- N,
— O
v E r ’ ‘
Iy (/N
FACULTAD DE
UNIVERSIDAD
DE LA REPUBLICA CIENCIAS

URUGUAY
UDELAR | fcien.edu.uy

Tesina de Grado

Licenciatura en Bioquimica

ldentificacion, clonado,
expresion y caracterizacion de
nuevas imino reductasas y
aminasas reductivas

Tutora: Dra. Paola Panizza

Cotutor: Dr. César Iglesias

Bach. Gonzalo Martin Lépez Pérez

Laboratorio de Microbiologia Molecular, Area
Microbiologia, Departamento de Biociencias,

Facultad de Quimica, Universidad de la Republica

Montevideo, Uruguay

2020

U n E I AR

TACULTAD DE

QUIMICA




2= T3 = o U 3
P -d - Lo [T T 4 11T 1 o 3P 4
INEFOTUCCION ....ceeeeieiiiiiitn s s sssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnses 5
2o Tor ] - | T PP P PSSP 5
AMINAs UITAlES Y 12 INAUSTIIA .eo.uveeiieiiiieeiie ettt et e sttt e sabeeebt e e sabe e bt e e saneesneeesaneesnnees 6
Sintesis qUIMICA A€ aMINAS QUITAIES.......cccuiieeiiiee et e et e eete e e et eeesteeeeenaeeeenaeeeasnsseeennnaeeeannseeean 7
Sintesis biocatalitica de aminas QUITAIES............uie it e e e e e e e e sate e e e eanaeeesnnneeeas 9
IMINO FEAUCEASAS .. uuteeiteeiie ettt ettt ettt e ettt e sttt e st esuteesateeshbeesubeesubeeeabeesubeeeaneeshbeeeabeesabeeanseesabeeenseesabeesnneesas 11
Estructura y mecanismo de 1aS IRED .......coiuiiiiiiiiiiiieeiieeeieesiee et ste e et sbe e st e sabeesaneesabeesnneesaneesnneesas 11
Aminacion reductiva BioCatalitica .......oeeeeerieeieiieiier et 12
Estructura y mecanismo propuesto para imino reductasas con actividad aminasa reductiva.............. 14
21T )oY {o) o g =N or IV =1 oY or- Y = L LS 15
2o [T - o [l o] o) €=T - 13 PP 17
Vo Ye 11 =T Lol o Yo gl a VoY1 0o o} = - S 18
Vo] L=Yol U] T o o Yol 4 =P 20
Busqueda de nuevas iminoreductasas €n CePAs NATIVAS ..eccuueeeirriereiiiieeeeiieeecriieeesiaeeeesaaeeeeeaeeeesnneeens 21
(0] 1= 1Yo LRt 22
(0] o) [ Ao =T 4 T 1 1= PR 22
(0] o [ AV Lo I X o Y=ol 1Tl LSRR 22
3T - T [ X3P 23
Clonado, expresion y caracterizacion de la IRED S encontrada en el genoma de Streptomyces scabiei
ST129 en el Vector PKK223-3. . ..ot e et e e et e e e etaeeeebaeeeeantaeeeansaaeeantaeeeannsaeeennnees 23
Transformacion €N E. COli .......uuuiiiiiiiiiiiiiiie e 24
Estudio computacional de la estructura tridimensional de la IRED R encontrada en el genoma de
Streptomyces sp. ST1020 Y SU Siti0 QCTIVO. cecveiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiieiieeeeeeeeeeeeeeee e eeeeeeeeesesesesesesesesesesesesesesesesen 28
Modelado por homologia de IRED R .........ccuiiiiiiiiiiiiiiiiiieee e 28
Estudio computacional de la actividad IRED y RedAm de la IRED R utilizando la metodologia de
Vo] L=YolU] =Y g oYl |4 =R UP 29
ACHVIAAA TRED........uuiiiiiiiiiiiiiiiiiiieei st 29
ACHVIAAA REAAIM ...t e e e e e 33
Caracterizacion de la IRED R clonada en pET28b(+) y expresada en E. €Ol ....c...ccouvevvercrveeieesireeennneennes 35
Busqueda de nuevas RedAm por el método basado en motivos conservados .........ccceeeveeeeeceeeeennnennn. 37

Filtrado y comparacion de los candidatos a RedAm encontrados con enzimas

RedAm reportadas POr [IHEIratural..............uuuuuueueiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiibiebeeeeeeeeaneee 39
CoNncluSIONES Y PErSPECLIVAS...cccuuiiieiiiieiiiiiiieiiieeiereeierenistnsesensssrnsseseessrensssensessnssssnssssnnssnen 41
[V 1T g F1 LTV 11 T=1 o Yo Lo L3P 42



V[ =300 [o X 3 1ol o] o] o] o = Tolc 1 42

o] doTolo] (o1 @fe] 4o oYU =Tl o o F=1 [T 43
Protocolos @XPEriMENTAlES ......coccuiiiiiiiiie ettt ettt e st sib e e s bt e sabeesabeesabeesabeesabeesnbeesaneesnneesas 46
Medios de CUILIVO Y SOIUCIONES .....coiutiiiiieiiiiieiiee ittt ettt e st sib e st e sabe e s bt e sabeesaseesabeesnneesaneesaneesas 51
REFEIENCIAS ..uuueieiniiiiiiii s 54



RESUMEN

Las aminas quirales resultan de gran importancia dado que se encuentran presentes en
una gran variedad de compuestos, entre ellos farmacos, agroquimicos, y productos naturales.
Su presencia en la gran variedad de moléculas, hacen que estas sean integradas a bloques de
construccion para el disefio de nuevos compuestos. Por estos motivos, hay un gran mercado
alrededor de estas. Ultimamente, teniendo en cuenta los factores ambientales, aunque también
los econdmicos, hubo un gran desarrollo de rutas biocataliticas, es decir, sintesis enzimaticas,
que permiten obtener aminas enantioméricamente puras con métodos menos nocivos para el

ambiente que los métodos clasicos.

En los dltimos afios, la capacidad de cémputo ha avanzado exponencialmente,
permitiendo realizar grandes simulaciones en computadoras de un precio accesible. Gracias a
esto, la bioinformatica ha adquirido una gran importancia para el desarrollo de innumerables
investigaciones en el &rea de las ciencias biolégicas, y se han generado grandes bancos de
datos de los cuales se puede obtener mucha informacion. A la hora de enfocarnos en la
busqueda de nuevos biocatalizadores capaces de sintetizar aminas, es muy acertado, por temas
de costos, asi también como de tiempos, el empleo de la bioinformatica. Esta, nos permite
buscar, modelar y realizar experimentos computacionales, que nos brindan grandes

aproximaciones a lo experimental.

En trabajos previos de nuestro grupo se encontraron dos posibles iminorreductasas en
genomas de Streptomyces nativos (IRED S y R) En este trabajo se clon6 y expreso la IRED S
en el vector pKK 223-3, de la cual no se logré ver actividad. Ademas, se realizé un estudio
computacional de la posible actividad IRED y RedAm de la IRED R, para esto se realizo el
modelado por homologia de la proteina y posterior analisis mediante la metodologia de docking
molecular. Una vez obtenidos los resultados in silico se plane6 un estudio in vitro para evaluar la
eficiencia de este. Esta enzima se cloné y expresé de manera heter6loga en Escherichia coli y
se evaluaron los resultados, los cuales fueron coherentes con los obtenidos de manera
computacional. De esta manera se logré no solo caracterizar la IRED R encontrada por el grupo,
sino que la actividad de esta fue respaldada por los resultados computacionales. Por ultimo, dada
la importancia que han tomado en este Gltimo tiempo las aminasas reductivas, decidimos realizar
una bisqueda basada en motivos conservados del sitio activo obteniendo un grupo de enzimas
muy diversas evolutivamente de las ya reportadas. Esto nos abre un abanico de posibilidades
para el desarrollo de nuevos biocatalizadores de utilidad para la sintesis de aminas quirales. A
su vez, la validacién de las predicciones computacionales mediante resultados experimentales
nos abre la via de realizar screenings in silico a futuras enzimas que encontremos ahorrandonos

los costos y el tiempo que conllevan los métodos tradicionales.
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INTRODUCCION

BIOCATALISIS

La biocatalisis se define como la sintesis quimica mediada por la ayuda de material
biolégico, utilizando como catalizador las enzimas, (ya sea que se utilicen aisladas,
presentes en lisados celulares o en células enteras), que son capaces de convertir uno o
mas sustratos en productos. Existe una extensa variedad de enzimas utilizadas como
biocatalizadores Unicos o combinados en la preparacion de distintas familias de
compuestos®. La gama de biocatalizadores estd en constante crecimiento gracias al
aumento de la cantidad de secuencias depositadas en bases de datos y al descubrimiento

de nuevas enzimas en rutas biosintéticas.?

En cuanto a las aplicaciones sintéticas, las ventajas de las enzimas para suplir los
catalizadores tradicionales son multiples. Estas poseen un alto poder catalitico, potenciando
la velocidad de una reaccion en el orden de hasta 107 veces.? Presentan gran especificidad
por el sustrato, asi como también una alta regio-, enantio- y estereo-selectividad en las
reacciones que catalizan. Las enzimas trabajan en condiciones suaves de reaccién, como
por ejemplo pH cercano a la neutralidad y temperaturas moderadas. Si bien esto puede
verse como una ventaja, limita la posibilidad de acelerar la reaccién cambiando el pH, la
concentracion de sales o subiendo la temperatura, dado que esto afecta la actividad de
muchas enzimas. Otra de las grandes desventajas es el hecho de que la mayoria de éstas
tienen su maxima actividad en medios acuosos, por lo que se hace muy dificil utilizarlas en
solventes organicos necesarios para que se lleven a cabo determinadas reacciones.
Ademas, la actividad enzimatica puede ser inhibida con diferentes compuestos o incluso por

su propio producto.*

Sin embargo, a principio de los afios 80 un trabajo pionero realizado con lipasas,
demostré que estas son estables a altas temperaturas en solventes organicos. Esto reveld
la gran capacidad que tienen algunas enzimas de catalizar reacciones en distintas
temperaturas y solventes.5 El descubrimiento de esta caracteristica de las lipasas fue lo que
las hizo ser las primeras enzimas en captar la atencion de la industria para su utilizacion en
procesos de manufactura de productos masivos, ya sea como ingredientes o como
catalizadores de reaccion. Actualmente, la biocatalisis se enmarca en un area muy bien
establecida de constante desarrollo tanto en la industria como en la academia. Esto Ultimo
lo podemos notar gracias a dos avances paralelos evidentes en la industria en esta Ultima
época: la creciente demanda de cientificos de las areas bioldgicas, asi como también la
adaptacion de los quimicos organicos a la utilizacion de la biocatélisis en casos nuevos y/o

dificiles de resolver de manera exclusivamente quimica.®



AMINAS QUIRALES Y LA INDUSTRIA

Las aminas son un grupo de compuestos que tienen la caracteristica comdn de
poseer atomos de nitrégeno con orbitales hibridos sp® que forman enlaces simples con otros
elementos.’” Estos grupos funcionales los podemos encontrar formando parte de una gran
diversidad de compuestos, como por ejemplo farmacos, productos naturales y alimentos
(Fig. 1). Sin ir muy lejos, éstas son parte fundamental de nuestro cuerpo, las podemos
encontrar en las bases nitrogenadas que forman las secuencias de ADN y ARN, como
también en los aminodacidos, necesarios para la formacién de péptidos y proteinas. Otro
ejemplo muy claro de la importancia de las aminas lo podemos ver en diferentes
neurotransmisores y en hormonas del grupo de catecolaminas. Estas hormonas son
fundamentales para el correcto funcionamiento del cuerpo, jugando un papel central en la
regulacién de la temperatura y el pulso cardiaco, en las emociones e incluso en el desarrollo

de enfermedades mentales.8-10
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Fig 1. Estructura de diferentes moléculas con aminas quirales en su estructura utilizadas
con fines farmacéuticos y recreativos.

Otro aspecto relevante es la gran importancia de la pureza 6ptica de las aminas. Los
estudios sobre los efectos de la quiralidad de las moléculas han determinado que a pesar
de que muchas tienen las mismas conexiones entre sus atomos, la disposicién espacial de
los mismos es muy importante. Esto ocurre porque los mismos receptores, enzimas y
canales idnicos, dada su asimetria natural, tienen interacciones diferenciales con respecto
a cada estereoisomero’!, haciendo que un farmaco Opticamente puro pueda mejorar
altamente la efectividad como medicamento con respecto al racemato. Esto se debe a que
en un farmaco administrado como racemato, sélo el 50 % de la dosis es efectiva, mientras

gue, en una droga épticamente pura, el total de la dosis sera farmacoldgicamente activa.



Un claro ejemplo lo da la empresa AstraZeneca, la cual poseia la patente del farmaco
omeprazol, y en el afio 2000 patentdé un medicamento nuevo llamado esomeprazol, el cual
era el enantiomero S-omeprazol puro, qgue mejoré ampliamente la efectividad en intensidad
y tiempo con respecto al farmaco racémico.*? O en casos mas extremos auln, hay farmacos
en los cuales un enantidmero cumple la funcién de medicamento mientras que el otro puede
llegar a ser toxico o causar reacciones adversas. Este es el caso de la talidomida, farmaco
que comenzd a circular a principio de los 60 como racemato, y se recetaba para evitar las
nauseas en los primeros meses de embarazo. Sin embargo, sélo el enantiomero R es el
activo para esta funcién, mientras que al enantibmero S se le comprob6 actividad
teratogénica.’® Por estos motivos, a pesar de que a principios de los 90 sélo un 25% de las
nuevas drogas eran enantioméricamente puras, a principios del siglo XXI este porcentaje
pas6 a ser el 75%.!

Por los motivos expuestos en los parrafos anteriores, las aminas quirales son de
gran importancia en la industria farmacéutica. Se encuentran presentes en un alto porcentaje
de farmacos y compuestos bioactivos, por lo que su produccién es vital en esta industria
(Fig. 1). Las mismas, ademas de formar parte de diversos farmacos, se encuentran también
en moléculas utilizadas muy comunmente como “bloques de construccidon”, que son
utilizadas en librerias quimicas para generar precursores de farmacos nuevos y ya

existentes.4

SINTESIS QUIMICA DE AMINAS QUIRALES

Industrialmente hay tres maneras de obtener aminas quirales por sintesis organica:
cristalizacion mediante formacion de sales diasteredbmericas, resolucion cinética o sintesis

asimétrica.

En el primer ejemplo, gracias a que los diasterémeros a diferencia de los
enantiomeros son fisicoquimicamente diferentes, la cristalizacién de la mezcla racémica
utilizando Acido D-tartarico permite obtener una sal con alto exceso enantiomérico. Se
puede mejorar dicha resolucién con mas de un proceso de cristalizacion.>Otra estrategia
para la resolucién de los enantidmeros consiste en la resolucion cinética de los mismos (Fig.
2). El principio de esta técnica es la velocidad diferencial con que reaccionan ambos
enantibmeros ante otro reactivo o catalizador asimétrico, logrando convertir uno de ellos en
otro producto mucho antes que reaccione una cantidad considerable del mas lento. Este
ejemplo, ampliamente usado, se puede ver en la resolucién de alcoholes alilicos utilizando

como catalizador el tartrato de alcoxido de titanio.16



La limitacibn mas grande de estos dos métodos es el rendimiento tedrico maximo
del 50%. Sin embargo, existe la posibilidad de realizar una resolucién cinética dinamica, en
donde uno de los enantiomeros puede volver hacia atrds la reaccién en forma de mezcla
racémica. Para ello, la constante de racemizacion debe ser mayor que las otras. De esta
forma se puede llegar a un rendimiento teérico del 100% con un exceso enantiomérico del
100%. Ejemplo de este método es la hidrogenacion estereoselectiva de diferentes
cetoésteres B-sustituidos utilizando como catalizador asimétrico el rutenio-BINAP, entre
otros catalizadores organometdlicos. Estos compuestos se racemizan naturalmente a través

del equilibrio ceto-endlico, lo que permite realizar esta resolucién cinética dinamica.’

Keat (R) Resolucidn cinética:

Producto-(R)
Kcat-(R)DD Kcat(-s)

Sustrato-(R)

lT e Keat (5)

Sustrato-(5)

L 4

Resolucion cinética dinamica:

Krac== Kcat( R} >>]{cat(5)

Producto-(5)

v

Fig 2. Principios basicos de una resolucion cinética

Otro método de obtener aminas quirales por sintesis organica consiste en la sintesis
asimétrica de estos compuestos. Los ejemplos de aminacion reductiva asimétrica mediante
el uso de sintesis quimica incluyen la catalisis organometdlica utilizando diferentes
complejos de metales de transicion, como el rutenio, el rodio y el iridio, empleando ya sea
H,'®1° u otros agentes reductores.?® Estas técnicas se han aplicado ampliamente y estan

bien establecidas en la industria.

Sin embargo, dada la necesidad de utilizar métodos menos nocivos con el medio, y
el elevado costo asociado a los complejos de metales de transicion utilizados como
catalizadores para obtener las moléculas Gpticamente puras, la biocatalisis entra en juego

con un papel muy importante.



SINTESIS BIOCATALITICA DE AMINAS QUIRALES

Un gran numero de aproximaciones han sido reportadas para la sintesis biocatalitica
de aminas quirales.?! Una de las formas de obtener las mismas es mediante la resolucién
de los enantiomeros. En principio, se realizaron muchos intentos de sintesis centrandose
principalmente en la obtencion de las aminas racémicas mediante métodos quimicos, y su
posterior resolucibn mediada enzimaticamente utilizando lipasas, oxidasas, vy
transaminasas, obteniendo un rendimiento maximo de 50%.%?> Recientemente, han surgido
mas enzimas con capacidad para resolver estos enantibmeros. Las investigaciones en esta
area han planteado como estrategia mejorar los rendimientos de las reacciones, siendo una
de las mas eficaces la resolucion cinética dinamica (RCD). Tomando como ejemplo las
hidrolasas, se observa que la RCD se enfoca principalmente en dos estrategias. Una de
ellas se basa en un mecanismo radical. Se realiza una abstraccion homolitica reversible del
atomo de hidrogeno a mediada por radicales tiilo, permitiendo la interconversion de los
enantiomeros de amina a través de un intermediario radical centrado en el carbono a a la
amina.®® Un segundo enfoque es el de transformar asimétricamente el enantiémero no
deseado al estado imina, el cual mediante una hidrogenacion no selectiva vuelve a dar la
mezcla racémica. Este tipo de hidrogenacion también se utiliza como método dinamico para
las monoaminooxidasas, entre otras. Un ejemplo de este método se observa en la figura 3,
donde se muestra una RCD para la obtencion de aminas quirales primarias, utilizando una
lipasa para la resolucion y un catalizador de niquel-Raney para la racemizacion, dando un
rendimiento entre un 85y 99%, con un ee de 98%.22

1

NH. NH-Acyl
/%\‘3 Lipasa r\:_IHQ /‘\ i
—_— z +
R, R, Donador Acilo HL’A\H: R, R
rac (S) (R)
T Racemizacion ex-situ
AT/Raney-Ni
2 Acumula
MAQ-N .
< TTNH 0 (1 atm) ,"P_E‘NH . NH;
B T~ G-
RR, kpo, Buffer "R R, TR g,
x BH -NH mayor a 99%
KPO. Buffer

Fig 3. 1) RCD de aminas a partir de una lipasa y niquel Raney como catalizador.* 2) RCD
de Aminas a partir de una MAO



Méas recientemente, el crecimiento exponencial de las bases de datos y los
conocimientos generados sobre nuevas enzimas impulsé la busqueda de nuevos
biocatalizadores con caracteristicas deseadas, por lo que la sintesis enzimatica asimétrica
de las aminas se estableci6 como una reaccién de importancia para las industrias de
sintesis. Entre las enzimas capaces de realizar esta reaccion tenemos las transaminasas,
amino deshidrogenasas, imino reductasas y aminasas reductivas, entre otras (Fig. 4).%4 Las
transaminasas pueden realizar una resolucion de enantibmeros al remover el grupo amina
estereoselectivamente de uno de los productos de la mezcla racémica. Sin embargo, dicha
reaccion se puede realizar en ambos sentidos, por lo que esta enzima, al igual que las amino
deshidrogenasas pueden realizar una sintesis asimétrica al agregar un grupo amino

estereoselectivamente a una cetona, dando el producto de interés.

Imino reductasas

Amonio deshidrogenasas -
- 1~ D
Transaminasas I
Aminasas reductivas o .
. Iminas Transaminasas
Threonin-aldolasas \%I)/‘ Risy-R2

Lipasas
Cetonas ‘I.I{K"Ff . .
\ / Monoaminooxidasas
aminas
S

. Ry, .R2
Citocromos 450 \‘e — \%} _— ”f| Amonio liasas

Sulfuro

Algquenos
Ris fL / \f‘! q

N7 R, f
[\
Amidasas \A(E/ o NO
e &( \a;', Alcanos  Citocromos 450

Mitro
Nitroreductasas

Aminomutasas

ch;aro?
Hidatoinasas

Fig 4. Enzimas capaces de sintetizar aminas enantiomericamente puras a partir de
distintos sustratos.
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IMINO REDUCTASAS

Las iminorreductasas han sido muy estudiadas para la sintesis de aminas quirales.
Estas son oxidorreductasas NAD(P)H-dependientes que catalizan la reduccién asimétrica
de iminas proquirales en sus correspondientes aminas.?® Los estudios pioneros realizados
por Mitsukura y Nagasawa en 2010 encontraron dos cepas de Streptomyces que contienen
dos IREDs estereocomplementarias, capaces de reducir el sustrato modelo 2-metilpirrolina
(Fig. 5).26 Este descubrimiento, junto con la posterior purificacion de estas enzimas y el
descubrimiento de nuevas iminorreductasas promovieron el uso de éstas en biocatélisis. La
ventaja en este tipo de enzima frente a las anteriormente descubiertas se da en la posibilidad

de actuar también frente a iminas generando aminas secundarias y terciarias.

Streptomyces sp. GF 3546 Streptomyces sp. GF3587
|'_‘|,I . '_'I,II
QN/'“ 'CHy @‘GHE, > Sy CHa
H H
(5)92% e.e 2-metilpirrolina (R)99% e.e

Fig 5. Reduccién estereocomplementaria de 2-metilpirrolina por IRED utilizando
distintas cepas de Streptomyces spp.2¢

ESTRUCTURA Y MECANISMO DE LAS IRED

La primera estructura cristalina reportada de una IRED corresponde a una enzima
proveniente de Streptomyces kanamyceticus (cédigo Uniprot: Q1Eqe0). Esta enzima fue
crucial para conocer la estructura y el sitio activo, asi como para dilucidar el mecanismo de
accion de estas. Las IREDs son proteinas diméricas y su sitio activo se forma con la
participacion de ambos monomeros. Este se compone del extremo N-terminal de uno de
ellos, el cual forma un pliegue de Rossman de union a NAD(P)H, y un dominio helicoidal en
el extremo C-terminal del otro mondmero, unidos por una larga hélice alfa de 28
aminoéacidos.?’ Para identificar los residuos funcionales relevantes se superpuso esta
estructura con una B-hidroxiacido deshidrogenasa (B-HAD) estudiada y con muy alta
similitud estructural. La B-HAD actla catalizando la oxidacion alcoholes, y presenta una
lisina en la posicién 183 como residuo catalitico.?® En dicha posicién espacial se observo
que la IRED posee un aspartato, cuya posicion en la secuencia aminoacidica es la 187. La
propuesta de mecanismo de las IRED plantea que el aspartato 187 protona el sustrato imina
para la posterior transferencia del hidruro que se realiza entre el sustrato y el NAD(P)H (Fig.

6). Las mutaciones en el correspondiente amino&cido por alanina (D187A) y asparagina
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(D187N) dieron como resultado una enzima inactiva. Otros estudios mas recientes, realizan
las mismas mutaciones en la (R)-IRED-Sr descubierta posteriormente dando una enzima no
completamente inactiva, con una actividad mucho menor (entre 5% y 15% de la actividad
inicial). En este Ultimo estudio, con Unicamente informacién de (R)-IRED se procedi6 a
analizar qué residuo se encontraba y cumplia la misma funcion en esa posicion en las (S)-
IRED hasta ese momento conocidas, encontrandose una tirosina. La mutacion de tirosina
por alanina (Y187A) y fenilalanina (Y187F) resulto nuevamente en una inactivacion, por lo
que se plante6 el mismo mecanismo previamente descrito. A pesar de todo esto, el
mecanismo sigue sin estar totalmente elucidado, dado que no se observo inactividad total

en los mutantes de la (R)-IRED-Sr.?°

0 0
Asp —4 5 Asp —4
v O--H----FI\ N HN
(' IRase
HH O R o}
B NH, ~ NH,
N N

Fig 6: Mecanismo propuesto para lareduccién de imina a amina en
IREDs.

AMINACION REDUCTIVA BIOCATALITICA

Otra aproximacion, que ha comenzado a emplearse para la sintesis de aminas es la
aminacion reductiva, que permite acoplar directamente una amplia gama de cetonas a las
aminas primarias y secundarias sin la necesidad de partir de una imina.?>3%-22 Las octopina
deshidrogenasas, que catalizan el acoplamiento de a-aminoacidos con a-cetoacidos, fueron
foco en el 2014 para tratar de obtener esta actividad mediante ingenieria de proteinas,

logrando obtener buenos resultados con algunos sustratos.3*

Otro tipo de proteinas también utilizado en aminacién reductiva es el grupo de las
aminoacido deshidrogenasas (AADH)®. Sin embargo, su gran limitante es que actdan sobre
alfa-cetoacidos y no cetonas. A su vez, por la parte de la amina donadora tienen también la
limitacion de solo aceptar amonio. Otro grupo de enzimas, las amino deshidrogenasas
(AmDHSs)%:37 realizan la misma reaccion que las anteriormente descritas, teniendo la
ventaja de poder utilizar cetonas, aunque también presentan la limitacion de aceptar soélo
amonio. En un principio no se conocian proteinas con dicha actividad en la naturaleza, por
lo que la primera enzima conocida de este tipo se obtuvo mediante disefio semi racional a

partir de una leucina deshidrogenasa proveniente de Bacillus stearothermophilus
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(BsLeuDH). La enzima, obtenida luego de 11 rondas de mutagénesis, dio un 92.5% de

conversion y 98% e.e para la obtencién del producto (R)-1,3-Dimetilbutilamina.®

El gran potencial observado en las AmDHs disefiadas por ingenieria promovié la
busqueda de dicha actividad en la naturaleza. Esto dio como resultado una investigacion en
la cual se encontraron 6 amino deshidrogenasas nativas (nat-AmDH) con una identidad de
secuencia entre 38 y 90 % entre si, lo que habla de que éstas estan relacionadas
evolutivamente.®® Recientemente, también se ha detectado dicha actividad en imino
reductasas (IREDs).*° Los primeros casos de estudio de esta actividad en dicho tipo de
enzima dieron resultados muy bajos en cuanto a rendimiento, sin embargo, fueron los que
abrieron paso al estudio de las mismas.* Luego de este intento, el grupo de Hammer,
quienes descubrieron la (R)-IRED-Sr, detectaron la actividad de aminacién reductiva de ésta
frente a benzaldehido con distintas aminas nucledfilas obteniendo resultados prometedores,
sobre todo cuando se aumentaron la relacion de equivalentes amina:cetona en una relacion
50:1 llegando a 73% de conversion con metilamina.*? Posteriormente a este resultado, varios
grupos de trabajo se volcaron en la busqueda de actividad de aminacion reductiva en imino
reductasas, encontrando que muchas de estas enzimas son capaces de realizar esta
reaccion, abarcando un amplio espectro de cetonas y aminas.*%4344 E| 2017 fue un afio de
gran avance para el estudio de este tipo de enzimas, dado que el grupo de investigacion
liderado por el Prof. Turner descubrié esta actividad en enzimas pertenecientes a hongos
del género Asperigillus. Estas enzimas tienen la capacidad de aceptar un amplio rango tanto
de cetonas como de aminas, teniendo como principal ventaja frente a todos los tipos de
enzima previamente encontrados la capacidad de realizar la reacciéon en concentraciones

equimolares (Fig. 7).4°

AspRedAm
O RH

HoN™ Pl
R1JI\H2 * . _HED R1 RE‘

(1eq.) (1eq.) NADPH NADP*
_IRED

Fig 7. Reaccion catalizada por aminasas reductivas e imino reductasas.
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ESTRUCTURA' Y MECANISMO PROPUESTO PARA IMINO REDUCTASAS CON
ACTIVIDAD AMINASA REDUCTIVA

Mediante métodos de cristalizacion y modelado molecular, el grupo del Prof. N.
Turner estudié la estructura de las RedAm, corroborando posteriormente mediante
experimentos de mutagénesis los aminoacidos esenciales para que se lleve a cabo la
reaccion. Este estudio fue realizado sobre dos enzimas homologas de la AspRedAm,
provenientes de Aspergillus terreus (AtRedAm) y Ajellomyces dermatitidis (AdRedAm).*6
Estas enzimas presentan gran similitud estructural con las IREDs?"414748 " encontrandose
también en forma dimérica y formando el sitio activo entre un extremo N-terminal con pliegue
de Rossman el extremo C-terminal del otro mondmero con un dominio helicoidal. A través
de la cristalizacion de la AtRedAm en distintas condiciones*® se detectaron diferentes
conformaciones de la proteina en presencia y ausencia de cofactores y sustratos. Las mas
distantes mostraron una rotacion de aproximadamente 14° alrededor de los residuos 175y
176, lo que indica que al igual que las IREDs presentan una forma abierta y una cerrada en
su sitio activo. Los autores, presumen que la configuracion cerrada le brinda un ambiente
mas hidrofébico al ion iminio, permitiendo su estabilizacién. A su vez, dado que el espacio
en el sitio activo es muy estrecho, favoreceria la selectividad hacia uno de los enantiémeros.
Este grupo logré cristalizar el complejo cuaternario (apoenzima, NADPH, (analogo inactivo
del NADPH), cetona y amina) lo que permitié observar la interaccién de los sustratos con la
enzima. Ademas, demuestran que el residuo Y183 es necesario para la estabilizacion de la
cetona por enlace de hidrégeno, y también lograron determinar que la densidad
electrostatica adyacente y la distancia del nitrégeno de la amina a los residuos D175 y N98
es consistente con que estos colaboran con la estabilizacién de la misma. Por ultimo,
describen la interaccién de los sistemas pi de doble enlace de la alilamina con el bolsillo que

forman los residuos L96 e 1123.

Gracias a toda la informacion obtenida de la estructura cristalina, se ha logrado
postular un mecanismo basado en el propuesto previamente para la enzima fenilalanina
deshidrogenasa (PheDH).5° EI mecanismo plantea que al unirse el NADPH a la apoenzima
ésta cambia su conformacion al estado cerrado, y la cetona pasa a estabilizarse por enlace
de hidrégeno directo o a través de una molécula de agua con la tirosina de la posicion 183.
Luego entra la amina al sitio activo siendo estabilizada por la asparagina 98 y el aspartato
175 de manera que ésta queda cargada positivamente. Posteriormente se da un ataque
nucleofilico el cual permite la formacion del ion iminio, el cual recibe el hidruro por parte del

NADPH, pasando a NADP* y liberando finalmente el producto de reaccion (Fig. 8).
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Fig 8. Mecanismo propuesto para la aminacién reductiva a partir de las
RedAm encontradas en hongos.*6

BIOINFORMATICA Y BIOCATALISIS

Es indispensable en la biologia moderna el uso de herramientas cuantitativas, la
mayoria de las investigaciones bioldgicas requieren la aplicacion de algun tipo de
herramienta matematica, estadistica o computacional para ayudar a sintetizar datos e
integrar varios tipos de informacién para responder a una pregunta bioldgica particular.5* A
pesar de que existen muchas definiciones de bioinformatica, tomaremos la definicién
propuesta por Luscombe y colaboradores: “la bioinformatica implica la tecnologia que utiliza
computadoras para el almacenamiento, recuperacion, manipulacién y distribuciéon de
informacion relacionada con macromoléculas biolégicas como el ADN, el ARN vy las

proteinas”.5?

El surgimiento de la bioinformatica fue facilitado por tres factores importantes a
principios de la década de 1960. Una coleccién en expansion de secuencias de
aminoacidos, imposible de resolver sin el poder numérico de las computadoras. La idea de
gue las macromoléculas transportan informacién unié también la computacién con la
biologia molecular. Y, por ultimo, el desarrollo de las computadoras de alta velocidad a partir
de los programas de investigacion de armas de la segunda guerra mundial permitid una
mayor accesibilidad a éstas.>® Si bien la bioinforméatica comenzé con la comparacion de

secuencias, ahora abarca una gran variedad de actividades. Es altamente interdisciplinaria,
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requiriendo al menos conocimientos matematicos, bioldgicos, fisicos y quimicos, y su
implementacion puede requerir ademas conocimientos de computacion, ingenieria quimica,
biotecnologia, medicina, farmacologia, etc.>* Si realizamos una resefia temporal,
probablemente el primer gran proyecto de bioinformatica fue emprendido por Margaret
Dayhoffin en 1965, desarrollando una base de datos de secuencias de proteinas llamada
Atlas of Protein Sequence and Structure.>® Posteriormente, se fueron desarrollando otros
grandes proyectos. Por ejemplo, se establecio el Protein Data Bank,*® se desarroll6 el primer
algoritmo de alineacion de secuencias®’ y el primer algoritmo de prediccion de la estructura
de las proteinas,®® entre otros. En la actualidad la gran capacidad de cémputo que adquirié
el hardware informatico, la facil accesibilidad a éste, y el desarrollo de técnicas como lo son
el modelado por homologia,®® el acoplamiento molecular y la dinAmica molecular,®® nos
permite trabajar en la simulacion de sistemas de miles de atomos como es el caso de los

sistemas que involucran proteinas y acidos nucleicos.6162

La bioinformética puede dividirse en dos grandes subareas, una de ellas es el
desarrollo de software bioinformatico, el cual no solo engloba el desarrollo de software sino
también de algoritmos, asi como también el curado de las bases de datos. La otra es la
aplicacion de este, que se da en tres grandes campos, el andlisis de la estructura, de la
secuencia y de la funcién. Estos campos comunmente se utilizan en conjunto para obtener

respuestas a diferentes problemas.5! Dichas clasificaciones las podemos apreciar en la

figura 9.
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BUSQUEDA DE PROTEINAS

En la década de los 90 la busqueda de proteinas se basaba en la construccion de
genotecas a partir de cepas o poblaciones de microorganismos. Basicamente, el método
consistia en la extracciéon de ADN de una o distintas poblaciones de microorganismos y su
clonado en vectores para buscar una actividad deseada. Mediante secuenciacién se
identificaban los genes de interés de los clones positivos. Si bien, este método es muy
efectivo, esta restringido a enzimas que se pueden medir las actividades (por ejemplo,
lipasas, oxidasas, etc.).5* Ademas, el rastreo se realiza sin sobreexpresion de la proteina, lo
gue resulta en una sensibilidad limitada. Se estima que la biotecnologia ha perdido hasta el
99% de los recursos microbianos existentes mediante el uso de técnicas de deteccion

tradicionales.®®

Los métodos de secuenciado han avanzado notablemente en los Ultimos afios, por
lo que se cuenta con la secuencia de los genomas de numerosos microorganismos. La
mineria de estos permite la clonacion directa de los genes objetivo y, por lo tanto, una
expresion eficaz en una cepa huésped heteréloga adecuada. Ademas, contamos hoy en dia
con bases de datos abiertas conteniendo mas de 200 millones de secuencias de diversos
origenes, lo que constituye una fuente de recursos muy interesante para la busqueda y

selecciodn in silico de proteinas.

Existen diversas formas de obtener la informacion de los genomas obtenidos o de
genomas disponibles en base de datos. Una muy interesante y util, en el caso de la
blusqueda de nuevas enzimas, es la estrategia basada en motivos conservados.®® Los
motivos conservados son patrones cortos y recurrentes en el ADN que se supone que tienen
una funcién biol6gica.®® En el caso de blusqueda de proteinas, se encuentran asociados a
familias de éstas, pudiendo discriminar en el caso de encontrar enzimas de una misma
familia que no posean dicha funcion/actividad y viceversa, aquellas que si posean la

funcidn/actividad y estan clasificadas en otra familia, o sin clasificar.

Para encontrar estos motivos, se parte de un alineamiento de secuencia multiple con
proteinas de las cuales se conoce su funcion, observando cuales son los aminoacidos
conservados en ciertas posiciones. A partir del alineamiento mdultiple de secuencias, se
utilizan los Modelos Ocultos de Markov (HMM, por sus siglas en inglés),%” el cual es un
método estadistico que busca parametros ocultos, a partir de parametros observables. Este
ofrece una gréafica con aminoacidos en cada posicion en una escala de tamafios, de forma
que las letras con mayor frecuencia en cada posicién se pueden observar de mayor tamarfio
que aquellas que poseen menos frecuencia. Hoy en dia son muy utilizados los programas

donde se les da como archivo de entrada la alineaciéon mdltiple de secuencias, y el programa,
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utilizando HMM da como salida una lista de motivos a utilizar. Un ejemplo de esto es la
herramienta PRATT desarrollada por EMBL-EBI.%8

Hipotesis: Modelo: Consultas bases

. HN"(R)
I “meE el Construir un de datos: IR-12(Grupo 4) e C@\
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Fig 10. Ejemplos de IREDs descubiertas por Wetzl y colaboradores por motivos
conservados en el dominio C-terminal de las mismas.

MODELADO POR HOMOLOGIA

La estructura 3D de una proteina representa el patron de plegado completo de la
misma. Esta se utiliza de manera mucho mas efectiva que la secuencia para comprender la
funcion de la proteina, el mecanismo de accion y sus relaciones estructura-funcion.®® Es
importante el conocimiento de las estructuras tridimensionales para analizar la ubicacion de
los amino&cidos conservados, de los sitios activos y los aminoacidos presentes en ellos.
Estos aminoacidos tendran un efecto sobre la funcion de la proteina, y pueden explicar

observaciones experimentales como especificidades de unién o propiedades antigénicas.”®

Existen dos métodos experimentales para obtener estructuras tridimensionales:
Cristalografia de rayos X y espectroscopia de resonancia magnética nuclear (RMN). La
cristalografia de rayos X es la técnica mas cominmente aplicada, lo que se demuestra por
el niUmero de estructuras resueltas: en abril de 2020 se depositaron en el banco de datos de
proteinas alrededor de 145,000 estructuras cristalinas resueltas mediante rayos X, once
veces mas que el nimero de estructuras resueltas por RMN.”? Ambas técnicas son
laboriosas, y requieren equipos costosos y procedimientos técnicos elaborados. Ademas,
muchas proteinas no cristalizan, un requisito previo para la cristalografia de rayos X,”? o no

son suficientemente solubles para los estudios de RMN.

Dado el costo y el tiempo involucrados en la determinacién experimental de
estructuras de proteinas, el desarrollo de métodos confiables para predecir la estructura

tridimensional de una proteina a partir de su secuencia resulta de gran ayuda. Actualmente
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los proyectos de secuenciacion de genomas nos proporcionan dia a dia un nimero creciente
informacién genética tanto de procariotas como de eucariotas. Se espera que la genémica
estructural produzca una gran cantidad de estructuras de proteinas determinadas
experimentalmente a largo plazo, resultando en una cobertura completa de todos los
posibles plegados. Por lo tanto, refiriéndose a las estructuras de referencia adecuadas como
base, serd cada vez mas factible generar modelos precisos para cualquier secuencia de

proteina dada.

El modelado por homologia es un método teérico para predecir la estructura 3D de
una proteina utilizando informacién estructural de una proteina relacionada llamada modelo
o template.>® Los modelos se encuentran cominmente mediante alineaciones simples que
comparan la identidad de secuencia o también mediante HMM. Generalmente una mayor
identidad de secuencia da como resultado una mayor calidad del modelo resultante. Como
regla general, el porcentaje de similitud entre la proteina objetivo y la modelo debe ser mayor
al 30%, siendo éptimo si es mayor a 40%."3

El objetivo final, es crear una estructura 3D de proteinas que sea de calidad
comparable a las estructuras de alta resolucion realizadas por técnicas experimentales,
como rayos X o RMN. Este es un proceso de varios pasos que comunmente implica
encontrar un modelo para realizar el alineamiento, el alineamiento en si, la generacién de la
estructura principal de la proteina, el modelado de bucles y cadenas laterales, la
optimizacion del modelo generado (mediante un refinado por medio de dinamica molecular)
y la validacién del modelo de homologia para detectar errores estructurales e iteraciones en
caso de que la estructura no sea lo suficientemente buena’.Una vez culminado el modelo,
se puede utilizar para diversos estudios posteriores, un ejemplo es el modelo generado de

una proteasa del nuevo SARS-CoV?2 para utilizar como blanco de farmacos (Fig. 11).

Fig 11. Dos visualizaciones diferentes del modelado por homologia de una proteasa del
nuevo SARS-CoV2 a partir de la proteasa 3CL del SARS.%
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MOLECULAR DOCKING

En muchos campos cientificos y tecnologicos existe la necesidad de disefiar o probar
moléculas para objetivos especificos. Por ejemplo, en quimica, un investigador puede estar
interesado en encontrar la proteina responsable de catalizar una reaccion para acelerar el
proceso; en medicina, los investigadores estan interesados en encontrar nuevas moléculas
o enfoques moleculares para curar enfermedades.”> Dada esta necesidad, debido al
creciente nimero de estructuras proteicas conocidas’® y el desarrollo del modelado por
homologia, las técnicas computacionales capaces de predecir la interaccion entre proteinas

y proteinas, proteinas y ligandos, etc, son de gran importancia.

El docking molecular es una técnica computacional que ayuda a comprender las
interacciones ligando-biomolécula. Puede utilizarse para el disefio y descubrimiento racional
de farmacos, asi como para el estudio mecanicista al colocar una molécula (ligando) en el
sitio de unién de la biomolécula (receptor), donde se unira principalmente de forma no

covalente para formar un complejo estable de alta eficacia y especificidad.””

La generacion de una estructura receptor-ligando in-silico implica dos componentes
principales: docking (o acoplamiento) y puntuaciéon. El docking implica un muestreo
conformacional y orientativo del ligando dentro de las limitaciones del sitio de unién al
receptor. La funcidén de puntuacion selecciona la mejor pose (es decir, conformacion,
orientacion y traslacion del ligando) para una determinada molécula. Para tener éxito, el
acoplamiento debe predecir con precision la informacién disponible experimentalmente que
se enfoca en dos puntos: la estructura del ligando (prediccion de pose) y su propension a la
unién (prediccion de afinidad).”® En el area de biocatdlisis, el docking molecular se utiliza
para predecir posibles actividades enzimaticas de diversas moléculas, asi como también su
estereoselectividad dependiendo de la pose que adquiera la misma en el sitio activo. Un
ejemplo, es el estudio de docking molecular realizado a la tolueno dioxigenasa con un
sustrato especifico, reportado de manera experimental previamente, para explicar la
tendencia al exceso enantiomerico que presenta.”? Otro ejemplo muy completo e
interesante, que utiliza basqueda, modelado y docking molecular, es el realizado por F.
Spina y colaboradores. Realizaron una busqueda de ene-reductasas en el hongo Mucor
circinelloides logrando encontrar 10 genes de enzimas putativas de las mismas, las cuales
luego se modelaron y estudiaron las diferencias estructurales de estas, viendo cual era mas

adecuada como biocatalizador mediante docking molecular.®®
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BUSQUEDA DE NUEVAS IMINOREDUCTASAS EN CEPAS NATIVAS

Previo a la realizacién de esta tesis, nuestro equipo de trabajo se adentr6 en la
busqueda de imino reductasas a partir de genomas de Streptomyces nativos secuenciados
por el grupo de la Dra. Maria Julia Pianzzola. Dada la novedad de este tipo de enzimas en
ese momento, y la poca cantidad de imino reductasas caracterizadas, la basqueda se realizé
comparando la R y S IRED publicadas por el grupo de Nagasawa, con el fin de obtener
zonas conservadas de las mismas.®18 La blsqueda de estas zonas conservadas en los
genomas nativos de Streptomyces permiti6 obtener 11 posibles candidatos, dos de los

cuales fueron descartados luego de un BLAST con secuencias de referencia.®

Las 9 potenciales IREDs de genomas nativos fueron analizadas mediante un
algoritmo de identificacion publicado por el grupo de Fademrecht.?4 Este autor establece los
motivos de unién a NADPH y a sustrato de este tipo de enzimas, ademas de dos posiciones
gue indican la estereoselectividad de las mismas. En funcién de esto nuestro equipo de
trabajo selecciono in silico 2 IRED que tienen el aminoacido que indica Fademrecht para
cada tipo de estereoselectividad (IRED S e IRED R), con el objetivo de desarrollar

biocatalizadores enantiocomplementarios.
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OBJETIVOS

OBJETIVOS GENERALES

El objetivo general en esta tesis es la busqueda, desarrollo y caracterizacion de
nuevos biocatalizadores con capacidad de sintetizar aminas quirales. Mas especificamente
los tipos de enzima con los que se trabajara son las imino reductasas y aminasas reductivas,
el primero partiendo de sustratos imina, mientras que el segundo parte de una cetona y una
amina. Dado que se cuenta con dos hipotéticas IRED (IRED S e IRED R) encontradas
previamente por el grupo de trabajo, se plantea también como objetivo la caracterizacion de
éstas. Por otro lado, dado el reciente descubrimiento y auge de las aminasas reductivas,
nos propusimos realizar la bausqueda de éstas en bases de datos utilizando métodos que
permitan ampliar la diversidad de secuencias, pero conservando los aminoacidos del sitio

activo esenciales para la actividad.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Clonadoy expresion de laIRED S encontrada en el genoma de Streptomyces scabiei
ST129 en el vector pKK223-3.

e Estudio computacional de la estructura tridimensional de la IRED R encontrada en

el genoma de Streptomyces sp. ST1020 y su sitio activo.

e Estudio computacional de la actividad IRED y RedAm de la IRED R utilizando la

metodologia de Molecular Docking.

e Caracterizacion de la IRED R clonada en pET28b(+) y expresada en E. coli.

e Bulsqueda de nuevas RedAm por el método basado en motivos conservados.

e Filtrado y comparacion de los candidatos a RedAm encontrados con enzimas

RedAm reportadas por literatura.
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RESULTADOS

CLONADO, EXPRESION Y CARACTERIZACION DE LA IRED S ENCONTRADA EN EL
GENOMA DE STREPTOMYCES SCABIEI ST129 EN EL VECTOR PKK223-3.

En este trabajo comenzamos a caracterizar las enzimas descubiertas previamente
por el grupo de trabajo IRED S e IRED R. Como primer paso, se procedio al clonado de la
enzima IRED S realizando la amplificacion del gen ST129_05383 que codifica para ésta, a
partir del ADN genémico de S. scabiei ST129 (Fig. 12). Esta amplificacion se realizé por
duplicado utilizando los primers FWRF y RVRF, los cuales poseen en sus extremos bases

nucleotidicas para la posterior insercidn en el vector pKK223-3.

————

A B MPM

Fig 12. Gel de agarosa al 0.8% para verificar presencia del producto de PCR del gen
st129 05383 mas la cola con los insertos para RF (megaprimer). 4 carriles. 1)Control
negativo 2) Duplicado A 3) Duplicado B 4) Marcador de peso molecular Gene Ruler 1 kb
Plus DNA Ladder (ThermoFisher)

El producto de PCR se purificé siguiendo el instructivo del kit QlAquick PCR
Purification Kit (Qiagen). Posteriormente se realiz6 una estimacion de la concentracion en
un gel de agarosa al 0.8% siguiendo los parametros de intensidad de banda brindados por
el marcador de peso molecular GenRuler 1 Kb Plus DNA Ladder (ThermoFisher), dando

aproximadamente 110 ng/uL (Fig. 13).
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Fig 13. Gel de agarosa al 0.8% para la cuantificacién de ADN del gen ST129 05383 mas la
cola con los insertos para RF (megaprimer). 3 carriles. 1) Marcador de peso molecular
Gene Ruler 1 kb Plus DNA Ladder 2) Duplicado A 3) Duplicado B

Para completar el clonado del inserto en el vector se realizé la RF PCR del
megaprimer con el vector original. Luego de terminada la PCR, se eliminé el vector sin el
inserto con la enzima de restriccion Dpnl, y se precipitd con ARNL.

TRANSFORMACION EN E. COLI

El vector pKK223-3 posee el gen lacZ en la ubicacion donde se realiz6 el clonado,
solo aquellos plasmidos que hayan sido insertados con nuestro producto de PCR tendran el
gen lacZ interrumpido, y se visualizaran de color blanco, a diferencia de las que no, que se
veran de color azul.® Para la transformacion en E. coli se utiliz6 la cepa JM109 y se realizé
la preparacion de las mismas siguiendo el protocolo para células electrocompetentes (BIO-
RAD). Una vez obtenidas las células competentes, se procedi6 a realizar la electroporacion
de las mismas con el vector obtenido por RFC. Los posibles candidatos positivos se aislaron

nuevamente en una Master Plate para su andlisis.

24



MINIPREP PARA EVALUAR PRESENCIA DE PLASMIDOS CON INSERTO EN CANDIDATOS

Se realizaron minipreps siguiendo el protocolo descrito en Materiales y métodos,
para los presuntos candidatos positivos obtenidos por la seleccion blanco/azul en busca de
uno de ellos que presente el vector con el inserto (Fig. 14).

MPM GC2 GC4 GC6 GC1

- . v

Fig 14. Gel de agarosa al 0.8% con corridas pertenecientes a las miniprep realizadas para
observar si hay presencia de plasmido en las muestras GC2, GC4, GC6 y GC11

En la figura 14 se puede observar que excepto GC4, el resto de los candidatos
presentaba el plasmido, aunque en este punto todavia no sabemos si este posee el inserto.
Para determinar la existencia de inserto se realizé la caracterizacion de los pldsmidos de los
candidatos GC2, GC6 y GC11 mediante PCR y analisis con enzimas de restriccion. La
confirmacion se realiz6 por PCR, por lo que si el plasmido contiene inserto debe obtenerse
un producto de amplificacion de alrededor de 950 pb. Para el andlisis de restriccion se
utilizaron las enzimas BamHI y Ncol. En caso de no poseer el inserto, BamHI cortaria una
vez dando una banda de 4600pb perteneciente el vector en estado lineal mientras que, si
posee el inserto, cortaria una vez BamHI y otra Ncol, dando 2 bandas, una alrededor de los
800 pb y otra de 5300 pb (Fig. 15c¢)
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Fig 15. A) Gel de agarosa al 0.8% de la PCR del gen st129 05383 para verificar la presencia
del inserto B) Gel de agarosa al 0.8% del corte realizado por enzimas de restriccion de los
candidatos. C) Construccién del vector pKK223-3 con la IRED S con el mapa de enzimas de
restriccion.

En los carriles correspondientes a GC2 y GC6 se observan los tres estados del
plasmido (superenrollado, lineal y circular). Esto indica que el corte con BamHI no se dio de
forma correcta. En el carril correspondiente a GC11 se observa un corte con Ncol. Ademas,
este plasmido es el Unico que dio amplificacion por PCR, por lo que se concluye que es el
Unico que contiene el inserto. Se volvié a realizar miniprep de GC11, obteniendo una
concentracion de ADN plasmidico purificado de 25 ng/uL para realizar verificacion mediante

secuenciacion.
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Fig 16. Resultados de la secuenciacién alineados con la construccién del plasmido +
inserto realizado Geneious.8¢ En dicha figura se ve el secuenciado forward, el reverse, y
por ultimo laconstruccién teérica. En laregion superior seve lacobertura del ensamblado
en azul, y laidentidad en verde.

Una vez obtenidos los resultados de secuenciacion, se ensamblaron las secuencias
obtenidas, y se compararon con la construccién del vector con el inserto realizada in silico
utilizando el programa VectorNTI.8” Se puede ver que las secuencias obtenidas dan una
identidad del 100% con el gen de la IRED S en la regién que se logra analizar con las
mismas, sin embargo, dada la baja calidad de secuenciado, no se pudo verificar la secuencia
de los extremos, lo que no permitié confirmar el 100% de las bases del gen.

En paralelo con el andlisis mediante secuenciado, se procedid a realizar
biotransformaciones para analizar la actividad imino reductasa en la enzima. Se realizaron
biotransformaciones con el sustrato 2-metilpirrolina y se procedié a hacer el analisis por
cromatografia de capa fina y de gases. Por ninguno de los dos métodos se logré detectar
presencia de producto, por lo que se decidio pasar la enzima al vector pET28b(+).Dado que
el equipo se plante6 este cambio de vector, se decidié no continuar con la confirmacion del
gen en el vector pKK223-3 mediante secuenciado, la cual se realizara sobre el nuevo vector

una vez éste sea construido.



ESTUDIO COMPUTACIONAL DE LA ESTRUCTURA TRIDIMENSIONAL DE LA IRED R
ENCONTRADA EN EL GENOMA DE STREPTOMYCES SP. ST1020 Y SU SITIO ACTIVO.

Modelado por homologia de IRED R

El modelado por homologia se ha convertido en una herramienta muy util para la
prediccion de la estructura de la proteina cuando solo hay datos de secuencia disponibles.
Para la caracterizacion computacional de la IRED R se realizé un estudio enfocado en su
estructura tridimensional y su posible actividad. Para ello se llevé a cabo modelado por
homologia de las misma mediante el programa YASARA siguiendo el procedimiento descrito

en Materiales y métodos.>®

Fig 17. Modelado por Homologia realizado para la IRED R.

Posteriormente a la realizacion del modelo, se realiz6 un refinado de la estructura
mediante una dindmica molecular de 500 ps de acuerdo al script md_refine brindado por el
propio software YASARA el cual se basa en el articulo de Krieger y colaboradores.>® Luego
de aplicar el refinado, se procedié a seleccionar la estructura PDB con mejor Z-score
(parametro utilizado por YASARA para diferenciar la calidad de las estructuras) para
posteriores andlisis. Como se puede ver en la imagen, la IRED R, cumple con las
condiciones estructurales vistas en las IRED y RedAm previamente descubiertas. Se puede
ver que es un homodimero, el cual posee en su sitio activo el extremo N-terminal de uno de
sus mondémeros formando un pliegue de Rossman de union a NAD(P)H y un dominio
helicoidal en el extremo C-terminal del otro monémero unidos por una hélice alfa. Esta
informacién nos da la pauta que a la hora de elegir posibles IRED o RedAm en los genomas

de Streptomyces fue valido el método utilizado.
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ESTUDIO COMPUTACIONAL DE LA ACTIVIDAD IRED Y REDAM DE LA IRED R
UTILIZANDO LA METODOLOGIA DE MOLECULAR DOCKING.

Molecular Docking de imino reductasas del grupo

Una vez obtenido el modelo de la estructura tridimensional de la IRED R se
procedié a realizar estudios de docking. Como control positivo, y gracias a la colaboracion
del Dr. Schrittwieser y su equipo que nos brindé un set de 15 IREDs, elegimos la IRED D.%8
La eleccion se bas6 en 2 caracteristicas, una de ellas fue que por literatura presentaba muy
buena actividad IRED, la otra fue que luego de realizar un alineamiento, esta fue la que
presentaba mas aminoacidos conservados con aquellas enzimas que presentaron mayor
actividad RedAm segun el trabajo publicado por Frances y colaboradores.*® La informacion
que nos brindan los estudios de docking que realizamos se puede utilizar para sugerir la

energia de unién, la energia libre y la estabilidad de los complejos ligando-receptor.

ACTIVIDAD IRED

Para analizar la actividad IRED se realizaron estudios de docking de tres sustratos:
clorhidrato de 6,7-dimetoxi-1,2,3,4-tetrahidroisoquinolina(1); 1-Metil-1,2,3,4-tetrahidro-beta-
carbolina(2) y 6-fenil-2,3,4,5-tetrahidropiridina(3). El método de docking utilizado fue VINA,

se realizaron 50 corridas y se las agrup6 con un RMSD maximo de 2.5 A.89

o]

g i 7\

~

Parametros 6,7-dimetoxi-1,2,2,4- 1-metil-1,2,3,4-tetrahidro- 6-fenil-2,3,4,5-
tetrahidroisoquinolina beta-carboline tetrahidropiridina

Energia de IRED R 5.2 6.4 .
IRED D 6.6 6.9 6.25
Distancia IRED R 4.0 4.4 3.6
IRED D 4.0 3.7 3.8
Constante de IRED R 11.2 2.2 1.4
disociacion

relativa

Tabla 1. Parametros para comparar la posible actividad IRED in silico utilizando la IRED D
como control positivo.
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Aminoacidos que interaccionan con 6,7-Dimetoxy-1,2,3,4-tetrahidroisoquinolina

VAL SER MET GLN  ASP  ALA = ASN  ASN GLY = ASP LEU MET =
230 240 235 236 238 239 242 92 93 167 171 174

TRP SER MET  GLN = AlLA  GLY THR  THR ILE MET  ALP LEU MET TYR
214 240 244 245 247 M3 251 95 124 125 176 120 133 134

Aminoacidos que interaccionan con 6-Fenil-2,3,4,5-tetrahidropiridina

WAL MET GLN ALA ASN ILE ME  ALA ASP LEU MET TYR

230 235 236 239 52 117 T 119 167 171 174 175
118

SER MET GLN GLY THR = ME = ASP LEU MET TYR

240 244 245 248 99 T 176 180 183 1B4
125

Tabla 2. Aminoacidos que interaccionan con los sustratos en el sitio activo para comparar

la posible actividad IRED in silico.

Como se puede observar en la tabla 1, los parametros considerados para evaluar la
posible actividad IRED en nuestra enzima de estudio fueron multiples. La energia de unién
del sustrato con la proteina (1): la distancia entre el carbono donador de hidruro
perteneciente al NADPH vy el carbono adyacente al nitrégeno que forma la imina (2): la
constante de disociacion relativa al control positivo (3). Ademas, la tabla 2 muestra los
aminoacidos que interaccionan con cada sustrato en ambas enzimas brindados por el
programa YASARA (4). La energia de unién se define como la energia minima necesaria
para separar el sustrato de la enzima, por lo que, a mayor energia se espera una mayor
estabilidad del complejo. La distancia promedio entre el carbono donador del hidruro y el
carbono que acepta el mismo oscila en 3.5y 4 A, por esto se espera que solo sean vélidos
los valores incluidos en este rango. Por ultimo, la constante de disociacion es la relacion
entre el producto de la concentracion de enzimay sustrato libres, respecto a la concentracion
de complejo enzima-sustrato, por lo que se espera que mientras mas chica sea la misma, el

equilibrio se encontrara mas desplazado hacia el complejo.
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6,7-DIMETOXI-1,2,3,4-TETRAHIDROISOQUINOLINA

Al comparar la energia de union de este sustrato con nuestra enzima en estudio
respecto al control positivo, encontramos una diferencia mayor al 20% a favor del control, lo
cual indica una posible baja actividad, o una actividad menor al control con dicho sustrato.
Si analizamos la distancia C-C podemos ver que el mejor resultado de docking en ambos
casos muestra la misma distancia. La constante de disociacion relativa al control es un orden
de magnitud mayor, esta es la mayor diferencia encontrada para todos los estudios de
docking realizados, por lo que mas alla de la distancia C-C y los aminoacidos que interactlan
en el sitio activo con el sustrato no es esperable observar actividad con este sustrato, o esta

seria muy baja.

1-METIL-1,2,3,4-TETRAHIDRO-BETA-CARBOLINE

En este caso cuando analizamos la energia de unién vemos una diferencia menor al
10% entre ambas enzimas, de igual manera la constante de disociacion se mantiene en el
mismo orden con una diferencia de 2.2 veces. Los aminoacidos que interactian con el
sustrato en cada caso lo hacen de manera similar dado que 9 de 14 son los mismos
aminoacidos o de similares caracteristicas respecto al control positivo, algo también muy
bueno. Sin embargo, la distancia C-C a de 4.4 A, es bastante mayor a la descrita en literatura
y a la obtenida en los estudios de docking realizados para el control positivo. Por este Gltimo
motivo esperamos que la enzima en estudio enzima presente muy baja actividad con este

sustrato.

6-FENIL-2,3,4,5-TETRAHIDROPIRIDINA

En cuanto al sustrato 3, la energia de unién observada en ambos casos no es
significativamente diferente. A la hora de evaluar la distancia C-C vemos que entra en el
rango de distancia aceptable para que se dé la reacciéon efectivamente. La constante de
disociacién se mantiene en el mismo orden siendo 1.4 veces mayor que la del control
positivo, y por ultimo 10 de los 13 aminoacidos del sitio activo que interaccionan con el
sustrato en el control positivo son comunes en ambas enzimas (Fig. 18). El analisis de todo
el conjunto de datos obtenidos, nos da indicio que la IRED R presente actividad frente a este

sustrato.
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_1

ASP 176

Fig 18. Imagen del ligando 6-fenil-2,3,4,5-tetrahidropiridina con los aminoacidos que
interaccionan en el sitio activo y una regién del cofactor NADPH
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ACTIVIDAD REDAM

Luego de los diferentes dockings realizados para evaluar la actividad imino
reductasa, se procedié a realizar estudios de docking en busca de actividad RedAm de
acuerdo al mecanismo presentado por Turner y colaboradores.*

Como sustrato para los docking, se utilizé propargilamina como dador de amino, y
ciclohexanona y fenilacetona como cetonas. Dado que esta actividad (RedAm) se compone
por la interaccion en el sitio activo de dos sustratos, no nos fue posible comparar energias
de union o constantes de disociacion. Por esto, decidimos evaluar in silico esta actividad en
base a dos andlisis correlacionados de docking molecular. En principio, realizamos el
docking de la cetona, buscamos que esta tuviese una posicion adecuada para formar enlace
de hidrégeno con la tirosina reportada por literatura y fijamos la cetona. Luego con la cetona
fija realizamos el docking con la amina y volvimos a ver si esta tenia alguna posible posicion
de acuerdo con la literatura interaccionando con un aspartato especifico. Si ambos sustratos
lograban estas posiciones consideramos que puede haber actividad con estos. Ademas,
dado que experimentalmente detectamos actividad en algunas enzimas cuyos resultados de
docking de los sustratos por separado no mostraron resultados favorables, y considerando
que en literatura utilizan relaciones estequiométricas donde se favorece la formacién
espontanea de la imina (50:1 amina:cetona), también realizamos el docking con la imina
formada por reaccion de ambos sustratos para evaluar si esta se posiciona correctamente

para que ocurra la transferencia del hidruro.

PROPARGILAMINA CON CICLOHEXANONA

El primer docking molecular realizado fue con la IRED R, al igual que con la IRED D,
logramos encontrar una posicién muy favorable en la que el oxigeno de la cetona queda a
2,4 A de distancia del hidrogeno del grupo hidroxilo de la tirosina 184, distancia a la cual es
muy probable que se genere un enlace de hidrogeno. Luego de esto, fijando la cetona, se
realizé el docking de la propargilamina, la cual también dio una pose muy favorable, a una
distancia de 2.9 A para la formacion del enlace de hidrogeno con el aspartato 176. Dado los
resultados obtenidos, llegamos a la conclusion de que es probable que ocurra dicha reaccién

con una buena conversion.
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Propargilamina con fenilacetona
En este docking, procediendo de la manera previamente explicada, no logramos

encontrar una posicion favorable en la cual la fenilacetona logre realizar un enlace de
hidrogeno con la tirosina 184, dado que las distancias entre el oxigeno de la cetona y el
hidrogeno del grupo hidroxilo de la tirosina superan los 5 A, a diferencia de la IRED D, la
cual tiene una distancia menor a 4 A pudiendo formar un enlace de hidrogeno. Por esto y
dado el caracter secuencial de la unién de los sustratos postulamos que dicha reaccion no

se da en la IRED R partiendo de estos 2 sustratos.

N-propargilciclohexilamina

Cuando estudiamos el intermediario imina en ambas enzimas, logramos ver que se
encuentran poses favorables para que se dé la reaccidn en estas, por lo que, si estudiamos
el conjunto de dockings realizados, con la cetona y la amina por separado, y con el
intermediario ya formado podemos considerar que es factible que se logre obtener la

actividad.

NORDEPRENIL

A diferencia del otro sustrato estudiado, cuando realizamos el docking con el
intermediario imina que forma la fenilacetona con la propargilamina, en la IRED R no
logramos encontrar ninguna pose favorable para que se dé la reaccién, mientras que en la
IRED D la pose con mayor energia de unidn es favorable para que se dé la transferencia del
hidruro, encontrandose una distancia de 3.8 A C-C. Teniendo en cuenta estos resultados,
esperamos que la IRED R no posea actividad RedAm con estos sustratos, ni con el
intermediario directo. A diferencia de la IRED D que esperamos que posea dicha actividad.
Con los datos obtenidos computacionalmente se planted la estrategia experimental para

poder comparar resultados.
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CARACTERIZACION DE LA IRED R CLONADA EN PET28B(+) Y EXPRESADA EN E. COL/

El gen de la IRED R se obtuvo mediante sintesis a traves del servicio de la empresa
GenScript.° Este gen se adquirié clonado en el vector pET28b(+), transformandose la cepa
E. coli BL21 (DE3) para obtener la cepa productora de la IRED R. Para comprobar los
resultados obtenidos in silico mediante el modelado por homologia y docking molecular de
la IRED R, se procedi6 a realizar biotransformaciones de acuerdo con cédmo se indica en
Materiales y métodos. Sabiendo que las IRED son NADPH dependiente, probamos dos
meétodos de regeneracién de NADPH diferentes para que este no limite el rendimiento de la
reaccion. Uno de ellos fue el agregado de glucosa para que a partir del metabolismo de E.
coli se regenere el NADPH que se consume por la reaccion. El otro método se basa en la
coexpresion de una Alcohol Deshidrogenasa (Ib-ADH, brindada también por el Dr.
Schrittwieser), y el uso de isopropanol como co-sustrato.®® La oxidacion de isopropanol
produce la reduccion de NADP* a NADPH, regenerando este cofactor. Los sustratos
utilizados para la actividad IRED fueron los 3 utilizados en el disefio in silico, mientras que
para la actividad RedAm se utilizé ciclohexanona y fenilacetona como sustratos cetona, y

propargilamina como sustrato amina. Los resultados obtenidos se muestran en la siguiente

tabla.
[ Eneima  [RegNADPH |1 |2 |3 & |5
Glucosa 0 0 1-2 99 0

Glucosa 2 16 16 99 67

1. 6,7-dimetoxi-1-metil-3,4-dihidroisoquinolina @\j\
2. 2. 1-methyl-3,4-dihydro-B-carboline

3. 3.6-fenil-2,3,4,5-tetrahidropiridina :
4. 4. Propargilamina + Ciclohexanona

uw

. 5. Propargilamina + Fenilacetona
o H /N o
~ x
N = 4
1 2

Tabla 2. Resultados obtenidos experimentalmente de la actividad IRED (sustratos 1,2y 3)
y RedAm (4 y 5) para la IRED R utilizando IRED D como Control positivo.

35



Efectivamente las enzimas se comportaron como esperabamos segun los resultados
previamente obtenidos en el estudio de docking molecular. La actividad IRED de la IRED R
con los sustratos 1 y 2 fue nula,en estos casos los dockings me indicaban una energia del
21% y 7% menor respectivamente comparando con el control positivo. Con el sustrato 3 se
ve baja actividad, principalmente con el sistema de regeneracion de NADPH utilizando ADH.
En este caso la energia fue tan solo de un 2% menor al control positivo, aunque se puede
observador menos cantidad de interacciones con los aminoacidos del sitio activo. Por otro
lado, la actividad RedAm frente a ciclohexanona con propargilamina fue muy buena,
logrando transformar los sustratos en la amina secundaria, mientras que con fenilacetona
no logramos observar actividad. Por esto, podemos concluir que la herramienta de docking
molecular puede ser muy valida si se tienen los respectivos controles, y si se estudian los
suficientes parametros. Sin embargo, las diferencias de energia de unién en algunos casos
pueden ser muy pequefias, por lo que esto nos indican la necesidad de validar de manera

experimental los resultados obtenidos por la misma.
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Busqueda de nuevas RedAm por el método basado en
motivos conservados

En los ultimos afios las aminasas reductivas han demostrado su utilidad en sintesis
organica. Sin embargo, la cantidad reportada es auln limitada. Con el objetivo de aumentar
la diversidad de aminasas reductivas disponibles, nos planteamos la blusqueda de estas
utilizando un método que permita detectar enzimas que presenten esta actividad pero que
estén evolutivamente distanciadas de las previamente reportadas. Para la busqueda de
nuevas proteinas por métodos bioinformaticos, frecuentemente se utilizan algoritmos de
busqueda de similitud como por ejemplo BLASTp. Sin embargo, esto tiene como gran
limitaciéon que como resultado se obtienen proteinas con alto nivel de identidad, local o total
con la que se realiz6 la busqueda, pero que sin embargo pueden no presentar la actividad
buscada. Una forma de superar esta limitante es usar algoritmos de busqueda de motivos
de proteinas como BLIMPS, HMMer, MAST, o PRATT. Al realizar la busqueda en base a los
motivos conservados entre las enzimas que presentan la actividad deseada, nos enfocamos
en las zonas que son indispensables para la reaccion, sin tener en cuenta la secuencia
global. Los resultados obtenidos en estas busquedas pueden luego filtrarse teniendo en
cuenta la presencia de aminoacidos esenciales para la catalisis en el sitio activo, para

aumentar las probabilidades de encontrar enzimas con la actividad deseada.

Se utilizé esta estrategia para la busqueda de nuevas aminasas reductivas. Los
motivos conservados se elucidaron utilizando como modelo 9 de las 10 mejores secuencias
aminoacidicas con mejor actividad aminasa reductiva en el trabajo reportado por Frances y
colaboradores,*®* y 3 aminasas reductivas de hongos descubiertas por Turner vy
colaboradores.*® Con la secuencia de aminoacidos de estas enzimas se realizé una
alineacion de secuencias multiple en MEGA X utilizando como software de alineamiento

MUSCLE con su configuracion preestablecida.®t

Species/Abbry s || 2] . o [ ]| |e|e]e|e]e

1.R044 |- - - wK LB Jv RuBE AL AB8LL vWN R PLARL VEEAviABE 1 vllv
2. R047 uSPAA@APvEV LMBEALAAAF I K VN R LlA ABKA ISABPLY IVCY
3 R0&2 0 - - - MKR IV L R M ALARALLHA V| R KA PLAAL VLEAVNAA v
4ROSO - - MKLII vV RMESALARALLR VWNR VLEALNAAE! 11V
SROSE  ------ m@rA I BVLEMBRMESALAHALLKA VWNR VR AVAA 1V 1V
B.ROSE |- - - -- Wi SHvevLEgABRM 1 ARFLLPR VWNR LV
TROG1 - - MKPSHEVL RME@SALARALL@A VWNR VR AI 1V 1V
8.R066 |- - - - MKRPVCVL RM IAR.LLKA v R 11FV
9ROT7 |- - MKP. Bve RUGSALARALLEA VWN R VR@A | v ivEY
10. AdRedAm PV.VVF LB AM A LA FLRK v R AAAA LL||C.L
1. AtRedAm | LBAnETAMATEF LK VWNR IPAAIAABIPLLIFCLL
12 AmRed t |- - - - - - W KHI I FELBAMEBTALAAKY LEH VN R ISEEVEANBL oL ALR

Fig 19. Alineacion de secuencias multiple de las RedAm seleccionadas.
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A partir del alineamiento multiple obtenido, el mismo se utiliz6 como datos de entrada
para la aplicacion PRATT(EMBL-EBI) la cual, a partir del alineamiento multiple, brinda una
lista de motivos conservados en orden de una puntuacion establecida por la aplicacion.®® La
misma nos brindé como mejor patrén el siguiente: YXDGAI[ML]AXPx.IG. A partir de este
motivo conservado obtenido por PRATT y el motivo VWNRT de unién a NADPH previamente
obtenido por literatura, se realiz6 una busqueda basada en motivos conservados en
ScanProsite (aplicacién de ExPASYy) la cual toma como base de datos UniprotKB (SwissProt
y TrEMBL).84%292 Mediante la busqueda realizada se detecté 186 posible secuencias
candidatas. Para depurar estos resultados, se alinearon dichas proteinas con las que se
utilizaron como modelo para para encontrar los motivos. Mediante el criterio elucidado por
Frances y colaboradores a través del cual detecta AA imprescindibles para la reaccion de
aminacion reductiva, se descartaron todas aquellas que no presentaban en el sitio activo las
caracteristicas quimicas adecuadas para realizar la reaccion de interés. Este andlisis dio
como resultado un total de 28 candidatos.*3

Species/Abbrv
1. AtRedAm

2. AdRedAm

3. AspAmRed
4. IR044

5. R04T

6. R048
7.R050

8. IR0S6

9. R0S8

10. IR0&1

11. R086

12. IROT7

13. ADAD21X4V0
14. ADAOQSDDH3
15. ADAQOTBXUGT
16. ADAQTEXX91
17. ADAOTEZHDS
18. ADA1AST331
19. ADA1BICT
20. ADA1COSTYS
21. ADAIC2EATS
22. ADATEIVDGO
23, ADA1G4QSNS
24. ADA1GEX4GE
25. ADATGSAPIE

FLHAffaLvRE- VEAREF - LBLLAPBLEAn
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Fig 20. Alineacion de secuencia multiple de las utilizadas junto con las encontradas. En
negro estdn enmarcados los aminoacidos que se encuentran conservados en el sitio
activo de la enzima.
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FILTRADO Y COMPARACION DE LOS CANDIDATOS A REDAM ENCONTRADOS CON ENZIMAS
REDAM REPORTADAS POR LITERATURA

Con las secuencias obtenidas se realizé un arbol filogenético utilizando el programa
MEGA X para conocer la distancia evolutiva entre nuestros posibles 28 candidatos, las 9
imino reductasas encontradas por el grupo, y las 13 obtenidas de literatura.®* El andlisis de
este arbol nos ayudard a seleccionar secuencias candidatas interesantes para ser

estudiadas experimentalmente en el futuro.

j“:r\r W/f
\\

~
N

Fig 21. Arbol filogenético de las RedAm reportadas por Turner en rojo, las RedAm
reportadas por Frances en verde, las 9 IREDs encontradas por nuestro grupo de
trabajo en amarillo, con un marco negro aquellas que fueron clonadas y, por altimo,
los candidatos encontrados en la busqueda se encuentran sin referencia. El
Outgroup utilizado es una 3-hidroxibutirato deshidrogenasa marcada en negro.
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La busqueda de nuevas enzimas utilizando motivos conservados nos permitio
aprovechar la informacién sobre las RedAm reportadas previamente para obtener una gran
diversidad de posibles nuevas enzimas de este tipo, que se puede observar en el arbol
filogenético. Algo importante que este arbol nos permite comparar son las IRED encontradas
previamente por nuestro grupo de trabajo en los genomas de cepas de Streptomyces
nativas. Estas se encuentran estrechamente relacionadas, lo cual tiene mucho sentido dado
gue provienen del mismo género. A su vez tienen una gran similitud en cuanto a la totalidad
de la secuencia con las reportadas por Turner y colaboradores,*® aunque no asi en su sitio
activo, repercutiendo en su actividad RedAm como pudimos ver en los ensayos con las dos
enzimas estereocomplementarias clonadas por nuestro grupo. En cambio, nuestro método
de busqueda de nuevas RedAm, nos permitié obtener una gran diversidad de secuencias,
gracias a que nos basamos en motivos conservados y no en secuencias completas. Estas
ocupan un amplio rango evolutivo, pero todas ellas cumplen con la estructura comudn de las
IRED-RedAm, principalmente el sitio de unién a NADPH y la similitud del sitio activo,

manteniendo conservados aquellos residuos esenciales para la actividad RedAm.
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CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

Se efectu6 el modelado por homologia de la IRED R clonada proveniente de las
nueve potenciales IRED encontradas en Streptomyces spp. Luego de obtener el modelo, se
realizé el estudio de docking molecular para estimar su actividad con diferentes sustratos
previo a la prueba en el laboratorio. El estudio computacional de IRED R logré predecir parte

de la actividad obtenida tanto IRED como RedAm.

Se logré clonar exitosamente la IRED S en el vector pKK223-3 aunque no se
observoé actividad de esta en dicho vector. Se realizé el estudio de actividad IRED y RedAm
de la IRED R clonada en pET28b(+) con diferentes sustratos obteniendo baja actividad
IRED, pero buena actividad RedAm la cual actualmente esta siendo aplicada a la sintesis
de precursores de farmacos. Se realiz6 una busqueda basada en motivos conservados de
enzimas con actividad RedAm a partir de enzimas previamente reportada por literatura. Tras
la construccidn de un arbol filogenético se logré ver que obtuvimos un gran abanico de
candidatos evolutivamente distantes, lo cual era uno de los objetivos de la basqueda. A su
vez se compararon las 9 enzimas encontradas por el equipo de trabajo provenientes de
Streptomyces spp, cuyo genoma fue secuenciado por el grupo de la Dra. Ma. Julia
Pianzzola. Estas Ultimas estan todas estrechamente relacionadas entre si, algo légico

proviniendo del mismo género.

Como perspectivas a futuro proponemos realizar un estudio in silico mediante el
modelado por homologia y docking molecular de todos los candidatos obtenidos en la
busqueda por patrones. Aquellos que muestren resultados de docking prometedores con
algunos sustratos para actividad IRED o RedAm, se utilizaran para estudios de dindmica
molecular de los mismos que permitan conocer la estabilidad del complejo enzima-sustrato.
Finalmente, para aquella enzima con la cual tengamos mejores resultados se clonara en el

vector de expresion en bacterias pET28b(+) y se realizaran pruebas de actividad in vitro.
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MATERIALES Y METODOS

METODOS MICROBIOLOGICOS

La triptona y el extracto de levadura utilizados para la preparacion de medios de
cultivo se compraron de Oxoid. El agar, la glucosa y la o-lactosa se adquirieron de Sigma.
Las sales para los medios de cultivo y el SDS se obtuvieron de Sigma, Drogueria Paysand
y USbiological. Y los antibidticos se adquirieron de Amresco y AppliChem.

Para la manipulacion de las cepas se utilizaron las técnicas estandar de
microbiologia. EI medio utilizado para cultivo de las cepas de E. coli en placa fue Luria
Bertani (LB) con una adicién de agar bacteriologico al 1.5%, los medios liquidos utilizados
fueron LB y medio de autoinduccion (AIM). A las cepas que contienen plasmidos con
resistencia a antibiéticos se les afiadio ampicilina 200 pg/mL y/o kanamicina 50 pg/mL. El
mantenimiento a corto plazo de éstas se realiz6 en placas de LB selladas con Parafilm y

almacenadas a 4°C. El mantenimiento a largo plazo se realiz6 en caldo LB y glicerol al 15%

almacenadas en freezer a -70°C.

endAl, recAl, gyrA96, thi, hsdR17 (r«—, mk+), relAl, supE44, A(lac-
proAB), [F" traD36, proAB, lagliZAM15]

F-ompT [lon] hsdSg(rs-me-; una cepa de E. coli B) con DE3, un profago

que posee el gen de la ARN polimerasa de T7

[F-mcrAA(mrr.hsdRMS-mcrBC) @80lacZAM15 AlacX74 recAaraD139
A(ara-leu)7697 galUgalKrpsLendAl nupG]

Tabla 3. Cepas de E. coli utilizadas
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PROTOCOLOS COMPUTACIONALES

A partir del top 10 de imino reductasas con mejor actividad aminasa reductiva de
Frances y colaboradores, y las 3 aminasas reductivas de hongos descubiertas por Turner et
al., se realiz6 una alineacion de secuencias multiples en MEGA X utilizando como método
de alineamiento MUSCLE con su configuracion preestablecida (Fig. 22).°%°* De alli se
obtuvo el alineamiento multiple que se utilizé6 como entrada para la aplicacién PRATT. Dicha

aplicacion nos brindé como mejor patron YxDGAI[ML]AXPx.IG.

[E] MUSCLE Alignment Options X
Option Setting
GAFP PENALTIES
Gap Open |-290
Gap Extend 0.00
Hydrophobicity Multiplier |1.20
MEMORY/ITERATIONS
Max Memory in MB 2048
Max Iterations 16
ADVANCED OPTIONS
Cluster Method (Iterations 1,2) UPGMA
Cluster Method (Other Iterations) |UPGMA
Min Diag Length (Lambda) |24

7)) Help Reset ¥ | Cancel

Fig 22. Parametros utilizados para el alineamiento con
MUSCLE

Se hizo una blsqueda basada en motivos conservados en ScanProsite, la cual toma
como base de datos UniprotKB (SwissProt y TrEMBL).?2% Como motivos conservados se
utilizaron el obtenido por el software PRATT 2.1, y el obtenido por literatura de Fademretch
y colaboradores.?* Los resultados se filtraron siguiendo el criterio aplicado por Frances y
colaboradores. para enzimas con actividad Redam basado en residuos homadlogos en el sitio

activo.*3
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Ranking IRED 93 169 177 210 239 240
[459 R8s s b w w A H
409 IR&7 T D W M V H
399 RSO S D W W P H
398 IR44 5 D w W A H
384 WR77 S D W W P H
374 RS S D W W P H
347 RIS D W W P H
2325 IR66 S D W L A H
226 RIS Y L M M M
21.4 IRS8 S D w L A H

Fig 23. Ranking top 10 IREDs con actividad RedAm.

Se muestran los

residuos homologos a

los

considerados esenciales en AspRedAm

Para conocer las distancias evolutivas de las secuencias se realiz6 un arbol

filogenético en MEGA X, buscando primeramente el mejor modelo para proteinas teniendo

en cuenta que sera utilizado el método estadistico de maxima verosimilitud.®* Para el mismo

se siguieron los siguientes parametros.

Phylogeny Reconstruction |
Option

ANALYSIS

Statistical Method —3

PHYLOGENY TEST

Test of Phylogeny -

No. of Bootstrap Replications -

SUBSTITUTION MODEL

Substitutions Type -
Model/Method -

RATES AND PATTERNS

Rates among Sites —3

No of Discrete Gamma Categories -

DATA SUBSET TO USE

Gaps/Missing Data Treatment -

TREE INFERENCE OPTIONS

ML Heuristic Method =
Initial Tree for ML —

Branch Swap Filter -

SYSTEM RESOURCE USAGE

Number of Threads —

Setting

Maximum Likelthood

Bootstrap method

1000

Amino acid

WAG model

Gamma Distributed (G)

5

Complete deletion

Nearest-Neighbor-Interchange (NNJ)

Make initial tree automatically (Defautt - NJ/BioNJ)

None

Fig 24. Parametros utilizados para realizar el arbol

filogenético
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Luego de esto, con estas secuencias se procedié a eliminar todas aquellas que
estuviesen repetidas y realizar el modelado por homologia de las mismas, y de las poseidas
por el grupo de trabajo. EI modelado por homologia se llevo a cabo en el programa YASARA

siguiendo los siguientes parametros.>°

% Set homology modeling parameters £
Select the maximum allowed values for these parameters:
PSI-BLAST iterations PSI-BLAST E-value Oligomerization state
A A A
3 0.1 4
v v Vv
Templates... ..with same sequence Alignments per template
A A A
5 1 5
v v v
Modeling speed: Terminal extension Loop samples
A A
O Fast Slow 10 50
O, ” ¢
Selection of template residues to delete Use PSSP
ok

Fig 25. Parametros utilizados para realizar el modelado por
homologia en YASARA.

Posterior a tener el modelo por homologia hecho, se realiz6 un refinamiento de la
estructura mediante una dinamica molecular de 500 ps en una caja de agua, tomando fotos
a intervalos de 25 ps, a un pH=7.4, 25°C y el campo de fuerza YAMBERS3 de acuerdo al
script md_refine brindado por el propio software YASARA el cual se basa en el articulo de
Krieger y colaboradores.>® De cada modelo realizado se procedi6 a obtener la foto con mejor
Z-score para posteriores andlisis. Teniendo en cuenta las enzimas propias que ya posee el
grupo de trabajo se procedio a realizar docking molecular de las mismas con diferentes
sustratos que cuenta con stock el grupo de trabajo, El método de docking fue VINA, se

realizaron 50 corridas y se las agrup6 con un RMSD méaximo de 2.5 A 8
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PROTOCOLOS EXPERIMENTALES

RESTRICTION FREE CLONING

PCR del gen con Phusion.%%:

1. Se prepararon las reacciones de PCR segun la siguiente tabla de componentes y

voliumenes.

54

20

10

10

* Se utilizaron aproximadamente 10 ng de ADN gendmico o vector por reaccion de 100 uL.

Los primers utilizados fueron los siguientes:

GGATAACAATTTCACACAGGAAACATGCCCGCACACATC

GAAAATCTTCTCTCATCCGCCGACGAGGGAAACCCCGAC

46




2. Se establecit la temperatura y tiempo de cada ciclo (25 a 30 ciclos):

20°C

3. Se purificaron los productos en gel de agarosa, y luego se recuper6 el ADN utilizando el
kit Freeze and Squeeze (BIO-RAD).%”

4. Se consideré que el rendimiento en general no supera el 30%, por tanto, sélo

se purifica si se tiene suficiente cantidad de ADN, sino repetir PCR y purificar todo

junto.

5. Se verificé producto por electroforesis en agarosa (3 ulL/reaccién) y se cuantifico por

comparacion con un estandar de peso molecular.

RF PCR.

6. Se utilizaron 30 ng de ADN molde o vector a amplificar y 120 ng del megaprimer o
amplicén obtenido en el punto 2. Dado que es una PCR sin primers, el producto

de la primer PCR hace las veces de primer.

7. Se digiri6 con Dpnl utilizando 100 pL de producto de RFPCR, 97uL de buffer y 3 uL de
Dpnl (20 U/uL), e incubando a 37°C, 5 hs. Inactivar Dpnl a 80°C, 20 min.

8. Se precipitd con una solucion de tRNA, utilizando 50 pL de muestra digerida con DPNI,
50 pL de solucion stock de tRNA 0.2 pg/pL, 100 pyL de agua Milli-Q y 500 pL de etanol
absoluto.

9. Se transformé E. coli por electroporacion. (las células tienen que tener una eficiencia de

aproximadamente 10°).

PREPARACION DE CELULAS COMPETENTES

1. Se inocularon 5 mL de medio LB con una colonia aislada en placa de células de E. coli
BL21(DE3) (New england BioLabs Inc.). Se incubd el precultivo a 37°C, a 150 rpm durante
24 hs.
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2. Se resuspendio el volumen de precultivo para una concentracién 1/100 en LB (sin sal) y
se incubd a 37°C, 150 rpm hasta una OD=0.4-0.5, Luego se coloc6 en hielo y se mantuvo
en frio.

3. Se centrifugd a 4 °C, 4000 rpm, 15 min. Se descartd el sobrenadante y se resuspendié
en 100 mL de Agua Mili Q.

4. Igual al paso 3, pero se resuspendié en 50 mL de Agua Mili Q.

5. Se volvié a realizar el paso 3, pero se resuspendio en 10 mL de Agua Mili Q.

6. Finalmente se siguié nuevamente el paso 3 y se resuspendié en 250 uL de Agua Mili Q.

TRANSFORMACION DE E.COLI POR ELECTROPORACION

7.Se transfirieron 40 uL de células competentes a eppendorf y se rotularon. Se agregaron 2
puL de ADN y se colocé la mezcla en celdas de electroporacién de 2 mm pre-enfriadas.

8. Se electroporé con programa EC2 (2.5Kv durante 5 ms)

9. Se agregd 1 mL de SOC e incub6 a 37°C, 1 hs.

10. Se sembraron 100 pL en placas (LB + AMP/KAN 50 pg/mL + X-gal 40 pL/placa +

IPTG 4 ulL/placa) y se incubaron a 37°C, 48 hs.

EXTRACCION DE ADN PLASMIDICO EN E. COLI

1. Se inocularon 5 mL de LB + amp con una colonia de E. coli que contiene el plasmido de
interés. Se incub6 a 37°C,

2. Se transfirio 1.5 mL de cultivo a un tubo eppendorf estéril.

3. Se centrifugé a 4°C, 4000 rpm, 10 min. Se descarto el sobrenadante.

4. Se agreg6 1.5 mL de cultivo y se centrifugd a 4°C, 4000 rpm, 10 min. Posterior a esto se
descarto el sobrenadante.

5. Se agregaron 300 pL de solucién |y se homogeneiz6

6. Se agregaron 300 pL de solucion Il y se homogeneizo.

7. Se agregaron 300 pL de solucion Il y se homogeneizé

8. Se centrifugd a 4°C, 12000 rpm, 5 min.

9. Se extrajeron 400 pL de sobrenadante y se igual6 el volumen con una soluciéon de
fenol:cloroformo:alcohol isoamilico proporciones 25:24:1.

10. Se centrifugé a maxima velocidad, 5 min.

11. Se recuperaron 300 pL de la fase acuosa

12. Se precipité agregando 2.5 volimenes de etanol absoluto y 0.025 volimenes de cloruro
de sodio 5 molar (en este punto se puede guardar).

13. Se recolecto el precipitado por centrifugacion a 4°C, a 13000 g, 5 min.

14. Se removi6 sobrenadante y se le agregaron 300 pL de etanol 70%
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15. Se sec6 totalmente en estufa o termoblock y se resuspendié en 20 L de buffer TE.

LISADO QUIMICO DE CELULAS PARA VER PERFIL DE EXPRESION DE PROTEINAS

A partir de un cultivo de interés en medio de autoinduccion o LB y antibiético inducido a 28
°C, se sacaron muestras de 0.5 mL a0 hs, 24 hs 'y 48 hs.

1. Se centrifugaron 0.5 mL de células a 4000 g en eppendorf por 15 min, se descartd
sobrenadante. En este punto se puede parar y congelar las células.

2. Se resuspendieron en 0.5 mL de buffer de lisis.

3. Se puso en agua-hielo o bloque frio, se agregd 1 mg lisozima/mL de suspensién y se
mezclé suavemente cada unos minutos, durante 30 min.

4. Se agregaron 0.05 mL de [Tritdn X-100] 10 %/mL. Luego se mezclé suavemente cada
unos minutos, durante 15 min.

5. Se centrifugd a 13000 g, 4 °C, 25 min y se separo6 el sobrenadante a otro eppendorf. Esto
seria la fraccion soluble.

6.Se disolvio la fraccion insoluble en 1 mL y se diluy6 en relacion 1:5 muestra:buffer, se
calent6 a 100°C, 5 min.

7. Se sembraron en gel 20 pL de la fraccion soluble y 10 pL de la insoluble.

8. Se corrid en la cuba de electroforesis a 100 mv, 2-2.5 hs.

9. Se tifié con azul de Coomassie 2 hs.

10. Se destifi6 con solucién 7:2:1 HO:Isopropanol:Ac. acético glacial.
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BIOTRANSFORMACIONES CON CELULAS ENTERAS EN SISTEMA DE CELULAS EN REPOSO

1. Se afadieron al medio de cultivo estéril los componentes necesarios (antibiéticos,
azucares, etc.)

2. Se inocul6 el medio con cultivo fresco con una colonia aislada de la cepa a estudiar y se
incubd en shaker a 37°C, 150 rpm. durante toda la noche.

3. Se inoculé el volumen de precultivo para una concentracién 1/100 en LB o AIM a 37°, 150
rpm, hasta una OD=0.4-0.5.

4.Se indujo de ser necesario (e.g., IPTG, AHT) y se dejo incubando durante un tiempo
adecuado.

5. Se tomaron 500 yL de muestra para posterior analisis de expresion de proteinas.

6. Se rotul6 y peso tubos de centrifuga estériles.

7. Se transfirieron los cultivos a los tubos y se centrifugaron a 4000 g, 15 min. Se descartaron
los sobrenadantes.

8. Se resuspendieron en 50 mL de buffer de lavado y se volvié a centrifugar a 4000 g, 15
min. Se descartaron los sobrenadantes.

9. Se pesaron los tubos y se calculd la cantidad de biomasa obtenida.

10. Se resuspendieron en buffer de reaccién para dar una suspension de aprox. 110 mg
biomasa/mL.

Volumen de resuspensién = biomasa (mg)/110

11. Se larg6 cada reaccion por duplicado.

Componente Concentracion final Volumen
Biomasa 100 mg/mL 460 pL
Glucosa 2 % miv 25 pL
Isopropanol 5% viv 25 pL
Sustrato 250 mM en DMSO 5 mM 10 pL

12. Se basificaron las reacciones con 100 pL de NaOH 10 M.

13. Se agregaron 750 uL de AcOEt.

14. Se agit6 en voértex 10 segundos y centrifugar.

15. Se separaron 500 L a un eppendorf con una punta de espéatula de Na.COs3 para secar
el AcOEt.

16. Se agit6 en voértex 5 seg. y se dejé reposar 5 min. Luego de esto se centrifugd.

17. Se separaron 400 pL a un vial ambar rotulado con tapa para inyector automatico.

18. Se agregaron 50 L de solucién stock de estandar interno.
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MEDIOS DE CULTIVO Y SOLUCIONES

e Luria Bertani(LB)

LI ] ] = TSR 10g
Cloruro de SOI0 .....coeeviiiiiiiiiieie e 59
Extracto de levadura .........cccccceeeviviiiiiiniee e, 5g
Agua destilada .........ccceeiiiiiiiii 1L

e Medio de Autoinduccion (AIM)

LI ] ] 0] = N 10g
Extracto de levadura ..........ccccceevvvieeiiiiene e 5g
Sulfato de amonio .......coovecevviieeeee e 3.3g
Fosfato de potasio MonObASICO ..........cccceeeviuveennnns 6.5g
Fosfato de potasio dibasiCo .........cccceecvveeeviciieeenns 7.19
O-LACLOSA ...vvvvviiiiiiiiiiiiii i 2.0g
Sulfato de magnesio .........ccccvveeeeeeeevirciiieeeeeeen 0.15¢g
€118 (o0 L PRI 0.5g

1000x Mezcla de elementos traza en H20 (FeCl3-6H20, MnCl2-4H20
8.87mg, ZnS0O4-H20 13mg, H3BO3 2mg, CoS04-7H20 1.1mg, CuS0O4-5H20

14mg, NiSO4-6H20 10mg, Na2MoO4 190.3mg)............... ImL
e SOB
QL] 0 1o g - NSRRI 1g
Extracto de levadura...........cccccceevviiiiiiienieee e, 0.25¢g
Cloruro de SOdi0 .....cccoeveeeeiiiiiieeiieee e 0.025¢g
Agua destilada .........cccvviieeeeiiie e, 50mL

AjustarapH 7.0

e SOC
SOB ESAIl ..o 5mL
Cloruro de magnesio .........cccevveeviieeeiieeeniee e, 50 uL
Sulfato de magnesio .........cccccveeeeeeee e, 50 pL
Glucosa 20 % eSteril .......ccceeeveiiiiieiieeeeeen, 100 pL
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Soluciones y reactivos

e Solucion |

(][5 ToT0 - 50 mM
IS O TR 25 mM
E DT A e 10 mM

e Solucion Il

[N = 1O ] = IR 0.2N
S S 1% miv

e Solucioén 1l

5 M KCH3CO2 (Acetato de Potasio) .................. 60 mL
Ac. acético glacial ...........ccocveveeeevieierierennn 11,5 mL
Agua destilada .........cccceeviiiiiiiiie e 28.5 mL

e 10x Buffer Tris Borato (TBE)

THS DASE eeeeiieee e 108 g
ACIHO DOFICO .o 559
EDTA OS5 M .o 40 mL
Agua destilada..........ccceeeriiiiiiiieee e csp. 1L

e 5x Buffer de carga (ADN)

Azul de bromofenol.........ccoovveeeeeeieieeeeeeeen, 0.25%
€] [To7<T {0 30%
Agua destilada

e Solucién stock de ampicilina 50 mg/mL

AMPICIIING ..ovvveeeeeeci 05¢
Agua milli-Q CSP. .evereieiiieeie e 10 mL
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Solucién Stock de Kanamicina 5 mg/mL

KanamiCiNa..........ceeveeeviiiiriiiieiee e e e e 0.1g

Agua Milli-Q .eoooieiieiieiie e csp. 20 mL

Fenol:Cloroformo :Alcohol Isoamilico:

FENOL..coiiii i 25 partes
Cloroformo .......ccooeeeie e 24 partes
Alcohol 1IsoamiliCo.........ccccocvveeeiiiiee e, 1 parte

Buffer de reaccién (Tris-HCI 100mM pH 7.5):

THS DASE ..eeeiiiiiee e 12.11g
o [ hasta pH 7.5
Agua destilada.........ccoceeeriiiiiiiiii e csp. 1L

2x Buffer de carga (Proteinas):

Buffer TrissHCLOS M pH 6.7.......cccvvvieeeee, 3.75mL
€11 Tod =T o] SRR 3 uL
B-mercaptoetanol..........cccovieeiiiiiiee e, 0.3 uL
S S e 06g
Azul de bromofenol.........cccccoeeveeiiiieeee e, 10 mg
EDT A 1.5uM
Agua destilada ..........ccccveeveieiiieeen csp. 10 mL

Solucién de tRNA 0.2 pg/uL para precipitacion

Solucién stock tRNA 10 pg/pL oovceveeeeviiieeeee, 20 pL
Agua Milli-Q ..o csp. 1 mL
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