCOTGCC AGCTGCATTA ATGAATCGOC CAACGLGLGG GOAGAGGCGSG 2220

TTTGCOTATT GGGCGCTCTT CCOCTTCCTIC GCTCACTGAC TCGLTGCOLT CGGTCGTTCG 2280
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GCTGCGGCGA GCGGTATCAG CTCACTCAAA GGCGGTAATA CGGTTATCCA CAGAATCAGG 2340

GGATAACGCA GGAAAGAACA TGTCGAGCAAA AGGCCAGCAA AAGGCCAGGA ACCGTAAAAA 2400

GGCCGCGTTG CTGGCGTTTT TCCATAGGCT CCOCCCCCCT GACGAGCATC ACAAAAATCO 2440

ACGCTCAAGT CAGAGGTGOC GAAACCCOAC AGGACTATAA ACATACCAGO CGTTTCCCCC 2520

TGGAAGCTCC CTCOTGCGCT CTCCTSTTCC GACCCTGCCG CTTACCGGAT ACCTGTCCGC 2580

CTTTCTCCCT TCGGOAAGCG TGGCGETTTIC TCATAGCTCA COCTOTAGGT ATCTCAGTTC 2640

GOTGTAGGTC GTTCGCTCCA AGCTGGGCTS TGTGCACGAA CCCCCOGTTC AGCCCGACCG 2700

CTGCGCCTTA TCCGGTAACT ATCGTCTTGA GTCCAACCCG GTAAGACACG ACTTATCGCC 2760

ACTGGCAGCA GOCCACTGGTA ACAGCATTAG CAGAGCGAGS TATGTAGGCG GTGCTACAGA 2820

GTTCTTQAAG TGOTGGCCTA ACTACGGCTA CACTAGAAGA ACAGTATTTG GTATCTGCGC 2880

TCTGUTGAAG CCAGTTACCT TCGGAAAMAG AGTTGGTACC TCTTGATCCG GCAAACAAAC 2940

CACCGCTGGT AGCGGTGOTT TTITTGTTTG CAAGCAGCAG ATTACGCGCA GAAAAAAAGG 3000

ATCTCAAGAA GATCCTTTGA TCTTTICTAC GGGOTCTGAC GCTCAGTGGA ACCAAAACTC 3060

ACGTTAAGGG ATTTTOOTCA TGAGATTATC AAAAAGGATC TICACCTAGA TCOTTTTAAA 3120

TTAAAAATGA AGTTTTAAAT CAATCTAAAG TATATATGAG TAAACTTGGT CTGACAGTTA 3180

CCAATGCTTA ATCAGTGAGS CACCTATCTC AGCGATCTGT CTATTTCGTT CATCCATAGT 3240

TGCCTGACTC CCCGTCGTOT AGATAACTAC GATACGGOAG GGCTTACCAT CTGGCCCCAG 3300
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TGCTGCAATG ATACCGCGAG ACCCACGCTC ACCGGCTCCA GATTTATCAG CAATAAACCA 3360

GCCAQCCGGA AGGGCCGAGC GCAGAAGTGG TCCTCCGATC GTTGTCAGAA GTAAGTTGGC 3420

CACAGTGTTA TCACTCATGG TTATGGCAGC ACTGCATAAT TCTCTTACTG TCATGCCATC 3480

CGTAAGATGC TTTTCTGTGA CTGGTGAGTA CTCAACCAAG TCATTCTGAG AATAGTGTAT 3540

GCGGCGACCO AGTTOCTCTT GCCCGGCGTC AATACGGGAT AATACCGCAOC CACATAGCAG 3600

AACTTTAAAA GTGCTCATCA TTGGAAAACG TTCTTCGGOG CCGAAAACTCT CAAGGATCTT 3660

ACCGCTGTTG AGATCCAGTT CGATGTAACC CACTCGTGCA CCCAACTGAT CTTCAGCATC 3720

TTTTACTTTC ACCAGCGTTT CTOGGTOAGC AAAAACAGGA AGGCAAAATG CCGCAAAAAA 3780

GGGAATAAGG GCGACACGGA AATGTTGAAT ACTCATACTC TTCCTTTTTC AATATTATTG 3840

AAGCATTTAT CAGGGTTATT GTCTCATGAG CGGATACATA TTTGAATGTA TFTAGAAAAA 39C0

TAAACAAATA GGGGTTCCQOC GCACATTTCC CCGAAAAGTG CCACCTGACG TCTAAGAAAC 3960

CATTATTATC ATGACATTAA CCTATAAAAA TAGGCGTATC ACGAGGCCCT TTCGTCTCGC 4020

GCGTTTCGGT GATGACGGTG AAAACCTCTG ACACATGCAG CTCCCGGAGA CGGTCACAGC 4080

TTGTCTGTAA GCGOGATGCCG GCGAGCAGACA AGCCCGTCAG GGCGCGTCAG COGGTGTTGG 4140

CGGOTGTCGG GGCTGGCTTA ACTATGCGGC ATCAGAGCAG ATTGTACTGA GAGTGCACCA 4200

TATGCGGTGT GAAATACCGC ACAGATGCGT AAGOAGAAAA TACCACATCA GGCGCCATTC 4260

GCCATTCAGG CTGCGCAACT GCTTIGGQAAGG GCCATCGGTO COGGCCTCTT CGCTATTACG 4320
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CCAGCTGGCO AAAGGOGGAT GTGCTOCAAS GUGATTAAGT TGGGTAACGC CAGGSTTTTC 4380

CCAGTCACGA CGT

ES 2343 741 T3
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