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RESUMEN

Muchos productos farmacéuticos y agroquimicos, detergentes, pigmentos y polimeros que son
utilizados en la vida moderna presentan compuestos halogenados. La halogenacién
tradicional de moléculas es llevada a cabo por procesos que generalmente involucran
condiciones de reaccion que implican la utilizacion de agentes y solventes toxicos por
lo que perjudican el ambiente. Estas rutas de halogenacion cuentan con baja
regioselectividad y presentan la formacidn de productos no deseados. La halogenacion
enzimatica provee una ruta mas efectiva y ecologica para combatir estos problemas,
aumentando la regio- y estereoselectividad obtenida (Menon et al., 2022a). Durante un
extenso periodo el interés en los procedimientos biocataliticos ha ido en aumento,
siendo estos mas benignos para el medio ambiente y menos costosos que la quimica
clasica (Woodley, 2020, Sheldon & Brady, 2019). A su vez, las enzimas suelen actuar
como catalizadores con selectividad quimio-, regio-, y estereoespecifica, una
caracteristica que es altamente desafiante para los métodos clasicos de la quimica. Es
por esto por lo que la biocatalisis resulta ser una opcion respetuosa con el ambiente
que posibilita la funcionalizacion de &tomos de carbono no activados. Las halogenasas
se pueden clasificar en 3 tipos segn el mecanismo catalitico. Esta tesis se centro en

halogenasas flavinas dependientes (FDH).

En literatura se han descrito una gran variedad de compuestos halogenados encontrados en la
naturaleza. Hasta la fecha, mas de treinta enzimas con actividad halogenasa
procedentes de diferentes microorganismos han sido caracterizadas (Crowe et al.,
2021a). En este contexto es que surge el interés de buscar nuevas halogenasas capaces
de biotransformar compuestos indélicos que puedan utilizarse para la sintesis de
derivados psicodélicos. En esta tesis se utilizaron aproximaciones de mineria genomica
para la busqueda de halogenasas en cepas de actinomicetes nativas. Como resultado,
se lograron identificar cuatro halogenasas (2231, 2321, MAI2213 y MAI2274) que
fueron clonadas y expresadas en microorganismos recombinantes estudiando la
capacidad de los biocatalizadores obtenidos de halogenar nacleos indélicos mediante

biotransformacion del tripofano.

Palabras clave: Halogenasas, Mineria gendmica, Biocatalisis
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1. INTRODUCCION

1.1 Importancia de Compuestos Halogenados

La halogenacién genera interés en la academia y en la industria porque sustituyentes
halogenados impactan significativamente la funcién de diversos compuestos organicos
por lo que permiten generar un abanico de subsecuentes estrategias de
funcionalizacion. En la actualidad se conocen mas de 5000 productos naturales que
contienen un sustituyente halogenado, los cuales destacan por su estabilidad
metabdlica y actividad bioldgica (Gribble, 2015), algunos ejemplos se observan en la
Figura 1.
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Figura 1. Ejemplos de compuestos halogenados de interés farmacéutico. Cloranfenicol:

antibiotico, Rebeccamicina: antibiotico antitumoral.

Las estrategias de halogenacion utilizadas en la sintesis quimica de estos compuestos muestran
una limitada regioselectividad, como también conllevan el empleo de reactivos
costosos y de alta toxicidad. Ademas, los meétodos quimicos a menudo tienen
exigencias especificas sobre la estructura del material de partida. En consecuencia, la

sustitucion de la halogenacion quimica por medios biolégicos puede ofrecer una ruta



mas selectiva, ecoldgica y menos peligrosa para obtener moléculas de interés (Alonso
etal., 2002).

1.2 Biocatélisis como método de trabajo

Durante un largo periodo de tiempo el interés en los procedimientos biocataliticos ha ido en
aumento (Woodley, 2020). La catalisis enzimatica se alinea con los principios de la
quimica sostenible ya que su impacto sobre el ambiente es sustancialmente inferior si
se lo compara con muchos de los procedimientos convencionales utilizados en la
sintesis quimica clasica (Sheldon et al., 2020). Ademas, las enzimas actGan como
catalizadores con alta quimio-, regio-, y estereoespecificidad, lo que resulta dificil de
conseguir mediante métodos quimicos clasicos, y posibilita la funcionalizacion de
atomos de carbono no activados, lo que es altamente desafiante para los métodos
clasicos de sintesis (Crowe et al., 2021). La excelente descripcion general de los
grandes avances dentro del campo de la biocatalisis se ofrece en dos revisiones
historicas que definieron "cuatro olas de biocatalisis" a lo largo de 100 afios
(Bornscheuer, 2018).

Un ejemplo contemporaneo de esta relevancia de la biocatalisis es la creciente atencion hacia
los biocatalizadores derivados de Streptomyces spp. ya que es una fuente importante
para la produccion de metabolitos secundarios con diferentes aplicaciones. La
deteccion y caracterizacion de biocatalizadores en Streptomyces muestran un
crecimiento casi exponencial desde 2011, siendo las halogenasas y las
polihidroxialcanoato (PHA) despolimerasas las mas estudiadas en la literatura (Spasic
etal., 2018).

1.3 Halogenasas

La halogenacion biocatalitica se lleva a cabo mediante enzimas denominadas halogenasas o
haloperoxidasas, que pueden clasificarse segun su mecanismo catalitico en: a)
halogenasas hemo, vanadio y flavina dependientes que siguen un mecanismo
electrdfilo, b) halogenasas de hierro no hemo, halogenan mediante la formacion de

radicales intermedios, ¢) halogenasas fluorinasas S-adenosil-L-metionina (SAM) que
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reaccionan a través de una via nucleofilica. Esta tesina se centr6 en halogenasas flavina
dependientes (FDH) (halogenasas electrofilicas), que, a diferencia de las halogenasas
dependientes de hemo y vanadio, derivatizan selectivamente moléculas pequefas
(Timmins & De Visser, 2018).

Ademaés de considerar el alcance del sustrato, la regioselectividad se presenta como otro
aspecto fundamental en la identificacion de las reactividades de las FDH de triptofano.
Las FDH de triptéfano se clasifican en 5-Trp-FDH, 6-Trp-FDH y 7-Trp-FDH segun el
sitio de halogenacién en el anillo indol (Shepherd et al., 2016). Estudios anteriores han
demostrado que la regioselectividad en la formacidn del enlace carbono-haldgeno esta
determinada por la disposicion relativa del sustrato con respecto al residuo de lisina
criticamente necesario en el sitio activo, en conjunto con un glutamato ubicado entre
los dominios de unién a flavina FAD vy triptéfano (Flecks et al., 2008). Ademas,
investigaciones mediante mutagénesis y evolucion dirigidas han revelado que los sitios
de union al triptéfano son esenciales para definir el alcance del sustrato y la

regioselectividad de las enzimas seleccionadas.

El descubrimiento de halogenasas dependientes de flavina en la biosintesis de la pirrolnitrina
demostrd por primera vez la existencia en la naturaleza de un mecanismo de
halogenacion regio especifico alternativo a la quimica clasica. Estas halogenasas estan
involucradas en una superfamilia de monooxigenasas flavina dependientes (FMOs)
que activan al oxigeno molecular usando flavina reducida (FADH2) para generar
hidroperoxi-flavina (FAD-OOH). La quimica detras de la halogenacién mediada por
las halogenasas dependientes de flavina (FDH) utiliza este mecanismo de activacién
inicial, seguido de la reaccion del anion haluro con hidroperoxiflavina para producir

acido hipohaloso, como se visualiza en la Figura 2.
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Figura 2. Mecanismo de reaccion de halogenasas dependientes de flavina (Menon et al.,
2022h)

La estructura general de FDH, similar a las monooxigenasas dependientes de flavina (FMO),
se descubrié a traves de las primeras estructuras cristalinas de estas enzimas. Sin
embargo, las estructuras cristalinas revelaron que los sitios de unién de sustrato y
flavina en FDH estan espacialmente separados por mas de 10 A antes de que ocurra la
reaccion con una lisina en el sitio activo (como se muestra en la Figura 3). Esta
disposicion evita cualquier interaccion directa entre sustrato y flavina, a diferencia de
lo observado en FMO (Dong et al., 2005a). Luego, el mecanismo propuesto supone
que el acido hipohaloso es guiado hacia el sitio activo de la enzima donde interactla
con un residuo de lisina para formar un aducto enzima-cloruro de larga duracién (Yeh
et al., 2007a). El sitio de halogenacion del sustrato suele estar orientado hacia el
residuo de lisina del sitio activo, desempefiando un papel crucial en la determinacion
de laregioselectividad en la halogenacion. La estructura formada por la interaccion del
sustrato con las especies de cloro electrofilicas se denomina intermediario de Wheland.
Un residuo de glutamato en el sitio activo es el responsable de la abstraccion de un
proton. Este mecanismo de halogenacion enzimaética evolucionado y finamente
controlado para la regioselectividad diferencia a las FDH de otras enzimas
halogenasas, convirtiéndola en una herramienta sumamente util para aplicaciones

biocataliticas y biosintéticas (Latham et al., 2018).
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Figura 3. Mecanismo de accion de las halogenasas dependientes de flavina, donde se puede
visualizar el tanel de unién entre la flavina y sustrato (Bichler et al., 2019a).

Como logra verse en la Figura 3, existe un dominio de unién al FAD separado del dominio
de unién al sustrato, estando ambos conectados por una region estructuralmente
conservada y altamente flexible, denominada “correa”, presente en las halogenasas de
triptofano dependientes de flavina, conecta el dominio de unién al sustrato y el dominio
de unién al FAD (flavina adenina dinucle6tido), y que participa en las interacciones y
la catalisis del FAD. Los estudios computacionales revelaron perfiles de energia
potencial y energia libre, junto con caracteristicas geométricas, mediante las cuales se
muestra que los residuos de lisina y glutamato activan el acido hipohaloso (Shepherd
etal., 2016).

Los motivos conservados de las FDH se han descubierto gracias a ensayos de cristalografia.
La estructura cristalina de algunas halogenasas, como la de triptéfano 7-halogenasa
PrnA, consiste en un dimero con dos mondmeros en forma de piramide (Dong et al.,
2005b). Cada mondmero contiene un modulo piramidal variable y un subdominio en
forma de caja conservado que alberga el sitio de unién al FAD (motivo GXGxXxG,
donde "x" es cualquier aminoéacido) (Dong et al., 2004). Se sugiere un motivo adicional
conservado de FDHs (motivo WxWHXxIP) para evitar la union de sustratos organicos
cerca del anillo de isoaloxazina de FADH2, suprimiendo asi la posible actividad
monooxigenasa (Kamerbeek et al., 2003).
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A diferencia de las haloperoxidasas, la difusion de &cido hipohaloso (HXO, siendo X= Cl o

Br) hacia el medio circundante estd impedida por la estructura de la proteina. Por lo
tanto, ingresa al tunel que conecta el sitio de union a la flavina expuesto en la superficie
y lo guia hacia el sitio de union al sustrato (Dong et al., 2005c). El agente halogenante
atraviesa el tunel hasta el sitio de union al sustrato. Se cree que al final del tunel, el
HOCI interactGa con un residuo de lisina (PrnA: K79) altamente conservado en todas
las FDH conocidas. Esta teoria se ve reforzada en trabajos donde la mutacion de este
residuo por alanina conduce a una pérdida completa de actividad, en diferentes
enzimas: RebH (K79) (Yeh et al., 2007b), PrnA (K79) (Dong et al., 2005c), BrvH
(K83) (Neubauer et al., 2018a) y RadH (K74) (Menon et al., 2017). El residuo de &cido
glutdmico (E346), cercano a K79 en PrnA, estabiliza la posicion del sustrato Trp
mediante un enlace de hidrogeno entre el grupo amino del anillo indol y el grupo
carbonilo del enlace peptidico entre E346 y S347, favoreciendo la orientacion
adecuada del sustrato en el sitio activo de la enzima (Ainsley et al., 2018). EIl grupo
carboxilo de L-Trp también se estabiliza mediante enlaces de hidrégeno con el grupo
hidroxilo de Y444. Las interacciones de apilamiento © del grupo indol del sustrato con
H101, F103 y W455 se suman para lograr una posicién bastante rigida y fija de Trp,
decisiva para lograr alta regioselectividad en la halogenacion. Los aminoéacidos

nombrados pueden visualizarse en la Figura 4.

Figura 4. Aminodacidos esenciales para la halogenacién (Shepherd et al., 2015).
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La variabilidad en las regiones de unién al sustrato en los dominios terminales de las
enzimas FDH contribuye a la diversificacion de los sustratos enziméaticos presentes en

este tipo de enzimas (Buedenbender et al., 2009).

Hasta la fecha, se han aislado y caracterizado una gran cantidad de FDH que se
clasifican segun el esqueleto quimico del sustrato que aceptan, tales como halogenasas
inddlicas, fenolicas y pirrolicas, provenientes de rutas naturales (Payne et al., 2015;
Shepherd et al., 2016). Las primeras halogenasas dependientes de flavina fueron
identificadas a mediados de la década de 1990, por ejemplo, PrnA, que cataliza la
cloracion en la posicién 7 del grupo indol del L-triptéfano, fue descubierta en
Pseudomonas fluorescens en 1998, por estar involucrada en la biosintesis de
pirrolnitrina, un metabolito secundario derivado de L-triptéfano con una fuerte

actividad antifungica (Kirner et al., 1998).

La halogenasa 7-triptofano ampliamente utilizada, RebH, proviene de la bacteria
Lechevalieria aerocolonigenes y su funcién natural es la cloracion de precursores del
agente antitumoral rebeccamicina (Yeh et al., 2005a). Asimismo, la halogenasa
identificada mediante tamizaje metagenémico de muestras de suelo del desierto de
Anza-Borrego (BorH) (Lingkon & Bellizzi, 2020) es capaz de clorar y bromar en la
posicién 6 de este aminoacido aromatico. La posicion 5 del grupo indol del triptofano
puede ser halogenada por PyrH de Streptomyces rugosporus (Lingkon & Bellizzi,
2020), la numeracion del anillo indélico se muestra en la Figura 5. Recientemente, se
describi6 un conjunto novedoso de halogenasas dependientes de flavina, entre ellas la
BrvH (Neubauer et al., 2018b). Se observé que esta enzima tenia una alta identidad de
secuencia con las conocidas Trp-FDH, pero no podia convertir L-triptofano. Esta
propiedad se atribuy0 a la falta de ciertos aminoacidos necesarios para estabilizar el
triptofano en el bolsillo del sitio activo, lo que le permite aceptar sustratos mas

pequefios como el indol (Ismail et al., 2019; Neubauer et al., 2018).
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6

Figura 5. Estructura del grupo inddlico numerado

En la actualidad, el conjunto de herramientas biocataliticas incluye halogenasas dependientes
de flavina capaces de convertir moléculas mas alla de los derivados de L-triptofano
(Figura 6). Las halogenasas PrnC y PItA, encontradas en Pseudomonas fluorescens,
por ejemplo, convierten sustratos del tipo pirrol (Dorrestein et al., 2005a; Kirner et al.,
1998), pero mientras que PItA requiere que su sustrato se encuentre unido a una
proteina transportadora, PrnC actla sobre un intermedio independiente en la
biosintesis de la pirrolnitrina (Dorrestein et al., 2005a). Después de la cloracion
catalizada por PrnA del L-tript6fano para formar 7-cloro-L-triptdfano, seguido por una
reorganizacion del anillo y un paso de descarboxilacion, PrnC realiza la cloracion en
la posicién 3 del anillo pirrdlico para formar aminopirrolnitrina (Kirner et al., 1998).
MalA', una halogenasa bastante inusual de Malbranchea graminicola, puede catalizar
la cloracion iterativa y monobromacién de premalbranqueamida, un precursor de
malbranqueamida, un complejo alcaloide inddlico halogenado de interés por su

actividad bioldgica (Fraley et al., 2017).

OH

8 gy

Losartan Clopidogrel

Figura 6. Compuestos halogenados de interés farmacéutico (Losatran: medicamento para
tratar la hipertension, Clopidogrel: medicamento que evita la formacion de

plaquetas).
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1.4 Estrategias para la Regeneracion del Cofactor Flavina

Las primeras investigaciones sobre PrnA revelaron la necesidad de una actividad reductora de
flavina, responsable de la regeneracion in situ de FADH> para permitir la halogenacion
enzimética (Keller et al., 2000). En la naturaleza, la especie oxidada de flavina se
reduce mediante una flavina reductasa (Fre). En el caso de la halogenasa RebH, por
ejemplo, la flavina reductasa correspondiente, Ilamada RebF, fue identificada en el
organismo nativo Lechevalieria aerocolonigenes (Yeh et al., 2005b). Sin embargo,
para estudios in vitro de halogenasas, pueden emplearse flavina reductasas
alternativas, como por ejemplo la flavina reductasa termofilica de Bacillus subtilis
(Menon et al., 2016), de Pseudomonas fluorescens (Neubauer et al., 2018c) o de la
cepa K12 de Escherichia coli (Domergue et al., 2019). Las flavina reductasas utilizan
NADH para reducir la flavina; por lo tanto, las aplicaciones biocataliticas pueden
incluir una enzima adicional para la reduccion de NADH. Esta enzima necesaria para
regenerar el cofactor puede ser una deshidrogenasa como alcohol deshidrogenasa
(ADH) (Frese et al., 2014), fosfito deshidrogenasa (PtdH) (Johannes et al., 2007),
formiato deshidrogenasa (FDH) (Van Der Donk & Zhao, 2003) o glucosa
deshidrogenasa (GDH) (Payne et al., 2015), entre otras (Figura 7).

»—OH
| 'NH
“' ] : ’ FAD NAD* Gluconolactone
\ ~N
H
. Fl-Hal Fre GDH
»—OH
7 ‘\NH
,"” }
X'L*' 2 A FADH, NADH + H* Glucose

Iz

Figura 7. Sistema de regeneracion de FADH., donde dos enzimas auxiliares son usadas:
flavina reductasa (Fre) y una glucosa deshidrogenasa para la reduccion de NAD+.
Ademas, el co-sustrato glucosa es usado en exceso para que los cofactores FAD y
NAD+ puedan ser reciclados (Buchler et al., 2019b).
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1.5 Mineria gendmica aplicada en genomas bacterianos

El término "mineria gendémica™ se ha utilizado en diversos campos para describir la
explotacion de la informacion genomica con el fin de descubrir nuevos procesos y
productos. El concepto de explotar los datos de secuencias gendmicas para el
descubrimiento de nuevos productos naturales surgié a raiz de la rapida expansion del
conocimiento sobre la base genética y bioquimica de la biosintesis de metabolitos
secundarios, especialmente en microorganismos, en las décadas de 1980 y 1990. En el
ambito microbiano, este fendmeno fue reconocido por primera vez durante el anélisis
de las secuencias completas del genoma de los actinomicetos Streptomyces coelicolor
A3(2) y Streptomyces avermitilis. Observaciones similares se han hecho desde
entonces para otros genomas microbianos, como Pseudomonas fluorescens Pf-5,
Saccharopolyspora erythraea NRRL2338, y especies de Aspergillus, entre otros
(Challis, 2008).

La utilizacion de BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) para identificar marcos de
lectura abiertos (ORFs) en genomas bacterianos es crucial, ya que permite la
comparacion de estas secuencias con secuencias proteicas conocidas, facilitando la
prediccidn de la funcién génica (Borodovsky et al., 1994). En los ltimos afios se han
descubierto y caracterizado numerosas FDH utilizando estas metodologias. El analisis
de secuencias de varias FDH se centrd dos motivos estrictamente conservados del
dominio de unién al FAD, como son GXGXXG, WXWXIP, siendo X cualquier
aminoéacido (Fisher et al., n.d.; Kong et al., 2020).

Estudios recientes sugieren que las enzimas Trp-FDH tienen un alcance de sustrato sutil pero
discreto, revelando que no todas aceptan el triptofano. MibH de Microbispora
corallina (Ortega et al., 2017) reacciona con un lantipéptido que lleva un grupo
triptofano, pero no directamente con triptéfano. BrvH de Brevundimonas sp. cepa
BAL3 (Neubauer et al., 2018d) es inactivo frente a triptofano, pero halogena el indol,
mientras que Krml de Theonella swinhoei WA (Smith et al., 2017) reacciona con

triptéfano, pero no con indol.
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Investigaciones recientes han demostrado que tanto genomas completos como metagenomas
pueden ser una inmensa fuente de genes de halogenasas para encontrar nuevas

halogenasas con diferentes especificidades de sustrato (Latham et al., 2016).

Los psicodélicos, como la psilocibina y la dietilamina del acido lisérgico (LSD), han llamado
la atencidn por su potencial en el tratamiento de trastornos psiquiatricos (Doss et al.,
2022). Estas drogas (Figura 8), que tienen poco potencial adictivo, inducen
mecanismos neurogénicos, incluida la implicacion de factores tréficos (Corne &
Mongeau, 2019). Estudios recientes han demostrado su eficacia en el tratamiento de la
ansiedad, la depresion, los trastornos del estado de &nimo y los trastornos por uso de
sustancias. Se cree que el nacleo indélico, una caracteristica estructural comdn en
muchos de estos compuestos desempefia un papel clave en sus acciones
farmacoldgicas, particularmente en su interaccion con los receptores de serotonina y
glutamato (Mahmood et al., 2022).
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Figura 8. Compuestos psicodélicos conteniendo un ndcleo indolico.

En este sentido, la busqueda de halogenasas capaces de funcionalizar el nicleo ind6lico en

distintas posiciones, en un paso de reaccién y con las ventajas ambientales de la
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biocatélisis podria aportar la obtencion de intermediarios en sintesis de alcaloides y a

su vez permitan generar bibliotecas de andlogos semisintéticos.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo general

Buscar nuevas enzimas con actividad halogenasa en genomas de microorganismos del género
Streptomyces aislados de suelos nativos de Uruguay, buscando su actividad frente a

triptofano.

2.2 Objetivos especificos

1. Identificar nuevas secuencias no caracterizadas en base de datos y detectar
motivos conservados en secuencias de halogenasas dependientes de FAD
(FDHs).

2. Aplicar mineria gendmica para la basqueda de halogenasas en genomas de
cepas nativas de Streptomyces pertenecientes a las colecciones de
microorganismos del Laboratorio de Microbiologia Molecular (LMM) de la
Facultad de Quimica.

3. Construir y optimizar sistemas de expresién adecuados para los genes
seleccionados en cepas recombinantes de Escherichia coli.

4. Estudiar la capacidad de los biocatalizadores obtenidos de halogenar triptofano

mediante biotransformacion.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Medios de cultivo y buffers

Las sales utilizadas en las soluciones buffer y medios de cultivo fueron obtenidas de
Sigma- Aldrich, St. Louis, MO, EE. UU. Todos los medios de cultivo comerciales son de la
marca Thermo Scientific™. Para las corridas electroforéticas de ADN plasmidico se utilizé
agarosa (SigmaAldrich) y buffer Tris-Borato-EDTA (TBE) 0.5X. Los geles de agarosa 0.8%
se tifieron con Gel-red y los de poliacrilamida con azul de Comassie. Se utiliz6 el marcador
de peso molecular gene Ruler 1Kb DNA Ladder para la cuantificacion de ADN. Ampicilina,

cloranfenicol y kanamicina se obtuvieron de Sigma-Aldrich.

Medio Luria Bertani (LB): Triptona 10g / Extracto de Levadura 5 g/ NaCl 10g / Agar 15 g
para medio sélido / antibiGticos si fuesen necesarios (ampicilina 40 mg/mL,

kanamicina 50 mg/mL y cloranfenicol 25 mg/mL) / Agua destilada csp para 1L

Medio de Autoinduccion (AIM): Triptona 10g / Extracto de Levadura 5g / Sulfato de Amonio
((NH4)2S04) 3.3g / Fosfato de potasio monobasico (KH2PO.) 6.5g / Fosfato de sodio
dibasico (Na2HPO4) 7.1g / se lo suplementa con 750uL de MgSO4 1M y se agregan
980mL de agua destilada. Antes de utilizar se agregan asépticamente solucion 20 mL
de stock de glucosa 2.5% + lactosa 10.5%, 1 mL de solucién stock metales traza 1000x

y el antibi6tico que corresponda en concentracion necesaria.

Medio L-broth para competentes: Triptona 10g / Extracto de levadura 5g / NaCl 5g / Agua
destilada csp para 1L.

Medio SOB: Triptona 20g / Extracto de Levadura 5g, NaCl 0.5g / agua destilada 1L.
Medio SOC: SOB 10mL / MgCl; 1M 100uL / MgSO4 1M 100puL / Glucosa 20% 200 pL.
Buffer de lisis: Buffer fosfato 200mM pH 8 / NaCl 500mM.

Solucidn stock de metales traza 1000x: HCI 1M / FeCl3 50mM / CaCl,.2H20 20mM / ZnSOq4
1mM / CoCl2.6H20 2mM / CuCl2.2H20 2mM / NiSO4 2mM / NazM004.2H,0 2mM
/ HsBO3 2mM / MnCl,.4H-0.
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Buffers para lisis y purificacion de proteinas:

i.  Buffer KPi 100mM pH 7.2 (KoHPO4 + KH2PO4) / 300mM NaCl / 20mM

imidazol.

ii.  Buffer KPi 100mM pH 7.2 (K2HPO4 + KH2PQO.) / 300mM NaCl / 50mM
imidazol.

iii.  Buffer KPi 100mM pH 7.2 (KaHPO4 + KH2PO4) / 300mM NaCl / 300mM
imidazol.

Buffers para dilisis:

I.  Buffer KPi 100mM pH 7.2 (K2HPO4 + KH2PO4) / 100mM NaCl / 100mM
imidazol / 5% glicerol / agua destilada csp.
ii.  Buffer KPi 100mM pH 7.2 (K2HPO4 + KH2PO4) / 35mM NaCl / 30mM
imidazol / 10% glicerol.
iii.  Buffer KPi 100mM pH 7.2 (K2HPO4 + KH2PO4) / 10% glicerol.

Reactivos para biotransformacion: Células 0.1g cél/mL crecidas en placa e inoculadas en
matraces con 20 mL de medio LB, crecido por 24 hs / NaCl 100mM / glucosa 20% /
buffer fosfato 500mM pH 7.4 / sustratos: Triptéfano 1mM.

3.2 Busqueda de secuencias en base de datos

Se buscaron en la base de datos libre GenBank® secuencias de halogenasas reportadas
en literatura (Gao & Huang, 2009a) para generar una coleccion de secuencias. Estas
secuencias de halogenasas fueron obtenidas en formato FASTA (en un total de 51
secuencias) por lo que se encontraban en unidad de nucleétidos, y utilizando las
mismas en GenBank® se obtuvo la proteina completa (secuencia aminoacidica),
mediante el programa protein BLAST. Se utilizaron las herramientas HHMER y
pBLAST con secuencias de halogenasas dependientes de FDH obtenidas en

bibliografia.

Para contar con una coleccion mas amplia se utilizé el Software HHMER, que permite

reconocer secuencias homologas de nucleétidos o aminoacidos y llevar a cabo
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la alineacion de dichas secuencias. Se utilizaron cinco halogenasas (Tabla 1
Filas 1-6) que fueran diferentes entre si tomando en cuenta la regioselectividad
que presentan ante el anillo indolico del triptofano, si aceptan a este como
sustrato o si necesitan de una proteina carrier para lograr la halogenacion, y se
eligieron seis resultados para cada halogenasa que presentasen un porcentaje

de identidad mayor al 30%.

Ademas, se tomaron en cuenta secuencias reportadas de FDH dependientes de proteina
carrier descritas en literatura (Tabla 1, Filas 7 y 8) (Buedenbender et al.,
2009b; Dorrestein et al., 2005b), y secuencias de tres enzimas que tienen una
alta identidad de secuencia con las Trp-FDH conocidas, pero no pueden
convertir L-triptéfano (xcc-b100 1333, xcc-b100 4156 y xcc-b100 4345
(Tabla 1, Filas 9-11) permitiendo aumentar la base de datos a utilizar
posteriormente. Se afiadié también el mismo grupo externo u outgroup (PDB:
1VQW) utilizado en (Gao & Huang, 2009b), ya que su utilizacion en la
construccién de arboles filogenéticos es crucial para enraizar el arbol y
determinar la direccion del tiempo (Institute of Electrical and Electronics
Engineers., 2012). Se utilizaron las secuencias en formato aminoacidico para

la construccion del arbol.

Tabla 1. Halogenasas muy reportadas en literatura

Cadigo
Halogenasa Fuente
PDB
1 BrvH 6FRL Brevundimonas BAL3
2 MalA S5WGZ Malbranchea aurantiaca
Lechevalieria
3 RebH 20A1 )
aerocolonlgenes
4 PyrH 2WET Streptomyces rugosporus
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Pseudomonas
5 PG AAB.97506
(UniProt) fluorescens
Pseudomonas
6 PrnA 2AR8
fluorescens
Pseudomonas
7 PItA 5DBJ
fluorescens
8 CndH 3E1T Chondromyces crocatus
XCC- OROQES
9 BORQE Xanthomonas campestris
b100_ 1333 (UniProt)
10 .l Xanth
anthomonas campestris
b100 4156 6Y1W P
XCC- O0RZ29
11 SORZ Xanthomonas campestris
b100_4345 (Uniprot)

El arbol contuvo 88 secuencias en total utilizando el Software Geneious® el cual

permitié clasificar las distintas halogenasas documentadas en grupos de

regioselectividad similar, e intentar ubicar en estos los Open Reading Frame

(ORF) encontrados de los genomas en estudio.

Para encontrar los motivos especificos se utilizé el programa Pratt EMBL-EBI®, el

cual permite obtener patrones conservados a través del andlisis de diversas

secuencias en formato FASTA. Se utilizo una estrategia basada en la alineacion

de secuencias aminoacidicas para definir motivos conservados que fuesen base

para la busqueda de enzimas en los genomas disponibles en nuestro laboratorio

(Anne Zaparucha, Véronique de Berardinis, 2018). Se utilizaron las secuencias

de la Tabla 1, Filas 1-6, cada una con su grupo de 6 secuencias obtenidas con

el Software HHMER.
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3.3 Aplicar mineria genémica para la busqueda de nuevas halogenasas en cepas de

actinomicetes secuenciadas

Se

La mineria gendmica para la busqueda de halogenasas se realizo utilizando la
secuencia genomica de 12 cepas de Streptomyces consideradas patogenas,
siendo esta la razon para elegir trabajar con ellas. Estas forman parte de una
coleccidn de 253 cepas de Streptomyces sp. aisladas de muestras de suelo en
Uruguay por el grupo de la Dra. Maria Inés Siri., cuyos codigos se presentan
en la Tabla 2. Las secuencias gendmicas de las cepas se agregaron al Software
Geneious®, y a las mismas se les realiz6 un BLAST con la base de datos de
halogenasas que creamos anteriormente. En base al resultado obtenido se
analizo el valor del Query cover (el porcentaje de la secuencia del Query que
cubre la alineacion con la referencia) y el porcentaje de ldentificacion (la
identidad con la alineacion). En aquellas secuencias que mostraron valores
mayores al 50% de Query cover y mayor al 30% de Identificacion ya que estos

son los valores minimos para considerar valida la comparacion.

buscaron los ORFs mediante la opcién
Live annotate & Predict —»Find ORFs —include interior ORFs, y asi se
obtuvieron los genes completos. Se tomo la secuencia de cada gen y se les
realizd6 un BLAST general en GenBank® y UniProt para verificar si ya se

encontraban reportados.

Tabla 2. Cepas de Streptomyces utilizadas para ser analizadas.

Cepa Identificacion Contigs
2201 Streptomyces sp. 6
2206 Streptomyces sp. 3
2208 Streptomyces spiralis 4
2231 Streptomyces novaecaesareae 21
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2284 Kitasatospora phosalacinea 2
2293 Streptomyces griseus 2
2306 Streptomyces griseus 3
2321 Streptomyces rishiriensis 2
MAI2213 Streptomyces misionensis 5
MAI2237 Streptomyces sp. 13
MAI2274 Streptomyces lucensis 4
MAI2300 Streptomyces pseudovenezuelae 8

Utilizando el Software Geneious®, se construyd una base de datos local con los

genomas de Streptomyces aislados por el equipo de Microbiologia de la
Facultad de Quimica UdelaR, secuenciados y no reportados (Tabla 2), y se
analizaron con la herramienta BLAST acoplada a este Software. Se utilizaron
como template las secuencias reportadas (Tabla 1, Filas 1-6), las mismas se
alinearon y posteriormente se encontraron los motivos conservados para luego
buscar en la base de datos local los mismos, pudiendo corresponder a las
secuencias de las halogenasas encontradas como también otras secuencias de
halogenasas tomadas de literatura. En base al resultado se seleccionaron los
ORF que abarcaran la zona del BLAST obtenido y que a su vez presentasen un
porcentaje de similitud entre el 30 y 75% respecto a las halogenasas ya
reportadas de manera de abarcar mayor biodiversidad y detectar halogenasas
novedosas. A este ORF identificado, se lo someti6 a otro anélisis BLAST en
la base de datos GenBank®, con el objetivo de determinar si este ORF en
particular ya habia sido mencionado en otros genomas reportados. Finalmente,
nos enfocamos en examinar mediante alineamiento de secuencias en el

fragmento del ORF que hemos identificado, tomando como secuencia modelo

27




la halogenasa PrnA, si se presentaban aminodcidos esenciales previamente
estudiados (K79, H102, F104, W272, W274, 1276, P277, E246 y E247).

Ademas, se quisieron encontrar motivos conservados los cuales pueden predecir la

posicion de la halogenacion como ha sido reportado en (Jeon et al., 2021).

3.4 Construccion y optimizacién de los sistemas de expresion

Se procedio a la construccion de sistemas de expresion adecuados para la produccion
de las enzimas seleccionadas en Escherichia coli. Los genes seleccionados
fueron sintetizados por la compafiia GeneScript en el vector pET-28a(+)
(Figura 9) con codones optimizados para dicho hospedero de forma de evitar
problemas asociados a falta de expresion por la presencia de codones poco
comunes. Tambien fue solicitado que se sintetizara el vector pET-28a(+)
conteniendo el gen que sintetiza la halogenasas RebH, la cual se encuentra
unida por un linker a la reductasa RebF (Figura 10), esto se utiliz6 como
control positivo. A su vez construy0 el sistema de expresion en vector pMAL-
c5E conteniendo una reductasa para realizar la biotransformacion del triptéfano
utilizando nuestras enzimas seleccionadas. Se prob6 la expresion de las
enzimas en el sistema nombrado utilizando distintos medios de cultivo (LB y
AIM) y temperaturas para seleccionar las mejores condiciones de trabajo post-

induccion (21 'y 28°C) y se verificd expresion mediante SDS-PAGE.

28



BIpI (80)

(5127) Dralll PaeR7I - PspXI - THI - Xhol (158)
(4999) PsiI Eagl - NotI (166)
HindIII (173)
Sall (179)
EcoS3kI (188)
SacI (190)
EcoRI (192)
BamHI (198)
Nhel (231)
BmtI (235)
NdelI (238)
(4426) AsiSI - Pvul Ncol (295)
Xbal (335)
(4300) Smal BgIII (401)
(4298) TspMI - Xmal SgrAl (442)
Sphl (598)
BStAPI (806)
(4117) asp;)l -Ncla: ~ Miul (1123)
(4083) Nru Bell* (1137)
pET-28a(+)
5369 bp = BstEII (1304)
NmeAIII (1329)
PspOMI (1320)
Apal (1334)
BssHII (1534)
(3772) Acul EcoRV (1573)
Hpal (1629)
(3640) AlWNI
(3397) BssSI PshAI (1968)
(3224) Pcil Bgll (2187)
(3108) BspQI - Sapl Fspl - FspAl (2205)
(3028) Tatl

PpuMI (2230)
(2995) BstZ171

(2969) PIFI - Tth111I

Figura 9. Vector de expresion pET-28a (+)

J

C{ VLHRHQPVTIGEPAAR

Figura 10. Plasmido pET28 conteniendo la fusion RebH-RebF por un linker (Andorfer et
al., 2017).

3.5 Extraccién de plasmidos

Se utilizé el kit PureLink™ Quick Plasmid Miniprep Kit, siguiendo las instrucciones
del fabricante. Se trabajé con la cepa de E. coli DH5a que contenia el vector
pACYC-GroEL/ES-TF. Primero se colocaron 300 uL de cepa en un tubo

conteniendo 5mL de medio Luria-Bertani (LB) y 5uL del antibidtico
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cloranfenicol. El agregado de este se debe a que el plasmido tiene resistencia
al antibidtico. El tubo se dejo crecer overnight (ON) en agitador orbital (IKA®
KS 4000 i control) a 37 °C, 150 rpm por 24 hs. Luego se lo inocul6 en matraces
de 250mL de medio sabiendo que este plasmido tiene bajo nimero de copia.
Los matraces se dejaron en el mismo agitador a las mismas condiciones que los
tubos. Se guardd en criotubo (750uL medio y 750uL de glicerol al 50%) a —
70°C.

3.6 Mantenimiento de cepas de E. coli

Para el mantenimiento de pocos dias se utilizaron placas del medio de cultivo LB-agar
conteniendo el antibidtico correspondiente, selladas con Parafilm y almacenadas en
heladera. Para el mantenimiento de cepas a largo plazo las mismas se guardaron en

freezer a -70°C en medio de conteniendo glicerol al 50%.

3.7 Preparacion de células competentes

Se retir6 la cepa E. coli BI21(DE3) guardada en criotubo a -70°C y se la coloco en
placa mediante método de aislamiento por estrias, dejandola ON donde luego
se inoculd una colonia caracteristica en un tubo conteniendo 5 mL de medio
LB y antibidtico kanamicina también incubandolo overnight. Se inocularon
125mL de medio L-broth en matraces con 1mL/100mL de cultivo fresco
crecido en tubo overnight, se incubd a 37°C, 180 rpm hasta llegar a una ODeoo
de 0.5. Se colocé el cultivo en hielo durante aproximadamente 20 minutos. Se
transfirié el cultivo a un tubo de centrifuga frio y se centrifugd a 4000g durante
15 minutos a 4°C. Se descartd sobrenadante y el pellet fue resuspendido en
100mL de glicerol 10% frio, se volvio a centrifugar a 4000g, 15 minutos a 4°C
y se descart0 sobrenadante. Se repitié el mismo procedimiento con 50mL y 100
mL de glicerol 10% frio, solo que a este Gltimo volumen se lo transfirié a un
tubo de centrifuga pequefio para centrifugar en las mismas condiciones
nombradas anteriormente. El pellet se resuspendio en 500uL de glicerol 10%

frio. La concentracion de células obtenidas se estimaba que era en el orden de
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1-3X10%° cél/mL. Se trabajo con las cepas ya siendo competentes de E. coli
TOP 10 para almacenar los plasmidos y con la cepa E. coli BL21(DE3) para

expresar los genes de interes.

3.8 Transformacion de células por electroporacion

Se transformaron las dos cepas preparadas en 3.7, donde a E. coli BL21(DE3) se le realizé
una cotransformacion. Es sabido que las halogenasas son generalmente co-expresadas
con chaperonas que asisten a su correcto plegamiento (Payne et al., 2013), por lo cual
las células se transformaron con pET-28a(+) (que contenia el inserto) en conjunto con
el plasmido pACYC-GroEL/ES-TF, que cuenta con la secuencia de la chaperona
GroEL, aunque el vector pET-28a(+) es eficaz para la expresion génica gracias a su
sistema regulador T7 que permite una produccion robusta de proteinas con control
estricto mediante IPTG (Dubendorfft & Studier, 1991; Mcgrath et al., 1970).

Para cada muestra de ADN a transformar se descongel6 una alicuota de 40uL de
células competentes, manteniéndolas continuamente en hielo. Se agregé a cada
una 1pL del plasmido correspondiente, mezclando suavemente con punta de
pipeta e incubando en hielo. Esto fue transferido a una celda de electroporacién
de 0,2 cm enfriada en hielo. La electroporacion se realiz6 con un electroporador
BIO-RAD MicroPulser™ mediante un pulso de 2.5 kV durante 5 ms en modo
Ec2. Luego de realizada la electroporacién, se agregé 1 mL de SOC a la celda
resuspendiendo suavemente las células por inversion e incubando por 1 hora a
37 °C en estufa. Dependiendo de la muestra de ADN utilizada se realizaron las
diluciones correspondientes para el plaqueo de 100uL de las células en medio
LB-agar conteniendo antibidtico correspondiente. Siempre se incluyd un

control negativo (células sin el plasmido de interés).

Los tubos obtenidos de GenScript se prepararon ya que venian liofilizados a una

concentracion de 4ug/uL.

4000ng X 1uL =50ng x Vf
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_ 4000ng x 1uL
B 50ng

= 80uL

3.9 Preparacion de muestras para gel poliacrilamida

Se realizaron por escalado seis matraces de 100mL, conteniendo 20mL de medio AIM
y LB. Estos medios se mantuvieron por 24 horas a 20°C y 28°C en agitacion
orbital a 150rpm por 24 horas con agregado de 200uL de bacterias E. coli
BL21(DE3) transformadas y crecidas a 37°C en tubos de 5mL conteniendo LB
(relacion ¥4 de aire y medio), mas 400uL de glucosa + lactosa, 0,02mL de
metales traza 1000X, inducidos al llegar a un ODsgo de 0.5 (en caso de medio
LB) e incubados en rotor orbital a 20°C y 28°C. Después de un crecimiento
toda la noche los medios fueron centrifugados a 4000g por 5° a 15°C, se obtuvo
un pellet de células el cual se procedié a homogeneizar con 5mL de buffer de
lisis (buffer KPi 100mM pH 7.2), se sonico 2.5 ON y 1,5°” OFF en un total
de veces que quedase 60°° ON. Se procedio a agregar 10 mg de lisozima
mezclando por inversion de a momentos por 15” a temperatura ambiente, luego
se agregaron 300pL de triton (dil 1/10) y se incubo por otros 15°. Se centrifugd
a 17000g por 20’ en tubos eppendorf de 2mL, para poder separar la fase soluble
(sobrenadante) y la insoluble (pellet). El gel utilizado fue de la empresa BIO-
RAD Mini-PROTEAN® TGX™ Precast Gels. Para cargar los pocillos del
mismo se mezclaron 40uL de muestra'y 13uL de sample buffer, mezcla la cual
se dejo en bafio a 100°C por 5’ y posteriormente se sembraron 15uL cuando se
trataba de una fraccion soluble y 10uL si era insoluble. Como marcador de peso
molecular se utiliz6 Amersham low-molecular-weight calibration kit (GE

Healthcare, Buckinghamshire, UK) y se sembraron 10uL.

Se realizo la electroforesis por dos horas en un Mini-PROTEAN Tetra Cell a 150V,
70mA y 8W conteniendo ademas del gel cargado, loading buffer. Se tifid

overnight con azul de Comassie y posteriormente se destifié con agua.
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3.10 Estudio de la halogenacion

Las cepas recombinadas (E. coli BL21(DE3)) que expresasen adecuadamente las enzimas
seleccionadas se testearon en la biotransformacién de triptéfano 50 mM, primero
utilizando RebH-RebF como control positivo. Para dicho analisis se prepararon 2mL
de reaccién conteniendo 0.1 g cél/mL (crecidas en tubo con 5 mL de LB + antibidtico,
lavandolas por ultimo con suero fisioldgico (9g/L)), NaCl 100 mM, glucosa 20%,
buffer 500 mM (1.5 mL para reaccion con sustrato y 1.8 mL en ausencia de este), la
cual se dej6 en agitador orbital a 25 °C, 150 rpm. Se preparé un control de células para
cada reaccién de biotransformacion, conteniendo solamente las células y los demas
componentes nombrados, y un estandar sustrato donde se contaba con triptéfano 50
mM disuelto en buffer KPi pH 7.2 sin contener células. El analisis de los crudos de
reaccion se analizd por High-performance liquid chromatography with diode-array
detection (HPLC-DAD) para evidenciar la formacion de nuevos productos en
comparacion con los controles de reaccion correspondientes (control de sustrato y de

medio de cultivo).

Posteriormente se testearon nuestras cepas transformadas en E. coli BL21(DE3) en la
biotransformacién de triptofano 50mM utilizando el lisado celular de estas, como
también el lisado de las células transformadas conteniendo la ferredoxina reductasa y
otro con glucosa deshidrogenasa (todas 1 g cél en 10 mL de buffer 500 mM). Los
lisados se obtuvieron por sonicado 2.5”> ON y 1,5” OFF en un total de veces que
quedase 60’” ON. Se prepararon 5 mL de reaccion conteniendo el sobrenadante del
lisado 0.1 mM, FDH100 mM, GDH 12.5 mM, sustrato 1 mM, MgCl, 100 mM, NADH
100 mM, NaCl 100 mM, glucosa 20% en buffer 500 mM (Shepherd et al., 2015).

Se probaron distintos métodos con una columna Eclipse XDB-C18 (4.6mm ID x 250mm
(5um)), precolumna Restek C18 equipado con inyector automatico, horno
termostatizado para la columna y un detector de arreglo de diodos para el rango UV-
vis. La temperatura del horno se fijo a 25°C, el volumen de inyeccion fue de 20uL y el
tiempo total de la corrida fue de 22 min usando como fase mdvil un gradiente de
solventes compuesto de 0.1% H,0y,(1% Y/, HCOOCH) (solvente A) y metanol
(MeOH) (solvente B) a un flujo de 0.6 mL/min). El gradiente comenzo con 5% de B
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por 3 min, luego subi6 a 8% y se mantuvo por 5min, luego subié a 80% por 4 min,
luego hasta 90% por 3 min, bajé a 5% en 3 min, manteniéndose constante por 7 min.
El cromatograma se analiza a 270nm utilizando el Software LabSolutions para obtener
el area de los picos de interés, ya que es uno de los maximos de absorcion del

triptofano.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 ldentificacion de nuevas secuencias de halogenasas no caracterizadas en base

de datos y deteccién de motivos conservados en secuencias de halogenasas

dependientes de FAD (FDH)

Contando con todas las secuencias consideradas suficientes se construyo un arbol filogenético
(Figura 11) utilizando el Software Geneious®, para analizar qué grupos se formaban
y qué relacion en términos de distancia tenian todas las secuencias respecto de las que

se encontraban reportadas en literatura, utilizandose un total de 88 secuencias.
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Figura 11: Arbol filogenético de secuencias de microorganismos obtenidas en literatura. En
marrén se resaltan las FDH mas descritas, en rosado el outgroup, y cada grupo
formado del arbol se colored diferente: Celeste: Trp7-Hal, Verde: Trp6-Hal, Violeta:
No Trp-Hal, Gris: Otras halogenasas.
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A partir de la obtencion del arbol y la division de los nodos obtenidos se pudo contar con
grupos lo suficientemente separados, algunos conteniendo halogenasas con diferentes
regioselectividades frente a la halogenacién, otros siendo caracteristicos por ser
dependientes de proteina carrier, u otro que no acepta triptofano como sustrato. Esto
nos permitié que la posterior adicion de nuestras secuencias de interés, fuesen mas

informativas las caracteristicas de estas segun la posicion en que se adicionasen.

Se utiliz6 la herramienta Pratt del Instituto Europeo de Bioinformatica (EMBL-EBI) para
analizar secuencias conservadas como se puede ver a continuacion, donde “x” es

cualquier aminoécido:
Grupo BrvH:
G-X-F-X-R-Y-R-W-E-M-F-X-P-X-S-W-L-A-X-Y -X-G-F-x(3)-P-x(4)-P
Grupo MalA:

C-X(2)-C-G-X-W-L-X(2)-R-X-D-W-X(2)-C-X(2)-C-G-X(4)-E-X(3)-A-X-T-X(2)-P-P-L-x(2,3)-
E-x(2)-A-L-x(2)-A

Grupo PrnC:
V-X-T-X-R-L-Q-X-S-X(4)-V-G-x-R-x-C-x(3)-H-A-x-G-F-x-D-x-L-x-S-R-G-x(2)-N
Grupo PyrH:

D-E-X(3)-Y-P-X-Y-H-G-F-E-X-Y-5-W-x-T-M-X(2)-G-L-G-x(2,4)-R-x(1,3)-R-P-x-L-x(3)-D-
P-x(2)-A

Grupo RebH y PrnA:
F-N-x-E-x(3)-M-F-D-D-x-R-D-F-x-Q-A-H-x(5)-R-x-D-Xx(2)-F-W-x-A-x(3,4)-L-x-L

En Geneious® se analizo la presencia de aminoacidos esenciales de las FDH publicados en
literatura en las halogenasas de referencia (Dong et al., 2005d). Los mismos se basan en la

secuencia de PrnA, es por esto que en las demas halogenasas las posiciones pueden llegar a
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variar, como se ve en la Tabla 3. Esto también puede llegar a explicar la diversidad de
regioselectividad y estereoselectividad que se da en la halogenacion.

Tabla 3. Posicion de aminoacidos esenciales de las FDH de referencia.

Halogenasa
K85
BrvH H102 F104 W277 W279 1281 P282 E351
MalA N - - W263 W265 1267 - E442
PrnC = ; - W249 W251 1253 P254
PyrH K75 - - W279 w281 1283 P284 E354
RebH K79 H109 F111 w282 W284 1286 P287 E357

4.2 Aplicar mineria genémica para la busqueda de halogenasas en genomas de cepas

nativas de Streptomyces.

Luego de realizar lo planteado en 3.3, se observo que en todos los casos las secuencias de los
ORFs solamente se encontraban secuenciadas, pero no identificadas. Unicamente en
el caso de PrnC el ORF obtenido en el contig 2 de la cepa 2206 y el contig 4 de la cepa
MAI2300 se encontr6 que figuraba un articulo donde solo se nombraba dicha

halogenasa (Hammer et al., 1999.).

Tomando en cuenta los valores considerados anteriormente se vio que los ORFs con mejores
resultados se obtenian cuando se alineaban los genomas de Streptomyces con las
halogenasas PrnA, RebH y BrvH, como se ve en la Tabla 4. Esto es coherente si lo
comparamos con lo obtenido en el segundo arbol filogenético construido, ya que

nuestras cepas se encuentran dentro del grupo de estas tres halogenasas (Figura 13).
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Tabla 4. Valores de Query coverage e identificacion de halogenasas reportadas con los
genomas de Streptomyces.

Query coverage (%) %l dentificacion
Halogenasa
Contig 1 1 1 1
PrnA 96.84 95.72 55.8 55.6
PrnC 63.67 63.32 23.8 26.7
BrvH 96.67 90.41 33.8 35.6
PyrH 99.80 99.80 23,1 28.5
MalA 53.82 - 25.1 -
RebH 99.62 99.25 65.3 67.9

Para tener un mejor rendimiento se modificaron las secuencias de los ORFs de cada cepa, esto
se vio necesario al alinear la cepa 2321 con la secuencia de PyrH, cambiando una
guanina por una adenina en la posicion 3.305.344 del contig 1 debido a que el codon
de inicio GTG presente (el cual es alternativo) es menos reconocido por E. coli que el

coddén ATG, la correccidn puede verse en la Figura 12.

A ORF
! ORF corto
ORF corto
BLAST Hit

ATGATTGATTCCGTAGTGATCGTCGGC TGGCACCGC CTGGATGACGGCCTC
Met lle Asp Ser Val Val lle Val Gy Gy Gy Thr Ala Gy Trp Met Thr Ala Se
ORF
o ORF corto
BLAST Hit

Figura 12. BLAST de cepa 2321 utilizando la halogenasa PyrH como referencia (amarillo), ORF
obtenido tras cambio nucleotidico (“ORF”) y ejemplos de los que se obtenian sin haber
hecho cambio (“ORF corto”). La barra verde muestra la mutacion nucleotidica puntual

realizada.
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Las cepas de Streptomyces que presentaron los valores establecidos para tomar las zonas
determinadas por BLAST como posibles genes de halogenasas se muestran en la Tabla
5.

Tabla 5. Cepas que posiblemente contienen las halogenasas PrnA, BrvH, etc

Halogenasa PrnA BrvH RebH
contig
1 MAI2213
1 MAI2274
1 2321
13 2231

Se analizaron zonas conservadas reportadas para cada tipo de halogenasas descritas por el
grupo de Jeon et al., 2021, y los resultados se muestran en la Tabla 6. Los resultados
muestran que 4 cepas presentan potencial actividad halogenasa, siendo dos posibles 7-

Trp-Hals y dos 5-Trp-Hals.

Tabla 6. Motivos conservados de halogenasas con distinta regioselectividad encontrados en
las cepas de Streptomyces.

Regioselectividad

Cepa Motivo
para Trp
MAI2274
ATVPNL HPFGL - YYGNFEAEFRNFWTNGSYY 7
MAI2213
2231 QATQ HYHGFEAYS
ATFSTV  HPFER 5
2321 QRAQ YYHGFESYS

Con esta informacion se construy0 un nuevo arbol filogenético conteniendo las cepas

nombradas anteriormente, como se ve en la Figura 13.
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Figura 13. Arbol filogenético conteniendo las cepas de Streptomyces con potencial actividad

halogenasa (flechas rosadas).

Se observa que las cuatro cepas estudiadas tienen predicciones concordantes. Las cepas
MAI2213 y MAI2274 se agrupan en un nodo que contiene una variedad de Trp-6-
Halogenasas, donde también se encuentra BorH, conocida por la literatura como una
Trp-6-Halogenasa, y también se encuentran junto a RebH que es Trp-7-Hal. Por otro
lado, las cepas 2231 y 2321 se agrupan en un nodo que contiene Trp-5-Halogenasas,

como la halogenasa PyrH. También queda confirmado que las cepas no son
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dependientes de carrier ya que ninguna se posiciona cerca del nodo en donde estan las
halogenasas PItA o CndH.

4.3 Construir y optimizar sistemas de expresion adecuados para los genes seleccionados

en cepas recombinantes de Escherichia coli.

Mediante el Software Geneious® se logro disefiar un vector en el cual se insertaron las cuatro
cepas por separado en el vector pET-28a(+). Se agreg6 un codén TGA en el extremo
3’ y antes del extremo 5’ se agregd la zona His-Tag en forma de reverso

complementario previendo la posible purificacion de la proteina.

Ejemplo de la construccion de vectores se ven en la Figura 14. Se sintetizaron a través de la
empresa GenScript los 6 vectores pET-28a(+), para cada una de las cuatro halogenasas
seleccionadas (2321, 2231, MAI2213 y MAI2274), la variante de MAI2213 con las
mutaciones indicadas en (3.4), y el control positivo conteniendo los genes de la
halogenasa RebH con un linker a la reductasa RebF (Andorfer et al., 2017). Ademas,
se sintetizo el plasmido conteniendo los genes de la ferredoxina reductasa en el vector
PMAL-c5E debido a que contiene la proteina de unién a maltosa (MBP) como buena
chaperona para la enzima.

T7 terminator

pET28a (+)
6,859 bp

Figura 14. Construccion de vector pET-28a (+) con inserto de gen 2231 (violeta)
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4.4 Aislamiento de plasmido pACYC-GroEL/ES-TF

El plasmido obtenido segln lo descrito en (3.5) a partir de las cepas E. coli DH5a, se evalud
mediante SDS-PAGE sembrando 1 uL de muestray 1 uL de loading buffer. Al agregar
antibidtico cloranfenicol al medio, solo las células que portan el plasmido con el gen
de resistencia sobreviven. Al revelar el gel se observé solamente la banda del plasmido
mostrando que se purifico correctamente, como se ve en la Figura 15.

A su vez se visualizaron dos bandas, lo cual puede hacer referencia a distintos niveles de
superenrollamiento del ADN, en el cual las hebras giran en torno al eje de la doble
hélice, para perder o ganar torsion, y se unen de nuevo los extremos. Cuanto mas
enrollado se encuentre el plasmido, menor camino atravesara por el gel a diferencia de

un plasmido con menor nivel de enrollamiento, aunque ambos tengan el mismo peso.

Figura 15. Gel de agarosa 0.8% 30mL.

Se transform6 cada plasmido en E. coli BL21(DE3) siguiendo el procedimiento descripto en
3.8. Se realiz6 una masterplate, la cual es una placa conteniendo en este caso medio
LB agar con antibiéticos correspondientes como método de seleccién, en donde en
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cada cuadrado se siembra una sola colonia que haya crecido en las distintas placas de

la dilucion de cada transformacion.

Se repicaron seis colonias aisladas de cada placa resultante de la transformacion de E. coli
BL21(DE3) con cada uno de los genes de interés (Figura 16) para asegurarse de que
en esa placa solamente contara con las células que contenian el pldsmido puras. Se
confirmod por medio de cada masterplate que las colonias que contenian el plasmido
crecieron correctamente, y estas fueron utilizadas para realizar posteriormente

expresiones de cada plasmido.

Figura 16. Masterplate de E. coli BL21(DE3) transformada con plasmido pET-28a(+) y
pACY C-GroEL/ES-TF, crecida en LB agar con kanamicina y cloranfenicol.

4.5 Transformacion de células con sistemas de expresién construidos

Se prepararon los materiales para transformar células competentes de las cepas E. coli
TOP10y E. coli BL21(DES3) siguiendo el procedimiento (3.8) y utilizando los
antibioticos kanamicina 50mg/mL y cloranfenicol 25mg/mL para todas las
células transformadas conteniendo el vector pET-28a(+) con la chaperona en
el vector pACYC-GroEL/ES-TF y ampicilina para cuando solo se tenia vector
PMAL-C5E (reductasa RebF).
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Se prepard un volumen final de 80 uL utilizando agua MQ partiendo de cada muestra

liofilizada conteniendo los vectores para tener una concentracion final de 50

ng/mL. Dejando las placas en estufa a 37 °C por 24 horas se obtuvieron los

resultados vistos en Tabla 7.

Tabla 7. Caracteristicas morfologicas de colonias transformadas

Cepa

Caracteristicas de la colonia

E. coli TOP10 pET-28a(+) (2321 Hal)

Colonias grandes redondas,
estrelladas y algunas pequerias

E. coli TOP10 pET-28a(+) (2231 Hal)

Colonias grandes redondas,

estrelladas y algunas pequefias

E. coli TOP10 pET-28a(+) (MAI2213
Hal)

Colonias grandes redondas y

pequerias

E. coli TOP10 pET-28a(+) (MAI2274
Hal)

Colonias grandes redondas y

pequefias

E. coli TOP10 pET-28a(+) (MAI2213
Hal) V551, P114L y S473N

Colonias grandes de forma
intermedia entre redonda y

estrellada, otras pequefas

E. coli TOP10 pET-28a(+) (RebH-
RebF Hal)

Colonias grandes redondas y

pequerias

E. coli TOP10 pET-28a(+)
(FADreductasa)

Colonias grandes redondas,
estrelladas y algunas pequefas

E. coli BL21(DE3) pET-28a(+) (2321
Hal)

Medianas redondas

E. coli BL21(DE3)(DE3) pET28a(+)
(2231 Hal)

Colonias grandes redondas,
estrelladas
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E. coli BL21(DE3) pET-28a(+) Redondas medianas y pequefias
(MAI2213 Hal) V551, P114L y

S473N
E. coli BL21(DE3) pET-28a(+) Colonias grandes redondas,
(RebH-RebF Hal) estrelladas

Se prepararon masterplates con seis espacios, siendo tres para colonias grandes
redondas y tres para colonias pequefias, no se tomaron en cuenta las colonias
estrelladas para mantener similitud en el borde de la colonia, aunque variase el
tamafio. Todas las placas crecieron correctamente, sin presentarse
contaminacion, es decir haber visto crecimientos andmalos en cada espacio o
colonias por fuera de estos, mostrando que lo que se sembro en cada placa
contenia el plasmido de interés. Cada cepa (tanto de TOP10 como BL21(DE3))
se almaceno en criotubo a -70°C.

4.6 Analisis de expresion de proteinas

Se presentaron dificultades a la hora de separar la fase soluble de la insoluble, aun
centrifugando repetidas veces, y en algunos casos agregando DNAsa y RNAsa.

Las muestras se prepararon como se especifica en (3.9). Primero se hizo gel para muestras
MAI2213, 2321, y el control con y sin induccion, crecidas en medio AIM (Figura 17).
Luego en otro gel se sembraron las mismas muestras, pero crecidas en medio LB
(Figura 18).
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Figura 17. Gel de poliacrilamida muestras crecidas en AIM. 1- RebH-RebF 28°C fs / 2- RebH-RebF
28°C fi / 3- RebH-RebF 20°C fs / 4- RebH-RebF 20°C fi / 5- 2321 20°C fs / 6- 2321 20°C fi /
7- 2321 28°C fs / 8- Marcador de peso moelcular (MPM) / 9- 2321 28°C fi / 10- RebH-RebF
antes de inducir / 11- MAI2213 28°C fs / 12- MAI2213 28°C fi / 13- MAI2213 20°C fs / 14-
MAI2213 20°C fi. Se muestran los valores de las bandas del MPM a la izquierda de la figura
y encerradas en blanco ejemplos de las bandas que hacen referencia a las proteinas de interés.
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Figura 18. Gel de poliacrilamida muestras crecidas en AIM. 1- MAI12213 20°C fs / 2- MAI2213 20°C
fl / 3- MAI2213 28°C fs / 4- MAI2213 28°C fi / 5- RebH-RebF 20°C fs / 6- RebH-RebF 20°C
fi / 7- RebH-RebF 28°C fs / 8- RebH-RebF 28°C fi / 9- Marcador de peso molecular (MPM) /
10- 2321 20°C fs / 11- 2321 20°C fi / 12- 2321 28°C fs / 13- 2321 28°C fi / 14- C- s/ 15- C-
i. Se muestran los valores de las bandas del MPM a la izquierda de la figura.

En el analisis de los geles, la banda correspondiente a la chaperona tiene un peso molecular
(PM) muy similar al de nuestros genes de interés, de aproximadamente 60 kDa. Esta
similitud complica la diferenciacion entre estas proteinas. No obstante, es posible
observar bandas claras y de tamafio considerable utilizando el marcador de peso
molecular como referencia. Esto nos permite concluir que existe una posible expresion
de las proteinas. Para profundizar en nuestro estudio, preparamos dos geles distintos
para las muestras etiquetadas como 2321, MAI2274 y FADreductasa, Utilizando un gel
diferente para cada medio de cultivo en que se desarrollaron (presentados en las
Figuras 19 y 20). Dado que las muestras se observaron demasiado concentradas en el
gel de la Figura 17, decidimos diluirlas a la mitad para esta ocasion. Como control
negativo, empleamos la cepa de E. coli TUNER transformada con los vectores pACYC
y PET22, sin ningun inserto de ADN.
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Figura 19. Gel de poliacrilamida muestras crecidas en AIM. 1- 2231 20°C fs / 2- 2231 20°C fi / 3-
2231 28°C fs / 4- 2231 28°C fi / 5- MAI2274 20°C fs / 6- MAI2274 20°C fi / 7- MAI2274
28°C fs / 8- MAI2274 28°C fi / 9- Marcador de peso molecular (MPM) / 10- FADr 20°C fs/
11 FADr 20°C fi/ 12- FADr 28°C fs / 13- FADr 20°C fi / 14- C- fs / 15- C-fi. Se muestran los
valores de las bandas del MPM a la izquierda de la figura.

Figura 20. Gel de poliacrilamida muestras crecidas en LB. 1- 2231 20°C fs / 2- 2231 20°C fi/ 3- 2231
28°C fs/ 4- 2231 28°C fi / 5- MAI2274 20°C fs/ 6- MAI2274 20°C fi / 7- MAI2274 28°C fs
/ 8- MAI2274 28°C fi / 9- Marcador de peso moelcular (MPM) / 10- FADr 20°C fs/ 11 FADr
20°C fi/ 12- FADr 28°C fs / 13- FADr 20°C fi / 14- C- fs / 15- C-fi. Se muestran los valores
de las bandas del MPM a la izquierda de la figura.
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En el andlisis de los geles, observamos que la expresidn era vista en ambos medios, pero sobre
todo en el AIM. El control positivo RebH-RebF muestra una leve expresion a 20°C en
el medio AIM, aunque existe una alta expresion insoluble. Ademas, aunque la
expresion es predominante a 28°C, también es notable a 20°C. Basandonos en estos
resultados, decidimos escalar la produccion cultivando las células en matraces de 500
mL con 100 mL de medio AlIM, replicando el proceso para asegurar una cantidad
suficiente de células. Ademas, optamos por establecer una temperatura intermedia de
25°C para nuestros estudios de biotransformaciéon, buscando un equilibrio 6ptimo entre

la expresion y la estabilidad de las proteinas.

4.7 Estudio de Halogenacién

Se llevd a cabo un estudio para analizar la halogenacion del tript6fano utilizando una cepa que
expresa RebH, empleada como control positivo para evaluar la halogenacion. En el
experimento se incluyeron diversas muestras: un control de células, un estandar de
triptéfano a una concentracion de 1 mg/mL, y un vial correspondiente a la reaccién de

halogenacion. Estos componentes se detallan en la Figura 25.
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Figura 21. Cromatograma del crudo de la biotransformacion utilizando RebH-RebF y los

correspondientes controles. Circulo negro: posible producto.

En el analisis espectrométrico, los resultados revelaron diferentes patrones de picos

para cada muestra. En el espectro del control de células (verde), se observaron picos a
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los 6.5, 8.7, y 12 minutos. Por otro lado, el estandar de triptéfano (negro) mostré un
pico a los 16 minutos. La muestra de la reaccion presento todos los picos anteriormente
mencionados, como ademas uno a los 19.3 minutos, el cual no figura en los controles

y es por tanto considerado un posible producto halogenado.

Se realizd también la biotransformacion del lisado de cuatro cepas distintas (2321,
2231, MAI2213, y MAI2274), de acuerdo con el procedimiento descrito en la seccion
3.10. Los resultados mostraron picos en los mismos tiempos de retencién que los
observados en la biotransformacion con las enzimas RebH-RebF. En todas las
biotransformaciones realizadas con las cuatro cepas, se observé un pico que coincide
con el posible producto halogenado ya que tiene el mismo tiempo de retencién, lo que
sugiere una actividad consistente entre las cepas. Estos hallazgos se detallan en la

Figura 22.
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Figura 22. Cromatograma de la biotransformacion utilizando MAI2274 (rojo) y los

correspondientes controles: verde: estandar triptéfano, azul: control células.
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5. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

Esta tesis ha contribuido significativamente a la biotecnologia al identificar cuatro
halogenasas en cepas nativas de Streptomyces a través de mineria genomica. Logramos
clonar estas enzimas en vectores pET-28a(+) y expresarlas en E. coli BL21(DE3)
recombinante. Las pruebas de actividad halogenasa en extractos crudos de estas cepas
mostraron resultados prometedores, con bandas de expresion claras en geles de
poliacrilamida que corresponden a los pesos moleculares de los genes estudiados. La
purificacion y caracterizacion exhaustiva de estas enzimas permitird evaluar su
potencial para el desarrollo de productos comerciales. Los estudios mediante HPLC
sugieren que las cepas pueden halogenar el nicleo ind6lico del triptéfano, sugiriendo
que estas halogenasas son biocatalizadores efectivos para la biotransformacion del
sustrato. Para confirmar la estructura y posicion de la halogenacion en el triptofano, se
realizaran analisis adicionales utilizando espectroscopia de masas y resonancia

magnética nuclear (RMN).

Estos hallazgos indican que las cepas de Streptomyces spp. nativas poseen un gran potencial
para la produccién de compuestos halogenados. Los datos obtenidos también subrayan
el potencial de estos microorganismos para desarrollar biocatalizadores que podrian
emplearse en la sintesis de compuestos indolicos psicodélicos y sus derivados. Este
trabajo no solo amplia nuestro conocimiento sobre las capacidades enzimaticas de las
cepas de Streptomyces nativas, sino que también contribuye al desarrollo de nuevas
tecnologias en biocatalisis.

En etapas futuras, exploraremos también otros sistemas de expresion, como el sistema pBAD
para el cual ya se ha disefiado los primers. Ademas, mejorar los métodos de
concentracion de las enzimas, por ejemplo, mediante liofilizacion, y desarrollar un
protocolo para su purificacion son pasos criticos para aumentar la actividad enzimaética

y facilitar estudios mas detallados.
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