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Descricao
METODO PARA A PRODUCAO DE CLADRIBINA
Campo da Aplicacéao

LA presente invencado diz respeito a um método para produzir

cladribina (2-cloro-2'-desoxiadenosina).

Mais especificamente, a invencdo diz respeito a um método
para produzir cladribina através de uma reacgdo de

transglicosilacgéo.
Técnica anterior

Como ¢é do conhecimento geral, a cladribina (2-cloro-2'-
desoxiadenosina) € uma molécula usada como medicamento
antineopldsico no tratamento de leucemia e outras

neoplasias e tem a seguinte férmula (I);
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Foram descritos véarios métodos de sintese de Cladribina,

entre eles, é realcado o seguinte.

O Pedido de Patente US N°. 5,208,327 (Chen, R.H.K.,
registado em 16 de Abril de 2002) descreve um método de
sintese de <cladribina, comecando com a guanosina em 7

passos de sintese gquimica com o uso de numerosos reagentes.



O Pedido de Patente US N°. 6,252,061, descreve a sintese, a
qual prevé uma halogenacao directa de 2,6-diaminopurina
desoxirribose, numa mistura de solventes proéticos e
apréticos, na presenca de um acido Lewis e um nitrito
orgadnico. A sintese prevé uma coluna de purificacdo do

produto final.

0 Pedido de Patente Internacional WO 2004/028462 descreve
uma sintese para uma halogenacao directa de 2" -
desoxiguanosina, seguida por uma separacao cromatografica

para cada intermediéario.

O pedido de patente EP 173 059 descreve uma sintese que
prevé uma condensacdo de purina base e uma desoxirribose

adequadamente protegida.

O Pedido de Patente US n°. 2002/0052491, descreve uma
sintese que comegca com a Cloroadenina e desoxirribose
adequadamente protegida, com rendimentos melhorados em
relacdo a EP 173,059 e eliminacdo do passo da coluna de

purificacao.

0O Pedido de Patente US n°. 2004/0039190, descreve uma
reaccao entre uma cloroadenina adequadamente protegida e
uma desoxirribose adequadamente protegida, com rendimentos

melhorados em relacdo a US 2002/0052491.

A produgdo de cladribina através de processos de sintese
gquimica tem limitacdes significativas, visto tails processos
muitas vezes consistirem de uma reaccdo com multiplas
etapas, © dque compreende reaccgdes de protecgcao e nao
protecgdao que comega nos componentes que sao dispendiosos

e/ou dificeis de encontrar no mercado, e por vezes, envolve



reacgdes nao-estereoespecificas (isto é&, que leva a
producao do produto final em ambas as conformacdes a e B).
Talis processos sao, por conseguinte, longos e dispendiosos,
e o0s rendimentos sdo raramente satisfatdérios. Este tipo de
processos, devido a sua natureza, nao sdo adequados a serem

empregues numa escala industrial.

Por outro lado, as reaccgdes enzimaticas, talis como, por
exemplo, as reaccgdes de glicosilacdao e transglicosilacao,
sdo melhor adegquadas para uso a um nivel industrial e a
variedade das enzimas disponiveis na natureza, permite
seleccionar a estereoespecificidade e regioselectividade
desejadas da reaccao. Entao, tais reacgdes, normalmente
requerem um passo final de purificacdo (por exemplo,
através de precipitacdo ou filtracdo) da mistura do produto
a fim de isolar, ao nivel de pureza desejado, o produto da
enzima, o substrato nao reactivo e dos possiveis co-
produtos da reaccao (por exemplo, isdmeros).

Outra vantagem das reacgdes enzimdticas, em relacdo as
reacgcdes de sintese, € o facto de que as enzimas que sao
usadas, em adicdo a estarem disponiveis no mercado, sao
também facilmente encontradas em grandes quantidades e a
baixo custo, na natureza, por exemplo no cultivo de células

bacterianas.

Por conseguinte, é possivel cultivar a bactéria que produz
a enzima de interesse e 1isolar a enzima das células
bacterianas. Alternativamente, as reaccgbes enzimaticas
podem ser efectuadas ao usar a totalidade das células
bacterianas, a solucdo mais recente normalmente conduzindo

a reaccgdes menos eficientes (por conseguinte, com menores



rendimentos) que sao, contudo, mais convenientes e

econdémicos.

As reaccdes enzimdticas podem ser classificadas em reaccdes
de enzimas livres e reaccgdes de enzimas imobilizadas. No
primeiro caso, as enzimas sdo adicionadas a mistura de
reaccgao, engquanto no segundo caso, as enzimas (ou células

bacterianas) sao imobilizadas nos portadores adequados.

A imobilizacgdo das enzimas ou células bacterianas, leva a
vantagem de nao ter de separar as enzimas da mistura do
produto no final da reaccdo e de permitir, por conseguinte,
recuperar as enzimas ou células e reutilizda-las para uma
reacgao subsequente. A imobilizacdo permite, além do mais,
efectuar as reacgdes continuamente ou em lotes, obtendo,
por conseguinte, maiores rendimentos e atingindo uma maior

aptidao para uso a uma escala industrial.

Por fim, as reacc¢des enzimdticas podem ser optimizadas
através de manipulacdo genética das bactérias que produzem
a enzima. Tails manipulacgdes sao normalmente destinadas a
conferir um maior rendimento enzimdtico ou actividade
enzimdtica. No entanto, pode dizer respeito, a outros
factores tais como a supressao da producdo de outras
possiveis enzimas pelo microrganismo, a
estereoselectividade ou regioselectividade da enzima de

interesse, etc.

As reaccgles enzimdticas para produzir cladribina séo
descritas em varios artigos e ©patentes. Entre estes,

realcamos o seguinte.



Em Michailopulo, I A et al (1993) Nucleosides &
Nucleotides, 12 (3&4) 417-422, a sintese bioquimica de
Cladribina, ¢ descrita comecando pela cloroadenina e

desoxiguanosina na presenca de células E. coli.

0O Pedido de Patente US n°. 2006/0094869, descreve uma
reaccao entre cloroadenina e desoxirribose-1-fosfato na
presenca da enzima purina nucledésido fosforilase (PNP)

purificada.

Os documentos acima mencionados descrevem os processos de
producdao da cladribina que enquanto vantajosos, com
respeito aos métodos qguimicos acima previstos, envolveu,
mesmo assim, varias desvantagens, incluindo baixos
rendimentos, substratos (por exemplo, desoxiguanosina e
desoxirribose 1-fosfato) que sao dificeis de encontrar e
por fim, passos de processo (tal como o isolamento final da

coluna cromatografica) de aplicacdo industrial dificil.

O mais recente passo de isolamento e purificacdo do produto
final tem sido normalmente o mais problemdatico de todo
processo da produgao inteira da cladribina através de meios

enzimaticos.

O problema técnico subjacente na presente invencao € por
conseguinte tornar disponivel um método para a producdo de
cladribina, o gue permite obter rendimentos de produto que
sdo 1iguais a ou maiores que agqueles da técnica anterior,
comecando nas matérias-primas econdmicas e faceis de
encontrar e o0s quails sdao ao mesmo tempo economicamente

vantajosas e permitem um fadcil isolamento do produto final.

Sumdrio da Invencao



Tal problema ¢ resolvido de acordo com a presente invencao,
por um método para produzir cladribina (2-cloro-2"'-

desoxiadenosina) que compreende os passos de:

a) reaccdo de 2-desoxiuridina com 2-cloroadenina, na
presenca de uridina fosforilase (UPase) e purina nucledsido
fosforilase (PNPase) num meio de reaccdao aguosa gue contém
possivelmente até 40% v/v de um solvente aprético dipolar,
para obter cladribina dissolvida no dito meio de reaccgao;

b) idisolamento da cladribina por precipitacdo através de
concentracdo e alcalinizacadao do meio da reaccdo até um pH

de 11.5-12.5.

As enzimas UPase e PNPase, podem ser apresentadas no meio
da reacgdo na forma de enzimas livres ou enzimas
imobilizadas em portadores adequados, ou podem ser
produzidas in situ por células que as produzem, que pPor sua
vez podem ser apresentadas no meio da reaccdo numa forma

livre ou forma imobilizada.

Quando sao usadas células produtoras de enzimas UPase ou
células produtoras de enzimas PNPase, ou quando sao usadas
células produtoras de enzimas UPase e PNPase, tais células
sdo de preferéncia imobilizadas por absorcdo numa fraca
resina de troca de anido, em particular numa fraca resina
de troca de anido com grupos de amino funcionais.
Particularmente preferida é uma resina escolhida do grupo
que compreende resinas Dowex MWAl (Dow Chemical), Diaion
WA30 (Mitsubishi), Duolite A7®, Amberlite FPA54®, Amberlyst
21 e Duolite A568® (Rohm & Haas). A mails recente resina é
particularmente preferida para os objectos da presente

invencao.



O processo para obter a imobilizacdo das células produtoras
de UPase e/ou PNPase em resinas fracas de troca de anido, é

descrito no pedido EP 06005241 do mesmo Reguerente.

De acordo com uma realizacdo da invencao, as células

supracitadas sdo células das espécies Escherichia coli.

Particularmente preferido é o uso de células Escherichia
coli da estirpe DHbalpha, transformada através de vectores
plasmidio com sequéncias indicadas na Sequéncia ID N°. 1 e

2.

O solvente aprdético dipolar supracitado ¢é geralmente
representado por dimetilformamida ou por dimetilsulfodxido

ou misturas do mesmo e é de preferéncia dimetilformamida.

O passo da alcalinizacdo supracitado ¢é de preferéncia

efectuado para obter um pH igual a cerca de 12.

De preferéncia, 2-desoxiuridina e 2-cloroadenina sao feitos
reagir num racio molar gue varia de 1:1 a 3:1,

vantajosamente cerca de 2:1.

A reaccgao entre 2-desoxiuridina e 2-cloroadenina, é
geralmente efectuada num meio de solugcdao tampao, por
exemplo através de um fosfato de solucao de tampdo, a um pH

no intervalo de 6.5-8.5, de preferéncia 7.3-7.8.

A reacgcao ¢é geralmente conduzida a uma temperatura no

intervalo de 50-70°C, adequadamente a cerca de 60°C.

De acordo com outro aspecto da presente invencdo, a reaccgao

entre 2-desoxiuridina e 2-cloroadenina, ¢é efectuada por



adicionar gradualmente, a um meio da reaccdo aquosa com
solugcado de tampdo a pH 7-8 e que contém as enzimas e 2-
desoxiuridina, uma solucdao de 2-cloroadenina numa mistura
de 4agua e solvente aprdético dipolar, a uma velocidade tal
que 2-cloroadenina mantém-se na solucdo até ter sido
convertida no produto final, isto €&, de tal modo gue
nenhuma precipitacdao de 2-cloroadenina ocorre durante a

reacgao.

A solucdo supracitada de 2-cloroadenina é de preferéncia
preparada ao suspender 2-cloroadenina num solvente aprdético
dipolar e adicionar uma solugao concentrada de um hidrdéxido
alcalino até ter sido obtida uma completa dissolugao de 2-
cloroadenina.

O solvente aprdético dipolar em qguestao, ¢é de preferéncia
dimetilformamida e o hidrdéxido alcalino & de preferéncia

KOH, usado numa concentracdo com intervalo de 20-30% w/v.

E prevista uma adicdo de uma solucdo aquosa de um 4dcido
forte ao mesmo tempo gque a adicdo da solucdo 2-
cloroadenina, em tal extensdo para manter o pH da mistura

da reaccao entre 6.5 e 8.5, de preferéncia entre 7.3 e 7.8.

Como &acido forte, podem ser usados os acidos minerais tais
como HC1l or HsPO4,, ou &cidos orgdnicos podem ser usados

como, por exemplo, acido citrico.

Os passos supracitados de concentracdo e alcalinizacao do
meio da reaccadao no final da reaccado podem ser efectuados em
qualquer ordem mas de preferéncia a alcalinizacao ¢é

efectuada em primeiro lugar, seguida pela concentracao.



Quando sao utilizadas as enzimas 1imobilizadas ou células
imobilizadas, antes de  proceder com OS Passos da
alcalinizacdao e concentracdao, o passo de filtracdao ou
centrifugacao é efectuado para remover as enzimas

imobilizadas ou células imobilizadas da mistura da reaccéao.

O precipitado obtido no final de tais passos é filtrado e
possivelmente recristalizado com uma mistura

hidroalcodlica, por exemplo com 95:10 etanol/agua v/v.

Gracas ao método de acordo com a presente invencao, &
possivel efectuar uma reaccgdo estereocespecifica, que conduz
a formacdao de altos rendimentos do produto desejado sd na
sua configuracdo (. Além do mais, o método de acordo com a
presente invencdo resolve o0s inconvenientes mencionados na
técnica anterior e permite o isolamento da cladribina
produzida numa forma extremamente simples, eficaz e
econdmica, tornando assim o método facilmente transmissivel
para a produgdo industrial. Em particular, o passo de
isolamento da cladribina dos outros componentes da mistura
de reaccdo ¢é Dbrilhantemente executado com uma simples
variagao do pH, sem ter de recorrer a separacgdes
cromatograficas dispendiosas, e permite obter o produto com

um alto nivel de pureza.

Descricdo detalhada

Como acima determinado, é preferido para conduzir a reaccao
de transglicosilacdao de acordo com a invencdo ao usar, em
vez de enzimas UPase e PNPase tal como, células
imobilizadas produtoras de UPase e/ou PNPase. Tais células

sdo de preferéncia células Escherichia coli geneticamente



modificadas, capazes de expressar quantidades consideraveis

de UPase ou PNPase.

Tais células foram obtidas da seguinte forma:

1. Construcdo e Estirpes Recombinantes que expressam a

enzima UPase ou enzima PNPase

As estirpes recombinadas foram elaboradas ao transformar
uma estirpe hospedeira de Escherichia coli com um plasmidio
com um alto numero de cédépias que contém o gene de interesse

e um indicador para a seleccao.

A estirpe hospedeira € a estirpe DHS5alpha, encontrada
facilmente no mercado (GIBCO-BRL) e extensivamente descrita
na literatura. E uma estirpe derivada da Escherichia coli
K12 e por conseguinte considerada de seguranca classe 1,

assim adaptada para um uso do tipo industrial.

O gene UdP, codificacdo para a enzima UPase, e o gene deoD,
codificacdo para a enzima PNPase, ja fol bem descrito na
literatura e as suas sequéncias sao conhecidas e
disponiveis na base de dados EMBL, caracterizado pelos

numeros de acesso X15679 para UdP e M60917 para deoD.

Os genes foram amplificados através de RCP (Reaccao em
Cadeia da Polimerase) usando primdrios sintéticos

adequadamente preparados.

Os genes foram inseridos, usando as enzimas adequadas de
restricdo Kpnl e Sall para UdP e EcoRl para Sall para deoD,

na zona do polylinker do plasmidio com um alto numero das



codpias puUC18, bem caracterizados na literatura e

comercialmente disponiveis.

Em ambos os plasmidios (que contém o gene UdP e que contém
o0 gene deoD), a resisténcia ao antibidético canamicina foi
entdo inserida, obtida através de digestdo com a enzima de
restricéo Hindl1l1l do plasmidio pBSL14, que esta

comercialmente disponivel.

Finalmente, para ambos os plasmidios (que contém o gene UdP
e que contém o gene deoD), a resisténcia a Ampicilina foi
destruida através de eliminacdo, através de digestdo com a

enzima AvalIl.

Inesperadamente, foram descobertos dois sites reconhecidos
pela enzima de restricao Avall, com a formagao consequente
de 3 fragmentos de plasmidio em vez dos dois esperados,
visto que na literatura sé um site de restricdo para esta

enzima foili indicado.

Os plasmidios finais foram obtidos ao recuperar os dois
maiores fragmentos e eliminando o fragmento desnecesséario
que foi formado. As caracteristicas principais das novas
estirpes geneticamente modificadas sao indicadas na

seguinte tabela.

TABELA
Estirp Hospedei Plasmid Indicador Protei Presen
ro io de na ca
seleccgao expres AmpR
sa
EXP05/ DH5alpha pUC18 Canamicin UPase Nao
a




EXP05/ DH5alpha pUC18 Canamicin PNPase Nao

04

a

A sequéncia dos plasmidios de acordo com a tabela anterior

o

indicada nas listas no final da descricdo e em particular
a sequéncia do plasmidio pUC18 gue contém o gene UdP gue
corresponde a Sequéncia Id. No. 1 e a sequéncia do
plasmidio pUCl8 que contém o gene deoD que corresponde a

Sequéncia Id. No. 2.

2. Preparagao do biocatalisador

O biocatalisador é preparado usando estirpes de Escherichia
coli geneticamente preparadas que sao capazes de sobre-
expressar as actividades fosforilase devido a enzimas
Uridina fosforilase e Purina Nucledsido Fosforilase, no
caso especifico, as estirpes EXP05/03 e EXP 05/04. A
imobilizacdao das suspensdes das células que contém a
actividade enzimédtica UPase e actividade enzimdtica PNPase
é preparada comecando da mistura de suspensdes de células
preparadas para ter um racio entre a actividade enzimatica
devido a enzima UPase e a actividade enzimadtica devido a
enzima PNPase no intervalo de 1:1- 3:1. Neste exemplo, a
imobilizacdao €& descrita por uma mistura de suspensdes de
células nas quals o racio entre a actividade enzimatica
devido a enzima UPase e a actividade enzimadtica devido a

enzima PNPase & cerca de 3:1.

Cerca de 20 (peso seco) gramas de resina Rohm & Haas
Duolite A568 foi adicionada a 200 ml de uma mistura de
suspensdes de células compostas por células que contém a

actividade enzimdtica UPase (EXP05/03) na medida de cerca




de 115 wunidades/ml e células que contém a actividade
enzimdtica PNPase (EXP 05/04) na medida de cerca de 33

unidades/ml.

A mistura ¢ mantida a temperatura ambiente com agitacdo
moderada durante 48 horas. A mistura de dimobilizacdo &
depois filtrada. A resina ¢é lavada com &agua até serem

obtidas &dguas de lavagem limpas (cerca de 2 litros).

A resina com as actividades enzimaticas 1mobilizadas &
entdao preservada a 4°C em 0.1 M de solucgcao tampao de

fosfato de potédssio com pH 7.5.

3. Actividade da Resina com Células Imobilizadas

A  actividade catalitica das enzimas UPase e PNPase
associada a resina com células imobilizadas, é determinada
com uma reacgdo de transglicosilacdo efectuada wusando

condig¢des estandardizadas.

200g ou 400g de portador sdélido com células imobilizadas
com uma actividade enzimédtica UPase e actividade enzimatica
PNPase (peso humido) como descrito no ponto anterior, sao

adicionados a 10 ml de mistura de reaccéo.

A reaccgdo & efectuada com a seguinte solucdo: 40 mM de
arabinofuranosil uracil (Ara-U), 40 mM de adenina, 30 mM de
fosfato de potédssio monobdsico - pH 7.2, a uma temperatura
mantida a 60°C. Depois de 60 minutos a 60°C, a reaccgao é
parada ao diluir a reaccdo 1:50 em &gua. A percentagem de
adenina convertida em arabinofuranosil adenina (ARA-A) &

determinada ao analisar uma aliquota da mistura de reaccéo

com uma cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)



equipada com uma coluna Nucleosil 100-5 (Macherey - Nagel)
de tamanho 250 x 4.6 mm, eluindo com uma solucao tampao de
fosfato de potdssio monobdasico 10 mM - 6% de metanol. A
actividade catalitica das enzimas UPase e PNPase
(Actividade catalitica de transglicosilacdo) associada ¢é
expressa em unidades/ g liquido (micromoles por minuto de
Adenina convertida para formar ARA-A nas condigdes do
ensaio/grama peso liquido de extracto de célula) e ¢é
calculada com respeito a percentagem de conversao de

adenina.

4. Fermentacdo das células dque contém a actividade

enzimdtica UPase ou actividade enzimdtica PNPase

As estirpes recombinadas EXP05/03 (codificacdao para a
enzima UPase) e EXP05/04 (codificagdo para a enzima PNP)
foram fermentadas em separado lote a lote ao usar um
fermentador com um volume uUtil de 15 litros, que contém 15

de meio de cultura com a seguinte composicao (por litro):

13.3 g KHyPOs;

40 g soitone;

36 g extracto de levedura;
1.5 g MgS0O,. 7H20;

0.02 g canamicina

O fermentador foi inoculado com cerca de 150 ml de
suspensao bacteriana que foil deixada a crescer previamente
durante cerca de 24 h a 37°C. A fermentacgao foi efectuada
usando o0s seguintes parémetros. 37°C de temperatura,
agitacdo mecadnica de cerca de 250 r.p.m., fluxo do ar
automaticamente controlado para manter o valor p0O; a 20% da

concentracao da saturacao, pH controlado a 7+ 0.2 através



de adicdao de 10% de solucao de amoniaco ou 20% de uma

solugdo de acido fosférico.

Uma vez a fermentacdo terminada (completa em cerca de 24
horas), o) extracto de célula foi recolhido para
centrifugacao, lavado com 100 mM de solucao tampao de
fosfato de potédssio com pH 7.0, recolhida mais uma vez para
centrifugacdo e preservada na forma de extracto de célula

htimido a uma temperatura de -20°C.

5. Determinacdo das Actividades Enzimaticas
a) Determinacdo da actividade enzimdtica devido a enzima
UPase.

Uma quantidade conhecida (100 ou 200 microlitros) de
suspensao das células que expressam a enzima UPase
(EXP05/03), diluida em 1:100 ou 1:1000 <como peso
humido/volume em solucdo tampdo de fosfato de potédssio com
pH 7.0-7.2, é adicionada a 800 microlitros de uma solugéao
de 75 mM Uridina em 100 mM, pH 7.0-7.2 fosfato de solucéao
tampao, pré-incubada a 30°C. Apds exactamente 5 minutos, a
reaccao de fosfordlise €& parada com a adicdo de 1 ml de
HCl. Uma aligquota da mistura de reaccgdo ¢ analisada com uma
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) equipada
com uma coluna Nucleosil 100-5 (Macherey-Nagel) de tamanho
250 x 4.6 mm. A eluicdo ¢é efectuada com uma solugao de

potdssio monobasico de 10mM -6% de metanol.

A actividade enzimdtica do extracto de célula é expressa
como unidades/grama de peso humido (micromoles
transformadas por minuto por 1 grama de extracto de célula

htimido) e ¢é calculado com respeito a uma curva standard



construida com quantidades uracil formadas nas mesmas
condigdes de ensaio, usando as quantidades crescentes do

mesmo extracto de célula.

b) Determinacdo das actividades enzimdaticas devido a

PNPase

Uma quantidade conhecida (100 ou 200 microlitros) de
suspensao das células que expressam a enzima PNPase
(EXP05/04), diluida em 1:100 ou 1:1000 como  peso
humido/volume em solucdo tampdo de fosfato de potédssio com
pH 7.0-7.2, é adicionada a 800 microlitros de uma solucao
de 60 mM Inosine em 100 mM, pH 7.0-7.2 fosfato de solucao
tampao, pré-incubada a 30°C. Apds exactamente 10 minutos, a
reacgado de fosfordlise é parada com a adigcdo de 1 ml de
HC1l. Uma aligquota da mistura de reaccgdo ¢ analisada com uma
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) equipada
com uma coluna Nucleosil 100-5 (Macherey-Nagel) de tamanho
250 x 4.6 mm. A eluicdo ¢é efectuada com uma solucgao de
fosfato de potdssio monobdsico de 10mM -6% de metanol. A
actividade enzimatica do extracto de célula €& expressa como
unidade/grama do peso humido (micromoles transformadas por
minuto por 1 grama do extracto de célula humido) e ¢é
calculada com respeito a curva standard construida com as
quantidades de hipoxantina formadas nas mesmas quantidades
de ensaio, usando quantidades crescentes do mesmo extracto

de célula.

6. Solubilidade de 2-Cloroadenina

0.42 g (igual a 2.5 mMoles) de 2-cloroadenina foram

suspensas em 50ml de DMF e aquecidas enquanto sao agitadas.

Aliquotas de DMF foram adicionadas até ter sido obtida uma



completa solubilizacdo quente. Foram necessarios 100 ml de

solvente para obter a solubilizacdo de 2-cloroadenina.

O teste de solubilizacdo foi também efectuado de 2-
cloroadenina em 25% KOH a fim de aumentar a solubilizacéao.
4.05 gramas de 2-cloroadenina foram ressuspensas em KOH
sendo agitadas. Aliguotas de (25%  w:v) KOH foram
adicionadas até ter sido obtida uma completa solubilizacéao.
Até mesmo depois da adicdao de 100 mL de 25% KOH, a 2-
cloroadenina manteve-se praticamente ndo dissolvida. Até
mesmo num KOH muito concentrado, a molécula foi

praticamente insoluvel.

7. Reaccao em 20% DMF

Uma reaccdo de transglicosilacao foi efectuada usando 2-
cloroadenina solubilizada em DMF. 0.42 gramas (igual a 2.5
mMoles) de 2-cloroAdenina foram suspensas e solubilizadas a
gquente enquanto eram agitadas em 100 ml de DMF, até ferver,

obtendo uma solucao de 25 mMolar.

A 25 ml desta solucadao, mantida a 60°C, foram adicionados 80
ml de uma solucgdao de 18.75 mM 2'-d-Uridina e 37.5 mM KH;PO,4
a pH 7.3 para KOH, aquecida a 70°C. Durante esta adicgéao
desta solucao, ocorreu a formacdo de precipitado que se
manteve nao dissolvida até mesmo ao aquecer uma vez mais

para ferver.

O teste tem sido repetido ao adicionar a solugao 2'-d-
Uridina / KH;PO, gota a gota. Apds uma pequena adicdo, a
formagcao do precipitado é notada, o que dissolve lentamente

ao parar a adicao. O restante da solucado foi adicionado em



aliquotas muitos pequenas, permitindo gque a situacao se

equilibre.

Deste modo, uma solucdo limpa foi obtida a qual 5 gramas de
resina foram adicionadas com células imobilizadas com uma
actividade de 5 unidades/ grama humido de resina (medida

como no ponto 3).

A mistura final teve uma concentracdo de 15 mM d-uridina; 5
mM 2-cloroadenina; 30 mM KH,POq4; resina com células

imobilizadas: 250 unidades/litro de reaccéo.

A reacgao foil seguida por CLAE e depois de 3 horas,
aconteceu a conversao de cerca de 80% de 2-cloroadenina em

cladribina.

8. Reaccdo em DMF/KOH

Para aumentar a solubilidade de 2-cloroadenina em DMF,
bases concentradas ou &dcidos foram adicionados e em ambos

0s casos, foi obtida uma maior solubilizacéao.

Contudo, o ambiente &cido pode degradar desoxinucledsidos,
por conseguinte, testes foram sé efectuados com a adigao de

KOH concentrado.

4.05 gramas (igual a 24 mMoles) de 2-cloroadenina foram
pesadas e suspensas em 50 de DMF. Foram adicionados 30 ml
de 25% KOH (w:v). L& mantém-se uma leve opalescéncia que
desaparece com a adicdo de 10 ml de H;0, obtendo assim uma
solugdo de 266 mMolar. A esta solugao, mantida a 60°C,
foram adicionados 600 ml a uma solugdo com pH 7.3 que

contém 10.95 gramas (igual a 48 mMoles) de 2'-d-uridina e 4



gramas de KH2P04 (igual a 30 mMoles). Foi obtida uma

precipitacao incipiente de 2-cloroadenina.

A preparacado das duas solugbes foi repetida. 30 gramas
humidos de resina com células imobilizadas foram
adicionadas (5 U/ gramas humidos calculados como no ponto

3) a solucao 2'-d-Uridina, mantida a 60°C.

A solugdo de 2-cloroadenina em DMF/KOH foi adicionada muito
lentamente a esta suspensdo, para prevenir a precipitacao
de 2-cloroadenina. Desta forma, se a adicdo ocorreu a uma
velocidade adequada, a maior parte de 2-cloroadenina
adicionada foi transformada em Cladribina antes de atingir

a concentracdo, para provocar precipitacao.

Com a adicdo de 2-cloroadenina em DMF/KOH, o pH da reaccéo
comecou a aumentar, e visto que as actividades enzimdaticas
funcionaram numa forma ¢éptima em valores fisioldgicos pH,
fol necessdrio para adicionar o 4&cido hidroclérico para

manter o pH a valores desejados.

No final das adicgdes, existiam as seguintes concentracdes:
35 mMolar 2-cloroadenina; 70 mMolar 2-desoxiuridina; 37.5
mM KH;PO.; resina com células imobilizadas: 220 U/litro de

reacgao.

Nestas condigdes, foi obtida uma conversdo de 80% de 2-

cloroadenina em cladribina.

9. Reacg¢ao com adigao controlada



Depois de terem sido efectuados diferentes testes de
optimizacdo preliminares, uma reacgao foil efectuada para
preparar a Cladribina, adicionando o substrato 2—
cloroadenina e o corrector de pH numa forma controlada.

6.75 gramas (igual a 40 mMoles) foram pesadas de 2-
cloroadenina e foram suspensas enquanto agitadas em 50 ml
de DMF. A solubilizacdao ocorreu com a adicdao de 70 ml de
25% KOh (w:v), obtendo uma solucdo perfeitamente limpa com
uma concentracdo de 333 mMolar. 18.25 gramas (igual a 80
mMoles) de 2'-desoxiaUridina e 4 gramas (igual a 30 mMoles)
de fosfato de potdssio monobdsico anidro foram adicionados
e solubilizados em 600 ml de A&gua deionizada, obtendo uma
concentracao de 133 mM para 2-desoxiuridina e 50 mM para
KH;PO,. O pH foi corrigido para o wvalor de 7.5 com 25%

(w:v) KOH como requerido.

A solucgadao 2’'-desoxiuridina em solucdo tampdo de fosfato foi
deitada num reactor de 1 litro mantido a 60°C com agitacao

mecénica.

30 gramas humidos de resina acabada de ser filtrada com
células imobilizadas, preparadas como no ponto 2, foram

adicionadas ao reactor.

A actividade especifica da resina com células imobilizadas

(medidas como indicado no ponto 3), era de 5U/grama humido.

A solucdo de 2-cloroadenina em KOH/DMF foi lentamente
adicionada a suspensdo de 2'-desoxiUridina em solucgéo
tampao de fosfato e resina com células imobilizadas. A
adicdo foi efectuada através de uma bomba peristdltica com

tubo de silicone com 1.5 mm de didmetro interior, a uma



taxa de fluxo de cerca de 1Iml/min (igual a 0.33 mMoles

(minuto) .

Para manter o pH a volumes &éptimos, uma solucdo de &acido
hidrocldérico 2N foi adicionada em simultdneo a solucdo de
2-cloroadenina em DMF/KOH, para manter o valor pH no
intervalo de 6.5-8.5, de preferéncia no intervalo de 7.3-

7.8.

A  adicdo de 2N HCL, fol efectuada com uma bomba
peristdltica equipada com um tubo de silicone com 1.5 mm de

didmetro interior e uma taxa de fluxo de cerca de 1ml/min.

Com respeito ao volume final, existiram as seguintes

concentracdes:

50 mMolar 2-cloroadenina; 100 mMolar 2-desoxiuridina; 37.5
mM KH,PO,; resina com células imobilizadas: 187.5 U/litro

de reaccao.

No final da adicdo, a reaccao foi filtrada em papel. A
resina foi recuperada e armazenada em 100 mM de solugéao
tampao de fosfato a pH 7.4, a uma temperatura de 4°C,
enquanto o filtrado foi processado para o isolamento da
cladribina. Nestas condicgdes, cerca de 80% da 2—

chloroadenin fol convertida em cladribina.

10. Reaccado com adicdo controlada em DMSO

A mesma reacgdo de acordo com o ponto 8 foi efectuada

usando a dimetilsulféxido como solvente para a

solubilizacgdao de 2-cloroadenina em vez de dimetilformamida.



5.4 gramas (igual a 32 mMoles) de 2-cloroadenina foram
pesadas e suspensas enquanto agitadas em 50 ml de DMSO. A
solubilizacdo ocorreu com a adicao de 70 ml de 25% KOh
(w:v), obtendo uma solucdo perfeitamente limpa com uma
concentracao de 266 mMolar de 2-cloroadenina. 14.6 gramas
(igual a 64 mMoles) de 2'-desoxiuridina e 4 gramas (igual a
30 mMoles) de fosfato de potdssio monobdsico anidro, foram
dissolvidos em cerca de 600 ml de Agua deionizada, obtendo
uma concentracdo de 106 mM para 2-desoxiUridina e 50 mM
para KH;PO,. O pH foi corrigido para um valor de 7.5 com

25% (w:v) KOH como requerido.

A solucdo 2'-desoxiUridina em solucdao de tampao de fosfato,
fol deitada num reactor de 1 1litro mantido a 60°C com

agitacao mecénica.

30 gramas humidos de resina acabada de ser filtrada com
células imobilizadas, preparadas como no ponto 2, foram

adicionadas ao reactor.

A actividade especifica da resina com células imobilizadas

(medidas como indicada no ponto 3), era de 5/grama humido.

A solucdo de 2-cloroadenina em KOH/DMF foi entdo lentamente
adicionada a suspensdo de 2'-desoxiuridina em solugao de
tampao de fosfato e resina com células imobilizadas. A
adicdo foi efectuada através de uma bomba peristdltica com
um tubo de silicone com 1.5 mm de didmetro interior, a uma
taxa de fluxo de cerca de 1ml/min (igual a 0.26

mMoles (minuto) .

Para manter o pH a volumes oéptimos, uma solucdo de Aacido

hidrocldérico 2N foi adicionada em simultdneo a solucdo de



2-cloroadenina em DMF/KOH, para manter o valor pH no
intervalo de 6.5-8.5, de preferéncia no intervalo de 7.3-

7.8.

A adicado de 2N HCL, foi efectuada com uma bomba
peristdltica equipada com um tubo de silicone com 1.5 mm de

didmetro interior e uma taxa de fluxo de cerca de 1ml/min.

Com respeito ao volume final, teria existido as seguintes

concentracgdes:

40 mMolar 2-cloroadenina; 80 mMolar 2-desoxiuridina; 37.5

mM KH,PO,; resina: 187.5 U/litro de reaccao.

No final da adigdo, a mistura de reaccgdo foi filtrada em
papel. A resina foil recuperada e armazenada em 100 mM
solucao de tampao fosfato a pH 7.4, a uma temperatura de
4°C, enquanto o filtrado foi processado para o isolamento
da cladribina. Nestas condig¢des, cerca de 80% da 2-

cloroadenina fol convertida em cladribina.

11. Adicgédo de acidos diferentes

O pH pode ser controlado e mantido constante a volta dos
valores Optimos por também usar acido fosfdérico, em adicéo
ao acido cloridrico, permitindo o acabamento da reaccgdo sem
encontrar problemas de precipitacdao de 2-cloroadenina.
Resultados equivalentes foram obtidos ao usar uma solucgéo

de 5% de acido fosfdérico em vez de adcido cloridrico 2N.

12. Reciclagem da resina



A resina com células imobilizadas usada para uma reaccgao,
depois de ter sido filtrada e separada da mistura de
reaccao, foli armazenada a 4°C em solucadao de tampao de
fosfato ou usada imediatamente para uma reacgao
subsequente.

A resina com células imobilizadas (preparadas como no ponto
2) como usada, com rendimentos finais equivalentes, para

pelo menos 4 reaccgdes subsequente.

A presenga de DMF na solugdo de 2-cloroadenina, a
temperatura relativamente alta e a adigdo de acido
concentrado e solucéao base nao provocou drésticas

diminuig¢des da actividade biocatalisador.

13. Testes de purificacéo

A mistura de reaccdo filtrada foi processada para ser capaz
de isolar e purificar a cladribina dos outros componentes

da reaccao.

A mistura de reaccado filtrada estava concentrada numa
Rotavapor até o volume inicial estar reduzido até cerca de
3 vezes, e foil transferida primeiro a temperatura ambiente
e depois a 4°C. O precipitado foi formado, o gqual foi
separado por filtracdo e o qual foi composto essencialmente
por 2-cloroadenina ndo reagida e por uracil formado durante

a reaccgao.

Os testes de precipitacdo foram efectuados nos licores-mae

resultantes ao variar o valor pH.

Os testes foram conduzidos a pH 4.0 - 7.0 - 10.0 - 12.0.



Num pH &cido, ha a formacdo do precipitado, o qual foi

formado unicamente por sais inorgénicos.

Em valores pH 7.0 e 10.0, o precipitado foi obtido composto
essencialmente por cladribina e uracil, o mais recente em

quantidades considerdaveis.

S6 com o teste pH 12.0 foi obtido um precipitado, o qual
foi descoberto ser cladribina com alta ©pureza. Para
aumentar o rendimento, a alteracdo de pH foil repetida numa
solucdo a qual era 5 vezes mails concentrada, sendo sempre

obtido um produto de alta pureza.

Ao concentrar 10 vezes, foi obtida uma co-precipitacao,

essencialmente de cladribina e uracil residual.

A cladribina deste modo obtida foi recristalizada sob
condicgcdes de refluxo a 90° C em 20 volumes de uma mistura
de EtOH:H,0, obtendo um produto anidro com alta pureza
(maior que 99.0%). O rendimento guantitativo da cladribina
apbés a purificacdo e recristalizacdo estda no intervalo de
4-5 gramas para cada litro da mistura de reacgao, ambas

para as reacg¢des com DMEF e para aquelas com DMSO.

A fim de melhorar o processo a partir de um ponto de vista
industrial, ¢é efectuado um teste no gual a mistura de
bioconversdo foi levada ao pH 12.0 uma vez a reacgao tiver
terminado e o) biocatalisador ter sido separado.
Subsequentemente, a concentracdo da solucao foi efectuada
ao reduzir o volume b5-6 vezes, obtendo precipitacao. O
precipitado foi transferido frio e separado por filtracao,

resultando em cladribina com um alto nivel de pureza.



Desta forma, o primeiro passo de concentracdo e subsequente
filtracao foram eliminados, simplificando o processo e foi
obtida uma compardavel qualidade do produto.
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TGTAAAACGA CGQCCAGTGC ACMGC'I'I‘GGG CGAACCCCAG AF-TCCCGC'IC AGAAGAACTC 60
GTCAAGAAGG CGATAGAAGG CGATGCGCTG CGAATCGGGA GCGGCGATAC CGTAAAGCAC 120
GAGGAAGCGG TCAGCCCATT CGCCGCCAAG CTCTTCAGCA ATA'DCACGGG TAGCCAACGC 180
TATGTCCTGA TAACGGTCCG CCACACCCAG CCGGCCACAG TCGATGAATC CAGAMAGCG 240
GCCATTTTCC ACCATGATAT TCGGCAAGCA GGCATCGCCA TGGGTCACGA CGAGATCCTC 300
GCCGT‘CGGGé ATCCGCGCCT TCGAGCCTGGC GAACAGTTCG GCTGGCGCGA GCCCCTGATG 360
CTCTTCGTCC AGATCATCCT GATCGACAAG ACCOGGCTTCC ATCCGAGTAC GTGCTCGCTC 420
GATGCGATGT TTCGCTTGGT GGTCGAATGG GCAGGTAGCC GGATCAAGCG TATGCAGCCG 480
CCGCATTGCA TCAGCCATGA TGGATACTTT CTCGGCAGGA GCAAGGTGAG ATGACAGGAG 540
ATC-:CTGCCCC GGCACTTCGC CCAATAGCAG CCAGTCCCTT CCCGCTTCAG TGACAACGTC 600
GAGCACAGCT GCGCAAGGAA CGCCCGTCGT GGCCAGCCAC GATAGCCGCG CTGCCTCGTC 660
TTGGAGTTCA TTCAGGGCAC CGGACAGGTC GGTCTTGACA AAAAGAACCG GGCGCCCCTG 720
('.:GCTGACAGC CGGAACACGG CGGCATCAGA GCAGCCGATT GTCTGTTGTG CCCAGTCATA 78Q

GCCGAATAGC CTCTCCACCC AAGCGGCCGG ACAACCTGCG TGCAATCCAT CTTATTCAAT 840



CATGCGAAAC GATCCTCATC CTGTCTCTTG ATCAGATCTT CATCCCCTGC GCCATCAGAT 900
CCTTGGCGGC AAGAAAGCCA 'FCCAGTITAC.T'ITGCAGGGC 'I'T‘CCCA'ACCT TACCAGAGGG 960
CGCCCCAGCT GGCMm?G GTTCGCTTGC TGTCCATAAA ACCGCCCAGT CTAGCTATCG -1020
CCA'I’GT.;‘\AGC CCACTGCAAG CTACCTGCTT TCTCTTTGCG CTTGCGTTTT CCCTTGTCCA 1080
GATAGCCCAG TAGCTGACAT TCATCCGGGG TCAGCACCGT TTCTGCGGAC TGGCTTTCTA 1140
CGTOTTCCGC 'I'ICC'I‘TTAGé AGCCCTTGCG CCCTGAGTGC TTGCGGCAGC GTGAAGCTAG 1200
CGG'AAT'I‘CGA GCTCGGTACC CGOGGATCCT CTAGAGTCGA CCTGCAGGCA TGCMGCTTI‘G 1260
CATGCCTGCA GOGTCGACAAG AGA;‘\'I"!‘ACAG CAGACGACGC GCCGCTTCCA CCACGATTTT | 1320
CACCGCATGG CTTTCGGTTT GTTTCATCGT CTCAGCATTC GGGATCTCTT GCTGGGTGCG 1380 .
GTTAACGATA ACACCCGCTA CCATACCGGC ACGCAGGCCC TGACTTGCAC ACATGCTCAG 1440
CT‘\GGGT'PGCA GATTCCATTT CATAGTTCAT TACGCCCATC GCCTGCCACT CTTCCATAGA 1500
ACCTTTAAAG TGACGAACTA CGCGAC.CAGA GTAAGTATCG TAACGTTCCT GACCTGGGTA 1560
GAAGGTATCA GAAGAAGCTG TCACGCCAAC GTGAGTTGTC GCGCCAATGG A’T'TT‘CGCAGCL 1620

TTCAACCAGC GCAGTCGTAC ATTCGAAATC AGCGACAGCC GGGAATTCCA CGCCGTGCCAA 1680

GTGCAGGCTC GCGCCATCCA GACGGACAGA CGCCGTGATA ACCAGGACAT CACCCACATT 1740



AATATGCGGC TOAATAGCGC CCGTTGTACC GATACGCAGG AACGTGCGAA TGCCCAGCTG 1800 .
TGCCAGCTCT TCAACAGCAA TAGAGGTAGA CGGGCCGCCG ATACCGGTAG AGCAGACGAT 1860
AACAGGTTTA CCATCCAGCT CTGCACGCCA GGTAGTGAAT TCGCQGTGAG ATGCCAGCTT 1920
AACCGGCTTA TCCATCAGCG CQGCG:‘\'PCTT TTCCACACGA TCCGGGTCGC CAGGGACGAT 1980
GGCAAGCGTA GCCCCTTGTA AATCGTTTTT AGTGAGGCCG AGATGAAAAA CATCAGACTT 2040
GGACATC;GAT GGTACCGAGC TCGAATTCGT AATCA'!’GGTC ATAGCTGTTT CCTGTGTGAA 2100
ATTGTTATCC GCTCACAATT éCACACMCA TACGAGCCGG AAGCATAAAG TGTAAAGCCT 2160
GGGGTGCC;I‘A ATGAGTGAGC TAACTCACAT TAATTGCGTT GCGCTCACTG ¢éCGC’I"‘T‘TCC 2220
AGTCGGGAAA CCTGTCGTGC CAGCTGCATT AATGAATCGG CCAACGCGCG GOGAGAGGCG 2280
GTTTGCGTAT TGGGCGCTCT TCCGCTTCCT CGC-‘I'CAC"PGA C’I’CGC‘FGCGC TCGG‘I‘CCT:’II"I‘C 2340
GGCTGCGGCG AGCGGTATCA GCTCACTCAA AGGCGGTAAT ACGGTTATCC ACAGAATCAG 2400 |
GGGATAACGC AGGAAAGAAC ATGTGAGCAA AAGGCCAGCA AAAGGCCAGG AACCGTAAAA 2460
AGGCCGCGTT GCTGGCGTTT TTCCATAGGC TCCGCCCCCC TGACGAGCAT,CACAWTC 2520
GACGCTCAAG TCAGAGGTGG CGmCCCGA CA(;}GACTATA AAGATACC;RG GCGTTTCCCC 2580.

CTGGAAGCTC CCTCGTGCGC TCTCCTGTTC CGACCCTGCC GCTTACCGGA TACCTGTCCG 2640



CCTTTCTCCC TTCGGGAAGE GTGGCGCTTT CTCATAGCTC ACGCT! GTAGG TATCTCAGTT 2700
CQGT‘GTAGGT CGTTCGCTCC AAGCTGOGCT GTGTGCACGA ACCCCCCGTT CAGCCCGACC 2760
GCTOCGCCTT ATCCGGTAAC TATCGTCTTG AGTCCAACCC GGTAAGACAC GACTTATCGC 2820
CACTGGCAGC AGCCACTGGT AACAGGATTA GCAGAGCGAG GTATGTAGGC GGTGCTACAG 2880
AGTTCTTGAA GTGGTGGCCT AACTACGGCT ACACTAGAAG AACAGTATTT GGTATCTGCG 2940
CTCTGCTGAA GCCAGTTACC T"I'C'GGMAAA GAGﬁGGTAG CTCTTGATCC GGCAAACAAA 3000
CCACCGCTGG TAGCGGTGGT TTTTTTGTTT GCAAGCAGCA GATTACGCGC AGAAAAAAAG 3060
GATCTCAAGA AGATCCTTTG ATCTTTTCTA CGGGGTCTGA CGC‘I’F:AGTGG AACGAAAACT 3120
CACGTTAAGG GATTTTGGTC ATGAGATTAT CAAAAAGGAT CTTCACCTAG A"l(-,‘CTITI‘AA 3180
ATTAAABATG AAGTTTTAAA TCAATCTAAA GTATATA'PGA GTAAACTTGG TCTGACAGTT 3240
ACCAATGCTT AATCAGTGAG GCACCTATCT CAGCGATCTG TCTATTTCGT TCATCCA'?‘AG 3300
TTGCCTGACT CCCCGTCGTG TAGATAACTA CGATACGGGA GGGCTTACCA TCTGGCCCCA 3369

‘ GTGCTGCAAT GATACCGCGA GACCCA.CGCT CACCGGC‘TEC AGATTTATCA GCAATAAACC 3420
A(‘;CCAGCCGG AAGGGCCGAG CGCAGAAGTG GTCCTCCGAT CGTTGTCAGA AGTAAGTTGG 3480

CCGCAGTGTT ATCACTCATG GTTATOGCAG CACTGCATAA TTCTCTTACT GTCATGCCAT 3540



CCGTAAGATG C’l‘T'l"'l'C'Tt‘:TG ACTGGTGAGT ACTCAACCAA GTCATTCTGA GAATAGTGTA 3600
TGCGGCGACC GAGTTGCTCT TGCCCGGCGT CAATJ}CGGGA TAATACCGCG CCACATAGCA 3660
GMCWAAA AGTGCTCATC ATTGGAAAAC GTTCTTCGGG GCGAAAACTC TCAAGGATCT | 3720
TACCGCTGTT GAGATCCAGT TCGATGTAAC CCACTCGTGC-QCCCAACTGA TCTTCAGCAT 3780
CTTTTACTTT CACCAGCGTT TCTGGGTGAG CAAAAACAGG MGG.CMAAT GCCdCMMA 3840
AGGGAATAAG GGCGACACGG AAATGTTGAA TACTCATACT CTTCCTTTTT CAATATTATT 3900
GAAGCATTTA TCAGGGTTAT TGTCTCATGA GCGGATACAT ATTTGAATGT ATTTAGAAAA 3960
ATAAACAAAT AGOGGTTCCG COCACA‘ITI‘C CCCGAAAAGT GCCACCTGAC GTCTAAGAAA '4020
CCATTATTAT CATGACATTA ACCTATAAAA ATAGGCGTAT CACGAGGCCC TTTCGTCTCG 4080
CGCGTTTCGG TGATGACGGT GAAAACCTCT GACACATGCA GCTCCCGGAG ACGGTCACAG 4140
CTTGTCTGTA AGCGGATGCC GGOAGCAGAC AAGCCCGTCA GOGCGCGTCA GCGGGTGTTG 42007
. GCOGGTGTCG GGGCTGGCTT AACTATGCGG CATCAGAGCA GATTGTACTG AGAGTGCACC 4260
ATATGCGGTG TGAAATACCG CACA&EA’FGCG TAAGGAGAAA ATACCGCATC AGGCGCCATT 4320
CGCCATTCAG GCTGCGCAAC TGTTGGGAAG GGCGATCGOT GCGGGCCTCT TCGCTATTAC 4380

GCCAGCTGGC GAAAGGGGGA TGTGCTGCAA GGCGATTAAG TTGGGTAACG CCAGGGTTTT 4440
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ATGTCAGCTA CTGGGCTATC TGGACAAGGG AAAACGCAAG CGCAAAGAGA AAGCAGGTAG 240
CﬁGCAGTGG GCTTACATGG (:?GATAGCTAG ACTGGGCGGT TTTATGGACA GCAAGCGAAC 300
CGGAATTGCC AGCTGGGGCG CCCTCTGGTA AGGTTGGGAA GCCCTGCAAA GTAAACTGGA 360
T(;'sGC'I‘TICTT GCCGCCAAGG ATCTGATGGC GCAGGGGATC A.AGATC"!GAT CAAGAGACAG 420
GATGAGGATC GTTTCGCATG ATTGAACAAG ATGGATTGCA CGCAGGTTCT CCGGCCGCTT 480
GOGTGGAGAG GCTATTCGGC TATGACTGGG CACAACAGAC AATCGGCTGC TCTGATGCCG 540
CCGTGTTCCG GCTGTCAGCG CAGGGGCGCC CGGTTCTTTT TGTCAAGACC GACCTGTCCG 600
GTGCCCTGAA TGAACTCCAA GACGAGGCAG CGCGGCTATC GTGGCTGGCC ACGACGGGCG 660
, TTCCTTGCGC AGC’I‘GT{SCTC GACGTTGTCA CTGAAGCGGG AAGGGACTGO CTGCTATTGG 720
GCGAAGTGCC GGGGCAGGAT CTCCTGTCAT CTCACCTTGC TCCTGCCGAG AAAGTATCCA 780
TCATGGCTGA T’GCA.A"IGCGG CGGCTGCATA CGCTTGATCC GGCTACCTGC CCATTCGACC 840
ACCAAGCGM ACATCGCATC GAGCGAGCAC GTACTCGGAT GGAAGCCGGT CTTGTCGATC 900
AGGATGATCT GGACGAAGAG CATCAGGGGC TCGCGCCAGC CGAACTGTTC GCCAGGCTCA 960
AGGCGCGGAT GCCCOACGGE GAGGATCTCG TCGTGACCCA TGGCGATGCC TGCTTGCCGA 1020

ATATCATGGT GGAAAATGGC CGCTTTTCTG GATTCATCGA CTGTGGCCGG CTGGGTGTGG 1080



CGGACCGCTA TCAGGACATA GCGTTGGCTA CCCGTGATAT TGCTGAAGAG CTTGGCGGCG 1140
AATGGGCTGA CCGCTTCCTC GTGCTTTACG GTATCGCCGE TCCCGATTCG CAGCGCATCG 1200
CCTTCTATCG CCTTCTTGAC GAGTTCTTCT GAGCGGGACT CTGGGGTTCG CCCAAGCTTG 1260
CATGCCTGCA GOTCGACTTA CTCTTITATCG CCCAGCACAA CGGATTCCAG TGC.GA'I’I'TTG 1320
A‘ICA'N}'I‘C.GT TGAAGGTAGT CTGACGCTCA GCGGCAGTGG TCTGCTCGTG AGTGCGGATG 133.0
TGGTCAGATA CGOTCGCAGAT GGTCAGGGCT TTCGCGCCAA ATTCTGCAGC GACGCCGTAG 1440
ATACCAGCCG CTTCCATTTC CACGCCGAGA ATGCCGTATT TTTCCATCAC GTCGAACATT 15060
TCGCCGTCCG GAGAGTAGAA CAGGTCAGCG 6AGMCAGGT TACCCACGCG AGCATCAATA 1,560
CCCAGTGCTT TAGCTGCATC TACTGCGTTA CGCACCATGT CGAAGTCAGC GATAGCGGCA 1620
AAGTCATGGT CTTTAAAACG GATGCGGTTA ACTTTGGAAT CGGTGCAGGC ACCCATACCG 1680
ATAACGACGT CGCGCAGTTT TACGTGCGGC AGMCTGCG;L‘ CACAGGAACC CACGCGGATA 1740
ATTTTCTTCA CGCCGAAATC GGTGATCAGT TCTTTGGTGT AGATGGAGCA GGAC?GGATA 1800
CCCATACCGT GACCCATTAC GGAAATTTTG CGGCCTTTGT AAGTACCGGT GAAGCCCAGC 1860
ATACCGCGAA CGTTGTTCAC TTCACGGGCA TCTTCAAGGA AAGTTTCAGC AATATACTTC 1920

GCACGCAGCG GGTCGCCTGG CATCAAAACT ACGTCAGCGA AATCGCCCAT TTCTGCATTA 1980



ATGTGTGGGG TAGCCATGGA AGAATTCGTA ATCATGGTCA TAGCTGTTTC CTGTGTGAAA 2040
'I'T‘G'T'T'ATCCG CTCACAATTC CACACAACAT ACGAGCCGOA AGCATAAAGT GTAAAGCCTG 2100
GGGTGCCTAA TGAGTGAGCT AACTCACATT AATTGCGTTG CGCTCACTGC CCGCTTTCCA 2160 _
OTCGGGAAAC CTGTCGTGCC AGC‘IGCAT"TA ATGAATCGGC CAACGCGCGG GGAG{\GGCGG 2220
'I"I'TGCGTA';T GGGCGCTCTT CCGCTTCCTC GCTCACTGAC TCGCTGCGCT CGGTCGTTCG 2280
GCTGCGGCGA GCOOTATCAG C'ICACT(.iAAA GGCGGTAATA CGGTTATCCA CAGAATCAGG 2340
GGATAACGCA GOAAAGAACA TGTGAGCAAA AGGCCAGCM AAGGCCAGGA ACCOTAAAAA 2400
C?GCCGCG'ITG CTGGCGTTTT TCCATAGGCT CCGCCCCCCT GACQGAGCATC ACAAAAATCG 2460
ACGCTCAAGT CAGAGGTGGC GAAACCCGAC ﬁde\CTATAA AGATACCAGG CGTTTCCCCC 2520
TGGAAGCTCC CTCQTQCGCT CTCC'I’('.‘:T’I‘C;C GACCCTGCCG CTTACCGGAT ACCTGTCCGE 2580
CTTTCTCCCT TCGGGAAGCG TGGCGCTTTC TCATAGCTCA CGCTGTAGGT ATCTCAGTTC 2640
GGTGTAGGTC GQTTCGCTCCA AGCTGGGCTG TGTGCACGAA CCCCCCGTTC AGCCCGACCG 2700
CTGCGCCTTA TCCGGTAACT ATCGTCTTGA GTCCAACCCG GTAAGACACG ACTTATCGCC 2760

ACTGGCAGCA GCCACTGOTA ACAGGATTAG CAGAGCGAGGC TATGTAGGCG GTGCTACAGA 2820

GTTCTTGAAG TGGTGGCCTA ACTACGGCTA CACTAGAAGA ACAGTATTTG GTATCTGCGC 2880



TCTGCTGAAG CCAGTTACCT TCGGAAAAAG AGTTGGTAGC TCTTGATCCG GCAAACAAAC 2940
CACCGCTGGT AGCGGTGGTT TTTTTGTTTG CAAGCAGCAG ATTACGCGCA GAAAAAAAGG  3000°

. ATCTCAAGAA GATCCTTTGA TCTTTTCTAC GGGGTCTGAC GCTCAGTGGA ACGAAAACTC 3060
ACGTTAAGGG ATTTTGGTCA TGAG}V\TI‘ATC AAAAAGGATC TTCACCTAGA TCCTTTTAAA 3120
TTAAAAATGA AGTTTTAAAT CAATCTAAAG TATATATGAG TAAACTTGGT CTGACAGTTA 3180

7 CCAATGCTTA ATCAGTGAGG CACCTATCTC AGCGATCTGT CTATTTCGTT éATCCATAGT 3240
TGCCTGACTC C_CCGTCGTGT AGATAACTAC GATACGGGAG GGCTTACCAT CTGGCCCCAG 3300
TGCTGCA.ATG ATACCGCGAG ACCCACGCTC ACCGGC’I‘CCA GA’I'ITA’ICAF‘- CAATAAACCA 3360
GCE:AGCCGGA AGGGCCGAGC GCAGAAGTGG TCCTCCGATC GTTGTCAGAA GTAAGTTIGGC 342-0
CGCAGTG‘T"I;A TCACTCATGG TTATGGCAGC ACTGCATAAT TCTCTTACTG TCATGCCATC 3480
CGTAAGATGC TTTTCTGTGA CTGGTGAGTA CTCAACCAAG TCATTCTGAG AATAGTGTAT 3540
GCGGCGACCG AGTTGCTCTT GCCCGGCGTC MTACGGGA'i‘ AATACCGCGC CACATAGCAG 3600
AACTTTAAAA GTGCTCATCA TTGGAAAACG T'TC'I'T(:.‘.GGGG CGAAAACTCT CAAGGATCTT 3660
ACCGCTGTTG AGATCCAGTT CGATGTAACC CACTCGTGCA CCCAACTG-AT é‘l’l"CAGCA’TC 3720

TTTTACTTTC ACCAGCGTTT CTGGGTGAGC AAAAACAGGA AGGCAAAATG CCGCAAAAAA 3780



GGGAATAAGG GCGACACGGA AATGTTGAAT ACTCATACTC TTCCTTTTTC AATATTATTG 3840
AAGCATTTAT CAGGGTTATT GTCTCATGAG CGGATACATA TTTGAATGTA TTTAGAAAAA 3900
TAAACAAATA GGGGTTCCGC GCACATTTCC.CCQAAMGTG CCACCTGACG TCTAAGAAAC 3960
CATT‘A'I'TA'TC ATGACATTAA CCTATAAAAA TAGGCGTATC ACGAGGCCCT TTCGTCTCGC 4020
GCGTTTCGGT GA’T‘GACGL;:‘IG AAAACCTCTG ACACATGCAG CTCCCGGAGA CGGTCACAGC 4080
TTGTCTGTAA GCGGATGCCG GGAGCAGACA AGCCCGTCAG GGCGCGTCAG COGGTGTTIGG 4140
CGGGTGTCGG GGCTGGCTTA ACTATGCGGC ATCAGAGCAG ATTGTACTGA GAGTGCACCA 4200
TATGCGGTGT GAAATACCGC ACAGATGCGT A.AGGAGMA.A TACCGCATCA GGCGCCATTC 4260
GCCATTCAGG CTGCGCAACT GTTGGGAAGG GCGATCGGTG COGGCCTCTT CGCTATTACG 4320
CCAGCTGGCG AAAGGOGGAT GTGCTACAAG GCGATTAAGT TGGGTAACGC CAGGGTTTTC 4380

CCAGTCACGA CGT 4393

Lisboa, 11 de Dezembro de 2009



REFERENCIAS CITADAS NA DESCRICAO

Esta lista de referéncias citadas pelo requerente &
apenas para a conveniéncia do leitor. A mesma nao faz
parte do documento de Patente Europeia. Embora muito
cuidado tenha sido tomado na compilacéo das
referéncias, erros e omissdes nao podem ser excluidos

e 0 EPO nega qualquer responsabilidade neste sentido.

Documentos de patente citados na descricao

US 5208327 A, Chen, Us 20020052491 A
R.H.K. Us 20040039190 A
US 6252061 B Us 20060094869 A
WO 2004028462 A EP 06005241 A

EP 173059 A

Literatura nao-patente citada na descricao

Michailopulo, I A et al. Nucleosides & Nucleotides, 1993,
vol. 12 (3, 4), 417-422



Reivindicacdes

1. Método para produzir cladribina (2-cloro-2"'-

desoxiadenosina) que compreende os passos de:

a) reacgcao de 2-desoxiuridina com 2-cloroadenina, na
presenga de uridina fosforilase(UPase) e purina nucledsido
fosforilase (PNPase) num meio de reacg¢do agquosa que contém
opcionalmente até 40% v/v de um solvente aprdético dipolar,

para obter cladribina dissolvida no dito meio de reacgao;

b) isolamento da cladribina por precipitacado através de
concentracdo e alcalinizagdo do meio de reacgdo até um pH

de 11.5-12.5.

2. Método de acordo com a reivindicagao 1, em que as ditas
enzimas UPase e PNPase sao produzidas in situ por células

capazes de produzi-las.

3. Método de acordo com a reivindicacgdo 2, em que as ditas
células produtoras de UPase e PNPase sao imobilizadas num

portador adequado.

4., Método de acordo com a reivindicacdo 3, em que o dito
portador é composto por uma resina fraca de troca de aniao,

na qual as ditas células sdo absorvidas.

5. Método de acordo com a reivindicacado 4, em que a dita
resina tem grupos amino funcionais e ¢é preferivelmente
escolhida do grupo que compreende resinas Dowex MWA1l4 (Dow
Chemical), Diaion WA30 (Mitsubishi), Duolite A7®, Amberlite
FPA54®, Amberlyst 21 e Duolite A568®(Rohm & Haas).
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6. Método de acordo com a reivindicacao 5, em que a dita

resina é Duolite A568° (Rohm & Haas).

7. Método de acordo com gualguer uma das reivindicacdes 3-
6, em gue as ditas células produtoras de Upase—- e PNPase-

sdo células das espécies Escherichia coli.

8. Método de acordo com a reivindicacdo 7, em que as ditas
células sao células Escherichia coli da estirpe DH5alpha,
transformada através de vectores plasmidios com sequéncias

indicadas na Sequéncia Id. No. 1 e 2.

9. Método de acordo com qualguer uma das reivindicacgdes
precedentes, em que o dito solvente aprdético dipolar

consiste de dimetilformamida e/ou dimetilsulfdxido.

10. Método de acordo com qualquer uma das reivindicacgdes
precedentes, em que o dito passo de alcalinizacado leva a um

pH final de cerca de 12.

11. Método de acordo com qualquer uma das reivindicacgdes
precedentes, em que 2-desoxiuridina e 2-cloroadenina séao

feitas reagir num récio molar que varia de 1:1 a 3:1.

12. Método de acordo com qualquer uma das reivindicacgdes
precedentes, em gque a reacgdo entre 2-desoxiuridina e 2-
cloroadenina é efectuada num meio de solugdo tampao a um pH
no intervalo de 6.5-8.5, de preferéncia no intervalo de

7.3-7.8.

13. Método de acordo com qualquer uma das reivindicacgdes

precedentes, em gque a reacgdo entre 2-desoxiuridina e 2-
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cloroadenina ¢ conduzida a uma temperatura no intervalo de

50-70°C, de preferéncia cerca de 60°C.

14. Método de acordo com qualgquer uma das reivindicacdes
precedentes, em que a reaccgdo entre 2-desoxiuridina e 2-
cloroadenina, ¢é efectuada por adicionar gradualmente uma
solucdo de 2-cloroadenina numa mistura de &agua e solvente
aprético dipolar ao meio de reaccgdo aquosa solucdo tampdo a

PH 6.5-8.5 e que contém as enzimas e 2-desoxiuridina.

15. Método de acordo com a reivindicagao 14, em gque a dita
solucgéao 2-cloroadenina é preparada ao suspender 2—
cloroadenina num solvente aprético dipolar e adicionar uma
solucdao concentrada de um hidrdéxido alcalino até a

dissolugao de 2-cloroadenina estar completa.

16. Método de acordo com a reivindicacao 15, em que o dito
solvente aprético dipolar é dimetilformamida ou
dimetilsulfdxido e o hidrdéxido alcalino € KOH, usado a uma

concentracdo no intervalo de 20-30% w/v.

17. Método de acordo com qualgquer uma das reivindicacdes
14-16, em gue, ao mesmo tempo como a adicado da solucao de
2—-cloroadenina, é efectuada adicdo de uma solucgao aquosa de
um acido forte, em tal intervalo como para manter o pH da
mistura de reaccdo entre 6.5-8.5, de preferéncia entre 7.3-

7.8.

18. Método de acordo com a reivindicacdo 17, em gque o dito
dcido forte é escolhido de entre o acido cloridrico e acido

fosfdérico.
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19. Método de acordo com qualguer uma das reivindicacdes
precedentes, em que ao dito passo de concentracdo segue O

dito passo de alcalinizacao.

20. Método de acordo com qualguer uma das reivindicacdes
precedentes, que compreende outros passos de recuperagao da
cladribina precipitada através de filtracgao e

recristalizacdo subsegquente do mesmo.
21. Método de acordo com a reivindicacdo 20, em que a
dita recristalizacéo é efectuada por uma mistura

hidroalcodlica, de preferéncia 95:10 etanol: Aagua.

Lisboa, 11 de Dezembro de 2009
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