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Enzymové syntéza pfedstavuje alternativu k chemické syntéze a poskytuje nové moznosti v piipravé farmaceuticky
ucinnych latek. Cilem je minimalizovat neefektivnost chemického zplisobu pfipravy a zvySeni jeho Uc¢innosti. Navzdory
pokroku se biotechnologické procesy v syntéze nukleosid, kde se vyuziva katalyzy nukleosidovymi fosforylasami,
primyslové aktivné neuplatiiuji. Rozvoj enzymového zptisobu syntézy by mohl piinést vyhody jak z hlediska zlepSeni
ucinnosti a jednoduchosti procesu, tak minimalizaci spotieby organickych rozpoustédel a tim i dopadu na Zivotni prostiedi.
Vyuziti enzymové syntézy ve vyrobé kladribinu pfinasi jednoduchy a rychly zptisob vyroby této ucinné latky ve vysoké

cistoté bez vzniku nezadoucich vedlejsich produktii.
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1. Uvod

Nukleosidy a fosforylované formy, nukleotidy, jsou
vysoce funkéni biomolekuly, jez patfily mezi prvni orga-
nické molekuly na Zemi'. p-nukleosidy jsou stavebnimi
jednotkami DNA a RNA, podileji se na pfenosu buné&cné
energie a jako kofaktory enzymovych pfemén jsou vyuZzi-
vany vSemi organismy na nasi planeté. V poslednich le-
tech se analogy nukleosidt staly vyznamnymi slou¢enina-
mi v Iékaiské i biologické oblasti. Jsou vyuzivany jako
farmaceuticky U¢inné latky v 1é¢b¢€ riznych druhl rakovi-
ny i proti virovym infekcim®®. V mnoha piipadech mitize
podavani analogti nukleosidl inhibovat polymerasy nebo
kinasy tak, aby se zpomalila bud’ virova proliferace, nebo
ptiznaky rakoviny, coz umozni imunitnimu systému paci-
enta vyrovnat se s onemocnénim. Dal§i moznosti je zasah
do replikace bun¢k a zavedeni mutaci, které vedou ke
snizeni Zivotaschopnosti nebo dokonce smrti bungk®.

Vyroba nukleosidii vSak neni nijak trividlni. Jejich
relativné vysoky obsah heteroatomtli zpusobuje, Ze jsou
mnohé znich Spatné rozpustné v béznych organickych
rozpoustédlech. Uspotadani mnozstvi funkénich skupin
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(zejména na ribosylové casti) vyzaduje vysoky stupen
ochrany téchto skupin a vysoky stupen selektivity
v klicovych vazebnych krocich. Z tohoto divodu je
,ucinna*“ syntéza nukleosidl stile povazovana za vyzvu
v oblasti organické chemie i po vice jak sedmdesati letech
vyzkumu®.

Syntéza nukleosidl se obvykle provadi N-glykosylaci
nukleobaze, kdy se na heterocyklickou bazi navaze ribosy-
lova skupina. Ackoliv tato kritickd reakce pro pfipravu
nukleosidii pasobi jednodus$e, je komplikovana zejména
problémy s diastereospecifitou a regiospecifitou, ktera je
zpusobena nizkou nukleofilitou bazi a hustotou funkénich
skupin na ribosylové &asti®.

Pozadovanéd vazba nukleobdze k anomernimu centru
a ribosylové skupiny za vzniku B-nukleosidu neni selektiv-
ni a je doprovazena vedlejSimi reakcemi vcetné tvorby
a-nukleosidii, vysledkem je komplexni smés a- a f-
nukleosidii. Syntéza nukleosidovych analogli je casové
naro¢na a Casto ji charakterizuji malé vytézky, nizka Cisto-
ta produktu i vysoké procesni naklady. Dlouhodobym
trendem ve vyrobé je zlepSeni a zjednodusSeni procesu
syntézy, objevuje se snaha nahradit chemickou syntézu
aplikaci pfistupil tzv. zelené chemie, zejména enzymovou
syntézou”*.

2. Vyhody enzymové syntézy
Principy zelené chemie a obavy o Zivotni prostiedi

jsou ve farmaceutickém pramyslu stale vice diskutovany’.
Cilem je pfedev§im minimalizovat neefektivnost chemické
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syntézy, mnozstvi chemického odpadu a zvysit ucinnost
syntéz. Vyvoj novych chemickych reakci a reakénich pod-
minek, které mohou potenciadlné pfinést vyhody pro che-
mické syntézy z hlediska uc¢innosti zdrojil a energie, selek-
tivity produktli, jednoduchosti procesu a bezpecnosti pro
zdravi a Zivotni prostiedi'®. K feseni téchto problémi jsou
zapotfebi nova inovativni feSeni ve vSech syntetickych
procesech, at’ jde o suroviny, reakce, rozpoustédla nebo
moznosti separace. Enzymové syntézy se zaméfuji na na-
1éz&ni novych reakci, které mohou zvySovat zisk cilového
produktu, a naopak minimalizovat vznik vedlejSich pro-
duktli. Pouziti enzymil zvySuje chemo-, regio- a stereose-
lektivitu reakce, coz souvisi s rozvojem tzv. primyslové
biotechnologie v systémech vyroby 1é&iv''. Zakladnim
pozadavkem pro enzymovou syntézu je enzym, zalezi
vSak na jeho zdroji, cené a dostupnosti.

Vétsina piistupl se stale zaméfuje bud’ na molekuly
podobné jiz existujicimu 1éCivu, ¢imz se uplatiiuje tzv.
heterocyklickd chemie, nebo na jednotlivé transformace.
V literatufe chybi komplexni posouzeni udrZitelnosti nebo
aginnosti pro chemii typu glykosylace'?.

V dusledku tohoto trendu doslo k velkému vyvoji
v oblasti enzymovych nukleosidovych fosforylas'®. Jedna
se 0 enzymy, které se nejcastéji pouzivaji pro syntézu nu-
kleosidi transglykosylaci, kde se pienaseji glykosylové
zbytky z nukleosidil na rizné purinové nebo pyrimidinové
baze a analogy na akceptorové baze. Nukleosid fosforyla-
sy reverzibiln¢ katalyzuji fosforylaci ribo- a deoxyribo-
nukleosidi §tépenim N-glykosidickych vazeb nukleosidl
za vzniku nukleobaze a pentosy-1-fosfatu. Ta se posléze
spoji s pozadovanou modifikovanou bazi bud’ stejné, nebo
jiné nukleosidové fosforylasy za vzniku nukleosidového
analogu'"'®. Zajimavé je, 7e nukleosidové fosforylasy
vykazuji dokonalou regio- a stereoselektivitu, glykosylace
umoziuje reakce s nechranénymi funkénimi skupinami
a snadno dostupnymi vychozimi materialy'>. Kombinova-
nym pouzitim dvou nebo vice enzymu Ize navrhnout slozi-
téjsi syntézy, kdy je umoznéno vytvaret ireverzibilni
areverzibilni proces, posunout reakéni rovnovadhu a ¢és-
tecné nebo Uplné eliminovat nezddouci produkty. Nejcas-
téji je v syntéze nukleosidovych analogli pouzivana puri-
nova nukleosidova fosforylasa (PNP) v kombinaci s uridin
fosforylasou (UP), popf. thymidin fosforylasou (TP). Spo-
le¢né pouziti téchto dvou enzymii umoziuje vyrabét puri-
nové nukleosidy z pyrimidinovych nebo naopak. Dalsi
zajimavou strategii je provadéni enzymovych vicestupno-
vych reakci, které napodobuji prirozené reakce biosynte-
tické drdhy. Pii této reakci probihd biotransformace
v jedné nadobé postupné nebo soucasng, ¢imz vznika mé-
né odpadu, nebot’ se zamezi navazujicim operacim''.

Ackoliv jsou veskeré vyhody pouziti nukleosidovych
fosforylas nesporné, jejich vyuziti v primyslovych vyrob-
nich procesech stale chybi. Muze to byt zpisobeno témito
ttemi problémy: 1) netrividlni zpracovani enzymovych
syntéz zahrnujici nukleosidy, 2) obtize spojené
s rozsahlymi syntézami, pfipravou téchto enzymi a jejich
ucinnym (opétovnym) pouzitim a 3) omezeny obsah sub-
stratu'®.
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Bohuzel, stale existuje pouze par studii zahrnujicich
vyvoj a nasledné zpracovani ve schématu biokatalytické
syntézy nukleosidd. VétSina studii je omezena pouze na
pfitomnost poZadovaného produktu v reakéni smési, na-
slednd izolace produktu neni zmifiovdna. Vyjimku tvoii
syntézy farmaceuticky vyznamnych nukleosidi, 1éku proti
HIV islatravir nebo molnupiravir k 1é¢bé Covid-19, které
byly zvefejnény firmou Merck'®.

Islatravir byl syntetizovan pomoci péti enzymi navr-
zenych aplikaci fizené evoluce. Tyto enzymy plisobi na
nepfirozené substraty, které byly zkombinovany se ¢tyfmi
pomocnymi enzymy ve tfistupiové biokatalytické kaska-
dé. Samotna syntéza byla postavena na smichani suspenze
nerozpustné nukleobdze a suspenze nerozpustného nukleo-
sidu za vyuziti filtrace. Celkova syntéza vyzaduje mén¢ nez
poloviéni po&et krokii nez u dfive popsanych syntéz'”.

K syntéze molnupiraviru byla vyuzita nova biokataly-
tickd kaskada, kterd zahrnovala upravenou ribosyl-1-
-kinasu a uridinfosforylasu. Tyto navrzené enzymy vyuzi-
vaji fosfat pomoci pyruvat oxidasy opakovang'®. Syntéza
byla oproti islatraviru postavena na metodé extrakce
a rekrystalizace. Pro oba produkty plati, Ze byly izolovany
ve vysoké Cistoté pouze na zakladé jejich rozpustnosti
a bez pouziti chromatografickych metod'®.

3. Enzymova syntéza kladribinu

Kladribin (2-chloro-2'-deoxyadenosin, obr. 1) je puri-
novy nukleosidovy analog, jenz byl pivodné vyvinut pro
1é¢bu riiznych druhi rakoviny krve'.

Ackoliv je toxickou molekulou, jeho vliv v 1écbé
neonkologickych indikaci, zejména roztrousené skler6zy,
je velmi perspektivni. Vykazuje vysokou biologickou
dostupnost, dobrou ucinnost a bezpecnostni profil pro
1é&ené pacienty™.

Jsou zndmy minimélné dva polymorfy kladribinu.
V prvnim piipadé se jedna o krystalickou formu I, ktera
byla charakterizovana piedevsim rentgenovou praskovou
difrakci. Druhou pevnou formou je amorfni kladribin, jez
byl taktéz charakterizovan rentgenovou praskovou difrak-
ci a infradervenou spektroskopii’'.

V soucasné dob¢ je kladribin na trhu dostupny pouze
jako zcela synteticky produkt. Z toho divodu se kolektiv
autort rozhodl pro ndhradu enzymovou cestou, kdy diky
jeji vysoké katalytické ucinnosti, prirozené selektivité
a jednoduchému zpracovani dojde ke zmenseni nakladd,
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Obr. 1. Struktura kladribinu
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efektivnéj§imu vyuziti zdroji a niz§imu podilu odpadnich
produktu.

PrestoZe byl kladribin poprvé pfipraven v experimen-
talnich podminkach pomoci semipurifikované deoxyribo-
syltransferasy jiz vroce 1984 (cit.”), nedoilo zatim
k Gispé8né realizaci jeho biosyntézy v provoznich podmin-
kach. Jeden z hlavnich divodl tohoto netspéchu piedsta-
vuji naklady spojené s cenou enzymdi. Z tohoto divodu
byla snaha nahradit enzymy pouzitim suspenze bakterial-
nich buné€k, minimalizovat mnozstvi enzymi nebo vyuzit
moznosti jejich opakovaného pouZiti imobilizaci na vhod-
ném nosici>.

V8echny zminéné postupy néhrady enzymdi byly jiz
experimentalné testovany pii biosyntéze kladribinu, a ac-
koliv snizuji naklady na enzymy, jsou doprovazeny fadou
technickych problému. Naptiklad to, Ze zivé buiiky, at’ jiz
volné v suspenzi nebo imobilizované na nosici, produkuji
vedle cilovych enzymi i fadu vedlejSich metaboliti. Ty
mohou ovlivnit prib¢h reakce nebo izolaci cilového pro-
duktu. Nizké koncentrace enzymt vyzaduji dlouhy reakéni
Cas, a predevSim pouzivani organickych rozpoustédel
v reak¢éni smési. I navrhovana imobilizace enzymu, ktera
se jevi jako perspektivni, ma nicméné uréitd omezeni,
napi. naklady na pofizeni nosicl, slozitost metodologii
imobilizace, ndklady a slozitost likvidace imobilizovaného
biokatalyzatoru, sniZeni aktivity imobilizovanych enzymii
ve srovnani svolnymi enzymy ¢i inaktivace enzymi
v disledku imobiliza¢nich postupi.

I pfes vSechna vySe uvedena omezeni se provoznim
podminkam nejvice piiblizil postup uvedeny ve Svycar-
ském vynalezu. Autofi pouZili jako zdroj enzymi imobili-
zované bunky Escherichia coli produkujici rekombinantni
UP a PNP v pifitomnosti aprotického polarniho rozpouste-
dla*. Nicmén& i vtomto vyndlezu je fada technickych
nesrovnalosti. Je zde uvedeno pouziti jak vodnych reak¢-
nich médii, tak médii s obsahem polarnich aprotickych
organickych rozpoustédel, 20% DMSO (dimethylsulfoxid)
nebo DMF (N,N-dimethylformamid). Navic se postup jevi
jako univerzalni, tj. pouzitelny jak pro vodné roztoky, tak
ity s obsahem organickych rozpoustédel. Avsak ze znalos-
ti fyzikadln€¢ chemickych vlastnosti kladribinu vyplyva, ze
se rozpustnost v téchto rozpoustédlech zasadné lisi. Lze
jen tézko ocekavat, ze bude precipitovat za stejnych pod-
minek z vodnych roztokd jako z téch s obsahem organic-
kych rozpoustédel. Ovéfovaci experimenty, které byly
provadény kolektivem autord, ukazaly, Ze ani po Cetnych
opakovanich se nepodatilo zopakovat izola¢ni postup pod-
le vyndlezu**. Dale v publikovaném popisu reakce pouzili
autofi celkovou enzymovou aktivitu 187,5 Ul média.
Bohuzel v textu chybi detailni popis reakéniho ¢asu, nebot’
pfi takto nizké koncentraci enzymu lze ocekavat velmi
nizkou produkci kladribinu v rozsahu 0,10 g 1" h™'. Vzhle-
dem k prezentované produkci 4,0 az 5,0 g 1" predstavuje
reakéni &as v fadu dni. Cim del3i je doba syntézy, tim lze
ocekavat riznd omezeni a problémy, vcetné zvySenych
pozadavki na sterilitu procesu syntézy. S ohledem na pra-
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ci s imobilizovanymi bunikami lze ocekavat produkci
ijinych enzymi (metabolitll), coz mize zasadnim zpuso-
bem ovlivnit ¢istotu i kvalitu produkovaného kladribinu.

4. Novy pristup v enzymové syntéze kladribinu

Vyvoj nové enzymové syntézy kladribinu byl vyzvou
pro poskytnuti rychlé, ekonomicky vyhodné a z hlediska
ochrany zivotniho prostfedi Setrnéjsi G€inné latky, ktera by
v kvalité odpovidala pozadavkiim evropského nebo ame-
rického 1ékopisu (EP, USP). Syntéza je zaloZena na pii-
tomnosti vysoké koncentrace volné rozpusténych trans-
glykosidas ve vodném roztoku, zcela bez obsahu organic-
kych rozpoustédel. Samotna enzymova syntéza probiha ve
fosfatovém pufru a obsahuje vstupni suroviny 2-chlor-
adenin, 2'-deoxyuridin a enzymy UP a PNP v koncentraci
minimalng 20 000 U 1. Optimalni hmotnostni pomér
mezi 2-chloradeninem a 2’-deoxyuridinem je 1:4. Tento
zpusob pfipravy umoziuje ziskat vytézek kladribinu
5avice gl h!, piicemz vysledny precipitat (1. krystal)
obsahuje kladribin o minimalni ¢istoté 98 %. Tento prvni
krystal se mtze piecistit pod refluxem do Cistoty min.
99,9 %. Jak precipitat (1. krystal), tak precistény kladribin
pod refluxem byly charakterizovany rentgenovou prasko-
vou difrakei, kterou byla potvrzena krystalicka forma.
Difraktogramy obou vzorkd byly porovnany s databazi
CCDC (Cambridge Crystallographic Data Centre), kde
byla nalezena 100% shoda s krystalickym kladribinem
forma I (referen¢ni kod 02-097-8778) (obr. 2). V provede-
nych experimentech se neprojevily zadné rozdily ve fyzi-
kéalné chemickych vlastnostech enzymové pfipravené API
oproti chemicky dostupné ucinné latce.

Transglykosidasy jsou v reakénim médiu pfitomny ve
formé volnych enzymii a mohou byt v semipurifikované
nebo purifikované formé. Semipurifikovanou formou se
rozumi hruby proteinovy precipitat ziskany kombinaci
tepelné precipitace a nasledného vysoleni. Purifikovana
forma je enzym piecistény chromatografickymi metodami.
Vyhodou je, Ze po skonceni reakce 1ze enzymy jednoduse
odstranit  zreakénitho roztoku tepelnou inaktivaci
anaslednou filtraci. Kladribin o vysoké Cistoté tak lze
ziskat pouhou precipitaci ze zakoncentrované¢ho média
zcela bez pouziti chromatografickych metod.

5. Zavér

Nahrada chemické syntézy enzymovou je velmi vy-
hodné a perspektivni cesta, at’ uz z hlediska spotfebova-
nych chemikalii, mnozstvi energie, ekonomiky procesu
nebo stale vice diskutované ochrany zivotniho prostfedi.
Pouziti vysoké koncentrace volné rozpusténych trans-
glykosidas predstavuje elegantni feSeni pfi piipraveé kladri-
binu i dalSich analogfi nukleosidii bez nutnosti imobilizace
¢i jiné upravy enzymd.
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Obr. 2. Porovnani difraktogrami kladribinu — precipitat (prvni krystal), pod refluxem precistény prvni krystal a struktura stan-
dardu z databaze CCDC
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Z. Cizkova, V. Matha, and K. Bene§ (VUAB
Pharma a.s., Department of Enzymes, Ceské Budéjovice,
Czech Republic): Enzymatic Synthesis and Its Use in
Cladribine Production

Enzymatic synthesis is an alternative to chemical
synthesis and provides new possibilities in the preparation
of pharmaceutically active substances. The aim is to
minimize the inefficiency of the chemical method of
preparation and increase its effectiveness. Despite
advances, biotechnological processes in nucleoside
synthesis using catalysis by nucleoside phosphorylases are
not actively applied industrially. The development of an
enzymatic synthesis route could bring benefits in terms of
improved efficiency, process simplicity, and minimization
of organic solvent consumption and thus environmental
impact. The use of enzymatic synthesis in the production
of cladribine provides a simple and rapid way of
producing this active substance in high purity without the
formation of undesirable by-products.

Keywords: enzymatic  synthesis, transglycosidases,
nucleoside analogue, cladribine
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