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Resumen

En los ultimos afos las biotransformaciones se han vuelto parte importante de la
quimica sintética dadas las grandes ventajas que se le conocen, no solo por las condiciones
suaves de reaccidn requeridas y la gran versatilidad que presentan; sino también por su alta
quimio, regio- y estereoselectividad. Esto permite realizar transformaciones especificas sobre
los sustratos y obtener productos que muchas veces no son accesibles por métodos clasicos, y
principalmente permite obtener compuestos enantioméricamente puros de gran interés a

nivel industrial.

Entre las principales transformaciones en quimica organica se encuentran las
reacciones de oxidacién, lo cual ha impulsado el estudio de las oxidorreductasas como
biocatalizadores de interés, y es dentro de este grupo que se encuentran las dioxigenasas tipo
Rieske con las que se trabajé en esta tesis. Estas enzimas catalizan el primer paso para la
degradacién de compuestos aromdticos en bacterias, cuando son utilizados como fuente de
carbono y energfa. En 1968 el grupo del Dr. Gibson describié la actividad dioxigenasa en una
cepa mutante de Pseudomonas putida y a partir de ese momento comenzaron los estudios de
esta vasta familia de enzimas, a la cual se le reconocié un gran potencial en quimica sintética

siendo utilizadas hasta el dia de hoy para la produccién de materiales de partida quirales.

De los diferentes miembros de dicha familia de enzimas, el sistema Tolueno
Dioxigenasa (TDO) es uno de los mds utilizados a escala preparativa, pero no el mas estudiado
en cuanto a estructura del sitio activo y posible alteracién de su regio- o estereoselectividad.
En esta tesis se abordd el estudio de tales aspectos, seleccionando por alineamiento de
secuencias aquellos residuos del sitio activo identificados como claves en otras enzimas tipo
Rieske, como Naftaleno - y Bifenilo Dioxigenasas (NDO y BPDO). El desarrollo de cuatro
variantes de TDO (Q215A, 1324F, T365N y F366V) permitié evaluar la influencia de estos
residuos en las propiedades de la enzima, identificando algunos importantes para la quimio-

y estereoselectividad de la reaccién de dihidroxilacién. A su vez, se desarrolld el primer



modelo computacional del sitio activo de TDO, lo cual constituye una herramienta de suma
importancia, tanto para la comprensién de los resultados obtenidos como para el desarrollo

de trabajos futuros en el drea.

Por otra parte, se reportan aqui nuevas actividades para las dioxigenasas tipo Rieske.
La de mayor interés se relaciona con la capacidad de descomponer azidas orgédnicas a nitrenos
através del atomo de hierro que poseen en su sitio activo, y la posibilidad de que estos tltimos
se inserten en enlaces C-H catalizando la aminacién directa de los mismos. La importancia de
esta nueva actividad es destacada teniendo en cuenta el fuerte desarrollo de procedimientos
para la aminacién de enlace C-H en la quimica orgénica sintética moderna. Tras estudiar
distintas dioxigenasas en reacciones de aminacién intra- e intermoleculares, se encontré que
NDO es el mejor biocatalizador para este tipo de reacciones obteniendo un 40 % del producto
de aminacién intramolecular al utilizar 2,4,6-triisopropilbencen-1-sulfonilazida como
sustrato. Se desarrollaron ademds bibliotecas de mutantes de esta enzima las cuales se
encuentran disponibles para ensayar en reacciones de funcionalizacién C-H intra- e
intermoleculares, asi como en reacciones de dihidroxilacién de arenos en busca de regio- y/o

estereoisdmeros de los productos obtenidos con la enzima nativa.
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1. Introduccién General

1.1 Biocatalisis como herramienta de sintesis organica

La investigacién moderna en sintesis orgdnica ha puesto especial interés en las tltimas
décadas en la transformacién de compuestos orgdnicos mediante el uso de diversos agentes
bioldgicos denominados biocatalizadores (enzimas, células procariotas o eucariotas, tejidos
de origen animal o vegetal, hongos o esporas, etc.). Estos procesos son a menudo referidos
como biotransformaciones o bioconversiones, y constituyen una interesante herramienta
para la produccién de nuevos compuestos por la gran variedad de reacciones que se pueden
catalizar. En estos procesos, los biocatalizadores son utilizados para convertir un compuesto
orgdnico mediante una o varias reacciones enzimaticas, por lo que los procesos de
biotransformacién involucran a los campos tanto de microbiologia, bioquimica y biologia
molecular asi como quimica orgénica, en lo que respecta a comprender las condiciones para

mejorar o cambiar la habilidad de transformar un compuesto en otro.!

En este sentido, la biocatdlisis surge como una alternativa a la quimica sintética clésica
ya que supera algunas de las desventajas que esta tiene, impulsada sobre todo por la bisqueda
de procesos sustentables y mas amigables con el medio ambiente; y en los dltimos 30 afios, ha
evolucionado de tal manera que, comenzando como una ciencia exploratoria inspirada en la
naturaleza se ha convertido en un pilar en la sintesis de productos quimicos

enantioméricamente puros.’

A finales de los 80, se introdujo el concepto de Factor de Impacto Ambiental (factor E =
kg residuo/kg producto) para evaluar el impacto de los procesos quimicos sobre el ambiente.
En 1992 se calculd el factor E para distintas industrias quimicas, revelando que la industria
farmacéutica era la que tenfa un factor mayor y por tanto un impacto negativo en el entorno.
En 1998, Anastas y Warner desarrollaron los 12 principios de la “Quimica Verde” para promover
procesos quimicos de manufactura verdes y sustentables, y a partir de alli, estos criterios han

sido altamente recomendados para la industria farmacéutica de forma de resolver algunos de
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los grandes problemas medioambientales generados por la misma.’ Por otra parte, el
descubrimiento de que los distintos enantiémeros de un compuesto pueden tener
propiedades farmacoldgicas, farmacocinéticas y farmacodindmicas muy diferentes, ha
incrementado la demanda de productos quirales enantioméricamente puros en este sector

industrial.*

En este sentido, la biocatalisis se presenta como una tecnologia sumamente atractiva
siendo ambientalmente mas segura al reducir la cantidad de desechos que se generan y
evitando el uso de metales preciosos como paladio, platino o rodio. Estos metales son comunes
en los catalizadores quirales, los cuales ademas de su alto costo generan desechos de alto
impacto ambiental y hacen mas trabajosa la purificacién de los productos. Las condiciones de
reaccién con biocatalizadores suelen ser suaves (medio acuoso, temperatura ambiente,
presién atmosférica, pH neutro),"* lo cual acompanado de una alta estereo- y regio-
selectividad en las reacciones sin necesidad de proteccién y desproteccién de grupos
funcionales, asi como una gran eficiencia y rendimiento hacia los productos deseados,
conduce a procesos mas econdmicos y energéticamente eficientes.' En algunos casos ademas,
como por ejemplo la hidroxilacién de carbonos no activados, la biocatdlisis es la dnica

herramienta que permite la obtencién de determinados compuestos.’

Hacia 2016, el uso de biotransformaciones para la produccién de intermedios quimicos
a nivel industrial involucraba alrededor de 150 procesos que utilizan enzimas o células
enteras, con una tendencia al aumento.' Actualmente, la biocatdlisis no sélo se aplica en la
industria farmacéutica sino que se ha expandido hacia la industria quimica (productos a
granel y quimica fina), industria de alimentos, cosmética, textil y la industria de pulpa de

celulosa y papel.®

Hasta la década de los 60, el 70 % de los biocatalizadores utilizados provenian de tejido
vegetal y drganos animales; veinte afios después, tan solo un 10 % eran de origen animal
(principalmente las hidrolasas) y un 5 % de origen vegetal por lo costoso de los procesos, en

tanto que el resto de los biocatalizadores de esa época se obtenfan de fuentes microbianas.
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Para 2013, el uso de microorganismos recombinantes representaba mas del 90 % de las fuentes
de biocatalizadores utilizadas como resultado de la explotacién de la gran diversidad
microbiana en la bisqueda de nuevas actividades junto al disefio racional de enzimas y su

sobreexpresién.’

En general pueden utilizarse como biocatalizadores enzimas, complejos enzimaticos,
organelos celulares o células enteras (en crecimiento, en reposo, o no viables) dependiendo
de la aplicacién que se les vaya a dar. El proceso de obtencién y eleccién de un buen
biocatalizador implica diferentes aspectos: en general debe seleccionarse el organismo (nativo
o recombinante) y/o la enzima, junto con el medio de reaccién adecuado, considerando
factores como la solubilidad del sustrato y producto, la capacidad de los mismos de difundir a
través de la membrana celular, asi como la posible inhibicién por producto de la enzima, de
forma de lograr un sistema compatible." A su vez puede considerarse la inmovilizacién tanto
de enzimas libres como de células, como forma de facilitar la recuperacién del producto y
aumentar las productividades de los procesos al permitir el re-uso de los biocatalizadores y el

desarrollo de sistemas continuos de reaccién.**

El uso de enzimas aisladas, especialmente si se encuentran disponibles comercialmente,
no requiere de equipamiento sofisticado y facilita mucho la purificacién del producto. Es asf,
que las enzimas hidroliticas han mostrado amplia aplicacién a escala industrial y de
laboratorio. Sin embargo, el requerimiento de cofactores asociado a otras enzimas, suele
incrementar mucho el costo del proceso, por lo cual se han desarrollado sistemas de

regeneracion de cofactores o se utilizan células enteras.’

Por su parte, las células enteras presentan diversas ventajas ya que extienden el nimero
de reacciones que se pueden llevar a cabo con los innumerables microorganismos disponibles,
donde la propia maquinaria celular regenera los cofactores necesarios, eliminando el proceso
de purificacién de la enzima (que puede ser muy trabajoso y costoso, ademds de disminuir la
estabilidad de la proteina en muchos casos). A su vez se hace posible llevar a cabo reacciones

complejas que implican la accién de varias enzimas de manera mds simple, sea dentro de un
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unico microorganismo o incluso utilizando cultivos mixtos.! Ademds, la presencia de
membranas celulares proporciona cierta resistencia a condiciones de reaccién mas drasticas
(de temperatura o del medio utilizado) permitiendo el uso de sustratos puros, sistemas micro-
acuosos, liquidos idnicos o solventes eutécticos profundos (DES), siendo estos tltimos una
alternativa “verde” al uso de solventes organicos que también pueden ser utilizados. Todo esto
permite ademds, utilizar mayores concentraciones de sustrato que resultan en una mayor

cantidad de producto obtenido.?

Sin embargo, estos procesos también presentan ciertas dificultades. En el cultivo de
células debe tenerse en cuenta la represién catabdlica causada por diferentes fuentes de
carbono y nitrégeno para la produccién de células de alta calidad para biotransformaciones
eficientes, asi como la posible presencia de productos secundarios y metabolitos téxicos que
dificultan tanto el desarrollo del cultivo como la purificacién final del compuesto de interés.
Ademds, es necesario asegurar que las células contengan la mdxima cantidad de enzima
posible, para lo cual generalmente se adicionan durante el crecimiento inductores que
estimulan la produccién de la enzima.' Otra de las limitaciones importantes ha sido la
transferencia de masa a través de las membranas y para superar esto se han desarrollado
diferentes métodos. Las células pueden ser tratadas con surfactantes, agentes quelantes o
solventes organicos para aumentar su permeabilidad; en algunos casos se sobre expresan
determinados transportadores de membrana tanto para la entrada de sustrato como para la
salida del producto; otra opcién implica el anclaje de las proteinas de interés a la membrana

expresandolas como proteinas fusionadas tanto intra como extracelulares.®

Por otra parte, los requerimientos para la aplicacién a nivel industrial muchas veces
implican mejorar el biocatalizador en aspectos como la estabilidad térmica, la ampliacién del
rango de sustratos aceptados, la estereoselectividad, la productividad, o evitar la formacién
de productos secundarios.® Asi, se desarrollaron diferentes estrategias que han permitido
obtener biocatalizadores mejorados, sobre todo relacionadas a la evolucién dirigida de
proteinas, ingenieria metabdlica y el uso de métodos computacionales para el disefio racional

de mutantes; los cuales se combinan con métodos de screening de alto rendimiento,

28



sensibilidad y eficiencia.**’ El disefio de mutaciones puede dirigirse a distintos blancos,
generando asi mutantes regulatorios, mutantes que evadan la represién catabdlica o mutantes
bloqueados en las rutas de degradacién de productos para la acumulacién de un compuestos
de interés;' ademas los métodos computacionales que permiten disefiar estrategias para
optimizar distintas caracteristicas de la enzima, los cuales combinados con la evolucién
dirigida de proteinas logran ampliar significativamente el alcance del disefio enzimatico de

novo.*®

Considerando todo lo descrito anteriormente, queda en evidencia la gran versatilidad
de los métodos biocataliticos, donde tanto enzimas aisladas como células enteras pueden
utilizarse en una gran variedad de medios de reaccién, y pueden ser sometidas a diversas
modificaciones para adaptarse mejor al proceso de interés. Sin embargo, otros puntos de vista

deben atenderse para que su uso sea mas extendido.

El desarrollo de la biocatdlisis y las grandes posibilidades de aplicacién en quimica
sintética han llevado a reformular la manera en que se piensa la construccién de una molécula
objetivo. A principio de los 60, el andlisis retrosintético basado en la desconexién de enlaces
hasta alcanzar los materiales de partida mas simples, comenzé a revolucionar la manera de
disefiar las rutas sintéticas. Cada desconexidn debe representar una transformacién posible
en la direccién de sintesis, generando sintones a partir de la ruptura homolitica y/o
heterolitica de enlaces C-C y C-X, considerando también el intercambio de grupos funcionales.
Esta aproximacién a los métodos sintéticos ha permitido el desarrollo de numerosas
metodologias, incluyendo la catélisis homogénea y heterogénea, e incluso la organocatilisis.
Sin embargo, a pesar de que todos los productos naturales deben su origen a la actividad

catalitica de las enzimas, estas no se incluyen generalmente en los andlisis retrosintéticos.’

Actualmente, més de 15 clases de enzimas diferentes se encuentran comercialmente
disponibles y son capaces de generar un amplio rango de sintones ttiles como materiales de
partida en sintesis orgédnica, sobre todo cuando se desean obtener moléculas

enantioméricamente puras (Figura 1).”° En cuanto a la formacién de enlaces C-C y C-X, es
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donde los biocatalizadores se encuentran subutilizados, generalmente debido al poco
conocimiento de la utilidad que se le puede dar a los mismos, y en otros casos por no
considerar la posibilidad de generar ciertas desconexiones o “bloques de sintesis” que sélo
son posibles en un andlisis retrosintético biocatalitico, lo cual lleva a una aproximacién

sintética totalmente diferente.’

Ademads, el descubrimiento constante de nuevas enzimas y actividades cataliticas, as{
como su optimizacién por ingenierfa de proteinas abren otras posibilidades como la ingenieria
metabdlica, el disefio artificial de metaloenzimas, el uso de cascadas enzimaticas (tanto como
enzimas libres como dentro de células enteras) y la combinacién de métodos quimio- y
biocataliticos en one-pot, lo cual permite continuar ampliando el repertorio de

transformaciones posibles.” 2
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Figura 1: Ejemplos de biocatalizadores disponibles comercialmente y de los bloques de
construccion generados por retrosintesis. TDP: tiamina difosfato. Adaptado de Turner, N.;
O'Reilly, E. 2013.°
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1.1.1 Reacciones de oxidacién mediadas por enzimas

Entre las principales transformaciones en quimica orgdnica se encuentran las
reacciones de oxidacién, y desde el punto de vista de la quimica verde, la selectividad que
ofrecen las enzimas para estas transformaciones es la mayor ventaja de los biocatalizadores
sobre la catdlisis quimica. Tal selectividad se debe al disefio tinico que poseen, donde metales
u organocatalizadores altamente reactivos se encuentran incrustados en un marco
tridimensional bien definido de la proteina, que ademds participa activamente en el
mecanismo catalitico ubicando al sustrato en la posicién adecuada y estabilizando los estados

de transicién.”

En general, las oxidorreductasas son enzimas que catalizan reacciones de oxidacién-
reduccién involucrando una transferencia de electrones al actuar sobre sus sustratos y se
clasifican en: deshidrogenasas, oxigenasas (mono- y di-oxigenasas), oxidasas y peroxidasas
(Figura 2).” Estas enzimas comprenden un tercio de las actividades enzimdticas registradas en
BRENDA (BRaunschweig Enzyme DAtabase) y catalizan el intercambio de electrones entre
moléculas dadoras y aceptoras en diversas reacciones que incluyen: transferencia de
electrones, extraccién de hidrégeno o protones, transferencia de hidruros, inserciones de
oxigeno, entre otras. Estas transformaciones involucran dos semirreacciones, una de
oxidacién y una de reduccién y al menos dos sustratos, siendo uno de ellos generalmente
NAD(P)H o NAD(P)" como dador o aceptor de electrones, cuya regeneracién estd acoplada al

metabolismo redox dentro de la célula.™
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Figura 2: Clasificacién de enzimas redox. Adaptado de Gamenara et al. 2013.”

El interés de la quimica orgdnica sintética sobre estas enzimas refiere principalmente
a la posibilidad de introducir regioselectivamente adtomos de oxigeno en enlaces C-H no
activados para dar compuestos quirales enantioméricamente puros, asi como reducir
estereoselectivamente compuestos carbonilicos o sintetizar y modificar polimeros.
Particularmente, las oxigenasas se han vuelto herramientas muy valiosas en quimica organica
sintética por la variedad de reacciones que catalizan (hidroxilacién de hidrocarburos alifaticos
y aromaticos, epoxidacién de alquenos y arenos, N-, S- y O-dealquilaciones, N- y S-oxidaciones,
deaminaciones, oxidaciones de Baeyer-Villiger, etc.), cuyos equivalentes en quimica clédsica

no existen o no alcanzan la selectividad deseada.”*

Histdricamente, el uso de oxidorreductasas ha sido el mas retrasado respecto de otras
enzimas como por ejemplo las hidrolasas, debido a que normalmente son mas dificiles de
manejar. La dependencia de cofactores constituyé uno de los mayores impedimentos para su

uso por lo cual comenzaron a utilizarse en forma de células enteras, lo cual representaba un
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escollo para ser utilizado en un laboratorio de sintesis a escala preparativa, debido al
requerimiento de manejo microbioldgico. Sin embargo, en las tltimas dos décadas ha habido
un gran desarrollo del uso de oxidorreductasas, y como se muestra en la Figura 3 en 2011

varias reacciones de oxidacién aplicaban biocatalizadores a nivel industrial.”

Dihidroxilacién
14%

Oxidacién de
Baeyer-Villiger
5%

Epoxidacién
14%

Hidroxilacién
40%

Desaturacién
5%

Oxidacién de
alcoholes/aminas
22%

Figura 3: Distribucién de los tipos de reaccién de oxidacién biocatalitica a nivel industrial
utilizando células enteras. Adaptado de Hollmann, F. et al., 2011."

La utilidad de los sistemas biocataliticos a escala preparativa depende del
cumplimiento de ciertos requisitos: aceptar altas concentraciones de sustrato (al menos 50
g/L); los reactivos y cofactores deben ser econédmicos o regenerados por el sistema; la reaccién
debe ser regioselectiva, quimioselectiva y/o estereoselectiva; y el proceso debe permitir un
aislamiento del producto sencillo y limpio. Actualmente, las cetoreductasas y transaminasas
han demostrado ser robustas y muy activas frente a un amplio rango de sustratos sobre los
que actian con gran selectividad utilizando sistemas de regeneracién de cofactores que han
permitido su escalado. Sin embargo, otras enzimas redox se consideran como tecnologias en
desarrollo, lo cual requiere la colaboracién entre los campos de la bioquimica, ingenieria de

proteinas e ingenierfa de procesos."
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Las oxigenasas son capaces de insertar uno (monooxigenasas) o dos (dioxigenasas)
atomos de oxigeno en sus sustratos utilizando oxigeno molecular. Las monooxigenasas son
capaces de activar oxigeno molecular y oxidar una gran variedad de compuestos organicos
como alcanos, alquenos, compuestos aromaticos y heterodtomos. Estas enzimas incorporan
un Unico dtomo de oxigeno en tanto que el segundo es reducido a agua utilizando los
electrones del NAD(P)H, sin embargo su mecanismo catalitico difiere segin el subtipo de
enzima involucrado determinado por el metal que contenga en su sitio activo:
monooxigenasas de hierro (hemo- y no-hemo), monooxigenasas de cobre, monooxigenasas
flavin-dependientes, monooxigenasas multicentro (Fe-flavin-monooxigenasas y Fe-pterin-
monooxigenasas) y monooxigenasas libres de cofactores. Las dioxigenasas por otra parte,
pertenecen a una gran familia de oxigenasas de hierro mononuclear no-hemo, y son un grupo
heterogéneo de enzimas que introducen dos dtomos de oxigeno en dobles enlaces C-C. Estas a
su vez se dividen en grupos segun se encuentre el 4tomo de hierro en su forma Fe* (extradiol
dioxigenasas y dioxigenasas tipo Rieske) o en forma Fe* (lipooxigenasas e intradiol

dioxigenasas).’

Considerando las oxigenasas de hierro, las monooxigenasas que contienen grupos hemo
(por ej. citocromo P450, citocromo ¢ oxidasa) han sido ampliamente estudiadas en cuanto a
los mecanismos de reaccidn, los intermediarios formados y la relacién estructura-actividad.
Sin embargo, el estudio de las oxigenasas de hierro no-hemo ha sido mas dificultoso debido a
que no presentan las transiciones espectroscépicas caracteristicas de los ligandos porfirinicos.
Recientemente, la obtencidn de las estructuras cristalinas de estas proteinas ha contribuido a
profundizar en su estudio y se ha podido observar que en los sitios activos que no contienen
grupos hemo, el 4tomo de hierro se encuentra generalmente coordinado por dos histidinas,
un carboxilato monodentado y dos o tres moléculas de agua, lo cual permite diferentes
posiciones de unién del oxigeno y diferentes modos de activacion de este. En las enzimas que
contienen grupos hemo en cambio, la porfirina macrociclica deja una tinica posicién axial para
la unién del O, al hierro y su posterior activacién.” En las dioxigenasas de hierro no-hemo, la

coordinacién a través de His/carboxilato/agua es menos covalente y presenta interacciones
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nt limitadas con el hierro en comparacién con el grupo hemo, lo cual puede modificar la
estructura electrénica del sitio activo y por tanto la activacién del oxigeno molecular. En
comparacion con los sistemas hemo, la ruptura heterolitica del enlace 0-O en un entorno no-
hemo, es energéticamente mucho menos favorable, debido en parte a la dificultad de oxidar
el ligando no-hemo. En los sistemas hemo, los cofactores pueden donar dos electrones
adicionales para la reduccién de O, permitiendo la formacién un intermediario Fe"V=0, en
tanto que en las dioxigenasas tipo Rieske, este centro (de tipo 2Fe2S) solo puede donar un

electrén por lo que posiblemente se involucren especies de tipo Fe'-OOH, Fe'=0."

Las dioxigenasas tipo Rieske son sistemas multicomponente que utilizan el poder
reductor del NAD(P)H para la activacidén del oxigeno. Por su versatilidad, estas enzimas son
consideradas como los analogos no-hemo de los citocromos P450, ya que también catalizan
diversas reacciones de oxidacién. Las reacciones mediadas por monooxigenasas incluyen
epoxidaciones de alquenos y arenos, hidroxilaciones alifaticas y aromaticas, oxidacién de
heterodtomos, dealquilaciones y deaminaciones; en tanto que las dioxigenasas son capaces de
catalizar la mayoria de estas reacciones salvo las epoxidaciones, y ademas son las tnicas
enzimas que catalizan la formacidn estereoselectiva de cis-dioles en un solo paso, lo cual las
convierte en biocatalizadores muy prometedores para la dihidroxilacién asimétrica de
alquenos y arenos. En general, son utilizadas como biocatalizadores recombinantes de célula
entera por su inestabilidad como enzimas aisladas ademas del requerimiento de cofactores

que son regenerados en el metabolismo celular.*
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1.2 Dihidroxilacion de anillos aromaticos

El metabolismo de compuestos aromdticos en animales, plantas y hongos es conocido
como un proceso de oxidacién mediado por monooxigenasas para formar un intermediario
epdxido, que a continuacién es convertido por una epéxido hidrolasa en trans-dihidrodioles.
En organismos procariotas en cambio, la oxidacién de arenos es mediada por dioxigenasas para
dar cis-dihidrodioles como productos iniciales, que posteriormente son sustratos de cis-diol
deshidrogenasas produciendo los correspondientes catecoles que continuardn una via
oxidativa hacia la apertura del anillo. La diferencia entre ambos procesos se puede evidenciar
por la naturaleza de los 4tomos de oxigeno incorporados: las dioxigenasas insertan ambos
atomos de oxigeno de una misma molécula de dioxigeno atmosférico, mientras que los trans-

dioles cuentan con un 4tomo proveniente del aire y uno proveniente del agua (Figura 4).*°

OH
A g OH
——
Monooxigenasa Dioxigenasa/ 02
s / 0;
epoxido cis-dihidrodiol
+H20 | Epéxido cis-dihidrodiol 2H
hidrolasa deshidrogenasa
-H,0
OH / fenol OH
_.OH OCH

-2H

»
>

trans-dihidrodiol deshidrogenasa

trans-dihidrodiol

Figura 4: Primeros pasos del metabolismo de arenos. A. mediado por monooxigenasas en
organismos eucariotas. B. mediado por dioxigenasas en organismos procariotas. Tomado
de Boyd, D.R.; Sheldrake, G.N., 1998.*¢
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El estudio de la oxidacién microbiana de hidrocarburos por bacterias de ambiente llevé
a que en 1968 Gibson reportara por primera vez el cis-ciclohexadiendiol del p-clorotolueno
producido por una cepa de Pseudomonas putida (actualmente denominada F1) que crecia
utilizando etilbenceno, benceno o tolueno como tnica fuente de carbono y energfa. Los
primeros experimentos mostraron que P. putida F1 oxidaba rdpidamente benceno a cis-
ciclohexa-3,5-dien-1,2-diol (cis-dihidrobencendiol) el cual era transformado a continuacién
en el correspondiente catecol sin acumular cantidades detectables de diol. La formacién de
estos intermediarios cis-dioles fue evidenciada en una primera instancia mediante
experimentos isotdpicos con extractos celulares.” La oxidacién de fluorobenceno,
clorobenceno, iodobenceno y bromobenceno llevaba también a la formacién de los
respectivos catecoles. Estudios posteriores llevaron al aislamiento de una cepa mutante de P.
putida F1, denominada F39/D, la cual carecia de la actividad cis-dioldeshidrogenasa razén por

la cual los mencionados dioles se acumulaban en el medio.*®

A suvez, el interés en la biodegradacién de bifenilos policlorados llevé al aislamiento
de Sphingomonas yonoikuyae B1 que crecfa utilizando bifenilo como tnica fuente de carbono.
Un mutante de esta cepa, B8/36 oxidaba bifenilo a cis-(1S, 2R)-3-fenil-ciclohexa-3,5-dien-1,2-
diol, y también daba los dioles cis-(IR, 25) del antraceno y el cis-(3S, 4R) del fenantreno.” Sin
embargo, estos no eran los Gnicos compuestos transformados en la oxidacién bacteriana de
hidrocarburos aromaticos, reportandose en 1971 la oxidacién de acido benzoico al 4cido
(15,2R)-cis-ciclohexadien-1,2-diol-1-carboxilico por la cepa de Alcaligenes eutrophus B9
(posteriormente denominada Ralstonia eutropha B9).” Estudios posteriores mostraron que esta
cepa es capaz de oxidar una variedad de acidos benzoicos halogenados y metil-sustituidos a

los cis-dioles correspondientes.”

Todas estas cepas mutantes tienen bloqueada la cis-dihidrodiol deshidrogenasa por lo
que los metabolitos dihidroxilados se acumulan. En ellas la expresién enzimatica se da en
general en presencia del sustrato natural de las mismas que actiia como inductor, por lo cual
estos compuestos deben agregarse junto con el sustrato a utilizar dificultando posteriormente

la purificacién del producto y reduciendo los rendimientos. Debido a esto, una vez
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secuenciados los genes que codifican para estas enzimas, se construyeron microorganismos
recombinantes para su expresién (por ej. E. coli JM109(pDTG601), E. coli JM109(DE3)(pDTG141),
etc.), lo cual implica diferentes ventajas tanto en la manipulacién y control del proceso como

en el hecho de poder sobreexpresar las enzimas y aumentar asf los rendimientos.

1.2.1 Clasificacion y caracteristicas de dioxigenasas bacterianas

Las dioxigenasas de arenos (EC.1.14.12) mencionadas, son producidas exclusivamente
por bacterias y pertenecen a la super familia de proteinas Rieske de hierro no-hemo dependientes.
Estas estan formadas por tres componentes enzimaticos: i) reductasa que toma los electrones
del NAD(P)H vy los transfiere al FAD; ii) ferredoxina que contiene un centro Rieske [2Fe2S] a
través del cual transporta los electrones del FAD de la reductasa al centro Rieske de la

oxigenasa; y iii) oxigenasa, en general es un multimero a8, que contiene un 4tomo de hierro

mononuclear y un centro Rieske en cada subunidad o, donde el transporte de electrones se
da desde el centro Rieske de una subunidad al sitio activo de la subunidad adyacente a través
de un residuo de 4cido aspdrtico conservado (Figura 5).” A pesar del transporte de electrones

que implican son enzimas citosdlicas no asociadas a membranas.
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Figura 5: Esquema del sistema tolueno dioxigenasa. Se representa el rol de las tres
enzimas: reductasa (TDO-R) transfiere un electrén del NADH al FAD, ferredoxina (TDO-F)
conteniendo un centro Rieske acepta el electrén del FAD y lo transfiere al centro Rieske de

cada subunidad a de la oxigenasa (TDO-0) los cuales alcanzan luego el Fe del sitio activo

en la subuinidad a contigua para la dihidroxilacién del tolueno. Tomado de Friemann et
al. 2009.%

En general, su clasificacién en familias se relaciona con el sustrato natural que aceptan,

asf como con la filogenia de la subunidad o de la oxigenasa. La familia Tolueno/Bifenilo incluye

las enzimas que degradan tolueno, benceno, isopropilbenceno, clorobenceno y bifenilo tanto
de organismos Gram-negativos como Gram-positivos. La familia Naftaleno consiste de enzimas
de organismos Gram-negativos que degradan naftaleno y fenantreno, y contiene también las
enzimas que oxidan nitrobenceno y nitrotolueno. La familia Benzoato es un grupo de enzimas
que oxidan 4cidos aromadticos (benzoato, toluato, antranilato, 2-clorobenzoato). Finalmente,
la familia Ftalato es el grupo mas amplio de enzimas que tienen una configuracién o, y son
capaces de oxidar 4cidos aromdticos como vainillato, ftalato, 3-clorobenzoato, fenoxibenzoato
y p-toluensulfonato. En esta ultima se incluyen dioxigenasas y monooxigenasas y representan
el grupo més diverso en cuanto a su secuencia aminoacidica y especificidad de sustrato.” En
lo que respecta a su uso en biotransformaciones, las dioxigenasas tipo Rieske mas utilizadas
han sido: benceno- (BDO), tolueno- (TDO), bifenilo- (BPDO), clorobenceno- (CDO), benzoato-
(BzDO), naftaleno- (NDO) y nitrobenceno- (NBDO) dioxigenasas.’
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En cuanto al mecanismo catalitico de dihidroxilacién existen diferentes teorfas, pero
ain no ha sido elucidado completamente. Inicialmente, se sugirié la formacién de un
intermediario dioxetano tras observar que ambos atomos de una misma molécula de oxigeno
('*0,) se incorporaban al anillo aromético (Figura 61).”* Actualmente este mecanismo parece
improbable debido a la presencia de los centros Fe-S que suponen la transferencia de un
electrén por vez en el mecanismo catalitico.” Ademds, el hecho de que las dioxigenasas
presenten actividad monooxigenasa sugiere que la dihidroxilacién no es un mecanismo
concertado, sino que requiere de intermediarios Fe-0x0.**” Considerando que el mecanismo
sea en etapas, surgen dos propuestas. Una de ellas implica la activacién del oxigeno molecular
por reduccién a superdxido el cual reaccionaria con el arilo para generar un hidroperéxido
como intermediario radicalario, que podria complejarse con el hierro para formar una especie
organometdlica. La ruptura del enlace O-O generaria la especie Fe(V)=0 que podria efectuar la
dihidroxilacién en la misma cara del sustrato (Fgura 6I1A)."*** Por otra parte, en 1999, se
observé la produccién de perdxido de hidrdgeno por parte de la naftaleno dioxigenasa al
utilizar benceno como sustrato, concluyendo que existe un intermediario peréxido férrico
similar al propuesto para otras oxigenasas y que la ruptura heterolitica del enlace 0-O no seria
parte de la reacciéon de dihidroxilacién.”® Considerando esto, Wolfe y colaboradores
propusieron en 2001 la formacién de una especie (Fe*-OOH) que podria reaccionar
directamente con el sustrato arilo o derivar en una homdlisis del enlace 0-O para formar una
especie O=Fe(V)-OH que efectuaria la dihidroxilacién de manera similar a la hidroxilacién de

alquenos con NalO, o 0sO,, siendo esta la propuesta mds aceptada (Figura 611B).”"**
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I Formacién del intermediario dioxetano
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Figura 6: Mecanismos propuestos para la dihidroxilacién enzimatica de arenos. I)
Intermediario dioxetano. Adaptado de Hudlicky, T.; Reed, J.W. 2009.* II) A. Mecanismo en
etapas iniciado por reduccién del dioxigeno a superéxido. B. Mecanismo con intermediario
Fe(II)-OOH. Tomado de Bugg, T. 2003.*

En cuanto a la regioselectividad de estas enzimas se puede decir que en el caso de
bencenos monosustituidos TDO acepta la mayoria de los sustratos en tanto no contengan grupos
polares como sustituyentes (NH,, COOH, SO,H) y la oxidacién se da en posiciones 2 y 3 del
anillo aromatico, salvo para el caso del fluorobenceno donde se observa una pequena cantidad
del regioisémero 3,4. La benzoato dioxigenasa requiere de sustituyentes carboxilicos e
hidroxila el doble enlace 1,2 dando ipso-cis-dihidrodioles. Otras dioxigenasas como NDO y
BPDO no son buenas transformando bencenos monosustituidos, salvo bifenilos, siendo los

sustratos preferidos hidrocarburos aromaticos policiclicos.”
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Frente a bencenos disustituidos se han observado diferencias segin el patrén de
sustitucién de estos y en todos los casos rendimientos menores a los obtenidos con arenos
monosustituidos. En general, la sustitucién en posiciéon meta enlentece la reaccién de
dihidroxilacién catalizada por TDO, realzando el efecto de otras reacciones como por ejemplo
la monohidroxilacién bencilica y es lo que el grupo de Boyd ha denominado como efecto meta.*
Por otra parte, en lo que refiere a los bencenos disustituidos (1,2- 1,3- y 1,4-) se ha propuesto
que existe un efecto direccionador dependiente del tamafio del sustituyente donde el
sustituyente mas voluminoso dirige la hidroxilacién hacia su doble enlace mas cercano. Para
determinar cudl es el sustituyente mas voluminoso, se han desarrollado algunos modelos
basados en el efecto estérico de los mismos determinado por diferentes parametros (por ej.
Taft, Charton, Verloop) y en algunos casos considerando el tamafio del sustituyente y su
conformacién. Segun estos modelos, el efecto direccionador seria CF,>I>Br>Cl>Me>F>H, y la
selectividad disminuirfa cuanto menor sea la diferencia de tamafio entre ambos

sustituyentes.’ ™

Continuando hacia los hidrocarburos policiclicos, principalmente transformados por
NDO y BPDO, si estos son lineales (por e]. naftaleno y antraceno) la dihidroxilacién ocurrird
exclusivamente la regién bay o fjord y nunca en la region K, mostrando una preferencia por las
regiones con menor densidad electrénica (Figura 7). Lo mismo se observa al utilizar
heteroarenos como sustratos (dibenzotiofeno, dibenzofurano, acridina), donde la cis-
dihidroxilacién no se dirige al heterociclo.” Sin embargo, TDO es capaz de hidroxilar
heterociclos de un anillo como tiofeno, furano y pirrol, pero estos sufren una apertura
espontdnea para formar hidroxialdehidos aciclicos o se deshidratan dando derivados de
hidroxifurano o hidroxipirrol, en tanto que derivados de la piridina no son aceptados por estas

enzimas.’
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Figura 7: Dihidroxilacién de compuestos policiclicos por BPDO.

Considerando lo anterior, se puede decir que las dioxigenasas son capaces de aceptar
una gran variedad de sustratos que serdn transformados con una marcada regioselectividad y
estereoselectividad (en el caso de sustratos monosustituidos), en posiciones 1,2 para el caso

de BzDO y 2,3 para TDO, NDO y BPDO.

Respecto a la enantioselectividad de estas enzimas, en general es muy alta y todos los
dioles obtenidos con TDO, NDO y BPDO presentan la misma configuracién absoluta 1S, 2R
(Figura 8I). La tolueno dioxigenasa produce un unico enantiémero en la dihidroxilacién de
arenos monosustituidos y orto- y meta-disustituidos (Figura 8II), salvo en el caso de que los
sustituyentes sean fldor donde el exceso enantiomérico disminuye al 50-70 %. Sin embargo,
en el caso de los arenos para-disustituidos se obtienen mezclas de enantiémeros, los cuales
resultan de la dioxigenacién diferencial dirigida por la naturaleza de los sustituyentes (como
se menciond anteriormente el sustituyente mas voluminoso serd el que dirija la
dioxigenacién) y el posicionamiento del sustrato en el sitio activo (Figura 8III). La
estereoselectividad también se mantiene frente a compuestos policiclicos y probablemente
también para los compuestos heterociclicos, solo que estos ultimos epimerizan dando una

mezcla de dihidrodioles cis y trans (Figura 8IV y 8V).*
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Figura 8: Configuracion absoluta preferida de cis-ciclodihidrodioles de diferentes
sustratos: I) arenos monosustituidos, II) arenos orto- y meta- disustituidos, I1I) compuestos
para-disustituidos, IV) compuestos policiclicos, V) heterociclos de cinco miembros.

En cuanto a la quimioselectividad de estas enzimas se debe tener en cuenta que
ademas de las dihidroxilaciones mencionadas, las dioxigenasas Rieske son capaces de catalizar
otro tipo de oxidaciones como ser: sulfoxidacién de alquilaril o diaril sulfuros, dihidroxilacién de
alquenos conjugados ciclicos y aciclicos, monohidroxilacién de posiciones bencilicas,
desaturaciones y N-y O- dealquilaciones. Estas reacciones se observan principalmente cuando la
reaccién de dihidroxilacién se ve desfavorecida. Una de las actividades més significativas es
la sulfoxidacién de sulfuros que contengan un grupo S-arilo (diaril- o arilalquil- sulfuros)
catalizada por TDO y NDO, donde la primera transforma aquellos sustratos con sustituyentes
mas pequeflos mientras NDO oxida los sulfuros mas voluminosos. Es interesante notar ademas
que ambas enzimas son enantiocomplementarias en la sulfoxidacién de un mismo sustrato,
obteniéndose el (R)-sulféxido con TDO y el (S)- con NDO; y tras la cis-dihidroxilacién del anillo

aromatico es posible obtener productos con tres nuevos centros quirales.”*
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Otra reaccién de oxidacién muy observada es la monooxigenacion bencilica que se da
tanto en bencenos monosustituidos como en sustratos biciclicos.””*® Esta actividad fue
reportada por primera vez por Gibson y colaboradores en la biotransformacién de indeno por
TDO donde se identificaron tres productos: cis-1,2-indandiol (35 %), 1-indenol (39 %) y 1-
indanona (1 %) (Figura 91).” Posteriormente, el grupo de Boyd reporté la formacién de trioles
a partir de bencenos alquilsustituidos utilizando TDO, obteniendo un dnico diasterémero
consistente con la formacién del alcohol bencilico con configuracién (R) seguida de la cis-
dihidroxilacién. Los rendimientos obtenidos para los trioles varian segin el largo de la cadena
alquilica siendo méaximo para el propilbenceno (Figura 911).” En el caso de bencenos
disustituidos se observa un comportamiento diferente donde si la sustitucién es en orto- o para-
se obtiene unicamente el producto cis-dihidroxilado, en tanto que para los bencenos meta-
sustituidos se observé la formacién de cis-dihidrodioles y alcoholes bencilicos, lo cual se

relaciona con el efecto meta previamente mencionado.”
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Figura 9: Ejemplos de monohidroxilacién en la posicién bencilica. I. Biotransformacién del
indeno. II. Secuencia de reacciones para la formacién de trioles en arenos con
sustituyentes alquilicos. Se sefialan los rendimientos para cada producto.
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Las tendencias observadas respecto a la prevalencia de una reaccién sobre otra son: i)
la cis-dihidroxilacién de arenos disustituidos utilizando TDO es mads lenta que cualquier otra
reaccién sobre arenos monosustituidos; ii) la cis-dihidroxilacién de alquilbencil sulfuros
usando TDO es mucho mas rapida que la sulfoxidacidn en tanto que frente a alquilaril sulfuros
prevalece la sulfoxidacién; iii) la cis-dihidroxilacién del areno de vinilbencenos es mas rapida
que la dihidroxilacién del alqueno si este tltimo se encuentra sustituido, en cambio si el anillo
es disustituido se prefiere la dihidroxilacién del alqueno: iv) la hidroxilacién bencilica,
sulfoxidacién y dihidroxilacién de alquenos utilizando benzociclo-alcanos, -alquenos y -
hetero andlogos como sustratos de TDO, se observan cuando la cis-dihidroxilacién del areno
no ocurre; v) la oxidacién de dialquil sulfuros, hidroxilacién alilica y dealquilacién se observan

en general cuando la cis-dihidroxilacién no es posible.*
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1.3 Aplicaciones sintéticas de los cis-ciclohexadienodioles

El interés inicial por conocer la estructura y funcién de las dioxigenasas era la
biorremediacidn, ya que los hidrocarburos aromaticos son contaminantes comunes del suelo
y aguas subterradneas, por lo que el uso de microorganismos para degradarlas resultaba muy

atractivo.?

Hasta 1983, tanto la industria como la academia mostraron muy poco interés en estos
compuestos, pero luego de la utilizacién del dienodiol producido mediante la dihidroxilacién
enzimatica del benceno como mondmero en la sintesis de polifenileno a escala industrial por
parte de Imperial Chemical Industries en Inglaterra, la aplicacién de estos compuestos como
materiales de partida en diversas sintesis se expandié ampliamente.” Esto, asociado al interés
de la industria quimica por incorporar metodologias mas amigables con el ambiente en la
sintesis de distintos compuestos llevé al uso de estas dioxigenasas para la obtencién de
compuestos enantioméricamente puros que no son obtenibles por métodos clasicos y que
tienen gran utilidad en el desarrollo de compuestos de uso industrial y medicinal, cumpliendo

con los principios de la quimica verde.”

En el campo académico existe una gran cantidad de trabajos relacionados a las amplias
posibilidades sintéticas que ofrecen estos dioles, las cuales se relacionan con las multiples
modificaciones estructurales que pueden llevarse a cabo sobre ellos, como ser
funcionalizacién selectiva de las olefinas presentes, cicloadiciones que resulten en la
formacién de enlaces C-C, C-O, y C-N, deshalogenacién, y ruptura oxidativa parcial o total
entre otros (Figura 10I). Debido a esto se han utilizado como intermedios o como materiales
de partida en la sintesis de ciclitoles, conduritoles, conduraminas, inositoles y otros derivados,

asf como azdcares y heteroazicares, alcaloides y otros productos naturales (Figura 10 I1).”"*"*
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Figura 10: L. Reacciones que pueden llevarse a cabo sobre cis-ciclohexadiendioles de origen
microbiano y andlisis de los planos de simetria que poseen. Adaptado de Hudlicky, T.;
Reed, J. 2009.° I1. Ejemplos de objetivos sintéticos alcanzados utilizando cis-
ciclohexadienodioles como materiales de partida.
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Para la preparacidn de estos compuestos se utilizaban inicialmente cepas mutantes
como Pseudomonas putida F39/D y Pseudomonas putida NCIMB 11767, y posteriormente se
desarrollaron cepas recombinantes, siendo Escherichia coli J]M109 (pDTG601) que expresa la
tolueno dioxigenasa la mas utilizada. Hasta 2013, existfa una tnica publicacién describiendo
en forma detallada el procedimiento para utilizar este microorganismo, con foco en la
tolerancia de sustratos principalmente. Dado el extendido uso de los dienodioles obtenidos
con este biocatalizador en las diferentes lineas de investigacién del Laboratorio de Sintesis
Orgénica de la Facultad de Quimica, nuestro grupo realiz6 un estudio detallado para la
optimizacién de la biotransformacién. Como resultado se determinaron las mejores
condiciones de crecimiento para E. coli J]M109 (pDTG601) en biorreactor de 5 litros obteniendo
cultivos de alta densidad celular (40-60 g/L cdw), utilizando la modalidad de lote alimentado.
A su vez, se analizé el impacto de diferentes factores en las productividades volumétricas y
especificas del proceso de biotransformacién utilizando bromobenceno como sustrato,
incluyendo el uso de un sistema bifasico para la adicién de éste, lo cual permitié disminuir la
toxicidad del sustrato sobre las células e incrementar los rendimientos obtenidos hasta 60 g/L,

superando los valores reportados hasta el momento.*

A nivel industrial, luego de la preparacién de polifenileno ya mencionada, el cis-
dihidrodiol del indol producido por la naftaleno dioxigenasa fue utilizado para la sintesis
“verde” de indigo, reportada en 1995. Posteriormente, Merck report6 la sintesis de indinavir
(inhibidor de proteasas para el tratamiento de HIV) utilizando la cis-dihidroxilacién del
indeno para la preparacién de un intermedio de sintesis, y otras mdltiples aplicaciones se
encuentran protegidas por patentes.' En 1999, la sintesis de vitamina C (4cido L-ascdrbico) a
partir del diol del clorobenceno reportada por Banwell y colaboradores ha sido uno de los

trabajos mas destacados de aplicacién industrial con este tipo de compuestos.**

Por otra parte, los productos obtenidos por oxidacién de acidos benzoicos utilizando
la benzoato dioxigenasa han sido mucho menos estudiados respecto a los descritos
anteriormente. Esta enzima pertenece a otra familia dentro de las dioxigenasas tipo Rieske, y

presenta una regioselectividad y estereoquimica diferente a NDO, BPDO y TDO, ademas de que
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su especificidad de sustrato es mucho més acotada. A pesar de la gran versatilidad sintética
que presentan los dioles obtenidos con esta enzima y las amplias posibilidades de modificacién
para ser utilizados como materiales de partida (Figura 11), existen pocos reportes sobre su
utilizacién en sintesis orgédnica, destacAndose el trabajo realizado por Griffen, y colaboradores
donde se muestran diversas secuencias sintéticas para la funcionalizacién de las distintas

posiciones de estos sintones.****

alquilacion
reduccion
. .. homologacion
cicloadiciones I
.., descarboxilacion
complejacion

metal-dieno \ COOH
"'OH ~__ rearreglos de Claisen

N o Z: Yoy <« alquila'u’:ién
dihidroxilacion acilacion
epoxidacion T

aziridinacion

oxidacion selectiva
Wittig

adicion nucleofilica
expansion del anillo

ciclopropanacion

Figura 11: Posibles modificaciones sintéticas del diol del acido benzoico obtenido por
biotransformacién con benzoato dioxigenasa. Adaptado de Griffen, et al. 2014.”
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2.  Objetivos Generales

El objetivo central de este trabajo es desarrollar y caracterizar novedosos
biocatalizadores que expresen dioxigenasas tipo Rieske para su uso en procedimientos sintéticos
de funcionalizacién directa de compuestos orgdnicos. Especificamente nos enfocaremos en dos

tipos de transformaciones:

1) Hidroxilacién en C(sp?): Dioxigenacién de arenos

Dado que los cis-ciclohexadiendioles 1 (Figura 12A) obtenidos por funcionalizacién de
arenos monosustituidos utilizando dioxigenasas tipo Rieske, son materiales de partida
quirales de gran utilidad en procedimientos sintéticos, resulta de gran interés obtener regio-
y/o estereoisémeros de estos compuestos de forma de ampliar la diversidad estructural de los
mismos y su versatilidad como “building blocks” en quimica orgénica sintética. A su vez, nuestro
grupo estd especialmente interesado en obtener dienodioles generados a partir de
compuestos nitrogenados por su utilidad sintética y los escasos reportes sobre su uso como
sustratos de estas enzimas. Para esto, se plantea desarrollar y caracterizar novedosos
biocatalizadores basados en distintos sistemas enzimdticos: TDO (desarrollar mutantes de la
enzima, Figura 12B-1y 2), CDO (caracterizar el sistema frente a distintos sustratos, Figura 12B-
3), BzDO (producir dioles ipso-cis-1,2, Figura 12B-4) y estudiar la actividad catalitica de TDO

sobre arenos con sustituyentes nitrogenados.

1) Aminacidén directa de enlaces C(sp3)-H.

Existen varios antecedentes en la literatura que muestran la capacidad de las enzimas
hierro dependientes del grupo hemo de descomponer azidas organicas para la formacién de
nitrenos reactivos, que pueden ser utilizados para reacciones insercién en enlaces C(sp®)-H o
reacciones de aziridinacién en olefinas. En base a esto, se propone caracterizar la actividad de

dioxigenasas tipo Rieske sobre azidas orgéanicas para estudiar su potencial uso en reacciones
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de funcionalizacién de enlaces C(sp’)-H a través de la formacién de nitrenos en el sitio

activo (Figura 12C).
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Figura 12: A: Biotransformacién de arenos por TDO. B: obtencién de regio- y
estereoisémeros de cis-ciclohexadienodioles, C: funcionalizacién C-H mediada por
dioxigenasas. GF: Grupo funcional

Para una mejor comprension de los temas desarrollados dividiré esta tesis en dos

capitulos de acuerdo con los dos grandes objetivos planteados. El Capitulo I referira al

desarrollo de nuevos biocatalizadores que expresen dioxigenasas tipo Rieske intentando

modificar la regio- y estereoquimica de la dioxigenacién de arenos; en tanto que el Capitulo

II describira el trabajo relacionado a las nuevas actividades encontradas para estas enzimas,

basadas en la descomposicién de azidas para formar especies nitrenoides y su potencial

aplicacién en la aminacién directa de enlaces C(sp®)-H. Ambas secciones contardn con una

introduccién especifica al tema, los objetivos especificos y la discusién de los resultados

obtenidos.
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Capitulo I: Expandiendo las herramientas biocataliticas para

la dihidroxilaciéon de arenos

I.1. Introduccion

Desde el punto de vista sintético resulta interesante contar con biocatalizadores
capaces de producir cis-ciclohexadienodioles con diferente regio- y estereoselectividad en la
reaccién de dihidroxilacidén; asi como estudiar nuevos sustratos en busca de incrementar la
versatilidad estructural de los dienodioles disponibles, por lo cual esto fue definido como uno
de los principales objetivos de la tesis. Los antecedentes existentes relacionados a estudios de
mutagénesis en enzimas de la familia de dioxigenasas tipo Rieske, han permitido identificar
el rol de los diferentes residuos aminoacidicos que conforman los sitios activos y su influencia
en la selectividad de las reacciones, constituyendo la base del trabajo desarrollado. A

continuacidn se desarrollan dichos antecedentes.

1.1.1. Estudios del sitio activo y mutagénesis sobre dioxigenasas tipo

Rieske

L1.1.1. Naftaleno Dioxigenasa

En 1998 se determind la estructura tridimensional de NDO de Pseudomondas sp.
NCIB9816-4, siendo el primer reporte de este tipo para la familia de dioxigenasas tipo Rieske,
lo cual permitié un estudio més detallado de cada una de las enzimas que forman el complejo
enzimdtico NDO. En cuanto a la unidad oxigenasa, se determiné que las distintas subunidades
se encuentran dispuestas en forma de hexdmero a.3; con tres sitios activos bien separados,

donde el centro Rieske de una subunidad a se ubica muy cerca del hierro mononuclear de la

subunidad a vecina, sugiriendo una cooperacién funcional entre ellas (Figura 13).*
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Subunidades o Centro catalitico

subunidad a2

Centro Rieske

subunidad a1

Subunidades

Figura 13: Estructura cuaternaria del hexamero osf; que conforma NDO-O. Se observa la
proximidad entre el centro Rieske de una subunidad a y el centro catalitico de la

subunidad vecina. Los 4tomos de Fe se representan en anaranjado y los S en amarillo.
Extraido y adaptado de Kauppi, B. et al. 1998.*
Respecto al centro Rieske [2Fe-2S], se determiné que uno de los 4tomos de hierro se
encuentra coordinado por Cys81 y Cys101, en tanto que el otro coordina con His83 y His104, y
ambos estdn conectados a través de enlaces con los sulfuros formando un rombo plano. Estas

histidinas a su vez estdn unidas por puentes de hidrégeno a los carboxilos de Glu410 y Asp205

respectivamente, ubicados en la subunidad o adyacente (Figura 14).

En cuanto al dominio catalitico se observé que el dtomo de hierro se encuentra
coordinado por His208, His213, una molécula de agua y de manera bidentada por Asp362
logrando una geometria de octaedro distorsionado donde un ligando parece ausente. Ambas
histidinas se encuentran formando enlaces de hidrégeno con residuos de 4cido aspartico,
siendo uno de ellos Asp205, por lo que se sugiere que este residuo es importante para la

transferencia de electrones desde el centro Rieske al Fe del sitio activo (Figura 14).” Tanto
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estos residuos aspartato en la segunda esfera de coordinacién como los ligandos del hierro se

encuentran completamente conservados en esta familia de enzimas.*

His213
Cys101 s

L,
\ .‘"""Fe‘ --Q
/\N/ ‘,‘04(:
His104 Asp362
His208

Rieske [2Fe-28] Asp205
cluster
o, subunit A o subunit B Catalytic iron site

Figura 14: Representacién del centro Rieske y el centro catalitico de dos subunidades a
adyacentes. Se observa la conexién de ambos a través de Asp205. Extraido de Kauppi, B. et
al. Structure 1998.*

Por otra parte, se observé que la asparragina 201 se ubica cercana a la posicién de
coordinacién del Fe que queda libre, pero la distancia entre ambos parece ser demasiado
grande (3.75A) como para ser un ligando, por lo que podria ser un ligando 14bil que se
reemplaza por el sustrato cuando este ingresa al sitio activo (Figura 15). Cabe destacar que

este aminoacido no es totalmente conservado en la familia de las dioxigenasas, sino que se

sustituye por glutamina en muchas enzimas como TDO (GIn215) y la distancia al Fe es
variable.*
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Figura 15: Vista del centro catalitico de NDO-O. El atomo de hierro se representa en
anaranjado y la coordinacién con His208, His213, Asp362 y una molécula de agua en lineas
punteadas rojas. 1. Se observa como la posicion libre del octaedro se dirige hacia Asn201.
I1. Se representa la posible coordinacién de Fe con Asn201 completando el octaedro de
coordinacién. Extraido y adaptado de Kauppi, B. et al. 1998.*

Hacia la superficie de la proteina se observé un canal angosto que actia como entrada
de los sustratos al sitio activo, con dos loops formados por los residuos 253-265 y 223-240 que
acttian como tapas del canal. La parte m4s angosta de este, con 5 A de didmetro se ubica cerca
del hierro del sitio activo y contiene al Fe y las dos histidinas que lo coordinan junto con
Asn201, Phe202 y Phe352. El bolsillo debajo del Fe en el sitio activo es 7-8 A y est4 rodeado por
Asp362, 1le191, Pro198, Trp316, Val326, Asn363, Met366, Tyr103 (esta ultima de la subunidad
a vecina) y un puente salino entre Lys314 y Glu359. Los residuos por encima del Fe son Ala206,
Val209, Leu217, Val260, Asn297, Leu307 y Trp358. Estos residuos que rodean la cavidad no son
conservados entre las distintas dioxigenasas lo cual tiene sentido por la diferencia en la
especificidad de sustrato que existe entre ellas.*® Asi, las cadenas laterales de 17 aminoécidos
conforman la cavidad con una superficie hidrofébica adecuada para la interaccién con
sustratos aromdticos (Figura 16). Hacia el fondo de esta cavidad, por debajo del hierro
mononuclear, se encuentra la inica regién de caracter polar formada los aminoacidos 201-205

y la cadena lateral de Asn297.*
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Figura 16: Vista del sitio activo de NDO. Se observa el atomo de Fe (rosado) coordinado a
Asp362, His213 y His208, y los residuos que rodean la cavidad del sitio activo.

Un estudio computacional mds reciente propone que el canal de entrada se encuentra
formado por al menos 9 residuos con una longitud de aproximadamente 15 A. Los amino4cidos
que proveen la mayor barrera energética para la entrada de los sustratos son Phe224, Leu227,
Pro234 y Leu253, siendo la fenilalanina 224 clave por estabilizar los sustratos para la entrada
a través de interacciones -7 (Figura 17). De acuerdo con este estudio, el reconocimiento del
sustrato ocurre en dos pasos: primero en el acceso al sitio activo por el canal de entrada, y
segundo por el calce adecuado del ligando en el sitio activo. La entrada del canal es ancha y se
hace mds angosta a unos 10 - 15 A antes del Fe, justo donde se ubica F224, la cual es mucho
mads voluminosa que su equivalente en BPDO (Leu223) y podria explicar la diferencia en la
aceptacion de sustratos que ambas enzimas presentan. De esta forma la entrada al sitio activo
no es solo un proceso de exclusién por tamaro, sino que depende ademas de la forma y

distribucién de las cargas parciales en los dtomos del ligando, por lo que sustituir F224 y L227
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podria ser una estrategia para que otro tipo de sustratos tengan una trayectoria mas favorable

de ingreso al sitio activo.”

Direccién de

trayectoria hacia

el sitio activo
P234

L227

Figura 17: Canal de entrada al sitio activo de NDO. I. Se observa la interaccién n—x entre

F224 y naftaleno. II. Se representan los aminoacidos responsables de la principal barrera
energética para la entrada de sustratos. Extraido y adaptado de Escalante, D.E. et al. 2017.%
En cuanto a los trabajos de mutagénesis realizados sobre esta enzima, existen diversos
reportes, inicialmente dedicados a identificar el rol de los diferentes aminodacidos del sitio
activo en la actividad de NDO y posteriormente enfocados en modificar la selectividad de la

enzima.

Uno de los primeros trabajos reportados por Gibson y colaboradores comprende el uso
de mutagénesis sitio dirigida a residuos de la subunidad o de la oxigenasa de forma de
identificar aquellos aminodcidos que controlan la regio y enantioselectividad de NDO,
seleccionados en base a la estructura cristalografica disponible. En dicho trabajo se
seleccionaron Asn201, Phe202, Val260, Trp316, Phe352, Trp358, Asp362 y Met366,
sustituyendo los aminodcidos pequefios por otros mas grandes e hidrofébicos y en algunos
casos seleccionando la sustitucién en base a alineamientos con la secuencia de otras
dioxigenasas, desarrollando asi 17 mutantes de la enzima. Los resultados obtenidos indicaron
que las variantes F202L y D362A perdieron la actividad frente al naftaleno, bifenilo y
fenantreno, indicando que los mismos son esenciales para la actividad, lo cual concuerda con

la observacién de que estos residuos son conservados entre distintas dioxigenasas. Las
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variantes F352V y F352L llevaron a una reduccién en el exceso enantiomérico del producto
obtenido en la biotransformacién del naftaleno respecto a la enzima nativa (92 y 96 % vs >99
%) lo cual resultd en la primera evidencia de que este aminodcido estarfa implicado en la
enantioselectividad de NDO. La mutacién del residuo 352 tuvo un impacto mayor en la
regioselectividad de esta enzima de acuerdo con lo observado al utilizar bifenilo como
sustrato obteniendo como producto mayoritario el cis-bifenil-3,4-dihidrodiol, y no el
dihidroxilado en posicién 2,3 usualmente observado con la enzima nativa. El mutante W358A
convirtié tan solo un 5 % de naftaleno y produjo trazas del diol del bifenilo. Al utilizar
fenantreno como sustrato, V260A y W358A oxidaron Gnicamente las posiciones 3 y 4, en tanto
que N201A, N201S, F202V, W316A, F352V, F352L y M366W produjeron mayor proporcién del
producto dihidroxilado en los carbonos 1 y 2. Por otra parte, la sustitucién T351N tuvo un
efecto minimo en la conversidn del fenantreno, sin embargo, al insertar una arginina en esta
posicién se observé un fuerte impacto sobre este sustrato y casi ningin cambio en la
transformacién del bifenilo. Aparece aqui una dependencia del efecto de la mutacién con el sustrato
utilizado, observdndose los cambios mds significativos al utilizar el sustrato mds voluminoso:

fenantreno.*

En un trabajo posterior del mismo grupo, se determiné que la regio- y
enantioselectividad de la enzima estd afectada por la fenilalanina en posicion 352 y se observd que
si se introducen aminodacidos pequefos se pierde actividad por una posible desestabilizacién
de la proteina, mientras que si se sustituye por aminodcidos muy grandes se pierde actividad
por limitar el tamafio del sitio activo. De las ocho sustituciones que se realizaron en esta
posicién (Ala, Gly, Ile, Leu, Thr Trp, Tyr y Val) tnicamente el cambio por valina mostré
regioselectividad diferente a la enzima nativa para la dihidroxilacién de bifenilo y fenantreno y
un pequeio cambio en la estereoselectividad para naftaleno y antraceno, en tanto que se obtuvo
el enantidémero opuesto para cis-3,4-bifenildihidrodiol y cis-1,2-fenantrendihidrodiol.”
Posteriormente, los mismos autores reportaron que el cambio en la estereoselectividad para
el diol del naftaleno aumentaba al combinar la variante F352I con A206I alcanzando un 30 %

del enantiémero (1S, 2R) y un 37 % si se combinan estas dos mutaciones con H2951.”* En este
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ultimo trabajo la seleccién de las sustituciones fue realizada en base al alineamiento de
secuencias de NDO con la 2-nitrotolueno dioxigenasa (2-NTDO), las cuales difieren en cinco
aminodacidos en la regién del sitio activo. Sin embargo, al combinar todas las mutaciones en
NDO, la nueva variante no mostré la misma actividad que 2-NTDO ni adquirié la capacidad de
dihidroxilar el 2-nitrotolueno, lo cual sugiere que existen otras diferencias que determinan la
diferente especificidad de sustrato de las enzimas. A su vez, el triple mutante A2061-H2951-F3521
llevé a la formacién de un nuevo producto en la biotransformacién de fenantreno dando el
diol en las posiciones 9 y 10, lo cual sugiere que estos residuos son importantes para la
regioselectividad de la enzima. La alanina en posicién 206 se corresponde con la metionina 220
de TDO, identificada también como determinante en la especificidad de sustrato de la

enzima.*

Un estudio reciente realizado por el grupo de Hauer se enfocd en la oxidacién de
arenos sustituidos con cadenas de distinto largo de alcanos (tolueno, etilbenceno,
pentilbenceno, tert-butilbenceno) y alquenos (estireno, a-metilestireno, trans-p-metilestireno
y alilbenceno). En este trabajo se eligieron 12 aminoécidos del sitio activo ubicados a una
distancia de hasta 6 A del d4tomo de hierro para estudiar la influencia de estos en la
especificidad de las reacciones, asi como en la regio- y enantio-selectividad, introduciendo
alanina, valina e isoleucina para generar 36 variantes de la enzima. Ademas, se estudié la
expansién del espectro de sustratos aceptados utilizando (R)-limoneno y realizando
experimentos de docking para evaluar los cambios de forma del sitio activo y determinar
posibles combinaciones de diferentes mutaciones, desarrollando 26 nuevas variantes. De las
62 variantes construidas, siete mostraron cambios importantes en la selectividad y
especificidad de la reaccién frente al panel de sustratos utilizados. A modo de conclusién de
los resultados obtenidos, se propuso que Phe202, Ala206, His295, Leu307 y Phe352 tienen
implicancias sobre la especificidad de reaccién (Figura 18A); Ala206, Val260 y His295 estarian
relacionadas a la regioselectividad (Figura 18B) y Val260, His295 y Phe352 controlarian la

estereoselectividad de la reaccién de dihidroxilacién (Figura 18C).”
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Figura 18: Representacién del sitio activo de NDO sefialando los aminoacidos identificados
como importantes para: A. especificidad de reaccidn, B. regioselectividad, C.
estereoselectividad. Se representa el hierro mononuclear (anaranjado) coordinado al
oxigeno molecular (rojo). Adaptado de Halder, et al. 2018.*
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L1.1.2. Bifenilo Dioxigenasa

En el caso de BPDO, se destacan los estudios sobre las enzimas provenientes de
Pseudomonas pseudoalcaligenes KF707 y de Burkholderia cepacia LB400, ya que ambas muestran
diferencias en los compuestos policlorados que aceptan y en unos 20 aminodcidos de la
subunidad o de la oxigenasa. P. pseudoalcaligenes KF707 es capaz de degradar varios bifenilos
doblemente para- sustituidos, pero no los orto- y meta- sustituidos mientras que B. cepacia LB400
acepta mayor variedad de sustratos y tiene la capacidad de oxidar tanto en posiciones 2,3

como en 3,4 dependiendo del patrén de sustitucién del sustrato.*

Observando esto, el grupo de Furukawa publicé diferentes trabajos donde se combinan
los genes de ambas enzimas.*** En 1998, reportaron la recombinacién por shuffling de dichos
genes, lo cual permitié identificar que la sustitucién de la treonina en posicién 376 por
asparragina le daba la capacidad de oxigenar en posicién 3,4 y asi aumentaba la capacidad de
degradar compuestos policlorados.’*” A su vez, observaron que modificando los aminoécidos
His255, Val258, Gly268 y Phe227 mejoraba la capacidad de degradar compuestos aromaticos
de un anillo como tolueno, benceno y alquilbencenos.” En trabajos posteriores del mismo
grupo, se desarrollé un modelo computacional de BPDO basado en la estructura cristalina de
NDO, y se logré confirmar que estos cuatro aminoacidos se ubican rodeando el sitio activo
determinando la forma de este. Por otro lado, identificaron también la isoleucina 335 y la
fenilalanina 377 como importantes para la regioselectividad de la reaccidn y la especificidad de

sustrato frente a diferentes patrones de sustitucién.”*

Si bien los distintos mutantes mostraron actividad mejorada frente a distintos
sustratos respecto a la enzima nativa (BPDO-KF707), ninguna de las variantes superd en
actividad a la dioxigenasa de B. cepacia LB400, y las posiciones dihidroxiladas dependieron del

patron de sustitucién del sustrato.

Una aproximacidn diferente y muy interesante fue la reportada por Sylvestre y
colaboradores, en el cual se combinaron la subunidad o y B de diferentes bifenilo dioxigenasas

con una mayor distancia filogenética: BPDO-LB400 y BPDO-B356, siendo ambas construcciones
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funcionales. Los resultados obtenidos en este trabajo demostraron que al cambiar la
subunidad B, el patrén de reactividad de la enzima se vefa afectado, permitiendo catalizar
hidroxilaciones en 3,4 que en la enzima nativa no se observaban; e incluso, estas quimeras
mostraban un patrén de selectividad distinto a ambas enzimas nativas, concluyendo que

ambas subunidades contribuyen a la selectividad de la enzima.*®

En base a estos antecedentes, se identificaron dos regiones del gen bphA cuyos
aminodcidos parecen influenciar las propiedades cataliticas de la dioxigenasa. La regién III
incluye los residuos T335, F336, N337, N338, 1339, R340 e 1341, y la regién IV N377, F378, F384,
Q255, 1258, A268. Algunos de estos residuos se ubican cercanos al sitio activo y pueden
interaccionar con el sustrato determinando su especificidad, en tanto que otros se encuentran
mas alejados, pero también afectan la actividad. Tras realizar ciertas mutaciones puntuales en
varios de estos, evidenciaron que la regioselectividad no solo depende de las interacciones
entre aminodcidos del sitio activo y el sustrato, sino que involucra otros residuos que podrian

modular la conformacidn del el bolsillo catalitico.’”>*¢
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L1.1.3. Tolueno Dioxigenasa

Si bien TDO fue de las primeras dioxigenasas tipo Rieske reportadas y utilizadas tanto
a nivel académico como industrial, fue cristalizada por primera vez en 2005 y en 2009

Friemann y colaboradores publicaron el primer anélisis de su estructura.”

Este ultimo trabajo permiti6 determinar que la reductasa de TDO (TDO-R) pertenece a
la familia de las glutatién reductasas y en ella se distinguen tres dominios: uno de unién a FAD,
otro de unién a NADH y el dominio carboxilo terminal. La ferredoxina de TDO (TDO-F) se divide
en dos subdominios, el dominio grande y el dominio de unién que contiene un centro Rieske
[2Fe-2S] coordinado por dos histidinas y dos cisteinas. A través de este tltimo la ferredoxina
recibe los electrones del NAD(P)H que a través del FAD pasan al centro Rieske de dicha enzima,
y de este ultimo son transferidos al centro Rieske de la oxigenasa (TDO-0) (Figura 191). Esta
ultima, al igual que en NDO, es un hexdmero a5 donde la subunidad a contiene un dominio
Rieske [2Fe-2S] (coordinado por His98, His119, Cys96 y Cys116) y el dominio catalitico con el
Fe mononuclear coordinado por His222, His228 y Asp376, que recibe los electrones del centro
Rieske de la subunidad adyacente a través de Asp219 (andlogo a Asp205 en NDO); en tanto que
la subunidad  parece tener un rol principalmente estructural, aunque otros trabajos sugieren
que puede tener cierta influencia en la especificidad de sustrato.”®** Todas las subunidades
presentan una gran homologfa de secuencia con BPDO de diferentes organismos, lo cual es

consistente con que ambas enzimas se agrupen en la misma familia de dioxigenasas.”

En cuanto al sitio activo, presenta una forma elipsoide y esta formado por 17 residuos
principalmente hidrofébicos donde el sustrato se estabiliza mediante interacciones
hidrofébicas y de Van der Waals. Los residuos Phe366, Phe216 e Ile324 delimitan un lado de
la cavidad, Ala223 y el C* de His222 establecen interacciones para estabilizacién del sustrato,
en tanto que His311, si bien un poco més alejada, también estaria implicada en la orientacién

de los compuestos dentro del sitio activo (Figura 1911).”
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Figura 19: I. Representacién del sistema Tolueno Dioxigenasa y la transferencia de
electrones entre sus componentes. II. Sitio activo de TDO-O conteniendo tolueno
(anaranjado). Se observa el Fe mononuclear (violeta) coordinado a H222, H228 y D376. Se
representan también el resto de los aminoacidos del sitio activo. Adaptado de Friemann, R.
et al. 2009.%

Por fuera de la esfera de coordinacién y a 3.3 A del 4&tomo de hierro se ubica la cadena
lateral de Gln215, la cual corresponde a Asn201 en NDO que se cree esta implicada en un canal
de agua importante para la transferencia de protones hacia el sitio activo. Ademds, este
residuo de asparragina en NDO se ha propuesto como ligando del metal en ciertas etapas de

reaccion, lo cual también podria ocurrir con Gln215 en TDO dado que se encuentra incluso

mas cerca del hierro que Asn201 en NDO.*”

En 1996, el grupo de Gibson publicé un estudio basado en la secuencia aminoacidica de
la subunidad o de la oxigenasa considerando una regién conservada dentro de la familia de
las dioxigenasas: Glu214, Asp219, His222, His228, Tyr221 y Tyr266. Estos residuos habian sido
propuestos en distintos trabajos como posibles ligandos del hierro mononuclear, por lo que
para determinar la relacién entre estos aminoacidos y la actividad enzimatica los
reemplazaron por alanina. Como resultado, el reemplazo de Glu214, Asp219, His222 y His228

llevé a una pérdida total de la actividad dioxigenasa, confirmando la importancia de los
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residuos que coordinan al hierro mononuclear, en tanto que la sustitucién de las tirosinas

resultd en una pérdida parcial de dicha actividad.®®

Las investigaciones en ingenieria genética utilizando la tolueno dioxigenasa eran tan
solo dos al comienzo de esta tesis, y en ambos el objetivo era generar cambios en la
especificidad de sustrato. El primero de ellos, publicado en el afio 2000 por Lee y
colaboradores, planteaba disminuir los productos secundarios de la biotransformacién del
indeno y favorecer la produccién del indandiol por su interés para la sintesis de indinavir
mediante mutagénesis en los cuatro genes de TDO.* Al afio siguiente, el grupo de Arnold
publicé un trabajo de evolucién dirigida sobre la subunidad o de la dioxigenasa, orientado a
obtener variantes de la enzima capaces de aceptar la 4-picolina como sustrato.* Ambos
trabajos abordan el problema utilizando PCR propensa a errores (error prone PCR - epPCR) sobre
los diferentes genes de TDO, por lo cual resulta dificil concluir el rol de los diferentes
aminodcidos afectados, teniendo en cuenta ademds que ambos trabajos fueron publicados

antes de conocer la estructura cristalografica de la enzima.

L1.1.4. Clorobenceno Dioxigenasa

Este sistema enzimadtico ha sido mucho menos explorado, no existiendo reportes sobre
su estructura cristalogréfica, ni estudios de mutagénesis orientados a dilucidar el rol de los
diferentes aminodcidos en el sitio activo. El escaso trabajo con esta enzima ha estado
orientado a la construccién de sistemas de expresién heterdlogos de utilidad para su

aplicacidn, y la evaluacidn de estos con diferentes sustratos.

De acuerdo con el estudio realizado por Werlen y colaboradores en 1996, la
clorobenceno dioxigenasa estd muy ligada evolutivamente a TDO con mas de un 80 % de
similitud en cada una de las secuencias aminoacidicas para las que codifican sus cuatro genes.
En dicho trabajo se realizé el clonado de los genes tcbAaAbAcAd en vectores derivados de pET8¢
para su sobreexpresién en E. coli bajo un promotor fuertemente regulado como T7, no

lograndose la expresiéon de enzima activa. Ante estos resultados, se cambid el sistema de
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expresion pasando a un vector pUC19 dando lugar al pladsmido pTCB144 donde los genes se
encuentran bajo control del promotor lac. Este sistema fue utilizado para la biotransformacién
de 1,2-diclorobenceno, tolueno, bifenilo y naftaleno, reportandose que los dos tltimos eran

mejores sustratos para CDO, sin embargo no se expresan rendimientos de reaccién.”

En un trabajo posterior del mismo grupo, se utilizé dicho sistema para la
biotransformacién de otros compuestos, observando que frente a bifenilos monosustituidos la
dihidroxilacién ocurre en el anillo sin sustituyentes, mientras que bifenilos di- y tri-sustituidos
no fueron oxidados. Ademds, al utilizar distintos bencenos 1,4-disustituidos se observé que el
exceso enantiomérico de los productos es mayor que el obtenido con TDO. Al comparar la
velocidad de formacién de producto utilizando distintos bencenos monosustituidos se observé
que era mayor cuanto mas pequefio y menos electronegativo es el sustituyente, de forma que
para clorobenceno y fluorobenceno las velocidades fueron similares, pero el sustrato

transformado mas radpidamente fue el naftaleno.*

En 2004 y 2005, se publicé la utilizacién de un nuevo sistema de expresién de CDO en
E. coli JM101 (pTEZ30) donde los genes de la dioxigenasa fueron clonados bajo el promotor alk
de Pseudomonas sp.”’ Los sustratos utilizados en ambos trabajos son benzonitrilos orto, para y

meta sustituidos, y cinamonitrilo, con conversiones que van de 3 a 50 %.%

Todos estos resultados sugieren que existe cierta diferencia en la preferencia de
sustratos de esta enzima respecto de TDO, sin embargo, estos sistemas no han sido utilizados
con fines de produccién de cis-ciclohexadienodioles a gran escala. Por lo tanto, en este trabajo

se propone caracterizar esta enzima frente a diferentes sustratos y compararlo con TDO.
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1.2. Objetivos especificos.

¢  Desarrollar variantes de TDO (TDO") por mutagénesis sitio dirigida y caracterizar
las mismas frente a tolueno, bromobenceno, propilbenceno, estireno e indeno.

Identificar los productos obtenidos y determinar su estereoquimica.

¢  Construir un sistema de expresion de la clorobenceno dioxigenasa analogo al de
TDO. Clonar los genes tcbAaAbAcAd bajo el promotor tac para la caracterizacién de CDO
utilizando Escherichia coli JM109. Analizar la actividad catalitica de la cepa

recombinante frente a los mismos sustratos que TDO.

¢  Producir dioles con regioquimica 1,2 utilizando el biocatalizador Ralstonia eutropha B9

que expresa la benzoato dioxigenasa en escala de biorreactor de 5 litros.

¢  Estudiar la capacidad de TDO de aceptar sustratos nitrogenados con el fin de

aumentar la diversidad de dienodioles obtenidos.
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1.3. Resultados y Discusion

1.3.1 Desarrollo de mutantes de la Tolueno Dioxigenasa

Si bien TDO es el sistema mds utilizado para la produccién de cis-ciclohexadienodioles
utilizados en sintesis organica, los estudios en cuanto a la posible modificacién de su regio- y
estereoselectividad son escasos. Por otra parte, nuestro grupo ha optimizado el proceso de
crecimiento y biotransformacién de diferentes arenos con este sistema, por lo cual resulta de
sumo interés trabajar con él. En base a los exhaustivos estudios sobre otras enzimas de la
misma familia se decidi6 utilizar la informacién disponible para determinar las sustituciones
a realizar mediante el alineamiento de las secuencias aminoacidicas de TDO, NDO y BPDO

(Figura 20). De acuerdo con esto se seleccionaron los siguientes residuos y sustituciones:

1324F: Corresponde a 1335 en BPDO el cual al ser sustituido por fenilalanina favorecid

el cambio en la regioselectividad de la reaccién.*

- T365N: andlogo a T376 en BPDO-KF707 que al cambiar por asparragina (presente en
BPDO-LB400) modificé la regioselectividad de la dihidroxilacién hacia las posiciones 3

y456

- F366V: Equivalente a F352 en NDO al cual se le ha atribuido un rol fundamental en la

regio- y estereoselectividad de la enzima.”

- Q215A: Residuo andlogo a Asn201 en NDO, supuestamente implicado en el canal de
agua hacia el sitio activo e indispensable por lo tanto para la transferencia de protones
hacia el mismo.” La sustitucién por alanina se propone para evidenciar el rol de este

aminodcido en el mecanismo de la reaccién.
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Figura 20: Alineamiento de secuencias de la subunidad a de las oxigenasas de TDO, NDO y
BPDO. Se sefialan los residuos seleccionados para mutagénesis sitio dirigida.

La generacién de los mutantes de TDO se realizé utilizando la técnica de Quick change.

Para esto se disefiaron los oligonucleétidos necesarios incluyendo el cambio de bases

correspondiente para generar las mutaciones deseadas y se amplificé el plasmido pDTG601.

Tras digestién con Dpnl, el ADN resultante se utiliz§ para transformar células

electrocompetentes de Escherichia coli JM109 y posteriormente se confirm la presencia de la

mutacién mediante el secuenciado de los pldsmidos obtenidos de los clones seleccionados.

La caracterizacién de los biocatalizadores, y por ende la evaluacién del impacto de
estas mutaciones, se realizé llevando a cabo la biotransformacién de sustratos que
permitieran evaluar diferentes aspectos de la actividad enzimdtica (Figura 21). El
bromobenceno (2) y el tolueno (3) son los sustratos que originan los dienodioles més utilizados

con fines sintéticos y permiten observar cambios respecto a la actividad enzimdtica a través
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de los rendimientos obtenidos, asi como potenciales cambios en la regio- y estereoselectividad
de la biotransformacién. También se incluyeron el propilbenceno (4)y el indeno (5) como forma
de evaluar el impacto en la capacidad de hidroxilar posiciones bencilicas que da lugar a los
productos 4b y 5b ademds de los compuestos dihidroxilados correspondientes, debido a la
actividad monooxigenasa ya descrita para esta enzima.” De esta manera podemos evaluar
ademds de la regio- y estereoselectividad de la dioxigenacidn, la quimioselectividad de la
enzima para llevar a cabo procesos como mono- o dioxigenasa. En este sentido, también se
incluyé el estireno (6) como otro indicador de cambios en la quimioselectividad de la enzima
ya que este sustrato cuenta con una olefina en la cadena lateral que también puede ser

dihidroxilada para dar el producto 6b ademds de 6a.
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Figura 21: Sustratos utilizados para el analisis de actividad de los mutantes de TDO (2-6) y
productos obtenidos con TDO WT.
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Todas las biotransformaciones se llevaron a cabo en escala de 100 mL utilizando células
en reposo crecidas en biorreactor y suspendidas en buffer M9, con una ODg=30 agregando 10
mM de sustrato e incubando toda la noche a 28 °C. Posteriormente se separaron las células y
se liofilizé el medio acuoso, los sélidos obtenidos fueron analizados por 'H-RMN para
determinar la composicién de las mezclas utilizando 1,3-dinitrobenceno como estdndar
interno para la cuantificacién de las especies presentes. El exceso enantiomérico fue
determinado mediante HPLC quiral, en base a lo reportado por el grupo de Boyd,**”*”
utilizando los productos purificados por columna cromatografica o TLC preparativa y los

estandares correspondientes. Los resultados obtenidos se presentan en la Tabla 1.
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Tabla 1: Resultados de biotransformacién de los sustratos 2 a 6 utilizando las variantes de TDO desarrolladas.

TDO (nativa) I324F T365N F366V Q215A
Sustrato Producto
% ee%® ab° % ee%’® a:b° % ee%® ab® % ee%’ a:b¢ % ee%’® A:BC
2 2a 57 99 - 49 99 - 55 99 - 2 60 - nd - -
3 3a 19 = = nd = = 3 = = nd = = 1 = =
4a 31 >99 12 >99 18 >99 nd - nd - -
4 77:23 100:0 100:0 -
4b 10 90 nd - nd - nd - nd - -
5a 5 33 nd = 2 23 9 B¢ 0.6 -
5 42:58 = 11:89 100:0 75:25
5b 7 29 nd - 15 53 nd - 0.2 -
6a 8 >99 3 >99 3 >99 nd - 0.1 -
6 85:15 37:63 24:76 0:100 92:8
6b 1 >99 5 54 11 >99 2 17 1 -

*  Rendimiento de biotransformacién determinado por 'H-RMN del crudo utilizando 1,3-dinitrobenceno como estandar interno.
Exceso enantiomérico determinado por HPLC quiral.

Relacién de productos a:b determinada por 'H-RMN en el crudo de biotransformacién

El sigho de menos indica relacién invertida de enantiémeros.

nd no detectado



Observando el conjunto de resultados se ve que no hubo un cambio en la
regioselectividad de la dihidroxilacién en ningln caso, sin embargo, se observan interesantes
resultados en cuanto a la quimio- y estereoselectividad de la enzima. Todas las determinaciones
de ee % para los dioles obtenidos con la enzima nativa concordaron con los valores reportados
previamente, excepto para el producto 6b. Para este, el exceso enantiomérico reportado es de
88 % para el isémero 1R utilizando P. putida UV4,”* mientras que nuestros datos muestran un ee
>99 %, sin embargo, esto es consistente con los mayores excesos enantioméricos encontrados
por Boyd y colaboradores al utilizar E. coli JM109 (pDTG601) como sistema de expresién de TDO
frente a P. putida UV4.”

Antes de continuar con la discusién de estos resultados, describiré los esfuerzos
realizados para el disefio de un modelo computacional del sitio activo de TDO que fue
desarrollado en colaboracién con el Dr. Nicolds Veiga, y que resulté de gran utilidad para la
interpretacién de los resultados obtenidos experimentalmente. Este trabajo resulté en el primer
reporte de un modelo computacional del sitio activo de esta enzima con una descripcién de su
arquitectura e interaccidon con diferentes sustratos permitiendo predecir la orientacién de los
mismos, el cual se adjunta en el anexo.” Este modelo permitié observar el sitio activo de forma
elipsoide donde se distinguen cuatro bolsillos mayoritariamente hidrofébicos (Figura 22I): el
primero (1), formado por Leu272, Val309 e 1le324; el segundo (2) y més grande de los cuatro
rodeado por Ile276, 1le324, Phe366 y Phe372; los bolsillos 3 y 4, de caracter mas hidrofilico,
contienen a GIn215 y Phe 216, y His311 y Met220 respectivamente. Ademads, pudo observarse que
la glutamina en posicién 215 al igual que la asparragina 201 en NDO, junto con una molécula de
agua estarfan completando el octaedro de coordinacién del hierro en el sitio activo cuando el

oxigeno aun no se ha coordinado al mismo (Figura 221II).
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Figura 22: I. Representacion de los distintos bolsillos del sitio activo de TDO indicando la
hidrofobicidad de cada uno. II. Estructura del sitio activo de TDO previo a la entrada de
oxigeno y sustrato. Se observa la interaccién de la glutamina 215 y una molécula de agua con
el atomo de Fe completando las posiciones de coordinacién de este

Al realizar estudios de docking de diferentes sustratos, se pudo observar cémo se
acomodan los distintos sustituyentes de los anillos aromadticos, los cuales se orientan
principalmente hacia los bolsillos 1 y 2, maximizando las interacciones lipofilicas con los
aminodcidos que los rodean y minimizando las repulsiones estéricas. Estos resultados brindaron
la primer evidencia en cuanto a la monooxigenacién en la posicidén bencilica de los sustituyentes
alquilicos (mencionada en la Introduccién General, pag. 40), demostrando que el propilbenceno
no adopta una forma similar al indano como habf{a sido sugerido por Boyd,* sino que la distancia
del carbono bencilico al oxigeno es menor que para el resto de la serie metil - pentil (Figura 23),

lo cual explica que este sustrato rinda la mayor cantidad del triol correspondiente.

Ademds, el andlisis del modelo permitié la determinacién de un pardmetro para la
prediccién de la orientacién de sustratos para-disustituidos y el calculo del exceso enantiomérico
para los productos obtenidos, lo cual fue validado con los resultados experimentales ya

reportados. Esto permitié observar también el posicionamiento del fluorobenceno en el sitio
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activo, donde el fldor prefiere ubicarse hacia los bolsillos 1 y 4, explicando por primera vez la

razén de la dihidroxilacién en posicidn 3 y 4 para este sustrato.”

Figura 23: I. Resultados de docking para el indano (amarillo) y propilbenceno (violeta). II.
Resultados de docking para arenos monosustituidos con grupos metilo (azul), etilo (rojo),
propilo (violeta), butilo (gris) y pentilo (verde). Se sefiala la distancia del oxigeno al carbono
bencilico del propilbenceno.

Si bien no contdbamos con el modelo al disefiar los mutantes de TDO, este permitid
visualizar la ubicacién de cada uno de los residuos modificados (Figura 24) y resulté de gran
utilidad para la discusién y comprensién de los resultados obtenidos en cada caso, que se

presentan a continuacion.
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Figura 24: Sitio activo de TDO. Se observa la ubicacién de los aminoacidos objetivo para las
sustituciones propuestas: Gln215, Ile324, Thr365 y Phe366.

La sustitucién de isoleucina en 324 por fenilalanina mostré una reduccién de la
actividad frente a todos los sustratos, sin observarse formacién de producto para el tolueno ni
para el indeno. Por otra parte, de los dos posibles productos obtenidos con la enzima nativa para
el propilbenceno, este mutante parece haber perdido la capacidad de hidroxilar la posicién
bencilica de este sustrato obteniéndose unicamente el diol 4a. Frente al estireno en cambio, se
invierte la relacién entre productos 6a y 6b con respecto a la obtenida con la enzima nativa,
favoreciéndose en este caso la reaccién sobre la olefina de la cadena lateral 6b, y destacdndose a
su vez la aparicién del enantiémero del (R)-1-fenil-1,2-etandiol, lo cual cambia el exceso

enantiomérico de >99 % a 54 %.

Utilizando el modelo computacional de TDO desarrollado,” se modelé la variante 1324F
y se realizé el docking de propilbenceno. Esto permitié observar como el efecto estérico de la
fenilalanina provoca un posicionamiento de la cadena lateral del sustrato en el cual el carbono
bencilico se aleja del hierro respecto a la ubicacién que toma en la enzima nativa impidiendo as{
la monooxigenacién a ese nivel (Figura 25I). De igual forma se afecta el posicionamiento del

estireno, pero en este caso todo el sustrato adopta una inclinacién distinta que acerca el grupo
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vinilo al hierro y modifica la posicién del anillo aromatico por lo cual se favoreceria la

dihidroxilacién del primero hacia el compuesto 6b (Figura 25II).

3.8,
/753 Phe 216

/
/

Figura 25: Posicionamiento de propilbenceno (I) y estireno (II) en el sitio activo de TDO WT
(verde) y TDO-I324F (gris). Se sefiala la distancia que toma la posicién bencilica de cada
sustrato en cada uno de los casos, la cual determina los productos obtenidos.

La isoleucina en 324 de TDO se corresponde con la 1335 en la subunidad o de BPDO de

Pseudomonas pseudoalcaligenes KF707 y con F335 en la subunidad o de BPDO de Burkholderia cepacia
LB400. Reportes sobre el impacto de mutaciones puntuales en aquellas posiciones en que ambas
dioxigenasas difieren, establecen que la variante de P. pseudoalcaligenes KF707 1335F adquiri6 la
habilidad de degradar el 2,5,2’,5’-tetraclorobifenilo y fue capaz de oxidar 2,5,2-triclorobifenilo y
2,5,4’-triclorobifenilo tanto en posiciones 2,3 como en 3,4, por lo cual le fue atribuido a este
aminodcido el rol en la regioselectividad de la enzima, sin embargo, las posiciones dihidroxiladas
dependieron del patrén de sustitucién del sustrato.” En TDO en cambio, no se observé un cambio
en la regioselectividad para los sustratos estudiados, si bien es claro que los efectos observados

son altamente dependientes del tipo de sustrato utilizado.
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Otra de las posiciones importantes en la regioselectividad de la hidroxilacién en estas
bifenilo dioxigenasas es T376, la cual al sustituirse por asparragina dio lugar a una variante con
capacidad de hidroxilar bifenilos policlorados en posiciones 3 y 4.°° Este aminoacido se
corresponde con treonina 365 en TDO por lo cual construimos la variante de TDO-T365N, la cual
al igual que TDO-1324F mostré una marcada disminucién de actividad frente al tolueno (3), asf
como la incapacidad de formar el triol del propilbenceno (4b) obteniendo tinicamente 4a con un
rendimiento cercano a la mitad del obtenido con la enzima nativa. Para el estireno en cambio,
se observa nuevamente una inversién en la relacién de los productos obtenidos aumentando 10
veces la conversidn hacia el (R)-1-fenil-1,2-etandiol (6b). Por otra parte, a diferencia de 1324F,
este mutante fue capaz de transformar el indeno a sus dos productos duplicando el rendimiento
para el 1-indenol por lo cual se invierte la relacién entre 5a y 5b, que ademds mostraron cambios

en el exceso enantiomérico.

Al observar el sitio activo de TDO, se puede ver que la treonina en 365 no interacciona
directamente con el sustrato (Figura 26). Si bien todos los aminoacidos mutados fueron dejados
libres para los estudios de docking, T365 forma parte del esqueleto de la proteina el cual
permanece fijo durante los célculos, por lo tanto, no seria posible identificar cambios que
ocurrieran a este nivel al realizar la sustitucién. Podria suponerse entonces que su rol fuera
estructural o incluso, que la sustitucién por asparragina generara ciertas modificaciones
electrénicas en esta parte del esqueleto de la enzima responsables de los cambios de actividad
observados.” De todas formas, los resultados experimentales demuestran que este aminoacido
estd implicado en la actividad enzimdtica, sobre todo en relacién a la quimio- y

estereoselectividad de la hidroxilacién de determinados sustratos.
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Figura 26: Sitio activo de TDO, se sefiala la posicion de treonina 365.

En cuanto a la sustitucién de la fenilalanina 366, generé el mutante que presenta los
efectos mas drasticos habiendo perdido actividad frente a la mayoria de los sustratos y

mostrando a su vez los cambios mas significativos en estereoselectividad.

Respecto al bromobenceno, el rendimiento fue tan solo del 2 % comparado con un 57 %
obtenido con la enzima nativa, y con un exceso enantiomérico que pasé de >99 % a 60 % para el
cis-(15,25)-3-bromociclohexa-3,5-dieno-1,2-diol (2a). Esta caida en la actividad se reflejé también
en la biotransformacién del tolueno y del propilbenceno para los cuales no se detecté producto.
En cuanto al estireno y el indeno, se observé una preferencia hacia la oxidacién de las olefinas
no aromdticas, obteniendo el diol del estireno en la cadena lateral 6b y el diol del indeno 5a
como Unicos productos con cambios en la estereoquimica, determindndose un exceso

enantiomérico de 17 % para 6b y obteniéndose el enantiémero de 5a con un 9 % de ee.

En el modelo computacional se observa que la fenilalanina en 366 forma parte del bolsillo
2, el cual tiene caracter hidrofébico e interacciona con la mayoria de los sustituyentes de los
sustratos.” Al modelar los efectos de la sustitucién por valina se destaca un cambio estructural
importante acompafiado de un aumento en la energia libre de unién de los sustratos debido a

una disminucién en las interacciones lipofilicas que estabilizan el aducto enzima-sustrato (Tabla
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2, Figura 27), lo cual explicaria la disminucién en la actividad de la enzima. Ademds, los estudios
de docking permitieron observar que tanto para el bromobenceno (Figura 271I) como para el
estireno (Figura 27VI) existen numerosas poses del sustrato diferentes a las observadas en el
modelo de la enzima nativa que concuerdan con la formacién de los estereoisémeros obtenidos,
explicando asi la diferencia de estereoselectividad en los productos 2a y 6b. Para el
propilbenceno (Figura 271V), los resultados del docking indican un posicionamiento de la cadena
lateral que aleja el carbono bencilico del oxigeno por lo que no se formaria el producto 4b. En
cuanto al resto de los productos, estudios mas profundos (por ejemplo, andlisis por DFT) serian

necesarios para determinar las causas de la pérdida de actividad.

Este aminodcido se corresponde con la fenilalanina 352 en naftaleno dioxigenasa, la cual
fue identificada como clave para la estereoselectividad de la enzima aunque también se observé
un cambio en la regioselectividad de NDO frente a ciertos sustratos al introducir la mutacién
F352V.”" De acuerdo con los resultados obtenidos con TDO-F366V se puede decir que este
aminodcido tiene el mismo rol que su equivalente en NDO e incluso los efectos de su sustitucién
en TDO son mayores en cuanto a la enantioselectividad de la enzima.

Tabla 2: Energia libre de unién de los diferentes sustratos en el sitio activo de TDO nativa y la variante F366V de
acuerdo con el modelo computacional.

AG° (KJ/mol)
Sustrato
TDO WT TDO F366V

Bromobenceno -21.02 -19.54
Tolueno -21.02 -19.45
Propilbenceno -22.87 -20.96
Estireno -23.60 -21.37
Indeno -25.52 -23.24
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Hydrophobicity
1.00
0.67
0.33
0.00

Figura 27: Resultados de docking de bromobenceno, propilbenceno y estireno en el sitio
activo de TDO (I, III, V) y TDO F366V (II, IV, VI). Se observa el cambio estructural del sitio
activo y las distintas posiciones que toman los sustratos para generar los productos con

diferente estereoquimica.

86



En cuanto a la variante Q215A, se observa una pérdida de actividad casi total frente a
todos los sustratos ensayados, con rendimientos menores o iguales al 1 % que no permitieron su

purificacidn para el analisis por HPLC quiral.

Considerando los resultados obtenidos con el modelo computacional en cuanto a la
coordinacidn con el hierro, podria suponerse un cierto rol en la estabilidad del metal y por tanto
su sustitucién afectaria la actividad enzimatica. Por otra parte, el modelo permitié observar que
Q215 forma un enlace de hidrdgeno con el oxigeno una vez que este se coordina al hierro para
formar la especie reactiva FeOOH sugiriendo que este aminodcido tendria un rol importante en
el mecanismo de dihidroxilacién lo cual se corresponde con los resultados experimentales
obtenidos (Figura 28). Sin embargo, la actividad no se ve completamente anulada, indicando que
existen otros aminodcidos capaces de complementar parcialmente esta interaccién. El modelo
permite postular al aspartico 219 cumpliendo este rol, que ademds estd implicado en el
transporte de electrones desde el centro Rieske de la subunidad alfa vecina hacia el hierro del

sitio activo.

Figura 28: Resultado de célculos computacionales del mecanismo de TDO. Se observa el
atomo de Fe (violeta) coordinado a los dos residuos de histidina, el aspartico y el oxigeno
molecular formando el intermediario FeOOH que establece un enlace de hidrégeno con la

glutamina 215.
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Los resultados obtenidos concuerdan con que la glutamina 215 facilite la transferencia
de protones desde las moléculas de agua, lo cual estarfa de acuerdo con lo observado por Kauppi
y colaboradores en la estructura cristalina de NDO donde se determind que no existen
aminodcidos en el sitio activo involucrados en la donacidén de protones sino que estos deben
provenir de moléculas de agua. Otra observacién que surge de dicho trabajo es que tanto la
asparragina 201 como la fenilalanina 352 de NDO, correspondientes a Q215 y F366, se encuentran
formando parte del canal de entrada del sustrato al sitio activo y probablemente contribuyan a
posicionar los sustratos para que ocurra la reaccién. Esto explicaria la marcada caida de
actividad observada con las variantes de TDO en ambas posiciones asi como los cambios en la

estereoquimica de los productos.

Del conjunto de resultados obtenidos con TDO-1324F, TDO-T365N, TDO-F366V y
TDO-Q215A, es interesante notar que algunas de estas variantes permiten obtener un tnico
producto para aquellos sustratos que la TDO nativa rinde dos productos, lo cual puede ser util a

la hora de la purificacién para la obtencién del compuesto de interés.

El triol del propilbenceno, por ejemplo, no es utilizado en general y dado que las variantes
1324F y T365N rinden unicamente el diol en el anillo (4a) manteniendo el ee >99 % podrian ser

mads adecuadas para la biotransformacién de este sustrato.

En el caso del estireno, el compuesto 6a es el mayoritario en la biotransformacién con la
enzima nativa, mientras que con la variante T365N se obtiene el diol 6b en mayor proporcién
con un ee >99 %, mientras que es el inico producto obtenido con la variante F366V como mezcla

de enantiémeros.

Finalmente, frente al indeno la enzima nativa produce una mezcla casi 1:1 de 5a y 5b con
excesos enantioméricos del 30 %. El mutante T365N produce 8 veces mds de 5b respecto a 5a 'y
se duplica el rendimiento respecto a la enzima nativa con un ee de 50 %, mientras que la variante
F366V produce Gnicamente el diol 5a con un exceso enantiomérico opuesto al del producto
obtenido con la enzima nativa. Esto resulta de interés ya que el cis-(1S,2R)-indandiol es utilizado

en la sintesis de indinavir (firmaco inhibidor de proteasas utilizado en el tratamiento de HIV)
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por lo cual es deseable incrementar el rendimiento hacia este producto.”” En el trabajo publicado
por Zhang y colaboradores, se realizaron tres rondas de mutagénesis introduciendo variaciones
al azar en los distintos genes que codifican para las tres enzimas (todC1C2, todA, todB) y analizaron
cerca de 5500 clones en busca de la variante deseada obteniendo un tinico mutante conteniendo
siete mutaciones que rindié casi cuatro veces mds de indandiol respecto al 1-indenol; sin
embargo, esta enzima produce el enantiémero no deseado como mayoritario (ee= 34 %). Ademds,
se observé una disminucién tanto en la estereoselectividad como en la bioconversién muy
marcada durante todo el proceso de mutagénesis. En esta tesis, con una inica mutacién en la
fenilalanina 366 se logré producir dnicamente indandiol lo cual a pesar del exceso
enantiomérico de 9 % hacia el enantiémero no deseado, puede resultar un interesante punto de

partida para la obtencién de este intermediario.

Del andlisis anterior se desprende que los residuos seleccionados son importantes para la
actividad enzimdtica y podrian ser una base sustancial para nuevos estudios en busca de obtener
regio- y/o estereoisémeros de los dioles naturales. En relacién a esto, el modelo computacional
desarrollado contribuyé a comprender mejor los resultados obtenidos, asi como la estructura
del sitio activo y las interacciones que se establecen con los sustratos, evidenciando la afinidad
de los distintos sustituyentes por las diferentes zonas del sitio activo; por lo cual se convierte en
una herramienta de gran utilidad para racionalizar posibles sustituciones a realizar de manera
de favorecer los cambios deseados e incluso para continuar elucidando el mecanismo de accién

de esta enzima.

En principio, se podria pensar que para generar un cambio en el posicionamiento del
anillo de sustratos con sustituyentes apolares y asi alterar la regioquimica de los productos,
deberfa apuntarse al efecto estérico de los distintos residuos que conforman las cavidades 1y 2
donde se ubican los sustituyentes. Para sustratos con sustituyentes polares, podria incorporarse
en el bolsillo 3 0 4 algiin aminoéacido capaz de generar enlaces de hidrégeno con el sustituyente,
anclandolo en la orientacién opuesta a la que se ubica habitualmente. Esto implica una
dependencia de las sustituciones a realizar en base al sustrato a utilizar, lo cual concuerda con

los resultados obtenidos para cada uno de los mutantes aqui desarrollados frente a los distintos
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compuestos ensayados. Incluso, analizando los estudios realizados hasta el momento reportados
en bibliograffa para las distintas dioxigenasas, se observa que el impacto de las mutaciones
introducidas altamente dependiente del sustrato analizado.’*****%*” Por lo tanto, teniendo en
cuenta que segtin nuestros resultados parece no haber aminoacidos generales que dominen la
regio- o estereoselectividad de la TDO, y siendo esto dependiente del sustrato, el trabajo a futuro
en este campo podria focalizarse en el desarrollo de mutantes que generen regio- o
estereoisémeros del dienodiol obtenido por biotransformacién de halobencenos que son los mas

utilizados con fines sintéticos.

Cabe destacar que probablemente sea util combinar las distintas variantes ya
desarrolladas o incluso incluir otras mutaciones, ya que se ha determinado que no solo los
aminodcidos del sitio activo modulan la actividad de la enzima sino que otros, mas lejanos como
en nuestro caso T365 o incluso en otras subunidades (la subunidad B por ejemplo) pueden afectar
las interacciones con el sustrato.’**®** Gran parte de estos resultados han sido publicados en

Advanced Synthesis and Catalysis, 2017, articulo que se adjunta en el anexo.”
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1.3.2 Construccion de un sistema de expresién para CDO y su

caracterizacion.

El uso del sistema clorobenceno dioxigenasa (CDO) resulta interesante ya que de
acuerdo con lo reportado en bibliografia esta enzima parece presentar una especificidad de
sustrato diferente a la de TDO, la cual no ha sido estudiada en detalle.” En uno de los primeros
estudios realizados con esta enzima se clonaron los genes tcbAaAbAcAd que codifican para el
complejo CDO bajo el control del promotor lac dando lugar al pldsmido pTCB144 que fue
expresado en la cepa de E. coli DH5a.. En 2004 y 2005, se publicé el uso de un nuevo sistema de
expresion de CDO: E. coli JM101 (pTEZ30), donde los genes de la dioxigenasa fueron clonados bajo
el promotor alk de Pseudomonas sp.”’ Los sustratos utilizados en ambos trabajos son benzonitrilos

orto, para y meta sustituidos, y cinamonitrilo, con conversiones que van de 3 a 50 %.

Diferentes intentos de utilizar ambos sistemas de expresién de CDO en nuestro

laboratorio (E. coli DH50. pTCB144 y E. coli JM101 pTEZ30) resultaron en bajas o nulas
conversiones frente a distintos sustratos. Esto nos llevé a pensar que tal vez ninguno de ellos era
tan eficiente como el sistema de expresién de TDO, donde los genes se expresan bajo control del
promotor tac, y con el cual nuestro grupo ha alcanzado producciones de hasta 60 g/L para el diol
del bromobenceno.” Por lo tanto, propusimos la construccién de un biocatalizador analogo a E.
coli JM109 (pDTG601) clonando los genes de CDO bajo el promotor tac en el vector pKK223-3, de
forma de poder utilizar el mismo con nuestro protocolo de biotransformacién en biorreactor ya
optimizado. De esta manera, la actividad enzimdtica de ambos sistemas serfa comparable al
expresarse en sistemas analogos y podria llevarse a cabo un estudio detallado de la especificidad
de sustrato. Este trabajo fue abordado a través de diferentes estrategias de clonado: un abordaje
clasico utilizando enzimas de restriccién, una técnica de Restriction Free Cloning”® y una
modificacién de ésta denominada Simple Cloning,” trabajo realizado en colaboracién con el Lic.

Diego Umpiérrez, y que dio lugar posteriormente a su tesis de Licenciatura en Quimica.
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Finalmente se logré construir el biocatalizador E. coli J]M109 (pKK_CDO) que expresa el
complejo enzimatico de manera soluble, pero que no ha mostrado buenas conversiones frente a
multiples sustratos ensayados. La evaluacién de la expresiéon de la enzima en gel de
poliacrilamida (Figura 29) permite identificar claramente las subunidades o y  de CDO (50 y 23
KDa), asi como la ferredoxina (43 KDa), pero no la ferredoxin-reductasa (15 KDa), lo cual puede
ser indicador de que esta tltima no se expresa adecuadamente. A partir de esto surge una nueva
hipdtesis que radica en la posibilidad de que la falla de este sistema se encuentre en el sistema de
transporte de electrones, o sea, en la ferredoxina o en la ferredoxin-reductasa. Esto podria
confirmarse combinando los genes tcbAaAb (dioxigenasa CDO) con todAB (ferredoxina y
ferredoxin-reductasa de TDO), estrategia que ha sido utilizada exitosamente en el trabajo
reportado por Kim y colaboradores, donde se combinaron la oxigenasa de TDO con la
ferredoxina y ferredoxin-reductasa de otros sistemas enzimaticos relacionados a la degradacién

de alcanos obteniendo complejos funcionales.”
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Figura 29: Gel SDS-PAGE de las fracciones solubles e insolubles del lisado celular de E. coli
JM109 (pKK_CDO) a las 0 y 24 horas post-induccién y E. coli JM109 (control) a 24 horas post-
induccién con IPTG. Se sefialan las bandas correspondientes a la dioxigenasa de CDO
(tcbAaAb) y la ferredoxina tcbAd.
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Dado que también contdbamos en el laboratorio con el biocatalizador en E. coli J]M109 DE3
(pDTG141) que expresa la naftaleno dioxigenasa, se decidié evaluarla frente a los mismos
sustratos utilizados para TDO y CDO, de modo de poder comparar la especificidad de los tres
sistemas. Para CDO y NDO, debido a su diferente especificidad de sustrato, se incorporaron
ademds naftaleno (7) y fenantreno (8), obteniendo los rendimientos que se presentan en la Tabla
3. Como era de esperar, NDO no acepta los arenos monosustituidos pero si los policiclicos. Todas
las biotransformaciones se llevaron a cabo utilizando células en reposo con ODg= 30 y 10 mM
de sustrato, y los rendimientos se calcularon en base al andlisis por '"H-RMN del crudo utilizando
un estandar interno.

Tabla 3: Resultados del screening de actividad con E. coli J]M109 (pKK_CDO) y E. coli JM109 DE3 (pDTG141). Se

muestran las estructuras de naftaleno y fenantreno asi como los productos obtenidos por dihidroxilacién
enzimdtica. Nd: no detectado

Sustrato Producto CDO NDO

2 nd nd
4a nd nd oH
OH
: —
4b nd nd 7 7a
OH
OH HO
« o oY o Y
6
6b nd nd 8 8a 8b
7 7a nd 92
8a nd 1
8
8b nd 8
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1.3.3 Obtencion de ipso-cis-1,2-dioles utilizando BzDO

Posteriormente, se incorpord la cepa Ralstonia eutropha B9, un biocatalizador que expresa
la benzoato dioxigenasa (BzDO) y tiene bloqueada la enzima del segundo paso del catabolismo
del 4cido benzoico (responsable de la formacién del catecol) por lo cual acumula el producto
dihidroxilado en posiciones 1 y 2 (Figura 30). Este mutante fue desarrollado en el afio 1971
incubando las células bacterianas con un agente mutagénico (N-metil-N"-nitro-N-
nitrosoguanidina) para generar mutantes y seleccionando aquellos incapaces de crecer con

acido benzoico como tnica fuente de carbono y energfa.”

COO~
COoO~ :
=" —=OH Z>C00" o coo” o coo"
R — = —_—
X OH 2 CO0" =0 0
Benzoato 1,2-cis-dihidroxibenzoato / cis,cis-muconato muconolactona b-cetoadipato-ench-lactona
9 % OH l
OH >
S—Coenzyme A coo-
catecol
(elolony B-cetoadipato
B-cetoadipil-CoA 0
0] / \\
S—Coenzyme A
H4C S—Coenzyme A coo-
acetil-CoA succinil-CoA

Figura 30: Catabolismo del acido benzoico en Ralstonia eutropha B9 donde se muestran los
pasos bloqueados. Adaptado de Reiner, A.B et al, 1971.”
Al utilizar benzoato de sodio o potasio (9), se obtiene la sal correspondiente del dienodiol
(9a), lo cual aumenta su estabilidad durante el almacenamiento. Si bien nuestros esfuerzos no se
centraron en la optimizacién de este proceso como se hizo previamente para TDO, se estudié la
produccién de 1,2-cis-dihidroxibenzoato de sodio en biorreactor de 5 L en base al protocolo
publicado por Adams y colaboradores de modo de poder tener acceso a la produccién de este
tipo de dienodiol para el Laboratorio de Sintesis Orgédnica de la Facultad de Quimica. En este

protocolo, el agregado del sustrato (benzoato de sodio) y de la fuente de carbono (fructosa) se
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realizan simultdneamente, en pulsos cada cuatro horas a partir de las 20 horas de crecimiento

del biorreactor.®

En una serie de tres experimentos se determind la importancia de algunos pardametros
de este proceso. Debe existir un control del pH del proceso agregando hidréxido de sodio. Esto no
estaba detallado en el procedimiento reportado, pero se observé que las densidades dpticas
alcanzadas eran muy bajas (aprox. 5 UA, Figura 31I) permaneciendo casi constante a partir de
las 40 horas de cultivo, lo cual iba acompafiado de una acumulacién de sustrato, indicando la
muerte del cultivo. Al mantener el pH constante en 7.4 se logré alcanzar un cultivo con ODgye= 30
(Figura 3111). Por otra parte, debe asegurarse el consumo total del sustrato entre pulsos. Una gran
cantidad de sustrato resulta téxica para las células por su naturaleza antimicrobiana, por lo que
el monitoreo del consumo de este antes del agregado de un nuevo pulso resulta fundamental

para el mantenimiento del cultivo y facilita ademas la purificacién del producto.

I. Experimento 1: R. eutropha B9 II. Experimento 2: R. eutropha B9
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Figura 31: Crecimiento y Biotransformacion en biorreactor utilizando Ralstonia eutropha B9. 1.
Experimento 1: reproduccién de las condiciones reportadas.® II. Experimento 2: control de
pH y de agregado de sustrato.
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Teniendo en cuenta esto, se obtuvo un cultivo de Ralstonia eutropha B9 de ODg=30 que
fue capaz de convertir el benzoato de sodio agregado en pulsos cada 5 horas, para dar una
concentracién de producto de 27 g/L tras 80 horas de biotransformacién, lo cual supera las
cantidades reportadas que rondan los 17 g/L de 1,2-cis-dihidroxibenzoato de sodio. Como se
observa en la Figura 3111, se logré un perfil de crecimiento sostenido y acompanado por el

proceso de biotransformacion, lo cual no ocurrié en el experimento 1.

De esta manera se logré la produccién en escala preparativa de un dienodiol enantiopuro
con regioquimica y propiedades diferentes de utilidad en sintesis organica, cuya aplicacién dio
lugar a la publicacién de un trabajo en Tetrahedron: Assymmetry.*' Cabe destacar que si bien esta
enzima tiene una especificidad de sustrato mas acotada, el producto obtenido de la
biotransformacién del dcido benzoico permite una gran variedad de modificaciones que permite
acceder a sintones quirales con propiedades diferentes a los obtenidos con otras dioxigenasas;
lo cual se evidencia ademads en los reportes existentes que utilizan este sistema biocatalitico con

acido benzoico o sus sales de sodio o potasio como tnicos sustratos.*>*#?

En resumen, gracias a estos resultados, el grupo de trabajo cuenta con biocatalizadores
capaces de dihidroxilar arenos monosustituidos en posicién 1,2 (benzoato dioxigenasa) y en 2,3
(tolueno dioxigenasa y sus mutantes), asi como arenos policiclicos (naftaleno dioxigenasa),

permitiendo la obtencién de sintones quirales con diferentes patrones de sustitucién.
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1.3.4 Biotransformacion de sustratos nitrogenados por TDO

La literatura mostraba escasos reportes sobre la dihidroxilacién de compuestos
nitrogenados, los cuales resultan interesantes por su utilidad en la sintesis de diferentes
productos naturales y moléculas bioactivas; por lo tanto, se decidié realizar la biotransformacién
con células en reposo y a escala de matraz de: benzonitrilo, bencilazida, bencilamina acetilada,
benzamida, nitrobenceno y acetanilida. Tras la extraccidén con acetato de etilo y andlisis por TLC
se observé la formacién de un nuevo producto en el caso del benzonitrilo (10), que se identificé
como el cis-dienodiol correspondiente 10a (Figura 32I). En el caso de la bencilazida (11), se

encontraron tres nuevos productos (Figura 3211), mientras que el resto de los sustratos no fueron

biotransformados.
|
N N
Il Il
E. coli JM109 OH
_
pDTG601
OH
10 10a
II. N
N3 N3 | |
OH OH OH
E. coli JM109
e + +
pDTG601 OH - OH OH
N3
11 11a, 36% 11b, 53% 10a, 1%

Figura 32: Biotransformacién de bencilazida con TDO.

El posterior escalado de la biotransformacién de bencilazida en biorreactor de 5 litros
para un andlisis del crudo de reaccién por 'H-RMN y el aislamiento de los compuestos presentes
permitié identificar los tres productos obtenidos de esta reaccién mostrados en la Figura 32,y la
inesperada aparicién de 11b y 10a nos motivé a intentar explicar su formacién. Durante la
purificacién de los productos se observé que el compuesto 11b se formaba espontaneamente a

partir de 11a, para lo cual se propuso un doble rearreglo sigmatrépico [3,3] del grupo azida
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(Figura 33). El estudio detallado del mecanismo de esta transformacién y la determinacién de las
condiciones éptimas para la formacién de 11b de interés debido a su alto potencial sintético,

fueron publicados por nuestro grupo en Organic Letters,* el cual se adjunta en el anexo.

Ns ® ’3
N7 o
E.coli]M109 N~ @, N‘j OH
(pDTG601) \\4 NLOH  [3.3] O_N [3,3] OH
— — > | :N .
OH \\/ OH Y OH
11 L ] N3

ee>98%

11b, 1-1.6 g/L
i. E. coli IM109 (pDTG601), biorreactor T

ii. T ambiente, 1 semana

Figura 33: Mecanismo del doble rearreglo sigmatrépico [3,3] propuesto para la formacién de
11b. Se indican las condiciones 6ptimas de obtencién de este producto a partir de
bencilazida.

Por otra parte, la formacién del diol del benzonitrilo resultaba mas curiosa ain y su
explicacién menos evidente. En primer lugar, se evalué si la reaccién de oxidacién del grupo
azida a nitrilo era mediada quimicamente por algiin componente del medio o si correspondia al
producto de una reaccién enzimatica. Al incubar bencilazida en el buffer de reaccién sin
biocatalizador se recuperd el material de partida concluyendo que el biocatalizador es necesario
para la obtencién del nitrilo. Luego se realizaron experimentos utilizando el biocatalizador
conteniendo el pldsmido pDTG601 y la misma cepa conteniendo el vector pKK223-3 (andlogo al
pDTG601 pero que no contiene los genes de la TDO) como forma de evaluar si otra enzima de E.
coli catalizaba esta transformacidn, y as{ se determiné que la formacién del nitrilo a partir de la
azida ocurre Uinicamente en presencia de la dioxigenasa. Finalmente, para determinar los pasos
de reaccidn se agregd como sustrato el diol de la bencilazida 11a, al recuperar 11a y 11b se
concluyé que la formacién del nitrilo debe ocurrir en primera instancia, para que luego el
benzonitrilo formado sea dihidroxilado (Figura 34I). A su vez, esto se corresponde con el perfil
de formacién de los diferentes productos observado durante la biotransformacién de la

bencilazida en biorreactor, los cuales se construyeron a través de la cuantificacién por HPLC de
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cada producto en muestras tomadas a diferentes tiempos de reaccién. Estas muestras se
almacenaron a 4°C durante una semana de manera de asegurar la total conversién de 11a en 11b
y facilitar asf el analisis y cuantificacién de los compuestos. Como puede observarse en la Figura
3411, la velocidad de formacién del diol del benzonitrilo es muy lenta al comienzo de la reaccién
y aumenta a partir de los 20 minutos de agregado el sustrato haciéndose comparable a la
velocidad de formacién de 11b. Este retraso en la formacién de 10a puede asociarse a una

reaccién mds lenta dada la necesidad de la formacién del nitrilo previo a la dihidroxilacién del

anillo.

N3 Il Il
E. coli IM109 E. coli IM109 OH
—_— —_—
pDTG601 pDTG601 OH
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Figura 34: L. Secuencia de biotransformacién para la formacién de benzonitrilo a partir de

bencilazida. II. Perfil de formacién de los productos 11b y 10a durante la biotransformacién
de bencilazida en biorreactor utilizando E. coli JM109 (pDTG601).
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En base a estos resultados, nos propusimos profundizar en el mecanismo de formacién
de 10a para lo cual se realizé la biotransformacién de otro sustrato que presentara un grupo
azida como la feniletilazida 12, la cual rindié los productos que se muestran en la Figura 35 con

un rendimiento global de 40 %.

N3 E. coli JM109
©N _(pDTGEOT)

12 12a, 33% 12b, 6% 12¢, 1%
Figura 35: Biotransformacién de feniletilazida mediada por TDO.

El diol 12a es el producto de dihidroxilacién esperado y por tanto es ldgico que sea el
mayoritario, el triol 12b se debe a la actividad monooxigenasa en la posicién bencilica ya
conocida para la TDO**” y 12¢ aparece como un nuevo producto inesperado, sobre el cual se
discute mas adelante. El hecho de no observar la formacién del nitrilo para este sustrato sugiere
que es necesario que el grupo azida se encuentre en la posicién bencilica, y que ademds su
oxidacién podria estar relacionada con la monohidroxilacién en esta posicién (ya que mientras
para la feniletilazida se obtiene 12b, el correspondiente producto no es obtenido para el caso de
la bencilazida). Para confirmar que el mecanismo en estudio para la generacién del nitrilo podria
involucrar la oxidacién de la posicién bencilica de la bencilazida, se probé la biotransformacién
de p-clorobencilazida (13). La misma, debido a su sustitucién en posicién para por un
sustituyente cloro, no serfa monohidroxilada en la posicién bencilica de acuerdo a lo reportado

31,73

por Boyd y colaboradores®” ya que esta sustitucién provoca un alejamiento del carbono
bencilico respecto del oxigeno. Esto fue comprobado mediante estudios de docking realizados por
nuestro grupo (Figura 36). Como resultado se obtuvo el (1R,2R)-3-(azidometil)-6-clorociclohexa-

3,5-dieno-1,2-diol (13a) con un 36 % de rendimiento y no se detectd la formacién del nitrilo.
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E. coli JM109 OH
(pDTG601)
R= 36% OH
Cl Cl
X8 X9

Figura 36: Docking de bencilazida (amarillo) y p-clorobencilazida (gris) en el sitio activo de
TDO. El C bencilico de la p-clorobencilazida queda 5.3A en vez de 4.54A como se ve para
bencilazida.

Observando el conjunto de estos resultados se propuso un mecanismo para la oxidacién
de la azida, iniciado por la monohidroxilacién en la posicién bencilica y la consiguiente
coordinacién de la azida y el hidroxilo al &tomo de hierro (II) (Figura 37-1). En colaboracién con
el Dr. Nicolds Veiga, se realizaron célculos computacionales que permitieron comprobar la
factibilidad de la existencia de la especie propuesta.”” Utilizando un nivel de teoria
UB3LYP/LANL2DZ se observé que esta doble coordinacién con el hierro estd altamente
favorecida dado que la geometria del complejo obtenido es la mas estable (Figura 37-I). Las
restricciones estructurales impuestas por la arquitectura del sitio activo llevan a la formacién
de un aducto de alto espin, para el cual el quelato de cuatro miembros es suficientemente estable
como para soportar la coordinacién bidentada del hierro a través del oxigeno del hidroxilo en
posicidn bencilica y el N1 de la azida. Esta coordinacién a través del N1 provoca un acortamiento
del enlace N2-N3 y por tanto la elongacién del enlace N1-N2, resultando en el debilitamiento de
este dltimo y promoviendo la liberacién de nitrégeno que da lugar a la formacién de una especie
hierro(IV)-nitreno (14). Esta especie altamente inestable debe rearreglarse de alguna de las
siguientes formas para estabilizarse (Figura 37-11): A) a través de la migracidn del fenilo, B) a

través de la migracién del OH, o C) por la migracién del protén hacia el nitrégeno. Si el camino
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fuera A, deberia formarse N-fenilformamida (15) o su correspondiente diol como producto, lo
cual no se observa y por lo tanto se descarta esta opcién. Con la migracién del hidroxilo (B) se
obtendria benzaldoxima (16) y con la migracién del protén (C) el iminol de la benzamida (17),

en ambos casos por deshidratacién podria formarse el benzonitrilo (Figura 37-11).

376Asp

NADH + H* NAD* + H,0

I1.

14

Figura 37: L. Estructura del complejo de coordinacién formado por el hierro del sitio activo
con el hidroxilo bencilico y el nitrégeno 1 del grupo azida II. Formacién del intermediario
hierro (IV)- nitreno y sus posibilidades de rearreglo para formar benzonitrilo: A) migracién
del fenilo, B) migracién del OH, C) migracién del protén.
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Para discernir entre los posibles caminos B y C se realiz la biotransformacién de
benzamida (18) y de las benzaldoximas E y Z (19), tras lo cual se observé que la benzamida no es
sustrato de la enzima, mientras que las oximas fueron transformadas al diol del benzonitrilo
(Figura 38) confirmando la teorfa del camino B. Los controles correspondientes fueron
realizados en paralelo utilizando el biocatalizador E. coli JM109 (pKK223-3) y en todos los casos
se recuperaron los sustratos intactos, lo cual indica que la actividad oxima deshidratasa observada
es mediada por el complejo TDO y no por otras enzimas del microorganismo. El estudio en
profundidad de esta nueva actividad en cuanto a su alcance se encuentra en curso, y para esto
se han utilizado diferentes oximas como sustratos de biotransformacién y realizando los calculos

computacionales correspondientes.

E. coli JIM109
pDTG 601)
II.
N
H /NMOH NJWOH OH 1|l
oxima R% 19a:19b:10a
E. coli JM109 OH OH
(pDTG 601) + . E 10 20:60:20
OH OH 7

12 25:42:33
19

Figura 38: Biotransformacién de benzamida (I) y de las benzaldoximas E y Z (II) mediadas por
TDO.

A pesar del comportamiento diferencial entre ambas oximas donde el isémero Z parece
ser el mas reactivo hacia la formacién del nitrilo, no es posible afirmar cudl de los dos isémeros
es sustrato para esta transformacién, dado que como se ha reportado previamente, ocurre una
isomerizacién espontanea de las oximas al incubarse en lisados de E. coli e incluso en presencia
de distintas proteinas.* La formacién del triol 19b, puede explicarse a través de la reduccién de
la oxima mediada por una alcohol deshidrogenasa del microorganismo como ha sido

previamente descrito.**
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Retomando la formacién del triol 12c (obtenido para la reaccién ya comentada con
feniletilazida 12), la misma podria explicarse teniendo en cuenta el mecanismo propuesto de
coordinacidn inicial del grupo azida y la liberacién de nitrégeno para formar una especie metal-
nitreno que tras el Gnico rearreglo posible darfa lugar a la imina 20. Esta imina es inestable en
solucién acuosa y formarfa el aldehido correspondiente (21) que por accién de las reductasas de
E. coli serfa transformado al alcohol feniletilico (22). Este compuesto es sustrato de TDO y por

tanto puede ser dihidroxilado para dar el triol 12¢ (Figura 39).

E. coli JIM109 OH
(pDTG 601 ) reductasa
OH

Figura 39: Secuencia de reacciones para la formacién de 12c.

12

Como conclusién de estos estudios, se reporté una nueva actividad para la tolueno
dioxigenasa: la oxidacién de bencilazida a benzonitrilo, siendo el primer reporte biocatalitico
existente en la literatura para este tipo de transformacién. El mismo, junto al mencanismo
propuesto (Figura 40), fue publicado en ChemBioChem,* articulo que se adjunta en el anexo de
esta tesis. A su vez, de este mecanismo se desprende que la tolueno dioxigenasa posee actividad
oxima deshidratasa, lo cual no ha sido descrito hasta el momento para esta clase de enzimas. Por
ultimo, y de especial interés para los objetivos propuestos en el siguiente capitulo, este
mecanismo sugiere la formacién de una especie nitrenoide en el sitio activo de TDO, lo cual da

lugar al estudio de nuevas reacciones que podrian llevarse a cabo con este biocatalizador.

104



N
©/\N3 TDO TDO Z
| |

* I —~ Eell
Oy, NADH + H l|=e <= Fe + H20
H/O\H
NAD* + H,0
TDO
TDO
I H
O--Fe' Fe'
/, ~ ’;j/
N OH
N
OH TII:)O
_Fel
N
N2

Figura 40: Mecanismo de oxidacién de bencilazida a benzonitrilo con formacién de una
especie Fe(IV)-nitreno.
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Capitulo II: Estudio de nuevas actividades para Dioxigenasas

tipo Rieske

I1.1 Introduccion

II.1.1 Funcionalizacién de enlaces C(sp®)-H

11.1.1.1 Formacidn de enlaces C-N

La formacién de enlaces C-N es una de las transformaciones con mayor importancia en
quimica sintética en lo que refiere a la preparacién de productos naturales y compuestos
bioactivos de interés para varias industrias como la farmacéutica y agroquimica entre otras.
Debido a esto, se han desarrollado y optimizado a lo largo de la historia de la quimica orgénica
sintética, distintos métodos para estas transformaciones, incluyendo principalmente el uso de
metales de transicién como catalizadores.**® Las reacciones mas utilizadas en este sentido son:
la reaccién de Goldberg donde el cobre cataliza el acople de una amina con haluros de arilo,
reaccién de Chan-Lam catalizada también por cobre para el acople de aminas con 4acidos
bordnicos, y aminaciones de Buchwald-Hartwig catalizadas por paladio;*® en tanto que en la

sintesis de heterociclos también se incluyen catalizadores de rodio y rutenio.”

Entre las estrategias mas destacadas y de mayor importancia contemporanea se
encuentran los protocolos de aminacién directa de enlaces C-H, ya que con su uso se evitan
reacciones de prefuncionalizacién al sustituir directamente un atomo de hidrégeno por la
especie nitrogenada deseada, lo que aumenta la eficiencia y rendimientos de las
transformaciones buscadas.®* Entre los métodos mds destacados para la aminacién C-H,
encontramos la insercién directa al enlace carbono sp® - hidrégeno, de especies tipo nitrenoides,
los cuales tienden a prepararse in situ debido a su alta reactividad. Un problema recurrente de
estos procedimientos es su baja quimio- y regioselectividad, por lo que para su aplicacién en
quimica sintética es necesario el control de la reactividad de las especies nitrenoides utilizadas.

Con este objetivo se ha trabajado en dos aspectos principalmente: i) adaptar la reactividad de los
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nitrenos modificando las propiedades estéricas y electrénicas de los sustituyentes que los
mismos soportan, y ii) controlar la reactividad con el uso de metales de transicién formando
intermediarios metal-imido/nitreno.* Esto llevé al desarrollo de métodos de aminacién C-H
catalizados por distintos metales de transicién (Rh, Ir, Co, Ru, Ag, Cu, Mn y Fe), utilizando azidas
organicas, haloaminas, iminoiodanos y N-tosiloxocarbamatos como precursores de nitrenos

) 88,89

(Figura 41

® O
N=N-N—-R
Azidas orgdnicas

Ph—I=NR
[MLn]=NR Iminoiodanos

| metal nitreno |
—C-H ! » —C-NHR
[ inserciéon C-H | TsO-NH—-COOR

N-tosiloxocarbamatos

Figura 41: Estrategia de aminacion directa utilizando especies metal-nitreno formadas a

partir de distintos precursores: iminoiodanos, azidas organicas y N-tosiloxocarbamatos.
Las principales desventajas de estos métodos radican en el uso de catalizadores muy
costosos y/o téxicos, lo cual sumado a condiciones de reaccién que implican el uso de solventes
orgénicos a altas temperaturas, ha llevado a la busqueda de alternativas mas limpias, rdpidas,
eficientes y econémicas. De forma de disminuir este impacto ambiental, en los dltimos afios se
ha visto un creciente interés en el desarrollo de metodologias sintéticas “mas verdes” que
utilizan hierro como catalizador (Figura 42), debido a que es el segundo metal més abundante en
la tierra (lo cual disminuye su costo) y presenta una toxicidad menor que los otros metales de
transicion.**® En la Figura 42 se muestra el gran numero de transformaciones orgéanicas para
formar enlaces C-N que involucran hierro como catalizador.* Sin embargo, algunas de estas
reacciones utilizan sales de cobre como co-catalizadores en busca de aumentar la velocidad y/o

los rendimientos, y todavia implican el uso de solventes a altas temperaturas y presiones.**®
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Figura 42: a) Nimero de publicaciones que involucran el uso de catalizadores de hierro para
la formacidén de enlaces C-N. b) variedad de reacciones catalizadas por hierro. Extraido de
Ghorai, S. K. et al. 2017.%

A principios de los 80, se reporté la formacién de especies hierro-oxo (Fe=0) en sistemas
porfirinicos (citocromos P450 y sistemas biomiméticos), llevando a investigar la formacién de
especies andlogas como las imido-hierro (Fe=NR), lo cual resulté en el uso de Fe(TPP)Cl y
Mn(TPP)Cl (TPP: tetrafenilporfirina) para la tosilamidacién de ciclohexano utilizando
tosiliminoiodano como fuente de nitrégeno. Posteriormente se estudiaron otros derivados
porfirinicos y diversas fuentes de nitrégeno para estas transformaciones, extendiéndose
también al uso de complejos de hierro de tipo no-hemo. Estos estudios han llevado a conocer la
relacién estructura/reactividad de las especies imido-hierro para la aminacién de enlaces C-H,
la estructura electrénica de las especies Fe-NR son afectadas por el estado de oxidacién del
centro metdlico, las propiedades electrénicas y estéricas de los sustituyentes R y de los ligandos
auxiliares. Se plantea que el mecanismo de aminacién de enlaces C(sp’)-H se inicia con la
extraccion de un dtomo de hidrégeno por parte de la especie imido-Fe, formando un radical al

que se unira el nitrégeno.”

Las herramientas sintéticas mencionadas anteriormente incluyen algunas variantes
enantioselectivas, usualmente incorporando costosos auxiliares quirales, lo que podria ser

solucionado por una aproximacién biocatalitica; sin embargo, no existen hasta el momento
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reportes de enzimas capaces de catalizar naturalmente este tipo de reacciones. Las enzimas mas
utilizadas para la formacién de enlaces C-N incluyen amonio liasas, aminomutasas y

transaminasas, pero estas actiian sobre dtomos de carbono con un alto estado de oxidacién.”®”"

En los dltimos afios, teniendo en cuenta los reportes sobre sistemas porfirinicos
anteriormente descritos, el grupo de Arnold ha sido pionero en la investigacién sobre la
capacidad de las hemo-proteinas para catalizar reacciones de funcionalizacién C-H; cambiando
el foco habitual de la ingenieria de proteinas que trataba de mejorar las funciones conocidas de
una enzima, hacia la busqueda de los elementos necesarios para lograr que una proteina
adquiera una funcién deseada. Esta estrategia consiste en buscar en la vasta coleccién de
proteinas disponibles y seleccionar aquellas que tienen los componentes necesarios para
ensayar frente a determinada actividad, utilizando ademds métodos computacionales para
predecir posibles modificaciones que puedan ser necesarias. Segun la experiencia de Arnold, una
vez que se detecta cierto nivel de actividad, por més bajo que sea, puede crearse una nueva
enzima por evolucién dirigida, y ha sido as{ que ha desarrollado enzimas conteniendo porfirinas

capaces de catalizar la aminacién de enlaces C-H y la formacién de enlaces C-C.”
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Reacciones de funcionalizacién C-H mediadas por citocromos P450

En 1985, Svastits y colaboradores reportaron por primera vez la amidacién
intramolecular de iminoiodanos (Figura 43) utilizando un citocromo P450 microsomal de higado
de conejo, a través de la formacién de un intermediario Fe-nitreno en el grupo hemo de la

enzima,” pero no se encuentran reportes posteriores en ésta drea hasta casi 30 afios después.

NS

SO,N=ICGH ‘
2 e P450

- NH + CgHsl

w

s

Figura 43: Reaccién de amidacién intramolecular utilizando {[(2,5-
diisopropilfenil)sulfonilJimino}feniliodano catalizada por citocromo P450.

Los citocromos P450 constituyen una gran familia de enzimas capaces de activar enlaces
C-H inertes frente a un amplio espectro de transformaciones oxidativas como hidroxilaciones,
desaturaciones y descarboxilaciones, lo cual junto a su gran selectividad los ha llevado a ser
ampliamente utilizados con fines sintéticos. Por otra parte, los métodos computacionales como
la dindmica molecular han facilitado mucho la ingenieria de estas enzimas, pudiendo revelar
residuos claves e interacciones dindmicas que no pueden identificarse en base a la informacién
estructural, logrando cambiar la regioselectividad de las reacciones o expandir el espectro de
sustratos aceptados por los citocromos.”” Ademas, las hemo proteinas no estdn limitadas a
reaccionar a través de intermediarios Fe-oxo, sino que al interactuar con ciertos sustratos
nitrogenados pueden formar especies Fe-nitreno capaces de catalizar la aminacién de enlaces C-
H tal como fue demostrado por Svastits y colaboradores en 1985,” e incluso puede alterarse la
regioselectividad de la aminacién en un sistema intramolecular anulando otros patrones de
reactividad del sustrato utilizando la ingenieria de proteinas, como ha sido reportado por Arnold

y Fasan en los ultimos afios.”* "
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Por otra parte, resulta de sumo interés el desarrollo de reacciones intermoleculares,
existiendo un tnico reporte de aminacién C-H de este tipo desarrollado por el grupo de Arnold,
y una aproximacidén posterior reportada por el grupo de Fasan.”*'® En estas reacciones, la
insercién del nitreno en el enlace C-H compite con la descomposicién del intermediario Fe-
nitreno sin la ventaja de la cercania que ofrece una reaccién intramolecular, pero esta limitante

puede superarse a través de la evolucién dirigida de proteinas.*

Transferencia intramolecular de nitrenos

En 2013, Arnold y colaboradores publicaron la aminacién intramolecular
enantioselectiva de enlaces C-H catalizada por citocromos P450 de Bacillus megaterium. El estudio
comenz6 con el screening in vitro de 24 variantes de esta enzima que habian sido desarrollados
para reacciones de monooxigenacién, frente a 2,4,6-trietilbencensulfonilazida (23) en
condiciones anaerobias reductivas (Figura 44). En la mayorfa de las reacciones se detecté como
producto mayoritario la sulfonamida (23b) y pequefias cantidades del producto de aminacién

(23a). Los mejores resultados fueron de 28 total turnovers (TTN) para la variante P450g; T268A.'"

23 23a 23b
Figura 44: Aminacién C-H catalizada por citocromo P450.

Luego de probar nuevas multiples variantes encontraron que la enzima mds activa fue la
denominada C400S P411,,,-CIS, que con 14 mutaciones respecto a la enzima nativa alcanzé 140
TTN con un 73 % de rendimiento hacia 23a determinado por HPLC. Esto llamé la atencién dado
que ciertos residuos descritos como imprescindibles para la actividad monooxigenasa (como la
cisteina que coordina al hierro del grupo hemo y de la treonina involucrada en la estabilizacién

de las especies Fe-peroxo formadas durante el ciclo catalitico de la monooxigenacién), no
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resultaron necesarios para la aminacidén de enlaces C-H y por el contrario variantes en estas
posiciones (C400S y T268A) potencian esta nueva actividad hacia el producto buscado 23a. En
cuanto a la enantioselectividad de esta reaccién se obtuvieron excesos enantioméricos variables

en el rango de 20 a 73 % para el enantiémero (S).*

En un trabajo posterior prepararon variantes de P411lpy; con regioselectividades
diferentes y complementarias en la aminacién C-H, y estudiaron las reacciones utilizando
sustratos similares a 23 pero sustituidos en 2,5 y donde R= n-Pr, n-Bu, pudiendo analizar la
aminacién de los carbonos a- y - de los mismos. En todos los casos se obtuvo una mezcla de los
productos 24a y 24b y se lograron identificar mutaciones que favorecian la formacién de uno u
otro producto, ambos con excesos enantioméricos >99 % (Figura45), incluso al utilizar distintos

sustituyentes.’

0 0 0 5
\ 7/ n-Pr 1%
n-Pr\@SC)st Enzima “'Pr\@j\m + \©/\S<\
5 o NH
n-Pr 25°C, 12h 'Me
Et
24 24a 24b

Figura 45: Aminacidn intramolecular con diferente regioselectividad catalizada por variantes
de P4113M3.
El grupo de Fasan también realizé estudios sobre mutantes de P450ys, analizando el
efecto de los sustituyentes en el anillo aromético de las arilsulfonilazidas tipo 25 (Figura 46, R=
Me, Et, i-Pr) encontrando una tendencia en su reactividad: aquellos sustratos cuya energia de enlace

C-H en la posicién bencilica es menor son mds reactivos frente a la insercion del nitreno.
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Figura 46: Arilsulfonilazidas trisustituidas utilizadas para el estudio de reacciones de
aminacion intramolecular.

Ademds, propuso un mecanismo para esta nueva actividad el cual se muestra en la Figura
47: la interaccién de la azida con el Fe" del sitio activo se da a través de un complejo azido-Fe,
esto favorece la liberacién de N, para dar la especie imido-Fe"V. A partir de aqui surgen dos
posibles caminos: la via productiva donde éste intermediario reactivo deriva en la insercién del
nitreno en el C-H bencilico para dar la amina ciclica; y la via no productiva donde se da la hidrdlisis
del intermediario imido-Fe" y la posterior reduccién de la especie oxo-Fe'" para regenerar el
estado ferroso de la enzima.'” Por otra parte retomaron el estudio de la importancia del residuo
T268 proponiendo que la mutacién por alanina dificulta la hidrdlisis de la especie nitrenoide al
suprimir el mecanismo de protonacién de la misma, disminuyendo la formacién de la

sulfonamida 25b no deseada.'®
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Figura 47: Mecanismo propuesto para la aminacién de enlaces C-H por P450BM3. Extraido de
Singh, R., Bordeaux, M. & Fasan, R. 2014.'

Ambos grupos continuaron sus estudios sobre distintos sustratos utilizando distintos
donores de nitrenos. Asi Singh y colaboradores reportaron el estudio de variantes de P4505,; en
condiciones anaerobias para la formacién de oxazolidinonas (26a) a través de una ciclacién
intramolecular de carbazidatos (26) via insercién de nitreno en un enlace C-H (Figura 48),

reaccién que hasta el momento sélo se lograba con catalizadores de rodio.”

° i Y
R1 R
P J< Ho/\( 1
N3)]\0/\( R4 450 R1;|\l\/0 + ! + HoN O/\(
2 R
R, R; 2
26 26a 26b 26¢

Figura 48: Insercién de nitreno intramolecular en la sintesis enzimatica de oxazolidinonas
catalizada por citocromo P450.

Los mejores resultados para esta transformacién fueron obtenidos con la variante de
P450zy;, denominada FL#62 y el sustrato conteniendo R,= Ph, R,= Me, que bajo condiciones
optimizadas alcanza 70 turnover numbers (TON) y un rendimiento de 4 %, slo superado al utilizar
el sustrato p-metil sustituido logrando 100TON. Se observé ademas que el resto del sustrato era

convertido al alcohol 26b y al carbamato 26c, evidenciando ambos subproductos la formacién
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del nitreno correspondiente ya que el carbamato se obtiene debido a una sobre reduccién y
protonacién del intermediario nitrenoide formado, en tanto que la formacién del alcohol podria
implicar la hidrdlisis de la especie carbonilo-nitrenoide o una descarboxilaciéon durante la
catlisis.” Esto se desprende del estudio mecanistico presentado en ese mismo trabajo (Figura
49), donde se propone que la activacién del enlace C-H a funcionalizar ocurre por la sustraccién
del hidrdgeno llevando a la formacién de un radical sobre el carbono correspondiente, como
intermedio de acuerdo a un mecanismo ya reportado para la hidroxilacién alifdtica catalizada

por citocromos P450.%

0>:O & R ROC(O)NH, )
R7-N y1 o RHYY‘Na
R_H i H
— e — \\
|
Cys
N R
R, ¥ R v ® Y.
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Figura 49: Mecanismo propuesto para la formacién de oxazolidinonas catalizadas por P450.
Tomado de Sing et al. 2015.'*
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Transferencias intermoleculares de nitrenos

En 2014, Arnold y colaboradores reportaron el uso de citocromos para la transferencia

intermolecular de nitrenos sobre compuestos organoazufrados para la sintesis de sulfimidas

(Figura 50).'
Ts
N l NH,
0=$=0 0=8=0
27 28 27a 28a

Figura 50: Reaccion de sulfimidacién catalizada por citocromo P450.

Segun este estudio, el mecanismo de esta reaccién implica el ataque nucleofilico directo
del tioeter al intermediario nitrenoide formado, y no cualquier dador de nitreno sera til para
esta transformacion, siendo la tosilazida el unico de los seis testeados inicialmente que permitié
la sulfimidacién. Nuevamente, se plantea que un camino no productivo lleva a la formacién de
la tosilamida y se observa una relacién entre la cantidad obtenida de este producto y las
condiciones de reaccién. Cuanto menos reactivo es el sulfuro utilizado mayor es la cantidad de
tosilamida obtenida, observandose que anillos sustituidos con grupos dadores de electrones
favorecen la sulfimidacién por aumentar la reactividad del azufre, siendo el p-metoxitioanisol el
que presenta valores mayores de TTN en el entorno de 300. Por otra parte, se observé que cuanto
mayor era la concentracién de tosilazida mayor velocidad de formacién de tosilamida, por lo
que ensayaron la adicién lenta de la azida observando un incremento en los turnover numbers

totales (TTN) para la sulfimida respecto a cuando ambos reactivos se agregan simultdneamente,'*

Ademas, se resalta en este trabajo la importancia de los aminoacidos préximos al grupo
hemo tanto en la orientacién y unidn de los sustratos como en la estereoquimica del producto

obtenido. La mejor variante para catalizar estas transformaciones, P411,,,-CIS-T438S, presenta
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14 mutaciones respecto a la enzima nativa, y al revertir cada una de estas mutaciones por
separado observaron una gran disminucién de la actividad para estas reacciones. A su vez
aquellas variantes de la enzima que fueron muy activas en reacciones de aminacién

intramolecular no lo fueron para este tipo de reacciones intermoleculares.'*

A raiz de este trabajo, describieron una estrategia que combina la aminacién catalizada
por P411 con un rearreglo sigmatrdpico para la sintesis de aminas alilicas quirales. El
mecanismo consiste en la imidacién enantioselectiva de sulfuros alilicos proquirales para
generar las sulfimidas correspondientes que a través de un espontdneo rearreglo sigmatrépico
[2,3] producird la amina alilica protegida con un nuevo centro quiral (Figura 51). En este trabajo
realizado por evolucién dirigida de P411;y,-CIS-T438S, se obtuvo una variante capaz de producir

la amina 31con un 71 % de rendimiento incluso en condiciones aerobias.”’

Transferencia de nitreno /\'
Ph/swme S - Me
v rﬁl‘) | Sulfimida
-3 30
Sulfuro (29) Ph ‘) (30)
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N
TsNj3 /N_E,:lew7N Rearreglo
P41l — N/é)‘N sigmatropico [2,3]
Send T
/‘ metal nitreno PhS. _Ts
N Amina alilica

\/LME (31)

TsNH2 (28a)

Figura 51: Sintesis de aminas quirales combinando sulfimidacién y rearreglos sigmatrépicos.
Tomado de Prier et al. 2016.”

En 2015, el mismo grupo reportd el estudio de estos sistemas en reacciones de

aziridinacion, resultando en una de las transformaciones mds desafiantes, donde incluso el

mejor biocatalizador encontrado para las reacciones de sulfimidacién (P411gy,-CIS-T438S) casi

no mostré actividad para esta transformacién. En busca de mejores resultados, dicho
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biocatalizador fue sometido a un exhaustivo trabajo de evolucién dirigida hasta encontrar una
variante adecuada, que rindié 600 TON y un 70 % de rendimiento utilizando estireno y tosilazida
como reactivos. Ademds, en este caso no se observd relacién entre las caracteristicas
electrénicas del arilo y la productividad como se habia determinado para la sulfimidacién, pero
sf un cambio en la estabilidad del producto obtenido, encontrandose el alcohol (33) por apertura
de la aziridina (34) en medio acuoso Unicamente al utilizar p-metoxiestireno como sustrato

(Figura 52).'

OH NT
enzima S
XX TsN 5 NHTs
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Figura 52: Reaccion de aziridinacion mediada por variantes de P411.'”

Continuando con los estudios en esta drea, se utilizaron los citocromos P411 para la
aminacidn intermolecular de alcanos con tosilazida, obteniendo tinicamente la sulfonamida. Sin
embargo, una de las variantes desarrolladas para la imidacién de sulfuros alilicos” mostré
actividad promiscua hacia la aminacién C-H intermolecular: bajo condiciones anaerobias, el 4-
etilanisol es aminado en el carbono bencilico con un 11 % de rendimiento y 14 % de exceso
enantiomérico por esta enzima, la cual difiere del P450g; nativo en 17 mutaciones.
Posteriormente, se realizaron distintas rondas de mutagénesis sitio dirigida en diversos
residuos, algunos identificados previamente como importantes para la actividad/selectividad de
P450s, otros que eran altamente conservados, y también residuos que han sido previamente
mutados. Las bibliotecas fueron ensayadas frente a diferentes sustratos: 4-etilanisol, 4-
etiltolueno, y etilbenceno (Figura 53) y se observé que las mutaciones A78V y F263L aumentaron
la actividad y selectividad en los tres sustratos, logrando un biocatalizador capaz de producir el
producto aminado en la posicién bencilica como un tnico enantiémero (ee >99 %) utilizando
células enteras de la cepa de E. coli que produce la enzima. Por otra parte, se observaron otras

mutaciones que tenian impacto en la transformacion de alguno de los sustratos, pero no sobre los otros.
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Algunas limitaciones observadas refieren al espectro de sustratos, donde aparentemente el
anillo aromdtico parece ser importante para la unién a la enzima, no pudiendo aminar carbonos
bencilicos de arenos deficientes en electrones o enlaces C-H alilicos o alifaticos.”* De todas

formas, este trabajo constituyd el primer ejemplo reportado de aminacién C-H intermolecular.

NHTs
enzima N
/@/\ TsN3 /@/\
—_—
R R
R= OMe, Me, H R= OMe, Me, H

35 36

Figura 53: Aminacién C-H intermolecular utilizando células de E. coli que expresan P411.
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I1.1.1.2  Formacién de enlaces C-C mediada por carbenos

Otro de los métodos utilizados para la funcionalizacién de enlaces C=C y C-H es la
transferencia de carbenos mediada por metales de transicién, la cual no puede reproducirse
enzimaticamente por biocatalizadores encontrados en la naturaleza. Nuevamente, la evolucién
dirigida de citocromos P450 mostrd utilidad, obteniéndose variantes capaces de catalizar
reacciones de ciclopropanacién en condiciones anaerobias observando multiples turnovers al
utilizar estireno y etildiazoacetato en condiciones anaerobias y en presencia de un agente

reductor (Na,S,0,).'

Con este antecedente, probaron 92 variantes de P450gy; como lisados de E. coli
seleccionando las 10 mas relevantes, que fueron purificadas y ensayadas como enzima aislada.
Cinco de estas 10 mostraron incrementos en la actividad respecto a la enzima nativa con
relaciones cis : trans que van de 9: 91 a 60 : 40 y excesos enantioméricos del 95 %. Posteriormente,
hipotetizaron que podian alterar el potencial de reduccién del hierro cambiando los ligandos
axiales al mismo, y desarrollaron asi la variante C400S a la que posteriormente denominaron
P411 por el corrimiento de su banda de absorcién tipica de 450 nm a 411 nm.” Este
biocatalizador, conteniendo 13 mutaciones mas respecto de la enzima nativa y expresado en
célula entera les permitié obtener 1.63 g de producto que equivale a un 78 % de rendimiento y

un 99 % de exceso enantiomérico para el isémero cis.

Posteriormente, en 2015 el grupo de Fasan estudié estas reacciones utilizando
mioglobina de cachalote y variantes de esta, reportando un estudio mecanistico para esta
transformacidn. Segun los ensayos realizados con distintas olefinas, aquellas con sustituyentes
dadores de electrones aumentan la velocidad de ciclopropanacién, mientras que los atrayentes de
electrones la disminuyen, lo cual es consistente con la existencia de intermediarios metal-
carbeno electrofilicos con una carga parcial positiva sobre el carbono bencilico. As{ se propuso
que existen cuatro posibles orientaciones que pueden tomar los sustratos: dos proyectando el

grupo éster hacia el centro de la proteina (sobre N2 y N3), y dos proyectdndolo hacia la cara
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expuesta del grupo hemo (sobre N1y N4); las cuales determinarian la estereoisomeria favorecida

(Figura 54).'”

A coor 00C B coo

00C

Figura 54: Geometrias propuestas para el posicionamiento de estireno y el intermediario
metal-carbeno formado en mioglobina para la formacién del (1S,25)-etil-2-
fenilciclopropancarboxilo. Extraido de Bordeaux et. al. 2015.'*
En un trabajo posterior del mismo grupo se obtuvieron variantes de mioglobina, que

utilizadas en sistemas de célula entera, rindieron el producto trans con estereoselectividades

complementarias, frente a una variedad de olefinas aril-sustituidas."°

La formacién de estas especies carbenoides puede aprovecharse ademds para su
insercién en enlaces S-H, lo cual ha sido un gran desafio para los catalizadores sintéticos
conteniendo diversos metales de transicién, con los cuales no se obtiene buena
enantioselectividad. Teniendo en cuenta esto, el grupo de Fasan desarrollé variantes de
mioglobina capaces de catalizar estas reacciones evitando la formacién de los productos
secundarios que se observan al utilizar otros catalizadores o que requieren la adicién lenta de
los reactivos.' Esta actividad fue luego aprovechada para la formacién de enlaces C-C a través
del rearreglo sigmatrépico [2,3] del iluro de azufre formado como intermediario al utilizar

sulfuros alilicos.'*?

Posteriormente, la sustitucién del centro metdlico de la mioglobina y la modificacién de
la primera esfera de coordinacién de este, permitié obtener metaloproteinas capaces de llevar a

cabo reacciones de ciclopropanacién, inserciones S-H y N-H, e incluso la transferencia
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intermolecular de carbenos a enlaces C-H; las cuales no eran catalizadas por la enzima

conteniendo hierro.*?

En base a estos antecedentes sobre la formacién de carbenos en el sitio activo de las
hemoproteinas, y en estudios realizados con metaloporfirinas, el grupo de Fasan planteé el
estudio de la mioglobina en reacciones de Wittig donde ademas el entorno de la proteina podria
influenciar la estereoselectividad de la reaccidn. A partir de esto se reporté el uso de variantes
de mioglobina para la olefinacién de aldehidos con una variedad de aldehidos y a-diazoacetatos,
observando una alta actividad catalitica y selectividad hacia el producto E (Figura 55),
obteniéndose el producto 40 unicamente al utilizar trifenilfosfina y trifenilarsina, siendo mayor
la diasteroselectividad en presencia de esta ultima. Resulta interesante destacar que aquellas
variantes con mayor actividad frente a la ciclopropanacién de olefinas fueron las que menores
conversiones mostraron en estas reacciones, resaltando nuevamente que los requerimientos del
sitio activo suelen ser diferentes para cada tipo de reaccién. A pesar de los altos turnover numbers
observados, las conversiones no excedieron el 50 % y el aumento de la relacién a-diazoester :
aldehido no funcioné como estrategia para incrementarlos sino que se obtuvo una mayor

cantidad de producto de dimerizacién 41.'"
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Figura 55: Reacciones de Wittig catalizadas por variantes de mioglobina. Adaptado de Tyagi,
V., Fasan, R. 2016.'"

El mecanismo propuesto para esta transformacién se esquematiza en la Figura 56,
comenzando con la forma ferrosa del hierro del sitio activo que tras la reaccién con el grupo

diazo forma un intermediario carbenoide (II) de caracter electrofilico. Tras el ataque nucleofilico
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de PPh, (0 AsPh;) se formaria el iluro de fosfonio (III) que podria reaccionar con el aldehido para
generar un intermediario oxafosfetano (IV) el cual tras rearreglarse liberaria el producto y 6xido

de trifenilfosfina como subproducto.'

®
PPh,

— Fell—

Figura 56: Mecanismo propuesto para la olefinacién de aldehidos mediada por mioglobina.
Tomado de Tyagi, V., Fasan, R. 2016.'"
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1.2 Objetivos especificos

¢  Estudiar la capacidad de diferentes dioxigenasas tipo Rieske para descomponer azidas
orgdnicas en especies nitrenoides reactivas que puedan insertarse en enlaces C(sp®)-H

intra- e inter-moleculares.

i)  Ensayar reacciones de aminaciéon C(sp3)-H intramoleculares utilizando

arilsulfonilazidas trisustituidas con TDO, TDO, CDO y NDO.

ii) Estudiar las reacciones de aminacién C(sp3)-H intramoleculares utilizando

arilsulfonilazidas con las subunidades o y B de la oxigenasa de NDO purificadas.

iii) Ensayar TDO, TDO™, CDO y NDO en otras reacciones de funcionalizacién C-H
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1.3 Resultados y Discusion

I1.3.1 Reacciones de aminacién C(sp®)-H intramolecular utilizando

arilsulfonilazidas trisustituidas.

La elucidacién del mecanismo de reaccién para la formacién de benzonitrilo en el
Capitulo 1.3.4, sugirid la existencia de especies nitrenoides en el sitio activo de TDO, lo que revela
un altisimo potencial sintético sin explorar para las oxigenasas de hierro no hemo dependientes.
Como se indicé en la introduccidn, existen reportes previos de oxigenasas conteniendo grupos
hemo capaces de catalizar reacciones que involucran la formacidn de especies nitrenoides en el
sitio activo de la enzima. La similitud entre el mecanismo propuesto para las hemoproteinas'® y
el propuesto por nosotros llevé a plantear la posibilidad de que las dioxigenasas de hierro no

hemo dependientes pudieran catalizar reacciones de funcionalizacién C(sp®)-H.

Se selecciond como sustrato 2,4,6-triisopropilbencen-1-sulfonilazida (42) por haber sido
utilizado en la busqueda de esta actividad en hemoproteinas como indica la revisién literaria. El
hecho de que la insercién del nitreno ocurra en el enlace C-H de una misma molécula en la que
ademds los sustituyentes del anillo estabilizan de cierta forma el intermediario formado,
permiten que la reaccién ocurra en este sustrato con mayor probabilidad que en otras
arilsulfonilazidas trisustituidas, y mucho mds aun si se compara con reacciones

intermoleculares.

[1.3.1.1 Ensayos preliminares y screening inicial

Un ensayo preliminar utilizando células en reposo de E. coli JM109 (pDTG601) bajo
atmésfera de argdn, permitié obtener los productos de reaccién 42a y 42b con un 11 % de
rendimiento global (Figura 57-1). La formacién del producto 42a puede explicarse mediante la
insercién del nitreno formado por descomposicién de la azida (mediada por el 4tomo de hierro
de la enzima) en el enlace C(sp®)-H cercano. El producto secundario 42b puede formarse debido

a una reduccién directa de la azida del sustrato por algin componente del medio, o por la
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hidrélisis del intermediario nitrenoide previo a la insercién en el enlace C-H; esta propuesta
mecanistica se explica en la Figura 57-11. Este resultado constituyé una prueba de concepto muy

prometedora que nos impulsé a profundizar en el estudio de esta nueva actividad.

(0] e} (0]
N5-Ns £ coli M109 \é//o N~
\ \
% (pPDTG601) N . %
1%
422:42b (1:1)
42 42a 42b

Figura 57: L. Biotransformacién de 2,4,6-triisopropilbencensulfonilazida mediada por TDO en
condiciones anaerobias. II. Mecanismo propuesto para la transformacién.

A partir de esto, se decidié realizar un screening con las diferentes dioxigenasas
disponibles en nuestro laboratorio, incluyendo TDO, TDO™ (Q215A, 1324F, T365N, F366V), CDO y
NDO, junto con los respectivos controles E. coli JM109 (pKK223-3) y E. coli J]M109 (DE3). Para esto
se utilizaron como sustratos 2,4,6-triisopropilbencen-1-sulfonilazida (TISA, 42), 2,4,6-
trietilbencen-1-sulfonilazida (TESA, 23) y 2,4,6-trimetilbencen-1-sulfonilazida (TMSA, 43),

permitiendo evaluar la capacidad de insertar nitrenos en carbonos con diferente patrén de
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sustitucién (Figura 58). Estas reacciones se llevaron a cabo en viales herméticamente cerrados
conteniendo una suspensién de células en buffer pH 7.2 de ODgyo= 30, en 400 uL de volumen total
con una concentracién de sustrato de 10 mM, bajo atmdsfera de argén a temperatura ambiente
y con agitacién durante toda la noche. Los porcentajes de conversién fueron calculados
considerando la concentracién de producto obtenida (determinada por HPLC) en relacién con la

cantidad de sustrato utilizada y los resultados se presentan en la Tabla 4.

R R R o
O\\ _N3 O\\/O >
s % S
A\ \ A\
(0] B — N + @]
R R R \ R R
R'

R= Et(23) 23a, 42a,43a 23b, 42b,43b
R= i-Pr (42)
R= Me (43)

Figura 58: Reacciones de aminacién intramolecular utilizando arilsulfonilazidas sustituidas.
Tabla 4: Resultados obtenidos para la reaccion con arilsulfonilazidas trisustituidas utilizando ODew= 30, 10 mM
sustrato y 400 pL de volumen de reaccién bajo atmdsfera de argén. Se presenta el porcentaje de conversion para

cada uno de los productos obtenidos.

Conversion %

Biocatalizador R= Me R=Et R=i-Pr

43a 43b 23a 23b 42a 42b

PKK223-3 control ND 60 ND 20 3 7
TDOWT ND 50 1 30 4 10
TDO I324F ND 50 <1 30 1 NE
TDO T365N ND NE <1 NE 5 NE
TDO Q215A NE NE NE NE 4 NE
TDO F366V ND 40 ND 26 5 NE

CDO ND 75 <1 32 3 6

NDO ND 85 1 45 8 6

*ND: No detectado. NE: No ensayado.
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En estos ensayos preliminares, se observé formacién de los dos productos para 2,4,6-
triisopropilbencen-1-sulfonilazida (TISA, 42) y 2,4,6-trietilbencen-1-sulfonilazida (TESA, 23)
mientras que sélo se detecté formacién de sulfonamida para la 2,4,6-trimetilbencen-1-
sulfonilazida (TMSA, 43). Los mayores rendimientos encontrados para las sultamas en TISA en
comparacién con TESA, y el hecho de no detectarse este producto para TMSA, concuerda con el
hecho de que la ruptura del enlace C-H para llevar a cabo la insercién implique un déficit
electrénico sobre el carbono, que puede ser estabilizado mejor en el caso de los carbonos
terciarios (42) que secundarios (23) y que primarios (43). Este comportamiento también se
observa en las reacciones catalizadas por el citocromo P450 de Bacillus megaterium (P450gs)
reportadas por el grupo de Fasan observando para la enzima nativa valores de TTN de 20 para
TISA, 5 para TESA y sin formacién de producto para TMSA, mientras que con su mejor variante
de esta enzima (FL#62) que incluye seis mutaciones en el sitio activo alcanzan valores de 388, 47

y 5 respectivamente.'®

A su vez, en nuestro ensayo de screening se observa que la cantidad de sulfonamida
obtenida aumenta al disminuir la cantidad de sultama generada, lo cual concuerda con el
mecanismo planteado, donde las especies nitrenoides generadas tienen mds tendencia a
hidrolizarse cuanto mds lento sea el proceso de insercién C-H en los enlaces a funcionalizar,

derivando en el producto secundario de la reaccién (hidrélisis de la especie nitrenoide).
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I1.3.1.2  Optimizacion de la biotransformacion: estudio del impacto de la biomasa,
concentracién del sustrato y presencia de oxigeno.

Con el objetivo de aumentar las conversiones observadas se decidi6 estudiar el impacto
de la concentracién de biocatalizador por lo cual se duplicé la densidad éptica de la suspensidén
de células utilizada y se reprodujo el ensayo inicial midiendo en este caso Unicamente las
conversiones hacia las sultamas producidas (Tabla 5).

Tabla 5: Resultados obtenidos para la reaccion con arilsulfonilazidas trisustituidas utilizando ODew= 60, 10 mM

sustrato, 400 L volumen de reaccién bajo atmdsfera de argén. Se presenta el porcentaje de conversion para cada
la sultama correspondiente en cada caso.

Biocatalizador Conversién %
R= Me R=Et R=i-Pr

pKK223-3 control ND ND 5
TDOWT ND 1 12
TDO 1324F ND NC NC
TDO T365N ND NC NC
TDO Q215A ND <1 8
TDO F366V ND NC 7
CDO ND NC NC

NDO ND 2 14

Los mejores resultados se obtuvieron para la 2,4,6-triisopropilbencen-1-sulfonilazida
(42), siendo TDO WT y NDO los que mostraron mayores conversiones hacia la sultama
correspondiente al trabajar a una ODgy= 60. Cuando los sustituyentes son etilo (23), la reactividad
del sustrato disminuye, lo cual se refleja en las conversiones obtenidas por los distintos
biocatalizadores donde el control ya no muestra actividad, y la mayor conversién observada de
2 % para NDO. Por ultimo, al utilizar la 2,4,6-trimetilbencen-1-sulfonilazida (43) no se detecté
formacién de producto en ningun caso, lo cual concuerda con la tendencia mencionada

anteriormente.
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Es importante destacar las conversiones observadas para E. coli JM109 (pKK223-3) dado
que no expresa ninguna dioxigenasa, lo cual indica que alguna otra enzima del microorganismo
puede estar catalizando estas reacciones, principalmente hemoproteinas como las reportadas
por Hauer y colaboradores recientemente.'* Teniendo en cuenta esta actividad encontrada en
la cepa control, se decidié proseguir con la optimizacién propuesta realizando quintuplicados
de los experimentos de forma de llevar a cabo un andlisis unifactorial de varianza (one-way
ANOVA) de los resultados, con el fin de detectar diferencias estadisticamente significativas entre

las conversiones obtenidas con los controles y con los biocatalizadores en estudio.

Se realizé un estudio del impacto de la concentracién de los sustratos TISA y TESA sobre
las conversiones alcanzadas. Para ello, se ensayaron concentraciones de 2.5, 5 y 10 mM en los
400 uL de reaccién con una concentracién celular correspondiente a ODgo= 60 a 28 °C (Figura 59).
Debido al incremento en el nimero de muestras a procesar, y teniendo en cuenta que los
mutantes de TDO no mostraron grandes diferencias respecto a la enzima nativa, se continué
trabajando con las cepas que expresan TDO, CDO, NDO y los respectivos controles. Del ensayo
con diferentes concentraciones para TISA se observé que a 2.5 mM no existe diferencia
significativa respecto de los controles para ninguno de los biocatalizadores ensayados, por lo

que para los ensayos con TESA se descarté este punto (Figura 60).
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Figura 59: Biotransformacién de TISA mediada por cepas que expresan NDO, TDO y CDO con

sus respectivos controles a diferentes concentraciones. Control 1: E. coli JM109 (DE3), Control

2: E. coli JM109 (pKK223-3). Los asteriscos indican diferencia significativa entre la reaccién y
su respectivo control tras el andlisis estadistico.
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Figura 60: Biotransformacién de TESA mediada por cepas que expresan NDO, TDO y CDO y los
respectivos controles a diferentes concentraciones. Control 1: E. coli JM109 (DE3), Control 2:
E. coli JM109 (pKK223-3). Los asteriscos indican diferencia significativa entre la reaccién y su
respectivo control tras el analisis estadistico.
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Del andlisis de estos resultados se desprende que tanto NDO como CDO convierten ambos
sustratos de manera significativamente mayor que sus respectivos controles. observando una
mayor diferencia al utilizar TISA como sustrato donde se alcanzaron conversiones de hasta 40
%. Al utilizar TESA también existe una diferencia significativa a 5 y 10 mM para NDO siendo las
conversiones maximas cercanas al 4 %, en tanto que CDO a una concentracién de 5 mM de
sustrato muestra una pequena diferencia significativa con E. coli JM109 (pKK223-3). Estos
resultados reflejan ademds la reactividad de cada uno de los sustratos como se discutié
anteriormente, observandose conversiones 10 veces mayores para el sustrato con isopropilo
como sustituyente. Resulta interesante notar ademds el comportamiento de los diferentes
sistemas al aumentar la concentracién de sustrato. En el caso de las cepas control las
conversiones disminuyen al pasar de 2.5 a 5y a 10 mM de sustrato, pero al calcular la
concentracién de producto obtenida esta siempre ronda 1 mM. Sin embargo, para los
biocatalizadores que expresan las dioxigenasas el comportamiento es distinto, por ejemplo, NDO
y CDO frente a TISA mantienen los porcentajes de conversidn en el mismo entorno para las tres
concentraciones, y al calcular la cantidad de producto se observa que esta aumenta al
incrementar la cantidad de sustrato agregada. Esto podria estar indicando que las enzimas de las
cepas control que llevan a cabo esta reaccién son mas sensibles a la inhibicién por sustrato que
las dioxigenasas; ademds, estas ultimas son sobre expresadas en los microorganismos
recombinantes por lo cual ante mayor cantidad de biocatalizador disponible no se satura el

sistema enzimético al aumentar la cantidad de sustrato.

Del andlisis anterior se desprende que la naftaleno dioxigenasa es el biocatalizador con
mayor actividad para este tipo de transformaciones al utilizar 2,4,6-triisopropilbencen-1-
sulfonilazida como sustrato en una concentracién de 10 mM. En base a esto se propone el
desarrollo de variantes de esta enzima de forma de estudiar las posibilidades de optimizar el

biocatalizador para llevar a cabo estas reacciones.
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A su vez, se estudi6 el impacto de la presencia de oxigeno en las biotransformaciones
catalizadas por TDO, CDO y NDO, y los respectivos controles, observando un descenso en la
actividad para todos los biocatalizadores que mostraron diferencias significativas al comparar
las conversiones hacia la sultama en presencia y ausencia de oxigeno (Tabla 6).

Tabla 6: Resultados obtenidos para la reaccién con TISA utilizando ODew= 60, 5 mM sustrato, 400 uL volumen de

reaccion en presencia de oxigeno. Se presenta el promedio del porcentaje de conversion para la sultama en cinco
réplicas * desviacion estdndar de la media.

Conversion %

Biocatalizador
Atmdsfera de argén Atmdsfera de aire
E. coli JM109 (DE3) 21.4+1.2 125+ 1.6
NDO 37.7+1.7 23.5+1.7
E. coli JM109 (pKK223-3) 20.9+2.5 7.9+13
TDO 13.8+1.3 2.2+0.2
CDO 37.5+3.3 8.3+£3.3

Si bien este comportamiento era esperable, dado que la coordinacién del oxigeno al
hierro competirfa con la coordinacién de la azida, resulta interesante destacar el nivel de
actividad retenido por la naftaleno dioxigenasa, que nuevamente resulté en el mejor
biocatalizador para esta transformacién en estas condiciones. En base a esto se decidié continuar

realizando las reacciones en atmdsfera inerte de forma de optimizar los rendimientos obtenidos.

136



I1.3.1.3 Desarrollo de mutantes de NDO para la aminacién intramolecular de
enlaces Csp>-H

Considerando los resultados obtenidos para ambos sustratos, e incluso para la formacién
de las bencensulfonamidas correspondientes, se decidié evaluar el efecto de mutaciones en
residuos del sitio activo de la naftaleno dioxigenasa. En una primera instancia se disefiaron
bibliotecas de mutantes en diferentes posiciones del sitio activo: F202, F224, H295, L307, F352 y
W358 (Figura 61) las cuales fueron seleccionadas en base a los reportes previos donde se
identificaron como importantes para la actividad enzimdtica, ya fuese por su interaccién con el
sustrato o por su influencia en la arquitectura del sitio activo o de la entrada al mismo. La
fenilalanina en posicién 224 controla la entrada de sustratos al sitio activo por lo que podria
estar implicada en la aceptacién de nuevos sustratos,” mientras el triptéfano 358 y la leucina
307 estabilizan al sustrato una vez que este se enfrenta al hierro.*** Por otra parte, la fenilalanina
en posicién 352 fue reportada por Gibson y colaboradores como un aminodcido determinante de
la estereoselectividad en la reaccién de dihidroxilacién catalizada por NDO y también ha sido
seflalada como importante para la regioselectividad, por lo que cabe suponer que tiene un rol
determinantes en el posicionamiento de los sustratos.’®*** Recientemente, el estudio de
mutagénesis en NDO realizado por el grupo de Hauer concluyé que la histidina en posicién 295
también estarfa implicada en la regioselectividad de la dihidroxilacién, en tanto que la
fenilalanina 202 y la leucina 307 estarian implicadas principalmente en la especificidad de la

reaccién catalizada por la dioxigenasa.”®
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Figura 61: Imagenes del sitio activo de NDO. I. Se muestran en amarillo la superficie del sitio
activo y los aminoacidos seleccionados para la construccién de bibliotecas de mutantes. II.

Interacciones -1 entre los aminoacidos seleccionados para la construccion de bibliotecas
(rojo) y el naftaleno (verde). El 4tomo de Fe se visualiza en violeta.

La estrategia propuesta se bas en sustituir estos aminodcidos voluminosos por otros mas
pequefios, con diferentes propiedades (dcidos, basicos, polares e hidrofébicos), utilizando la
técnica de mutagénesis por saturacién. Para cinco de los residuos seleccionados se construyeron
bibliotecas NHT, en la cual se incluyen 12 codones que codifican para 12 aminodcidos (Ala, Asp,
Asn, Phe, Pro, His, Ile, Leu, Ser, Thr, Tyr, Val) mientras que en la posicién 224 ocupada por
fenilalanina se construyé una biblioteca RNC, que a través de 8 codones codifica para 8
aminoécidos (lle, Thr, Asn, Ser, Val, Ala, Asp, Gly) ya que este residuo se ubica en la entrada al
sitio activo y su sustitucién por aminoacidos mas pequefios podria ampliar el canal de entrada
favoreciendo la entrada de sustratos voluminosos.” Todas las bibliotecas fueron disefiadas
utilizando la herramienta CASTER v2.0 para la optimizacién de los codones a utilizar'” y se
construyeron utilizando una modificacién de la técnica de Quick-Change. La secuenciacién de la
regién correspondiente permitié confirmar que no hubo sesgo en la distribucién de codones y

que todos los posibles aminoacidos estaban igualmente representados.
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Para asegurar un 95 % de cobertura de las variantes generadas se realizé un screening de
34 colonias para cada biblioteca NHT y 22 colonias para la biblioteca RNC, utilizando TISA como
sustrato en una concentracién de 10 mM. Tanto el crecimiento como las reacciones se llevaron
a cabo en placas de 48 pocillos de 5 mL cada uno dénde se incluyé ademds una columna con E.
coliJM109 DE3 (pDTG141) como control, lo cual permitié realizar un promedio de porcentajes de
conversidén con un error asociado, definiendo asi el margen de actividad de la enzima nativa.
Tras el andlisis por HPLC de cada una de las muestras se seleccionarfan idealmente aquellos
clones que duplicaran las conversiones de NDO WT las cuales rondaron el 30 %, pero en ningtiin
caso se observo tal incremento por lo cual se seleccionaron todos los clones que mostraron

conversiones por encima del rango control.

Las mutaciones fueron identificadas por secuenciacién y estas variantes fueron
combinadas en nuevas rondas de mutagénesis para la construccién de dobles y triples mutantes
obteniendo finalmente 27 variantes de NDO detalladas en la Tabla 7. Dado que las condiciones
de crecimiento y expresién en estas placas no son para nada dptimas, se procedié a realizar el
crecimiento en LB a escala de matraz de cada uno de los mutantes para ensayar su actividad
frente a TISA por quintuplicado, segin protocolo habitual, y poder aplicar el andlisis estadistico

de los resultados obtenidos (Figura 62).
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N°variante

Mutacion

F224A

F2241

F224V

H2951

H295T

H295V

L307H

W358N

F224A, H2951

Tabla 7. Mutantes de NDO seleccionados.

N°variante

10

11

12

13

14

15

16

17

Mutacion

F224A, H295T

F224A, H295V

F2241, H295I

F2241, H295T

F2241, H295V

F224V, H2951

F224V,H295T

F224V,H295V

W358F

N°variante

19

20

21

22

23

24

25

26

27

Mutacién

W358Y

F224V, L307H

H295T, L307H

H295V, L307H

F224V,H2951, L307H

F224V,H295V, L307H

F224V, W358N

H295V, W358N

F224V, H295V, W358N
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Figura 62: Biotransformacion de TISA utilizando las variantes de NDO seleccionadas. A. % de
conversién a sultama (42a). B. % de conversién a sulfonamida (42b) Los asteriscos muestran
diferencia significativa respecto del control JM109 DE3.
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Los estudios desarrollados no revelaron ninguna variante de NDO con actividad mayor
que la enzima nativa, y tan solo tres de ellas presentaron un valor de conversidn hacia la sultama
significativamente mayor al control. Al analizar las conversiones hacia la sulfonamida
correspondiente como indicador de la formacidn del nitreno, se observa que nuevamente es el
biocatalizador expresando NDO WT el que alcanza un mayor porcentaje de conversién en tanto
que seis variantes (1, 6, 12, 13, 15, y 16) presentan diferencias significativas respecto del control.
De estas, la variante 7 (L307H) muestra un aumento significativo para la produccién de sultama
pero no para sulfonamida, por lo que esta posicién podria ser interesante si se busca disminuir

la produccién del producto secundario no deseado.

[1.3.1.4  Biotransformacién de 2,4,6-triisopropilbencen-1-sulfonilazida utilizando E.
coli JM109 DE3 (pDTG141) en escala de biorreactor

En base a los resultados descritos anteriormente, no se encontrd un mutante més activo
por lo que se continué trabajando con E. coli JM109 DE3 (pDTG141) expresando la NDO nativa y
se decidid escalar la reaccién con la 2,4,6-triisopropilbencen-1-sulfonilazida dado que fue el
sustrato que mostrd mejor conversion. Para esto se realizé el crecimiento en biorreactor de 5L
de acuerdo a nuestro protocolo usual,” y al alcanzar el estado estacionario a una ODgy= 80 se
conecté la entrada de aire a un tanque de nitrégeno para lograr condiciones anaerobias
(experimento 1). Una vez que el electrodo de oxigeno registré un valor de pO,= 0 estable se
agregd 1 gramo de sustrato disuelto en metanol alcanzando una concentracién de 3 mM y se
tomaron muestras cada 15 minutos para realizar el seguimiento de la reaccién cuantificando las
tres especies presentes (sustrato, sultama y sulfonamida) mediante HPLC, observando el perfil

que se muestra en la Figura 63.
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Figura 63: Biotransformacién de TISA 3 mM mediada por NDO WT en escala de biorreactor.

Este perfil de reaccién resulté totalmente inesperado, y fue reproducible en dos
experimentos independientes. A tiempo 0 se observa un 10 % de conversién para el producto y
un 4 % hacia la sulfonamida, permaneciendo en el medio de reaccién un 80 % del sustrato
agregado. A los 15 minutos se observa el pico maximo de conversién de sustrato que alcanza un
50 %, y se mantiene cerca de ese valor durante la siguiente media hora, para luego comenzar a
bajar y finalmente mantenerse en un 12 - 15 % hacia el fin del proceso. El producto secundario
sin embargo, se mantiene en torno al 10 % a partir de los primeros 15 minutos de
biotransformacién y hasta el final del proceso. Respecto al sustrato, se observa un consumo
sostenido en los primeros 50 minutos y luego se detecta un 5 % del mismo que queda intacto
durante el resto del proceso. Estos resultados obtenidos mediante andlisis por HPLC, concuerdan
ademads con lo observado tras el aislamiento final de los productos con diclorometano, donde se
obtuvieron tan solo 140 mg de crudo de reaccién que al analizarse por '"H-RMN confirmaron esta
relacidn entre los compuestos. Por otra parte, se liofilizé el medio acuoso luego de la extraccién
y el sélido obtenido se analizé también por 'H-RMN, pero no se detectd sustrato, productos u

otras especies relacionadas.
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Lo inesperado de los resultados radica principalmente en dos factores, i) no se logra
reproducir la conversién del entorno de 40 % obtenida en los ensayos previos, sino que se
obtiene un 12-15 % de conversidn hacia la sultama; ii) se recupera tan solo un 28 % de la masa
total agregada tras la extraccién exhaustiva del medio de reaccién y de la biomasa. En base al
perfil obtenido para la sultama, donde se observa una disminucién drastica de su concentracién
a medida que avanza la biotransformacién, se propone que la misma puede estar siendo
destruida por algin componente del medio de cultivo, o algin componente celular,
transformandolo en un producto no aislable. Se decidié entonces, llevar a cabo otros

experimentos que permitieran determinar la causa de estos fenémenos.

Dado que los experimentos previos fueron realizados en buffer fosfato con células
crecidas en LB, y en el biorreactor se utiliza un medio rico en 4cido citrico y citrato férrico (a
partir de ahora llamado medio citrato), se evalué el potencial impacto de este medio sobre la
biotransformacién y la sultama producida. Para esto, se tomaron células crecidas en el
fermentador, se lavaron con el buffer de reaccién y se resuspendieron en el mismo para alcanzar
una ODgo= 60. Con estas células se llevd a cabo la reaccién en balén conteniendo 50 mL de
volumen total con 5 mM de sustrato bajo atmésfera de argén (experimento 2). El anélisis por
HPLC tras la extraccidén con diclorometano indicé un 13 % de conversién hacia la sultama, 2 %
de sustrato remanente y un 1 % de sulfonamida, lo cual refleja nuevamente una pérdida de masa
en el proceso. Asi se pudo concluir que no es el medio de reaccién el que impacta negativamente
en el transcurso de esta, sino que el biocatalizador presenta un comportamiento muy diferente en la
biotransformacién dependiendo de si es crecido en LB a escala de matraz o en el medio citrato a escala de

biorreactor.

Para confirmar esto, se realizé el crecimiento de E. coli JM109 (DE3) (pDTG141) y la
expresion enzimdtica en LB a escala de matraz, mismas condiciones utilizadas para las
reacciones en pequefia escala. Se utilizaron 50 mL de suspensién celular en buffer con una
densidad dptica de 60 y 5 mM de sustrato (experimento 3A), resultando en un 37 % de
conversion hacia la sultama, 2 % hacia la sulfonamida y recuperando un 52 % de sustrato, lo cual

representa mas de un 90 % de recuperacién de la masa agregada. En otro experimento similar se
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realizd el seguimiento de la reaccién en estas condiciones tomando muestras cada 10 minutos
durante 3 horas (experimento 3B, Figura 64) lo cual permite observar una velocidad de
formacién de producto constante en el rango evaluado y una conversién final de 40 %. Por lo
tanto, se puede afirmar que cuando las células son crecidas en estas condiciones no ocurre
ningun tipo de descomposicién del sustrato ni del producto durante la biotransformacién

llevada a cabo en buffer fosfato.

Experimento 3B - seguimiento de reaccién
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Figura 64: Perfil de biotransformacion de TISA en bal6n con células crecidas en LB.

Los resultados obtenidos de estos experimentos se resumen en la Tabla 8 para su mejor
comparacién. Al comparar las conversiones obtenidas con las reportadas por Fasan se observa
que son del mismo orden, salvo que en sus experimentos de escalado se utilizan 30 mg de
sustrato y 400 mM de enzima FL#62,'® mientras que en nuestro proceso se agrega 1 gramo de

sustrato utilizando altas densidades celulares de biocatalizador.
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Tabla 8: Comparacion de los diferentes experimentos de escalado con TISA.

Conc.

Medio de Medio de % conv. % conv. % sustrato % masa
Exp. .. ., Sustrato .
crecimiento reaccion (mM) Sultama Sulfonamida remanente recuperada
1 Citrato Citrato 3 13 10 5 28
2 Citrato Buffer pH 7.2 5 13 1 2 16
3A LB Buffer pH 7.2 5 37 2 52 91
3B LB Buffer pH 7.2 5 40 4 50 94

Estos resultados permiten visualizar la pérdida de masa que ocurre al realizar el
crecimiento de las células en biorreactor, incluso cuando se cambia el medio para la reaccién.
Por lo tanto, la diferencia podria radicarse en alguna enzima con preferencia por la sultama
producida, que se sobreexprese o que sea mds activa durante el crecimiento en el medio del
biorreactor donde se alcanzan altas densidades celulares (OD4 = 80), que en el matraz con LB
donde las densidades celulares alcanzadas son mucho mds bajas (0D, = 2). Considerando la
estructura de la sultama 42a formada y las posibles enzimas que podrian aceptarla como sustrato
surgié la hipétesis de que 42a podria estar actuando como un inhibidor de B-lactamasas,
presentes en nuestro biocatalizador (confiriéndole resistencia a ampicilina), las cuales ademads
podrian ser sobreexpresadas en cultivos de alta densidad de bacterias. La resistencia a

antibidticos B-lactamicos desarrollada por multiples cepas bacterianas Gram negativas se
relaciona con la produccién de B-lactamasas, por lo cual se ha trabajado en el desarrollo de
inhibidores de estas enzimas que en general se administran junto al antibidtico beta lactdmico.™*
Las B-lactamasas pueden clasificarse de distintas formas pero se distinguen dos grandes grupos:
las serin-flactamasas y las metalo-f-lactamasas, seglin se encuentre en sus sitio catalitico un
residuo de serina o un atomo de Zn* respectivamente. Las B-lactamasas codificadas en los
plasmidos utilizados en este trabajo que proporcionan resistencia a ampicilina a las cepas de E.

coli, pertenecen al primer grupo y se ubican en el espacio peripldsmico de la célula con un
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mecanismo de que accién involucra la formacién de un intermediario acil-enzima para la

hidrélisis del enlace C-N de la lactama, de acuerdo al mecanismo que se muestra en la Figura
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Figura 65: Hidrdlisis de B-lactama en el sitio activo de serin-B—lactamasas. Tomado de Page
M. L. et al. 2003.""

En la busqueda de inhibidores de estas enzimas se han desarrollado andlogos
estructurales de sus sustratos naturales como son las B-sultamas y las B-fosfolactamas, los cuales
a través de la sulfonilacién y fosforilacién respectivamente del residuo catalitico de serina
inhiben irreversiblemente a la enzima."*'* Estudios del mecanismo de sulfonilacién sugieren
que este no ocurre en etapas como la hidrdlisis de B-lactamas sino que se trata de un mecanismo

concertado (Figura 66), siendo de especial importancia que el residuo de serina de la enzima

queda covalentemente unido a la sultama.'*®
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Figura 66: Mecanismo de hidrélisis de B-sultamas. Adaptado de Page, M. L.; Laws, A. P.
2000.'%

En busca de confirmar esta teoria evaluamos afiadir otro inhibidor de B-lactamasas al
biorreactor justo antes del agregado de sustrato o sustituir el gen de resistencia a ampicilina por
resistencia a otro tipo de antibiéticos no B-lactdmicos. Para esto se sustituyd el gen de
resistencia a ampicilina presente en el plasmido pDTG141, por el gen de resistencia a kanamicina
proveniente del vector pET28b mediante la técnica de Restriction Free Cloning. Resta ensayar este
nuevo biocatalizador en las condiciones del biorreactor y realizar el seguimiento de la
biotransformacién de la misma forma que se describié anteriormente para poder concluir si
efectivamente el problema de la pérdida de masa esta relacionado con la concentracién de B-
lactamasas. Esto podria explicar la causa de que en nuestro ensayo en biorreactor no se recupere
la masa en la biotransformacién de TISA, ya que la sultama podria quedar unida covalentemente

a estas enzimas.
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11.3.2 Ensayos con las subunidades a y B de la oxigenasa de NDO

purificadas

Se propuso la purificacién de la oxigenasa de NDO para realizar ensayos con enzima
aislada, de forma de determinar los total turnover numbers (TTN) para la biotransformacién de
TISA y compararla con las hemoproteinas reportadas. A su vez, esto también permitird
independizarse de diversos factores presentes en la biotransformacién con célula entera como
ser la toxicidad de sustrato y producto, fendmenos de difusién para entrada y salida de la célula,

y reacciones colaterales de otras enzimas presentes.

Dado que las dioxigenasas tipo Rieske son sistemas multicomponente formados por las

subunidades o y [ de la dioxigenasa, una ferredoxina y una ferredoxin-reductasa, su
purificacién es bastante compleja y en general no ha sido muy estudiada salvo por Parales y
Gibson cuando reportaron inicialmente esta enzima.**'*! Sin embargo, segun nuestra propuesta
mecanistica y las caracteristicas de la enzima (Figura 57), no se requeriria la reduccién del hierro
ya que el Fe" se regenera al final del ciclo catalitico y por tanto las subunidades ferredoxina y

ferredoxin-reductasa no serian necesarias. A partir de esto se decidid purificar las subunidades

1" y en base a un

a y B de la dioxigenasa que se encuentran ya clonadas en el vector pDTG12
reciente reporte donde se purifican las subunidades de TDO” se procedié a insertar una cola de
histidinas en dicho pldsmido para posteriormente purificar la dioxigenasa por cromatografia de
afinidad utilizando una resina de niquel. Mediante una modificacién de la técnica de Restriction
Free Cloning que habitualmente utilizamos, se logré insertar en el extremo N-terminal la cola de
seis histidinas (ver Materiales y Métodos) y se realizé la purificacién de la enzima siguiendo el

procedimiento descrito por Yang y colaboradores.”

En un primer intento no se logré la purificacién completa de ambas subunidades (Figura
67). Posiblemente, esto mejorarfa utilizando un gradiente de imidazol en la purificacidn, ya fuera
con mds pasos de lavado de la columna previo a la elucién o utilizando un equipo de FPLC (Fast

Protein Liquid Chromatography). Por otra parte, la cantidad de enzima obtenida no fue
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suficiente para la evaluacién de la actividad, por lo cual a partir de estos resultados seria
necesario realizar un nuevo experimento con mayor volumen de cultivo y nuevas condiciones

de purificacién que permitan alcanzar este objetivo.

JM109 (DE3)  JM109 (DE3) pDTG121-His
S | I S P L E

PM

Figura 67: Imagen del gel SDS-Page del proceso de purificacién de subunidades a. y g de la
dioxigenasa de NDO. Se incluyé ademas el lisado del control E. coli JM109 (DE3). S: fraccién
soluble, N: fraccidén insoluble, P: percolado, L: lavado, E: eluido, PM: marcador de peso
molecular.
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I1.3.4 Otras reacciones de funcionalizacién C-H

Dados los resultados obtenidos con las arilsulfonilazidas, se decidié expandir el estudio a
otras reacciones de funcionalizacién C-H. Durante la pasantia realizada en la Universidad de
Rochester, bajo la direccién del Dr. Rudi Fasan, se probaron todos los biocatalizadores frente a
distintos sustratos en reacciones de aminacidn intra- e intermoleculares, y también en la
formacién de enlaces C-C como forma de probar si es posible la formacién de carbenos en el sitio

activo de estas enzimas.

1.3.4.1 Reacciones intramoleculares: formacién de oxazolidinonas

O e) NH OH
O__N \N— 2
\”/ 3 Biocatalizador WA o . \ﬂ/ +
o —_— W 0

44 44a 44b 44c¢

Figura 68: Reacciones de aminacién intramolecular utilizando carbazidas para la formacién
de oxazolidinonas.

Tabla 9: Resultados de la reaccion con carbazidas utilizando OD=30. Conversién calculada para la oxazolidinona

obtenida.
Biocatalizador Conversion %
OD¢00=30 ODs00=60

pKK223-3 control ND <1
TDOWT ND NC
TDO 1324F <0.5 <1
TDO T365N ND NC
TDO Q215A <0.5 <1
TDO F366V <0.5 <1
CDO ND NC
NDO ND NC

*ND: No detectado. NC: No corresponde / No ensayado.
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Para la obtencién de oxazolidinonas las conversiones fueron menores al 1 % en todos los
casos. En general, las conversiones reportadas por Fasan y colaboradores con P450 para estas
reacciones no son demasiado altas, siendo del orden de 20 TON para el sustrato ensayado en la
Figura 68 con su mejor variante de CYP102A1, FL#62, que tras un proceso de optimizacién
alcanza 70 turnovers y un rendimiento de 4 % y solo es superado al utilizar el sustrato p-metil-
sustituido alcanzando 100 TON.'” Un factor determinante para esta reaccién es el
posicionamiento del sustrato, ya que la cadena debe plegarse de forma tal que el nitreno y el
carbono a funcionalizar queden enfrentados para la formacién del nuevo enlace, si esto no
ocurre la reaccién no tendra lugar; esta hipdtesis podria verificarse mediante estudios de docking
para poder observar la orientacidn del sustrato en el sitio activo. Por otra parte, es importante
resaltar que en todos los casos se observé la formacién del carbamato correspondiente (44b), lo

cual evidencia la formacidn del nitreno en el sitio activo.'®
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I1.3.3.2 Reacciones intermoleculares: formacién de sulfimidas.

S\ . , S<
- + TsN Biocatalizador . ’}l + TsNH,
(0] \O Ts

45 28 45a 28a

Figura 69: Reaccion de sulfimidacién intermolecular

Tabla 10: Resultados de la reaccion de sulfimidacién con ODgo= 30. Conversién calculada para la sulfimida.

Biocatalizador Conversion %

pKK223-3 control ND
TDOWT ND
TDO 1324F <0.5
TDO T365N <0.5

TDO Q215A <1
TDO F366V <0.5
CDO <0.5

NDO <1

Las reacciones de sulfimidacién implican un desafio atin mayor por ser intermoleculares
y por lo tanto es necesario que dos moléculas voluminosas accedan al sitio activo
simultaneamente y se posicionen de manera adecuada, lo cual puede ser una explicacién a las

bajas conversiones observadas.

Segun los trabajos reportados por el grupo de Arnold, no cualquier dador de nitreno es
util para esta transformacidn, siendo la tosilazida el dnico que permitié la sulfimidacién con
citocromos P450. Ademds, un camino no productivo lleva a la formacién de la tosilamida 28a,
observandose que cuanto menos reactivo es el sulfuro utilizado mayor es la cantidad obtenida
de este producto secundario, y la cantidad de este tltimo disminuye con una adicién lenta de la

azida.
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De todo esto se desprende que si se desean utilizar las dioxigenasas tipo Rieske para
catalizar reacciones de sulfimidacién es necesario un estudio independiente y mas profundo en
cuanto a los sustratos utilizados y el compromiso entre su reactividad, cantidad utilizada y modo
de agregado. El modelado de la enzima y docking de los sustratos serfa indispensable para
estudiar la disposicién de ambos en el sitio activo, asi como las interacciones que éstos tienen
con los aminodacidos que lo rodean para disefiar variantes que permitan favorecer la reaccién.
Probablemente se requiera una evolucién dirigida a incrementar esta actividad, recordando que
en el caso de los citocromos aquellos que fueron muy activos en reacciones de aminacién

intramolecular no lo fueron para este tipo de reacciones intermoleculares.

I1.3.3.3  Reacciones intermoleculares: formacion de aziridinas.

OH
. . N.
Biocatalizador Ts NH
+TSN3 ——— > + +S + TsNH2
R R

7

R
R=H (46) 28 R=H (46a) R=H (46b) 28a
R= OMe (47) R= OMe (47a) R= OMe (47b)

Figura 70: Reaccion de aziridinacion intermolecular.

Tabla 11: Resultados de la reaccién de aziridinacién utilizando ODew= 30. Conversion calculada para la aziridina.

Biocatalizador Conversién %
R=H R= OMe

PKK223-3 control ND ND
TDOWT <1 NC
TDO 1324F <0.5 NC

TDO T365N 2 4

TDO Q215A 1 1
TDO F366V <1 NC
CDO ND NC

NDO 4 6

ND: No detectado. NC: No corresponde/No ensayado
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Tras un screening inicial la formacién de aziridinas a partir de estireno parecia
promisoria, sobre todo teniendo en cuenta las conversiones observadas para la Naftaleno
Dioxigenasa que alcanzaron un 4 % seguida por TDO T365N con una conversion del 2 %. Sin
embargo, estos resultados no fueron reproducibles en experimentos posteriores, por lo cual se

requiere un estudio en mayor profundidad.

Esta transformacién resulta muy interesante teniendo en cuenta que, segtin lo reportado
por el grupo de Arnold es una de las reacciones mas desafiantes, e incluso el mejor biocatalizador
desarrollado para las reacciones de sulfimidacién (P411gy,-CIS-T438S) casi no mostré actividad
para la aziridinacién, por lo cual fue sometido a un exhaustivo trabajo de evolucién dirigida con
diferentes rondas de mutagénesis abarcando diferentes posiciones, desarrollindose una
variante adecuada para catalizar esta reaccién. Ademads, en este caso no se observé relacién
entre las caracteristicas electrénicas del arilo y la productividad como se habia determinado
para la sulfimidacién, pero si un cambio en la estabilidad del producto obtenido, encontrandose
el alcohol (47b) por apertura de la aziridina en medio acuoso tUnicamente al utilizar p-
metoxiestireno como sustrato.'” Este compuesto (R= OMe) también fue ensayado con aquellos
biocatalizadores que mostraron conversién para el estireno, destacindose nuevamente TDO
T365N y NDO. En ambos casos se detectd nuevamente la presencia de tosilamida como producto,

formado a partir del nitreno correspondiente.

Dado el alto interés en una alternativa a los métodos convencionales para esta reaccién
en sintesis organica, parece interesante continuar el estudio de estas reacciones con mayor

profundidad.
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1.3.3.4  Reacciones intermoleculares: formacion de ciclopropanos

o A’W
(0] 0]
Biocatalizador
+ N2%)J\o/\ = @ o[/

6 48 49
Figura 71: Reaccidn de ciclopropanaciéon mediante la formacién de carbenos.

Tabla 12: Resultados de la reaccion de ciclopropanacién utilizando ODs=30.

Biocatalizador Conversion % %eetrans %de Condiciones
PKK223-3 <0.5 18 100
TDOWT 1 13 60
TDO I324F 1 1 5 0D600=60
estireno 10 mM,
TDO T365N <0.5 29 100 EDA 20 mM,
TDO Q215A <1 13 70 anaerobiosis,
(overnight, RT,
TDO F366V 1 10 69 60rpm)
CDO 1.5 13 70
NDO 2.5 20 70

%ee trans: [(trans S,S - trans R,R)/(trans S,S + trans R,R)]¥100 %de : [(trans total - cis total)/(trans + cis)] ¥100

La reaccién de ciclopropanacién también intermolecular, vuelve a dar conversiones muy
bajas donde NDO y CDO se destacan por mostrar valores cercanos al 2 % y podria ser interesante
estudiarlas en mayor profundidad. De todas formas, teniendo en cuenta la propuesta sobre el
posicionamiento de los sustratos en los sistemas conteniendo grupos hemo descrito en
antecedentes,'” y el posicionamiento de los anillos aromaticos en las dioxigenasas observados
en nuestro modelo computacional para TDO y segtin lo reportado para NDO, parece dificil que la
interaccién carbeno - olefina se dé de manera adecuada, lo cual podria explicar los bajos

rendimientos observados en el screening.
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A modo general se puede decir que los resultados obtenidos en los diferentes tipos de
reacciones demuestran que las dioxigenasas estudiadas son capaces, en principio, de catalizar la
formacién de enlaces C-N y C-C a través de la formacidn de nitrenos y carbenos en su sitio activo
con rendimientos que varfan segin el biocatalizador y el sustrato utilizado. Estas actividades no
han sido descritas hasta el momento como actividad natural de ninguna enzima, sino que se
requieren diversas modificaciones para la construccién de biocatalizadores capaces de llevar a
cabo estas transformaciones, por lo cual los bajos rendimientos son resultados interesantes que

pueden ser mejorados mediante técnicas de mutagénesis.
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3. Conclusiones y Perspectivas

El objetivo principal de este trabajo era desarrollar y caracterizar biocatalizadores que

expresen dioxigenasas tipo Rieske para su uso en procedimientos sintéticos de funcionalizacién
directa de compuestos orgdnicos. En este sentido, se desarrollaron cuatro variantes de TDO:
Q215A, 1324F, T365N y F366V, los cuales han permitido evaluar el rol de los aminodcidos en estas
posiciones, observando alteraciones principalmente en cuanto a la quimio- y estereoselectividad
de la enzima para la dihidroxilacién de arenos. Sin embargo, estos efectos fueron altamente
dependientes del sustrato utilizado, lo cual concuerda con la literatura existente para los
residuos andlogos a estas posiciones en NDO y BPDO, y de los cuales se desprende ademds, la

necesidad de combinar distintas mutaciones para generar cambios importantes.

Los cambios a nivel de la quimioselectividad de la dioxigenacién en algunos de los
mutantes estudiados, permitieron la obtencidn de un tnico producto de biotransformacién con
sustratos que al ser transformados por la enzima nativa rinden una mezcla de productos,
mientras que frente a otros sustratos se ha invertido la relacién en que ambos se obtienen. Por
ejemplo frente al estireno, mientras que la enzima nativa produce 8 veces mas de 6a que 6b, el
mutante T365N rinde mayoritariamente el diol en la cadena lateral (casi 4 veces mas de 6b que

6a), siendo este compuesto de interés en reacciones en cascada reportadas recientemente.

Por otra parte, la variante TDO-F366V mostrd una marcada pérdida de actividad frente a
la mayoria de los sustratos evaluados, acomparfiada de un cambio en la estereoselectividad de la
enzima. Esto permitié encontrar los enantiémeros de los dienodioles producidos habitualmente
por la enzima nativa al utilizar bromobenceno e indeno, lo cual resulta muy interesante ya que

para el bromobenceno no se ha descrito la obtencién enzimatica directa de este estereoisémero.

Si bien no se observaron cambios en la regioselectividad de la reaccién de
dihidroxilacidn, los resultados obtenidos durante esta tesis permiten replantear las estrategias

para su obtencidn, considerando la posible combinacién de variantes y el uso del modelo

159



computacional como herramienta para realizar estos cambios. Ademds, teniendo en cuenta la
dependencia de los efectos de las mutaciones con los sustratos utilizados, seria interesante
utilizar sustratos mas voluminosos como el bifenilo o el naftaleno, ya que de los reportes para
NDO y BPDO se desprende que los cambios mas significativos se observan al utilizar sustratos de

mayor tamano.

En el transcurso de esta tesis se desarrolld el primer modelo computacional del sistema
enzimdtico TDO, lo cual permitié comprender ain mejor los efectos observados con los
mutantes, la arquitectura del sitio activo y las interacciones que se establecen con los diferentes
sustratos. A pesar de que la tolueno dioxigenasa ha sido utilizada por mas de treinta afios para
la produccién de cis-ciclohexadienodioles que sirven como material de partida en sintesis
orgénica, previo a esta tesis eran pocos los estudios en cuanto a su sitio activo y la relacién de
los distintos residuos que lo constituyen con la selectividad de la enzima. El modelo
computacional desarrollado, constituye una herramienta fundamental para trabajos futuros en
esta drea. Actualmente estamos estudiando los detalles del mecanismo de accién desconocido
hasta el momento, respecto al cual se obtuvo evidencia experimental de la implicancia de la
glutamina en 215 en la formacidén de la especie reactiva del oxigeno. En base a esto, seria
importante aprovechar el modelo computacional desarrollado y analizar los efectos de combinar
diferentes mutaciones, ya sea en las posiciones estudiadas en este trabajo u otras, siendo de gran
utilidad para la identificacién de residuos que puedan ser relevantes para el posicionamiento de
los sustratos en el sitio activo. Particularmente resultaria interesante a futuro la construccién
de bibliotecas de mutantes en la posicidn 366 en busca de nuevas variantes que sean capaces de
dihidroxilar bromobenceno con la enantioselectividad opuesta a la de la enzima nativa, ya que
el dienodiol correspondiente constituye uno de los productos mas utilizados sintéticamente, y
que la variante F366V permitid la obtencién de pequertias cantidades del enantiémero de este

compuesto.

Por otra parte, el trabajo con otros sistemas enzimaticos, como la benzoato dioxigenasa,
permitié la obtencién de dioles ipso-cis-1,2 en escala de biorreactor con buenos rendimientos; en

tanto que se dispone también del sistema naftaleno dioxigenasa que permite la dihidroxilacién
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de sustratos policiclicos. En cuanto a la clorobenceno dioxigenasa, se construy6 un sistema de
expresion andlogo al de TDO, buscando abarcar un mayor rango de sustratos. Sin embargo, este
no ha mostrado buenos niveles de actividad frente a los distintos sustratos ensayados lo cual
concuerda con lo reportado hasta el momento en la literatura. Dado que el andlisis de las
secuencias de los genes tcbAaAb que codifican para la dioxigenasa de CDO no muestran
alteraciones, seria importante estudiar si existe algiin inconveniente en los genes que codifican
para la ferredoxina y la reductasa que puedan estar afectando la actividad, o podrian combinarse
la dioxigenasa de CDO con la ferredoxina y la reductasa de TDO, sustituyendo los genes
correspondientes en el pDTG601, asegurando asi la obtencidn de un sistema andlogo al de TDO
para el cual el crecimiento y biotransformacidn en biorreactor fueron optimizados. De obtener
un sistema funcional se podria realizar una caracterizacién de esta enzima frente a diferentes

sustratos y ampliar asf la variedad de sintones quirales asequibles por esta metodologia.

En cuanto al trabajo que dio origen al segundo capitulo de esta tesis, se destaca el
descubrimiento de nuevas actividades para las dioxigenasas tipo Rieske. El encontrar el diol del
benzonitrilo como producto de biotransformacién de la bencilazida constituyé el punto de
partida para el estudio de nuevas actividades. En el mecanismo propuesto para dicha
transformacién se evidencia que TDO posee actividad aldoxima deshidratasa, la cual serfa
interesante continuar estudiando frente a otros sustratos ya que no ha sido reportada para este

tipo de enzimas.

A suvez, dicho mecanismo propone la formacidn de especies Fe-nitreno en el sitio activo,
lo cual impulsé el estudio de reacciones de aminacién directa de enlaces C(sp®)-H. A raiz de los
resultados obtenidos, se puede decir que las dioxigenasas tipo Rieske son capaces de catalizar
este tipo de reacciones al utilizar arilsulfonilazidas trisustituidas como sustratos para producir
las correspondientes sultamas, lo cual constituye el primer trabajo donde se describe tal
actividad para esta familia de enzimas. Particularmente se observé que el mejor sustrato es aquel
con sustituyentes isopropilo, lo cual era esperable ya que la insercién del nitreno ocurre en un
carbono terciario con un enlace C-H mads susceptible a una ruptura homolitica que el

correspondiente en carbonos secundarios o primarios. El andlisis de los diferentes sistemas
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enzimdticos frente a diferentes concentraciones de sustrato permite afirmar que la naftaleno
dioxigenasa es capaz de catalizar estas reacciones con conversiones del orden de 40 % al utilizar

5y 10 mM de sustrato obteniendo tan solo un 5 % del producto secundario de reaccién.

Por otra parte, se estudid el escalado de la reaccién observando que las condiciones de
crecimiento del biocatalizador tienen un gran impacto en la reaccién posterior. Tras el
crecimiento en escala de matraz utilizando LB como medio de cultivo, y realizando la reaccién
con células en reposo (0Dgy = 60) en 50 mL, se obtuvieron conversiones del mismo orden que a
pequefia escala. En cambio, al producir cultivos de alta densidad en biorreactor para la
produccién de células y utilizarlas para la reaccién en iguales condiciones, la conversién fue de
sélo 13 %. A su vez, esta también fue la conversién obtenida al agregar el sustrato en el
biorreactor, donde ademds no se recupera la masa total de sustrato agregada. Actualmente
estamos trabajando para determinar la causa de este fenémeno e intentando purificar la
dioxigenasa de NDO para poder evaluar su actividad catalitica y compararla con los citocromos

reportados.

Resulta interesante notar ademds, que la CDO fue el segundo sistema que mostrd buenas
conversiones en este tipo de reacciones. Considerando la hipdtesis de una falla en su sistema de
transporte de electrones que no permite la dihidroxilacién de arenos, podria suponerse que esta
parte de la enzima no es necesaria para la descomposicién de azidas a nitrenos y su insercién en
enlaces C-H, sino que el Fe(I) se regeneraria al final del ciclo catalitico, haciendo aun mads

interesante su aplicacién en este tipo de reacciones.

Todas las dioxigenasas incluidas en este trabajo se estudiaron también en otras
reacciones de aminacién intra e intermoleculares, donde se observaron trazas de algunos de los
productos obteniéndose mayoritariamente los productos secundarios de las reacciones, que si
bien indican la formacidn de los nitrenos correspondientes estos no se insertan en los enlaces C-
H deseados. Una posible explicacién a esto es que, en reacciones intermoleculares no sea posible
que dos sustratos tan voluminosos ingresen al sitio activo, o que dentro del mismo no se

posicionen de manera adecuada para que ocurra la reaccién. De todas formas, dado que en esta
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tesis se han construido diferentes bibliotecas de mutantes para NDO, seria importante a futuro
ensayar estas variantes con los diferentes sustratos y evaluar si alguna de ellas es capaz de
catalizar estas reacciones por un posicionamiento del sustrato més favorable. A su vez, serfa
interesante evaluarlas en reacciones de dihidroxilacién y determinar si estos biocatalizadores

permiten obtener regio- y/o estereoisémeros de los dioles obtenidos con la enzima nativa.

En resumen, el trabajo desarrollado durante esta tesis ha contribuido a un mejor
entendimiento de los sistemas enzimadticos en estudio: TDO, NDO, CDO y BzDO. Las variantes de
TDO construidas han permitido identificar posiciones importantes para alterar la quimio y
estereoselectividad de la enzima y acceder a los enantiémeros de algunos compuestos
producidos por la enzima nativa. A su vez, se ha desarrollado un modelo computacional para
este sistema enzimadtico que constituye una herramienta fundamental para trabajos a futuro que
busquen alcanzar los objetivos sintéticos ain no logrados. Por otra parte, se han descubierto
actividades promiscuas para esta familia de dioxigenasas como la deshidratacién de oximas y la
posibilidad de catalizar la aminacién directa de enlaces C-H a través de la descomposicién de
azidas a nitrenos, destacandose para esta tltima los resultados obtenidos con NDO. Ademds, se
han construido bibliotecas de mutantes de esta enzima que estdn disponibles tanto para el
estudio de nuevas reacciones, como para la evaluacién de la regio- y enantioselectividad de la

reaccién de dihidroxilacién.
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5. Materiales y Métodos

5.1 Métodos microbiol6gicos y moleculares

5.1.1 Medios de cultivo y reactivos

Triptona, extracto de levadura y agar para la preparacién de medios de cultivo fueron
adquiridos de Difco. La ampicilina, IPTG, sales, glucosa y otros componentes de los medios de

cultivo se adquirieron de Sigma-Aldrich y Drogueria Industrial Uruguaya.

Todas las enzimas fueron obtenidas de Thermo Scientific™ o New England Biolabs:
polimerasa de alta fidelidad Phusion™, Dpnl, HindIll y sus correspondientes buffers, RNAsa,
lizosima y proteinasa K; al igual que los ANTPs y los marcadores de peso molecular de proteinas.
Los oligonucledtidos utilizados fueron sintetizados por la empresa Macrogen, Korea, donde
también se realizé la secuenciacién de las diferentes construcciones, mientras que los utilizados
para generar los mutantes de NDO fueron sintetizados por IDT (Integrated DNA Technologies) y
la secuenciacién fue realizada en Genewiz, Rochester, USA. Se utiliz6 agarosa (Sigma-Aldrich)
para las corridas electroforéticas y se empled buffer Tris-Borato-EDTA (TBE) 0.5X. Los geles se
tifieron con gel-red. Se utilizé gene Ruler 1 Kb DNA Ladder (Fermentas) como marcador de peso

molecular y estdndar de cuantificacién de ADN.

Medio Luria Bertani (LB): triptona 10 g/L, extracto de levadura 5 g/L y NaCl 10 g/L. Se
agregé agar (15 g/L) para la preparacién de medio sélido y se suplement$ con ampicilina (0.1

g/L) cuando fue necesario.

Medio L-broth para competentes: triptona 10 g/L, extracto de levadura 5 g/L, NaCl 5
g/Ly agua destilada c.s.p. 1 L.

Medio SOB: triptona 20 g/L, extracto de levadura 5 g/L, NaCl 0.5 g/L y agua destilada
c.s.p. 1L, el cual se suplementé con MgSO, y MgCl, ambos en una concentracién final de 10 mM,

para preparar SOC.
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Medio 2xYT: triptona 16 g/L, extracto de levadura 10 g/L, NaCl 5 g/L, H20 c.s.p 1 L,
ajustar pH 7.0 con NaOH 5 N.

Medio para precultivos biorreactor: K,HPO, (16 g/L), KH,PO, (14 g/L), (NH,),SO, (5 g/L),
extracto de levadura (15 g/L). Luego de esterilizado el medio es suplementado con solucién de
glucosa estéril (0.7 g/mL) para obtener una concentracién final de 30 g/L, MgS0,.7H,0 (2 g/L) y
ampicilina (0.1 g/L).

Medio citrato para biorreactor: KH,PO, (7.5 g/L), 4cido citrico (2.0 g/L), MgS0,.7H,0
(5.0 g/L), citrato férrico amoniacal (0.3 g/L), 98 % H,SO4 (1.4 mL/L) y solucién de metales traza
(1.5 mL/L). Luego de esterilizar el biorreactor con el medio, se regula el pH a 6.8 mediante la
adicién de NH,OH, y se adiciona tiamina estéril (0.3 g/L) y ampicilina (0.1 g/L). La solucién de
metales traza contiene: 4cido citrico (40 g/L), MnS0,.2H,0 (30 g/L), NaCl (10 g/L), FeS0,.7H,0 (1
g/L), CoCl,.6H,0 (1 g/L), ZnS0,.7H,0 (1 g/L), CuS0,.5H,0 (0.1 g/L), H;BO; (0.1 g/L), NaMo0,.2H,0
(0.1 g/L); el pH se ajustd a 3.0 con NH,OH.

Medio LB II: triptona (10 g/L), extracto de levadura (5 g/L), CaCl,2H,0 (1 g/ L), MgCl,
(0.05 g/L). Para preparar medio sélido se agregé agar (15 g/L).

Medio para crecimiento en biorreactor de R. eutropha B9: KOH (0.4 g/L), 4cido
nitriloacético (0.2 g/L), MgSO, (0.28 g/L), CaCl,2H,0 (0.07 g/L), NH,M0,0,,,6H,0 (0.2 mg/L), FeSO,
(2 mg/L), solucién de metales Hutner* (1 mL/L), NH,SO, (1 g/L), KH,PO, (2.72 g/L), Na,HPO, (2.84
g/L). La solucién de metales Hutner contiene: EDTA (5 g/L), ZnSO,7H,0 (22 g/L), FeSO,7H,0 (10
g/L), CuSo, (3.9 g/L), CoNO,6H20 (0.5 g/L), NaBO,10H,0 (0.36 g/L), H,SO, (1 mL/L), H,0 csp 1 L.

Soluciéon TFB1: 30 mM Acetato de potasio, 10 mM CaCl,, 10 mM RbCl, 50 mM MnCl,, 15 %

(v/v) glicerol, ajustar pH 5.8 con 4cido acético.

Solucién TFB2: 10 mM MOPS, 10 mM RbCl, 75 mM CaCl,, 15 % (v/v) glicerol, pH 6.5

ajustado con HCl.

Buffer de lisis: 25 mM Tris-HCl pH 7.5, 0.3 M NaCl, 20 % v/v glicerol y 0.024 % 2-

mercaptoetanol.

Buffer Wash I: 25 mM Tris pH 7.5, 0.5 M NaCl, 20 % glicerol, 15 mM imidazol.
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Buffer Wash II: 25 mM Tris pH 7.5, 0.5 M NacCl, 20 % glicerol, 40 mM imidazol.
Buffer de Elucién: 25 mM Tris pH 7.5, 0.3 M NaCl, 20 % glicerol, 0.3 M imidazol.
Buffer de Elucién II: 25 mM Tris pH 7.5, 0.3 M NaCl, 20 % glicerol, 0.5 M imidazol.

Buffer de Dialisis: 25 mM Tris pH 7.5, 0.1 M NaCl, 20 % glicerol, 0.024 % v/v 2-

mercaptoetanol.

Buffer M9: KH,PO, (3 g/L), Na,HPO, (12 g/L), NaCl (0.7 g/L), y suplementado con solucién

de glucosa 0.7 g/mL para lograr una concentracién de 5.5 g/L.

Buffer in-vivo: Na,HPO, (31 g/L), KH,PO, (15 g/L), NaCl (2.5 g/L), MgSO, (0.24 g/L), CaCl,
(0.01 g/L) y 1 mL/L de solucién de micronutrientes, se ajusta el pH a 7.2. La solucién de
micronutrientes se compone de: (NH,);Mo,0,; (0.19 g/L), H,BO; (1.2 g/L), CoCl, (0.36 g/L), CuSO,
(0.08 g/L), MnCl, (0.5 g/L), ZnSO, (0.07 g/L).

5.1.2 Vectores y cepas

La cepa de Escherichia coli JM09 (pDTG601) que expresa TDO fue generosamente donada a
nuestro grupo por el Prof. David T. Gibson, al igual que el plasmido pDTG121 que contiene los
genes de NDO-O. Escherichia coli JM109 (DE3) (pDTG141) expresando NDO fue amablemente
cedida por la Prof. Rebecca Parales (University of California, Davis—- USA) en tanto que la cepa
sin transformar fue adquirida de Promega. Las cepas que expresan los genes de CDO, Escherichia
coli DH50. (pTCB144) y Escherichia coli JM101 (pTEZ30) fueron cedidas por el Prof. Andreas Schmid
(University of Dortmund, Alemania). El vector pKK223-3 fue obtenido de Pharmacia. Ralstonia

eutropha B9 fue amablemente donada por Prof. Andrew Myers (Harvard University — USA).
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Tabla 13: Genotipos de las cepas de Escherichia coli utilizadas

Cepa Genotipo

endA1l, recAl, gyrA96, thi, hsdR17 (rk-, mk+), relA1, supE44, A (lac-proAB),

E. coli JM109
[F” traD36, proAB, laqiqgZAM15]

endA1l, recAl, gyrA96, thi, hsdR17 (rk-, mk+), relA1, supE44, A-, A(lac-

E. coli J]M109 DE3
proAB), [F’, traD36, proAB, laclqZAM15], IDE3

F~ endA1 glnV44 thi-1 recA1 relA1 gyrA96 deoR

E. coli DH5a
nupG purB20 @80dlacZAM15 A(lacZYA-argF)U169, hsdR17(rymy’), A~
E. coliJM101 glnv44 thi-1 A(lac-proAB) F'[lacl9ZAM15 traD36 proAB’]
Tabla 14: Vectores utilizados
Nombre Vector parental Genes expresados Referencias
pDTG601 pKK223-3 todC1C2BA 122
pDTG141 pT7-5 nahAaAbAcAd 12
pDTG121 pT7-5 nahAcAd 12
pTCB144 puUC19 tcbAaAbAcAd 66
pTEZ30 pSPZ2MA™ tcbAaAbAcAd o
pKK_CDO pKK223-3 tcbAaAbAcAd Este trabajo

Se utilizaron técnicas estdndar de microbiologia para el manejo de todas las cepas. Para

el crecimiento de rutina se utilizé el medio Luria Bertani (LB).

Para el mantenimiento a corto plazo se utilizaron placas de medio de cultivo sélido
selladas con parafilm y se almacenaron a 4 °C. Para el mantenimiento a largo plazo las cepas se

guardaron en freezer a -70 °C en medio conteniendo 15 % de glicerol.
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5.1.3 Técnicas moleculares

En todos los procedimientos, salvo que se indique lo contrario, fueron utilizadas técnicas

estdndar de métodos moleculares descritos por Sambrook et. al.'® para la manipulacién de ADN

y proteinas. Las digestiones con enzimas de restriccién se llevaron a cabo segin el protocolo

indicado por el proveedor. Las amplificaciones por PCR se realizaron de acuerdo con las

indicaciones del fabricante para el uso de las polimerasas termoestables y ciclos adecuados a

cada caso en un termociclador GeneAMP PCR 2400 (Perkin-Elmer). Las transformaciones de

células electrocompetentes se realizaron por electroporacién utilizando un equipo BIORAD

MicroPulser. Para la purificacién de ADN obtenido por PCR se utilizé el kit Freeze’n squeeze (Bio-

Rad, CA, USA).
Tabla 15: Oligonucledtidos utilizados para mutacion sitio dirigida de TDO
Sustitucién Secuencia primer Fw Secuencia primer Rv
Q215A CGCAGAGGCGTTTTGCAGC GCTGAAACGCCTCTGCG
I324F TTCCTCCCAGGTTTCAATACGGTCC GGACCGTATTGAAACCTGGGAGGAA
T365N CAGACGCTGCGCAACTTCTICTGCC CGGCAGAGAAGTTGCGCAGCGTCTG
F366V CAGACGCTGCGCACCGTGTCTGCCG CGGCAGACACGGTGCGCAGCGTCTG
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Tabla 16: Oligonucleétidos utilizados para la creacion de bibliotecas de NDO

Posicion Primer Fw Primer Rv
201 CGCGGAANHTTTTGTGGG CCCACAAAADNTTCCGCG
202 GCGGAAAACNHTGTGGGAG CTCCCACADNGTTTTCCGC
213 GGTTGGACGTAGGCGTCTTCG CGAAGACGCCTACGTCCAACC
224 GGGAGTCTATCRNCTCGTCGC GCGACGAGNYGATAGACTCCC
295 GGATTTATCGCAGCNHTCTCAACTGC GCAGTTGAGADNGCTGCGATAAATCC
307 CAGCATGNHTACCTGCTCGGGTG CACCCGAGCAGGTADNCATGCTG
352 CAGCGAACGNHTGGGCCTGC GCAGGCCCADNCGTTCGCTG
358 GCTGGCTTCNHTGAAAGCG CGCTTTCADNGAAGCCAGC
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Tabla 17: Oligonucledtidos utilizados para mutagénesis sitio dirigida en NDO

Sustitucién Primer Fw Primer Rv
F202V GCGGAAAACGTTGTGGGAG CTCCCACAACGTTTTCCGC
F224V GGGAGTCTATCGTCTCGTCGC GCGACGAGACGATAGACTCCC
F224T GGGAGTCTATCACCTCGTCGC GCGACGAGGTGATAGACTCCC
F352T_ GCGAACGACTGGGCCTGCTGGCTTCGTTGAA  GCTTTCAACGAAGCCAGCAGGCCCAGTCG
W358V AGC TTCGC
F352Y_ GCGAACGTATGGGCCTGCTGGCTTCGTTGAA  GCTTTCAACGAAGCCAGCAGGCCCATACG
W358V AGC TTCGC
F352T CAGCGAACGACTGGGCCTGC GCAGGCCCAGTCGTTCGCTG
F352Y CAGCGAACGTATGGGCCTGC GCAGGCCCATACGTTCGCTG
W358D GCTGGCTTCGATGAAAGCG CGCTTTCATCGAAGCCAGC
W358V GCTGGCTTCGTTGAAAGCG CGCTTTCAACGAAGCCAGC

5.14 Preparacién y transformacion de células competentes

La preparacién de células electro-competentes se realizé de acuerdo al protocolo de

BioRad.'

Para la transformacién se descongelaron las alicuotas necesarias manteniéndolas
constantemente en bafio de hielo. Se agregd a cada tubo el ADN correspondiente, previamente
precipitado con yeast t-RNA'" para aumentar la eficiencia (1 uL en el caso de pldsmidos puros y
5 uL en el caso de productos de PCR). La mezcla fue transferida a una celda de electroporacién
de 0.2 cm mantenida en hielo. La electroporacién se realizé mediante un pulso de 2.5 kV durante
5 ms. Inmediatamente se agregd 1 mL de SOC a la celda resuspendiendo las células por inversién

e incubando por 1 hora a 37 °C. Segun la muestra utilizada se realizaron las diluciones
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correspondientes para el plaqueo de las células en el medio sélido correspondiente. En todos los
casos se incluyé como control positivo un vector puro con adecuada resistencia a antibidtico y

un control negativo agregando agua en vez de ADN.

Para la preparacién de células quimicamente competentes se procedié como se
describe a continuacién. 5 ML de LB fueron inoculados con una colonia caracteristica e
incubados overnight a 37 °C y 150 rpm. El cultivo fue diluido 1:40 en 200 mL de medio 2xYT. Se
incubd nuevamente a 37 °C y 150 rpm hasta OD, entre 0.3 y 0.5 UA. El cultivo se incubd en hielo
durante 5 minutos y se centrifugd por 15 min a 4000 rpm. Se descarté el sobrenadante y se
resuspendieron las células en 8 mL de TFB1 frio. Se incubd en hielo por 25 minutos y se
centrifugd nuevamente en las mismas condiciones. Se descarté el sobrenadante y se resuspendié
en 8 mL de TFB2. Se incubd en hielo entre 30 min y 2 horas. La suspensién celular se alicuoté en
tubos eppendorf colocando 50 pL/tubo y se congelaron en hielo seco. Se almacenaron a -70 °C

hasta su uso.

Para la transformacién por shock térmico, se descongelan las células en bafio de hielo
durante aproximadamente 30 minutos. Se agregd la cantidad de ADN necesaria (entre 1y 5 L)
mezclando suavemente y se mantuvo la mezcla en hielo durante 15 minutos. Se incubé el tubo
a 42 °C por 30 segundos, se colocé en hielo por 5 minutos y se agregaron 250 pL de LB
resuspendiendo las céluas por inversién. Se incubd a 37 °C, 800 rpm durante 30-45 minutos. Se

sembré la mezcla en medio sélido adecuado.

5.1.5 Manipulacién de ADN

La extraccidn de los plasmidos de las distintas cepas se realizé utilizando kits comerciales
de Mini- o Midi-prep de Thermo-Fischer, de acuerdo con el protocolo establecido por el

proveedor.

Para la generacidén de mutantes por Quick change, los plasmidos fueron utilizados como
moldes para su amplificacién completa por PCR utilizando oligonucledtidos conteniendo las

mutaciones a insertar. Posteriormente se digirié la mezcla con Dpnl a 37 °C durante toda la
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noche, se precipité con yeast-tRNA y se retomd en 10 pL. Se utilizaron 5 pL para transformar
células competentes que se seleccionaron en LB-Amp. Se seleccionaron distintos clones de cada
transformacién y se extrajeron los plasmidos para confirmar la insercién de la mutacién por

secuenciacién.

Esta técnica fue utilizada para generar los mutantes de TDO, las bibliotecas de NDO y para

insertar la cola de histidina en pDTG121 para la purificacién de la oxigenasa de NDO.

5.1.6 Purificacién de NDO-O

Para la purificacién de las subunidades o y B que componen la Dioxigenasa de NDO se

utilizé el método descrito por Yang y colaboradores.”

Se realizé el crecimiento de E. coli JM109 (DE3) (pDTG121) en 1 litro de LB suplementado
con ampicilina a 37 °C, 180 rpm y al alcanzar una OD4= 0.5 se indujo la expresién enzimatica
agregando IPTG a una concentracién final de 100 mM, incubando por 24 horas a 28 °C, 180 rpm.
Posteriormente el medio se centrifugd a 6000 x g, 4 °C, durante media hora, y se descart¢ el

sobrenadante. El pellet fue almacenado a -20 °C para su uso posterior.

La lisis celular se realizé resuspendiendo el pellet en buffer de lisis (10 mL/g de célula),
luego se agregd lisozima (1 mg/mL) y se incub$ por 30 minutos en bafio de hielo mezclando
periédicamente por inversién. Posteriormente se agregd RNAsa y DNAsa (5 pug/mL) y se incubd
por media hora més en bafio de hielo invirtiendo esporddicamente. Se centrifugé a 16000 x g, 4

°C, durante 30 min y se separd el sobrenadante (fraccién soluble) del pellet (fraccién insoluble).

La fraccién soluble se aplicé en una columna de niquel HisTrap HP (GE Healthcare) de 5
mL, previamente lavada y equilibrada, recirculando el sobrenadante por una hora. Luego se
procedié al lavado con 5 volimenes de columna de buffer Wash I y 5 volimenes de columna de
buffer Wash II. Posteriormente se realizé la elucién con 3 volumenes de columna de buffer de

Elucién y un lavado final con buffer de Elucién II.
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La fraccién obtenida con el buffer de elucién se dializé contra el buffer de Didlisis
(incubando toda la noche a 4 °C con agitacidn. Posteriormente se realizé una nueva didlisis de 4

horas en las mismas condiciones.

Se estimd la concentracién de proteina de acuerdo con la absorbancia a 280 nm

correspondiendo tal valor a la concentracién en mg/mL.

Se realizd la separacién de proteinas por SDS-Page de acuerdo al protocolo tradicional.

El gel de proteinas se corrié siguiendo las especificaciones del fabricante.
5.2 Biotransformaciones

Todos los reactivos quimicos fueron adquiridos de Sigma-Aldrich, Alfa-Aesar o Drogueria
Industrial Uruguaya. Se utiliz un biorreactor Sartorius Biostat A plus de 5L para el desarrollo

de cultivos de altas densidades.

Salvo que se especifique lo contrario las reacciones fueron realizadas como se describe a

continuacién.

5.2.1 Crecimiento y biotransformacién en biorreactor utilizando TDO, TDO", CDO
y NDO

El crecimiento y biotransformacién utilizando los biocatalizadores que expresan TDO,
TDOM, CDO y NDO se realizé utilizando una modificacién de nuestro procedimiento publicado

anteriormente.*
Procedimiento:

5mL de LB suplementados con ampicilina (0.1 g/L) se inocularon con una colonia de la
cepa correspondiente y fueron incubados overnight en agitador orbital (37 °C, 150 rpm). 1,5 mL
de estos tubos se utiliza para inocular los precultivos (2x150 mL) que fueron incubados en las
mismas condiciones. Ambos cultivos fueron utilizados para inocular el biorreactor, conteniendo

inicialmente 2.5 L de medio citrato a 30 °C, con agitacién a 500 rpm y flujo de aire de 4 L/min. El
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pH fue controlado automdticamente y ajustado a 6.8 por agregado de NH,OH durante todo el
proceso. Una mezcla de Antifoam 204 (Aldrich) y silicona (1:1) fue utilizada como antiespumante

y se agregd cuando fue necesario.

A las 6 horas, se observé un agotamiento de la fuente de carbono remanente de los
precultivos, lo cual se reflejé6 en un aumento del oxigeno disuelto, comenzando alli la
alimentacidn con solucién de glucosa 0.7 g/mL con una rampa que va de 0.08 mL/min a 0.54
mL/min en 20 horas. Cuando la ODg, alcanzé un valor cercano a 15, se indujo la expresién
enzimdtica agregando IPTG (10 mg/L). Una vez alcanzado el estado estacionario del cultivo, se
extrajo la cantidad de medio necesaria para las biotransformaciones con células en reposo (en
caso de ser necesario), la velocidad de alimentacién se redujo a 0.25 mL/min y se inicié el
agregado de sustrato en una solucién al 10 % v/v en vaselina para una concentracién final de 0.5
M. En el caso de las reacciones con arilsulfonilazidas trisustituidas, se conectd el biorreactor a
un tanque de nitrégeno y se purgé el mismo hasta que el electrodo de oxigeno detecté una pO,=
0. Una vez alcanzado este valor se agregé el sustrato disuelto en MeOH y se mantuvo el cultivo

en condiciones anaerobias durante toda la reaccién.

Una vez finalizada la biotransformacidn, el medio se centrifugé para separar células, fase

acuosay vaselina.

Para el aislamiento de los dioles, se liofilizé la fase acuosa y el sélido obtenido se coloc
en un matraz y se lavé con 0.5 L de acetato de etilo (previamente tratado con K,CO, para eliminar
trazas de 4cido) agitando con pastilla magnética durante 15 minutos. Se separé el sélido con
papel de filtro y se devolvié al matraz para repetir el procedimiento 5 veces. Las fases organicas
se combinaron y evaporaron a presion reducida obteniendo un sélido blanco nacarado. Este
sélido se lavd con porciones de hexanos para remover vaselina residual y se separd por

decantacién.
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5.2.2 Ensayos con células en reposo

Una vez alcanzado el estado estacionario en el biorreactor se cosecharon células para
ensayar los cinco sustratos: i) bromobenceno, ii) tolueno, iii) propilbenceno, iv) estireno, v)
indeno. El medio extraido del biorreactor se centrifugd y se descarté el sobrenadante, las células
se lavaron y resuspendieron en buffer M9, suplementado con solucién de glucosa 0.7 g/mL para
lograr una concentracién de 5.5 g/L. Se agregé sustrato puro en una concentracién de 5 mM y
se incubd durante 20 horas en agitador orbital Thermo Forma (28 °C, 150 rpm). Posteriormente
se centrifugd el medio a 7000 rpm por 20 minutos y se liofilizé el sobrenadante para su andlisis
por 'H-RMN. El liofilizado se lavé con acetato de etilo para la extraccién de los productos que

luego fueron purificados por columna cromatografica o TLC preparativa.

5.2.3 Reacciones de funcionalizacion C-H

Todas las reacciones de funcionalizacién C-H fueron realizadas utilizando célula entera.
Las cepas utilizadas fueron crecidas en LB-Amp a 37 °C, 180 rpm. La expresién enzimdtica fue
inducida agregando IPTG (100 mM) cuando los cultivos alcanzaron una ODg, de 0.5 y luego
fueron incubados a 28 °C, 180 rpm durante 24 horas. Posteriormente las células se cosecharon
por centrifugacién (15 min, 4000 rpm) y fueron lavadas y resuspendidas en buffer in-vivo para
lograr la densidad dptica deseada en cada caso (30 o 60). Las suspensiones fueron alicuotadas y

congeladas, almacendndose a -70 °C hasta su uso.

Para las reacciones, 390 uL de suspensién celular se colocaron en viales conteniendo
pastillas magnéticas y fueron purgados con argén. Soluciones stock de los sustratos preparadas
en MeOH fueron agregadas con micro-jeringa para obtener las concentraciones
correspondientes. Las reacciones se incubaron overnight a temperatura ambiente, 60 rpm, en
condiciones anaerobias. Al dia siguiente se extrajeron con 400 pL de diclorometano (DCM), se
agité la mezcla en vortex por 1 minuto y se centrifugd 15 min a 14000 rpm. La capa organica se
separd a un nuevo tubo eppendorff y se evapord. Los residuos fueron disueltos en 300 puL de

MeOH calidad HPLC y se analizaron por HPLC utilizando una columna de fase reversa C18. Las
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concentraciones de los productos fueron determinadas segtn curvas de calibracién construidas
para los productos y las conversiones se calcularon en funcién de la concentracién de sustrato

agregada.

5.2.4 Purificacién e identificacion de productos

Los productos fueron purificados por TLC preparativa utilizando placas de silica gel 60F-
254, visualizando con luz ultravioleta de 254 nm, o por columna cromatografica utilizando silica
flash Kieselgel 60, reactivo EM, malla 230-400. El compuesto 2a se purificé por columna
cromatografica utilizando como fase mévil una mezcla de acetato de etilo : hexanos (1:1). Los
productos de biotransformacién del propilbenceno 4a y 4b se separaron por TLC preparativa
utilizando como fase mévil una mezcla de acetato de etilo : hexanos (8:2), en tanto que para la
purificacién por columna se realizé un gradiente comenzando por una mezcla hexanos : acetato
de etilo (6:4) y finalizando con acetato de etilo : hexanos (9:1). La purificacién de los productos
del indeno 5a y 5bpor TLC preparativa se llevd a cabo utilizando una mezcla (7:3) de acetato de
etilo : hexanos, realizando la corrida cromatogréfica tres veces seguidas para una mejor

separacion.

5.2.5 Crecimiento y biotransformacién en biorreactor utilizando Ralstonia
eutropha B9

Se utilizé el medio de cultivo LBII para el crecimiento y desarrollo de precultivos de R.

eutropha BO.
Procedimiento:

Dos matraces de 500 mL conteniendo 90 mL de LBII fueron inoculados con una colonia de
Ralstonia eutropha B9 e incubados por 48 horas a 28 °C, 150 rpm. Ambos cultivos se utilizaron para
inocular el biorreactor conteniendo 3 L de medio, con una agitacién de 300 rpm, 30 °C y un flujo
de aire de 3 L/min. Junto con el inéculo se agregaron 17.5 mL de una solucién de fructosa de
concentracién 1.5 M. El pH fue controlado automaticamente y mantenido en 7.4 por adicién de

hidréxido de amonio durante todo el proceso. Luego de 20 horas se agregé un segundo pulso de
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solucién de fructosa (19 mL) junto con el primer pulso de benzoato de sodio 1.5 M (4.3 mL). A
partir de este momento 8 mL de cada solucién fueron agregados cada 4 horas durante 3.5 dfas.
La agitacién fue ajustada de acuerdo con las necesidades del cultivo para mantener los niveles

de oxigeno por encima de 25 %, alcanzando 600 rpm.

Una vez finalizado el proceso, se centrifugé el medio a 7000 rpm por 30 minutos para
separar el pellet de células del sobrenadante, y este dltimo fue liofilizado para obtener un sélido
blanco conteniendo 79 % del diol del 4cido benzoico. La estabilidad del producto permite su

almacenamiento a temperatura ambiente dentro de un desecador.
5.3 Métodos analiticos

5.3.1 Andlisis de muestras por '"H-RMN

Para la identificacién de los productos de biotransformacién obtenidos y el célculo de
rendimientos, se analizé por 'H-NMR el crudo obtenido tras la extraccién con AcOEt agregando
cantidades conocidas de 1,3-dinitrobenceno como estdndar interno y comparando los espectros
obtenidos con datos de literatura. Los espectros de RMN se obtuvieron en CDCl, o acetona
deuterada en un instrumento Bruker Avance DPX-400. Los desplazamientos quimicos de
protones (8) se reportan en ppm por debajo del valor de TMS como referencia interna. Las
constantes de acoplamiento (J) se informan en Hz y se refieren a las multiplicidades de pico

aparentes.
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"H-NMR (400 MHz, CD,COCD;): & 6.43 (dd, J= 8, 16, 1H), 6.0-5.87 (m, 2H), 5.83-5.77 (m, 1H), 5.52-

5.47 (d, J=20, 1H), 5.12 (d, J= 12, 1H).'®
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'H-NMR (400 MHz, CD,COCD,): & 7.43-7.37 (m, 2H), 7.35-7.29 (m, 2H), 7,28-7.21 (m, 1H), 4.72 (dd,

J=4,8,1H), 3.65 (dd, J= 4, 8, 1H), 3.52 (dd, J= 8, 12, 1H)."*

5.3.2 Andlisis de muestras por HPLC

El andlisis por HPLC se realizé utilizando un equipo Shimadzu Prominence LC-20AT con

detector de arreglo de diodos.

Para la determinacién del exceso enantiomérico de los compuestos 2 - 6 (a y b) se

utilizaron columnas quirales de fase normal bajo las condiciones que se describen a

continuacion:

Columna A: Chiralcel® OJ-H (250 mm largo, 4.6 mm diametro, 5 um tamario de particula - Daicel

Chemical Industries, Ltd.) se utiliz6 para separar los enantiémeros de 2a, 4a, 4b, 5a and 6a.

Columna B: Lux® Cellulose-1 (250 mm largo, 4.6 mm didmetro, 5 um tamarfio de particula -

Phenomenex®) utilizada para separar los enantiémeros de 5b y 6b.
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En ambos casos las condiciones fueron: fase mévil hexanos : 2-propanol (90:10) con un
flujo de 0.5 mL/min, temperatura de horno 25 °C, y 30 minutos de corrida, los tiempos de

retencién se muestran en la Tabla 18.

Tabla 18: Tiempos de retencién observados para los diferentes enantiomeros de los productos obtenidos.

Columna Tiempo , Tiempo .
Sustrato Producto usada Isémero 1° reten_C|on Isomero 2 retenqon Referencia
(min) (min)
2 2a A 1S,2S 18.067 1R,2S 17.228 130
4a A 1S,2R 10.568 1R,2S -- 130
5a A 1S,2R 25.532 1R,2S 19.790 129
> 5h® B 1S 18.241 1R 20.610 129
6a A 1S,2R 21.769 1R,2S -- 39
0 6hb® B 1R 14.316 1S 13.461 39

Los picos se asignaron por comparacién con lo reportado previamente en literatura para la enzima
nativa.

® Los tiempos de retencién corresponden a los obtenidos para la mezcla racémica sintetizada
quimicamente. La asignacidn se realizé en base a los reportes previos de literatura para la enzima nativa.

Para separar los productos de aminacién intramolecular se utilizé una columna Agilent
eclipse XDB-C18 Zorbax (250 mm x 4.6 mm x 5 um) utilizando como fase mévil acetonitrilo y H,0
(conteniendo 0.01 % de 4cido trifluoroacético) en un gradiente que va de 50 a 100 % de ACN en
20 minutos, retorna a 50 % ACN en 5 minutos y se mantiene 10 minutos pasando la mezcla 50:50,
con un flujo de 0.5 mL/min y una temperatura de horno de 30 °C. Los tiempos de retencién se

presentan en la Tabla 19.

Tabla 19: Tiempos de retencion para arilsulfonilazidas trisustituidas y sus productos.

Compuesto 23 23a 23b 42 42a 42b
Tiempo

rentencién 29.1 15.3 17.8 30.8 19.6 21.8
(min)
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5.4 Analisis de datos

Se utilizd el software GraphPad Prism 8 para el andlisis estadistico de los resultados
obtenidos en las reacciones de funcionalizacién C-H utilizando arilsulfonilazidas trisustituidas y
la construccién de los graficos presentados. Se evaluaron diferencias significativas entre los
sujetos de estudio (los biocatalizadores expresando las distintas dioxigenasas) y los grupos
control, a cada una de las concentraciones estudiadas para cada uno de los sustratos analizados,
para lo cual se realizaron quintuplicados de cada experimento. Las conversiones obtenidas en
cada caso fueron comparadas por un andlisis de varianza (one-way ANOVA), seguido del test de
comparaciones maltiples de Sidak, y en todos los casos la significancia estadistica se establecié

para P<0.05.
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7.2 Cromatogramas HPLC

==== Shimadzu LabSolutions Multi-Chromatogram ====
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Figura 72: Cromatograma del producto 2a obtenido por biotransformacién del
bromobenceno con TDO nativa.

==== Shimadzu LabSolutions Multi-Chromatogram ====
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Figura 73: Cromatograma del producto 4a obtenido por biotransformacién de propilbenceno
con TDO nativa.
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==== Shimadzu LabSolutions Multi-Chromatogram ====

maU
2500] FDA Mol 2 266nm 3 nm
] HO,,,
2000
1 OH
1500
] OH g
] |
1000+ ||
s00-| ‘ ||
] ] | |
] = | X
o] S — T — — i
0.0 2’5 50 7.5 10,0 125 15.0 7.5 20,0 )
min
Peak Table
PDA Ch? 266nm
Peald Ret. Time Area Height
1 11.9G 116037 272
2 14,159 21202321 1238655
Totall 23363505 1507937

Figura 74: Cromatograma del producto 4b obtenido por biotransformacién de propilbenceno

utilizando TDO nativa.
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Figura 75: Cromatograma de la mezcla racémica del producto 5a obtenido por sintesis

quimica.
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mAU
b T PDA Multi 2 206nm 2nm|
3000+ n;
1 OH
25004 O’ ‘
20004 ‘
o
: e
1500 &
i !
] l
10004 |
] Co
500 | ‘|
]
i | {1
ol NP ST
1 T T T T T T T T
0 5 10 15 20 25
min
Peak Table
DA Ch? 206nm
Peak# Ret Time Area Height
1 18.241 68344509 3054189
2 20,610 37574773 1421011
Total| 105919281 4475200

biotransformacién del indeno con la TDO nativa.

Figura 76: Cromatograma de la mezcla de enantiémeros del compuesto 5b obtenido por

Shimadzu LabSolutions Multi-Chromatogram ====
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Figura 77: Cromatograma del producto 6a obtenido por biotransformacién de estireno con
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Figura 78: Cromatograma de la mezcla racémica de 6b obtenida por sintesis quimica.
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Figura 79: Cromatograma del producto 6b obtenido por biotransformacién de estireno con
TDO nativa.
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