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ES 2 628 225 T3

DESCRIPCION
Preparacién de beta-aminoacidos

Campo de la invencién

La presente invencion se refiere a un procedimiento para la produccién biocatalitica de un precursor de un
B-aminoacido a partir de un dihidrouracilo opcionalmente sustituido usando una hidantoinasa y/o una
dihidropirimidinasa, un procedimiento para producir un $-aminoacido a partir de dicho precursor, una hidantoinasa y su
uso en dicho procedimiento para la produccién biocatalitica de un precursor de un B-aminoacido o de un -aminoacido,
y un procedimiento para obtener dicha hidantoinasa.

Antecedentes de la técnica

Los B-aminoacidos enantioméricamente puros son bloques de construccion valiosos para agentes terapéuticos
novedosos que tienen una amplia gama de actividad biolégica. Aunque se han desarrollado numerosas rutas
biocataliticas para su preparacién, no ha surgido ningun procedimiento Unico que sea de aplicacion universal. De
manera similar, se han desarrollado pocas rutas quimiocataliticas para conseguir B-aminoacidos, requiriendo la
mayoria de ellas cantidades estequiométricas de auxiliares quirales.

Las dihidropirimidinasas e hidantoinasas son posibles candidatos para la sintesis biocatalitica de aminoacidos o sus
precursores. Gaebler y Keltch notificaron por primera vez actividades de escision de las hidantoinasas en la década de
1920 (Gaebler, O. H.; Keltch, A. K. On the metabolism of hydantoins and hydantoic acid, 1926; Vol. 70). Eadie y col.
sugirieron inicialmente en la década de 1950 que las hidantoinasas microbianas eran idénticas a la dihidropirimidinasa
animal (Eadie, G.; Bernheim, F.; Bernheim, M. Journal of Biological Chemistry 181: 449-458, 1949). Las enzimas
dihidropirimidinasas, aisladas de higado de ternera y plantas, catalizan la hidrdlisis de dihidrouracilo e dihidrotimina a
N-carbamoil-B-alanina y N-carbamoil-2-metil-B-alanina, respectivamente. Estas enzimas también escinden hidantoina
®-5-monosustutuida en ®-N-carbamoil-aminoacido. La bibliografia reciente propone generalmente que la
D-hidantoinasa procedente de fuentes microbianas se puede considerar como la contraparte de la dihidropirimidinasa
animal, donde Nonaka y colaboradores, sugieren una relacion evolutiva entre estas dos enzimas (Hamajima, N.;
Matsuda, K.; Sakata, S.; Tamaki, N.; Sasaki, M.; Nonaka, M. Gene 180:157-163, 1996). Syldatky col. concluyen que
las dihidropirimidinasas y las hidantoinasas no son necesariamente la misma enzima (Syldatk, C.; May, O;
Altenbuchner, J.; Mattes, R.; Siemann, M. Applied Microbiology and Biotechnology 51:293-309, 1999). Las diferentes
enantioselectividades de las hidantoinasas se utilizan frecuentemente para agruparlas, segun su especificidad, como
D-, L-, o no especifica (Ogawa, J.; Shimizu, S. Journal of Molecular Catalysis B: Enzymatic 2:163-176,1997).

Los problemas derivados del sistema de nomenclatura utilizado para las enzimas hidantoinasa y dihidropirimidina se
agravan adicionalmente por el hecho que, frecuentemente, especialmente en revistas anteriores, los términos se
utilizaban de forma indistinta. Las amidohidrolasas, también denominadas como amidasas ciclicas [E.C.3.5.2], son un
grupo de mas de 14 enzimas, que actdan todas ellas sobre anillos de amida ciclica y que contienen regiones muy
conservadas y regiones de aminoacidos variantes (Kim, G. J.; Cheon, Y. H.; Kim, H. S. Biotechnology and
Bioengineering 1998, 61, 1-13). Se incluyen en este grupo carboxilmetilhidantoinasa [E.C.3.5.2.4], alantoinasa
[E.C.3.5.2.5], 1-metilhidantoinasa [E.C.3.5.2.14] y carboxietil-hidantoinasa, todas ellas son técnicamente las Unicas
hidantoinasas, ya que sus sustratos son derivados de hidantoina naturales.

Otras enzimas comprendidas en el grupo mas amplio de amidasas ciclicas incluyen dihidroorotasa [E.C.3.5.2.3] y
dihidropirimidinasa [E.C.3.5.2.2], la ultima de estas se denomina normalmente como D-hidantoinasa, debido a su
capacidad de hidrolizar derivados de hidantoina ®-5-monosustituida. Esta superfamilia de proteinas probablemente
evoluciond en la tierra prehistérica, cuando se teorizaba que los aminoacidos de N-carbamoilo habian sido los sintones
originales de los péptidos prebidticos.

El uso de hidantoinasas para la hidrolisis enantioselectiva de mezclas racémicas de hidantoinas 5-sustituidas ®-1y
(S)-1 a sus correspondientes derivados de N-carbamoilo ®-2 y (S)-2 esta bien establecido (véase el Esquema 1
siguiente) y descrito en la bibliografia (Morin, Enzyme Microb. Technol. 15:208-214, 1993; Fan y Lee, Biochemical
Engineering J. 8:157-164, 2001; Arcuri y col., J. Molecular Catalysis B 21:107-111, 2003; Arcuri y col., Amino Acids
19:477-482, 2000). Se ha desarrollado hasta la etapa en que los procedimientos comerciales funcionan ahora a una
escala para la produccion de D-®-aminoacidos ®-3 especificos usando esta tecnologia. Un aspecto clave de estos
procedimientos es que la racemizacion in situ del enantidmero (S)-1 que no ha reaccionado junto con la hidrélisis
catalizada por carbamoilasa de ®-2 conduce a una reaccion de resolucion cinética dinamica (DKR).
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La resolucion cinética se produce cuando una enzima convierte un enantiomero mas rapido que el otro. Sin embargo,
el rendimiento maximo de este tipo de reacciones es solamente del 50 %, y los productos deben separarse del material
de partida. En una resolucién cinética dinamica, los enantidmeros estan racemizados, de forma que los enantiémeros
®- y (S)- forman un equilibrio quimico y se interconvierten con facilidad. Cuando el enantidmero que reacciona mas
rapidamente se convierte en el producto correspondiente, se vuelve a producir debido a la racemizacion, permitiendo
de esta forma rendimientos de hasta el 100 %.

A diferencia de la hidrélisis enantioselectiva de las hidantoinas 5-sustituidas racémicas, la posibilidad de llevar a cabo
la hidrdlisis enantioselectiva de dihidrouracilos 6 sustituidos (+/-)-4 (véase el esquema 2) a sus correspondientes
derivados de N-carbamoilo (R o S)-5, como ruta para los f-aminoacidos (R o S)-6, ha recibido poca atencién. Syldatk
y col., en 1998 (May, O.; Siemann, M.; Pietzsch, M.; Kiess, M.; Mattes, R.; Syldatk, C. J. Biotechnol. 61:1-13, 1998)
notificaron el uso de una hidantoinasa de Arthrobacter aurescens para la hidrdlisis de dihidrouracilo ((+/-)-4, en la que
R significa H) y posteriormente en 2003 describieron en un pdster que esta hidantoinasa se podria aplicar a la
resolucion de 6-fenildihidrouracilo (6-PDHU, (+/-)-4, en la que R significa fenilo) aunque se observaron mala
enantioselectividad y bajas velocidades de reaccion con respecto a la 5-fenilhidantoina (®-1 y (S)-1, respectivamente,
en la que R significa Ph en el Esquema 1).
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Esquema 2
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La solicitud de patente japonesa JP06261787 notificd tasas de exceso enantiomérico de hasta un 51 % para la
hidrdlisis de 6-PDHU usando IFO 12996 de Pseudomonas putida; se obtuvieron mejores selectividades (hasta un
93 % de exceso enantiomérico) con sustratos que contienen sustituyentes 6-alquilo. Claramente, existe la necesidad
de mejorar los procedimientos para la producciéon biocatalitica de los precursores de B-aminoacidos o de los
B-aminoacidos.

Breve descripcion de la invenciéon

En un primer aspecto, el objeto de la presente invencion se resolvié mediante un procedimiento para la produccion
biocatalitica, estereoespecifica, en particular enantioselectiva, de un precursor de B-aminoacidos, que comprende
hacer reaccionar al menos un sustrato de la formula general (I)

O
HN

O H R
(1,

en la que R' y R? independientemente entre si se seleccionan entre hidrégeno;
un grupo alquilo inferior lineal o ramificado opcionalmente sustituido;
un grupo alquenilo inferior lineal o ramificado opcionalmente sustituido;
un grupo alquilo ciclico opcionalmente sustituido;

un grupo arilo monociclico o policiclico opcionalmente sustituido;

un grupo heteroarilo monociclico o policiclico opcionalmente sustituido;
un grupo alcoxi lineal o ramificado opcionalmente sustituido;

un grupo amino;

un grupo alquilamino lineal o ramificado opcionalmente sustituido;

un grupo alquiltio lineal o ramificado opcionalmente sustituido;

un grupo acilo lineal o ramificado opcionalmente sustituido,

un grupo carboxilo o

un grupo aldehido;

en forma estereoisoméricamente pura, como por ejemplo un isémero ®- o (S), o como una mezcla de
estereoisdbmeros, como, por ejemplo, en forma de mezcla racémica,

o una sal de dicho compuesto, como, por ejemplo, una sal de adicion de acido

en presencia de al menos una enzima, que cataliza la escision ‘hidrolitica de una hidantoina y/o un anillo de
dihidropirimidina, en particular, seleccionada entre una hidantoinasa y una dihidropirimidinasa, siendo mas
especialmente una hidantoinasa, en particular una enzima que tiene preferencia por un estereoisémero particular del

4
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compuesto que se va a convertir; y opcionalmente en presencia de al menos una enzima que tiene la capacidad de
interconvertir los estereoisdémeros de dicho compuesto de férmula (1), de forma que se produce un precursor de un
B-aminoacido de la formula general (Il) en la que R y R? se identifican como anteriormente;

H.N N OH
H
(11),

caracterizandose dicho procedimiento por que la al menos una enzima que cataliza la escision hidrolitica de una
hidantoina y/o un anillo de dihidropirimidina, en especial una hidantoinasa y/o dihidropirimidinasa, se obtiene de Vigna
angularis y/o comprende al menos una secuencia parcial que tiene una identidad de aproximadamente un 60 al 100 %
de al menos una de las siguientes secuencias parciales:

ITGPEGQRLAGP (SEQ ID NO:7)
IELGITGPEGQRLAGPTVL (SEQ ID NO:1)
IELGITGPEGQRLAGPVL (SEQ ID NO:2)
IELITGPEGQRLAGPTVL (SEQ ID NO:3)
IELITGPEGQRLAGPVL (SEQ ID NO:4)
EEIARARKSGQRVIGEPVAS (SEQ ID NO:5),

como por ejemplo, comprende al menos una secuencia parcial que tiene una identidad comprendida entre el 60 % y el
100 % de al menos una de las secuencias parciales de la SEQ ID NO: 5y 7.

De acuerdo con una realizacion, el procedimiento comprende ademas una etapa adicional para convertir dicho
precursor de 3-aminoacido de formula (2) en el correspondiente -aminoacido de la formula (l11)

1

R O

H. N OH
R (111),

en la que R’ y R? tienen el mismo significado que se ha definido anteriormente.

De acuerdo con una realizacién adicional, la conversion del precursor de B-aminoacido se produce a pH acido,
preferentemente en presencia de acido nitroso, o en presencia de una carbamoilasa.

De acuerdo con una realizacién adicional, la al menos una hidantoinasa y/o dihidropirimidinasa (en especial las
enzimas segun E.C. 3.5.2.2) es una enzima que se puede obtener a partir de un organismo del género Agrobacterium,
Arthrobacter, Pseudomonas y Vigna, en especial Vigna angularis.

De acuerdo con una realizacién adicional, R* es Hy R es diferente de H en las férmulas generales (1) a (1)

De acuerdo con una realizacion adicional, R es H y R' es un grupo arilo opcionalmente sustituido en las férmulas
generales (1) a (Ill).

En especial, los compuestos de las formulas (I1) y (Ill) y también de formula (1), en las que simplemente R?es H, y R' es
diferente de H, estan presentes preferentemente como el isémero (S) en una forma estereoisoméricamente pura, o en
un exceso estereoisomeérico (en particular, con un valor de ee mayor del 93 %, preferentemente en el intervalo de
95-99 %, o mas del 99 %).

De acuerdo con una realizacién adicional, la reaccion se lleva a cabo en una mezcla de reaccion tamponada con Tris o
tamponada con borato, preferentemente una mezcla de reaccién tamponada con Tris.

De acuerdo con una realizaciéon adicional, la reaccion se lleva a cabo a un pH de aproximadamente 7,0 a
aproximadamente 11,0, preferentemente a un pH de aproximadamente 7,5 a aproximadamente 10,0, y especialmente
preferida a un pH de aproximadamente 7,5 a aproximadamente 8,0.
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De acuerdo con una realizacidon adicional, la reaccion se lleva a cabo en presencia de aproximadamente 1% a
aproximadamente un 20 % de dimetilsulfoxido, preferentemente en presencia de aproximadamente un 10 % de
dimetilsulfoxido.

De acuerdo con una realizacién adicional, la reaccién se lleva a cabo a una temperatura comprendida en el intervalo de
aproximadamente 30 °C a aproximadamente 60 °C, preferentemente de aproximadamente 30 °C a aproximadamente
50 °C, y en especial de aproximadamente 40 °C a aproximadamente 50 °C.

De acuerdo con una realizacién adicional, la reaccién se lleva a cabo desde aproximadamente 1 hora hasta
aproximadamente 25 horas, preferentemente de aproximadamente 3 horas a aproximadamente 10 horas, y en
especial de aproximadamente 4 horas a aproximadamente 5 horas.

De acuerdo con una realizacion adicional, el al menos un sustrato se selecciona entre una dihidrouracilo, que esta
monosustituido en la posicién 5 o en la posicion 6, en especial 6-fenildihidrouracilo, 6-(4-fluorofenil)-dihidrouracilo,
6-(4-clorofenil)-dihidrouracilo, 5-metildihidrouracilo y 6-metildihidrouracilo.

Un aspecto adicional de la presente invencioén se refiere al uso de un precursor de -aminoacidos o un 3-aminoacido
que se puede obtener mediante un procedimiento de acuerdo con la invencién para fabricar péptidos estables a la
hidrélisis, principios farmacéuticamente activos, en especial antibiéticos, antineoplasicos, antitrombéticos, insecticida
antifungico, antihelmintico, antagonistas no peptidicos de la integrina, alcaloides y/o agentes citotdxicos.

Un aspecto adicional de la presente invencion se refiere al uso de una hidantoinasa y/o una dihidropirimidinasa que
comprende al menos una secuencia parcial que tiene una identidad comprendida entre el 60 por ciento y el 100 por
ciento respecto a al menos una de las siguientes secuencias parciales:

ITGPEGQRLAGP (SEQ ID NO:7)
IELGITGPEGQRLAGPTVL (SEQ ID NO:1)
IELGITGPEGQRLAGPVL (SEQ ID NO:2)
IELITGPEGQRLAGPTVL (SEQ ID NO:3)
IELITGPEGQRLAGPVL (SEQ ID NO:4)

como por ejemplo al menos una de las secuencias parciales: SEQ ID NO: 5y 7, para un procedimiento de acuerdo con
la invencion.

Un aspecto adicional de la presente invencién se refiere a una hidantoinasa practicamente pura, que contiene al
menos una de las siguientes secuencias parciales que tienen una identidad de entre el 60 por ciento y el 100 por
ciento, por ejemplo, un 100 por ciento respecto a al menos una de las siguientes secuencias parciales:

ITGPEGQRLAGP (SEQ ID NO:7)
IELGITGPEGQRLAGPTVL (SEQ ID NO:1)
IELGITGPEGQRLAGPVL (SEQ ID NO:2)
IELITGPEGQRLAGPTVL (SEQ ID NO:3)
IELITGPEGQRLAGPVL (SEQ ID NO:4)
EEIARARKSGQRVIGEPVAS (SEQ ID NO:5),

como por ejemplo al menos una de las secuencias parciales: SEQ ID NO: 5y 7.

Un aspecto adicional de la presente invencion se refiere a una hidantoinasa practicamente pura, que se puede obtener
preparando un extracto en bruto de material celular procedente de un organismo que expresa de forma natural o
recombinante dicha actividad enzimatica, y someter dicho extracto en bruto a las etapas de purificacion secuenciales
de

cromatografia de intercambio idnico
cromatografia hidréfoba

filtracion en gel

cromatografia de afinidad
intercambio aniénico

filtracion en gel

0O Q0 T o
—_— =

Los aspectos adicionales de la presente invencién se refieren a una hidantoinasa practicamente pura, que comprende
al menos una de la SEQ ID NO:1 a 5y 7 y/o que se aisla de acuerdo con el procedimiento anteriormente mencionado.
Preferentemente, la hidantoinasa se obtiene de un organismo del género Agrobacterium, Arthrobacter, Pseudomonas
y Vigna, en especial Vigna angularis.

Un aspecto adicional se refiere a una hidantoinasa, que comprende al menos una de la SEQ ID NO: 1a 5y 7, que se
obtiene de Vigna angularis, en particular segun un procedimiento que comprende sustancialmente las etapas de
purificacion anteriores de acuerdo con el procedimiento anteriormente mencionado, y que muestra después de un SDS
PAGE, en espacial en condiciones reductoras, una banda de proteina a 5510, 5515 o 5512 o a aproximadamente 55
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kD.

Un aspecto adicional de la invencién se refiere al uso de una hidantoinasa anteriormente mencionada para un
procedimiento de produccion biocatalitica de un precursor de B-aminoacidos o un B-aminoacido de acuerdo con la
invencion.

La hidantoinasa anteriormente mencionada puede ser, en especial, una hidantoinasa de un organismo del género
Agrobacterium, Arthrobacter, Pseudomonas y Vigna, en especial Vigna angularis.

Un aspecto adicional de la presente invenciéon se refiere al uso de cualquiera de las hidantoinasas anteriormente
mencionadas en un procedimiento de acuerdo con la invencion.

Descripcion de las figuras

En lo sucesivo, la presente invencion se describe de una forma mas detallada, en la que se puede hacer referencia a
las figuras.

La Fig. 1 muestra un gel SDS PAGE de la hidantoinasa purificada a partir de Vigna angularis.

La Fig. 2 muestra dos formas ilustrativas de sintetizar dihidrouracilos 6 sustituidos.

La Fig. 3 muestra la separacion de N-carbamoil-B-fenilalanina (NCBPA), 6-fenildihidrouracilo (6-PDHU) y enzima
mediante cromatografia de intercambio anidnico (columna DEAE).

La Fig. 4. muestra los resultados de una HPLC quiral en fase invertida después de la hidrdlisis catalizada por
hidantoinasa de la 6-PDHU.

La Fig. 5 muestra las velocidades de conversion con el tiempo de 6-PDHU al derivado de N-carbamoilo (NCBPA) y
las correspondientes tasas de exceso enantiomérico.

La Fig. 6 muestra la ciclacion de N-carbamoil-B-fenilalanina en ausencia o presencia de hidantoinasa.

La Fig. 7 muestra la dependencia del pH de la hidrélisis quimica de 6-DPHU en tampon Tris desprovisto de la
hidantoinasa.

La Fig. 8 muestra la dependencia del pH de la conversion enzimatica de la 6-DPHU mediada por hidantoinasa.
La Fig. 9 muestra las tasas de conversion de la hidantoinasa en diferentes combinaciones de valor de pH/tampon
con el tiempo.

La Fig. 10 muestra la reaccion catalizada por D-hidantoinasa procedente de Vigna angularis (Sigma).

La Fig. 11 muestra la influencia de codisolventes organicos sobre la conversiéon de la 6-PDHU catalizada por
hidantoinasa.

La Fig. 12 muestra la influencia de diferentes concentraciones de hidantoinasa sobre la formacion de producto y el
exceso enantiomérico.

La Fig. 13 muestra la produccion de NCBPA en reacciones de 25 ml.

La Fig. 14 muestra el exceso enantiomérico de S-NCBPA en reacciones de 25 ml.

Descripcion detallada de la invenciéon

A. Definiciones

En el contexto de la invencién, “una enzima que cataliza la escision hidrolitica de una hidantoina y/o un anillo de
dihidropirimidina”, como una hidantoina sustituida y/o un anillo de dihidropirimidina sustituido, como, por ejemplo,
5-fenilhidantoina y 6-fenildihidrouracilo, debe mostrar la capacidad de catalizar la escision hidrolitica de al menos un
compuesto de formula (I) para formar un compuesto de férmula (ll). En especial, dicha enzima también se puede
denominar como hidantoinasa y/o dihidropirimidinasa, en la que una enzima, cuyo sustrato natural es un anillo de
hidantoina, preferentemente se denominaria como una hidantoinasa, y una enzima, cuyo sustrato natural es un anillo
de dihidrouracilo, preferentemente se denominaria como una dihidropirimidinasa.

En el contexto de la presente invencion, las dihidropirimidinasas se caracterizan como enzimas que son capaces de
hidrolizar dihidropirimidinas y, ademas, de hidrolizar hidantoina (como se muestra en la férmula 1V) y de resolver las
hidantoinas (*)-5-monosustituidas como se muestra en el Esquema 3.

O

HN
MNH

© (IV)
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Esquema 3
0
o) 5 R
HN R racemiza HN R D-hidantoinasa ; 0
— HoN N
NH NH

OH

® (S)-1 ° (R)-1 (R)-2

Inversamente, las hidantoinasas suelen mostrar poca actividad hidrolitica respecto a las dihidropirimidinas, pero
pueden hidrolizar hidantoina e hidantoinas (+)-5-monosustituidas. Los ensayos adecuados para hidrolizar hidantoina o
dihidropirimidina y, en consecuencia, para definir adicionalmente las enzimas aplicables en el procedimiento de la
invencion, se describen, por ejemplo, en el Ejemplo 1.

El término “aproximadamente” indica la posibilidad de una variacion de + 25 % del valor indicado, en especial £ 15 %,
+10%,£5%0%24%0+x3%0+x2%0+1%.

En el contexto de la presente invencion, enantioselectividad significa que el exceso enantiomérico “ee” del
enantiomero S, que se expresa en porcentaje (%) y se calcula sobre la base de las respectivas concentraciones del
enantiomero S y el enantidmero R de la siguiente forma:

ee (%) = [(enantidmero S - enantidmero R) / (enantidmero S + enantiémero R)] x 100,

es al menos un 50 %, preferentemente al menos un 80 %, mas preferentemente al menos un 90 %, y en especial mas
de un 93 %, en especial al menos un 94 %, al menos el 95 %, al menos el 96 %, al menos el 97 %, al menos el 98 %,
al menos el 99 %, o 100 %.

Como se usa en el presente documento, una proteina o enzima “practicamente pura” significa que la proteina
purificada deseada esta practicamente exenta (por ejemplo, mas de un 90, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99, 0 99,9 % (en
peso seco) constituye dicha proteina) de componentes celulares contaminantes, como se evidencia por una sola
banda después de la electroforesis en gel de poliacrilamida-dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE). La expresion
“practicamente pura” se usa adicionalmente para describir una molécula que es homogénea segun una o mas
caracteristicas de homogeneidad o pureza usadas por el experto en la técnica. Por ejemplo, una proteina
practicamente pura mostrara caracteristicas constantes y reproducibles segun las desviaciones experimentales
habituales para parametros tales como los siguientes: peso molecular, migracion cromatografica, composicion de
aminoacidos, secuencia de aminoacidos, extremo N bloqueado o no bloqueado, perfil de elucién de HPLC, actividad
bioldgica, y otros parametros de ese tipo. El término, sin embargo, no pretende excluir mezclas artificiales o sintéticas
de dicha proteina con otros compuestos. Ademas, no se pretende que el término excluya proteinas de fusion de dicha
proteina opcionalmente aislada a partir de un hospedador recombinante.

B. Sustratos para el procedimiento de acuerdo con la invencion

Los restos R’ ylo R? de un sustrato de acuerdo con la formula general (1) se puede seleccionar entre grupos anU|Io
|nfer|or lineales o ramificados, que opcionalmente pueden estar sustituidos en una o mas posiciones. Los restos R y
R? pueden ser, en particular, grupos que comprenden grupos alquilos de cadena lineal o ramificada que contienen de 1
a 10 atomos de carbono, en particular 2 a 6 atomos de carbono, tal como un grupo metilo, un grupo etilo, un grupo
i-propilo o n-propilo, un grupo sec-butilo o terc-butilo, un grupo n-pentilo, un grupo 2-metil-butilo, un grupo n-hexilo, un
grupo heptilo, un grupo octilo, un grupo nonilo, un grupo decilo. Los ejemplos de grupos alquilo ramificados incluyen
grupos isopropilo, isobutilo, isopentilo, 2,2-dimetilpropilo, isohexilo, 3-metillpentilo, 2,2-dimetilbutilo, 2,3-dimetilbutilo,
isoheptilo, 2-etilbutilo, 3-metilhexilo, 2,2-dimetilpentilo, 2,3-dimetil-pentilo, 2,4-dimetilpentilo, 2,2,3-trimetilbutilo,
isooctilo, 3-metilheptilo, 4-metilheptilo, 2,2-dimetilhexilo, 2,4-dimetilhexilo, 2,5-dimetilhexilo, 2,2,3-trimetilpentilo,
2,2,4-trimetilpentilo, 2,2,5-trimetilpentilo e isononilo.

Los restos R' y/o R? de un sustrato de acuerdo con la formula general (1) se puede seleccionar adicionalmente entre
grupos alquenilo inferior lineales o ramificados, que pueden estar sustituidos en una o mas posiciones. Los ejemplos
comprenden analogos insaturados de grupos alquilo inferior, que comprenden uno o mas dobles enlaces
carbono-carbono en cualquier posicion posible de la cadena de carbono. Los ejemplos son grupos vinilo, grupos alilo
(2-propenilo), grupos but-1-enilo, grupos cis-but-2-enilo, grupos trans-but-2-enilo, grupos pent-1-enilo, grupos
cis-pent-2-enilo, grupos trans-pent-2-enilo, grupos 2-metil-but-1-enilo, grupos 2-metil-but-2-enilo, grupos
3-metil-but-1-enilo, grupos hex-1-enilo, grupos hex-2-enilo en sus isémeros tanto cis como trans, grupos hex-3-enilo,
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grupos 2-metil-pent-1-enilo, grupos 2-metil-pent-2-enilo, grupos 3-metil-pent-2-enilo, grupos 4-metil-pent-1-enilo,
grupos 4-metil-pent-2-enilo, grupos 2-etil-but-1-enilo, grupos 2,3-dimetil-but-1-enilo, grupos 2,3-dimetil-but-2-enilo,
grupos 3,3-dimetil-but-1-enilo.

Los restos R' y/o R? de un sustrato de acuerdo con la férmula general (1) se pueden seleccionar adicionalmente entre
grupos alquilo ciclicos que tienen una cadena principal ciclica de carbono, en particular compuestos que tienen una
cadena principal ciclica de carbono de 3 a 10 atomos de carbono, es decir, ciclopropilo, ciclobutilo, ciclopentilo,
ciclohexilo, cicloheptilo, ciclooctilo, ciclononilo, Adicionalmente, se incluyen analogos de grupos alquilo ciclicos
monoinsaturados o poliinsaturados, tales como ciclobutenilo, ciclopentenilo, ciclopentadienilo, ciclohexenilo,
cicloheptenilo, ciclohexadienilo, y cicloheptadienilo. Los grupos alquilo CIC|ICOS 0 sus analogos monoinsaturados o
poliinsaturados pueden estar sustituidos en una o mas posiciones. Los restos R'and R? de un sustrato de acuerdo con
la férmula general (1) se pueden seleccionar adicionalmente entre grupos arilo monociclicos o policiclicos, que pueden
estar sustituidos en una o mas posiciones. Los ejemplos de grupos arilo son grupos aromaticos monociclicos o
policiclicos (en particular diciclicos), en particular grupos fenilo o naftilo unidos mediante cualquier atomo de carbono
del anillo, por ejemplo 1-naftilo y 2-naftilo.

Los restos R' y/o R? de un sustrato de acuerdo con la férmula general (1) se pueden seleccionar adicionalmente entre
grupos heteroarilo monociclicos o policiclicos, que pueden estar sustituidos en una o mas posiciones. Por ejemplo, los
grupos heteroarilo pueden derivarse de pirrolidina, tetrahidrofurano, tetrahidrotiofeno, piperidina, tetrahidropirano,
tetrahidrotiopirano, piridina, morfolina, pirrol, furano, tiofeno, pirazol, imidazol, oxazol, tioazol, pirano, pirimidina,
piridazina y pirazina. Los ejemplos de grupos diciclicos son condensados de los grupos arilo o grupos heteroarilo
anteriormente mencionados, o sus correspondientes derivados, con un grupo arilo adicional, un grupo heteroarilo o
sus correspondientes derivados, tales como grupos derivados de cumarol, indol, quinolina, purina y naftaleno. Los
grupos heteroarilo monociclicos o policiclicos se pueden sustituir en una o mas posiciones, y pueden estar unidos al
correspondiente atomo de carbono en la formula general (1) mediante cualquier atomo del anillo, preferentemente
mediante un atomo de carbono del anillo. Los ejemplos de grupos adecuados incluyen 2-tienilo, 3-tienilo, grupos
2-furanilo, grupos 3-furanilo, grupos 2-piridilo, grupos 3-piridilo, grupos 4-piridilo, grupos 2-tiazolilo, grupos 4-tiazolilo,
grupos 5-tiazolilo, grupos 4-metil-2-tienilo, grupos 3-etil-2-tienilo, grupos 2-metil-2-tienilo, grupos 4-propil-3-tienilo,
grupos 5-butil-2-tienilo, grupos 4-metil-3-tienilo, grupos 3-metil-2-tienilo2-, grupos 3-cloro-2-tienilo, grupos
4-bromo-3-tienilo, 2-yodo-3-tienilo, 5-yodo-3-tienilo, grupos 4-flouro-2-tienilo, grupos 2-bromo-3-tienilo y grupos
4-cloro-2-tienilo.

Los restos R' y/o R? del sustrato de acuerdo con la formula general (1) se puede seleccionar adicionalmente entre
grupos alcoxi lineales o ramificados, que opcionalmente pueden estar sustituidos en una o mas posiciones. En este
caso, el compuesto de la formula general (1) esta unido a través de un atomo de oxigeno con un grupo de acuerdo con
cualquiera de las definiciones anteriormente mencionadas, por ejemplo, un grupo alquilo inferior lineal o ramificado
opcionalmente sustituido; un grupo alquenilo inferior lineal o ramificado opcionalmente sustituido; un grupo alquilo
ciclico opcionalmente sustituido; un grupo arilo monociclico o policiclico opcionalmente sustituido (que también se
puede denominar un grupo ariloxi); un grupo heteroarilo monociclico o policiclico o un grupo heteroarilo opcionalmente
sustituido. Los ejemplos de grupos alcoxi son el grupo metoxi (-O-CHs), el grupo etoxi (-O-C2Hs) y los grupos de la
férmula general -O-CrHzn+1, €n la que n es un nimero entero de 1 a 10.

Los restos R y/o R? del sustrato de acuerdo con la formula general (1) se pueden seleccionar adicionalmente entre un
grupo amino y grupos alquilamino lineales o ramificados, que opcionalmente pueden estar sustituidos en una o mas
posiciones. En este caso, el compuesto de la formula general (1) esta unido mediante un atomo de nitrégeno, que
puede estar unido por si mismo a dos atomos de hldrogeno (amina primaria, grupo amlno) un hidrégeno y un resto
organlco (amina secundaria, -NHR' ), 0 dos restos organicos (amina terciaria, -NR'R? ), en la que los restos organicos
R’ y R? independientemente entre si se pueden seleccionar entre cualquier grupo de acuerdo con las definiciones
anteriormente mencionadas para grupos alquilo inferior, lineales o ramificados, opcionalmente sustituidos; grupos
alquenilo inferior lineales o ramificados opcionalmente sustituidos; grupo alquilo ciclico opcionalmente sustituido;
grupos arilo monociclicos o policiclicos opcionalmente sustituidos, y un grupo heteroarilo monociclico o policiclico o un
grupo heteroarilo opcionalmente sustituido. Los ejemplos de grupos amino son el grupo amino primario (-NHy). Los
ejemplos de grupos amino secundario son el grupo metilamino (-NH-CH3), el grupo etilamino (-NH-C2H5) y los grupos
de la férmula general -NH-CnH2n+1, en la que n es preferentemente un nimero entero entre 1 y 10. Los ejemplos de
grupos terciarios son los grupos dimetilamino (-N(CHs)2), el grupo dietilamino (-N(CH2CHs).), el grupo dipropilamino
(-N(CH2CH2CHs3)3), el grupo dibutilamino (-N(CH2CH2CH>CHs).), el grupo metiletilamino, y el grupo metilpropilamino.

Los restos R' y/o R? del sustrato de acuerdo con la formula general (1) se puede seleccionar adicionalmente entre
grupos alquiltio lineales o ramificados, que opcionalmente pueden estar sustituidos en una o mas posiciones. En este
caso, el compuesto de la formula general (1) esta unido a través de un atomo un azufre con un grupo de acuerdo con
cualquiera de las definiciones anteriormente mencionadas, por ejemplo, un grupo alquilo inferior lineal o ramificado
opcionalmente sustituido; un grupo alquenilo inferior lineal o ramificado opcionalmente sustituido; un grupo alquilo
ciclico opcionalmente sustituido; un grupo arilo monociclico o policiclico opcionalmente sustituido (que se puede
denominar un grupo tioarilo); un grupo heteroarilo monociclico o policiclico o un grupo heteroarilo opcionalmente
sustituido. Los ejemplos de grupos alquiltio son el grupo tiometilo (-S-CHj3), el grupo tioetilo (-S-C;Hs) y los grupos de la
férmula general -S-CrHzn+1, €n la que n es un numero entero de 1 a 10.
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Los restos R' y/o R? del sustrato de acuerdo con la formula general (1) se pueden seleccionar adicionalmente entre
grupos acilo lineales o ramificados, que opcionalmente pueden estar sustituidos en una o mas posiciones. Los grupos
acilo tienen la férmula general -C-C(O)-R, en la que R puede ser cualquier grupo alquilo, grupo arilo o grupo heteroarilo
como se define en el presente documento. Cuando R es hidrogeno u OH, el grupo -C(O)-R es un grupo aldehido o un
grupo carboxilo, respectivamente.

Los grupos anteriormente mencionados pueden estar opcionalmente sustituidos en una o mas posiciones. Los atomos
de hidrégeno de los atomos de carbono pueden, por ejemplo, independientemente entre si, estar sustituidos por otros
compuestos de carbono, tales como grupos alquilo o alquenilo inferior lineales o ramificados, grupos alquilo ciclicos,
grupo arilo o heteroarilo, halégeno, tal como fluor, cloro, bromo y yodo, o heteroatomos o compuestos que contienen
heteroatomos. Los ejemplos de compuestos que contienen heteroatomos son -OH, -SH, -NO,, -NOs, -NHz, -SO3,
grupos -S04, grupos alcoxi y NR®R* enla que R® y R4independientemente entre si representan H, un grupo metilo o
un grupo etilo.

En realizaciones particulares del procedimiento de acuerdo con la invencion, R? es H. En realizaciones adicionales
preferidas, R%Zes H,y R’ se selecciona en paralelo entre H, un grupo metilo, un grupo arilo opcionalmente sustituido, en
particular un grupo arilo monociclico opcionalmente sustituido. Los ejemplos preferidos son un grupo fenilo, un grupo
fenilo monosustituido o polisustituido, en los que los sustituyentes, independientemente entre si, se pueden
seleccionar entre, por ejemplo, un haldégeno, metilo, etilo, -OH, -NH2, -NO,, y -SO3H. El grupo fenilo sustituido puede
ser, por ejemplo, 2-F-C5H4, 3-F-C5H4, 4-F-C5H4, 2-C|-C5H4, 3-C|-C5H4, 4-C|-C5H4, 2,3-F-C5H3, 2,4-F-C5H3, 2,5-F-C5H3,
2,3-Cl-CgHs3, 2,4-CI-CsHs, y 2,5-Cl-CgHs.

En otras realizaciones particulares, R? es H y R' se selecciona el grupo que comprende H, -CHs,
-CHzCHzCHzNH-C(NH)NHZrCH2CONH2, -CHzCOOH, -CHzSH, -CHzCHzCONHz, -CHzCHzCOOH, -CHz(C3H3N2), enla
que CsHsN2 denota un grupo imidazol, -CH(CH3)CH2CH3, -CH2CH(CHs)2, -CH2CH2CH2CH;NH,, -CH>CH2SCHs,
-CHy(CgHs), -CH>0OH, -CH(OH)CHj3, -CHx(CgHgN), en la que CgHsN denota un resto indol, -CH(CsH4)OH, -CH(CHj3)o,
-CH,-SeH, -CH,-CH»-SeCH3; (Selenometionina), -(CsHs), P-F-CsHa, y P-CI-CgHa.

C. Condiciones de procedimiento

La al menos una enzima, seleccionada entre una hidantoinasa y una dihidropirimidinasa, que esta presente durante el
procedimiento para producir un precursor de un 3-aminoacido, puede estar presente en las células vivas para producir
de forma natural o recombinante la enzima o enzimas, en células recogidas, en células muertas, en células
permeabilizadas, en extractos celulares en bruto, en extractos purificados, o en una forma practicamente pura o
completamente pura. La al menos una enzima puede estar presente en soluciéon, o una enzima puede estar
inmovilizada en un transportador. Una o varias enzimas pueden estar simultdneamente presentes en forma soluble e
inmovilizada.

El procedimiento de acuerdo con la invencion se puede llevar a cabo en reactores comunes, que son conocidos por los
expertos en la materia, y en diferentes intervalos de escala, por ejemplo, a una escala de laboratorio (de pocos
mililitros a docenas de litros de volumen de reaccién) a una escala industrial (varios litros a miles de metros cubicos de
volumen de reaccion). Si la hidantoinasa y/o dihidropirimidinasa se utiliza en una forma encapsulada en células no
vivas opcionalmente permeabilizadas, en la forma de un extracto celular mas o menos purificado o en una forma
purificada, se puede usar un reactor quimico. El reactor quimico permite normalmente controlar la cantidad de la al
menos una enzima, la cantidad del al menos un sustrato, el pH, la temperatura y la circulacion del medio de reaccion.
Cuando la al menos una enzima esta presente en las células vivas, el procedimiento sera una fermentacion. En este
caso, la produccion biocatalitica tendra lugar en un biorreactor (fermentador), donde los parametros necesarios para
unas condiciones de vida adecuadas para las células vivas (por ejemplo, medio de cultivo con nutrientes, temperatura,
aireacion, presencia o ausencia de oxigeno u otros gases, antibiéticos) se pueden controlar. Los expertos en la materia
estan familiarizados con los reactores quimicos o biorreactores, por ejemplo, en procedimientos para escalar
procedimientos quimicos o biotecnolégicos en desde la escala de laboratorio hasta la escala industrial, o para
optimizar parametros del procedimiento, que también se han descrito ampliamente en la bibliografia (para los
procedimientos biotecnolégicos, véase por ejemplo Crueger und Crueger, Biotechnologie - Lehrbuch der angewandten
Mikrobiologie, 2. Ed., R. Oldenbourg Verlag, Munich, Viena, 1984).

Las células que contienen la al menos una hidantoinasa y/o dihidropirimidinasa se pueden permeabilizar por medios
fisicos 0 mecanicos, tales como ultrasonidos o pulsos de radiofrecuencia, prensas francesas, o procedimientos
quimicos, tales como medios hipoténicos, enzimas liticas y detergentes presente en el medio, o una combinacién de
dichos procedimientos. Los ejemplos de detergentes son digitonina, n-dodecilmaltésido, octilglicésido, Triton® X-100,
Tween® 20, desoxicolato, CHAPS (3-[(3-colamidopropil)dimetilamonio]-1-propansulfonato), Nonidet® P40
(Etilfenolpoli(etilenglicoléter). Sila al menos una enzima esta inmovilizada, esta unida a un transportador inerte. Los
materiales transportadores adecuados son conocidos en la técnica y, por ejemplo, se divulgan en los documentos
EP-A-1149849, EP-A-1 069 183 y DE-OS 100193773 asi como en las referencias de la bibliografia citada en dichos
documentos (todos ellos estan especificamente incorporados en lo que respecta a los materiales transportadores). Los
ejemplos de materiales transportadores adecuados son arcillas, minerales arcillosos tales como caolinita, tierra de
diatomeas, perlita, silice, alimina, carbonato de sodio, carbonato de calcio, polvo de celulosa, materiales
intercambiadores de aniones, polimeros sintéticos, tales como poliestireno, resinas acrilicas, resinas de
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fenol-formaldehido, poliuretanos y poliolefinas, tales como polietileno y polipropileno. Para preparar enzimas unidas a
transportadores, los materiales transportadores normalmente se utilizan en la forma de polvos finos, en la que se
prefieren formas porosas. El tamafio de particula del material transportador no suele superar los 5 mm, especialmente
2 mm. En el caso de que la al menos una enzima esté presente en una preparacién de células completas, dicha
preparacion de células completas puede estar presente en una forma libre o inmovilizada. Los materiales
transportadores adecuados son por ejemplo Ca-alginato o carragenato. Tanto las enzimas como las células pueden
estar directamente unidas mediante glutaraldehido. Se conoce en la materia una amplia gama de procedimientos de
inmovilizacién (por ejemplo, J. Lalonde y A. Margolin “Immobilization of Enzymes” en K. Drauz und H. Waldmann,
Enzyme Catalysis in Organic Synthesis 2002, Vol. lll, 991-1032, Wiley-VCH, Weinheim).

D. Enzimas

La al menos una enzima a utilizar en el procedimiento de produccién biocatalitica de un precursor de un 3-aminoacido,
en particular, para la produccién enantioselectiva biocatalitica de un precursor de un -aminoacido, se selecciona entre
una hidantoinasa y una dihidropirimidinasa, preferentemente cualquier hidantoinasa o cualquier dihidropirimidinasa
que se puede obtener a partir de Vigna angularis. Durante la produccion biocatalitica de un precursor de un
B-aminoacido, una o varias hidantoinasas, una o varias dihidropirimidinasas, o cualquier combinacién de las mismas,
puede estar presente. Preferentemente, al menos una hidantoinasa esta presente. La al menos una enzima es
preferentemente un enzima enantioselectiva, preferentemente una D-dihidropirimidinasa y/o una D-hidantoinasa. En
especial, la enzima es una D-hidantoinasa. La al menos una enzima es preferentemente capaz de producir el
correspondiente (S)-N-carbamoil-B-aminoacido hidrolizando un dihidrouracilo (+)-6-monosustituido, por ejemplo, una
(S)-N-carbamoil-B-fenilalanina a partir de (+)-6-fenil dihidrouracilo.

Si se va a purificar la al menos una enzima, se pueden usar procedimientos habituales conocidos por los expertos en la
materia. Tras la rotura de las células, los extractos en bruto se pueden obtener mediante centrifugacion o filtracion, en
particular para la separacion de proteinas a partir de residuos celulares, fragmentos de membrana o células fantasma.
Las etapas de purificacion adicionales o alternativas comprenden filtracion en gel, cromatografia de intercambio i6nico
(por ejemplo, usando Q-Sepharose), cromatografia hidréfoba, cromatografia en fase invertida, ultrafiltracion,
cristalizacion, desalado, didlisis, electroforesis en gel nativo, inmunoprecipitacion, y cromatografia de afinidad. Los
procedimientos adecuados se describen por ejemplo en Cooper, F. G., Biochemische Arbeitsmethoden, Verlag Walter
de Gruyter, Berlin, Nueva York, o en Scopes, R., Protein Purification, Springer Verlag, Nueva York, Heidelberg, Berlin.
De acuerdo con realizaciones preferidas, la al menos una enzima esta presente en al menos una forma parcialmente
purificada o en una forma practicamente purificada. En el contexto de la presente invencion, las enzimas estan en una
forma esencialmente purificada, si otras proteinas normalmente presentes en una célula o un organismo usado como
fuente para la enzima no se pueden detectar claramente mediante tincion de Coomassie después de electroforesis en
gel de poliacrilamida con dodecil sulfato de sodio (SDS PAGE), pero se puede seguir discerniendo como bandas en un
gel SDS PAGE después de tincion con plata. Las enzimas estan presentes en forma totalmente pura si bandas si no se
pueden discernir, o solo se disciernen levemente, bandas de otras proteinas tras el SDS PAGE y posterior tinciéon con
plata. El aislamiento de las hidantoinasas se ha descrito en la bibliografia (por ejemplo, Morin, Enzyme Microb.
Technol. 15:208-214, 1993; Fan y Lee, Biochemical Engineering J. 8:157-164, 2001). Los procedimientos de
extraccion preferidos incluyen al menos tres, en particular al menos cuatro, al menos cinco, o todas las siguientes
etapas, preferentemente a realizar en el siguiente orden secuencial:

a) cromatografia de intercambio i6nico (por ejemplo, usando una cromatografia en columna Q-Sepharose FF)

b) cromatografia hidréfoba (por ejemplo, usando una columna de fenil sefarosa)

c) filtracion en gel (por ejemplo, usando una columna Superdex Prep Grade 200 Gel Filtration)

d) cromatografia de afinidad (por ejemplo, usando una cromatografia en columna de afinidad Blue HiTrap
5 ml)

e) cromatografia de intercambio aniénico (por ejemplo, usando una columna de intercambio aniénico Mono Q
HR 5/5), y

f) filtracion en gel (por ejemplo, usando una columna de filtracion en gel Superose 6 calidad preparativa).

Las fuentes adecuadas de la al menos una hidantoinasa y/o hidropirimidinasa son microorganismos y organismos
superiores, tales como bacterias y archeobacterias, levaduras, hongos, plantas y animales, hongos, levaduras,
bacterias y archeobacterias. Los ejemplos de bacterias son Acidovorax (por ejemplo, A. avenae); Agrobacterium (por
ejemplo, A. radiobacter, A. tumefaciens, A. sp IP 1-671, A. tumefaciens RU-OR, y A. fumefaciens NRRL B 11291);
Arthrobacter (por ejemplo, A. crystallopoietes AM2), Aurantimonas (por ejemplo, .A. sp. SI85-921); Brucella (por
ejemplo, B. canis, B. ceti, B. ovis, B. pinnipedialis, B. suis); Burckholderia (por ejemplo, B. sp. H160, B. phymatum, B.
phytofirmans); Dickeya (por ejemplo, D. dadantij); Jannaschia (por ejemplo, J. sp. CCS1); Mesorhizobium (por
ejemplo, M. loti); Oceanicola (por ejemplo, O. batsensis); Ochrobactrum (por ejemplo, O. intermedium, O. sp. G21, O.
anthropi); Polaromonas (por ejemplo, P. naphthalenivorans), Reinekea (por ejemplo, R. sp. MED297); Rhizobium (por
ejemplo, R. leguminosarum); Vermine- phrobacter (por ejemplo, V. eiseniae); Rhodobacter (por ejemplo, R.
sphaeroides); Vibrio (por ejemplo, V. cholerae); Fulvimarina (por ejemplo, F. pelagi). Un ejemplo de un organismo
metazoico simple es Trichoplax adherens, y los ejemplos de plantas inferiores y superiores son Arabidopsis (por
ejemplo, A. thaliana); Bradyrhizobium (por ejemplo, B. sp. ORS278; B.japonicum, B. sp. BTAIl); Chlamydomonas (por
ejemplo, C. reinhardtii); Glicina (Glycine max); Medicago (M. trunculata); Oryza (por ejemplo, O. sativa); Physcomitrella
(por ejemplo, P. patens); Picea (por ejemplo, P. sitchensis); Populus (por ejemplo, P. trichocarpa); Ricinus (por
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ejemplo, R. communis); Sorghum (por ejemplo, S. bicolor); Vitis (por ejemplo, V. vinifera); Zea (por ejemplo, Zea
mays). Los ejemplos de animales son Gallus (por ejemplo, G. gaiius); Homo sapiens; Macaca (por ejemplo, M.
mulatta); Pan (por ejemplo, P. troglodytes), y Xenopus (por ejemplo, X. laevis, X. tropicalis).

Las fuentes especialmente preferidas de al menos una hidantoinasa y/o dihidropirimidinasa son los géneros Vigna (en
particular Vigna angularis), Agrobacterium, Arthrobacter y Pseudomonas (en particular Burckholderia segun la
taxonomia reciente). La hidantoinasa procedente de Vigna angularis se puede obtener comercialmente de
Sigma-Aldrich (Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, MO, EE.UU.).

Se prefieren especialmente las hidantoinasas y/o dihidropirimidinasas, que comprenden al menos una secuencia
parcial que tienen una identidad entre un 60 por ciento y un 100 por ciento de al menos una de las siguientes
secuencias parciales:

IELGITGPEGQRLAGPTVL (SEQ ID NO:1)
IELGITGPEGQRLAGPVL (SEQ ID NO:2)
IELITGPEGQRLAGPTVL (SEQ ID NO:3)
IELITGPEGQRLAGPVL (SEQ ID NO:4)
EEIARARKSGQRVIGEPVAS (SEQ ID NO:5)
ITGPEGQRLAGP (SEQ ID NO:7).

El grado de identidad con cualquiera de la SEQ ID NO:1-5 o 7 puede ser al menos el 60 %, al menos el 65 %, al menos
el 70 %, al menos el 75 %, al menos el 80 %, al menos un 85 % o al menos un 90 %. En especial, el grado de identidad
con cualquiera de la SEQ ID NO: 1-5 o 7 puede ser al menos el 91 %, al menos el 92 %, al menos el 93 %, al menos el
94 %, al menos el 95 %, al menos el 96 %, al menos el 97 %, al menos un 98 % o al menos un 99 %. En especial,
cualquiera de la SEQ ID NO:1-5 o 7 puede ser idéntica a una secuencia comprendida en una hidantoinasa y/o
dihidropirimidinasa (100 % de identidad). El caracter hidantoinasa y/o dihidropirimidinasa de cualquier proteina dada
se puede determinar faciimente mediante los ensayos de hidantoinasa y/o dihidropirimidinasa descritos en la presente
memoria.

Ademas, o como alternativa a las hidantoinasas y/o dihidropirimidinasas presentes en los organismos o
microorganismos o extraidas de los mismos, se pueden usar equivalentes funcionales de dichas hidantoinasas y/o
dihidropirimidinasas.

Los equivalentes funcionales son mutantes que difieren en al menos una posicién de la secuencia de aminoacidos
natural, reteniendo aun al menos parcialmente la actividad enzimatica de una hidantoinasa y/o dihidropirimidinasa. Los
equivalentes funcionales pueden comprender uno o mas, como por ejemplode 1a20,1a1501,2,3,4,5,6,7,8,90
10 adiciones de aminoacidos, sustituciones, deleciones y/o inversiones, que se pueden producir en cualquier posicion
de la secuencia, siempre que no eliminen la actividad catalitica. Los equivalentes funcionales pueden ser también
enzimas con una velocidad de reaccion alterada del sustrato y/o producto, una afinidad alterada por el sustrato y/o
producto, y/o selectividad alterada de sustratos particulares (por ejemplo, sustratos aceptores equivalentes
funcionales con grupos R y/o R? mas voluminosos o hidréfobos. Se relacionan a continuacidn ejemplos no limitantes
de sustituciones de alta probabilidad con al menos una retencién parcial de la actividad enzimatica:

resto de aminoacido original posible sustitucion por
Ala Ser; Gly; Val
Arg Lys

Asn GlIn; His

Asp Glu

Cys Ser

GIn Asn

Glu Asp

Gly Pro

His Asn; GIn

lle Leu; Val

Leu lle; Val

Lys Arg; GIn; Glu
Met Leu; lle

Phe Met; Leu; Tyr
Ser Thr

Thr Ser

Trp Tyr

Tyr Trp; Phe

Val lle; Leu
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Los equivalentes funcionales comprenden ademas los precursores de las proteinas hidantoinasa y/o
deshidropirimidinasas maduras, asi como sales de las mismas. Las sales comprenden sales de grupos carboxilo y
sales de adicion de acido de grupos amino. Las sales de grupos carboxilo se pueden producir de acuerdo con
procedimientos conocidos en la técnica y comprenden sales inorganicas, tales como sales de sodio, calcio, amoniaco,
hierro y cinc, asi como sales formadas con bases organicas tales como aminas, por ejemplo, trietanolamina, arginina,
lisina, y piperidina. Las sales de adicion de acido comprenden sales con acidos minerales, tales como acido clorhidrico
o acido sulfurico, y sales formadas con acidos organicos, tales como acido acético y acido oxalico.

También se pueden obtener equivalentes funcionales modificando hidantoinasas y/o dihidropirimidinasas de origen
natural en una o mas cadenas secundarias de los aminoacidos, o en los extremos N o C. Dichos derivados pueden
comprender, por ejemplo, ésteres alifaticos de grupos carboxilo, amidas de grupos carboxilo, que se pueden obtener
mediante reaccion con amoniaco o una amina primaria o secundaria, N-acil derivados o grupos amino libres, que se
pueden obtener mediante reaccion con grupos acilo, u O-acil derivados de grupos hidroxilo libres, que se pueden
obtener mediante reaccion con grupos acilo. También se incluyen equivalentes funcionales mediante un patrén de
glicosilacion diferente del patron natural (por ejemplo, después de la glicosilacion o desglicosilacion artificial).

Los equivalentes funcionales comprenden ademas enzimas obtenidas a partir de oftros organismos o
microorganismos, asi como variantes de origen natural de la enzima de referencia.

Los equivalentes funcionales comprenden ademas dominios o secuencias Unicos que tienen la actividad deseada de
hidantoinasas y/o dihidropirimidinasas.

Ademas, los equivalentes funcionales pueden ser proteinas de fusién que comprenden secuencias de origen natural o
equivalentes funcionales de las mismas combinadas con al menos una secuencia funcionalmente diferente en unién
del extremo N o del extremo C, que no eliminan la actividad hidantoinasa y/o dihidropirimidinasa de la proteina. Los
ejemplos no limitantes de dicha secuencia funcionalmente diferente son los péptidos de sefal (por ejemplo, que dirigen
la excrecion de la proteina de fusidn), enzimas (por ejemplo, para afiadir actividades enzimaticas adicionales) o partes
de inmunoglobulinas (por ejemplo, para inmovilizar la proteina de fusién).

Los equivalentes funcionales también comprenden homologos de las proteinas naturales. Dichos homadlogos tienen
una homologia de al menos el 60 %, preferentemente al menos un 75 %, y en especial al menos un 85 %, tal como un
90 %, 95 % 0 99 % en comparacion con una secuencia de aminoacidos de origen natural (segun se calcula mediante
el algoritmo de Pearson y Lipman, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85(8), 1988, 2444-2448).” % de homologia- de un
polipéptido en particular dado denota el porcentaje de identidad de los restos de aminoacidos con respecto a la
longitud total de la enzima de referencia o subunidad enzimatica.

Los equivalentes funcionales también se pueden producir por procedimientos conocidos en la materia. Los
procedimientos para la modificacion de los genes y, por consiguiente, de las proteinas codificadas por dichos genes,
se conocen desde hace mucho tiempo, tales como mutagénesis dirigida al emplazamiento, donde uno o varios
nucledtidos de un gen se intercambian de una forma especifica (MK Trower (Hrsg.) 1996; In vitro mutagenesis
protocols. Flumana Press, Nueva Jersey), mutagénesis con saturacion, que permite el intercambio o la adicién de un
codon para cualquier aminoacido en cualquier posicion de un gen (Kegler-Ebo DM, Docktor CM, DiMaio D (1994)
NucleicAcids Res 22:1593; Barettino D, Feigenbutz M, Valcarel R, Stunnenberg FIG (1994) NucleicAcids Res 22:541;
BarikS (1995) Mol Biotechnol 3:1), reaccién en cadena de la polimerasa propensa a errores (PCR propensa a errores),
en la que las secuencias de nucleétidos se mutan por las ADN polimerasas, que no trabajan sin errores (Eckert KA,
Kunkel TA (1990) NucleicAcids Res 18:3739); el paso de los genes a cepas mutadoras, en las que se observa un
aumento en la tasa de mutacion, por ejemplo, debido a defectos en los mecanismos de reparacion del ADN (Greener
A, Callahan M, Jerpseth B (1996) An efficient random mutagenesis technique using an E.coli mutator strain. En: Trower
MK (Hrsg.) In vitro mutagenesis protocols. Humana Press, Nueva Jersey), o intercambio de ADN, en el que, en primer
lugar, una combinacion de genes estrechamente relacionados se digiere y, posteriormente, los fragmentos obtenidos
se utilizan como moldes en una reaccién en cadena de la polimerasa, en la que se crean genes mosaico de longitud
completa mediante la separacion y fusion repetida de hebras (StemmerWPC (1994) Nature 370:389; StemmerWPC
(1994) Proc Natl Acad Sci USA 91:10747).

Dependiendo del procedimiento aplicado, los expertos en la materia pueden introducir mutaciones meramente
aleatorias 0 mas dirigidas en genes o regiones no codificantes (que pueden ser relevantes para la regulacion de la
expresion) y posteriormente crear bancos de genes. Los procedimientos necesarios son conocidos por los expertos en
la materia, y se describen, por ejemplo, en Sambrook und Russell, Molecular Cloning. 3. Edicion, Cold Spring Harbor
Laboratory Press 2001.

Cuando los procedimientos de lo que se denomina “evolucion directa” (como se describe, entre otros, en Reetz MT und
Jaeger K-E (1999), Topics Curr Chem 200:31; Zhao H, Moore JC, Volkov AA, Arnold FH (1999), Methods for optimizing
industrial enzymes by directed evolution, En: Demain AL, Davies JE (Hrsg.) Manual of industrial microbiology and
biotechnology. American Society for Microbiology) se aplican, los equivalentes funcionales se pueden crear segin un
enfoque dirigido (opuesto al meramente aleatorio) y a gran escala. En una primera etapa, se crean bancos de genes de
las correspondientes proteinas (tales como hidantoinas y/o dihidropirimidinasas), por ejemplo, aplicando los
procedimientos anteriormente mencionados. Los bancos de genes se expresan de una forma adecuada, por ejemplo,
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mediante sistemas de expresion en bacterias o fagos. Ademas, los procedimientos para controlar la localizacion de
una proteina en un hospedador mediante la seleccidon de vectores de expresion adecuados son conocidos en la
materia. Las proteinas se pueden localizar intracelularmente en el citoplasma, en membranas tras la adiciéon de un
anclaje de membrana, o extracelularmente por adicion de un péptido sefial que contiene una secuencia de
reconocimiento para una peptidasa de sefial. En una segunda etapa posterior, los clones, que expresan proteinas con
caracteristicas deseadas, se seleccionan o se criban. Si se utiliza un procedimiento de seleccién, los clones que
expresan proteinas con las caracteristicas deseadas sobreviviran, ya que dichas proteinas facilitaran o garantizaran la
supervivencia de las células hospedadoras (por ejemplo, enzimas, que permiten el uso de sustratos particulares o el
crecimiento a temperaturas determinadas). Si se utiliza un procedimiento de cribado, todos los clones sobreviviran.
Los clones que expresan una proteina con una caracteristica deseada se identifican mediante ensayos apropiados,
que puede desarrollar el experto en la técnica. Cuando se investigan, por ejemplo, proteinas con caracteristicas de
union especiales, se pueden cribar las células hospedadoras que se unen a una superficie revestida con un sustrato
para determinar la capacidad de unién deseada. Las células hospedadoras que expresan dicha proteina se pueden
unir al sustrato mediante la proteina expresada, mientras que las células hospedadoras que expresan proteinas no
funcionales no pueden hacerlo. Cuando se realiza un cribado para determinar equivalentes funcionales que tengan
caracteristicas cataliticas especiales, las células hospedadoras se pueden cultivar en medio que contiene sustrato o
en placas de agar que contienen sustrato. La presencia de equivalentes funcionales, por ejemplo, se puede indicar
mediante cambios de color después de la modificacion del sustrato mediante dichos equivalentes funcionales (si es
necesario, tras la lisis de las células hospedadoras con el fin de permitir el contacto entre los equivalentes funcionales
y el medio que contiene sustrato). Los equivalentes funcionales de hidantoinasas o dihidropirimidinasas se pueden
cribar en medios que contienen dihidrouracilos con sustituciones de interés.

En este contexto, se pueden usar sistemas automatizados (por ejemplo, robots de pipeteado para placas de
microtitulacion, sistemas de procesamiento de imagenes para identificar colonias en placas de agar) para permitir un
cribado de alto rendimiento. Los genes correspondientes de las células hospedadoras que expresan equivalentes
funcionales que tienen caracteristicas que, de una forma amplia o, al menos, parcial, se corresponden con las
caracteristicas deseadas, se someten a una o mas rondas de mutacion. Las etapas para mutar y seleccionar o cribar
se pueden repetir en un procedimiento interactivo hasta que los equivalentes funcionales tengan la caracteristica
deseada en un grado satisfactorio.

Aplicando un enfoque iterativo, es posible cribar proteinas con las caracteristicas deseadas en un enfoque dirigido,
aunque insertando numerosas mutaciones en una secuencia de proteinas, es mas probable que se produzca una
pérdida de funcionalidad que una mejora en una caracteristica dada (tal como la velocidad de reaccién de una enzima)
o la obtencion de una nueva caracteristica (tal como aceptar una nueva clase de sustrato). Cuando se implementa el
enfoque iterativo, se crea una biblioteca de genes con mutaciones basandose en la secuencia de nucleétidos de una
proteina de referencia, tal como una proteina natural (por ejemplo, una hidantoinasa o dihidropirimidinasa particular).
En este contexto, la tasa de mutacion seleccionada para los nucleétidos producira un nimero relativamente bajo de
aminoacidos a mutar en los correspondientes péptidos o proteinas traducidos, por ejemplo, de 1 a 3 aminoacidos. Los
péptidos o proteinas resultantes se criban posteriormente para determinar la caracteristica deseada (por ejemplo, una
mayor actividad catalitica para uno o mas sustratos, una gama de sustratos expandida o alterada, un aumento en la
estabilidad a valores de temperatura o pH mas altos o alterados, o en presencia de disolventes particulares).
Basandose en las secuencias de proteinas o péptidos con dichas caracteristicas deseadas (que pueden ser evidentes
solamente en un grado bajo), se crea una segunda biblioteca de genes, y de nuevo se introduce una baja tasa de
mutaciones. Posteriormente, las proteinas traducidas se criban segun la caracteristica deseada. El ciclo de crear una
biblioteca de genes mutada y el cribado de péptidos o proteinas expresadas sobre la base de la biblioteca puede
repetirse tantas veces como se considere necesario. La seleccion de una baja tasa de mutacion por ciclo evitara la
situacion en la que practicamente todas las proteinas sean no funcionales debido a la acumulacién de demasiadas
mutaciones. La baja tasa de mutacion (y, en paralelo), la manifestacion escasa o lenta de las caracteristicas deseadas)
se puede compensar repitiendo iterativamente la mutacion (lo que conduce posiblemente a equivalentes funcionales) y
la seleccion (de los equivalentes funcionales deseables), llevando de esta forma a una acumulacion de mutaciones
utiles, y proporcionando finalmente una tasa elevada de proteinas satisfactorias, con caracteristicas deseadas
mejoradas. Mediante el analisis de secuencia de los equivalentes funcionales con caracteristicas mejoradas, se puede
obtener informaciones de secuencia que identifican posiciones o zonas de la secuencia dentro de un péptido o
proteina, que son importantes para una caracteristica deseada. Los ejemplos para la creacidon de proteinas con
caracteristicas deseadas, para las que los procedimientos adicionales para introducir mutaciones seran evidentes, se
describen en Zhao und Arnold, Protein Engineering 12:47-53 (1999) o en May y col., Nature Biotechnology 18:317-320
(2000).

También se pueden obtener equivalentes funcionales obtenidos mediante secuencias de acido nucleico derivado de
las secuencias de acidos nucleicos que subyacen las proteinas anteriormente descritas. Salvo que se especifique
adicionalmente, una secuencia de acido nucleico derivada de un acido nucleico original denota una secuencia de acido
nucleico que tiene una identidad, comparada con el acido nucleico original, de al menos un 80 % o al menos un 90 %,
en particular aproximadamente un 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % 0 99 %. 100 % de identidad
denota la identidad de nucledtidos de dos secuencias del acido nucleico respecto a la longitud del acido nucleico
completo, en particular una identidad determinada por comparacién de ambas secuencias de acidos nucleicos usando
el programa informatico Vector NTI Suite 7.1 de Infomax (USA) y el procedimiento Clustal.
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Los acidos nucleicos derivados (secuencias de ADN o ARN monocatenario o bicatenario, tales como ADNc o0 ARNm)
se pueden sintetizar quimicamente a partir de bloques de construccién de nucleétidos por procedimientos conocidos
en la materia, por ejemplo, mediante condensacion de bloques de construccion de nucledtidos u oligémeros. Por
ejemplo, la sintesis quimica se puede llevar a cabo mediante el procedimiento de la fosforamidita (Voet, Voet, 2. Ed.,
Wiley Press, Nueva York, p. 896-897). La fusién de oligonucledtidos sintéticos y el llenado de los huecos usando el
fragmento de Klenow de la ADN polimerasa, reacciones de ligadura, asi como los procedimientos de clonacion en
general son conocidos en la técnica y se describen, por ejemplo, en Sambrook y col., Molecular Cloning: A laboratory
manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989.

Los derivados de acidos nucleicos se pueden identificar en bases de datos o aislarse a partir de bancos de genes u
organismos. En especial, los derivados de acidos nucleicos se pueden aislar usando los acidos nucleicos
correspondientes a las secuencias peptidicas de acuerdo con la SEQ ID NO:1-5 o 7 como sondas para hibridacion o
como cebadores para la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). Las sondas o cebadores suelen comprender una
region de secuencia de nucledtidos que, en condiciones rigurosas, se hibrida con al menos 12, preferentemente al
menos 25, tal como aproximadamente 40, aproximadamente 40 o aproximadamente 75 nucleétidos consecutivos de la
hebra de sentido directo o la hebra de sentido contrario de una secuencia potencial derivada de acidos nucleicos. La
secuencia potencial derivada de acidos nucleicos puede estar presente en bancos génicos, en material celular de un
organismo diana, por ejemplo, las células (preferentemente células permeabilizadas) o componentes celulares
extraidos de los mismos (preferentemente acidos nucleicos al menos parcialmente purificados), en el que el organismo
diana es un organismo a examinar para determinar la presencia de los acidos nucleicos derivados. El material celular
se puede separar en geles de agarosa y mediante transferencia a las membranas para realizar una hibridacion
mediante transferencia Northern o transferencia Western en condiciones normalizadas para detectar la presencia de
fragmentos de acido nucleico que se unan a las sondas empleadas o, como alternativa, puede servir como molde para
cebadores en reacciones de la PCR, en las que las sondas o los cebadores se pueden derivar de las secuencias de
acidos nucleicos subyacentes a cualquiera de las secuencias peptidicas de acuerdo con lato SEQ ID NO:1-507. Las
bandas de acido nucleico hibridante sobre las membranas o geles de la transferencia, o los acidos nucleicos del molde
hibridante en reacciones de la PCR (que se pueden amplificar usando cebadores directos o inversos derivados del
acido nucleico original, o cebadores aleatorios) se pueden aislar y clonar en vectores adecuados de acuerdo con los
procedimientos generalmente conocidos en la material (por ejemplo, Sambrook y col., 1989), y posteriormente obtener
la secuencia o usarse como sondas de hibridacion en condiciones incluso mas rigurosas para aislar los fragmentos de
acido nucleico que contienen genes mas largos o, preferentemente de longitud completa, procedentes de bancos de
genes o material celular.

Las condiciones normalizadas para hibridacion varian dependiendo del correspondiente acido nucleico y por lo general
comprenden temperaturas a partir de 42 °C a 58 °C en una solucién de tampon acuoso de 0,1 x SSC a 5 x SSC (en la
que 1 x SSC corresponde a NaCl 0,15 M, citrato de sodio 14 mM, pH 7,2), o adicionalmente en presencia de
formamida al 50 %, tal como 42 °C en 5x SSC que contiene formamida al 50 %. Las condiciones de hibridacién de los
hibridos ADN:ADN comprenden preferentemente 0,1 x SSC y temperaturas de aproximadamente 20 °C a
aproximadamente 45 °C, en particular de 30 °C a 45 °C. Las condiciones de hibridacion de los hibridos ADN:ARN
comprenden preferentemente 0,1 x SSC y temperaturas de aproximadamente 30 °C a aproximadamente 55 °C, en
particular de 45 °C a 55 °C. Las temperaturas anteriormente mencionadas son temperaturas ilustrativas para la
hibridacion de un acido nucleico que contiene aproximadamente 100 nucledtidos y un contenido en G+C del 50 % en
un tampon SSC sin formamida. Las condiciones experimentales para las hibridaciones de ADN vy otras técnicas de
biologia molecular se describen en libros de texto o manuales de laboratorio de biologia molecular (por ejemplo,
Sambrook y col., 1989, Ausubel y col. (eds.), Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons, Nueva York,
1985; Hames y Higgins (eds.), Nucleic Acid Hybridisation: A Practical Approach, IRL Press en Oxford University Press,
Oxford, 1985; Brown (ed.), Essential Molecular Biology: A Practical Approach, IRL Press en Oxford University Press,
Oxford, 1991)), y los expertos en la materia pueden calcularlas de acuerdo con las férmulas generalmente conocidas
en la materia, teniendo en cuenta parametros tales como la longitud de acido nucleico, el tipo de hibridos y el contenido
de G+C. Los ejemplos de condiciones rigurosas, por ejemplo, en transferencias Northern, comprenden el uso de 0,1 x
SSC que contiene un 0,1 % de SDS (20 x SSC: NaCl 3 M, citrato de sodio 0,3 mM, pH 7,0) y temperaturas de 50 °C a
70 °C, preferentemente de 60 °C a 65 °C para la elucién de sondas, u oligonucleétidos, unidos de forma no especifica.
La elecciéon y adaptacion de condiciones rigurosas es conocida en la técnica, y se describe en la bibliografia (por
ejemplo, Sambrook y col., 1989).

Los acidos nucleicos derivados se pueden aislar de acuerdo con los procedimientos conocidos en la materia. Los
acidos nucleicos aislados deben entenderse como moléculas de acido nucleico esencialmente separadas de otras
moléculas de acido nucleico que comprenden secuencias de desviacién. Las moléculas de acido nucleico aisladas
preferentemente estan desprovistas de material celular no de acido nucleico o de medio de cultivo, o estan
practicamente desprovistas de precursores quimicos u otras sustancias quimicas cuando se producen mediante
sintesis quimica.

Los acidos nucleicos derivados se pueden introducir en las construcciones de expresion, opcionalmente, tras su
escision mediante enzimas de restriccion o ligaduras con moléculas conectoras. En las construcciones de expresion,
los acidos nucleicos derivados estan unidos operativamente con elementos de regulacion que controlan la expresion
del correspondiente polipéptido o secuencia de proteinas derivados de la secuencia de acido nucleico, siendo dicha
secuencia de acido nucleico una secuencia codificante de una hidantoinasa o deshidropirimidinasa utiles. Las
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construcciones de expresion comprenden preferentemente un promotor en direccion 5’ del acido nucleico derivado, y
una secuencia de terminacion en direccion 3’ del mismo, asi como elementos de regulacion adicionales opcionales. Se
entiende que la unién operativa es la disposicién secuencial de promotor, secuencia de codificacion, terminador v,
opcionalmente, otros elementos reguladores, de una forma que permita el correcto funcionamiento de cada uno de los
elementos reguladores anteriormente mencionados con respecto a la expresion de la secuencia de codificacion. Los
ejemplos de elementos a unir operativamente comprenden secuencias de direccionamiento, potenciadores, y sefiales
de poliadenilaciéon. Otros elementos Utiles comprenden marcadores seleccionables, sefiales de amplificacion,
origenes de replicacion, y similares. Los elementos de regulacion ttiles son conocidos en la técnica y se describen, por
ejemplo, en Goeddel, Gene Expression Technology: Methods in Enzymology 185, Academic Press, San Diego, CA
(1990). Ademas, o en lugar, de elementos de regulacion o secuencias artificiales, puede estar presente la secuencia
reguladora natural del gen estructural de una hidantoinasa o dihidropirimidinasa. La regulacion natural puede
inactivarse o modificarse para conseguir una expresion mayor o menor mediante modificacion genética. Del mismo
modo, la construccion génica puede tener también una construccion mas simplificada conservando simplemente los
elementos de regulacion naturales sin insertar los artificiales. Los elementos reguladores naturales pueden estar
mutados de tal forma que no se produce ninguna regulacion, y la expresion génica es menor o -preferentemente- esta
aumentada. Los genes estructurales de las hidantoinasas o dihidropirimidinasas pueden estar presentes como copia
Unica o como multiples copias, opcionalmente copias mixtas, es decir, hidantoinasas e dihidropirimidinasa
simultaneamente presentes, en una construccion génica.

Los ejemplos de promotores utiles son promotores cos-, tac-, trp-, tet-, trp-tet-, Ipp-, lac-, Ipp-lac-, laclg-, T7-, T5-, T3-,
gal-, trc-, ara-, SP6-, lambda-PR- o lambda-PL, que se utilizan preferentemente en bacterias gram negativas; asi como
el promotor amy y SP02, o los promotores de levadura ADC1, MFalpha, AC, P-60, CYC1, GAPDH. Se pueden usar
opcionalmente promotores inducibles, tales como promotores inducibles por temperatura o compuestos quimicos (por
ejemplo, el promotor de metalotioneina), que permiten la induccién de la expresién de hidantoinasa o
dihidropirimidinasa tras la proliferacién celular y la acumulacion de densidades celulares adecuadas. Del mismo modo,
se pueden usar promotores artificiales.

La construccion de expresion recombinante se inserta preferentemente en un vector adecuado, por ejemplo, un
plasmido, que a su vez se introduce en una célula hospedadora adecuada. Los vectores son conocidos en la técnica y
se describen, por ejemplo, en Powels y col. (eds.), Cloning Vectors, Elsevier, Amsterdam-Nueva York-Oxford, 1985).
Ademas de los plasmidos, los vectores pueden ser todos los vectores adicionales conocidos en la materia, tales como
fagos, virus, por ejemplo, SV40, CMV, baculovirus y adenovirus, transposones, elementos IS, fasmidos, cosmidos, y
ADN lineal o circular. Los vectores se pueden replicar en un hospedador de forma auténoma, o se pueden replicar de
forma cromosomica tras su integracion en el cromosoma. Los ejemplos de vectores de expresion sin fusion a proteinas
son pTrc (Amann y col., (1988) Gene 69:301-315) y pET 11d (Studier y col. Gene Expression Technology: Methods in
Enzymology 185, Academic Press, San Diego, California (1990) 60-89). Los ejemplos de vectores de expresion en
levaduras, por ejemplo, para su expresion en Saccharomyces cerevisiae son pYepSed (Baldari y col., (1987) Embo J.
6:229-234), pMFa (Kurjan und Herskowitz (1982) Cell 30:933-943), pJRY88 (Schultz y col. (1987) Gene 54:113-123) y
pYES2 (Invitrogen Corporation, San Diego, CA). Los vectores y procedimientos para la construccion de vectores Utiles
en hongos, en particular hongos filamentosos, se describen en van den Hondel, C.A.M.J.J. y Punt, P.J. (1991) “Gene
transfer systems and vector development for filamentous fungi, en: Applied Molecular Genetics of Fungi, J.F. Peberdy
y col., Hrsg., S. 1-28, Cambridge University Press: Cambridge. Los ejemplos de vectores de baculovirus para la
expresion de proteinas en células de insecto, tales como células Sf9, comprenden la serie pAc (Smith y col., (1983)
Mol. Cell Biol. 3:2156-2165) y la serie pVL s(Lucklow und Summers (1989) Virology 170:31-39), los ejemplos de
vectores de células de mamifero comprenden pCDMS8 (Seed, B. (1987) Nature 329:840) y pMT2PC (Kaufman y col.
(1987) EMBO J. 6:187-195). Otros sistemas de expresion para células procariotas y eucariotas se describen en los
capitulos 16 y 17 de Sambrook, Fritsch, y Maniatis, Molecular cloning: A Laboratory Manual, 22 Ed, Cold Spring Harbor
Laboratory, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY, 1989.

Usando los vectores anteriormente mencionados, se pueden producir organismos con vectores recombinantes que se
han transformado con al menos uno de dichos vectores y expresan una hidantoinasa o dihidropirimidinasa util para los
procedimientos de acuerdo con la invencién. Las construcciones recombinantes se pueden expresar tras la
introduccion en un sistema hospedador adecuado. Para la introduccion se pueden usar procedimientos conocidos en
la materia, tales como precipitacion simultanea, fusion de protoplastos, electroporacion, transformacion quimica, y
transformacion retrovirica. Los procedimientos adecuados se describen, por ejemplo, en Current Protocols in
Molecular Biology, F. Ausubel y col., ed., Wiley Interscience, Nueva York 1997 Oder Sambrook y col. Molecular
Cloning: A Laboratory Manual. 2. Aufl., Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold
Spring Harbor, NY, 1989.

Los organismos hospedadores o las células hospedadoras adecuados son aquellos que permiten la expresion de los
acidos nucleicos que codifican las hidantoinasas o dihidropirimidinasas, o los acidos nucleicos derivados de los
mismos. Las células hospedadoras comprenden bacterias, hongos, levaduras, células vegetales o animales. Los
ejemplos de bacterias son las de los géneros Escherichia, wie z. B. Escherichia coli, Streptomyces, Bacillus,
Pseudomonas oder Burkholderia, los ejemplos de microorganismos eucariotas son Saccharomyces cerevisiae,
Aspergillus, células eucariotas superiores procedentes de animales o plantas, por ejemplo, células Sf9, CHO o
HEK293, en los que las células simples o las células agregadas de formas de vida eucariotas superiores tales como
animales o plantas también se pueden denominar microorganismos en el presente documento.
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La seleccion de células correctamente transformadas se puede basar en genes marcadores contenidos en el
correspondiente vector o casete de expresion. Los ejemplos de genes marcadores comprenden genes de resistencia a
antibioticos o para enzimas que catalizan una reaccién de formacién de color, que ocasiona la tincion o la fluorescencia
de la célula transformada. Dichas células se pueden seleccionar mediante clasificacion celular automatica. Las células
correctamente transformadas que contienen un gen de resistencia a antibidticos, por ejemplo, para G418 o
higromicina, se pueden seleccionar en un medio o placas de agar que contienen antibiéticos. Las proteinas
marcadoras expresadas sobre la superficie celular se pueden usar para la seleccion mediante cromatografia de
afinidad.

Las células se cultivan como se describe en el Capitulo C anterior, y pueden excretar la hidantoinasa o
dihidropirimidinasa al medio (permitiendo de esta forma el crecimiento o supervivencia de las células y
simultaneamente, la produccién biocatalitica de un precursor de -aminoacidos a partir del al menos un sustrato de la
férmula general (1). En el caso de que la hidantoinasa o dihidropirimidinasa no se secrete al medio, las células se
pueden permeabilizar después de crecimiento y/o la induccion de la expresion de la hidantoinasa o dihidropirimidinasa
para iniciar la produccion biocatalitica de un precursor de un B-aminoacido. Como alternativa, las células se pueden
recoger después del crecimiento y la induccion de la expresion de la hidantoinasa o dihidropirimidinasa para una
purificacién parcial o completa de la hidantoinasa o dihidropirimidinasa, después de lo cual, la hidantoinasa o
dihidropirimidinasa purificadas se pueden usar para la produccién biocatalitica de un precursor de un -aminoacido.

E. Etapas de procedimiento adicionales

Durante el procedimiento para obtener un precursor de un B-aminoacido o un B-aminoacido, pueden estar
opcionalmente presentes una o mas enzimas adicionales durante la reaccion. Estas enzimas catalizan la conversion
entre los enantiomeros D y L de los sustratos de dihidrouracilo de acuerdo con la formula general (1). Los ejemplos de
enzimas adecuadas comprenden dihidrouracilo deshidrogenasa (por ejemplo, procedentes de fuentes de mamifero),
dihidrouracilo oxidasa (Rhodotorula glutinis) y enolato reductasa (antigua enzima amarilla).

El precursor de B-aminoacido de acuerdo con la férmula general (Il) (derivado de carbamoilo de un 3-aminoacido), que
se produce segun el procedimiento de la presente invencion, se puede escindir en el correspondiente -aminoacido y
el resto N-carbamoilo mientras permanece en la mezcla de reaccién. Como alternativa, el precursor de -aminoacido
se puede separar de la mezcla de reaccion que contiene el sustrato de la férmula general (1) y la al menos una
hidantoinasa y/o dihidropirimidinasa, y se puede escindir para producir el -aminoacido. La escision se puede llevar a
cabo de forma quimica o enzimatica. La escision quimica se puede conseguir afiadiendo una cantidad equimolar de
NaNO: al precursor de B-aminoacido de acuerdo con la formula general (ll) a un pH acido, por ejemplo, 1,0 (por
ejemplo, como se describe en Fan y Lee, Biochemical Engineering Journal 8:157-164,2001). El pH acido se puede
lograr mediante, por ejemplo, acido sulfurico. La reaccion de escision se puede llevar a cabo a temperaturas bajas, por
ejemplo, sobre hielo. Si la escision del precursor de un 3-aminoacido de la férmula general (ll) se va a conseguir de
forma quimica, es preferible realizar esta reaccién por separado de la reaccién enzimatica que parte del sustrato de
acuerdo con la férmula general (1) para dar el precursor de B-aminoacido. La escision se puede realizar una vez que se
ha completado la escisién enzimatica, o que esta ha llegado al equilibrio (separacion temporal), o en un recipiente de
reaccion diferente, después de eliminar el medio de reaccion que contiene el precursor de 3-aminoacido (separacion
espacial). Como alternativa a este procedimiento discontinuo, se puede conseguir un procedimiento de produccion
continuo poniendo en contacto el medio de reaccién que contiene la molécula de sustrato de acuerdo con la formula
general (I) con enzimas inmovilizadas (hidantoinasa y/o dihidropirimidinasa), que de esta forma quedan retenidas en el
recipiente de reaccion, mientras que el medio de reaccion con el sustrato agotado se puede separar para la escision
del precursor de 3-aminoacido y sustituirse simultdneamente por un medio de reaccion nuevo. La escision enzimatica
se puede llevar a cabo con enzimas tales como carbamoilasas (por ejemplo, E.C.3.5.1.77 o E.C.3.5.1.87) o
B-ureidopropionasas (por ejemplo, E.C.3.5.1.6). Dichas enzimas se pueden obtener de proveedores comerciales (por
ejemplo, carbamoilasa de Julich Chiral Solutions, Julich, Alemania).

F. Valores de pH y sistemas tampon

El procedimiento de acuerdo con la invencion para convertir un sustrato de acuerdo con la férmula general (1) en un
precursor de B-aminoacido de acuerdo con la férmula general (2) se lleva a cabo preferentemente a un Ph de
aproximadamente 7,0 a aproximadamente 11,0, preferentemente a un pH de aproximadamente 7,5 a 10,0. En
especial, el pH esta en el intervalo de 7,5 a 8,5, mas especialmente en el intervalo de aproximadamente 7,5 a 8,0. Los
valores de pH especialmente preferidos son aproximadamente 7,5, 7,6, 7,7, 7,8, 7,9 y 8,0.

Se puede usar cualquier tampdn adecuado para los valores de pH o intervalos de pH anteriormente mencionados, por
ejemplo, un tampén fosfato, tampdn borato y tampones Tris. En un intervalo de pH de 7,5 a 9,0, se prefieren los
tampones Tris, mientras que los tampones fosfato son utiles en un intervalo de pH de 6,0 a 8,0. Son especialmente
preferidas las soluciones de reaccion tamponadas con Tris. La concentracién del tampoén se puede determinar
dependiendo de la concentracion del sustrato utilizado, y preferentemente esta en el intervalo de 1 mM a 200 mM, por
ejemplo, de 1 mM a 100 mM, de 1 mM a 50 mM. En especial, la concentracion de tampoén puede ser de 2 mM a 25 mM
o de 3 mM a 10 mM, tal como 5 mM.

G. Temperatura y duracion de la reaccion
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El procedimiento de la bioconversion catalitica de un sustrato de la formula general (l) se puede llevar a cabo a
cualquier temperatura que sea tolerable para la hidantoinasa y/o dihidropirimidinasa usadas. Las temperaturas
normalmente se correlacionan con las temperaturas de crecimiento 6ptimas de los organismos o microorganismos que
contienen la una o mas enzimas o que se utilizan como fuente para su extracciéon, pero se pueden determinar
facilmente por una persona experta en la materia. En general, el procedimiento se puede llevar a cabo a temperaturas
de 30 °C a 60 °C, en particular de 40° a 50 °C. Los ejemplos de temperaturas de reaccion son de aproximadamente
30 °C, aproximadamente 35 °C, aproximadamente 37 °C, aproximadamente 40 °C, aproximadamente 45 °C,
aproximadamente 50 °C, aproximadamente 55 °C y aproximadamente 60 °C.

El procedimiento puede proceder hasta que se logra el equilibrio entre el sustrato de la formula general (I) y el
precursor de un 3-aminoacido de la férmula general (2), pero se puede detener antes. Los tiempos de procedimiento
habituales estan en el intervalo de 1 minuto a 25 horas, en particular de 10 min a 6 horas. Los tiempos de reaccién
preferidos estan en el intervalo de 1 hora a 4 horas, en particular de 1,5 horas a 3,5 horas.

H. Componentes adicionales en el medio de reaccién

Para aumentar la solubilidad de los sustratos con R’ y/o R? practicamente hidrofobos, se pueden incluir uno o mas
codisolventes organicos en el medio de reaccion.

Como alternativa, la reacciéon se puede llevar a cabo en sistemas bifasicos que comprenden fases acuosas y no
acuosas. Los ejemplos de disolventes adecuados para la fase no acuosa son hidrocarburos alifaticos, que
comprenden preferentemente de 5 a 8 atomos de carbono, tales como pentano, ciclopentano, hexano, ciclohexano,
heptano, octano o ciclooctano, hidrocarburos alifaticos halogenados, que comprenden preferentemente uno o dos
atomos de carbono, tales como diclorometano, cloroformo, tetraclorometano, dicloroetano, hidrocarburos aromaticos,
tales como benceno, tolueno, xilenos, clorobenceno o diclorobenceno, éteres alifaticos aciclicos o ciclicos, que
comprenden preferentemente de 4 a 8 atomos de carbono, tales como éter de dietilo, metil terc-butil éter, etil terc-butil
éter, dipropil éter, diisopropil éter, tetrahidrofurano, o ésteres, tales como acetato de etilo o acetato de n-butilo, o
cetonas, tales como metil isobutil cetona, o dioxano, o mezclas de los mismos.

En realizaciones particulares, el medio de reaccién es un medio de reaccidon acuoso que contiene codisolventes
organicos, especialmente como sistema monofasico. Los ejemplos de codisolventes adecuados son butan-2-ol, metil
terc-butil éter (MTBE) y dimetilsulféxido (DMSO). Si se va a usar MTBE, se prefiere una concentracion por debajo de la
saturacion en medio acuoso (aproximadamente un 12 % en volumen, por ejemplo, aproximadamente 6 %,
aproximadamente 5 %, aproximadamente 4 %, aproximadamente 3 %, aproximadamente 2 %, aproximadamente 1 %
o menos del 1 %. El MTBE se puede usar hasta la concentracion de saturacion en medio acuoso (aproximadamente el
6 % en volumen), mientras que el DSMO se puede usar hasta concentraciones de aproximadamente un 2 % en
volumen para aumentar la solubilidad del sustrato sin interferir practicamente con el rendimiento del procedimiento.

l. Recuperacion de los N-carbamoil B-aminoacidos o B-aminoacidos

Los procedimientos para aislar los aminoacidos y los N-carbamoil aminoacidos del medio de reaccién son conocidos
en la técnica y comprenden técnicas tales como filtracion en gel, HPLC, cromatografia en fase invertida y
cromatografia de intercambio iénico. La cromatografia de intercambio i6nico, especialmente la cromatografia de
intercambio aniénico es un procedimiento preferido. Las matrices de intercambio iénico adecuadas comprenden
intercambiadores de aniones fuertes (por ejemplo, Q Sepharose, basada en amonio cuaternario) e intercambiadores
de aniones débiles (por ejemplo, DEAE Sepharose, basada en diaminoetilo). Los ejemplos de procedimientos
preferidos son la cromatografia de intercambio anionico usando columnas DEAE, o extraccion con un disolvente
organico, usando acetato de etilo para extraer sustrato, seguido de 2-butanol para extraer el producto de
biotransformacion.

La invencion se mostrara ahora en detalle mediante los siguientes ejemplos que ilustran la invencion, pero que no se
pretende que limiten la invencion.

Ejemplos

Experimentos quimicos

Se llevo a cabo la TLC usando placas de soporte plastico revestidas con gel de silice 60F254 de 0,2 mm de espesor
(Mackerey-Nagel). Las placas se visualizan mediante luz UV (254 nm) o inmersién en permanganato. Los productos
quimicos se compraron a Sigma-Aldrich, Acros o Fluka salvo que se indique otra cosa. Todos los reactivos eran de
calidad de laboratorio convencional y los disolventes anhidros, y se usaron tal como se suministraron salvo que se
indique otra cosa. Las RMN 1H y 13C se registraron en un espectrometro Bruker AC300 o AC400. Se usaron las
siguientes abreviaturas: ®, desplazamiento quimico; s a, singlete amplio; d, doblete; dd, doblete de dobletes; J,
constante de acoplamiento; m, multiplete; ¢, cuadruplete; qui, quintete; s, singlete; sep, septete, Los desplazamientos
quimicos () se notifican en partes por millén (ppm) y las constantes de acoplamiento (J) en Hz. El disolvente prético
residual, DMSO-d6 (5 H 2.50, qui) se us6 como patrén interno en los espectros de RMN 1 H, y los desplazamientos en
13C RMN se referenciaron usando DMSO-d6 (6 C 39,5, sep) con desacoplamiento de banda ancha.
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Experimentos de biotransformacion

Salvo que se indique otra cosa, todos los experimentos se llevaron a cabo a una escala de 5 mM en 6-PDHU (4,75 mg)
en 5ml de tampon TRIS (0,1 M pH 7,5) con 1 U de hidantoinasa procedente de Vigna angularis comercialmente
disponible (35 mg, obtenida de Sigma, St. Louis, EE.UU. en tubos Falcon de 15ml, se incubaron en un
termomezclador (Falcon) a 750 rpm y a una temperatura de 50 °C.

Las biotransformaciones se llevaron a cabo usando ‘1 Unidad/reaccién’, en la que 1 Unidad se define como la cantidad
que cataliza la formacion de 1 ymol de N-carbamoil-glicina por minuto, a partir de hidantoina.

Ejemplo 1: Ensayos de hidrélisis de hidantoina 5-sustituida o de 6-fenildihidrouracilo

Para determinar la actividad hidantoinasa, se afiadié D-hidantoinasa (10,5 mg) a 5-fenilhidantoina (1,32mg) disueltas
en tampon borato (1,5 ml, 0,1 M, pH 9,0). La biotransformacion se incubé en un Eppendorf “Thermomixer comfort”, (40
°C, 1400 rpm). En puntos temporales dados, se tomaron alicuotas (100 ul) de la mezcla, y la reaccion se detuvo
mediante desnaturalizacion de la enzima y precipitacion de la proteina soluble mediante adicion de TCA, (12 % plv,
175 pl). Tras la centrifugacion, el sobrenadante se recogio y se analizé mediante HPLC, en el que se usaron los
siguientes parametros:

Columna: Agilent Zorbax XBD-C18 4,6 mm x 50 mm, 3,5 pm.
Condiciones: 25 °C, 1 ml/min de H,O:acetonitrilo, 85:15 (+0,1 % de TFA)

Los tiempos de retencién de la 5-fenilhidantoina (3,6), N-carbamoil-a-fenilglicina (2,7). La configuracién del ensayo se
puede usar para determinar la actividad hidantoinasa de una enzima que se sospecha de tener dicha actividad
sustituyendo D-hidantoinasa por dicha enzima.

Para determinar la actividad dihidropirimidinasa, se afiadié D-hidantoinasa (10,5 mg) a 6-fenildihidrouracilo, (1,14 mg,)
disuelta en tampon Tris (300 pl, 0,1 M, pH 7,5). La biotransformacion se incubd en un Eppendorf “Thermomixer
comfort”, (40 °C, 1400 rpm). En puntos temporales dados, se tomaron alicuotas (100 pl) de la mezcla, y la reaccién se
detuvo mediante desnaturalizacion de la enzima (95 °C, 5 min), y la precipitacion de proteina soluble mediante adicion
de metanol (300 pl). Tras la centrifugacion, el sobrenadante se recogio y se analizé mediante HPLC, en donde se
usaron los siguientes parametros: c-18 rpHPLC: fase mdvil isocratica, 25 °C, H,O: ACN, 90:10 + 0.1 % de TFA
Tiempos de retencion: 6-fenidildihidrouracilo (12.6), N-carbamoil-B-fenilalanina (NCBPA, 4, 9,6) TCA (4,3) DMSO
(1,6), columna Astec Chirobiotic T, 25 cm x 4,6 mm, 5 ym: fase movil isocratica, 5 °C, acetato de amonio 20 mM (pH
6,5): MeOH, 70:30

Tiempos de retencion: 6PDHU (15,9, 27,5), NCBPA (7,8, 6,8)

Ejemplo 2: Aislamiento de una hidantoinasa a partir de Vigna angularis

Se aisl6 una proteina con actividad hidantoinasa a partir de Vigna angularis de la siguiente forma:
2.1. Extraccion de las judias

885 g de judias Adzuki (obtenidas de un almacén de alimentos sanos) se trituraron en dos alicuotas junto con hielo
seco, usando una mezcladora convencional. Al polvo de judias obtenido, se afiadieron 4 | de tampdn de extraccion
(Tris 20 mM, acido ascorbico 10 mM, lisina 10 mM, pH 7,5), la suspension se agité durante toda la noche a 4 °C, se
filtré a través de una gasa, y se centrifugd. Se obtuvieron 2500 ml del extracto bruto, con un contenido en proteina de
9,5 mg/ml, y se almacenaron a -20 °C hasta que se realizaron las posteriores etapas cromatograficas (usando
columnas de cromatografia de Amersham Pharmacia o GE Healthare).

2.2. La columna AQ-Sepharose FF-cromatografia para la cromatografia de intercambio iénico (Q-Sepharose Fast
Flow) (diametro: 5 cm; longitud: 21 cm) se lavé con Tris 200 mM/HCI (pH 7,5), equilibrado con tampén de analisis A
(Tris 20 mM/HCI, acido ascérbico 1 mM, L-lisina-HCI 1 mM, pH 7,5), y se cargaron con el extracto bruto (5g de
proteina total). Se aplico un gradiente lineal de tampon de analisis A a tampoén de analisis B (Tris 20 mM/HCI, NaCl 750
mM, acido ascorbico 1 mM, L-lisina-HCI 1 mM, pH 7,5) y se recogieron las fracciones activas.

Usando el reactivo de Ehrlich, se determiné de la siguiente forma la actividad de las fracciones:

50 ml de muestra de proteina se incubaron con 50 yl de 5-hidantoina (100 mM en tampon borato 100 mM, pH 9) a
temperatura ambiente durante 10-60 min (dependiendo del contenido de enzima). Las proteinas presentes en la
muestra se precipitaron completamente mediante la adicion de 150 pl de acido tricloroacético (TCA) al 12 % y se
eliminaron mediante centrifugacion. 50 pl de 4-(dimetilamino)-benzaldehido (10 % en HCI 6 M) se afiadieron a 200
pl de sobrenadante y se midieron fotométricamente a 450 nm.

2.3. Cromatografia hidrofoba (fenil sefarosa, flujo rapido)

Se us6 una columna de fenil sefarosa con un diametro de 5 cm y una longitud de 21 cm. Las fracciones activas
combinadas de la cromatografia de intercambio idnico (280 ml) se diluyeron hasta 500 ml mediante adicién de agua,
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se afiadieron 67 g de (NH4)2SO4 para obtener una saturacion del 25 %, y la mezcla resultante se aplicé a la columna.
Tampodn de ensayo A (Tris 20 mM, 25 % de saturacion con (NH4)2SO4, lisina 1 mM, acido ascérbico 1 mM, pH 7,5;
también usado como tampén de lavado) se aplicé a un caudal de 15 ml/min. Tras cambiar linealmente el medio de la
columna al tampdn de analisis B mediante adicion de dos volumenes de columna de tampén de analisis B (Tris 20 mM,
lisina 1 mM, acido ascorbico 1 mM, pH 7,5), se afiadieron dos volumenes de columna de tampdn de analisis B para
elucién. Para el enjuagado posterior, se us6 tampén C (Tris 10 mM/HCI, pH 7,5, 2-propanol al 10 %). Se combinaron
las fracciones activas con la absorcion mas alta segun se determina en un ensayo de hidantoinasa usando el reactivo
de Ehrlich.

2.4. Cromatografia de tamiz molecular (filtracion en gel Superdex Prep Grade 200)

Para la siguiente etapa de purificacion, una columna Superdex 200 (diametro: 2,6 cm, longitud: 60 cm) se hizo
funcionar a un caudal de 4 ml/min. Al combinado de fracciones activas obtenidas a partir de la cromatografia hidrofoba,
se afadieron 70,2 g de (NH4)2SO4 para obtener una saturacién del 80 %, y la mezcla resultante se centrifugd (20 min,
12.000 rpm) para obtener un aglomerado. El aglomerado resultante se disolvid en 10 ml de tampon de analisis
isocratico (Tris 20 mM/HCI, pH 7,5) y se aplicé a la columna.

2.5. Cromatografia de afinidad Blue HiTrap 5 ml

La columna de cromatografia de afinidad Blue HiTrap 5 ml se equilibré con tampon A (Tris 20 mM/HCI, pH 7,5).
Después de cargar el combinado de fracciones activas procedente de la cromatografia de tamiz molecular segun se
determina en un ensayo de hidantoinasa usando el reactivo de Ehrlich [confirmar, por favor], la columna se hizo
funcionar isocraticamente con 5 volimenes de columna de tampon B (Tris 20 mM/HCI, NaCl 500 mM, pH 7,5) y
posteriormente con 2 voliumenes de columna de tampén C (Tris 20 mM/HCI, pH 7,5, NaCl 500 mM, NAD 1 mM, NADP
1 mM). Esta etapa de cromatografia de afinidad se uso para eliminar la glucosa deshidrogenasa (no muestra actividad
con respecto a la glucosa y el NAD/NADP) mediante unién a la columna.

2.6. Cromatografia de intercambio aniénico (Mono Q HR 5/5)

El flujo piston procedente de la cromatografia de afinidad anterior se cargé sobre una columna Mono Q (diametro: 0,5
cm) a un caudal de 1 ml/min. Se aplicé un gradiente lineal de tampén de analisis A (Tris 20 mM/HCI, pH 7,5) a tampdn
de analisis B (Tris 20 mM/HCI, NaCl 750 mM, pH 7,5). La combinacion de las fracciones se baso en sus respectivas
actividades y la presencia de la banda en geles de proteina.

2.7 Filtracion en gel con Superose 6 calidad prep de 125 ml

Las fracciones activas combinadas procedentes de la cromatografia de intercambio anidnico anterior se concentraron
hasta un volumen de 1 ml (utilizando un dispositivo centriprep con un corte de pesos moleculares de 10 kD) y se
cargaron sobre una columna Superose a un caudal de 1 ml/min. Como tampén de andlisis, se us6 Tris 20 mM/HCI (pH
7,5).

Las alicuotas procedentes de las diferentes etapas de purificacion, como se ha descrito anteriormente, se cargaron
sobre un gel y se sometieron a electroforesis en SDS poliacrilamida (SDS PAGE). El gel resultante se tifié con azul de
Coomassie y se muestra en la Fig. 1, en la que las hileras de la izquierda a la derecha corresponden a:

1) Patrén de peso molecular (Precision Plus Protein Marker de BioRad, correspondiente a 10, 15, 20, 25, 37, 50,
75, 100, 150 y 250 kD, respectivamente).
Extracto exento de células antes de la purificacion
Fraccién de intercambio aniénico Q-Sepharose FF
Fraccion Fenilsefarosa FF HIC
Fraccion de filtracion en gel Superdex Prep Grade 200
Fraccion de cromatografia de afinidad Blue HiTrap 5 ml
Fraccion de intercambio aniénico Mono Q HR 5/5
Fraccion de filtracion en gel Superose 6 calidad prep 125 ml
Patrén de peso molecular (como en la hilera 1)
) Preparacion independiente (correspondiente a una fraccion de intercambio aniénico Mono Q HR)

2 OO NO O WN
O ——=—oo o=

Se obtuvo una proteina parcialmente purificada, con un peso molecular de aproximadamente 55 kD (indicada por la
flecha superior en la Fig. 1). La segunda proteina de aproximadamente 35 kD (indicada por la flecha superior en la Fig.
1) es glucosa deshidrogenasa.

Las fracciones combinadas de la filtracion en gel Superose 6 calidad se precipitaron con cloroformo/metanol, y 500 pl
de acido férmico (70 %) se afadieron al precipitado. Se afiadieron 1-2 cristales de BrCN para llevar a cabo la escision
de bromo cian. Una solucién de albumina de suero bovino (BSA, 2 mg/ml) se usé como control de escision. Tras
incubar ambas soluciones durante 2-3 horas a temperatura ambiente, el acido férmico y el bromo cian se eliminaron
mediante un flujo de nitrégeno. Los residuos se disolvieron en un tampén de muestra de gel de tricina que contenia
mercaptoetanol al 1 % y se incubaron durante 5 min a 95 °C. Las muestras obtenidas se cargaron sobre un gel de
tricina (gradiente del 10-20 %) y se dispersaron sobre una membrana de PVDF. Los fragmentos de péptido sobre la
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transferencia se identificaron mediante tincion y se sometieron a secuenciacion del extremo N.
Se identificaron las siguientes secuencias de péptido potenciales:

IELGITGPEGQRLAGPTVL (SEQ ID NO:1)
IELGITGPEGQRLAGPVL (SEQ ID NO:2)
IELITGPEGQRLAGPTVL (SEQ ID NO:3)
IELITGPEGQRLAGPVL (SEQ ID NO:4)
EEIARARKSGQRVIGEPVAS (SEQ ID NO:5)
ITGPEGQRLAGP (SEQ ID NO:7)

Las secuencias parciales obtenidas tienen una elevada homologia con una secuencia de Glycine max con el numero
de registro de Genbank ACU20291 (SEQ ID NO:6), que se denomina como D-hidantoinasa, confirmando de esta
manera la naturaleza hidantoinasa de la proteina aislada. La SEQ ID NO:6 se muestra a continuacion, las regiones de
homologia estan subrayadas:

mgfsitsgflhifsltifiiitsslsgssqgfcdagteipsskllikggtvvnaghhgia
dvyvedgiivavnpnimvgddvtvidatgkyvmpggidphthldmdvgftatvddifsggaaal
aggttmhidfviplngsltagfedyvekkakkscmdygfhmvitkwdetvsremelmvkekgins
fkffmavkgilmindelllegfkkckslgavamvhaengdavyegqrkmielgitgpeghalsr

pavlegeatarairladfvntplyvvhvmsidameeiakarkaggrvigepiasglaldeswlw

hpdfeiaakyvmsppirkrghdkalgaalstgvlglvgtdhecainstgkargiddirkmpngvn
gieermhlvwdimvesggisvtdyvritstecakifniyprkgavlpgsdadiiilnpnssfem
sakshhsrldtnvyegrrgkgkievtiaggrvvwennelkvtpgtgryiqmppfsylfdgldkk
daivlnslgapvkrakas

Ejemplo 3: Comparacion de actividad entre la hidantoinasa comercialmente disponible y la hidantoinasa
aislada

Se compararon las actividades de la hidantoinasa obtenida de Sigma y la hidantoinasa aislada del Ejemplo 2.

Para determinar y comparar la actividad especifica de la enzima Sigma y la hidantoinasa (BP), 5 mM de hidantoina,
5-fenilhidantoina o 6-fenildihidrouracilo, respectivamente, en Tris 50 mM HCI pH 7,5 se incubaron con diferentes
cantidades de enzima durante 30 min a 40 °C.

La reaccion se detuvo por adicion de HCI conc. y a continuacion se midié mediante HPLC.

La siguiente Tabla 1 muestra las actividades especificas de la enzima sigma y la enzima aislada en el Ejemplo 2.
Ambas enzimas muestran la actividad mas alta frente a 5-fenilhidantoina seguido por hidantoina.

Tabla 1:
Sustrato Enzima de sigma Enzima del Ejemplo 2
Hidantoina 217 425
5-Fenilhidantoina 261 557
6-Fenildihidrouracilo 6 72

Ejemplo 4: Sintesis de dihidrouracilos racémicos 6 sustituidos (esquema general)

Los sustratos de dihidrouracilo 6-sustituidos 4-i se prepararon mediante una de dos rutas alternativas (Fig. 2). En el
procedimiento A (Cabaleiro, M. C., Journal of Chemical Research 7:318-320,2000), se calento urea con el derivado de
acido cinamico adecuado 7 a 190 °C durante 2-4 h, seguido por recristalizacion del producto, para dar 42-i con ~45 %
de rendimiento. El procedimiento B implica el tratamiento del correspondiente -aminoacido racémico con cianato de
potasio seguido por calentamiento para llevar a cabo la ciclacion y obtener 4-i con alto rendimiento. El procedimiento
B, que también se sabe que transcurre sin racemizacién, también se us6 para preparar el (S)-4% y el (S)-52
enantioméricamente puros, usando el (S)-62 enantioméricamente puro como material de partida.

Ejemplo 5: Sintesis de dihidrouracilos racémicos 6 sustituidos o0 moléculas precursoras (sintesis individual)
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a) Sintesis de (+)-6-fenildihidrouracilo de acuerdo con la siguiente formula

8]

HM

Una mezcla de acido trans-cinamico (10,00 g, 67,5 mmol) y urea (20,25 g, 337,5 mmol) se calentd a 210 °C durante 30
minutos. Esto dio como resultado la formacion de un liquido homogéneo de color amarillo. Por cada hora que la
reaccion transcurrié se afiadié mas cantidad de urea (2,03 g, 33,8 mmol). Después de agitar durante 4 horas, se
afadié agua hirviendo (80 ml) y la mezcla de reaccion se dejé en agitacion durante 1 hora mas a 95 °C. Tras la
extraccion del solido residual de la mezcla de reaccién mediante filtracion en caliente, el precipitado blanco que se
formé se aislo mediante filtracion, para dar como resultado un sélido de color blanco (6,0 g, rendimiento = 46 %). R;0,3
(EtOAC); 61 (400 MHz, DMSOds) 2,61 (1 H, dd, J = 6,8, 16,1, CH>), 2,83 (1H, dd, J = 5,8, 16,1, CH>), 4,64-4,70 (1H, m,
CHPh), 7,27-7,41 (5H, m, Ph), 8,01 (1 H, s a, CHNHCO), 10,18 (1H, s a, CONHCO); &, (100 MHz, DEPT, DMSOds)
38,6 (CH>), 50,4 (CHPh), 126,4 (Ph), 128,0 (Ph), 129,0 (Ph), 141,5 (CPh), 154,2 (NHCONH), 170,2 (NHCOCH2); R; 9,6
y 14,8 minutos (quirobidtico T, tampon acetato de amonio pH 5,5: metanol 7:3, 1 ml/minuto).

b) Sintesis de trans-cinamato de metilo de acuerdo con la siguiente formula:

O

™~

A una disolucion de acido trans-cinamico (500 mg, 3,4 mmol) en metanol (5 ml) se afiadié acido sulfurico concentrado
(100 pl). Después de 10 minutos de irradiacion de microondas (300 W, 200 °C) el disolvente se elimin6 a vacio. El
solido precipitado de color blanco se disolvié en acetato de etilo (10 ml) y la capa organica se lavé dos veces con
hidrogenocarbonato de sodio (5 ml) y salmuera (5 ml) después de eliminar el disolvente al vacio para dar como
resultado el soélido cristalino de color blanco (468 mg, 86 %). &1 (400 MHz, DMSO-dg) 3.73 (3H, s, CH3), 6,65 (1H, d, J
= 16,1, CHCHPh), 7,40-7,46 (3H, m, Ph), 7,67 (2H, d, J = 16,1, CHCHPh), 7,70-7,76 (2H, m, Ph).

c) Sintesis de fluoruro de hidrocinamolilo de acuerdo con la siguiente férmula:
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A una solucién agitada a temperatura ambiente de acido trans-cinamico (500 mg, 3,4 mmol) en DCM anhidro (5 ml)
bajo atmdsfera de N2 se afiadio trifluoruro de dimetilaminoazufre (0,31 ml, 2,4 mmol). Tras agitar durante 2 horas, se
afnadio agua con hielo (5 ml). La capa organica se separd y la capa acuosa se extrajo con DCM (5 ml). La combinacion
de capas de DCM se lavo dos veces con agua-hielo (5 ml), se seco (MgSO,) y el disolvente se elimind al vacio para dar
como resultado un aceite de color marrén) 451 mg, 88 %) que se us6 en reacciones posteriores sin purificacion
adicional. 64 (400 MHz, DMSO-dg): 6,78 (1H, dd, J = 8,0, 16,1 CHC(O)F), 7,45-7,55 (3H, m Ph), 7,81-7,86 (1H, m, Ph),
7,97 (1H, d, J =16,0, CHPh). 6C (100 MHz, DEPT, DMSO-ds) 112,6 (CHCHPc), 129,4 (Ph), 129,6 (Ph), 132,3 (Ph),
133,5 (Ph), 152,2 (CHPh), 159,1 (C(O)F).

d) Sintesis de (+)-3-fluoro-6-fenildihidrouracilo de acuerdo con la siguiente formula:

8]

HM

I=

F o

Una mezcla de acido para-fluoro-trans-cinamico (1,00 g, 6,67 mmol) y urea (2,00 g, 33,5 mmol) se calent6 a 210 °C
durante 30 minutos. Esto dio como resultado la formacién de un liquido homogéneo de color amarillo. Por cada hora
que la reaccion transcurrié se afiadié mas cantidad de urea (0,40 g, 6,67 mmol). Después de agitar durante 4 horas, se
afadié agua hirviendo (20 ml) y la mezcla de reaccion se dejé en agitacion durante 1 hora mas a 95 °C. Tras la
extraccion del solido residual de la mezcla de reaccién mediante filtracion en caliente, el precipitado blanco que se
formo se aislé mediante filtracion, para dar como resultado un sélido de color amarillo (0,75 g, rendimiento = 60 %). &n
(400 MHz, DMSOdeg) 2,61 (1 H, dd, J = 6,8, 16,4, CH>), 2,84 (1 H, dd, J = 5,8, 16,4, CH>), 4,64-4,70 (1 H, m, CHPh),
7,27-7,42 (4H, m, Ph), 8,02 (1 H, s a, CHNHCO), 10,19 (1 H, s a, CONHCO); &, (100 MHz, DEPT, DMSO- ds) 38,2
(CHz2), 50,0 (CHPh), 126,0 (Ph), 127,6 (Ph), 128,5 (Ph), 141,1 (Ph), 153,8 (NHCONH), 169,7 (NHCOCH,); R; 10,5 y
15,1 minutos (quirobiotico T, tampoén acetato de amonio pH 5,5: metanol 7:3, 1,0 ml/minuto).

e) Sintesis de (+)-3-bromo-6-fenildihidrouracilo de acuerdo con la siguiente férmula:
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HN

Br

Una mezcla de acido meta-bromo-trans-cinamico (0,80 g, 3,5 mmol) y urea (1,26 g, 21 mmol) se calenté a 210 °C.
Esto dio como resultado la formacion de un liquido homogéneo de color amarillo. Se afiadié mas cantidad de urea
(0,25 g, 4,2 mmol) por cada hora que la reaccion transcurrié. Tras agitar durante cuatro horas, se afadié agua
hirviendo (20 ml) y la mezcla de reaccion se dejo en agitacion durante 1 hora mas a 95 °C. Tras la extraccion del sélido
residual de la mezcla de reaccién mediante filtracién en caliente, el precipitado blanco que se formé se aislé mediante
filtracion, para dar como resultado un sélido de color amarillo (0,30 g, rendimiento = 32 %). &+ (400 MHz, DMSCQOds)
2,66 (1 H,dd,J=6,8,17,4, CH,), 2,84 (1 H, dd, J = 5,6, 16,3, CH>), 4,64-4,74 (1 H, m, CHPh), 7,29-7,59 (4H, m, Ph),
8,04 (1 H, s a, CHNHCO), 10,23 (1 H, s a, CONHCO); 6. (100 MHz, DEPT, DMSO-de) 37,8 (CH2), 49,5 (CHPh), 121,1
(Ph), 125,2 (Ph), 129,0 (Ph), 130,5 (Ph), 130,8 (Ph), 143,9 (Ph), 153,7 (NHCONH), 169,6 (NHCOCH2); R; 16,3 y 25,1
minutos (quirobidtico T, tampodn acetato de amonio pH 5,5: metanol 7:3, 1,0 ml/minuto).

f) Sintesis de (+)-N-carbamoil-B-fenilalanina

NH, ; o
o)\m OH
H

A una solucién en agitacion de (+)-B-fenilalanina (0,80 g, 4,85 mmol) en agua caliente (20 ml) se afiadié una solucion
de cianato de potasio (0,60 g, 7,40 mmol) en agua (2 ml). Tras agitar durante 1 hora a 90 °C, la mezcla de reaccion se
dejo enfriar hasta temperatura ambiente antes de acidificarse usando acido clorhidrico concentrado (pH > 1). Tras
reposar, se formé un precipitado de color blanco, que se aislé6 mediante filtracion y se recristalizé en agua hirviendo
para dar como resultado un sélido cristalino de color blanco (0,71 g, 71 %). &4 (400 MHz, DMSOds) 2,63 (2H,
CH2CO2H), 5,00 (1 H, dd, J =7,2, 8,7, CHNH), 5,56 (2H, s, NH2), 6,57 (1H, d, 8,7, CHNH), 7,18-7,34 (5H, m, Ph); 6C
(100 MHz, DEPT, DMSO-ds) 41,4 (CHz), 50,0 (CHPh), 126,3 (Ph), 126,7 (Ph), 128,1 (Ph), 143,4 (Ph), 157,8
(NHCONH), 172,0 (NHCOCH2); R; 3,1 y 3,4 minutos (quirobiotico T, tampdn acetato de amonio pH 5,5: metanol 7:3,
1,0 ml/minuto).

g) Sintesis de (R)-N-carbamoil-B-fenilalanina de acuerdo con la siguiente férmula:

NH, ; 0
D%N OH
H
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A una solucion en agitacion de ®-B-fenilalanina (0.4 g, 2,43 mmol) en agua caliente (10 ml) se afiadié una solucién de
cianato de potasio (0,3 g, 3,70 mmol) en agua (1 ml). Tras agitar durante 1 hora a 90 °C, la mezcla de reaccién se dejo
enfriar hasta temperatura ambiente antes de acidificarse usando acido clorhidrico concentrado (pH > 1). Tras reposar,
se formo un precipitado de color blanco, que se aislé mediante filtracion y se recristalizé en agua hirviendo para dar
como resultado un sélido cristalino de color blanco (0,30 g, 60 %); &1 y 8¢ del analisis idénticos a los de (+)-46; R: 3,4
minutos (quirobidtico T, tampodn acetato de amonio pH 5,5: metanol 7:3, 1,0 ml/minuto).

h) Sintesis de (t)-6-fenildihidrouracilo (de acuerdo con la férmula siguiente) a partir de (+)-N-carbamoil-B-fenilalanina

o

HMN

I=

Una solucién de (z)-N-carbamoil-B-fenilalanina (100 mg, 0,48 mmol) en acido clorhidrico concentrado (5 ml) se agitd
durante 4 horas a 135 °C. Después de ese periodo, el volumen de la mezcla de reaccién se habia reducido en un 75 %,
y la mezcla de reaccion se dejo enfriar a temperatura ambiente. Tras reposar, se formé un precipitado de color blanco,
que se aislé mediante filtracion para dar como resultado un solido cristalino de color blanco (50 mg, 55 %); analisis
idéntico a (+)-45.

i) Sintesis de (S)-6-fenildihidrouracilo de acuerdo con la siguiente férmula:

o

HN

o

A una solucién en agitacién de (S)-B-fenilalanina (100 mg, 0,60 mmol) en agua caliente (2 ml) se afiadié una solucion
de cianato de potasio (75 mg, 0,93 mmol) en agua (0,5 ml). Tras agitar durante 1 h a 90 °C, se afadié acido clorhidrico
concentrado (2 ml), la reaccion se agitdé durante 2 h a 135 °C. Tras dicho tiempo, el volumen de mezcla se habia
reducido en un 75 %, y se dejo enfriar a temperatura ambiente. Tras reposar, se formo un precipitado de color blanco,
que se aislé mediante filtracion para dar como resultado un sélido cristalino de color blanco (55 mg, 48 %); &+ y &c del
analisis idénticos a los de (+)-45; R; 9,6 minutos (quirobidtico T, tampon acetato de amonio pH 5,5: metanol 7:3,
1 ml/minuto).

Ejemplo 6: Aislamiento del educto y producto de una reaccion con hidantoinasa

La unién de 6-PDHU y NCBPA a Q Sepharose y DEAE Sepharose se sometio a ensayo en microcaps (Eppendorf).
1 ml de Q Sepharose o DEAE Sepharose (suspension comercialmente disponible en etanol) se lavé con agua (3x1 ml)
antes de afiadir una solucién (1 ml) que contiene NCBPA 2,5 mM NCBPA y 6-PDHU 2,5 mM, el microcap se someti6 a
vortizacién antes de extraer una alicuota del sobrenadante. El porcentaje de NCBPA y 6PDHU en el sobrenadante se
determin6é mediante rpHPLC y se muestran en la Tabla 2:
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Tabla 2:
Tipo de resina Porcentaje de sobrenadante
(%)
NCBPA 6PDHU
Q 38 58
DEAE 22 67

La union a ambas resinas es rapida, donde Q une menos de N-carbamoil-B-fenilalanina y menos de
6-fenildihidrouracilo que DEAE, haciendo que DEAE sea mas favorable como resina de intercambio aniénico para la
separacion.

Ejemplo 7: HPLC quiral en fase invertida
Para la rpHPLC, se usaron las siguientes columna, tampoén, y condiciones de analisis:

Astec Chirobiotic™ T 25 cm x 4,6 mm, 5 ym (Sigma-Aldrich, St. Louis, EE.UU.)
Tampon acetato de amonio (pH 5.5): Metanol, 70:30, 25 °C, 0,5 ml/min

Ejemplo 8: Separacion de la enzima sustrato y producto mediante cromatografia DEAE

Se preparo una columna a partir de una jeringa invertida, bloqueada con lana de vidrio y rellena con DEAE (4 ml) que
se habia lavado con 10 volimenes de columna de dH20. Tras el equilibrio con tampdn acetato de amonio 200 mM (pH
4), una mezcla sintética de NCBPA (2,5 mM), 6PDHU (2,5 mM) y enzima (7 mg/ml) en H>O se aplicé a la columna y el
flujo a su través se analizé6 mediante rpHPLC (deteccion 6PDHU/NCBPA) y ensayo de Bradford (detecciéon de enzima).
Después de todo, Después de que todo el 6PDHU se hubo lavado de la columna, EI NCBPA se eluyé de la columna
usando acetato de amonio 200 mM (pH 8,17). Los resultados se muestran en la Fig. 3 (en la que los cuadrados
representan 6-PDHU; los rombos representan NCBPA, y los triangulos representan enzima, 6-PDHU y NCBPA se
indican en mM, la enzima se indica en mg/l). A un pH de 4 hay una separacion evidente entre NCBPA y 6PDHU,
permitiendo la recuperacion del 90 % de NCBPA.

Ejemplo 9: Hidantoinasa catalizé la hidrolisis de dihidrouracilos racémicos 6-sustituidos

Inicialmente, la hidantoinasa (obtenida de Sigma, St. Louis, EE.UU.) catalizé la hidrdlisis de (+)-6-PDHU
(6-fenildihidrouracilo racémico) (42 en la Fig. 2: R = Ph) que se estudié como un sistema modelo. Las reacciones se
llevaron a cabo a una concentracion de sustrato de 5 mM en tampon Tris [pH 7,5] y se controlé mediante HPLC quiral
en fase invertida como se describe en el Ejemplo 7, que permite la determinacion simultanea tanto de la extension de
la conversion en la reaccion y también el exceso enantiomérico del dihidrouracilo 42 sin reaccionar y el derivado de
N-carbamoilo 5 (Fig. 4, véase también el Esquema 2). Se indicaron las siguientes observaciones:

(i) se descubrié que la enzima hidantoinasa era muy selectiva para el enantiémero (S) de 6-PDHU (4?%) con un
valor de E >100. La configuracion absoluta tanto del producto (S)-N-carbamoil-B-fenilalanina [(S)-NCBPA]
como el sustrato sin reaccionar ®-6-DPHU se asignaron por comparacion con muestras auténticas;

(i) a pesar de la elevada (S)-enantioselectividad observada, las conversiones no avanzaron hasta el 50 %,
incluso después de tiempos de reaccidon prolongados. Todas las reacciones proporcionaron una
concentracion en equilibrio de 6-PDHU:(S)-NCBPA = 51:49. El exceso enantiomérico de (S)-NCBPA superé
el 96 % durante todo el periodo de observacion. La Fig. 5 muestra los resultados obtenidos a partir de una
reaccion de 25 ml en un reactor pequefo, en el que los rombos representan la concentracion de NCBPA
[mM], los cuadrados representan la concentracion de 6-DPHU [mM], y las cruces representan el exceso
enantiomérico [ %]

(iii) la reaccion inversa, concretamente la ciclacion de N-carbamoil-B-fenilalanina, tenia aparentemente una tasa
relativa con respecto a la hidrdlisis y también era muy selectiva para (S) sin ciclacion apreciable del
enantiomero ®. La Fig. 6 muestra la conversion de (+/-)-, (S)-NCBPA y ®-NCBPA con y sin la enzima, en la
que los rombos rellenos o sin rellenar unidos por lineas sélidas representan +/-NCBPA (sin enzima) o
+/-NCBPA (con enzima), respectivamente, los cuadrados rellenos o sin rellenar unidos por lineas sélidas
representan (S)-NCBPA (sin enzima) (S)-NCBPA (con enzima), respectivamente, y triangulos rellenos o sin
rellenar unidos por lineas sodlidas representan ®-NCBPA (sin enzima) o ®-NCBPA (con enzima),
respectivamente.

Ejemplo 10: dependencia del pH de la hidrélisis quimica de 6-PDHU

6-PDFIU se incubd a 50 °C durante 24 horas en tampon Tris a diferentes valores de pH. Se produjo una notable
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hidrélisis de fondo del 6-PDHU con fuerte dependencia del tampén y el pH. En tampén Tris a pH 7, se observo una
hidrdlisis de fondo del 0,5 %. A pH 9, una hidrdlisis de fondo represento hasta aproximadamente un 20 % (Fig. 7).

Ejemplo 11: dependencia del pH de la actividad hidantoinasa

6-PDHU se incubd en tampodn fosfato (0,1 M, dihidrogenofostato de potasio e hidrogenofosfato dipotasico, volimenes
ajustados al pH adecuado) o tampdn Tris a diferentes valores de pH (hasta 8 h, usando 7 g/l de D-hidantoinasa de
Sigma). El mayor indice de conversion se observo en el intervalo de aproximadamente pH 7,5 y aproximadamente pH
9,0 (Fig. 8, en la que los cuadrados representan en tampon fosfato y los rombos representan el tampdén Tris).

En un experimento adicional, las tasas de conversién se determinaron para los tampones fosfato o Tris a diferentes
valores de pH con el tiempo. 6-PHDU 5 mM se incub6 en tampén fosfato (pH 6,0, 7,0, 7,5, 8,0) y tampén Tris (pH 7,5)
durante 22 horas. Los resultados se muestran en la Fig. 9 (en la que los rombos, cuadrados, triangulos y cruces
representan el tampén fosfato a pH 6, pH 7, pH 7,5 o pH 8, respectivamente, y los puntos representan tampén Tris a
pH 7,5) y la Tabla 3 (ee = exceso enantiomérico [%]).

Tabla 3:
Tampodn pH ee

Fosfato 6,00 | >99,90
Fosfato 7,00 | >99,90
Fosfato 7,50 96,62
Fosfato 8,00 92,73

Tris 7,50 | >99,90

Aungue la conversion transcurre con elevado exceso enantiomérico del sustrato deseado a pH 6,00 en tampén fosfato,
la tasa de conversién es considerablemente menor en comparacion con las tasas de conversién a valores de pH entre
7,00y 8,00.

Ejemplo 12: Especificidad de sustrato de la hidantoinasa de Vigna angularis

Se sintetizaron varios sustratos como se describe en el Ejemplo 4 y se sometieron a la conversiéon catalizada por
hidantoinasa [tampon Tris (pH 7,5, 0,1 M, 1,0 ml), D-hidantoinasa, (Sigma, 7 g/l), sustrato (soluciones 5 mM
predisueltas en tampodn salvo sustituyente aromatico (42, 4b, 4c), en cuyo caso, el sustrato se disolvid6 en 100
microlitros de DMSO vy se afiadié a 900 microlitros de tampon)]. La reaccion se muestra en la Fig. 10, los resultados se
muestran en la Tabla 4, en la que el valor E se define de la siguiente forma:

valor E = (In(1-[producto]*(1+ee)))/(In(1-[producto]*(1-ee)))

Tabla 4:
Sustrato R’ R* [Procedimiento |Rendimiento|Rendimien| Tasa relativa de hidrélisis | valor E
de sintesis | NCBAA/ % |to DHU/ % enzimética

4° H A&B 88 77-82 7 >200
4b p-F-CsH4 H B 56 67 15 >100
4c p-Cl-CsHs | H B 71 75 41 >100
4d Bencilo H B 87 58 79 0
4e H H B 55 - 100 -
af i-Pr H B 80 24 46 3

4qg i-Bu H B 68 67 55 2
4h Me H - - - 52 5
4i (Me)2 H B 20 100 0 -
8 H Me - - - 23 -
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Ejemplo 13: Influencia de codisolventes organicos de la conversion catalizada por hidantoinasa

Las biotransformaciones de 6-PDHU 5 mM se llevaron a cabo a una escala de 5 ml en tampén con un 2 % de DMSO y
tampon que se habia saturado con cualquiera de MTBE (aproximadamente un 5 % en volumen) o bien butan-2-ol
(aproximadamente un 15 % en volumen). Los resultados se muestran en la Fig. 11, en la que los rombos representan
tampon, los cuadrados representan tampon que contiene DMSO al 2 %, los triangulos representan tampon que
contiene MTBE, y las cruces representan tampon que contiene butano-2-ol. Ni DMSO ni MTBE afectaron
notablemente la conversion, mientras que el butano-2-ol redujo la cantidad de NCBPA a la concentracion usada.

Ejemplo 14: Influencia de la cantidad de enzima sobre la conversion y el exceso enantiomérico

Se llevaron a cabo tres configuraciones de reaccion paralelas en un volumen de reaccion total de 5 ml de tampén Tris,
pH 7,5 cada una, que contenian 6-PDHU 5 mM, a una temperatura de 50 °C. En una reaccion, se uso la cantidad
habitual de enzimas (7 g/l), mientras que el resto de configuraciones contenia 0,25 equivalentes (1,75g/l) y 4
equivalentes (28 g/l), respectivamente. La produccion de N-carbamoil-B-fenilalanina (NCBPA) y el exceso
enantiomérico del enantidmero S se determinaron en diferentes puntos temporales. Los resultados se muestran en la
Fig. 12, en la que las columnas rayadas vertical, oblicua u horizontalmente representan la concentraciéon de NCBPA
obtenida en la presencia de 0,25, 1 0 4 equivalentes de enzima, respectivamente, y en la que los rombos, cuadrados y
triangulos representan el correspondiente exceso enantiomérico en presencia de 0,25, 1 o 4 equivalentes de la
enzima, respectivamente.

Ejemplo 15: Escalado de una reaccion catalizada por hidantoina

En tres biotransformaciones realizadas independientemente, 6-PDHU 20 mM se incubaron a 50 °C en un volumen de
reaccion total de 25 ml de tampdn (tampoén Tris pH 7,5) y en presencia de 175 mg de hidantoinasa. El pH del tampdn
se ajusto tras la adicion de 6-PDHU y se mantuvo constante durante la reaccion mediante la valoracion volumétrica
automatica con NaOH. Se tomaron alicuotas en varios puntos temporales para determinar las concentraciones de
NCBPA vy el exceso enantiomérico del enantiomero S. Los resultados se muestran en la Fig. 13 y en la Fig. 14,
respectivamente. En la Fig. 13, los rombos, cuadrados y triangulos representan el lote del reactor 1, lote del reactor 2 'y
el lote del reactor 3, respectivamente. En la Fig. 14, los rombos, cuadrados y triangulos representan las tasas de
exceso enantiomérico observadas en el lote del reactor 1, lote del reactor 2 y el lote del reactor 3, respectivamente, y
en el que las lineas sodlidas, punteadas y rayadas representan las curvas del mejor ajuste de las tasas de exceso
enantiomérico observadas en el lote del reactor 1, lote del reactor 2 y el lote del reactor 3, respectivamente.

Resumen de las SEQ ID NO:

SEQ ID NO:1 - secuencia peptidica obtenida a partir de la hidantoinasa aislada

SEQ ID NO:2 - secuencia peptidica obtenida a partir de la hidantoinasa aislada

SEQ ID NO:3 - secuencia peptidica obtenida a partir de la hidantoinasa aislada

SEQ ID NO:4 - secuencia peptidica obtenida a partir de la hidantoinasa aislada

SEQ ID NO:5 - secuencia peptidica obtenida a partir de la hidantoinasa aislada

SEQ ID NO:6 - hidantoinasa de Glycine max como secuencia de referencia

SEQ ID NO:7 - secuencia peptidica parcial obtenida a partir de la hidantoinasa aislada

Abreviaturas:

NCBPA - N-carbamoil-B-fenilalanina
6PDHU - 6-fenildihidrouracilo

LISTADO DE SECUENCIAS
<110> BASF SE
<120> Produccién biocatalitica de beta aminoacidos
<130> M/49278
<160>7
<170> Patentln versién 3.3
<210> 1
<211> 19
<212> PRT

<213> Vigna angularis

<400> 1
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Ile Glu Leu Gly Ile Thr Gly Pro Glu Gly Gln Arg Leu Ala Gly Pro
1 5 10 15

Thr Val Leu

<210> 2

<211> 18

<212> PRT

<213> Vigna angularis

<400> 2

Ile Glu Leu Gly Ile Thr Gly Pro Glu Gly Gln Arg Leu Ala Gly Pro
1 5 10 15

Val Leu

<210> 3

<211> 18

<212> PRT

<213> Vigna angularis
<400> 3

Ile Glu Leu Ile Thr Gly Pro Glu Gly Gln Arg Leu Ala Gly Pro Thr
1 5 10 15

Val Leu

<210> 4

<211> 17

<212> PRT

<213> Vigna angularis

<400> 4

Ile Glu Leu Ile Thr Gly Pro Glu Gly Gln Arg Leu Ala Gly Preo Val

Len

<210> 5

<211> 20

<212> PRT

<213> Vigna angularis

<400> 5

Glu Glu Ile Ala Arg Ala Arg Lys Ser Gly Gln Arg Val Ile Gly Glu
1 5 140 15

Pro Val Ala Ser
20
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<210> 6

<211> 525
<212> PRT
<213> Glycine max

<400> 6

Met

Ile

Thr

Asp

Val

Asp

Gln

FPhe

Ala

Val

50

Gly

Thr

Pro

Asp

His
130

Phe

Ile

Gly

35

Val

Ile

Val

His

FPhe

115

Ile

Ser

Ile

20

Thr

Asn

Ile

Ile

Thr

100

FPhe

Asp

Ile

Ile

Glu

Ala

Val

Asp

85

His

Ser

FPhe
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Thr

Thr

Ile

Gln

Ala

70

Ala

Leu

Gly

Val

Ser

Ser

Pro

His

55

Val

Thr

Asp

Gln

Ile
135

Gln

Ser

Ser

40

His

Asn

Gly

Met

Ala

120

Pro

30

Phe

Leu

25

Ser

Gln

Pro

Lys

Asp

105

Ala

Leu

Leu

10

Ser

Lys

Ile

Asn

Tyr

90

Val

Ala

Asn

His

Gln

Ala

Ile

75

Val

Gly

Leu

Gly

Ile

Ser

Leu

Asp

60

Met

Met

Phe

Ala

Ser
140

Phe

Ser

Ile

45

Val

Val

Pro

Thr

Gly

125

Leu

Ser

Gln

30

Lys

Tyr

Gly

Gly

Ala

110

Gly

Thr

Leu

15

FPhe

Gly

Val

Asp

Gly

95

Thr

Thr

Ala

Thr

Cys

Gly

Glu

Asp

Ile

Val

Thr

Gly



Phe

145

Phe

GElu

Ala

Phe

Asn

225

Ile

Gly

Pre

Ala

Ser

305

Ile

Asp

Gly

Asp

385

Thr

Glu

His

Leu

Tyr

Lys

210

Gly

Thr

Glu

Leu

Lys

290

Gly

Ala

Lys
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Asp

370

His

Asp

Asp

Met

Met

Lys

195

Lys

Asp

Gly

Ala

Tyr

275

Ala

Leu

Ala

Ala

Asp
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Phe

Leu

Tyr
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val

180

Gly

Cys

Ala

Pro
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260

val

Arg

Ala

Lys
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340

His

Arg
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Val
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Ala

Val
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Lys
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Lys

150

Thr

Glu

Leu

Ser

Tyr

230

Gly

Arg

Hisg

Ala

Asp

310

val

Ala

Ala

Met

Asp

350

Ile

Lys

Lys

Lys

Met

Leu

215

Glu

His

Ala

val

Gly

295

Glu

Met

Ala

Phe

Pro

375

Ile

Thr

Ala

Trp

Gly

Ile

200

Gly

Gly

Ala

Ile

Met
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Gln

Ser

Ser
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360

Asn

Met

Ser
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Lys

Asp

Ile

185
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Ala

Gln
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Arg

265

Ser

Arg

Trp

Pro

Ser

345

Ser

Gly

Val
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Lys

Glu
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Asn

Asp
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Arg

Ser
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Glu

Ser
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Thr

Sar
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Ala

Lys
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Arg
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Asp
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Trp

315

Ile

Gly
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385

Cys

Cys

Val
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Met
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Met
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Ala

Gly
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Arg
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Gly
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Leu
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Met
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Phe

190

Leu
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Glu

Phe

Asn

<211> 12
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<213> Vigna angularis
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REIVINDICACIONES
1. Un procedimiento de produccién biocatalitica de un precursor de B-aminoacidos, que comprende:

hacer reaccionar al menos un sustrato de la formula general (I)

O

R2

HN

0~ "N~ "R
H (1),

en la que R y R? independientemente entre si se seleccionan entre:

5 hidrégeno;

un grupo alquilo inferior lineal o ramificado opcionalmente sustituido;
un grupo alquenilo inferior lineal o ramificado opcionalmente sustituido;
un grupo alquilo ciclico opcionalmente sustituido;
un grupo arilo monociclico o policiclico opcionalmente sustituido;

10 un grupo heteroarilo monociclico o policiclico opcionalmente sustituido;
un grupo alcoxi lineal o ramificado opcionalmente sustituido;
un grupo amino;
un grupo alquilamino lineal o ramificado opcionalmente sustituido;
un grupo alquiltio lineal o ramificado opcionalmente sustituido;

15 un grupo acilo lineal o ramificado opcionalmente sustituido,
un grupo carboxilo o
un grupo aldehido;

estando dicho sustrato presente en forma estereoisoméricamente pura o en forma de una mezcla de

estereoisdmeros, en el que la forma estereocisoméricamente pura o la mezcla de estereoisémeros pueden ser
20 opcionalmente una sal,

en presencia de al menos una enzima, que cataliza la escision hidrolitica de una hidantoina y/o un anillo de

dihidropirimidina,

de forma que un precursor de un 3-aminoacido de la férmula general (l1)

H,N OH

I=

2
R ),
25
en la que R’ y R? se identifican como anteriormente,
se produce;
estando caracterizado dicho procedimiento porque dicha al menos una enzima que se aplica en dicho

procedimiento es una hidantoinasa y/o dihidropirimidinasa y se obtiene de Vigna angularis y comprende al menos
30 una de las siguientes secuencias parciales:

ITGPEGQRLAGP (SEQ ID NO:7)
EEIARARKSGQRVIGEPVAS (SEQ ID NO:5)

y, estando adicionalmente caracterizado por convertir un compuesto de la férmula (1) anterior en un compuesto de
la formula (I1) anterior, en la que R” es Hy R’ es diferente de H, con un valor de ee mayor del 93 %.

35 2. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 1, que comprende ademas convertir dicho precursor de un
B-aminoacido de férmula (1) en el correspondiente B-aminoacido de la férmula (111)
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H.N OH
R (1),

en la que R' y R? tienen el mismo significado que se define en la Reivindicacion 1.

3. El procedimiento de acuerdo con la reivindicaciéon 2, en el que la conversién del precursor de un B-aminoacido se
produce a un pH acido.

4. El procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que R'es H y R? es un
grupo arilo opcionalmente sustituido.

5. El procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la reaccion se lleva a
cabo en una mezcla de reaccién tamponada con Tris o tamponada con borato, preferentemente una mezcla de
reaccion tamponada con Tris.

6. El procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la reaccién se lleva a
cabo a un pH de aproximadamente 7,0 a aproximadamente 11,0, preferentemente a un pH de aproximadamente 7,5 a
aproximadamente 10,0, y especialmente preferida a un pH de aproximadamente 7,5 a aproximadamente 8,0.

7. El procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la reaccion se lleva a
cabo en presencia de aproximadamente 1 % a aproximadamente 20 % de dimetilsulfoxido, preferentemente en
presencia de aproximadamente 10 % de dimetilsulfoxido.

8. El procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la reaccion se lleva a
cabo a una temperatura comprendida en el intervalo de aproximadamente 30 °C a aproximadamente 60 °C,
preferentemente de aproximadamente 30 °C a aproximadamente 50 °C, y en especial de aproximadamente 40 °C a
aproximadamente 50 °C.

9. El procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la reaccion se lleva a
cabo desde aproximadamente 1 hora hasta aproximadamente 25 horas, preferentemente de aproximadamente 3
horas a aproximadamente 10 horas, y en especial de aproximadamente 4 horas a aproximadamente 5 horas.

10. El procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el al menos un
sustrato se selecciona entre un dihidrouracilo, que esta monosustituido en la posiciéon 5 o en la posiciéon 6, en especial
6-fenildihidrouracilo, 4-fluoro-6-fenildihidrouracilo, 3-bromo-6-fenildihidrouracilo, 5-metildihidrouracilo y
6-metildihidrouracilo.

11. Un procedimiento de fabricacion de péptidos o principios farmacéuticamente activos estables a la hidrdlisis, en
particular antibiéticos, antineoplasicos, antitromboticos, insecticida antifiungico, antihelmintico, antagonistas no
peptidicos de la integrina, alcaloides y/o agentes citotdxicos, procedimiento que comprende la preparacion de un
precursor de B-aminoacidos o un B-aminoacido mediante un procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 2 a 10, y posteriormente convertir dicho producto en dicho péptido o principio farmacéuticamente
activo estable.
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