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ABSTRACT

RHAMNULOSE-1-PHOSPHATE ALDOLASE FROM THERMOTOGA
MARITIMA: CHARACTERIZATION AND APPLICABILITY OF A NEW
THERMOSTABLE BIOCATALYST FOR C-C BOND FORMATION

Introduction

Carbon-Carbon bond formation reactions can be considered the essence of
organic synthesis (Corey and Cheng, 1989). The aldol addition reaction has
long been recognized as one of the most useful tools that has the synthetic
chemist for the construction of new C-C bonds (Palomo et al., 2004; Li et al.,
2005) since, concomitant with the bond forming process, is the formation of
one or two new stereocenters, allowing to approach a broad range of both,

natural and novel compounds.

Nature builds up carbohydrate, amino acids, hydroxy acids and other
molecules by the use of aldol reactions catalysed by aldolase enzymes. This
class of enzymes, which are part of the lyases family, catalyse reversibly and
stereoselectively an aldol addition reaction between a donor compound
(nucleophile) and an acceptor compound (electrophile), with a high degree of
stereochemical control. Usually, these enzymes show high specificity towards
the donor substrate but tolerate a broad range of acceptor substrates;
therefore, aldolases have been extensively used in chemo-enzymatic
syntheses to produce carbohydrate, carbohydrate-like structures, or non-
carbohydrate compounds (Clapés et al., 2010; Fessner and Jennewein, 2007;
Dean et al., 2007).

Aldolases can be classified according to their donor specificity, including
pyruvate/oxaloacetate/2-oxobutyrate-dependent, dihydroxyacetone
phosphate (DHAP)-dependent, dihydroxyacetone and other
unphosphorylated  analogues-dependent,  threonine-dependent and
acetaldehyde-dependent aldolases. Dihydroxyacetone phosphate (DHAP)-

dependent aldolases constitute the main group utilized in organic synthesis
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ABSTRACT

and numerous examples for the application of DHAP-dependent aldolases
have been reported (Samland and Sprenger, 2006; Dean et al., 2007; Iturrate
and Garcia-Junceda, 2008; Clapés et al.,, 2010; Clapés and Fessner, 2011;
Brovetto et al., 2011; Miller, 2012; Oroz-Guinea et al., 2012; Clapés et al., 2013;
Fesko et al, 2013). Their major synthetic advantage is that the
stereochemistry of the two newly formed stereogenic centers is controlled by
the enzymes and, moreover, they are stereocomplementary: they can
synthesize the four possible diastereoisomers of vicinal diols from an achiral
aldehyde acceptors and DHAP. Despite this well proven synthetic utility of
aldolases, still there are few processes that have been developed at industrial
scale and none of them —in the best of our knowledge— used DHAP-
dependent aldolases. Therefore, the search for new enzymes with improved

properties from the biocatalysis point of view it is still necessary.

In this way, thermophiles (optimal growth temperature between 50 and 80
°C) and hyperthermophiles (optimal growth temperature between 80 and 110
°C) have attracted the attention from a biocatalytical point of view since these
microorganisms are source of thermostable enzymes (thermozymes) that
have developed molecular mechanisms of adaptation to extreme
physicochemical conditions and represent unique biocatalysts that function
under harsh reaction conditions, in which their mesophilic enzymes

counterparts are often no well suited.

In this Thesis, we describe the heterologous expression of rhamnulose-1-
phosphate aldolase from Thermotoga maritima, —a hyperthermophilic
bacterium with an optimum growth temperature of 80 °C— the biochemical
characterization of the recombinant enzyme and the study of its applicability

as biocatalyst.

Objectives

The main goal of this PhD Thesis was the integral study of rhamnulose-1-
phosphate aldolase from Thermotoga maritima as a new biocatalyst for C-C

bond formation. This study includes:

14
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Cloning, over-expression and purification of two different
constructions of the Rha-1PA from T. maritima, with or without His-

tag.

Biochemical characterization of the two recombinant enzyme
versions:

— Catalytic mechanism determination.

— Basic kinetic parameters obtaining.

— Study of the structure.

— Optimum reaction conditions determination.
— Enzyme stability study.

— His-tag and cofactor effect on the secondary structure and the

thermostability analysis.

e Study of the synthetic applicability

— Applicability in the context of a multi-enzyme synthesis.

— Chemo-enzymatic synthesis of nitrogenated sugar analogues.

Conclusions

Conclusions obtained in this Thesis can be grouped around the two

general

subjects studied the biochemical characterization synthetic

applicability of the rhamnulose-1-phosphate aldolase from Thermotoga

maritima.

The biochemical characterization allowed us to conclude that:

Rhamnulose-1-phosphate aldolase from T. maritima is a class II

DHAP-dependent aldolase, which catalyse aldol addition using Co*".

Rha-1PA from T. maritima is a hyperthermophile enzyme with an
optimum activity measured at 95 °C. Furthermore, in contrast with
other hyperthermophilic enzymes, it maintains a significant

percentage of activity at R/T.

15
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This enzyme can be used in a wide range of reaction conditions,
including different temperatures (between 20 and 95 °C), pH values
(at least 50% of activity between pH 5.7 and 9.0) and presence of
organic co-solvents (90% of the initial activity in H,O/AcN 60:40,
100% in H,O/DMSO 80:20, 50% in H,O/DMF 75:25 and 40% in 90:10
H,0/isopropanol and H,O/THF).

It is been showed the great stability of the aldolase at high
temperatures, displaying a Ty of 102 °C and showing a half-life of
44, 33 and 3,5 h at 80, 95 and 115 °C, respectively.

His-tag and cofactor affect not only to secondary structure of the
protein, but also to thermostability. This influence can be
summarized in:
— a-helix/B-sheet shift is incremented at temperatures above 80
°C by His-tag presence, favouring protein denaturalization.
~ Co* is involve in the native structure retention. Cofactor
absence of the enzyme without His-tag entails an o-helix loss
of ~10%, resulting in protein aggregation at 110 °C. On the
other hand, Co** absence of the enzyme without His-tag leads
into a ~10% increase of a-helix at 20 °C. Thus, this result
confirms not only the structural role Co*" plays, but also that
his-tag can have influence in the secondary structure of the
protein.
— Regarding aldolase Ty, changes can only be observed with
the His-tagged enzyme at high concentrations of Co*". (15 °C
Tw decrease at [Co®']= 750 uM).

Finally, synthetic applicability studies allowed us to conclude that:

Rha-1PA from T. maritima is a useful biocatalyst compatible with
multi-enzyme systems for C-C bond formation, involving mesophilic

enzymes.

Furthermore, this aldolase can be applied to the synthesis of several
organic compounds like, aldols, nitrocyclitols and iminocyclitols,

obtaining similar or higher yields than Rha-1Pa from E. coli.
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Unfortunately, DHA is not accepted as substrate instead of DHAP,

the aldolase do not show activity in presence of borate buffer.

Stereoselectivity of the enzyme is similar to Rha-1Pa from E. coli. In
both cases stereoselectivity control is not total since mixtures of L-

threo (R,S) and p-erythro (R,R) diastereoisomers are obtained.

Study of the stereochemistry showed that in all the cases the major
diastereoisomer formed is the coincident with the natural
stereopreference of the enzyme (i-threo (R,S)) except when

aldehyde 11 was used as acceptor.

When iminocyclitol 41 was synthesized a diastereoisomeric mixture
was obtained (threo:erythro 42:58). Considering that Rha-1PA Ec
achieve a 100% of p-erythro (R,R) diastereoisomer, L-threo (R,S) can
only be synthesized, although in a minority way, using Rha-1PA

from T. maritima.

Reaction control of the enzyme was studied, being the formation of
L-threo isomer Kinetically controlled and p-erythro isomer under

thermodynamic control.

17
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Uno de los retos mas importantes de la quimica orgdanica es la formacion
estereoselectiva de enlaces C-C. El uso de las enzimas como catalizadores es
una buena alternativa a la sintesis organica clasica, ya que lleva aparejada
una serie de ventajas como son su capacidad para llevar a cabo las
reacciones en condiciones moderadas de temperatura, pH y presion,
disminuyendo el consumo de energia necesario, y su alta regio, quimio y
estereoselectividad, lo que produce una disminucion de la formacion de
productos secundarios y suprime la necesidad de las etapas de activacion y
proteccion/desproteccion, disminuyendo la cantidad de desechos generados.
Ademas, representan una opcion medioambientalmente mas atractiva dado
que las enzimas catalizan las reacciones en H,O (aunque algunas enzimas
son capaces de mantener su actividad en presencia de disolventes organicos
permitiendo la transformacion de sustratos hidrofobicos) y son
macromoléculas biodegradables que pueden ser sobreexpresadas haciendo
los procesos biotecnoldgicos mas eficientes (Anastas y Warner, 1998; Sheldon,
2004; Alcalde, 2006; Anastas y Eghbali, 2010).

Dada su amplia aplicabilidad sintética, las enzimas involucradas en la
formacion de enlaces C-C han sido objeto de multiples revisiones (Breuer y
Hauer, 2003; Garcia-Junceda et al., 2004; Sukumaran y Hanefeld, 2005; Faber
y Kroutil, 2005; Resch et al., 2011a; Miller, 2012; Fesko y Gruber-Khadjawi,

2013; Nestl et al., 2014). En funcidn del tipo de enzima utilizada se pueden

21



INTRODUCCION

clasificar en cuatro grupos diferentes: (i) oxidoreductasas (EC 1.), (ii)

transferasas (EC 2.), (iii) liasas (EC 4.) y (iv) enzimas con actividad promiscua.

Oxidorreductasas

Las enzimas de esta familia son las menos empleadas en la formacion de
enlaces C-C. Una explicacion a este hecho es que la reaccidon se realiza
mediante la creacion de las especies reactivas por lo que no existe control
sobre los sustratos entre los que se produce la formacion del enlace, sobre el
numero de veces que se realiza la reaccion, ni sobre la estereoquimica
resutante (Resch et al, 2011a). A pesar de este hecho, distintas

oxidorreductasas han sido utilizadas con propositos sintéticos.

Enzima del puente de berberina

La enzima del puente de berberina (BBE) cataliza la biosintesis de
alcaloides de benzofenantridina (berberinas) en plantas. Para ello es
necesaria una reaccion intramolecular oxidativa entre el fenol y el grupo N-
metilo, formandose el enlace C-C. Actualmente, la BBE mas estudiada es la
perteneciente a Eschscholzia californica (Winkler et al., 2008), que ha sido
empleada para la preparacion de (R)-bencilisoquinolinas y derivados de (S)-
berberina a partir de una mezcla racémica (Fig 1) (Winkler et al., 2009;
Schrittwieser et al., 2011a; Schrittwieser et al., 2011b; Resch et al., 2011b).

Figura 1. Sintesis de derivados de (S)-berberina catalizada por la BBE de E.
califérnica  mediante resolucién cinética de mezclas racémicas de
bencilisoquinolinas.

Lacasas

Otra alternativa es el uso de lacasas. Estas enzimas contienen varios
atomos de cobre y catalizan la oxidacion de hidrocarburos aromaticos a

expensas de oxigeno molecular (Witayakran y Ragauskas, 2009). Aunque han
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sido usadas frecuentemente en sintesis organica para la polimerizacion,
oligomerizacion y, en menor medida, para la dimerizacidon de arenos O- y N-
sustituidos (Gazak et al, 2008), la obtencion de mezclas complejas de
productos complica su aplicaciéon (Navarra et al, 2010). Un ejemplo
paradigmatico es la oxidacion de fenoles al correspondiente radical fenoxi,
que es altamente reactivo, lo que conlleva la formaciéon sucesiva de varios
enlaces C-C (Hajdok et al., 2009; Leutbecher et al., 2009; Witayakran et al.,
2009). Empero, el grupo del Doctor Danieli consiguid sintetizar el alcaloide
bisinddlico anhidroblastatina con un buen rendimiento por acoplamiento
oxidativo de los derivados indolicos catarantina y vindolina seguido de la
reduccion con NaBH, (Fig 2) (Sagui et al., 2009).

H  co,Me

Catarantina Vindolina

Figura 2. Sintesis de la anhidrovinblastina catalizada por lacasa.

Transferasas

Las transferasas son enzimas que catalizan la transferencia de un grupo
funcional de una molécula donadora a otra aceptora. Esta familia esta
subdividida en diez categorias en funcion del grupo transferido, de las cuales
realizan la formacion de enlaces C-C las pertenecientes a las subfamilias
catalogadas como metiltransferasas (EC 2.1.), aldehido y cetona transferasas

(EC 2.2.), aciltransferasas (EC 2.3.) y las aril y alquil transferasas (EC 2.5.).

Metiltransferasas

Las metiltransferasas llevan a cabo el equivalente enzimatico de la
reaccion de alquilacion de Friedel-Crafts, es decir la metilacion de un
compuesto nucleodfilo mediante la formacidon de un grupo metilo electrofilico
(“CH3™), utilizando S-adenosil-L-metionina como cofactor y donador del
grupo metilo (Sofia et al., 2001; Mahlert et al., 2007; Braun et al., 2010; Marsh
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et al., 2010; Buckel y Thauer, 2011). Ademas, se ha evidenciado que las
metiltransferasas de Streptomyces spheroids y de Streptomyces rishiriensis
son capaces de servirse de analogos del cofactor natural, portando grupos
alilo, propargilo, but-2-en-1-ilo, but-2-in-1-ilo o bencilo, extendiendo el uso de
estas enzimas mas alla de la reaccion de metilacion (Stecher et al., 2009;
Singh et al., 2014) y ampliando su utilizacion como catalizadores (Fig 3). Aun
asi, es necesario tener en cuenta su sensibilidad al oxigeno obstaculiza su

aplicacion en biocatalisis (Mtiller, 2012).

R4 R
R R
Xy ? NovOo Xy 2
>
HO X o) SAMl-analogo HO X o
Rs R3

Figura 3. Alquilacién de derivados de cumarina empleando metiltransferasas con
analogos de SAM. NovO: metiltransferasa de Streptomyces spheroids; CouO
metiltransferasa de Streptomyces rishiriensis.

Transketolasas

Las transketolasas (TK), pertenecientes al grupo de las aldehido y cetona
transferasas, forman parte de las enzimas dependientes de tiamina difosfato
(ThDP) y Mg** (Hailes et al., 2013). In vivo catalizan la transferencia de un
grupo hidroxiacetilo desde la D-xilulosa 5-fosfato a la D-ribosa 5-fosfato o a la
D-eritrosa-4-fosfato, generando p-sedoheptulosa-7-fosfato y gliceraldehido-3-
fosfato (G3P). En este proceso se crea un nuevo estereocentro (C3) con
configuracion (S) (Fig 4) (Racker, 1961).

OH O OH O OH OH O ¢}

204PO OH H 204P0 OH
° + 20.p0 H= TK = 3 ; * 2op0 H

OH OH OH OH OH OH

Fig 4. Reaccion catalizada in vivo por las transketolasas.
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Estas enzimas toleran un amplio abanico de hidroxialdehidos como
sustratos aceptores, tanto fosforilados como no fosforilados (Demuynck et al.,
1991; Hobbs et al., 1993; Aucamp et al., 2008). Asi mismo, muestran una
estricta especificidad hacia la configuracion (R) del centro quiral del sustrato
aceptor y, por lo tanto, la configuracion del producto final obtenido es p-treo
(3S,4R) (Zhao y Zhong, 2009; Hailes et al.,, 2013). En cuanto al sustrato
donador son capaces de utilizar xilulosa-5-fosfato, sedoheptulosa-7-fosfato,
fructosa 6-fosfato e hidroxipiruvato. Cuando este ultimo es usado, de manera
concomitante con la transferencia del grupo hidroxiacetilo, se produce la
formacion de dioxido de carbono, lo que transforma la reacciéon en
irreversible (Srere et al., 1958; Villafranca et al., 1971; Bolte et al., 1987; Myles
et al., 1991; Kobori et al., 1992; Hecquet et al., 1994).

Al utilizar como biocatalizador transketolasas, se obtienen productos
similares a los formados con la fructosa-1,6-bisfosfato aldolasa, siendo la
mayor ventaja sobre ésta que la TK acepta sustratos desfosforilados lo que
evita el posible paso de desfosforilacion posterior. Consecuentemente,
diversos analogos de fructosa y de azazucares han sido sintetizados mediante
la elongacion estereoespecifica de la cadena en C2 catalizada por estas
enzimas (Kobori et al.,, 1992; André et al., 1998; Zimmermann et al., 1999;
Gonzalez-Garcia et al., 2003; Crestia et al., 2004; Shaeri et al., 2008;
Charmantray et al., 2009; Wohlgemuth, 2009; Wang et al., 2010).

Policétido sintasas

Las policétido sintasas son grandes complejos enzimaticos
multifuncionales y modulares, que pertenecen a la subfamilia de las
aciltransferasas. Cada modulo contiene como minimo las tres subunidades
requeridas para la elongacion de la cadena carbonada: (i) la proteina
transportadora del grupo acilo (ACP), (ii)) la aciltransferasa y (ii) la
cetosintasa. Adicionalmente cada modulo puede poseer diferentes
subunidades para la modificacion del Cp, incluyendo subunidades con
actividad cetoreductasa, deshidratasa y enoilreductasa. La accion sucesiva de
estas subunidades produce la reducciéon a alcohol del grupo ceto, la
formacion de un doble enlace por deshidratacion y la reduccion del doble

enlace, respectivamente (Fig 5).
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Inicio Elongacion Fin

MC Modulo 1 Modulo 2 Modulo 3 Modulo 4 Modulo 5 Modulo 6

AT ACP KS AT KR ACP KS AT KR ACP KS AT KR ACP KS AT DH ER KR ACP KS AT KR ACP KS AT KR ACP TE

0:§ (e
HO!

Figura 5. Ejemplo de la organizacion modular de una policétido sintasa (6-
desoxieritronolido B sintasa). AT, aciltransferasa; ACP, proteina transportadora del
grupo acilo; KS, cetosintasa; KR, cetoreductasa; DH, deshidratasa; ER,
enoilreductasa; TE, dominio C-terminal.

En consecuencia, la estructura y complejidad de los policétidos formados
depende de la cantidad de modulos que conforman el complejo
multienzimatico, la presencia de las subunidades modificadoras del CB, la
molécula inicial que se somete a la reaccion y de la molécula utilizada para la
elongacion (normalmente malonil-, metilmalonil- y etilmalonil- coenzima A)
(Aldrich et al., 2005; Giraldes et al., 2006; Akey et al., 2006; Fischbach y Walsh,
2006; Bonnet et al., 2013; Busch et al., 2013; Piasecki et al., 2014; Khosla et al.,
2014).

Su labor in vivo consiste en la biosintesis de una amplia gama de
metabolitos secundarios llamados policétidos mediante condensaciones de
Claisen descarboxilativas recurrentes (Khosla et al., 2007; Hertweck, 2009).
Estos compuestos son moléculas complejas que despiertan un gran interés
debido a la actividad insecticida, antibidtica, anticolesterolémica o
anticancerigena que presentan algunas de ellas (Rivkin et al., 2005; Trost y
Dong, 2008; Brady et al., 2009; Montaser y Luesch, 2011; DeChristopher et al.,
2012; Mahajan y Balachandran, 2012; Djinni et al., 2013; Pidot et al., 2014).
Dado el gran potencial terapéutico de lo policétidos, se han realizado
numerosos esfuerzos para su obtencidon utilizando policétido sintasas (Morita
et al., 2011; Wakimoto et al., 2011; Abe, 2012;). En este sentido, el grupo de
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Sherman ha realizado la sintesis biocatalitica de varios macrolidos con
actividad antibiotica utilizando la policétido sintasa de Streptomyces
venezuelae, obteniendo heterociclos de 12 y 14 &atomos (pikromicina,
metimicina, neomicina, novametimicina y ketometomicina) partiendo del
isomero (R) del éster de Roche (metil 3-hidroxi-2-methilpropionato) (Fig 6)
(Hansen et al., 2013).

Ketometimicina Pikromicina

Figura 6. Macrolidos sintetizados utilizando la policétido sintasa de Streptomyces
venezuelae.

Preniltransferasas

En ultimo lugar se encuentran las preniltransferasas (PT), que se incluyen
en la subclase de las aril y alquil transferasas y catalizan la formacion de un
doble enlace entre dos moléculas de prenilo difosfato (Ogura y Koyama, 1998;
Heide, 2009; Liang, 2009) (Fig. 7). El producto de esta reaccion puede volver a
sufrir un nuevo paso de condensacion con otra molécula de prenilo difosfato
de forma reiterada. La longitud de cadena y la estereoquimica de la molécula

sintetizada dependen de la especificidad de la preniltransferasa involucrada.
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Figura 7. Ejemplo de la sintesis de geranil difosfato mediante la condensacion de
moléculas de isoprenilo catalizada por preniltranferasas.

Aunque por el momento su aplicacion en biocatdlisis es limitada, se han
descrito diversas preniltransferasas que aceptan un amplio abanico de
sustratos (Saleh et al., 2009; Brandt et al., 2009; Zou et al., 2011). Por ejemplo,
las preniltransferasas pertenecientes a Neosartorya fischeri (AnaPT) y a
Aspergillus fumigatus (CdpNPT) catalizan la prenilacion en C3 del anillo de
indolina perteneciente a la benzodiazepinadiona, obteniendo como resultado

cuatro isomeros diferentes de la aszonalenina (Yin et al., 2009) (Fig 8).

e}
H
AnaPT NH CdePT
N 5 DMAPP PPi

PP1 DMAPP
(2R,3S,1 1R)—aszonalenma (R)-benzodiazepinediona (2R,38,1 18)—aszona1en1na

j’
“, <

7/@ AnaPT CdpNPT
N ',,H ' ' N

H PPi DMAPP DMAPP PPi H
(2S,3R,11R)-aszonalenina (S)-benzodiazepinediona (2S,3R,11S5)-aszonalenina

Figura 8. Sintesis estereoespecifica de cuatro isdmeros diferentes de la aszonalenina
catalizada por las preniltransferasas de Neosartorya fischeri (AnaPT) y a Aspergillus
fumigatus (CApNPT).

Liasas

Las liasas son enzimas que catalizan la formacion y ruptura de enlaces por
otros medios distintos a la hidrdlisis o la oxidacion. Se diferencian de otras
enzimas en que requieren de la participacion de un solo sustrato para
efectuar la reaccion en el sentido de la ruptura y de dos para realizar la
reaccion en sentido contrario.
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Esta familia se compone de siete subfamilias dependiendo del tipo de
atomos entre los que se produce la union. De entre ellas, la subfamilia de las
liasas C-C (EC 4.1.) es la mas extensa e importante, diviéndose a su vez en
cuatro subcategorias: carboxi-liasas (EC 4.1.1.), aldehido-liasas (EC 4.1.2),
oxodacido-liasas (EC 4.1.3) y otras liasas C-C (EC 4.1.99) (Brovetto et al., 2011).
No obstante, éstas no son las unicas enzimas que pueden catalizar este tipo
de enlaces (Resch et al., 2011; Muller et al.,, 2012; Fesko y Gruber-Kadjawl,
2013).

Aldolasas

Dentro de esta familia, las aldolasas son las enzimas mas utilizadas en
sintesis organica, por lo que han sido objeto de multiples revisiones (Gijsen et
al., 1996; Fessner, 1998; Machajewski y Wong, 2000; Seoane, 2000;
Sukumaran y Hanefeld, 2005; Samland y Sprenger, 2006; Dean et al., 2007;
Clapés et al.,, 2010; Clapés y Garrabou, 2011; Brovetto et al., 2011; Fesko y
Gruber-Kadjawl, 2013). Puesto que el objeto de esta Tesis es una aldolasa, este

tema se desarrollard con mas profundidad mas adelante.

Hidroxinitrilo liasas

En segundo lugar desde un punto de vista sintético se encuentran las
hidroxinitrilo liasas (HNL u oxinitrilasas), que in vivo catalizan la ruptura de
cianohidrinas. La reversibilidad de esta reaccion in vitro permite la
condensacion enantioselectiva del acido cianhidrico con aldehidos o cetonas
dando lugar a (R)- o (S)-e-hidroxinitrilos (Dadashipour y Asano, 2011). Estos
compuestos a su vez pueden ser eficientemente derivatizados sin perder su
pureza optica, convirtiéndose en sintones polifuncionales muy versatiles
como o-hidroxicetonas (Brussee et al., 1988), p-hidroxiaminas (Zandbergen et
al., 1992; Effenberger et al., 1997; Monterde et al, 1999), a-aminonitrilos
(Effenberger et al., 1991; Gaucher et al., 1991), acidos o-hidroxicarboxilicos
(Krieble y Wieland, 1921; Groger, 2001), o-sulfonitrilos (Brunel y Holmes,
2004), o-fluoronitrilos (Stelzer y Effenberger, 1993), a-hidroxiésteres (Brunel y
Holmes, 2004), aziridinas (Effenberger vy Stelzer, 1995), a-azidonitrilos
(Effenberger et al., 1996), entre otros (Roberge et al., 2007; Purkarthofer et al.,
2007) (Fig9).
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Figura 9. Sintesis de cianohidrinas usando HNLs y sus posibles derivatizaciones
posteriores.

R CN R1 CN R1 CN

Asi, la obtencion de cianohidrinas catalizada por las HNLs es el primer
paso sintético para la obtencion de moléculas de gran interés como los
antibioticos tianfenicol y florfenicol (Lu et al., 2008), andlogos de morfolina
(Ritzen et al., 2010) y derivados de acido tetronico, como la vitamina C o el

acido penicilinico (Biihler et al., 2000).

Halohidrina deshalogenasas

El grupo ciano puede ser también sustrato de las halohidrina
deshalogenasas, las cuales, ademads de llevar a cabo la formacion de epoxidos
partiendo de las correspondientes halohidrinas, pueden catalizar la apertura
nucleofilica de los mismos (Hasnaoui-Dijoux et al., 2008). Al usar el acido
cianhidrico como sustrato esta reaccién da lugar a un nuevo enlace C-C. Esta
aproximacion ha sido utilizada para el disefio de la sintesis multienzimatica
de un intermedio clave para la elaboraciéon del anticolesterolémico
atorvastativa (Lipitor®) (Fig 10) (Fox et al., 2007; Ma et al., 2010).
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Figura 10. Sintesis multienzimatica del (R)-etil-4-ciano-3-hidroxibutirato. KRED,
cetoreductasa; HHDH, halohidrina deshalogenasa; GDH, glucosa deshidrogenasa.

Descarboxilasas

Otro grupo de enzimas perteneciente a las liasas con un gran potencial son
las descarboxilasas. Todas ellas necesitas como cofactor ThDP para lleva a
cabo la formaciéon del nuevo enlace y llevan a cabo la condensacion
aciloinica entre un aldehido y un donador, generando o-hidroxicetonas a
través de una descarboxilacién (Demir et al., 2007; Gocke et al., 2009; Muller
et al., 2009; Hoyos et al., 2010). Las descarboxilasas mejor caracterizadas
sintéticamente hasta el momento son la piruvato descarboxilasa (Rosche et
al., 2002; Cosp et al., 2008), la benzoilformato descarboxilasa (Lingen et al.,
2005; Siegert et al., 2005), la fenilpiruvato descarboxilasa (Guo et al., 1999;
Guo et al., 2001) y la indol-3-piruvato descarboxilasa (Schutz et al., 2005;
Fedorov et al., 2010).

Recientemente, Lehwald et al. (2010) han detallado la primera reaccion
asimétrica intermolecular cruzada entre un aldehido y una cetona utilizando
la descarboxilasa ThDP-dependiente YerE de Yersinia pseudotuberculosis.
Otra ventaja es el amplio rango de sustratos aceptados por la enzima,
incluyendo cetonas lineares y ciclicas, dicetonas y a- y B-ésteres, lo que

permite la obtencion de alcoholes terciarios asimétricos (Fig 11).

(0] (0] (0]
OH )J\ . OH
)H( + R: R, YerE —> )S/
R1 R2

O

Figura 11. Preparacion de alcoholes asimétricos por reaccion de acoplamiento
cruzada catalizada por la YerE de Yersinia pseudotuberculosis.
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Una extraordinaria excepcion a la formacion de productos de adicion 1,2
catalizada por las descarboxilasas es la obtencion de productos de adicion 1,4
al utilizar cetonas o,p-insaturadas por parte de la enzima dependiente de
ThDP proveniente de Serratia marcens, PigD (Dresen et al., 2010) (Fig 12). No
obstante, en el caso de utilizar aldehidos como sustrato aceptor ambas

enzimas catalizan la reaccion de adicién 1,2.

0] O O
OH i R
S A
o} Ry O
Figura 12. Acetilacion 1,4 de una cetona a,B-insaturada catalizada por PigD.

Benzaldehido liasa

La benzaldehido liasa (BAL) es también una enzima dependiente de ThDP
que, ademas, requiere la presencia de cationes divalentes en el medio. Esta
enzima es homodloga a la benzoilformato liasa, siendo ambas
estereocomplementarias. En cuanto a la tolerancia hacia diferentes sustratos,
la BAL acepta un mayor numero y diversidad de los donadores (Diinkelmann
et al., 2000; Dinnwald et al., 2002; Demir et al., 2002).

Tirosina fenol liasa

La tirosina fenol liasa es una enzima que utiliza piridoxal-5-fosfato (PLP)
como cofactor para producir la ruptura del enlace C-C de la tirosina dando
lugar a fenol piruvato y amoniaco. Afortunadamente, esta enzima es capaz
de catalizar la reaccion inversa para la creacion de derivados de tirosina (Fig
13) (Seisser et al., 2010).

"o i HO
D + )H(OH + NH3 - TFL —»> OH
HO NH,

0 HO

Figura 13. Sintesis de derivados de tirosina 3" sustituidos catalizada por la tirosina
fenol liasa (TFL).
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Terpenoide sintasas

En la rura biosintética de terpenos, tras la reaccion catalizada por las
preniltranferasas actuan las terpenoide sintasas TS o terpenoide ciclasas)
para la obtencion de terpenoides. Estas enzimas catalizan la ciclacion en
cascada del sustrato terpénico mediante la formacion de un carbocation
altamente reactivo, convirtiendo asi simples cadenas lineales de
hidrocarburos en esqueletos carbociclicos complejos. Un ejemplo clave en la
literatura es la ciclacion del geranilgeranil difosfato por la taxadieno sintasa,
que es el primer paso en la biosintesis del paclitaxel (Taxol®), farmaco
utilizado para el tratamiento de determinados tipos de cancer (Fig 14)
(Siemer et al., 2010).

Geranilgeranil difosfato

Paclitaxel Taxa-4,11-dieno

Figura 14. Mecanismo catalitico propuesto para la taxadieno sintasa (Koksal et al.,
2011).

Diels-Alderasas y Pictet-Splegerasas

Asimismo, las Diels-Alderasas y las Pictet-Splegerasas son enzimas
pertenecientes a la familia de las liasas con actividad ciclasa. Cada uno de
estos tipos de enzimas lleva a cabo la reaccion que les da nombre. Por lo
tanto, mientras que las Diels-Alderasas catalizan la reaccion intermolecular
de Diels-Alder entre el 4-carboxibencil trans-1,3-butadieno-1-carbamato y
varios derivados de acrilamida (Pohnert, 2001; Oikawa y Tokiwano, 2004;

Siegel et al, 2010; Townsend, 2011), las Pictet-Splengerasas catalizan la
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reaccion de Pictet-Splenger, es decir la condensacion entre una ariletilamina
y un aldehido para formar un N-heterociclo (Bonamore et al, 2010;
Bernhardt et al., 2010) (Fig 15).

A E + tﬁo Diels-Alderasa QYO
OYNH N

O, NH N

o) o)
R R

5 mH HOD/\/NHz Pictet-Splengerasa HO O
+ >
4 NH
HO HO "o

Figura 15. Sintesis biocatalitica de compuestos ciclicos mediante la formacion de
enlaces C-C catalizada por una Diels-Alderasa (A) y una Pictet-Splengerasa (B).

OH

Enzimas con actividad promiscua

La promiscuidad enzimatica es una propiedad que poseen la mayoria de
las enzimas, siendo esencial para la evolucién de nuevas actividades. Esta
caracteristica consiste en la capacidad de catalizar una reaccidon diferente a
la principal. Normalmente esta actividad, denominada actividad promiscua,
es fisiologicamente irrelevante y no esta sometida a la seleccion natural. Sin
embargo, bajo nuevas condiciones de seleccion esa actividad promiscua
puede conferir una ventaja evolutiva que promueva el desarrollo de la
misma, pudiendo convertirse en la nueva actividad principal (Khersonsky y
Tawfik, 2010). Este mecanismo permitiria explicar la aparicion de nuevas

actividades sin necesidad de duplicacion génica previa.

Hidrolasas

En este sentido, se han descrito en la bibliografia numerosas reacciones de
formacion de enlaces C-C mediadas por hidrolasas, tanto lipasas como
proteasas. Recientemente se ha relatado la capacidad de catalizar la

condensacion aldolica asimétrica entre aldehidos aromaticos y heterociclicos
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con cetonas ciclicas por parte de diferentes enzimas como la nucleasa p1, la
proteasa alcalina BLAP, la proteasa acida AUAP o la quimopapaina (Lopez-
Iglesias, et al., 2011; He et al., 2012; Guan et al., 2012; Zandvoort et al., 2012a;
Zandvoort et al,, 2012b). Sin embargo, estos procesos se caracterizan por la
necesidad de una gran cantidad de biocatalizador, largos tiempos de
reaccion, bajos rendimientos y por su falta de estereoselectividad (Mtiller,
2012). Una excepcion es la reaccion aldolica catalizada por la lipasa porcina
pancreatica (PPL), que es capaz de catalizar la condensacion enantioselectiva
(e.e. 50%) entre el 4-nitrobenzaldehido y la acetona con altos rendimientos
(Fig 16) (Li et al., 2010).

Figura 16. Condensacidon aldolica catalizada mediante la actividad promiscua de la
PPL.

Nitrogenasas

Las nitrogenasas catalizan in vivo la reduccion de nitrégeno molecular (N3)
a amoniaco (NHj). Recientemente el grupo de Ribbe ha caracterizado una
enzima vanadio nitrogenasa en Azotobacter vinelandii capaz de reducir el
monoxido de carbono dando lugar a la formacidon de una mezcla de etileno,
etano, propano y butano en presencia de hidrégeno molecular (H;), ATP y
una fuente de electrones (Fig 17) (Lee et al., 2010; Lee et al., 2011). De forma
similar, esta transformacion puede realizarse también mediante una
nitrogenasa dependiente de molibdeno (Hu et al, 2011). No obstante, es
necesario tener en cuenta que la obtencion de esos mismos hidrocarburos
puede ser catalizada unicamente mediante el cofactor de la nirogenasa, si

bien de forma menos eficiente (Lee et al., 2012).

Vanadio
Nitrogenasa

co > ~ + Z + N\
H,, ATP, Ditionito

Figura 17. Sintesis de hidrocarburos a partir de monéxido de carbono catalizada
por la vanadio nitrogenasa de Azotobacter vinelandii.
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ALDOLASAS

La reaccion alddlica es una de las herramientas mas utilizadas para la
formacion de enlaces C-C ya que la obtencion de uno o dos nuevos
estereocentros permite disefiar un amplio abanico de compuestos, tanto

naturales como no naturales.

En la sintesis quimica tradicional la selectividad de estas reacciones, en
términos de condensacion cruzada frente a la autocondensacion, y la
enantioselectividad son dificiles de conseguir. En general, el control de la
estereoquimica se ha llevado a cabo diastereoméricamente, bien partiendo
de aldehidos quirales o bien utilizando cantidades estequiométricas de
auxiliares quirales unidos al enolato (Mukaiyama, 1982; Evans y Bartroli,
1982; Masamune et al., 1985; Ocejo et al., 2011). Ambas estrategias tienen sus
inconvenientes. Mientras que el uso de aldehidos quirales da lugar a
adiciones alddlicas de estereoquimica predecible (Lodge y Heathcock, 1987;
Kitanosono y Kobayashi, 2014), no es posible la formacion de todos los
posibles estereoisomeros a partir de un determinado aldehido quiral. Los
auxiliares quirales han permitido solucionar este inconveniente, ya que,
dependiendo del auxiliar wutilizado, es posible obtener todos los
estereoisomeros posibles (Evans et al, 1981). Sin embargo, a pesar de los
éxitos demostrados por esta aproximacion, su principal inconveniente es el
aumento de pasos de reaccion para introducir y eliminar dicho auxiliar
quiral. Otra posibilidad para controlar la estereoquimica es la utilizacion de
catalizadores como &cidos de Lewis quirales (Abraham et al., 2008; Shiina et
al., 2014), organocatalizadores (Mlynarski y Paradowska, 2008; Yang et al.,
2009; Mahrwald, 2013) o la utilizacidon de anticuerpos cataliticos (Tanaka et
al., 2004; Goswami et al., 2009).

Como ya hemos mencionado, una buena alternativa a la sintesis organica
clasica es la utilizacion de aldolasas como catalizadores en condensaciones
asimétricas, dado su alto control de la estereoquimica. Las aldolasas estan
presentes en practicamente cualquier organismo conocido —existen mas de
40 identificadas hasta la fecha- y desarrollan su funciéon in vivo
principalmente en el metabolismo de carbohidratos, pero existen también

aldolasas implicadas en rutas metabdlicas de aminodacidos e hidroxiacidos.
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Su funcion es catalizar, de forma reversible y estereoselectiva, la
condensacion alddlica entre un sustrato donador (nucledéfilo) y un sustrato
aceptor (electrofilo), creando uno o dos nuevos estereocentros de manera
estereoespecifica. Normalmente estas enzimas presentan una estricta
especificidad por el sustrato donador mientras que la especificidad por el
sustrato aceptor es menor, permitiendo la formacion de diversos
carbohidratos, analogos de carbohidratos y otros productos (Fessner vy
Jennewein, 2007; Dean et al., 2007; Clapés et al., 2010).

Podemos clasificar las aldolasas de dos maneras diferentes segun lo
hagamos en funcion de su mecanismo de accion o en funcion del sustrato

donador y del tipo de producto al que dan lugar (Clapées y Fessner, 2011).

Segun el mecanismo catalitico que utilicen las aldolasas pueden dividirse
en dos grupos (Fig. 18):

e Aldolasas de tipo I: estdn presentes en todos los organismos desde
procariotas a eucariotas y se caracterizan por la formacién de una base
Schiff entre el grupo ¢-NH; de un residuo de lisina del centro catalitico y el
carbono carbonilico de la cetona donadora (Kluger, 1990). Asi pues, se
inhiben de forma irreversible en presencia de agentes reductores, como el
NaBH,, lo que produce el paso de imina a amina e impide el movimiento
electronico necesario para que se produzca el ataque al carbono

carbonilico del aldehido.

e Aldolasas de tipo II: se encuentran solamente en procariotas y levaduras,
algas y hongos. Estas enzimas requieren un metal divalente como cofactor,
generalmente Zn*’, que actiia como acido de Lewis activando al nucleéfilo
(Fessner et al., 1996). Por lo tanto, cuando se las somete a la presencia de

agentes quelantes, como el EDTA, se inactivan de forma reversible.
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Aldolasas Tipo I
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Figura 18. Mecanismo de reaccion de las aldolasas tipo I y tipo II.

Al clasificar las aldolasas en funcion de su especificidad por el sustrato

donador se pueden distinguir cinco grupos diferentes (Tabla 1):

. Las aldolasas dependientes de piruvato, fosfoenol piruvato (PEP),
oxalacetato u oxobutirato, que catalizan la adicion de su sustrato donador a
una gran variedad de aldehidos polihidroxilados dando lugar a 3-deoxi-2-
cetoacidos y generando en el proceso un nuevo centro quiral en C4.
Normalmente son aldolasas de tipo I, pero existen también de tipo II,
utilizando generalmente Mg*" o Mn*" como cofactor (Wang y Sean, 2005). De
entre todas las aldolasas pertenecientes a este grupo la mas estudiadas son
las 4acido N-acetilneuraminico aldolasas (NeuAc aldolasas) y sus mutantes,
que catalizan formacion de acido sidlico a partir del piruvato y la manosa
(Kragl et al., 1991; Wang et al., 2009).

. Las aldolasas dependientes de dihidroxiacetona fosfato (DHAP) que
catalizan la condensacion entre la DHAP y un aldehido aceptor, dando lugar
a la formacion de cetosas-1-fosfato con dos nuevos estereocentros. Dado que
los cuatro tipos de aldolasas dependientes de DHAP que existen son
estereocomplementarias, a priori la configuracion de los centros formados
puede ser controlada mediante la eleccion de la enzima adecuada (Sanchez-
Moreno et al., 2009; Oroz-Guinea et al., 2012).
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Tabla 1. Sustratos aceptores de las aldolasas.

Tipo de

. Donador Aceptor Product
enzima

0PO4?

o OH O
PEP-Aldolasas )J\”/OH /‘\H/OH R)*\/U\H/O"'
0 0

o]

OH ©O
DHAP-Aldolasas i y OPOs*
20,00 _J_on R
OH

OH O
o o
DHA-Aldolasas AN o"
o _J_ on RJ\H R)\)J\/
OH
o OH O
Glicina-Aldolasas HzN\)J\OH R)*\/U\OH
NH,
Acetaldehido-Aldol i i
cetaldehido- olasas
)J\H R)*\/U\H
. Las aldolasas dependientes de dihidroxiacetona (DHA) y otros

analogos desfosforilados. Esta nueva clase de aldolasas, cuyo unico
representante hasta el momento es la fructosa 6-fosfato aldolasa (FSA), son
capaces formar iminociclitoles y azdcares monofosfato con estereoisomeria
(35,4R) utilizando la DHA, el glicolaldehido (GA), la hidroxiacetona (HA) o la
hidroxibutanona (HB) como sustrato donador y el gliceraldehido-3-fosfato
(Schirmann y Sprenger, 2001; Garrabou et at., 2009; Sanchez-Moreno et al.,
2012).

. Las aldolasas dependientes de glicina, que dan lugar a la formacion de
B-hidroxi-a-aminoacidos, requieren PLP como cofactor y se pueden distinguir
dos miembros diferentes: la serina hidroximetil transferasa (SHMT) (Chiba et
al., 2012) y la treonina aldolasa (Liu et al.,, 2000; Franz y Stewart, 2014). A su
vez, las treonina aldolasas se pueden dividir en L/D-treonina aldolasas y en
L/D-allo-treonina aldolasas en funcion de su especificidad (Fesko et al., 2008).
In vivo las primeras catalizan la condensacion del formaldehido con la
glicina, mientras que las segundas degradan la treonina de forma reversible.
Ambos tipos de enzimas dependientes de glicina toleran una amplia variedad
de aldehidos como aceptores, necesitando un exceso de glicina en el medio

para favorecer el desplazamiento de la reaccion en el sentido de la sintesis
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(Steinreiber et al., 2007a; Steinreiber et al., 2007b; Steinreiber et al., 2007c;
Diuckers et al., 2010).

. Las aldolasas dependientes de acetaldehido dan lugar a 3-
hidroxialdehidos y su unico miembro conocido hasta el momento es la 2-
desoxi-p-ribosa-5-fosfato aldolasa, también conocida como DERA. Aunque in
vivo su funcion es la adicion aldolica reversible del acetaldehido al
gliceraldehido-3-fosfato, in vitro puede aceptar diversos aldehidos como
sustratos donadores e, incluso, aceptar donadores distintos al natural como
propanal, acetona o fluoroacetona (Chen et al, 1992). Ademas, DERA es la
unica aldolasa capaz de llevar a cabo la reaccion de condensacion empleando
dos aldehidos vy, por lo tanto, formando un nuevo aldehido como producto.
Esta caracteristica es muy interesante desde un punto de vista sintético, ya
que el producto formado puede ser utilizado como sustrato en una segunda
adicion alddlica mediada bien por DERA o por cualquier otra aldolasa (Gijsen
et al., 1995a; Gijsen et al., 1995b; Garcia-Junceda et al., 1995).

De entre estos cinco grupos, las aldolasas sin duda mas utilizadas en

sintesis organica son las aldolasas dependientes de dihidroxiacetona fosfato.

Aldolasas dependientes de dihidroxiacetona fosfato

Las aldolasas dependientes de dihidroxiacetona fosfato in vivo forman
parte de la glucdlisis, la gluconeogénesis y del catabolismo de los
carbohidratos L-fucosa, L-rhamnosa y galactitol (Fig 19) (Yurimoto et al,
2005).

Como ya se ha mencionado, esta familia de aldolasas cataliza la adicion
alddlica entre una cetona donadora (DHAP) y un aldehido aceptor formando
cetosas-1-fosfato y estd compuesta por cuatro enzimas: fructosa-1,6-bisfosfato
aldolasa (FBPA), tagatosa-1,6-bisfosfato aldolasa (TBPA), r-fuculosa-1-fosfato
aldolasa (Fuc-1PA) y L-ramnulosa-1-fosfato aldolasa (Rha-1PA). El 1-
lactaldehido es el sustrato aceptor natural de Fuc-1PA y Rha-1PA, y el b-
gliceraldehido-3-fosfato el de FBPA y TBPA. Su mayor interés sintético reside
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RUTA DE LAS PENTOSAS FOSFATO
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Figura 19. Catabolismo de D-glucosa-6P, L.-rhamnosa, L-fucosa, L-tagatosa y galactitol.
La L-rhamnosa isomerasa (Rha-IM) cataliza la isomerizacion de la L-rhamnosa a L-
rhamnulosa, que posteriormente es fosforilada por la 1-rhamnulosa quinasa (Rha-K)
para obtener L-rhamnulosa-1-fosfato. La L-rhamnulosa-1-fosfato aldolasa (Rha-1PA)
cataliza el paso final para obtener DHAP y D-GA3P. El catabolismo de r-fucosa es
muy similar al de L-rhamnosa: participan los enzimas L-fucosa isomerasa (Fuc-IM),
L-fuculosa quinasa (Fuc-K) y finalmente la L-fuculosa-1-fosfato aldolasa (Fuc-1PA). El
catabolismo de la p-tagatosa comienza con una fosforilacién catalizada por una
glucoquinasa (GK) para obtener p-tagatosa-1-fosfato, que es nuevamente fosforilada
por la p-tagatosa-1-fosfato quinasa (T1P-K), obteniéndose la D-tagatosa-1,6-bisfosfato.
Finalmente se obtienen DHAP y D-GA3P por mediacion de la D-tagatosa-1,6-bisfosfato
aldolasa (TBPA). El p-galactitol puede ser directamente fosforilado para obtener D-
glicidol-1-fosfato, a partir de la cual se forma D-tagatosa-6-bisfosfato mediante el
enzima D-glicidol-1-fosfato deshidrogenasa (Gal1P-DH). La D-tagatosa-6-bisfosfato es
nuevamente fosforilada con mediacién de una fosfofructoquinasa (PFK) para
obtener D-tagatosa-1,6-bisfosfato. El catabolismo del D-galactitol y D-tagatosa
convergen en su parte final catalizada por TBPA. En la glucdlisis se produce la
isomerizacién de la p-glucosa-6-fosfato por una p-glucosa-6-fosfato isomerasa (Glu-
IM), la p-fructosa-6-fosfato obtenida se fosforila gracias a una p-fructosa-1-fosfato
quinasa (F1P-K), seguida de la obtenciéon de DHAP y D-GA3P catalizada por la D-
fructosa-1,6-fosfato aldolasa (FBPA).
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en que, en la cetosa-1-fosfato resultante, se forman dos nuevos
estereocentros cuya estereoquimica estd controlada, salvo excepciones, por
la enzima y no por los sustratos (Fessner et al, 1991; Espelt et al., 2003).
Ademas, las aldolasas de esta familia son estereocomplementarias, es decir,
su uso permite sintetizar los cuatro diastereoisomeros posibles a partir de un
par de sustratos dado (Garcia-Junceda et al, 1995) (Fig. 20). Aunque esta
afirmacion es de uso generalizado, no es completamente cierta ya que la
tagatosa-1,6-bisfosfato aldolasa no presenta control de la estereoquimica
sobre la reaccion de adicion aldolica cuando se emplean aldehidos distintos
al natural (Fessner et al., 1992). Esta falta de estereoselectividad dificulta la
utilizacion de la tagatosa-1,6-bisfosfato aldolasa en sintesis organica, pero
esta desventaja podria ser superada mediante el empleo de técnicas de

ingenieria de proteinas (Williams et al., 2003).

O HO O HO

20,P0 . 20,PO0 >
TR R
OH FBPA 0 OH
D-treo X\ 2‘O3PO\)J\/OH L-treo
+
0
Y M
TBPA H R
O HO © G Ho
2‘O3PO\)J\*/'\ 20,PO A
v * R *“R
OH OH
L-eritro D-eritro

Figura 20. Aldolasas dependientes de dihidroxiacetona fosfato: fructosa-1,6-
bisfosfato aldolasa (FBPA), tagatosa-1,6-bisfosfato aldolasa (TBPA), rhamnulosa-1-
fosfato aldolasa (Rha-1PA) y fuculosa-1-fosfato aldolasa (Fuc-1PA). Los nuevos
centros estereogénicos formados en la reaccidn alddlica se sefialan con asteriscos.

Las aldolasas dependientes de DHAP presentan una gran especificidad por
la cetona donadora, aunque toleran un amplio rango de aceptores (Clapés vy
Fessner, 2011), incluyendo aldehidos alifaticos poco impedidos, aldehidos con
heterodtomos o-sustituidos (Bednarski et al, 1989), monosacaridos y sus
derivados (Bednarski et al., 1986). En general se considera que los aldehidos

con impedimentos estéricos, los aromaticos y los a,p-insaturados no pueden
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ser sustrato de estas enzimas, aunque existen algunos ejemplos en la
bibliografia en los cuales este tipo de sustratos son utilizados en la
condensacion alddlica (Espelt et al., 2005; Calveras et al, 2009; Sanchez-

Moreno et al., 2009a; Clapés y Fessner, 2011).

Una de las principales aplicaciones de las aldolasas dependientes de DHAP
es la sintesis de inminociclitoles y aminociclitoles, que pueden actuar como
inhibidores de glicosidasas y glicosiltransferasas por lo que presentan una
potencial aplicacion como antibidticos, antimetastasicos, antihiperglucémicos
0 inmunoestimuladores. Ademas, también pueden actuar como chaperonas
quimicas, asistiendo al plegamiento y estabilizacion de proteinas cuya
inactivacion es la causa de diversos desordenes metabdlicos (Okumiya et al.,
2007; Suzuki, 2008; Gomez et al., 2012; Concia et al., 2013).

La aplicacion de aldolasas dependientes de DHAP a la sintesis de
productos naturales distintos de carbohidratos es menos habitual. Moléculas
complejas como el elicitor microbiano siringolido 2 (Chénevert y Dasser,
2000) o diversos andlogos de la pancratistatina (Phung et al., 2003) son
ejemplos de esta aplicacion. Otros productos naturales que se obtienen
incluyendo el uso de una aldolasa dependiente de DHAP en su ruta sintética
son la brevicomina (Schultz et al., 1990), el fragmento C3-C9 de la aspicilina
(Chénevert et al., 1997), el fragmento C11-C16 de la pentamicina (Shimagaki
et al., 1993) o el fragmento C12-C20 de la anfotericina (Malleron y David,
1996).

El problema de la dependencia de dihidroxiacetona fosfato

El principal inconveniente que presenta el uso de estas enzimas es su
estricta especificidad por la DHAP. Este compuesto es un sustrato caro desde
el punto de vista comercial, 1o que impide su uso estequiométrico a gran
escala, es 1abil a pHs neutros y basicos, que es el intervalo 6ptimo para las
aldolasas, produciéndose una disminucion de la concentracion efectiva de
DHAP en el medio de reaccion, y, ademas, limita las moléculas que se pueden
obtener, ya que sOlo es posible variar la mitad de la molécula

correspondiente al aldehido. Algunos de los esfuerzos para superar la
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dependencia de DHAP de las aldolasas son: (i) la formacion in situ de ésteres
de vanadato, arsenato o borato que actian como miméticos del ester fosfato
(Drueckhammer et al., 1989; Crans et al., 1992; Schoevaart et al., 2001;
Sugiyama et al., 2006; Garrabou et al., 2011), (i1) el uso de estrategias de
evolucion dirigida para modificar la especificidad de las aldolasas por el
sustrato donador (Sugiyama et al., 2007; Garrabou et al., 2010; Garrabou et
al., 2011), (ii1) el desarrollo de anticuerpos cataliticos y pequefios péptidos
con actividad aldolasa (Goswani et al., 2009; Wagner et al., 1995), (iv) el
disefio de novo de enzimas retroalddlicas (Jiang et al., 2008) y (v) el uso de
nuevas enzimas (Schurmann, y Sprenger, 2001; Garrabou et al, 2009;
Sanchez-Moreno et al., 2012).

A pesar de estos esfuerzos para evitar la dependencia por la DHAP, todavia
es necesario el desarrollo de un método eficiente para su preparacion.
Numerosos métodos quimicos y enzimaticos han sido descritos en la
literatura. En la sintesis quimica destacan aquellos procesos que comienzan a
partir del dimero de DHA (Jung et al., 1994; Charmantray et al., 2004), o de la
1,3-dibromoacetona (Gefflaut et al., 1997) ya que dan lugar a precursores
estables de la DHAP. No obstante, estos métodos incluyen diversos pasos de
proteccion/desproteccion por lo que son rutas sintéticas largas, con distintos
pasos de purificacidn, suelen tener elevados costes, bajos rendimientos y, en

muchos casos, utilizan reactivos téxicos.

Por otra parte la formacion enzimatica de la DHAP estd normalmente
acoplada a la reaccidn alddlica catalizada por una aldolasa. La DHAP puede
ser preparada por oxidacion del rL-glicerol-3-fosfato (.-G3P) catalizada por
una glicerofosfato oxidasa acoplada a una catalasa para la descomposicion
del peroxido de hidrogeno formado (Fessner y Sinerius, 1994). Este sistema
multienzimatico ha sido acoplado con la preparacion in situ del b,L-G3P tanto
a partir de la fosforilacion enzimatica del glicerol catalizada por la fosfatasa
fitasa, como a partir de la apertura regioselectiva con fosfato del epéxido del
rac-glicidol (Charmantray et al., 2006). La generacion in situ de la DHAP
también puede llevarse a cabo mediante una reaccion en cascada utilizando
la fosfatasa acida de Shigella flexneri y pirofosfato como fosfato donador (van
Herk et al., 2006). La fosforilacion de DHA, usando ATP como donador del
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grupo fosfato, catalizada por una quinasa es otra estrategia para la
obtencion de DHAP. Esta aproximacion fue descrita por primera vez en 1983
por Wong yv Whitesides usando la enzima glicerol quinasa con regeneracion

del cofactor por una piruvato quinasa (Fig. 21).
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Figura 21. Rutas enzimdticas de sintesis de DHAP basadas en el empleo de: (A) la
glicerol fosfato oxidasa (GPO), (B) la fosfatasa acida de Shigella flexneri (PhoN-Sf), (C)
la glicerol quinasa (GK).

Nuestro grupo de investigacion ha disefiado en los ultimos afios un sistema
multienzimdtico que permite la formaciéon “one-pot” de enlaces C-C
utilizando DHA como donador inicial (Sanchez-Moreno et al., 2004). Este

sistema esta basado en el uso de la DHAK dependiente de ATP de Citrobacter
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freundii CECT 4626 para la fosforilacion de la DHA (Sanchez-Moreno et al.,
2009b). La ruta descrita por nuestro grupo integra tres elementos en un
unico paso de reaccion (Fig. 22): (i) la fosforilacion de la DHA catalizada por
la dihidroxiacetona quinasa (DHAK) de C. freundii; (ii) la reaccion alddlica
catalizada por la aldolasa y (iil) la regeneracion de ATP catalizada por la

acetato quinasa (AK) de E. coli usando acetilfosfato como donador de fosfato.
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N R™ “H
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Figura 22. Sistema multienzimdtico para la sintesis de aldoles basado en la
fosforilacién de 1a DHA por la DHAK de Citrobacter freundii.

Este sistema permite la sintesis de DHAP en un unico paso a partir de DHA
comercialmente accesible, la utilizacion de cantidades cataliticas de ATP, que
es un sustrato caro, empleando acetilfosfato como donador de fosfato en la
regeneracion, que es un sustrato facilmente accesible (Crans y Whitesides,
1983), obteniendo de esta manera el aldol fosforilado. La utilidad de este
sistema multienzimatico ha sido probada con 3 aldolasas dependientes de
DHAP y con una gran variedad de aldehidos comerciales (Sanchez-Moreno et
al., 2009a).

Con el fin de reducir el numero de enzimas utilizadas y simplificar el
sistema multienzimatico, se disefi0 una enzima bifuncional (DLF) que
presenta las actividades quinasa y aldolasa en la misma cadena polipeptidica
(Iturrate et al, 2009; Iturrate et al, 2010). Desde el punto de vista
biotecnologico, esta enzima bifuncional presenta dos ventajas fundamentales
frente a la utilizacion de las enzimas independientes: por un lado, supone un
abaratamiento de la purificacidon ya que las dos actividades se encuentran en
una unica cadena polipeptidica; por otro lado, la proximidad que impone la
fusion entre los centros activos que catalizan reacciones secuenciales supone
un aumento en la velocidad de la reaccion global que se puede interpretar en

términos de canalizacion del sustrato. En la enzima DLF, la actividad quinasa

46



INTRODUCCION

es aportada por la DHAK de C. freundii y, hasta ahora, esta enzima
bifuncional se ha desarrollado con una unica aldolasa, la fructosa-1,6-

bisfosfato aldolasa (FBPA) de Staphylococcus carnosus (Fig 23).

o B ® 5

DHA ATP OH
< )J\H ADP

Aldehido

Figura 23. Sintesis de aldoles empleando una enzima de fusién bifuncional con
actividad quinasa y aldolasa en la misma cadena polipeptidica.

No obstante, a pesar de la eficiencia de las nuevas metodologias
desarrollas para la formaciéon de DHAP expuestas, que facilitan la
aplicabilidad de las aldolasas dependientes de DHAP, y de la probada utilidad
sintética de estas enzimas, todavia existen pocos procesos a escala industrial
en los que estén involucradas las aldolasas y, hasta donde llega nuestro
conocimiento, ninguno de ellos implica aldolasas dependientes de DHAP
(Greenberg et al., 2004; Castillo et al., 2006; Wolberg et al., 2008; Patel et al.,
2009).

ENZIMAS DE ORGANISMOS HIPERTERMOFILOS

A pesar de las importantes ventajas que ofrecen las enzimas como
catalizadores y de la gran variedad de compuestos organicos que son capaces
de sintetizar, su uso se ve muchas veces limitado —especialmente a nivel
industrial— por la inestabilidad intrinseca que presentan en determinadas
condiciones de reaccion. Fundamentalmente esto es debido a que las
enzimas han evolucionado para trabajar en medios acuosos y en un estrecho

margen de pH y temperatura.

Una alternativa para superar este inconveniente puede ser el uso de
enzimas de microorganismos extremofilos. Los microorganismos son capaces

de adaptarse a las madas variadas condiciones medioambientales vy, asi,
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colonizar cualquier habitat terrestre o marino. Aquellos capaces de
sobrevivir bajo condiciones extremas de salinidad (halofilos), pH (aciddfilos y
alcalofilos), presion (barofilos, también llamados piezofilos) y temperatura
(desde los psycrofilos hasta hipertermofilos) se denominan extremofilos
(Tabla 2) (Niehaus et al., 1999; van den Burg, 2003; Champdoré et al., 2007;
Canganella y Wiegel, 2011).

Tabla 2. Tipos de extremdfilos, condiciones dptimas de crecimiento y generos mas

conocidos.
Tipo de . . , . .
P L Condiciones Géneros mas conocidos
extremofilo
- Methanobacterium, Thermoplasma,
Termoéfilos Tope 50-80 °C p

Thermus?*, Bacillus

Aquifex*, Archaeoglobus, Hydrogenobacter?,
Methanothermus, Pyrococcus, Pyrodictium,
Pyrolobus, Sulfolobus, Thermococcus,
Thermoproteus, Thermotoga*

Hipertermofilos Tope> 80 °C

Psicrofilos Tope<20°C Alteromonas, Psycrobacter*
g Acidianus, Desulfurolobus, Sulfolobus,
<
Acidotilos PHope <3 Thiobacillus*
Alcaléfilos PHope> 8,5 Natronobacterium, Natronococcus, Bacillus*
. 3-25% de Haloarcula, Halobacterium, Haloferax,
Haléfilos
sales Halorubrum
* y *
Piezofilos P>1.3atm Chloroflexus* Deinococcus®, Pyrococcus,

Pyrolobus, Spirochaeta*, Thermus*

* Género del dominio Bacteria, el resto pertenece al dominio Archaea.

Consecuentemente, todas las macromoléculas de estos microorganismos,
incluyendo proteinas, acidos nucleicos y lipidos, estan adaptadas para un
correcto funcionamiento en esos ecosistemas. La aplicacion de las enzimas
de estos microorganismos en biocatalisis permite el uso de condiciones
consideradas anteriormente como incompatibles con la utilizacién
biocatalizadores (Tabla 3). Ademds, es muy probable que algunos

extremofilos, especialmente aquellos pertenecientes al dominio Archaea,
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pueden poseer rutas metabdlicas desconocidas hasta el momento y, por lo
tanto, ser el origen de enzimas con nuevas actividades y aplicaciones (Hough

y Danson, 1999; Demirjian et al., 2001; Champdoré et al., 2007).

Tabla 3. Aplicaciones biotecnoldgicas segun el tipo de extremofilo.

Tipo de extremofilo Enzimas Aplicaciones
Amilasas Degradacién del almidon
Termoéfilos e Xilanasas Blanqueamiento de papel
hipertermofilos Proteasas Detergentes, alimentacion
ADN polimerasas Biologia molecular
Proteasas neutras Industria lactea
Proteasas Detergentes
Psicrofilos Amilasas Detergentes
Lipasas Detergentes
Deshidrogenasas Biosensores
Acidofilos Oxidoreductasas Desulfuracion del carbon
Celulasas Detergentes
Proteasas Detergentes
Alcalofilos
Amilasas Detergentes
Lipasas Detergentes
Bacteria entera Bioremediacién
Halofilos
Hidrolasas Alimentacidn, industria textil
Piezdfilos Bacteria entera Industria alimentaria y

farmacéutica

Las adaptaciones llevadas a cabo por los organismos termofilos son

especialmente interesantes desde un punto de vista biocatalitico, ya que se
requiere que las propias proteinas del microorganismo sean termoestables,
mientras que la adaptacion de los microorganismos sometidos a otros tipos
de estrés —como el debido al pH o a la osmolaridad— no implica
necesariamente la adaptacion de sus proteinas debido a que el factor de
estrés puede evitarse por el uso de mecanismos compensatorios (regulacion

del pH o sintesis de osmoprotectores) (Razviy Scholtz, 2006).
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Los microorganismos hipertermofilos son aquellos capaces de crecer a
temperaturas superiores a 80 °C (Stetter, 2006). El origen de estos
microorganismos ha sido muy debatido. Basandose en el analisis de la
secuencia de las subunidades 16S y 18S de ARNr, se evidencia que los
microorganismos hipertermofilos pertenecen exclusivamente a los dominios
Archaea y Bacteria, ocupando las ramas mas cercanas a la raiz del arbol
filogenético (Fig. 24) (Woese et al, 1990). Por consiguiente, la teoria
actualmente mas extendida en base a las evidencias circunstanciales, sugiere
que estos microorganismos son los predecesores de los microorganismos
mesofilos actuales (Woese et al., 1998). Intuitivamente, esta teoria concuerda
con las condiciones medioambientales terrestres presupuestas en el
momento del origen de la vida. Por otra parte, otra teoria sugiere que los
organismos termofilos evolucionaron a partir de los mesofilos para
adaptarse a nuevos ambientes. Esta hipdtesis se basa en la suposicion de que
el ARN ancestral no podria ser estable a tan elevadas temperaturas (Miller y
Lazcano, 1995; Forterre, 1996).

Desde que en 1972 se descubriese el primer hiperterméfilo de la especie
Sulfolobus en Yellowstone (Brock et al., 1972), se han identificado mas de 80
de estos microorganismos a temperaturas cercanas o superiores a los 100 °C,
tanto en zonas terrestres (solfataras volcanicas, géiseres), como en zonas
marinas (fumarolas hidrotermales) e, incluso, en zonas industriales creadas
por el hombre (Unsworth et al, 2007). Entre los miembros de los
microorganismos hipertermofilos con las temperaturas Optimas de
crecimiento mas altas se encuentran los géneros Pyrobaculum, Pyrodictium,
Pyrococcus, Pyrolobus y Methanopyrus, en el dominio las Archaea (103-110
°C), mientras que en el dominio Bacteria, los representantes que exhiben
mayor temperatura optima son Thermotoga maritima y Aquifex pyrophilus,

siendo 80 y 85 °C respectivamente.
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Fig. 24. Arbol filogenético universal basado en la subunidad pequefia del ARNr. Las
lineas rojas representan los organismos hipertermdfilos (Stetter, 2006).

Como todos los seres vivos, los hiperterméfilos se han adaptado a las
condiciones en las que tiene que sobrevivir y reproducirse. Asi, las
membranas celulares de estos microorganismos contienen una gran cantidad
de acidos grasos saturados lo que aumenta su rigidez (Herbert y Sharp, 1992).
En el caso de las arqueas, ademas, los acidos grasos de la membrana estan
unidos entre si, favoreciendo la resistencia térmica (de Rosa et al., 1994). Con
la misma intencion, el ADN de los organismos hipertermofilos sufre un
superenrollamiento positivo provocado por una ADN girasa reversa, lo que

aumenta la temperatura de desnaturalizacion del material genético (L.opez,
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1999). Las proteinas sintetizadas por los microorganismos hipertermofilos,
denominadas termozimas, no representan una excepcion. Estas enzimas son
termoestables, resistentes a la desnaturalizacion a altas temperaturas, y
termofilas, es decir, su temperatura de actividad optima esta entre los 70 y
los 125 °C. Ademas, se ha comprobado que las enzimas de organismos
hipertermofilos presentan mayor resistencia a la desnaturalizacion que sus
homodlogas mesofilas (mesoenzimas) frente a otro tipo de condiciones
desnaturalizantes como pHs extremos, presencia de disolventes organicos,

osmolaridad y frente a la accion de proteasas (Vieille y Zeikus, 2001).

Mecanismos para la estabilidad en las enzimas hipertermofilas

Durante los ultimos afios, se ha recabado suficientes evidencias
experimentales como para concluir que no hay un unico mecanismo para la
gran termoestabilidad de las proteinas hipertermdfilas. Ademads, no se han
hallado aminoacidos, modificaciones covalentes ni motivos estructurales
nuevos (Fields, 2001). Por lo tanto, el aumento de estabilidad se debe a la
combinacion de numerosas pequefias modificaciones alcanzadas mediante el
intercambio de unos aminodacidos por otros (de Vendittis et al., 2008). Estas
modificaciones estdn enfocadas principalmente en dos direcciones, el
aumento de las interacciones intramoleculares y el incremento de la rigidez
y compactacion de la configuracion estructural (Sterner y Libl, 2001; Vieille y
Zeikus, 2001; Li et al., 2005; Unsworth et al., 2007; Littlechild et al., 2007; Reed
et al., 2013). De entre las interacciones adicionales que contribuyen a la
estabilidad cabe destacar los puentes de hidrdgeno, las interacciones
electroestaticas, las interacciones hidrofébicas, las interacciones aromaticas,
los puentes disulfuro y la union a metales. En cuanto a la rigidificacion y
compactacion de la estructura conformacional se lleva a cabo mediante el
aumento en el porcentaje de la estructura en o-hélice; estabilizacion de las o-
hélices con caracter dipolar gracias a la presencia de residuos cargados
negativamente en el extremo N-terminal de las mismas; la disminucion de
zonas sin estructura en la proteina, tanto random coil (RC) como giros entre

estructuras o-hélice o p-lamina; relajacion de la tension conformacional; el
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incremento de las interaciones entre subunidades en el caso de las proteinas

oligoméricas; y una menor superficie expuesta al medio.

Aparte de los factores intrinsecos de cada proteina, existen factores
extrinsecos que influyen en la estabilidad de la proteina dentro del contexto
bioldgico de la célula. En el interior de los microorganismos hipertermofilos
existe una amplia gama de pequefias moléculas, normalmente derivados de
azucar como trehalosa, manosilglicerato y dimioinositolfosfato, cuya funcion
es la estabilizacion de las proteinas. Ademads, las chaperoninas son proteinas
especialmente sintetizadas por los microorganismos termdafilos para ayudar
en el replegamiento en caso de desnaturalizacion proteica, restaurando la
estructura nativa de la enzima y su funcionalidad (Everly y Alberto, 2000). Es
necesario tener en cuenta también la alta concentracion de macromoléculas
y metabolitos existente en el interior de la célula, lo que ejerece un efecto

estabilizador.

Aplicacion biotecnoldgica de las enzimas hipertermdfilas

Gracias a la gran estabilidad exhibida por las enzimas hipertermofilas,
éstas ofrecen la oportunidad de ampliar las condiciones de reaccion en las
que puede realizarse la biocatdlisis ofreciendo, ademas, una serie de ventajas
respecto a las enzimas de organismos mesofilos. Estas ventajas incluyen (i)
una purificacion mads sencilla, ya que puede llevarse a cabo mediante un
choque térmico; (ii) la estabilidad frente a disolventes organicos permite el
uso de codisolventes para la solubilizacion de sustratos apolares,
amplidndose por tanto el espectro de aplicabilidad sintética; (iii) el aumento
de la temperatura de la reaccién ayuda a la solubilizacion de compuestos
poco solubles a bajas temperaturas y favorece los parametros
termodinamicos de las reacciones endotérmicas; (iv) disminuye la viscosidad
de las reacciones; (v) evita la contaminacion microbiana; (vi) en general este
tipo de enzimas aguanta mayores concentraciones de sustrato y (vii) pueden
ser almacenadas a temperatura ambiente (Haki y Rakshit, 2003; Li et al.,
2005; Unsworth et al., 2007).
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A pesar de estas y otras ventajas, a dia de hoy sélo unos pocos procesos
industriales utilizan termoenzimas, entre los que destacan (i) el uso de o-
amilasas, normalmente de Bacillus licheniformis o  Bacillus
sterearothermophilus, en la etapa de licuefaccion en la hidrdlisis del almidén
para la obtencion de biofuel; (ii) la produccién del edulcorante aspartamo (L-
aspartil-L-fenilalanina metil ester) gracias a la termolisina de Bacillus
thermoproteolyticus; (iii) el blanqueo de papel por xilanasas; (iv) la
recuperacion de metales valiosos mediente biooxidacién  por
hipertermoacidéfilos; (v) la bioremediacion de la contaminacién por
productos fenolicos gracias a la cepa 98/2 de S. solfataricus y, por supuesto,
(vi) el uso de las polimerasas y ADN ligasas en biologia molecular. (Vieille y
Zeikus, 2001; Atomi, 2005; Blumer-Schette et al.,, 2008; Yeoman et al., 2010;
Atomi et al., 2011; Frock y Kelly, 2012; Elleuche et al., 2014).

El descubrimiento de nuevos microorganismos hipertermofilos y la
caracterizacion de nuevas enzimas hipertermofilas permitirad en un futuro
proximo ampliar la aplicacion de estas enzimas tanto a nivel de laboratorio

como en procesos los industriales.

Aldolasas dependientes de dihidroxiacetona fosfato

de origen hipertermofilo

A pesar de la gran utilidad sintética de las aldolasas dependientes de DHAP
y de las ventajas asociadas a las proteinas termdfilas, hasta la fecha solo han

sido descritas una pequeria cantidad de estas enzimas (Falcicchio et al., 2014).

Las aldolasas dependientes de DHAP pertenecientes a hipertermofilos mas
estudiadas hasta el momento han sido las FBPA debido al papel que
desempefian el la glucdlisis y en la gluconeogénesis. Sin embargo, aunque las
primeras FBPAs termoestables de tipo II fueron caracterizadas justo después
del descubrimiento de los microorganismos termofilos (Freeze y Brock,
1970), la identificacion de las FBPAs termoestables de tipo I en arqueas es
relativamente reciente. Este hecho fue debido a la falta de reconocimiento de

las secuencias genéticas codificantes para las proteinas de arqueas con
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respecto a las bases de datos de las secuencias nucleotidicas recopiladas a
partir de organismos eucariotas y bacterias (Verhees et al, 2003).
Unicamente después de la descripcién de una inusual FBPA de tipo I de E.
coli (Thomson et al., 1998) fue posible la identificacidn in silico de las FBPA en
arqueas (Galperin et al, 2000). Posteriormente se han identificado y
caracterizado otras FBPAs de tipo I, como por ejemplo las provenientes de
Thermoproteus tenax (Siebers et al., 2001), Pyrococcus furiosus (Siebers et al.,
2001) y Thermococcus kodakaraensis (Imanaka et al., 2002). De la misma,
manera se han descrito diversas FBPAs de tipo II, incluyendo las de Haloferax
volcanii (Pickl et al., 2012), Thermus caldophilus (Lee et al., 2006) y Aquifex
aeolicus (La et al., 2009). Un caso particular es la existencia de una enzima
bifuncional FBPA/fosfatasa en los fila Aquificae, Chloroflexi, Firmicutes,
Deinococcus-Thermus. Esta extraordinaria enzima produce la formacion de la
termolabil FBP e inmediantamente la desfosforila a fructosa-6-fosfato, que es

mas estable en esas condiciones (Say y Fuchs, 2011).

Hasta ahora, no se ha identificado ninguna TBPA hipertermofila, si bien
debe tenerse en cuenta que la base molecular para la discriminacion por el
sustrato no es del todo clara (Zgiby et al., 2000; Galkin et al., 2009). Cuando se
probo la estereoselectividad en la reaccion aldodlica utilizando la FPBA de T.
caldophilus se llegd a una mezcla de FBP y tagatosa-1,6-bisfosfato (TBP) (Lee
et al., 2006). Esta enzimas presenta, ademds, una mayor homologia de
secuencia aminoacidica con la TBPA (43%) de E. coli que con la FBPA (22%)

del mismo microorganismo.

En cuanto a las Fuc-1PA han sido descritas tres, aisladas de Thermus
thermophilus (Jeyakanthan et al, 2005), Thermoanaerobacter ethanolicus
(Babic et al., 2011) y Methanocaldus jannaschii (Choi et al., 1998). Todas ellas
han sido wutilizadas para la formacion de diversos compuestos
polihidroxilados en cascadas multienzimaticas (Li et al., 2011; Babich et al.,
2011).

Por ultimo, unicamente se ha descrito un gen (TM1072) que codifique para
una rhamnulosa-1-fosfato aldolasa de origen hipertermofilo. Este enzima
pertenece a T. maritima (Osipiuk et al, 2003), una bacteria hipertermofila

con una temperatura dptima de crecimiento de 80 °C (Hubert et al., 1986).
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Como se ha mostrado a lo largo de la presente introduccion, la formacion
enzimatica de enlaces C-C, en concreto empleando aldolasas dependientes de
DHAP para la obtencion de derivados polihidroxilados quirales, es muy
interesante desde el punto de vista de la sintesis organica. A pesar de ello,
todavia existen pocos procesos a escala industrial en los que estén
involucradas estas enzimas vy, por lo tanto, la busqueda de nuevas enzimas
con mejores caracteristicas desde el punto de vista biocatalitico es aun
necesaria. Por todo lo anteriormente mencionado, la presente Tesis Doctoral
trata sobre la caracterizacidon funcional y el estudio de la aplicabilidad como

biocatalizador de la rhamnulosa-1-fosfato aldolasa de T. maritima.
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Puesto que una de las mayores limitaciones que presenta el uso de
aldolasas en sintesis organica —sobre todo desde el punto de vista de su
aplicacion industrial— es su inestabilidad intrinseca en funcion de la
temperatura, del pH o de la presencia de cosolventes organicos, el objetivo
que nos planteamos al iniciar esta Tesis Doctoral fue el de obtener y
caracterizar un nuevo biocatalizador que permitiera la formacion de enlaces
C-C en un amplio rango de condiciones de reaccion. Nos centramos en la
obtencion y en el estudio integral como biocatalizador de una enzima
termofila, en concreto la rhamnulosa-1-fosfato aldolasa de Thermotoga

maritima.

Teniendo en cuenta este objetivo general, los objetivos concretos

planteados fueron los siguientes:

¢ Clonaje, sobreexpresion heterologa y posterior purificacion de dos
construcciones diferentes de la Rha-1PA de T. maritima

incorporando o no una cola de histidinas.

e (Caracterizacion bioquimica de las dos versiones de la enzima

recombinante:
— Determinacion del mecanismo catalitico.

— Cdlculo de los parametros cinéticos.
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— Analisis de la estructura.
— Determinacion de las condiciones 0ptimas de reaccion.

- Estudio de la estabilidad frente a la temperatura y la

presencia de disolventes en el medio.

— Analisis del efecto de la presencia de la cola de histidinas y
del cofactor en la estructura secundaria y la termoestabilidad
de la proteina.

e Estudio de su aplicabilidad sintética:

— Analisis de su compatibilidad con un sistema multienzimatico

aldolasa/quinasa para la formacion de enlaces C-C.

— Aplicacién en reacciones quimioenzimaticas para la sintesis

de analogos nitrogenados de azucares.
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MATERIALES

Las cepas bacterianas utilizadas para la realizacion de este trabajo han
sido: DH5a y BL21 (DE3) de Escherichia coli (Promega) y MSB8 de Thermotoga
maritima (DMSZ).

El plasmido pGEM-T easy se adquirio en Promega y el plasmido pET-28b(+)

fue suministrado por Novagen.

Los oligonucleotidos utilizados como cebadores de PCR se obtuvieron en
Isogen. La EcoTaq ADN polimerasa fue adquirida en Ecogen y tanto el patron
de tamafio molecular de 1 kb DNA Ladder como las endonucleasas de
restriccion Ndel, Ncol y HindIIl y la T4-ADN ligasa se adquirieron en MBI

Fermentas.

La purificacion de fragmentos de ADN a partir de bandas de gel de agarosa
se realiz6 con el kit Perfectprep® Gel Cleanup de Eppendorf. El kit GenElute™
Plasmid Miniprep de Sigma se uso para la obtencion de plasmidos a partir de

cultivos bacterianos.

La solucion de acrilamida/bisacrilamida 30% (29:1), asi como el reactivo de
Bradford, fueron adquiridos en Bio-Rad. El patron de pesos moleculares Low
Molecular Weigth Calibration Kit fue adquirido en GE Healthcare. Los geles

de proteina fueron tefiidos con Coomassie brilliant blue R-250.
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Las enzimas acetato quinasa (AK), aldehido deshidrogenasa (ADH),
proteinasa K de Tritirachium album, ARNasa, a-glicerofosfato deshidrogenasa
(a-GDH) y o-glicerofosfato deshidrogenasa con triosa fosfato isomerasa (o-
GDH/TIM) se obtuvieron en Sigma-Aldrich. La lisozima fue adquirida a USB
Corporation y la ADNasa I a Roche. El isopropil-p-D-tiogalactopiranosido
(IPTG) y el imidazol fueron suministrados por Acros Organics. Los
antibioticos sulfato de estreptomicina, sulfato de kanamicina y ampicilina,
ademas del ATP, el acetilfosfato, el NADH, los distintos aldehidos comerciales
utilizados (benciloxiacetaldehido (1b), fenilaceltaldehido (1c) y etil-3-metil-4-
oxocrotonato (1d)) y el resto de reactivos de rutina fueron adquiridos en
Sigma-Aldrich.

La dihidroxiacetona quinasa (DHAK) de Citrobacter freundii ha sido
clonada en nuestro laboratorio (Sanchez-Moreno et al., 2004; Sanchez-
Moreno et al,, 2009a), asi como las enzimas fructosa-1,6-bisfosfato aldolasa
(FBPA) de Staphylococcus carnosus y rhamnulosa-1-fosfato aldolasa (Rha-
1PA) de E. coli (Iturrate et al., 2009).

Las didlisis se llevaron a cabo con membranas Spectra/Por® (Spectrum)
con un cut-off de 12.000-14.000 Da.

Los componentes del medio de cultivo LB (extracto de levadura, triptona y

agar) y la agarosa D-1 Medium EEO fueron suministrados por Pronadisa.

La amplificacion del ADN se realiz6 en un Mastercycler Personal de
Eppendorf. Los geles de agarosa para la electroforesis de ADN se resolvieron
en una cubeta RunOne™ Electrophoresis Cell de Embitec. Los geles de
acrilamida/bisacrilamida para SDS-PAGE de proteinas se resolvieron en una
cubeta MiniProtean® 3 de Bio-Rad. Para el analisis densitométrico de geles de
los agarosa y de acrilamida/bisacrilamida se emple6 un fotodocumentador

Gene Flash Bio Imaging de Syngene LTD con el programa GeneTools 3.07.

Los cultivos celulares fueron incubados en un agitador orbital
termostatizado Lab-Shaker de Adolf Kihner AG.

Agarose Bead Technologies (ABT) suministré la resina de Ni**-IDA-Agarosa
de alta capacidad (30-40 umol Ni** ml" de resina; IDA: 4cido iminoacético) y

Bio-Rad las columnas cromatograficas Glass Econo-Column® (@=2,5 cm). Para
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la purificacion de las proteinas Rha-1PA de T. maritima, Rha-1PA de E. coliy
DHAK de C. freundii se utiliz6 una columna de exclusion molecular Hil.oad
26/60 Superdex™ 200 PG controlada por un sistema AKTA-FPLC de GE
Healthcare Life Science. La purificacion por choque térmico de la Rha-1PA de
T. maritima se realiz6 en un Multi-Block Heater. Todas las muestras de

proteina pura se liofilizaron en un liofilizador Lioalfa 6 de Telstar.

Por ultimo, para los ensayos espectrofotométricos se empleé en un
espectrofotometro UV-Visible SPECTRAmax-384 PLUS de Molecular Devices.

METODOS

Las técnicas basicas de manipulacion de ADN (PCR, clonaje, ligamiento,
transformacion, etc.) se realizaron segun se describe en Sambrook et al,
19809.

Los diferentes fragmentos de ADN se analizaron por electroforesis en gel
de agarosa al 0,8% en Tris-acetato 40 mM, EDTA 1 mM (TAE) a pH 8 con
bromuro de etidio (0,4 pg ml™).

La secuenciacion del gen TM1072 de T. maritima se realizo en el Centro de
Secuenciacion de la Facultad de Biologia de la Universidad Complutense de
Madrid.

Obtencion de la proteina rhamnulosa-1-fosfato aldolasa

de T. maritima

Amplificacion del gen TM1072

El gen TM1072, de 711 pb, que codifica putativamente para la proteina L-

rhamnulosa-1-fosfato aldolasa de T. maritima fue amplificado mediante PCR.
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Para la obtencidon del ADN gendmico se utilizo sedimento seco procedente
de una sola colonia de la cepa MSB8 de T. maritima (DMSZ 3109). Una
pequefia cantidad del sedimento fue sometida a lisis en 40 pl de buffer
especifico conteniendo tampon Tris-HCl (50 mM, EDTA 50 mM, pH 8), Tween
20 (0,5%), Triton X-100 (0,5%), lisozima (40 pug), ARNasa (32 pg) y proteinasa K
de T. album (32,3 U). La mezcla se incub06 con agitacion orbitalica (150 rpm) a
37 °C durante una hora (Kim et al., 1993).

Las secuencias de los cebadores disefiados para la amplificacion del gen se
detallan en la Tabla 1MM. Dependiendo de la necesidad de la presencia
(secuencia de restriccién Ndel), o ausencia (secuencia de restriccion Ncol) de
colas de histidina en la proteina, dos oligonucledtidos portando diferentes
secuencias de restriccion fueron usados como oligonucledtidos cebadores del

extremo N-terminal.

Tabla 1 MM. Secuencia de los cebadores disefiados para la amplificacion del gen
TM1072.

Extremo Diana Oligonucle6tido™

Fripatm (N-t)  Ndel > TATAACATATGATGAGAGAGACGATA *
Fripatmsht (N-t) Ncol  ° TATAAACCATGGGCATGAGAGAGACGATA®

Rripatm (C-t)  HindIII 5 TATAAAAGCTTTCACAGCCATCCCTC *

@) Las bases subrayadas se corresponden con las secuencias diana de la correspondiente
enzima de restriccion.

La amplificacion del gen TM1072 con colas de histidina (rIpatm) y sin
colas de histidina (r1patmsht) se llevo a cabo por separado en reacciones de
10 pl que contenian como molde 0,1 pl de dilucién 1:3 de lisado celular/H0.
Se realizaron 30 ciclos de reaccidon. La composicion de las reacciones y los

ciclos de temperatura utilizados se detallan en la Tabla 2MM.
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Tabla 2MM. Condiciones de reaccién para la amplificacion por PCR del gen TM1072.

Tampon 10x 1ul
=
g MgCl, (50 mM) 0,8 ul
=
:g dNTPs (10 mM) 1ul
(]
<
@ Template 0,1ul
< .
@ H;0 mili-Q 6,8 ul
=
'8 Cebador N-t 0,1l
-é
8 Cebador C-t 0,1 ul
EcoTaq (5 U pl™) 0,1 ul
g Desnaturalizacion 94 °C-1 min
%)
= Anillamiento 50 °C-1,5 min
©
© Elongacion 72 °C-2 min

Clonaje del gen TM1072

Ambos productos de la reaccion de amplificacion fueron purificados a
partir del gel de agarosa (0,8%) y ligados en primer lugar con el vector pGEM-
T easy (3015 pb) segun el protocolo del fabricante. Este es un plasmido

contiene un gen que proporciona resistencia al antibidtico ampicilina.

Las construcciones pGEM-ripatm y pGEM-ripatmsht se utilizaron para
transformar células competentes DHSo de E. coli que se incubaron sobre
sendas placas de LB-agar que contenian 250 pg ml" de ampicilina, IPTG (0,5
mM) y X-Gal (5-Bromo-4-cloro-3-indolil p-b-galactopiranésido; 80 ug ml™) para
realizar un chequeo de colonias blancas y azules. Se seleccionaron 10
colonias blancas al azar de cada plasmido en las que se examino por PCR la
presencia del gen requerido. Aquellas que dieron positivo se crecieron en 10
ml de LB con 250 ug ml™ de ampicilina a 37 °C O/N.
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Como vector de expresion se eligio el plasmido pET-28b(+). Este plasmido,
de 5369 pb proporciona resistencia al antibiotico kanamicina, tiene un
promotor que da altos niveles de expresion de la proteina recombinante vy,
ademads, puede expresar la proteina fusionada a un pequefio péptido en el
extremo N-terminal que contiene 6 histidinas en funcion de las secuencias de
restriccion elegidas en los oligonucledtidos cebadores. La cola de histidinas
(His-tag) presenta una gran afinidad a metales divalentes lo que posibilita la
purificacion de la proteina a partir del extracto crudo soluble total (CFE)

mediante cromatografia de afinidad a iones metdlicos inmovilizados (IMAC).

El gen ripatm se subclondé en el vector pET-28b(+) entre las dianas
especificas de las enzimas de restriccion de Ndel y HindIIl, dando lugar al
plasmido pET-28b(+)-r1patm, mientras que el gen ripatmsht se subclono en el
mismo tipo de vector entre las dianas especificas de las enzimas de
restriccion de Ncol y HindlIll, obteniéndose plasmido pET-28b(+)-r1patmsht.
Cada una de las construcciones en los plasmidos pGEM, asi como el pET-
28b(+), se digirieron en reacciones de 100 pl que contenian 200 U de cada una
de las enzimas de restriccion antes mencionadas siguiendo las instrucciones
del proveedor. Tras la purificacion de los plasmidos pET-28b(+) linealizados y
de los genes ripatm y ripatmsht a partir de los geles de agarosa, se procedio
a la ligacion por separado de cada uno de los insertos en el vector
correspondiente utilizando una relacion vector/inserto 1:7, T4-ADN ligasa y
10x ADN ligasa buffer.

Los vectores de expresion pET-28b(+)-ripatm y pET-28b(+)-r1patmsht asi
construidos se utilizaron para transformar células competentes BL21 (DE3)
de E. coli que después se cultivaron sobre placas de LB-agar que contenian
26,3 pug ml' de kanamicina. De las colonias que crecieron en estas
condiciones se seleccionaron 10 de las transformadas con cada tipo de
construccion al azar y se chequearon por PCR para asegurar la presencia del
gen esperado. Todos los plasmidos obtenidos se secuenciaron usando el
cebador de secuenciacion del promotor de la T7-ADN polimerasa, verificando

asi la secuencia completa del gen TM1072.
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Sobreexpresion de la rhamnulosa-1-fosfato aldolasa de T.

maritima

La sobreexpresion de la proteina r-rhamnulosa-1-fosfato aldolasa de T.
maritima, con (Rha-1PA Tm) o sin (Rha-1PA Tm SHT) colas de histidinas, se
realizo seleccionando una de las cepas que contenian el plasmido con el gen
correspondiente y se crecié en medio LB con kanamicina (26,3 ug ml™) a 37
°C con agitacion orbitalica (130 rpm) hasta que el cultivo lleg6o a una
0.Dgoonm~ 0,5. En ese momento la expresion de la proteina se indujo con IPTG
(0,4 mM) y el cultivo se mantuvo a 30 °C durante toda la noche. Para la
extraccion de proteinas, los cultivos se centrifugaron a 1.900 g durante 30
min a 4 °C y las células se sometieron a tratamiento con lisozima.
Posteriormente se desecho el sobrenadante y las células se resuspendieron
en tampoén Tris-HCI (50 mM; pH 8,0; 8 ml g” de células) y se afiadié lisozima
(2 mg ml?) en una disolucion de EDTA (50 mM; pH 8,2) (Bastida et al., 2001).
Esta suspension se someti0 a agitacion magnética fuerte a temperatura
ambiente durante una hora y después se mantuvo en agitacion a 4 °C durante
toda la noche. A la solucién viscosa obtenida se le afiadieron 10 pg ml” de
ADNasa y 0,95 pg ml' de MgCl, y se agité a 4 °C durante 20 min.
Posteriormente, se centrifugd durante 30 min a 15.600 g y a 4 °C. Al
sobrenadante resultante se le afiadi6 un 1% de sulfato de estreptomicina
para precipitar los acidos nucleicos, se mantuvo con agitacidon magnética
fuerte durante 20 min a 4 °C y después se centrifugé durante 30 min a 15.600

gy a4°Cpara obtener el extracto crudo celular (CFE).

La expresion de la proteina recombinante se analiz6 mediante SDS-PAGE

en geles al 13% en la zona de separacion.

Purificacion de la rhamnulosa-1-fosfato aldolasa de T.

maritima

La proteina Rha-1PA de T. maritima con colas de histidina se purifico en
dos pasos a partir de extracto de proteina soluble. En primer lugar se sometio

el CFE a choque térmico a 60 °C durante 20 min y se centrifugo a 4 °C durante
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30 min a 16.000 g. Posteriormente, se recogio el sobrenadante y se realizo
una segunda purificacion por IMAC para lo cual fue necesario empaquetar,
en minicolumnas cromatograficas (9=0,7 cm de Bio-Rad), 5 ml de resina de
Ni*-IDA-Agarosa de alta densidad que se lavé con 5 volumenes de H,0 por
volumen de resina y se equilibré con 10 volumenes de tampon fosfato sédico
(20 mM; pH 7,5). A continuacion se cargé con 1 volumen de CFE y se lavo con
10 volumenes del tampon anteriormente citado con el fin de eliminar todas
aquellas proteinas que se hubieran quedado retenidas de forma inespecifica.
Para eluir la Rha-1PA Tm se usé tampon fosfato sédico (20 mM; pH 7,5), que
contenia imidazol (0,5 M). Todas las fracciones se analizaron mediante SDS-
PAGE en geles al 13%.

Las fracciones que contenian proteina fueron dializadas frente a H,O mili-
Q a pH 7,0-7,5 eliminando de esta manera las sales y el imidazol. La dialisis se
dejé O/N a 4 °C con agitacidon suave. El dializado se dividié en alicuotas de
aproximadamente 5 ml y se congel6 con nitrogeno liquido para su posterior

liofilizacion. Este liofilizado se conservo a 4 °C hasta su utilizacién.

Para la purificacion de la proteina recombinante sin colas de histidina se
utilizo la cromatografia de exclusion molecular precedida de un choque
térmico como el previamente descrito. Se usé una columna cromatografica
HiLoad 26/60 Superdex™ 200 PG. La fase mévil empleada fue tampén fosfato
(50 mM; pH 7,2) que contenia NaCl (0,5 M), con flujo constante de 1 ml min™.
Todas las fracciones se analizaron mediante SDS-PAGE en geles al 13%. Las
fracciones conteniendo Rha-1PA Tm recogidas fueron sometidas a didlisis y

posterior liofilizado como se ha descrito previamente.

Quelacion de los metales divalentes del centro catalitico

Cuando fue necesario, la Rha-1PA de T. maritima purificada se incubd con
EDTA (100 mM) durante una hora a 80 °C para retirar completamente los
metales divalentes presentes en el centro catalitico. Para eliminar las
posibles enzimas precipitadas por desnaturalizacidn tras este tratamiento se
centrifugd durante 30 min a 15.600 g y a 4 °C. Este tratamiento se realizo de

forma previa a la didlisis y a la posterior liofilizacion.
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Saturacion del centro catalitico con Co**

De forma andloga a la quelacion con EDTA de los metales divalentes, para
cambiar los iones presentes en el centro catalitico por Co®*" la enzima
purificada fue tratada con Co*" (0,2 mM) durante una hora a 80 °C. Para
eliminar las posibles enzimas precipitadas por desnaturalizacion tras este
tratamiento se centrifugé durante 30 min a 15.600 g y a 4 °C. Este tratamiento

se realiz6 de forma previa a la didlisis y a la posterior liofilizacidn.

Analisis de la proteina

Analisis de aminoacidos

El analisis de aminodcidos se realizd por triplicado en el Servicio de
Quimica de Proteinas del Centro de Investigaciones Bioldgicas (CSIC), en un
analizador Biochrom 20 (Pharmacia). Tras la hidrolisis dcida de la proteina,
los aminodacidos se separaron mediante cromatografia de intercambio
catidnico y su identificacion fue mediante derivatizaciéon postcolumna con
ninhidrina. La cuantificacion exacta de la concentracion de proteina en la
muestra analizada permitiéo calcular el coeficiente de extincion molar
experimental para la Rha-1PA Tm y la Rha-1PA Tm SHT a 280 nm, valorando
la absorbancia a esta longitud de onda a concentraciones crecientes de

proteina, siendo £**°=32.161 M cm™ y £**°= 32.306 M! cm™, respectivamente.

Cuantificacion de la rhamnulosa-1-fosfato aldolasa de T.

maritima

La valoracion de la cantidad de proteina en el caso de existir mezcla de
diferentes proteinas como el CFE, se realizd con el reactivo de Bradford con
deteccién a 595 nm (Bradford, 1976).

En muestras de proteina pura la concentracion de la enzima fue calculada
por la ecuacion de Lambert-Beer (Abs = C ¢ L), que relaciona la absorbancia

con la concentracion. Los espectros de absorbancia se realizaron a
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temperatura ambiente entre 200 y 400 nm en cubetas de cuarzo con un paso

optico de 1 cm.

Determinacion de la huella peptidica

El analisis de la huella peptidica se realizé usando proteina purificada en
la Unidad de Protedmica del Centro Nacional de Biotecnologia (CSIC). La
muestra fue digerida con tripsina a 37 °C durante una noche vy,
posteriormente, la huella peptidica se genero por andlisis por espectrometria
de masas MALDI-TOF-TOF. Las masas de los péptidos resultantes, se
combinaron y enfrentaron a una base de datos de proteinas (NCBInr) que
contiene todas las proteinas secuenciadas de disponibilidad publica.
Mediante el motor de busqueda Mascot (Perkins et al., 1999) se compararon
las masas tripticas tedricas de todas las proteinas contenidas en la base de

datos con las masas experimentales obtenidas a partir de la muestra.

Obtencion de los sustratos naturales

Los sustratos naturales de la Rha-1PA de T. maritima (L-lactaldehido,
dihidroxiacetona fosfato (DHAP) y rhamnulosa-1-fosfato (Rha-1P)) fueron
sintetizados para medir la actividad, tanto alddlica como retroaldodlica, de la

enzima.

Sintesis de L-lactaldehido

El 1-lactaldehido se preparo siguiendo un protocolo previamente descrito
(Zagalak et al., 1966). Una mezcla de 600 ml de tampodn citrato sédico (50 mM;
pH 5,4) conteniendo ninhidrina (9,1 g 51 mmoles) y D-treonina (3 g; 25
mmoles) se llevd ebullicidn con agitacion magnética fuerte y a reflujo
durante 15 min. La solucién obtenida se dejé enfriar, se filtré y se lavo el
sdlido con H,0 mili-Q. El filtrado (color rojo-violeta) fue sometido a sucesivos
pasos de intercambio ionico: (i) primero se tratéo con Dowex 1x8 en su forma

activada HCOs hasta subir el pH a 6,5 y se mantuvo en agitacion durante 2-3
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horas, (ii) después se filtro y el filtrado se tratd con Dowex 50x4 en su forma
activa H" hasta bajar el pH a 4 (iii) se filtré de nuevo y el filtrado se concentro
por evaporacion a vacio hasta un volumen de 100 ml aproximadamente.
Estos pasos de intercambio idnico y evaporacion se repitieron hasta que la
disolucion quedo incolora y en presencia de la resina de intercambio
anionico a pH 7,5 ésta no cambio de color, llegando a un volumen final de 20-
30 ml.

La valoracion de la concentracion de r-lactaldehido en la disolucion final
se realiz6 mediante un ensayo enzimatico (Fig. 1MM). El 1-lactaldehido es
oxidado a &cido acético por accion de la enzima aldehido deshidrogenasa en
presencia de NAD". Esta reaccién se puede seguir espectrofotométricamente
midiendo el aumento de la absorbancia a 340 nm debido a la formacién de
NADH, que es directamente proporcional a la concentracion de L-
lactaldehido. La valoracion se realizd a temperatura ambiente en ensayos de
7,5 min en un volumen final de 1 ml, conteniendo Tris-HCI (50 mM; pH 8,0),
NAD" (0,4 umoles) y ADH (1,5 U). El volumen de muestra afiadido vari6 entre

0,5y 2 ul en funcidén de la concentracion del L-lactaldehido.

0 o)
\)k _LADH ), \)k
H @~ — OH
[N
OH NAD* OH
NADH |
L-lactaldehido Ac. acético

Figura 1MM. Ensayo enzimdtico para la valoraciéon de la concentracién de L-
lactaldehido.

Sintesis de dihidroxiacetona fosfato

La fosforilacion de dihidroxiacetona (DHA) a escala de 1 mM se realizo
segun se describe en Sanchez-Moreno et al., (2009a) (Fig. 2MM). A 20 ml de
tampon HEPES (20 mM; pH 7,5), se afiadieron DHA (1 mmol), MgS0, (0,25
mmoles), acetilfosfato (2 mmoles), dihidroxiacetona quinasa (DHAK) de
Citrobacter freundii (60 U) y AK (60 U). La reaccion se inicié con la adicion de

ATP (35 pmoles). Cuando la acumulacion de DHAP superd el 95%, el pH de la
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mezcla se ajusto a 5,0 para minimizar la degradacion de la DHAP y posibilitar
su almacenamiento y posterior utilizacion. Para reacciones a mayor escala de
sustrato se mantuvieron las relaciones indicadas de volumen vy

concentracion de los reactivos.

0 0
Ho\)J\/OH @@’ Ho\)l\/OPof-
e/
A

“04P0
T

Acetil-P Acetato

Figura 2MM. Sistema de fosforilacion de DHA catalizada por la DHAK de C. freundii
CECT 4626 con regeneracion de ATP mediante la AK de E. coli.

Sintesis de L-rhamnulosa-1-fosfato y L-fuculosa-1-fosfato

La Rha-1P y la Fuc-1P se sintetizaron utilizando el sistema multienzimatico
previamente descrito en nuestro laboratorio (Sanchez-Moreno et al., 2004), a
escala de 1 mmol de DHA. La reaccion se llevo a cabo en 30 ml de tampdn
HEPES (20 mM; pH 7,5) que contenia DHA (1 mmol), L-lactaldehido (1,5
mmoles), acetilfosfato (2 mmoles), ATP (68 pumoles), MgSO, (250 pmoles),
ZnCl; (0,3 pmoles), DHAK (15 U), AK (30 U) y aldolasa (Rha-1PA o Fuc-1PA de
E. coli) purificada. La actividad de esta aldolasa se valoré a posteriorti,
comprobandose que correspondia a 10 U. Durante toda la reaccion fue

necesario ajustar el pH a 7,5 de forma continua.

Tanto la Rha-1P como la Fuc-1P fueron purificadas por precipitacion con

BaCl; y posterior cromatografia de intercambio anidnico (Sims y Reed 2005).
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Analisis de la actividad enzimatica

Valoracion de la actividad aldolasa

La actividad aldolasa se evalu6 mediante valoracidon espectrofotométrica
de la DHAP formada durante la catalisis de la reaccion retroaldolica segun se

ilustra en la Figura 3MM.

OH O
Aldolasa
R)\)K/OPOJ‘ _N _,Ho OPO; > HO\/\/OPO3

OH DHAP -glicerofosfato
O\' f NADH Nap+ ©%
Aldol Iy
R H TIM
Aldehido |L
(@]
H)J\(\opos 2.
OH
D-GA3P

Figura 3MM. Ensayo enzimdtico de actividad aldolasa mediante valoracion de la
DHAP formada en la reaccidn retroaldoélica con o-GDH/TIM.

Los ensayos se llevaron a cabo durante 7,5 min a temperatura ambiente o
a 45 °C. La mezcla de reaccion contenia, en un volumen final de 1 ml, una
cantidad conocida de aldolasa en tampoén Tris-HCl (40 mM; pH 8,0), NADH
(0,2 pmoles), o-GDH/TIM (2 U) y Rha-1P (1 ymol cuando se utiliz6 la Rha-1PA
de E. coliy 10 umol cuando se utilizd la Rha-1PA Thermotoga maritima). En el
caso de la valoracion de la actividad de la Rha-1PA de E. coli fue necesario
afiadir ZnCl; (0,015 pmoles).

Se define 1 unidad de actividad aldolasa como la cantidad de enzima que
convierte 1 pumol de su aldol sustrato natural en DHAP y el aldehido

correspondiente por minuto en las condiciones antes mencionadas.
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Valoracion de la actividad quinasa

La actividad DHAK se cuantific6 valorando espectrofotométricamente la
DHAP formada en ensayos de 7,5 min a temperatura ambiente en un
volumen total de 1 ml (Fig. 4MM). La mezcla de reaccién contenia una
cantidad conocida de DHAK en Tris-HCl (40 mM; pH 8,0), NADH (0,2 umoles),
DHA (2,5 pmoles), ATP (3,75 pmoles), MgSO, (5 yumoles) y a-GDH/TIM (2 U).

Se define 1 unidad de actividad quinasa como la cantidad de enzima que

es capaz de producir 1 pmol de DHAP por minuto, en las condiciones

especificadas.
DHA ATP App DIﬁAP NAD' NADH a-glicerofosfato
TIM

o

H)k‘/\opo3 2

OH
D-GA3P

Figura 4MM Ensayo enzimdtico de actividad quinasa basado en la mezcla o-
GDH/TIM.

Valoracion de la actividad triosa fosfato isomerasa

Los ensayos de actividad de la triosafosfato isomerasa (TIM) se utilizaron
para comprobar si habia contaminacién por esta enzima en las
preparaciones de Rha-1PA Tm purificada. Esta reaccion se realizé en 1 ml de
tampon HEPES (60 mM; pH 6,8) conteniendo aldolasa de musculo de conejo
(RAMA; 0,46 mg), DHAP (16 mg), MgSO, (8 umoles) y la muestra (Fig. 5SMM).
Se recogieron dos alicuotas, una a to y la otra a las 12 horas de reaccion, en

las que se valoraron la presencia de aldol.
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2-o3Po\)J\/OH - ]

TIM | RAMA _» 2040
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Figura 5SMM. Ensayo enzimatico de actividad TIM.

Caracterizacion bioquimica de la rhamnulosa-1-

fosfato-aldolasa de T. maritima

Determinacion de la temperatura optima de la rhamnulosa-

1-fosfato aldolasa de T. maritima

Estudio de la actividad en funcion de la temperatura

La actividad de la enzima Rha-1PA de T. maritima fue medida utilizando
para ello ensayos en tampon fosfato (20 mM; pH 7,5) conteniendo Rha-1PA
Tm (0,08 mg) y DHAP y L-lactaldehido (30 umoles en las reacciones a 25 y 45
°C y 150 pmoles en el resto de reacciones). Las temperaturas estuvieron
comprendidas entre los 25 °C y los 95 °C y se consiguieron por incubacion en
bafio de arena. El volumen de reaccion fue de 2 ml para las reacciones a 25
°Cya45°Cyde 10 ml para las restantes. La produccion de aldol en el tiempo

se siguio por valoracion DHAP/aldol.

Estudio de la degradacion de la DHAP en funcion de la temperatura

La DHAP es labil a altas temperaturas por lo que su concentracion en el
medio de reaccion no es constante a lo largo del tiempo. Es por ello que se
realizg el estudio de la degradacion de la DHAP en funcion de la temperatura
entre los 25 y los 95 °C. El ensayo se realizé afiadiendo DHAP (20 ymoles) en

600 ul de tampon fosfato (20 mM; pH 7,5) con agitacidon y calentado en bafio
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de arena. La cantidad de DHAP se midio a lo largo del tiempo con el ensayo

de valoracion DHA/DHAP descrito anteriormente.

Estudio de la concentracion de aldol a lo largo del tiempo

Este ensayo se realiz0 para determinar si la utilizacion de altas
temperaturas afecta a la concentracion de aldol presente en el medio por la
posible evaporacion del disolvente de la reaccion. En 10 ml de tampon
fosfato (20 mM; pH 7,5) se afiadid fructosa-1,6-bisfosfato (FBP; 150 umoles) y
la mezcla se incub0d a 95 °C en bafio de arena con agitacion. La presencia de
aldol se valoré a lo largo del tiempo con el ensayo de valoracion de
DHAP/aldol.

Determinacion del pH optimo de la rhamnulosa-1-fosfato

aldolasa de T. maritima

La actividad de la Rha-1PA Tm se midi6 a diferentes valores de pH en el
medio de reaccion. Los pHs se ajustaron utilizando los siguientes tampones:
Bis/Tris (pH 5,5; pH 6,0; pH 6,5; pH 7,0), fosfato sodico (pH 7,0; pH 7,5; pH 8,0)
y Tris/HCI (pH 8,0; pH 8,5; pH 9,0). La fuerza ionica de todos los tampones fue
llevada a 0,1 utilizando NaCl. Las reacciones se realizaron en un volumen de
1 ml, a 45 °C, conteniendo 1-lactaldehido (8,3 uM), DHAP (16,7 uM) y Rha-1PA
Tm (18,2 ug; 0,01 U medidas a 45 °C con el ensayo de actividad estandar). La
formacion de aldol se valor6 a lo largo del tiempo con el ensayo de

valoracion retroalddlica descrito previamente.

Estudio de la estabilidad de la rhamnulosa-1-fosfato

aldolasa de T. maritima

Determinacion de la termoestabilidad

La estabilidad frente a altas temperaturas de la Rha-1PA Tm se evalud
midiendo la actividad residual de la enzima a 45 °C, después de haber sido

incubada a distintas temperaturas en un bafio de arena. Las temperaturas
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empleadas fueron 80 °C, 95 °C and 115 °C. La concentraciéon de la enzima
vario entre los 4,3 y los 7,19 mg mly la actividad residual se midi6 utilizando
el ensayo de actividad retroaldodlica descrito anteriormente. El mismo
experimento se llevo a cabo incubando la enzima a 4 °C y a R/T para

establecer la estabilidad durante el almacenamiento.

Determinacion de la estabilidad frente a cosolventes organicos

La estabilidad de la Rha-1PA Tm frente a disolventes organicos en el medio
de reaccion se analizo midiendo la actividad de la aldolasa en distintas
mezclas de cosolvente organico en tampon. Las reacciones se realizaron en
un volumen de 1 ml a 45 °C, conteniendo tampon fosfato (20 mM; pH 7,5), L-
lactaldehido (8.3 uM), DHAP (16,7 uM) y Rha-1PA Tm (18,2 ug; 0,01 U medidas
a 45 °C con el ensayo de actividad estandar). Los cosolventes usados fueron
acetonitrilo (AcN), isopropanol, tetrahidrofurano (THF), dimetilformamida
(DMF) y dimetilsulféxido (DMSO) en concentraciones comprendidas entre el
0 y el 40% del volumen total de reaccion. La formacion de aldol se valoro
espectrofotométricamente a lo largo del tiempo con el ensayo de valoracion

retroaldélica descrito con anterioridad.

Determinacion del mecanismo catalitico de la rhamnulosa-

1-fosfato-aldolasa de T. maritima

En una primera aproximacion el estudio de la actividad de la Rha-1PA de
T. maritima en presencia de EDTA se realizo midiendo la actividad aldolasa
segun el método previamente descrito, afiadiendo al medio de reaccion

diferentes concentraciones de EDTA (0, 1 y 10 mM).

El estudio del efecto del Zn** en la actividad de la Rha-1PA Tm y de la Rha-
1PA de E. coli (Rha-1PA Ec) se realizd en placas de 96 pocillos de fondo plano,
con un volumen final de 0,2 ml y a temperatura ambiente. El ensayo de
actividad aldolasa utilizado se baso en el descrito previamente escalando los
volumenes y las concentraciones al volumen final del ensayo. La medida de
la actividad retroaldolica con respecto a la Rha-1P se realiz6 con una

concentracion de proteina de 7 pg ml”. Previamente el enzima se incub6 con
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EDTA 0,1 M durante dos horas en bafio de hielo para quelar todo el Zn*'
presente. A continuacion, la enzima fue dializada O/N a 4 °C para eliminar el
EDTA. Las reacciones se realizando por triplicado a 11 concentraciones

diferentes de ZnCl, comprendidas entre 0 y 37,5 uM.

Posteriormente la actividad de la Rha-1PA Tm se midi6 con diversos
metales divalentes (Zn**, Co*, Fe*, Cu*’, Ni*", Mg*"). Para ello la Ra-1PA Tm
fue anteriormente incubada durante una hora a R/T o a 80 °C, dializada O/N y
liofilizada. Las reacciones retroalddlicas se llevaron a cabo de la misma
manera que en el ensayo de la actividad aldolasa en funcién de la
concentracién de Zn*". La concentraciéon de metal divalente presente en el

medio de reaccion estuvo comprendida entre 0y 675 uM.

Estudio de la estructura cuaternaria de la rhamnulosa-1-

fosfato-aldolasa de T. maritima

Los ensayos de ultracentrifugacion se realizaron mediante equilibrio de
sedimentacion en el Departamento de Quimica-Fisica de Macromoléculas
Bioldgicas del Instituto de Quimica-Fisica Rocasolano del CSIC. Las muestras
de proteina se prepararon en agua a pH 7,5, con una absorbancia final a 280
nm de entre 0,1 y 1 uA. Los analisis se hicieron por triplicado en una

centrifuga analitica con deteccion UV-Vis a 20 °C.

Por otra parte se utilizé la cromatografia de exclusion molecular para
determinar la estructura secundaria de la Rha-1PA de T. maritima. La
muestra purificada se cargd en una columna cromatografica HiLoad 26/60
Superdex™ 200 PG en las condiciones no desnaturalizantes previamente
descritas para la purificacion de la enzima sin colas de histidina. Para poder
averiguar el peso molecular en funcién del volumen de retenciéon de la
muestra se realizé6 una curva de calibrado, usando para ello proteinas con
pesos moleculares conocidos entre los 100 y 190 kDa. Las enzimas utilizadas
fueron la fuculosa-1-fosfato aldolasa de E. coli (104,8 kDa), la DHAK de
Citrobacter freundii (127,2 kDa), la Rha-1PA de E. coli (137,2 kDa), la fructosa-
1,6-bisfosfato aldolasa de Oryctolagus cuniculus (RAMA) (160 kDa) y la
proteina de fusion DLF (186,8 kDa).
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Determinacion de 1los parametros cinéticos de la

rhamnulosa-1-fosfato aldolasa de T. maritima

Los ensayos cinéticos de la actividad retroalddlica de la Rha-1PA Tm se
midieron en placas de 96 pocillos a temperatura ambiente. Las reacciones se
llevaron a cabo en tampén Tris/HCl (40 mM; pH 8,0), Co*" (187,5 puM), o-
GDH/TIM (0,4 U), NADH (0,04 pumol), Rha-1PA Tm y r-rhamnulosa-1-fosfato
(R1P) a diferentes concentraciones en un intervalo comprendido entre 0,005
to 18,75 mM.

Los parametros cinéticos de dos preparaciones diferentes de enzima
fueron calculados. En primer lugar se usd proteina purificada por una
combinacion de choque térmico y posterior columna de IMAC segun ha sido
descrito previamente (Rha-1PA Tmo01). La segunda preparacion de proteina
fue sometida ademas a tratamiento con EDTA (0,1 M) a 80 °C durante una
hora para eliminar completamente los metales divalentes presentes en su
centro catalitico (Rha-1PA Tm02). Asi pues, la cantidad de enzima afiadida en
las reacciones dependid del protocolo de purificacion seguido, usandose 10
ug de Rha-1PA TmO1 y 4 pug de Rha-1PA TmO02.

Las velocidades iniciales (Vi) obtenidas se ajustaron a la ecuacion de
Michaelis-Menten y las constantes cinéticas fueron calculadas utilizando el
programa informatico SigmaPlot 12.0 y su moédulo de tratamiento de

cinéticas Enzyme Kinetics (Module 1.1.).

Dicroismo Circular

Los estudios de dicroismo circular se realizaron en un
espectropolarimetro JASCO J-815 CD controlado por el software Spectra
Manager™ para Windows, equipado con un Peltier Jasco CDF-426S/15 y un

bafio de recircularizacion Jasco MCB-100.

Los espectros de dicroismo circular en el UV-lejano (190-240 nm) se
realizaron con un paso Optico de 0,1 nm a distintas temperaturas
comprendidas entre 20 y 110 °C. Para cada espectro se tomaron 4

acumulaciones que se promediaron automaticamente. Cada espectro se
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realizé con una velocidad de barrido de 20 nm min™y un ancho de banda de
0,2 nm. Estos experimentos se llevaron a cabo utilizando la enzima
purificada, con y sin colas de histidina. Ademas, se determino la estructura
secundaria para ambas enzimas una vez quelados los metales divalentes de
su centro catalitico de forma analoga a la descrita en el caso de la

determinacion de los pardmetros cinéticos.

El analisis de los espectros de dicroismo circular se realizé con el paquete
informatico CDPro compuesto por tres programas de cdalculo: Continll,
SELCON3 y CDSSTR (Sreerama and Woody, 2000).

La temperatura de desnaturalizacion de la enzima, con y sin colas de
histidina, fue evaluada mediante estudios de DC a temperatura variable a
A=222 nm, con un paso optico de 0,1 nm, en un rango de temperatura entre
20-110 °C y en presencia de diferentes concentraciones de Co** (de 0 a 841,25
uM) en el medio. La toma de datos se hizo cada 0,2 °C y con un gradiente de

temperatura de 30 °C h™.

Las muestras de enzima empleadas para ambos tipos de experimento

tenian una concentracion de 0,4 mg ml™ (15 uM).

Estudio de la aplicabilidad sintética de la

rhamnulosa-1-fosfato aldolasa de T. maritima

Optimizacion de las reacciones para la formacion de

enlaces C-C en el contexto de un sistema multienzimatico

La optimizacion de las condiciones de reaccion se llevo a cabo utilizando
una estrategia “one-pot/two-steps” para la formacion de enlaces C-C
(Sanchez-Moreno et al., 2009a; Oroz-Guinea et al., 2012). Los nombres
comerciales y las estructuras de los aldehidos utilizados para las reacciones

aldodlicas se encuentran recogidos en la Tabla 3MM.
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Tabla 3MM. Aldehidos utilizados como sustratos para la optimizaciéon de las
condiciones de las reacciones alddlicas en el contexto de un sistema

multienzimatico.
Aldehido
Estructura Nombre
(0]
1a N L-lactaldehido
OH

0
1b \/@ Benciloxiacetaldehido
LA 0

1c w Fenilacetaldehido
H
1d HMO\/ Etil-3-metil-4-oxocrotonato
o}

El primer paso de reaccion fue la sintesis de DHAP a temperatura
ambiente en tampoén HEPES (90 ml; 60 mM; pH 7,5), conteniendo DHA (5
mmol), acetil fosfato (7,15 mmol), MgSO, (1,25 mmol), DHAK (431 U) and AK
(225 U). La reaccion se inicio con la adicion de ATP (163 umol). Cuando la
acumulacion de DHAP en el medio de reaccion era mayor del 95%, el pH se
ajust6 a 5,0 para evitar la degradacion del producto durante el

almacenamiento y la mezcla de reaccion fue alicuoteada y congelada.

Para el segundo paso de reaccion, se probaron diferentes ratios de
DHAP/aldehido (1/2; 1/5; 2/1) a dos temperaturas distintas (45 y 80 °C). Las
reacciones se llevaron a cabo en un volumen final de 6 ml, incluyendo la
DHAP (100-400 pmol; pH 6,9), el aldehido (100-500 pmol) correspondiente y la
Rha-1PA Tm (0,37 U medidas a 45 °C con el ensayo de actividad estandar).
Cuatro aldehidos fueron utilizados, el r-lacteldehido (1a), que es el sustrato
natural de la Rha-1PA de T. maritima, y tres aldehidos comerciales:
benciloxiacetaldehido (1b), fenilaceltaldehido (1c) vy etil-3-metil-4-
oxocrotonato (1d). Los aldehidos 1b y 1c requirieron la adicién, en el

segundo paso, de DMSO en un 10% del volumen total de reaccion. Los
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productos finales de la reaccion se analizaron en los crudos de reaccion,
previamente filtrados y liofilizados, mediante RMN y espectroscopia de
masas. En todos los casos tanto las masas como los espectros de resonancia
fueron coincidentes con los previamente descritos para estos compuestos
(Sanchez-Moreno, 2009)

El progreso de ambos pasos de reaccion fue seguido
espectrofotométricamente.

La reaccion con el aldehido 1d se repitié a mayor escala (0,5 mmol de
aldehido), manteniéndose las relaciones indicadas de volumen vy
concentracion de reactivos. El producto de dicha reaccidn, el aldol 2d, se
purifico siguiendo el protocolo de sales de bario y se caracterizé por RMN

como se indica posteriormente.

Sintesis utilizando nitroaldehidos como sustratos aceptores

Los sustratos se sintetizaron como se describe en la literatura por El Blidi
et al. (2004 y 2006). Los nombres comerciales y las estructuras de los

nitroaldehidos utilizados se encuentran recogidos en la Tabla 4MM.

Tabla 4MM. Aldehidos utilizados como sustratos para la sintesis de nitrociclitoles
empleando la Rha-1PA Tm.

Aldehido

Estructura Nombre

le 4-nitrobutanal
H)k/\/ N02

O OH
1f 3-hidroxi-4-nitrobutanal
HJ\)\/ NO,
o o™ L
1g 3,3-dietoxi-propanal
H o™
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Las dos reacciones a 45 °C se llevaron a cabo afiadiendo a una disolucion
de DHAP (0,2 mmol; pH 6,9) preparada como se ha descrito anteriormente la
Rha-1PA Tm (1 U medida a 45 °C con el ensayo de actividad estandar) y DMSO
en un 10% del volumen total de reaccion. El aldehido 1e se afiadio sdlo en
una de las reacciones, dejando la otra como blanco.El volumen se ajusto a 6
ml con agua destilada. Después de mantener las reacciones bajo agitacion se
cogieron alicuotas para la valoracion espectofotométrica de la DHAP y para

el seguimiento por la cromatografia en capa fina.

Las reacciones a temperatura ambiente se llevaron a cabo afiadiendo el
aldehido (0,5 mmol) y la Rha-1PA Tm (3 U medidas a 45 °C con el ensayo de
actividad estandar) a una disolucion de DHAP (1 mmol; pH 6,9) preparada
como se ha descrito anteriormente. El volumen se ajusto a 30 ml con agua
destilada. En el caso de la reaccion con el aldehido 1e se afiadid DMSO en un
10% del volumen total de reaccion para mejorar la solubilidad del aldehido.
Después de mantener la reaccion bajo agitacion O/N el pH se ajusto a 4,7 con
HCI (1 M) y se eliminé la Rha-1PA Tm precipitada por centrifugacion durante
30 min a 15.600 g. Posteriormente, se adiciono fosfatasa acida de patata (200
U) y la mezcla se agité a R/T durante 24 h, al cabo de las cuales se elimino la
fosfatasa por centrifugacion durante 30 min a 15.600 g. El pH de la disolucion
resultante se ajusto a 9,0 y la mezcla se agité durante 3 h. Después la reaccion
se evapor0 a vacio y el sdlido se purifico por cromatografia en columna de

silice.

Para seguir la formacion de los productos de las reacciones aldolicas,
ademas de la valoracion de la DHAP restante en el medio, se utilizé la
cromatografia en capa fina (TLC). Esta técnica también fue usada para

comprobar la hidrolisis del grupo fosfato de los aldoles sintetizados.

Los productos obtenidos se caracterizaron mediante RMN y espectroscopia
de masas. En todos los casos tanto las masas como los espectros de
resonancia fueron coincidentes con los previamente descritos para estos

compuestos (Camps-Bres, 2010; Wong et al., 1995).
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Sintesis de iminociclitoles

Reacciones con N-Cbz-aminoaldehidos

En primer lugar se llevaron a cabo reacciones a escala analitica con un
volumen final de 1 ml utilizando para ello los aldehidos mostrados en la
Tabla SMM. Las reacciones se realizaron en tubos de ensayo de 2 ml con
incubacidn orbitdlica a 45 °C. Cada aldehido (15 pmol) se disolvi6 en DMF
(300 pl) y se afiadio a una disolucion de DHAP (25 ymol; pH 6,9) previamente
sintetizada enzimaticamente. Las reacciones se iniciaron con la adicion de la
Rha-1PA Tm (0,75 y 1,6 U medidas a 45 °C con el ensayo de actividad

estandar).

La formacion de producto y su cuantificacion se siguiéo mediante HPLC.

Reacciones para la obtencion de iminociclitoles

Las reacciones para la obtencion de iminociclitoles a mayor escala de
sustrato se realizaron de manera similar a las previamente descritas, pero
con ligeras modificaciones en la estequiometria: se partio del
correspondiente aldehido (1h-1n; 1,2 mmol) disuelto en DMF (24 ml, 35% del
volumen total de reaccion) donde se afiadio H,O destilada (c.s.p. 70 ml
volumen final), DHAP (2 mmol; pH 6,9) y, por ultimo, la Rha-1PA Tm (10 U
medidas a 45 °C con el ensayo de actividad estdandar) para empezar la
reaccion. El progreso de las reacciones fue seguido

espectrofotométricamente y por HPLC.

86



MATERIALES Y METODOS

Tabla SMM. Aldehidos utilizados como sustratos para la sintesis de nitrociclitoles
empleando la Rha-1PA Tm.

Estructura

Aldehido

Nombre

1h

1i

1

1k

11

1m

1n

L0

N-Cbz-3-aminopropanal

(S)-N-Cbz-alaninal

(R)-N-Cbhz-alaninal

(S)-N-Chz-leucinal

(R)-N-Cbz-valinal

(R)-N-Cbz-prolinal

(S)-N-Cbz-prolinal

Una vez las reacciones llegaron a su maximo rendimiento se pararon

afladiendo dos volumenes de MeOH, con la consecuente precipitacion de la

enzima. La mezcla se paso por un filtro de celulosa de 0,45 ym y el MeOH fue

evaporado a vacio. El filtrado resultante se lavo con un volumen de AcOEt

por triplicado para eliminar el N-Cbz-aminoaldehido que no hubiera

reaccionado. Antes de afadir fosfatasa acida de patata (5,3 U por mmol de
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producto fosforilado) la fase acuosa se acidificd (pH 4,7). Del mismo modo

que anteriormente, el progreso de la reaccion se siguié mediante HPLC.

Cuando la reaccion de desfosforilacion hubo terminado se paro afiadiendo
dos volumenes de MeOH. Después de haber eliminado la enzima precipitada
por filtracion con filtros de celulosa de 0,45 um y haber evaporado el MeOH a
vacio, el filtrado se ajust6é a pH 3,0 y se cargo para su purificacion en un HPLC

semi-preparativo.

El producto purificado obtenido se disolvié en H,0/MeOH 1:1 y se traté con
H; (50 psi) en presencia de C/Pd (2 eq. w/w) a temperatura ambiente durante
24 h. Al cabo de este tiempo el producto hidrogenado fue filtrado a través de
una membrana de nylon de 0,45 um para quitar el catalizador. Antes de

liofilizar el filtrado se llevo a pH 6,4 con acido féormico.

Cuando se obtuvieron varios isomeros de un mismo producto fue
necesaria su separacion mediante columna de intercambio idnico. Los
productos obtenidos se caracterizaron mediante RMN y espectroscopia de
masas. En todos los casos tanto las masas como los espectros de resonancia
fueron coincidentes con los previamente descritos para estos compuestos
(Espelt et al., 2003; Calveras et al., 2005; Calveras et al., 2009).

Reacciones con DHA como sustrato donador

Las reacciones utilizando DHA como sustrato donador se llevaron a cabo
en tampon borato al que se adicion6 DHA, (S)-Cbz-alaninal (1i) diluido en
DMF y, para desencadenar la reaccion, la Rha-1PA Tm. En estas reacciones se
probaron diferentes cantidades tanto de los sustratos (DHA: 25, 50, 100, 200
umol; aldehido: 15, 50 y 100 umol), como del biocatalizador (1-3 U medidas a
45 °C con el ensayo de actividad estandar). También se ensayaron distintas
concentraciones de tampon borato (0,2 and 0,4 M) y de cosolvente (20% and
30%) en el medio, asi como diferentes condiciones de reaccion, incluyendo
variaciones en el pH (pH 7,0 y pH 8,0) y en la temperatura (45 y 80 °C).
Ademads, se llevaron a cabo de forma paralela reacciones blanco en las que
no se afadio la aldolasa para descartar la adicion aldolica no catalizada por

la enzima. La aparicion de producto se monitorizo por HPLC.
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Estudio del control estereoquimico de la rhamnulosa-1-

fosfato de T. maritima

La estereoquimica de la r-rhamnulosa-1-fosfato de Thermotoga maritima
se evalud midiendo la relacion de los diferentes diasteroisomeros formados

en funcion del tiempo y de la temperatura de reaccion.

Para este estudio se usoO el benciloxiacetaldehido (1b) (100 umol) como
sustrato aceptor, disolviéndose para ello en DMSO (600 ul, 10% del volumen
final de la reaccion) y se afiadio a una disolucién de DHAP (200 pumol; pH 6,9),
previamente sintetizada. Por ultimo de afiadid la Rha-1PA Tm (0,4 U medidas
a 45 °C con el ensayo de actividad estandar) para comenzar par reaccion.
Esta reaccion se repitid a cuatro temperaturas diferentes (4 °C, R/T, 45 °Cy 80
°C), tomdandose alicuotas para comprobar la formacion de los isémeros
mediante HPLC.

Métodos para el seguimiento de las reacciones

enzimaticas

Ensayos de valoracion enzimatica de sustratos y productos

La valoracion de DHAP/aldol y DHAP/DHA en el medio de reaccién nos
permitié seguir el transcurso de la misma con el tiempo, mediante la
cuantificacion de sustrato y producto. Para ello, se tomaron alicuotas de 50 pl
en las que se detuvo la reaccion afiadiendo HCIO, al 7% (10 pl) y

posteriormente se neutralizaron con NaOH (10 ul, 1M).

Valoracion DHAP/aldol

Esta valoracion se realiz6 a temperatura ambiente, en tiempos
comprendidos entre 5 y 20 min. La mezcla de reaccion contenia en un
volumen final de 1 ml, Tris-HCl (40 mM; pH 8,0), NADH (0,2 umoles) y la
muestra a valorar. Fue necesario afiadir ZnCl, (0,015 pmoles) cuando la

aldolasa utilizada para la valoracion del aldol fue de tipo II. Para la
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valoracién de la DHAP se afiadierd o-GDH/TIM (2 U). La disminucién de la
absorbancia es proporcional al contenido de DHAP. A continuacion se afiadio
la aldolasa (0,5 U). La disminucién de la absorbancia observada en este caso

se corresponde a la cantidad de aldol presente en la mezcla de reaccion

(Fig.6MM).

Valoracion DHA/DHAP

Este procedimiento es esencialmente el mismo que el descrito en el
apartado anterior. En primer lugar se valora la DHAP como se ha descrito
anteriormente. A continuacion la DHA se valora mediante adicion de DHAK.
Esta valoracion se realizo a temperatura ambiente, en ensayos de 7,5 min en
un volumen final de 1 ml, conteniendo Tris-HCl (40 mM; pH 8,0), NADH (0,2
umoles), ATP (3,75 pmoles), MgSO, (5 pmoles) y la muestra a valorar. La
bajada de la absorbancia al afiadir o-GDH/TIM (2 U) es proporcional al
contenido de DHAP y la disminucion de la absorbancia al afiadir la quinasa

(3,75 U) es proporcional a la cantidad de DHA (Fig. 6MM).

'é % DHAK
g Coooacooong 4 0
S ] ALDOLASA
e ] DHA
» ]
Q ] 0
< Y ALDOL

OO

OOOOOOOOOOOOOOOOOOOOCCOO

t(s)

Figura 6MM. Ensayos de valoracién de sustratos y productos en las alicuotas de
reaccion.
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Ensayos de valoracion de sustratos y productos por

cromatografia

Valoracion por HPLC

Las reacciones alddlicas en las cuales se utilizaron aldehidos que poseen
cromoforos pudieron ser monitorizadas mediante HPLC con deteccion UV-
Vis. Esta técnica se utilizo para seguir el progreso de las reacciones alddlicas
con los N-Cbz-aminoaldehidos (1h-1n) y en las reacciones de desfosforilacion
de los correspondientes aldoles, pues tanto los aldehidos como los productos

resultantes presentan absorbancia a 215 nm.

Para el andlisis por HPLC de las reacciones aldolicas con N-Cbz-
aminoaldehidos se cogieron alicuotas (30 pl) de la reaccién a valorar y se
afiadio MeOH (c.s.p. 1 ml). Los analisis se realizaron en un HPLC RP-HPLC
XBridge®, con una columna Cjs (25 cm x 0,46 cm, @=5 um; Waters). Para el
método de HPLC se utilizaron dos fases madviles diferentes: H,O + TFA 0,1%
(Fase A) y CH5CN/ H,0 (80:20) + TFA 0,095% (Fase B), con flujo isocratico a 1
ml min™? y deteccién a 215 nm. En funcién de la polaridad del aldehido
utilizado como sustrato se disefiaron dos métodos diferentes: para
monitorizar las reacciones de los aldehidos 1h, 1i y 1j se utiliz6 un gradiente
de elucion desde 10 a 70% de Fase B, mientras que para identificar los las
reacciones de los aldehidos 1Kk, 11, 1m y 1n se utilizé un gradiente de elucion

desde 30 a 100% de Fase B. En ambos métodos la duracion fue de 30 min.

Seguimiento de las reacciones mediante TLC

Cuando las reacciones aldolicas se llevaron a cabo con los aldehidos 1e,
1f y 1g las reacciones de adicién aldélica y de hidrdlisis del grupo fosfato se
siguieron por cromatografia en capa fina utilizando placas de gel de silica
Merck 60 F254. Las fases mdviles empleadas fueron ciclohexano/AcOEt en el
primer paso (6:4 para las reacciones con 1e; 4:6 para las reacciones con 1f y
7:3 para las reacciones con 1g) y CH;Cl,/MeOH en el segundo (85:15 para las
reacciones de desfosforilacion de los aldoles 3e y 3f y 95:5 para la reaccion de
desfosforilacion del aldol 3g). En todas las ocasiones se us¢ vainillina o

KMnO, como agente revelador.
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Purificacion de los productos

Precipitacion mediante sales de Ba*'

Para la purificacion de los productos fosforilados mediante precipitacion
por sales de Ba®" se centrifugé el crudo de reaccion para eliminar la proteina
precipitada y cualquier componente insoluble (9.000 rpm, 10.000 x g). El
crudo de reaccidon centrifugado se pas6 a través de carbdén activo
(empaquetado en una jeringuilla de 10 ml). Para la purificacion de aldoles,
durante todo el proceso se valoro la cantidad de aldol (antes y después de
pasar por carbon activo) pues si el compuesto es suficientemente apolar
puede quedarse parcialmente retenido en el carbon, sobre todo si tiene
anillos aromaticos. Aquellos aldoles que resultaron parcialmente retenidos

se recuperaron afiadiendo agua/isopropanol al 5% (v/v).

El filtrado resultante del carbon activo se evaporé hasta la mitad de su
volumen utilizando un rotavapor. Se ajusto el pH a 8,0 y se afiadieron dos
equivalentes de BaCl, con respecto a la cantidad total calculada de producto
fosforilado en el crudo y un volumen de etanol 100% frio similar al volumen
de fase acuosa que queda tras evaporar. La mezcla se dejé un minimo de 5

horas precipitando a 4 °C.

Transcurrido ese tiempo, se obtuvo un precipitado blanco muy insoluble
en agua. Se centrifugé para separarlo del sobrenadante (9.000 rpm, 10.000 x
g). El precipitado se resuspendio (con mucha dificultad) en un volumen de
agua similar al que tenia la fase acuosa antes de precipitarla y se afiadid al
resuspendido blanquecino resina Dowex 1x8 (activada en forma Cl). La
mezcla se mantuvo en agitacion orbitalica hasta solubilizar el precipitado
blanco. Finalmente la resina Dowex se elimind mediante centrifugacion y
posterior filtrado en columna. El sobrenadante filtrado se liofilizo en tubos

Falcon (50 ml) para su posterior analisis mediante RMN.
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Purificacion mediante HPLC

Los productos fosforilados obtenidos de las reacciones aldolicas con el
aldehido sustrato natural de la enzima (2a) y los aldehidos comerciales (2b,

2¢ y 2d) se purificaron mediante HPLC.

Para la purificacion mediante HPLC se utiliz6 una columna semi-
preparativa Mediterranea sea;s (25 cm x 1,0 cm; @=5 pm; Tecknokroma). Esta
columna permitié volumenes de inyeccion de crudo de reaccion de 0,5 ml.
Antes de la inyeccion, el crudo de reaccion fue acidificado con HCI (1M) para
la precipitacion de la proteina, que se retir6 mediante centrifugacion (9.000
rpm, 10.000 x g). El centrifugado resultante fue filtrado con carboén activo y
con filtros de 0,45 pm. Para el método de HPLC se utilizaron dos fases moviles
diferentes: H,O + TFA 0,1% (Fase A) y CHsCN (Fase B), con deteccion a 250
nm. La distribucion de porcentajes y flujos de cada fase a lo largo del ensayo

se muestra en la Tabla 6MM.

Tabla 6MM. Distribucidn del flujo y proporcion de fase A (H,O + TFA 0,1 %) y fase B
(CH3CN) con el tiempo en el método de HPLC para la purificacién de productos
fosforilados 2a (Rha-1P), 2b, 2¢c y 2d.

T(isgllgo Fase A (%) Fase B (%) (m]illltllji(l)l'l)
0 83 17 2,3
8 83 17 2,3
10 5 95 3,0
14 ) 95 3,0
16 83 17 3,0
19 83 17 3,0
25 83 17 2,3
26 83 17 2,3
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Por otra parte, los correspondientes aldoles desfosforilados sintetizados a
partir de los N-Cbz-aminoaldehidos 1h-1n fueron purificados utilizando un
HPLC semi-preparativo PrepLC 4000 System de Waters provisto de una
columna X-Terra® PrepMS Cis (19 cm x 25 cm; ¢=10 pm; OBM™). Esta
columna permitié volumenes de inyeccion de entre 50-70 ml de disolucion
previamente filtrada para eliminar la fosfatasa. Los productos fueron eluidos
con un flujo constante de 10 ml min™ en gradiente escalonado utilizando dos
fases moviles diferentes: H,O (Fase A) y CHsCN/H,O (80:20) (Fase B), con
deteccion a 215 nm.

En funcion de la polaridad del aldehido utilizado como sustrato los
porcentajes de Fase A y Fase B necesarios para la elucion del producto
variaron (Tabla 7MM).

Tabla 7MM. Proporcion de Fase A (H,0) y Fase B (CH;CN/ H;0, 80:20) y flujo para la
elucion de productos desfosforilados 3h, 3i, 3j, 3k, 31, 3m y 3n.

Producto Fase A (%) Fase B (%)
3h 85 15
3i 85 15
3j 80 20
3k 0 100
131 50 50
3m 60 40
3n 60 40

Después se analizaron en el HPLC analitico las fracciones recogidas
siguiendo el procedimiento ya descrito para los aldehidos 1h-1In. Las que

contenian el producto puro se unificaron y liofilizaron.
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Cromatografia en columna de intercambio ionico

Para la separacion y purificacion de los distintos isomeros de los
iminociclitoles 4j, 41 y 4m se utilizé un sistema FPLC con una columna de
cristal (45 x 25 cm) en la que fue empaquetada la fase estacionaria CM-

Sepharose CL-6B (Amersham Pharmacia).

La columna de intercambio i6nico se lavo con 4 volumenes (1V~220 ml) de
una disolucion de NH3 (100 mM) y, posteriormente se equilibro con otros 4
volumenes de H,O destilada (pH~7,0). Antes de la inyeccion el iminociclitol
liofilizado fue disuelto en H;O y el pH de la disolucion ajustado (10 ml; pH
6,0) con acido férmico. Una vez inyectado el producto, se lavd con 3
volumenes de H;0 destilada (pH~7,0). A continuacion los isémeros de
eluyeron a 1 ml min™ con una disolucién de NHs (10 mM) y las fracciones

recogidas con un colector se analizaron mediante RMN.

Cromatografia en columna de silice

La purificacidon y separacion de los nitrociclitoles 4e, 4f y 4g se consiguio
mediante cromatografia en columna de silice utilizando como fase
estacionaria gel de silice de tipo 60, con un tamafio de particula de 230-400 de
malla (Merck). Como eluyente se empled una mezcla de CH,Cl,/MeOH. En el
caso de los productos 4e y 4f fue necesario realizar un gradiente de elucion
(desde 9:1 hasta 8:2), mientras que para el producto 4g, las proporciones de
los disolventes que constituian la fase madvil fueron constantes (95:5) durante

toda la purificacion.

Caracterizacion de los productos purificados

Todos los productos obtenidos se caracterizaron mediante RMN vy
espectroscopia de masas. Como disolvente deuterado para los anadlisis de
RMN se utilizo D;0, CD,0OD o CDCLs3;, dependiendo de la solubilidad del

producto.
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Espectroscopia de 'H-RMN.

Todos los espectros de resonancia magnética nuclear de protén (‘H-RMN)
se realizaron en espectrometros de los modelos Varian-500 (500 MHz),
Mercury-400 (400 MHz), Varian-400 (400 Hz) y Bruker Avance 400 (400 MHz).

Espectroscopia de >*C-RMN.

Todos los espectros de resonancia magnética nuclear de carbono 13 (**C-
RMN) se realizaron en espectrometros de los modelos Varian-500 (125 MHz),
Varian-400 (400 Hz) y Bruker Avance 400 (400 MHz).

Espectroscopia de RMN bidimensional.

Los experimentos COSY, HSQC, HMQC, HMBC y NOESY se realizaron en
espectrometros Varian del modelo SYSTEM-500 y SYSTEM-400, utilizando la

frecuencia de pulsos estandar.

Espectrometria de masas (EM).

El equipo utilizado fue un espectrometro de masas de baja resolucion VG
12-1250 mediante inyeccion directa de la muestra, usando la técnica de
impacto electronico (IE) con una energia de 70 eV y mediante Ionizacion por
Electrospray (IES-EM) en un equipo Hewlett Packard — 110 MSD). Los datos

obtenidos estan expresados en unidades de masa/carga (m/z).

En todos los casos tanto los espectros de resonancia como las masas fueron
coincidentes con los previamente descritos en la literatura para cada uno de
esos productos (Sanchez-Moreno, 2009; Camps-Bres, 2010; Wong et al., 1995;
Espelt et al., 2003; Calveras et al., 2005; Calveras et al., 2009).
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OBTENCION DE LA RHAMNULOSA-1-FOSFATO
ALDOLASA DE THERMOTOGA MARITIMA

Amplificacion y clonaje del gen TM1072

El gen TM1072 se obtuvo mediante PCR a partir de un lisado celular de T.
maritima. Los cebadores especificos se disefiaron a partir de la secuencia de
nucleotidos (Genbank AE000512) de la cepa MSB8 de T. maritima.

Con el fin de realizar dos versiones diferentes de la misma enzima cuya
unica diferencia fuese la presencia de una cola de histidinas en el extremo N-
terminal de una de ellas se crearon tres oligonucleotidos cebadores distintos
con diferentes dianas de restriccion. De esta manera, para la obtencion del
gen codificante de la proteina con cola de histidinas se utilizaron las dianas
de restriccion para las enzimas Ndel en el oligonucledtido cebador
correspondiente al extremo N-terminal y HindIIl en el oligonucledtido
cebador correspondiente al extremo C-terminal. En el caso del gen
codificante de la proteina sin cola de histidinas se utilizaron las dianas de
restriccion para las enzimas Ncol en el oligonucledtido cebador
correspondiente al extremo N-terminal y HindIIl en el oligonucledtido
cebador correspondiente al extremo C-terminal. La eleccion de estas

secuencias de restriccion se vio motivada, ademads, porque permitieron

99



RESULTADOS Y DISCUSION

excluir el madximo nuimero de aminodcidos no necesarios en las futuras

proteinas recombinantes.

Tanto el fragmento que incorporaba la cola de histidina (r1patmsht) como
el que no (ripatm) fueron amplificados. Su tamafio aproximado fue de 700
pb, lo que se corresponde con el tamafio esperado para el gen TM1072. (Fig.
1RD).

2000 pb
1500 pb
1000 pb
750 pb
500 pb

250 pb

Figura 1RD. Gel de agarosa en el que se muestra la amplificacién por PCR del gen
TM1072. (1) Marcador de nimero de pares de bases de 1 kb; (2) gen ripatm; (3) gen
ripatm sht.

Una vez purificados los genes ripatm y ripatmsht se clonaron por
separado en el vector pGEM-T easy, obteniéndose las construcciones pGEM-
ripatm y pGEM-ri1patmsht con las que se transformaron células DH5a de E.
coli (Fig. 2RD). Ademads, se clonaron los dos genes en el plasmido pET28-b(+),
obteniéndose los plasmidos de expresion pET-28b(+)-ripatm y pET-28b(+)-
ripatmsht para, a continuacion, transformar células BL21 (DE3) de E. coli con

sendos plasmidos de expresion.

Las construcciones obtenidas se secuenciaron para verificar que el
fragmento incorporado correspondia realmente a los genes rlpatm y
riptmsht. En ambos casos la secuencia nucleotidica coincidié con la del gen

TM1072 de T. maritima, no existiendo ninguna mutacion.
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Thermotoga maritima
Cebadoresy
purificaciéon de PCR ‘
Secuencia de Secuenciade
restriccion de Ndel | restriccion de HindIIl PGEM -T easy (3015 pb)
| Ligacién
l Ndel Hindlll

Digestién con
Ndel y HindIIly
Transformacion purificacién
en DHSa
Ndel HindIIl
H
| Ligacion |

i ‘-:
PET-28b(+)-r1patm (5980 pb)
(xan—]

\ Transformacién

en BL21 (DE3)

Figura 2RD. Esquema del clonaje del gen ripatm en las células DH5a y BL21 (DE3)
de E. coli.

Sobreexpresion y purificacion

Las células BL21 (DE3) de E. coli transformadas tanto con el plasmido pET-
28(+)-r1patm, como con el plasmido pET-28(+)-r1patmsht, se utilizaron para
la expresion de las dos versiones de la proteina L-rhamnulosa-1-fosfato
aldolasa de T. maritima. Estas versiones se denominaron Rha-1PA Tm y Rha-

1PA Tm SHT, respectivamente.

El andlisis de la sobreexpresion de las dos formas de la enzima se llevo a
cabo en geles de acrilamida/bisacrilamida. La masa molecular fue de

aproximadamente de 28 kDa, lo cual es consistente con el peso esperado para
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ambas versiones proteicas. Como se puede observar en la Figura 3RD, la
proteina se encuentra en la fraccion soluble del extracto y tiene un elevado
nivel de sobreexpresion. Concretamente, con respecto al total de proteina
soluble, el porcentaje de sobreexpresion fue del 58,3% y el 50,5% para la Rha-
1PA Tm SHT y Rha-1PA Tm, respectivamente.

LMW 1 2 3 4 5

97,0—

66,0—

45,0—

30,0— s -
58,3% 50,5%

20,1—

144—

Figura 3RD. Andlisis por SDS-PAGE de la sobreexpresion de Rha-1PA en las células
transformadas respecto a células BL21 sin transformar. LMW: marcadores de peso
molecular; (1): blanco de expresion de células BL21 (DE3) transformadas con pET-28(+);
(2): CFE células BL21 (DE3) transformadas con pET-28(+)-r1patmsht antes de inducir las
expresion de proteinas; (3): CFE células BL21 (DE3) transformadas con pET-28(+)-r1patm
antes de inducir las expresion de proteinas; (4) CFE células BL21 (DE3) transformadas
con pET-28(+)-ripatmsht después de la sobreexpresion; (5): CFE células BL21 (DE3)
transformadas con pET-28(+)-r1patm después de la sobreexpresion.

A priori, la purificacion de la Rha-1PA de T. maritima deberia verse
facilitada debido a que proviene de una bacteria hipertermofila cuya
temperatura optima de crecimiento es de 80 °C y, por lo tanto, sus proteinas
han de ser resistentes a altas temperaturas. Adicionalmente, en el caso de la
enzima codificada en la construccion del plasmido pET28-b(+)-ripatm se
introduce un cola de 6 histidinas en el extremo N-terminal de la proteina,
permitiendo su purificacion por cromatografia de afinidad a metales

divalentes.

Con el objetivo de aprovechar el origen hipertermofilo de la proteina en su
proceso de purificacion, se llevo a cabo un andlisis del grado de pureza de la

enzima con respecto al resto de proteinas solubles presentes en el CFE tras
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someter éste a un choque térmico. Como se puede apreciar en la Figura 4RD,
el grado de purificacion del enzima varia en funcion de la temperatura y
duracion del choque térmico. Cuanto mayor fue la temperatura y el tiempo
de exposicion mayor fue el porcentaje de pureza alcanzado, llegandose a
obtener una pureza del 93,7% tras 20 minutos de incubacion a 85 °C a partir
de un CFE con una sobreexpresion de la proteina del 50,5%. La purificacion
por este método se logra gracias a la desnaturalizacion del resto de proteinas
que precipitan durante este paso de purificacion siendo facilmente
eliminadas por centrifugacion. Las ventajas de este método de purificacion
son su rapidez, que es facilmente escalable a grandes volumenes de extracto

y el elevado grado de pureza que proporciona.

60 °C 70 °C 85 °C
LMW CFE
97,0 — Fa—
B
66,0 — b t R

45,0 —

. L L

50,5% 71,7% 77,8% 91,2% 92,5% 86,5% 93,7%

20,1 —

144 —
10 min 20 min 10 min 20 min 10 min 20 min

Figura 4RD. Purificacién por choque térmico a diferentes temperaturas durante 10
y 20 min.

Otro posible método de purificacion de la proteina que presenta cola de
histidinas es la utilizacidon de cromatografia de afinidad a metales divalentes
utilizando para ello una resina de agarosa con alta densidad de Ni*".
Utilizando este método se consiguieron niveles de pureza superiores al 92%
(Fig. 5RD).

Aunque el grado de pureza conseguido al utilizar de forma aislada este
método es muy alto, se estudid, ademads, su combinacién con un paso previo
de incubacion a 60 °C durante 20 min por dos motivos: (i) alcanzar un nivel

de pureza proteica superior, necesario para los analisis de identificacion de
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la proteina, y (ii) evitar una posible contaminacion por triosafosfato
isomerasa. Asi, al combinar ambos pasos de purificacion se logro alcanzar un
98,1% de pureza (Fig SRD).

IMAC +
LMW IMAC gT 60 °C
97,0 —
66,0 —
45,0 —
30,0 — W s e
20,1 — 92,4%  98,1%
14,4 —

Figura 5RD. Comparacion de la pureza de la Rha-1PA de T. maritima utilizando
IMAC y choque térmico a 60 °C durante 20 min e IMAC.

En el caso de la aldolasa sin cola de histidinas (Rha-1PA Tm SHT) el
aumento del porcentaje pureza de la proteina se consiguido mediante un
segundo paso de purificacion utilizado fue la cromatografia de exclusion
molecular. El tiempo de retencion de la proteina recombinante fue de 187
min en una columna HiLoad 26/60 Superdex'" 200 PG, con un flujo de 1 ml
min”. El grado de pureza obtenido al combinar el choque térmico a 60 °C
durante 20 min con la cromatografia de exclusion molecular fue superior al
99%, no siendo capaces de distinguir otras bandas de proteina en el gel de

acrilamida/bisacrilamida (Fig 6RD).
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Figura 6RD. Perfil de elucién de la Rha-1PA Tm SHT tras choque térmico a 60 °C en
una cromatografia de exclusién molecular. En el inserto se muestra la ampliacion
del pico correspondiente a la proteina y su andalisis mediante SDS-PAGE.

Estudio de la contaminacion por triosa fosfato isomerasa

Como paso previo al analisis, caracterizacion y aplicacion de la enzima, se
llevaron a cabo controles para determinar la posible presencia de triosa
fosfato isomerasa como contaminante de las proteinas purificadas. Esta
descrito en la bibliografia que la aplicacion de las aldolasas dependientes de
DHAP es muy sensible a la presencia de contaminacion por TIM ya que esta
enzima cataliza la isomerizacion de la DHAP a D-GA3P (Dinkelbach et al,
2001) (Fig. 7RD). Este aldehido puede ser sustrato de la aldolasa y dar lugar a
la formacidn de un aldol no deseado.

Es importante destacar que, a pesar de que después de la purificacion de la
aldolasa no se detectaba una banda en los geles de SDS-PAGE
correspondiente al peso del monomero de TIM de E. coli (Riley et al., 2006),
fue necesario realizar los experimentos. Esto es debido a que TIM es uno de
las enzimas mas eficientes que existen e incluso una cantidad inapreciable de
esta proteina puede interferir seriamente en el proceso sintético catalizado
por las aldolasas.
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Figura 7RD. Reacci6n enzimatica de formacion de fructosa-1,6-bifosfato en
presencia de TIM.

Estos ensayos se realizaron incubando DHAP, previamente sintetizada, y
utilizando como aldolasa la Rha-1PA de T. maritima, pero en ausencia de
aldehido, de tal forma que la aparicidon de aldol a lo largo del tiempo indica
claramente la presencia de contaminacion por TIM (ver Materiales y
Métodos). Adicionalmente, se afiadio RAMA, pues el D-GA3P es su sustrato
aceptor natural y, en caso de existir contaminacioén por TIM, catalizaria la
reaccion aldolica entre la DHAP y el D-GA3P, dando lugar a la formacion de

fructosa-1,6-bisfosfato.

La contaminacion por la enzima TIM, fue eliminada en los pasos de
purificacion por choque térmico y cromatografia de exclusion molecular,
pero no al someterla unicamente a purificacion por IMAC. Por lo tanto,
siempre fue necesario realizar al menos uno de estos dos pasos de
purificacion para asegurar la completa eliminaciéon de la isomerasa. La no
deteccion de aldol durante el tiempo de incubacion descarta una posible

contaminacion por TIM en la aldolasa doblemente purificada
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Identificacion de 1la rhamnulosa-1-fosfato aldolasa

recombinante de T. maritima

Analisis de aminoacidos

En primer lugar se realizo el andlisis de aminodcidos de la proteina
purificada, tanto para determinar el coeficiente de extincion molar
experimental a 280 nm, como para aplicarlo como primera herramienta de

identificacion de la proteina.

La muestra de proteina pura que se analizé6 se preparo utilizando el

280-27.370 M cm™) para determinar,

coeficiente de extincién molar tedrico (g
de forma aproximada, la concentracion de la enzima. Estas muestras fueron
analizadas por triplicado por el Servicio de Quimica de Proteinas del Centro
de Investigaciones Bioldgicas (CSIC), donde hidrolizaron las proteinas y la
separacion de los distintos aminoacidos se realizé mediante cromatografia de

intercambio cationico y con derivatizacion postcolumna con ninhidrina.

En la Tabla 1RD se muestra el numero de aminodacidos tedricos en funcion
de la secuencia esperada y el numero de aminoacidos obtenido
experimentalmente para la Rha-1PA Tm y la Rha-1PA Tm SHT. Se puede
observar una buena correlacion de los datos experimentales y tedricos, lo
que confirma la identidad de la proteina en ambos casos. Para el calculo del
coeficiente de extincion molar sdlo se consideraron aquellos aminodacidos
cuyo numero, determinado experimentalmente, se desvia menos de 3

unidades respecto al valor tedrico.
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Tabla 1RD. Andlisis de aminodcidos de la Rha-1PA Tm y Rha-1PA Tm SHT.

Rha-1PA Tm Rha-1PA Tm SHT
Aminodcido N° aa N° aa N° aa N° aa
tedricos experiment tedricos experiment

Asp (D) + Asn (N) 17 16,45 0,55 17 18,73 -1.73
Thr (T) 9 8,74 0,26 9 9,94 -0,94
Ser (S) 15 15,85 -0,85 10 11,04 -1,04
Glu (E) + GIn (Q) 31 31,45 -0,45 31 32,14 -1,15
Pro (P) 14 13,31 0,21 13 13,57 -0,57
Gly (G) 21 20,79 0,21 18 20,63 -2,63
Ala (A) 13 12,91 0,09 13 14,24 -1,24

Cys (O) 1 0,37 0,63 1 0,32 0,68

Val (V) 20 16,4 3,6 19 17,24 1,76
Met (M) 9 8,65 0,35 8 8,55 -0,55

Ile (D 14 11,6 2,4 14 11,83 2,17

Leu (L) 28 25,79 2,21 27 25,9 1,1
Try (Y) 8 7,31 0,69 8 8,05 -0,05
Phe (F) 8 7,06 0,94 8 8,56 -0,56

His (H) 16 14,62 1,38 9 8,72 0,28
Lys (K) 19 18,59 0,41 19 19,77 -0,77
Arg (R) 10 8,97 1,03 9 9,13 -0,13

TRP (W) 3 0 3 3 0 3

Total de aa 256 238,86 17,14 236 238,37 -2,37

Con las mismas muestras que se utilizaron para el andlisis de aminoacidos
se realizaron rectas de calibrado para absorbancias comprendidas entre 0,1 y

1 unidades de absorbancia a 280 nm, afiadiendo diferentes concentraciones
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de aldolasa. De esta manera, conociendo la concentracion real de la muestra
gracias a los resultados del analisis de aminoacidos, se pudo determinar el
coeficiente de extincion molar experimental como la pendiente de dicha
recta de calibrado (Fig. 8RD).

A B
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0,6 1
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N N
g 04 g 061
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g :
< < 0,4
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00— 0,0 : : : ‘ ‘ ‘
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 0 5 10 15 20 25 30 35
[R1PA Tm] (uM) [R1PA Tm SHT] (uM)

Figura 8RD. Recta de calibrado para calcular el coeficiente de extincion molar
experimental de la Rha-1PA Tm (A) y de 1la Rha-1PA Tm SHT (B).

El valor del coeficiente de extincion molar calculado experimentalmente
para la Rha-1PA Tm y la Rha-1PA Tm SHT fue de £%°=32.161 M" cm™ y de
¢*%9=32.306 M cm™, respectivamente. A la vista de estos resultados se puede
comprobar que la tendencia habitual de utilizar los coeficientes de extincion
molar teodricos para los calculos de concentracion de proteina lleva a un
resultado erroneo que, en nuestro caso, supondria una sobrestimacion en la
concentracion del 17,5% para la Rha-1PA Tm y del 18,03% para Rha-1PA Tm

SHT.

Determinacion de la huella peptidica

Como segunda herramienta para la identificacion de la proteina se realizo
un analisis de la huella peptidica. Este andlisis permitio la identificaciéon de
15 péptidos en la Rha-1PA Tm y 14 en la Rha-1PA Tm SHT. De este modo, por

comparacion de las secuencias de péptidos, que cubren la mayor parte de la
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secuencia de aminoacidos de la Rha-1PA de T. maritima, fue posible

identificar la proteina (Fig.9RD).
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Figura 9RD. Cromatograma de la huella peptidica de la Rha-1PA Tm (A) y de la Rha-
1PA Tm SHT (B). Los péptidos identificados estdn sombreados en la secuencia de la
proteina (C). Los péptidos subrayados en negro se han obtenido en la huella
peptidica de ambas versiones de la proteina, en azul aquellos obtenidos con la Rha-
1PA Tm y en rojo los obtenidos unicamente con la Rha-1PA Tm SHT.
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CARACTERIZACION BIOQUIMICA DE LA RHAMNULOSA-
1-FOSFATO ALDOLASA DE THERMOTOGA MARITIMA

¢Es la rhamnulosa-1-fosfato aldolasa de T. maritima una

aldolasa de Tipo II?

Como se ha descrito previamente en la Introduccion de este trabajo, segun
el mecanismo de reaccion las aldolasas pueden dividirse en dos grupos:
aldolasas de tipo I y aldolasas de tipo II. Las primeras se caracterizan por la
formacion de una base de Schiff entre una lisina del centro activo y el
carbono carbonilico de la cetona donadora. Y las segundas requieren un
metal divalente como cofactor, generalmente Zn*, que actia como un &cido
de Lewis activando al nucledfilo (Fig. 18, Introduccion). La Rha-1PA de T.
maritima ha sido asignada putativamente a las aldolasas de tipo II por

homologia de secuencia con la Rha-1PA de E. coli.

Al ser la actividad enzimatica de las aldolasas de tipo II dependiente de un
metal divalente como cofactor, éstas pueden ser inhibidas de forma
reversible en presencia de agentes quelantes que secuestran el cation
divalente del centro activo de la enzima. Con el fin de comprobar si esta
asignacion era correcta, se llevdo a cabo la medida de la actividad
retroaldodlica de la aldolasa de T. maritima en presencia de 3 concentraciones
de EDTA. Como se muestra en la Figura 10RD, la actividad de la enzima no se

vio significativamente afectada por la presencia de EDTA en el medio.
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Figura 10RD. Actividad de la Rha-1PA de T. maritima en presencia de las siguientes
concentraciones de EDTA: (o) ausencia de EDTA, (¥) 1 mM, (w) 10 mM. La pendiente
de la caida de la absorbancia a 340 nm es proporcional al nivel de reaccién
retroalddlica catalizada por la aldolasa a las distintas concentraciones de EDTA.

La falta de inhibicion de la Rha-1PA de T. maritima durante este
experimento pudo ser debida a la retencion de cationes divalentes en el
centro catalitico, es decir, que el agente quelante no hubiera atrapado todo el
Me*" unido a la enzima en el tiempo de duracién de la reaccién como
consecuencia de la rigidez estructural de la enzima o de la fuerte unién a la
misma. Para comprobar esta posible explicacidn se realizo un ensayo de la
actividad retroaldélica con concentraciones crecientes de Zn*". La enzima fue
previamente incubada con EDTA 0,1 M durante una hora en bafio de hielo
para eliminar cualquier posible ion divalente que hubiese en la preparacion
enzimatica. Ademas, se utilizd como control la Rha-1PA de E. coli ya que su
pertenencia a las aldolasas de tipo II esta claramente establecida (Schwartz y
Feingold, 1972; Chiu et al., 1975).

Como se muestra en la Figura 11RD, los datos de actividad obtenidos
indican claramente que la actividad de Rha-1PA de E. coli es dependiente de
la concentraciéon de Zn*', mientras que la actividad de Rha-1PA de T.
maritima mantiene valores de actividad similares a las diferentes
concentraciones de Zn*, no viéndose afectada por la presencia o ausencia de

dicho ion metalico.

112



RESULTADOS Y DISCUSION

A B

0,4 0,25

~

—~ =T}
g 03] E 020
:.)E ’ ° o © ® e
~ e o = 0,15
E o2 ° ¢ S

’ ~
= < 010
b S
< 1
< 019 g 0,05
&~ é 09 ¢

0,0 ‘ ‘ ‘ 0,00 ‘ : :

0 10 20 30 40 0 10 20 30 40
[Zn2*] (uM) [Zn2*] (uM)

Figura 11RD. Actividad especifica en funcién de la concentracién de Zn** de la Rha-
1PA de T. maritima. (A) y de la Rha-1PA de E. coli (B).

Este comportamiento de la enzima frente al Zn** puede deberse a tres

motivos:

En primer lugar, la dificultad de la eliminacion de metales unidos a
las enzimas hipertermofilas, que puede ser debida bien a una
mayor rigidez estructural de la enzima a temperaturas inferiores a
su temperatura Optima, o bien a un aumento en las fuerzas de
union establecidas entre el cofactor y la apoenzima como parte de
un mecanismo de estabilizacion enzimatica (Vieille y Zeikus, 2001).
Un ejemplo caracteristico descrito en la literatura es la o-amilasa de
Pyrococcus furiosus, que fue inicialmente descrita como una enzima
Ca®" independiente ya que los tratamientos con EDTA a temperatura
ambiente no afectaban a su actividad (Dong et al, 1997).
Posteriormente, una caracterizacion mas detallada reveld que esta
enzima contenia al menos dos 4tomos de Ca** que no podian ser
separados por tratamiento con EDTA a temperaturas inferiores a 70
°C (Savchenko et al., 2001). De esta forma, a pesar del tratamiento
con EDTA 0,1 M en las condiciones anteriormente descritas, es
posible que el metal divalente presente en el centro catalitico de la
enzima no haya sido eliminado, siendo responsable de la actividad

residual remanente. En ese caso, el Zn®>" tendria su entrada en el
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centro catalitico impedida vy, por lo tanto, la actividad de la enzima

se veria inhibida.

Otra posible explicacién a la falta de variacion de la Rha-1PA de T.
maritima podria ser que, aunque esta ampliamente aceptado que el
cofactor natural empleado por las aldolasas de tipo II es el Zn*', se
han observado diferencias con respecto a la preferencia por el
metal divalente utilizado como acido de Lewis entre las aldolasas de
tipo II de origen mesdéfilo (Zn*") y aquellas de origen terméfilo (Co*”,
Fe?") (Samland y Sprenger, 2006). Asi pues, el Zn*" podria no ser el
cofactor de la Rha-1PA de T. maritima, por lo que necesitaria otro

metal divalente como activador.

Por ultimo, en contra de lo esperado por la gran similitud con su
equivalente mesofila de E. coli, la Rha-1PA de T. maritima podria ser
una aldolasa de tipo I. En este caso, la actividad de la enzima no
dependeria de la presencia de ningun metal divalente y, por lo
tanto, esta seria la razon de que la actividad permaneciese estable

frente a la adicién de Zn?" en el medio.

Por lo tanto, antes de descartar la pertenencia de la Rha-1PA de T.

maritima a las aldolasas de tipo II, se comprobd la actividad catalitica de la

enzima en presencia diversos metales divalentes (Co*", Zn*", Fe*’, Cu*, Ni*" y

Mg2+). Ademas, en lugar de a 4 °C, la incubacion previa con EDTA 0,1 M se

realizo tanto a R/T como a 80 °C durante una hora para asegurar la completa

eliminacion del metal divalente del centro catalitico. Los ensayos de

actividad se realizaron a concentraciones crecientes de metal divalente

presente en el medio comprendidas entre 0 y 675 uM (Fig.12RD).
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Figura 12RD. Actividad especifica de la Rha-1PA de T. maritima tratada con EDTA
0,1 M durante una hora, en funcién de la concentracién de metal divalente (Me*")
presente en el medio a R/T (A) y a 80 °C (B). Los cationes utilizados fueron: Co** (e),
Zn* (#), Fe*" (7), Cu®* (), Ni*" (m) y Mg** (w).

La completa inactivacion de la enzima sdlo se consiguié cuando ésta se
trat6 con EDTA a 80 °C, mientras que, cuando se traté a temperatura
ambiente no se logré ninguna disminucion en la actividad residual de la
enzima en comparacion con la obtenida en el tratamiento con EDTA a 4 °C.
Por lo tanto, la actividad residual es debida a la retencién de metales
divalentes en el centro catalitico, necesitandose un aumento de la
temperatura para disminuir la rigidez de la enzima vy eliminar

completamente el cofactor.

De todos los cationes empleados, el Co*" fue el activador mas potente,
obteniendo una actividad retroaldélica méxima a una concentracién de Co*
de 187,5 uM o de 375 uM, dependiendo de si el metal divalente habia sido
eliminado del centro catalitico completamente o no. Asi mismo, el perfil de
actividad obtenido muestra que, cuando se alcanzan determinadas
concentraciones de Co?", se produce inhibicion de la aldolasa, manifestada

por un descenso en su actividad.

Ademas del Co*", el tnico metal que mostré la capacidad de actuar como
cofactor fue el Ni*', siendo el maximo de actividad lograda con este metal
aproximadamente 3 veces inferior al Co®* con a una concentracion de catién

3,6 veces mayor ([Ni*]=675 uM). Ninguno de los otros metales divalentes
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utilizados en estas reacciones (Zn*‘, Fe*", Cu*, o Mg*") mostré ninguna

capacidad de activacion de la enzima.

Lo que mas llama la atencion de estos resultados es la falta absoluta de
regeneracioén de la actividad por parte del Zn** dado el papel que se le ha
otorgado como cofactor paradigma de las aldolasas de tipo II (Samland vy
Sprenger, 2006; Dean et al., 2007; Clapés y Garrabou, 2011). Sin embargo,
aunque la mayoria de aldolasas hipertermofilas que tienen preferencia del
Co*" sobre el Zn*" como activador son capaces de aceptar ambos metales
como cofactor, también han sido descritas aldolasas que presentan el mismo
comportamiento que la Rha-1PA de T. maritima. Asi, dentro del primer grupo
se puede incluir las FBPA de Pseudomonas aeruginosa (Labbé et al., 2011),
Bacillus cereus (Labbé et al., 2011) y Aquifex aeolicus (La et al., 2009). En el
segundo grupo se encuentran las FBPA de  Clostridium
thermosaccharolyticum (Barnes et al., 1971) y Thermus aquaticus (Freeze y
Brock, 1970; de Montiny y Sygusch, 1996; Sauvé y Sygusch, 2001; Izard y
Sygusch, 2004). Con la aldolasa de T. aquaticus comparte, ademas, ser las
unicas aldolasa descritas hasta el momento que pueden utilizar Ni** como

cofactor.

De entre los metales que con los que no se produjo un aumento en la
actividad catalitica del enzima, cabe destacar la pérdida progresiva de
actividad basal al someter a la aldolasa a concentraciones crecientes de Cu**
(Fig. 12(A)RD). Aunque todavia no se conoce su mecanismo, el caracter
inhibidor de este metal ha sido descrito para otras aldolasas dependientes de
DHAP como es el caso de las ya mencionadas de FBPA de T. aquaticus y de
Aquifex aeolicus, asi como de la FBPA de Anoxybacillus gonensis (Ertunga et
al., 2007).

A la vista de los datos de actividad obtenidos, se puede afirmar sin lugar a
dudas que la Rha-1PA de T. maritima es una aldolasa de tipo II, como habia
sido asignada de forma putativa, requiriendo Co** en lugar de Zn*', ya que
para llevar a cabo la reaccidn retroaldolica necesita un ion divalente como
cofactor. Esta predileccién por el Co*", a pesar de que ambos cationes forman

estructuras de coordinacion tetraédricas, podria ser debida al menor
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volumen que ocupa el Co*’, encajando mejor en un sitio activo mds pequefio
(Cheryl et al., 2002; Izard y Sygusch, 2004).

Determinacion de los parametros cinéticos de la Rha-1PA

de T. maritima

El siguiente paso en el estudio de la Rha-1PA de T. maritima fue su
caracterizacion cinética. Los parametros cinéticos se determinaron con
respecto a la reaccién retroalddlica, utilizando como sustrato
concentraciones crecientes de rhamnulosa-1-fosfato en un intervalo
comprendido entre 0,005 a 18,75 mM. Para la determinacion de las
constantes cinéticas se utilizé la Ecuacion de Michaelis-Menten (Ec. 1RD) y

sus derivaciones para la representacion lineal de los datos de velocidad.

_ Vméx X [S]

= Ky + 5] Ec.1RD

Con el propdsito de conocer como afectaba a la aldolasa la presencia en el
centro catalitico de cationes divalentes diferentes al Co** al ser
sobreexpresada en E. coli, se analiz6 el comportamiento cinético de dos
preparaciones distintas de enzima recombinante. En primer lugar (Rha-1PA
TmO01), la proteina fue purificada por choque térmico seguido de purificacion
por IMAC (ver Materiales y Métodos). En el segundo caso (Rha-1PA Tm02), la
enzima fue, ademads, posteriormente incubada con EDTA (0,1 M) a 80 °C
durante 1 h para eliminar los metales divalentes que pudieran estar
presentes en su centro catalitico. En ambos casos se afiadié Co** en el medio

hasta una concentracion de 187,5 uM (Fig. 13RD).

117



RESULTADOS Y DISCUSION

0,16 1,2
~ 0,14 - ~ 10]
80 0,12 "on
E 2 E 08 -
< 0,10 - & - "5
g ° £ ' E
£ 0,08 E E 06 5
p— 0
(=] J = — =
g oo ] xn ]
< 0,04 s ) s
> = > 0,2 - = ]
0,02 2 0o 2 4 6 8 10 4 14 0o 1 2 3 4 s
0,00 ‘ ‘ ‘ _VIRPI (mMD) 0,0 ‘ ‘ 1/[R1P] (x‘nM)
0 2 4 6 8 10 12 14 0 5 10 15 20
[R1P] (mM) [R1P] (mM)

Figura 13RD. Estudios cinéticos con respecto a su sustrato natural, la Rha-1P, de la
Rha-1PA de T. maritima. Los ensayos se realizaron utilizando la enzima con colas de
histidinas sin tratar (A: Rha-1PA TmO01) y tratandola con EDTA (0,1 M) durante 1 h a
80 °C (B: Rha-1PA Tm02). El inserto muestra la representaciéon de Lineweaver-Burk
utilizada para la determinacion de las constantes cinéticas.

Segun muestran las graficas sendas preparaciones de proteina muestran
un comportamiento de Michaelis-Menten. Los parametros cinéticos se
resumen en la Tabla 2RD, donde se puede observar que no hay una
modificacion substancial de la Ky, mientras que la k... fue 7 veces mayor al
utilizar la enzima Rha-1PA TmO02. Es decir, que la ocupacion de parte de los
centros cataliticos por iones diferentes al Co*" no afectan a la interaccién con

el sustrato, pero si a la capacidad catalitica de la enzima.

Tabla 2RD. Comparacion de los valores cinéticos obtenidos para la Rha-1PA de T.
maritima y los descritos en la literatura para la Rha-1PA de E. coli.

Enzima Ku (M) Keat 5) Keat/Kn (s M)
Rha-1PA Tm01™ 2,96x107 0,36 0,12x10°
Rha-1PA Tm02™! 3,6x10° 2,52 0,7x10°
Rha-1PA E. coli™ 0,2x10° 38,3 1,9x10°

[a] Pardmetros cinéticos obtenidos a 25 °C.
[b] Datos descritos en la bibliografia por Chiu et al. (1975).
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Estos datos son coherentes con el comportamiento previo observado del
centro activo para la unidn al cation divalente. En experimentos anteriores
se demostro que para la eliminacion del ion metdlico del centro catalitico es
necesario la incubacion a altas temperaturas y un agente quelante fuerte
como el EDTA a alta concentracién. Solo después de afiadir Co*" tras este
tratamiento se restaura completamente la actividad de la proteina, dado que
la totalidad de los centros cataliticos poseen cofactor, incrementando el
numero de centros efectivos. Es por esta razon que se aprecia una K¢, 7 veces
superior al comparar la enzima sin tratar con la enzima tratada. Este
comportamiento, ademas de ser el esperado, sefiala la importancia de que

todos los centros cataliticos sean ocupados por el cofactor natural (Co*").

Los valores cinéticos calculados para la Rha-1PA de T. maritima difieren
significativamente de los referidos previamente en la literatura para su
homologa mesofila de E. coli (Chiu et al, 1975). Esta diferencia es
especialmente significativa en los valores obtenidos para la kca, que es mas
de un orden de magnitud mayor en el caso de la enzima de E. coli. Sin
embargo, ha de tenerse en consideracion que los parametros cinéticos
calculados para la aldolasa de T. maritima fueron adquiridos en reacciones a
25 °C. Esta temperatura estd muy por debajo de su temperatura catalitica
Optima, siendo la actividad especifica de la enzima mas de 20 veces inferior
que a 95 °C, como se demostrara posteriormente. Si tenemos en cuenta que
los valores de Q9 —definido como el incremento medio de la velocidad de
reaccion por cada aumento de 10 °C en la temperatura— de la amplia
mayoria de las enzimas hipertermofilas son los mismos que los de sus
homologas mesofilas (Q10=2), es de esperar que, a temperaturas mas cercanas
a su temperatura 6ptima la Rha-1PA de T. maritima muestre un considerable

aumento de numero de recambio catalitico (k.at) (Elias et al., 2014).
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Estudio de la estructura de la Rha-1PA de T. maritima

Estructura primaria

En la busqueda de una explicacion para la estabilidad térmica de las
enzimas de microorganismos hipertermofilos no se han encontrado
aminoacidos, modificaciones covalentes o motivos estructurales nuevos. La
termoestabilidad de una proteina parece ser adquirida a través de una
combinacion de pequerfias modificaciones estructurales mediante el cambio

de determinados aminodacidos (Fields, 2001; Li et al., 2005).

Al comparar el contenido de aminodacidos de la Rha-1PA de T. maritima
con la de su homologa mesdfila de E. coli, se comprueba que el porcentaje de
residuos aminoacidicos es similar a la hallada en otras enzimas de

microorganismos hipertermofilos (Fig 14RD).

14
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Figura 14RD. Composicion de aminodcidos de las Rha-1PA de T. maritima (azul) y E.

coli (verde).

Como se puede apreciar en la Figura 14RD, la variacion mas significativa
es el incremento de 4acido glutdmico de la Rha-1PA de T. maritima,
conteniendo aproximadamente tres veces mas que la Rha-1PA de E. coli. El
aumento de este aminoacido en las enzimas termdfilas es comun debido a su
larga cadena lateral, que es capaz de establecer interacciones electroestaticas
con residuos distantes incrementando simultdaneamente la hidrofobicidad de
la superficie (Argos et al., 1979; Sauve y Sygusch, 2001).
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La sustitucion de parte de las lisinas por argininas es frecuente en las
enzimas de microorganismos termofilos. De esta manera se preserva la carga
positiva, al mismo tiempo que se alarga la cadena lateral, facilitando la
interaccidon con aminodacidos alejados, y se disminuye la reactividad quimica
debido a su alto pK, (Argos et al., 1979; Merkler et al., 1981; Mrabet et al.,
1992; Sauve y Sygusch, 2001). Sin embargo, en el caso de nuestra proteina no
solo no se ha producido dicho intercambio, si no que el porcentaje de lisinas
es mas del doble que en la proteina de E. coli, contribuyendo asi al aumento

global de aminodacidos cargados como se detallard mas adelante.

La incidencia de los aminodacidos mas labiles se reduce significativamente
en las enzimas termoestables para evitar la desnaturalizacion proteica a altas
temperaturas derivada de su degradacion (Demirjian et al., 2001). En la Rha-
1PA de T. maritima se refleja claramente en el bajo numero de residuos de
asparagina y glutamina presentes, aminoacidos propensos a experimentar la
desaminacion a altas temperaturas (Danson y Hough, 1998; Nonaka et al.,
2008). De la misma manera, se ve reducida la presencia de residuos de
cisteina hasta un tercio en la Rha-1PA de T. maritima con respecto a la
aldolasa de E. coli, ya que son susceptibles de oxidarse, especialmente en
presencia de Cu*’, provocando la formacién de puentes disulfuro intra e

intermoleculares y la generacion de acido sulfonico (Vieille y Zeikus, 2001).

Por ultimo, basdndonos en la composicion global de aminoacidos de estas
dos proteinas se aprecia que, en la enzima hipertermdfila, hay un aumento
en el contenido de residuos cargados a expensas de los aminodcidos polares
sin carga (Tabla 3RD). Una mayor proporcion de aminodcidos cargados
favorece la formacion de puentes de hidrogeno y la de interacciones
electroestaticas, incrementandose asi la estabilidad de la enzima (Jelesarov y
Karshikoff, 2009; Saelensminde et al., 2009). En cuanto a los aminodacidos
apolares, las enzimas hipertermofilas generalmente tienen un ligero
aumento en su porcentaje con respecto a las mesofilas, propiciando las
interacciones hidrofobicas que son consideradas como el mecanismo de
estabilidad principal (Takano et al., 2013; Gromiha et al., 2013). Sin embargo,
esto no se da en la Rha-1PA de T. maritima que mantiene una proporcion

similar, aunque ligeramente inferior, de estos residuos en comparacion con
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la Rha-1PA de E. coli. No obstante, aunque la composicion aminoacidica
puede dar una aproximacion de la termoestabilidad, probablemente sea mas
importante la distribucion de los aminoacidos en la estructura tetramérica de
la proteina y su capacidad de establecer interacciones que la estabilicen
(Numata et al., 2001; Kumar et al., 2014). Por ejemplo, la O°-metilguanina-
ADN metiltransferasa de Thermococcus kodakaraensis (Tk-MGMT) contiene
una secuencia de aminoacidos muy parecida a la de su equivalente de E. coli,
con diferencias en el contenido de aminoacidos con carga y apolares poco
significativas. Sin embargo, cuando se realizd un estudio del area de
superficie accesible al disolvente (SASA) de las dos proteinas se puso de
manifiesto que el contenido en aminoacidos con carga en la superficie de la
proteina era mucho mayor (54%) en la enzima hipertermdfila, concomitante
con la disminucidn de los residuos hidrofobicos y polares no cargados (32%)
(Imanaka, 2011).

Tabla 3RD. Comparacion de la composicién en los distintos tipos de aminoacidos de
la Rha-1PA de T. maritima y la Rha-1PA de E. coli.

Rha-1PA de T. maritima Rha-1PA de E. coli
Tipos de aminoacidos

N° de aa % de aa N° de aa % de aa
aa polares con carga 93 39,4 81 29,6
aa polares sin carga 39 16,5 66 24,1
aa apolares 120 50,8 115 52,6

[a] Algunos aa se han incluido en varios grupos atendiendo a su doble naturaleza
como la fenilalanina (aa con carga y apolares) o la tirosina (aa polares neutros y con
carga).

Estructura secundaria

La estructura secundaria de una proteina se puede estudiar mediante
espectroscopia de dicroismo circular en el ultravioleta lejano (190-250 nm),
donde el cromoforo objeto de estudio es el enlace peptidico y la sefial es
dependiente del plegamiento. Como se puede observar en la Figura 15RD, las

estructuras de a-hélice, f-lamina y random coil (RC) presentan espectros de
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DC caracteristicos en forma e intensidad. Asi, los espectros de DC de una
estructura predominantemente o-hélice se caracterizan por tener dos
minimos de intensidad a 222 y 208 nm y un maximo a 192 nm. Cuando la
estructura es predominantemente p-lamina presenta un minimo a 215 nm y
un maximo a 198 nm. Cuando la proteina se muestra mayoritariamente
como random coil el espectro de DC presenta un maximo a 212 nm y un
minimo a 195 nm (Greenfield, 2006a; Greenfield, 2006b).

a-hélice
B B-lamina
B random coil

[®] deg cm? dmol!

180 180 200 210 220 230 240 250

Longitud de onda (nm)

Figura 15RD. Espectros de DC en la region del UV-lejano para una cadena de poli-
lisinas, (Lys),, en tres conformaciones distintas: a-hélice (a pH 10,8), p-lamina (a pH
11,1 después de calentar a 52°C y volver a enfriar) y random coil (a pH 7,0).

Para el estudio de la estructura secundaria de la proteina se obtuvo un
espectro formado por la media de cuatro registros en la region del
ultravioleta lejano (195-240 nm), a los cuales se les restd el correspondiente
blanco. El espectro resultante se trato y suavizo con el programa informatico
Jasco Spectra Analysis para, a continuacion, analizarlo con el paquete
informatico CDPro, compuesto por tres programas de calculo: CONTINLL,
SELCON3 y CDSSTR (Sreerama y Woody, 2000).

El espectro se realizo a 20 °C utilizando la aldolasa sin cola de histidinas
para evitar cualquier posible interferencia de ésta en la estructura
secundaria. En la Figura 16RD se puede distinguir que el espectro de la

proteina presenté minimos en la sefial a ~208 y ~222 nm y un maximo a ~192
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nm, indicativos de una estructura secundaria mayoritaria de o-hélice (Pelton

y Mc Lean, 2000).
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Figura 16RD. Espectro de DC de la Rha-1PA Tm SHT a 20°C.

Dicho espectro de DC se ajusto con muy buena correlacion a los valores
tedricos. Ademas, el resultado de los tres programas de calculo fue en muy
similar, por lo que se puede utilizar la media de los tres programas como
resultado (Tabla 4RD). Estos resultados se corresponden con la estructura

cristalografica descrita por Osipiuk et al. (2003) (PDB: 1PVT).

Tabla 4RD. Resumen de los resultados de los tres elementos estructurales
analizados por el paquete CDPro para la Rha-1PA Tm SHT.

Estructura secundaria (%)

Programa
a-hélice p-lamina RC
CONTINLL 29,0 18,7 52,3
SELCON3 29,6 19,7 50,7
CDSSTR 29,4 20,7 49,9
Media 29,3 19,7 51
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Cabe destacar que, a pesar de que estructura secundaria mayoritaria es de
a-hélice, el contenido de esta estructura en la Rha-1PA de T. maritima es
inferior al presente en la enzima homologa de E. coli (~37%) (Fig 17RD). Este
dato no concuerda a priori con la hipotesis que propugna que un mayor
contenido en a-hélice puede ser una de las claves para la gran estabilidad de
algunas de las proteinas pertenecientes a microorganismos termofilos
(Facchiano et al., 1998). Sin embargo, no solo se ha de tener en cuenta el
contenido de o-hélice, sino, ademas, la estabilidad que presenta gracias a su
composicion en aminoacidos (los aminoacidos que poseen cadenas laterales
ramificadas tienden a desestabilizar la hélice debido a que las cadenas
laterales son mas dificiles de acomodar) y a la capacidad de la misma de
generar un mayor momento dipolar, estabilizando la estructura por medio

de interacciones electroestaticas (Li et al., 2005).

[ ——

Rha-1PATm  MRETIRE--IQKVAY--——— WLATKGLSEANAGNISVRLDER---PEGYE

Rha-1PAEc  MQNITQSWFVQGMIKATTDAWL --KGWDERNGGNLTLRLDDAD I APYHDN

[ ] [ | >

[ [ [ ] [ e

Rha-1PATm  VKSVNEY-GFDYDGPEMY---LLITATGSRMREVYEDDS-KICLLHV-LP

Rha-1PAEc  FHQQPRY IPLSQPMPLLANTPF IVTGSGKFFRNVQLDPAANLG IVKVDSD

| ——— ] >

Rha-1PATm  GKHYEILHG---NGKPTSEFPTHLMIHA-KFKEMNPEKKAIVHTHPLNLL

Rha-1PAEc  GAGYHILWGLTNEAVPTSELPAHFLSHCER IKATNGKDRV IMHCHATNLI

> | > .

[ ] [ ] [ ] [ | > [ ]

Rha-1PATm  TLMN-LEEFQELLPKMM-KIHPEVL IFFPQG I SVVEFEKPGSVELGLKTV

Rha-1PAEc  ALTYVLENDTAVFTRQLWEGSTECLVVFPDGVG ILPWMVPGTDE IGQATA

[ ] | [ ] /> [

Rha-1PATm EKSEGKDAVLWDKHGVVAFGKDVAEAYDRVE I LEKAAE I LLRVLSLG---

Rha-1PAEc  QEMQKHSLVLWPFHGVFGSGPTLDETFGL IDTAEKSAQVLVKVYSMGGMK
Rha-1IPATm -——-RNPT--————— GV-PEG---WL
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Figura 17RD. Comparacion de la estructura secundaria obtenida por cristalizacién
de la Rha-1PA de E. coli (PDB:1GT7) y de la Rha-1PA de T. maritima (PDB:1PVT).
@ o-hélice; => p-lamina.
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Estructura cuaternaria

En una primera aproximacion, se llevd a cabo el estudio de la estructura
cuaternaria de la Rha-1PA de T. maritima mediante equilibrio de
sedimentacion. Las muestras de proteina para la ultracentrifugacion se
prepararon y se analizaron por triplicado segun se describe en la seccion de

Materiales y Métodos.

El equilibrio de sedimentacion de la Rha-1PA de T. maritima dio una masa
molecular aparente dependiente de la velocidad de centrifugacion, incluso
variando las condiciones del experimento (temperatura, concentracion de
proteina, tampon, fuerza ionica). Normalmente, este comportamiento tiene

lugar cuando existen fenémenos de agregacion (Fig. 18RD).

En el caso particular de ésta enzima se formaron agregados utilizando
ambas versiones enzimaticas. En la fase inicial del experimento el peso de las
macromoléculas fue mucho mayor al utilizar la Rha-1PA Tm, con un peso
aproximado 16,5 veces superior al del mondmero, mientras que al utilizar la
Rha-1PA Tm SHT el peso era 6,7 veces mayor. Cuando se aumentaron las
revoluciones de la ultracentrifugacion en ambos casos se observa una
disminucion del peso de los agregados moleculares hasta llegar a 7 y 4,1

veces el del monomero, respectivamente (Fig. 18RD).
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Figura 18RD. Equilibrio de sedimentacion de la proteina Rha-1PA de T. maritima
con (e) y sin (e) cola de histidinas.
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Al no alcanzar resultados concluyentes con la ultracentrifugacion, como
herramienta para la identificacion de la estructura cuaternaria de la
proteina, se inyect6é una muestra de cada una de las versiones de la aldolasa,
previamente purificadas, en una columna de exclusibn molecular en
condiciones no desnaturalizantes. Con el objetivo de minimizar la
desnaturalizacion y agregacion, la fase movil elegida fue el tampodn fosfato 20
mM con NaCl 150 mM a pH 7,2, ya que tiene una alta concentracion en salesy

un pH adecuado para la enzima.

El tiempo de retencion obtenido en ambos casos fue de 187 min a un flujo
de 1 ml min®. Al interpolar este tiempo de retencién en la curva de
calibracion previamente obtenida, el peso molecular estimado para la
proteina recombinante fue de 114,59 kDa (Fig.19RD). Teniendo en cuenta que
el peso del mondémero (aproximadamente 28 kDa segun ha sido
anteriormente descrito), este resultado sefiala que la Rha-1PA de T. maritima
posee una estructura cuaternaria tetramérica como su homologa de E. coli
(Fig. 20RD).
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Figura 19RD. Curva de calibrado utilizada para la determinacién de la estructura
cuaternaria de la Rha-1PA de T. maritima. Las enzimas utilizadas para realizar la
curva de calibracién fueron la fuculosa-1-fosfato aldolasa de E. coli (104,8 kDa), la
DHAK de Citrobacter freundii (127,2 kDa), la Rha-1PA de E. coli (137,2 kDa), la
fructosa-1,6-bisfosfato aldolasa de Oryctolagus cuniculus (RAMA) (160 kDa) y la
proteina de fusion DLF (186,8 kDa).
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Figura 20RD. Estructura cuaternaria de la Rha-1PA de T. maritima. Cada mondmero
aparece en un color diferente.

Al comparar la secuencia de aminodacidos de la Rha-1PA de T. maritima
con la de E. coli se puede comprobar que estas dos proteinas tienen una
identidad de secuencia del 43,6%. Sabiendo que, ademds de una gran
identidad de secuencia, ambas enzimas poseen el mismo mecanismo
catalitico y que sus estructuras han sido previamente cristalizadas (PDB:
1PVT y 1GT7, respectivamente), se realizo una superposicion de la estructura
cristalina con el objetivo de establecer qué aminoacidos son los responsables
de la union del cofactor. Como se puede ver en la Figura 21RD, las enzimas
presentan una gran homologia estructural, por lo que es de esperar que los
residuos aminoacidicos de la Rha-1PA de T. maritima involucrados en la
formacion de los enlaces de coordinacién con el Co*" sean las histidinas 123,
125 y 192, junto con el acido glutamico 100, ya que se corresponden con los
aminoacidos cataliticos de la aldolasa de E. coli (His 141, His 143, His 212 y
Glu 117) (Kroemer y Schutz, 2002; Kroemer et al., 2003).
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Figura 21RD. Superposicion de la Rha-1PA de E. coli (en verde, PDB: 1GT7) unida a
Zn”" y de la Rha-1PA de T. maritima (en , PDB: 1PVT).

Estudio del efecto de la temperatura en la actividad
enzimatica de la rhamnulosa-1-fosfato aldolasa de T.

maritima

La mayoria de las enzimas caracterizadas en hipertermofilos tienen una
temperatura de actividad Optima similar a la temperatura Optima de
crecimiento del microorganismo hipertermofilo del que proceden.
Normalmente dicha temperatura se encuentra entre 75 y 115 °C, aunque en
algunas de estas proteinas es muy superior como en el caso de la
amilopululanasa de Thermococcus litoralis cuya temperatura optima es 30 °C
superior a la temperatura Optima de crecimiento del microorganismo
(Brown et al., 1993).

En las enzimas hipertermdfilas parece que la temperatura de crecimiento
del microorganismo juega un papel fundamental en el correcto plegamiento
de la proteina. Esta hipdtesis se sustenta en la diferencia estructural que
presenta una misma enzima dependiendo si es la forma silvestre, obtenida
directamente del microorganismo hipertermofilo, o si es la forma
recombinante, producida en un microorganismo mesoéfilo como E. coli. El

tratamiento térmico de la enzima recombinante, a la temperatura dptima de
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crecimiento de la bacteria hipertermofila de la que procede, produce un
cambio en la estructura de la proteina transformandose en la estructura de
la enzima silvestre. Esta conversion estructural depende de la temperatura y
es reversible (Fujiwara, 2002; Imanaka, 2011). En la Tabla 5RD se muestran
algunos ejemplos de enzimas hipertermofilas que necesitan tratamiento

térmico para su maduracion estructural.

Tabla 5RD. Enzimas de hipertermoéfilos cuya estructura depende de la temperatura.

Microorganismo Enzima Referencia
Thermotoga D-gliceraldehido-3-fosfato Rehaber y Jaenicke
maritima deshidrogenasa (1992)
DiRuggiero y Robbs

Pyrococcus furiosus ~ Glutamato deshidrogenasa (1995)

{?ulfolobus: Hierro superodxido dismutasa Kardinahl et al. (1996)
acidocaldarius
Iyrococcus. Indolplr}lvato ferredoxina Siddiqui et al. (1998)
kodakaraensis oxidoreductasa
Methanqthermus Histona de archea Sandman et al. (1994)
fevidus
Pyrococcus sp Ferredoxina Siddiqui et al. (1998)
Bacillus : Catalasa I Kobayashi et al. (1997)
stearothermophilus

Ciclodextrina glucano

Yamamoto et al. (1999)
transferasa

Thermococcus sp

El efecto de la temperatura se estudié en la reaccidon de adicion aldodlica
catalizada por la Rha-1PA de T. maritima. La actividad especifica de la
enzima aumentdé exponencialmente con la temperatura (Fig. 22RD),
alcanzando el maximo a los 95 °C. Sin embargo, no podemos afirmar que esta
sea la temperatura Optima del enzima ya que no pudimos ensayar

temperaturas superiores.
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Figura 22RD. Ensayo de actividad especifica de la Rha-1PA de T. maritima a
diferentes temperaturas.

La temperatura maxima observada para Rha-1PA de T. maritima es del
mismo orden que la temperatura Optima de reaccion descrita para otras
enzimas de esta bacteria (Tabla 6RD). Como puede observarse en la Tabla
6RD, en muchos casos la temperatura optima de reaccion supera los 80 °C
que es la temperatura Optima de crecimiento del microorganismo. Esto
puede explicar por qué T. maritima es capaz de crecer a temperaturas
superiores a 90 °C (Hubert et al., 1986). Los datos obtenidos avalan la
hipdtesis expuesta anteriormente segun la cual es necesario una alta
temperatura de reaccion para que exista un correcto plegamiento de la

proteina y por lo tanto una méaxima actividad.

Normalmente, la mayoria de las enzimas pertenecientes a hipertermofilos
son inactivas a bajas temperaturas debido una gran rigidez estructural a esas
temperaturas (Vieille y Zeikus, 2001). Sin embargo, es importante sefialar que
la aldolasa de T. maritima mantiene una actividad apreciable en
temperaturas cercanas a la del ambiente, reteniendo aproximadamente el
20% de su actividad inicial a 45 °C. Una posible explicacion para esta
cualidad tan peculiar, es la combinacion de flexibilidad local en el centro
catalitico, que seria responsable de la actividad a bajas temperaturas, junto

con una alta rigidez global que permitiria mantener el cardacter
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Tabla 6RD. Temperatura de actividad Optima para diferentes enzimas
pertenecientes a T. maritima.

Enzima T2 6pt (°C) Referencia
Tagaturonato-fructuronato epimerasa 60 Rodionova et al. (2012)
Glutamato deshidrogenasa 65 Lebbink et al. (1999)
B-glucuronidasa 65 Xu et al. (2012)
Aspartato deshidrogenasa 70 Yang et al. (2003)
Ribosa-5-fosfato isomerasa 70 Sun et al. (2012)
Aminopeptidasa 70 Dutoit et al. (2012)
L(+)-lactato deshidrogenasa 80 Ostendorp et al. (1996)
Fosfogluconato aldolasa 80 Griffiths (2002)
Transaldolasa 80 Huang et al. (2012)
L-isoaspartato O-metiltransferasa 85 Ichikawa y Clarke (1998)
Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa 85 McCarthy et al. (2003)
L-rhamnosa isomerasa 85 Park et al. (2010)
B-galactosidasa 85 Kim et al. (2004)
ATP/polifosfato xilulokinasa 85 Martin del Campo et al. (2013)
Ribonucleosidotrifosfato reductasa 90 Jordan et al. (1997)
Acetato quinasa 90 Bock et al. (1999)
Fosfato acetiltransferasa 90 Bock et al. (1999)
Celulasa 90 Rahman et al. (2002)
Acetil xilano esterasa 90 Drzewiecki et al. (2010)
a-amylasa 90 Ballschmiter et al. (2006)
Aldoceto reductasa 90 Ma et al. (2013)
B-fructosidasa 95 Liebl et al. (1998)
Glicerol hidrogenasa 95 Beauchamp et al. (2014)
Manitol deshidrogenasa 95 Song et al. (2008)
Acetil esterasa 100 Levisson et al. (2012)
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hipertermoéfilo de la enzima (Sterner et al., 1998; Ichikawa vy Clarke, 1998;
Merz et al., 1999; Wintrode y Arnold, 2001; Dellus-Gur et al., 2013). Este hecho
es de gran importancia desde el punto de vista de la aplicacion sintética de la
enzima, ya que posibilita su utilizacion en un amplio intervalo de
temperaturas, no siendo necesario calentar el medio de reaccion y, por lo
tanto, evitando el gasto de energia extra y la posible degradacion de los

sustratos.

Efecto de la temperatura en las condiciones de reaccion

Medida de la degradacion de DHAP

La DHAP es muy labil a pHs neutros y basicos y a la temperatura, por lo
que tiende a degradarse en la reaccion catalizada por la aldolasa. La
inestabilidad que presenta la DHAP es un dato importante para la aplicacion
sintética de la enzima por lo que fue necesario medir su degradacion a lo
largo del tiempo en el intervalo de temperaturas utilizado anteriormente
(Fig. 23(A)RD).

La degradacion de la DHAP varia mucho en funcién de la temperatura,
siendo practicamente despreciable al cabo de una hora a 25 °C (se conserva
el 91,8% de la concentracidn inicial) mientras que a 95 °C solo mantiene el
9,3%. Como se puede ver en la Figura 23(B)RD la estabilidad de la DHAP sigue
una curva sigmoidea decreciente en donde la maxima variacion de la
degradacion se encuentra entre 65 y 85 °C (tras 1 hora el porcentaje de DHAP
a 65 °C es siempre superior al 75% y sin embargo a los 85 °C no llega al 15%).
A la vista de estos resultados, una de las temperaturas utilizadas en las
reacciones empleando Rha-1PA de T. maritima fue de 45 °C, ya que se llega a
un compromiso entre la degradacion de DHAP (no supera el 10% con
respecto a la DHAP inicial) y la actividad de la enzima que se ve aumentada 5

veces respecto a la actividad a temperatura ambiente.
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Figura 23RD. (A) Porcentaje de DHAP a diferentes tiempos en funcién de la
temperatura. (o) T2=25 °C, (V) T?= 45 °C, (m) T?= 65 °C, (¢) T2= 75 °C, (A) T?= 80 °C, (@)
T2= 85 °C, (e) T?= 90 °C, (V) T?= 95 °C. (B) Porcentaje de DHAP tras una hora de
incubacioén a diferentes temperaturas.

Comprobacion de la concentracion de aldol

Este ensayo se realizd para comprobar que la medida de la concentracion
de aldol formado en los estudios de temperatura Optima no se falseaba
debido a la evaporacion del disolvente a causa de las altas temperaturas

utilizadas.

Para este ensayo se utilizo la FBP ya que este compuesto es comercial. Los
umoles de aldol presentes en el medio permanecen constantes a lo largo del
tiempo como se representa en la Figura 24RD por lo que podemos descartar
una sobreestimacion del aldol formado en las reacciones incubadas a alta

temperatura debida a la variacion del volumen.
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Figura 24RD. Valoracion los pumoles de FBP a lo largo de una hora de incubacién a
95 °C.

Determinacion del pH optimo de la rhamnulosa-1-fosfato

aldolasa de T. maritima

El pH optimo se calculdé mediante valoracion del aldol formado en
reacciones de adicion alddlica entre el r-lactaldehido y la DHAP catalizadas
por la Rha-1PA de T. maritima, variando el pH del medio de reaccion (Fig.
25RD). Para cada rango de pH se eligieron distintos tampones, manteniendo
la fuerza idnica constante gracias a la adicion de diferentes cantidades de
NaCl. El pH 6ptimo calculado para la Rha-1PA de T. maritima fue 8,0, similar
al descrito no solo para la Rha-1PA de E. coli (Chiu et al., 1975), sino también
para la mayoria de aldolasas de tipo II dependientes de DHAP, todas ellas con
un maximo de actividad en el intervalo de pH de entre 7,0 y 8,0 (Hill et al.,
1976; Hodgson y Plaxton, 1998; Nakahara et al.,, 2003; Kakita et al.,, 2006;
Ertunga et al., 2007; Labbé et al., 2011).

Como se puede apreciar en el perfil de actividad especifica en funcion del
pH del medio, el intervalo de pH para el cual la Rha-1PA de T. maritima
retiene al menos el 50% de su actividad maxima esta comprendido entre
pH=5,7 y pH=9,0. Este intervalo es ligeramente superior al de su homoéloga
mesofila de E. coli, que esta comprendido entre pH=6,3 y pH=9,0 (Sawada vy

Takagi, 1964; Chiu et al., 1975). Este dato es especialmente interesante ya que
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demuestra la capacidad de la enzima para ser usada a pH ligeramente acidos

donde la DHAP utilizada como sustrato es mas estable.
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Figura 25RD. Perfil de actividad de la Rha-1PA Tm en funcion del valor de pH. Las
reacciones se realizaron utilizando diferentes tampones cuyos intervalos de pH se
solaparon: Bis/Tris (®); fosfato sddico (O); Tris/HCI (V).

Estudio de la estabilidad de la rhamnulosa-1-fosfato

aldolasa de T. maritima

La necesidad de adaptarse a ambientes extremos de los microorganismos
extremofilos ha generado el desarrollo de proteinas con propiedades
extraordinarias. En concreto, las enzimas de los microorganismos termofilos
e hipertermofilos no son solo termoestables, sino que también generalmente
son muy resistentes frente a la desnaturalizacion por la accion de agentes
quimicos, detergentes, agentes caotropicos, disolventes organicos, proteolisis,
asi como a su exposicion a diferentes pHs (Champdoré et al, 2007).
Consecuentemente, el uso de enzimas termofilas e hipertermofilas
representa una alternativa muy interesante en procesos hiotecnoldgicos, ya
que amplian el intervalo de condiciones en el que pueden ser usadas.
Ademas, pueden utilizarse como modelo para el disefio y construccion de
nuevas proteinas con propiedades determinadas, evitando asi los problemas

inherentes al uso de enzimas en sintesis organica.
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Estudio de la estabilidad térmica

Las enzimas de microorganismos termofilos e hipertermoéfilos, ademas de
ser capaces de trabajar a altas temperaturas, presentan por lo general una
gran termoestabilidad. La estabilidad térmica de estas enzimas se debe a

diversos factores que se pueden agrupar en (Li et al., 2005):

1. Interacciones moleculares adicionales como puentes de
hidrégeno, interacciones electroestaticas, interacciones

hidrofébicas, puentes disulfuro y la unién a metales.

2. Una buena configuracion estructural, mas rigida, mas compacta,
con un mayor porcentaje de o-hélice y una disminucion de las

zonas sin estructura en la proteina.

Sin embargo, en algunos casos, la termoestabilidad de las enzimas
intracelulares depende de la presencia de determinados factores de
estabilizacién internos como sales, cofactores, sustratos, activadores,
estabilizadores generales como la termamina o una alta concentracion de
proteinas. Ademads, incluso en el caso de ser estables frente a altas
temperaturas, muchas enzimas hipertermofilas no lo son frente a

temperaturas moderadas o bajas.

Por lo tanto, para determinar no solo si la Rha-1PA de T. maritima era una
enzima termoestable, sino también si era resistente a temperaturas muy por
debajo de su temperatura metabdlica, se estudid su estabilidad en un amplio

intervalo de temperaturas.

En primer lugar, se estudio su estabilidad a 4 °C y a temperatura ambiente.
Como muestra la Figura 26RD, a 4 °C la actividad aldolasa tras 28 dias de
almacenamiento, nunca fue inferior al 83% de la actividad inicial. Durante
ese mismo periodo de tiempo, al conservar la enzima a temperatura
ambiente, la actividad se mantuvo en todo momento por encima del 73%. La
pérdida de actividad de la Rha-1PA de T. maritima es muy lenta en estas

condiciones.
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Figura 26RD. Estabilidad de la Rha-1PA de T. maritima a bajas temperaturas. (m)
Porcentaje de actividad especifica conservada a temperatura ambiente, (m)
porcentaje de actividad especifica conservada a 4°C.

La estabilidad frente a altas temperaturas se estudio por incubacion de la
proteina a 80, 95 y 115 °C (Fig. 27RD). En este ensayo la desnaturalizacion
irreversible se evalué midiendo la actividad especifica retenida por la
enzima a 45 °C a distintos tiempos de incubacion. Como se puede observar en
la Figura 27RD, el tiempo de vida media de la aldolasa (tiempo que tarda en
perder el 50% de su actividad) a estas tres temperaturas fue de 44, 33y 3,5 h,

respectivamente.
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Figura 27RD. Estabilidad enzimdtica de la Rha-1PA de T. maritima a altas
temperaturas. (e) Estabilidad a 80 °C, (V) estabilidad a 95 °C, (m) estabilidad a 115 °C.
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Estos datos, tomados en conjunto, demuestran la elevada estabilidad y
resistencia a la desnaturalizacion de la enzima frente a altas temperaturas y,
como se verd a continuacion, son concordantes con la temperatura de
desnaturalizacion de la misma. Hasta donde llega nuestro conocimiento, es la
aldolasa mas termoestable descrita hasta el momento, ya que el resto de
aldolasas de este tipo poseen tiempos de vida media menores a temperaturas
inferiores. Algunos ejemplos de las aldolasas mas termoestables encontradas

en la bibliografia se resumen en la Tabla 7RD.

Tabla 7RD. Tiempo de vida media en funcién de la temperatura para diferentes
aldolasas de microorganismos hipertermafilos.

Microorganismo Enzima T2 (°C) Tap Referencia
; . Freezey
T. FBPA 1
aquaticus 05 S min Brock (1970)
. . Sugimoto y
B. FBPA 7 1
stearothermophilus 5 0 min Nosoh (1971)
Choi et al.
M.j hii FucA 85 24 h
jannaschii uc (1998)
S.solfataricus KDG-aldolasa 100 2,5h Buchanan et
) ’ al. (1999)
A. aeolicus FBPA 110 40 min  Laetal (2009)

La termoestabilidad inherente a la Rha-1PA de T. maritima es comparable
incluso a la descrita para enzimas de microorganismos como Pyrococcus
furiosus, el cual tiene una temperatura optima de crecimiento 20 °C superior
a la de T. maritima (100 °C) (Kengen et al., 1993; Ikeda y Clark, 1998; Bauer et
al., 1999; Vieille y Zeikus, 2001).

Determinacion de la temperatura de desnaturalizacion

El estudio del efecto la temperatura sobre la estructura de la enzima se

realizo por dicroismo circular mediante un barrido de temperatura entre 20
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y 110 °C registrando la sefial de dicroismo a 222 nm, con un incremento de

temperatura de 30 °Ch™.

Las curvas de desnaturalizacion térmica se pueden analizar suponiendo
un modelo de dos estados en el proceso de desnaturalizacion en el que solo
se encuentran presentes un estado inicial (nativo) y un estado final

(desnaturalizado). Este modelo se ajusta a la Ecuacion 2RD (Mayr et al., 1993):

(Dg — Np) + (mp —my) XX
L+ exp 158 % 273,15 + X) X (273,15 + o)

Y=(0Dy+mp xX)— Ec. 2RD

donde:

D, es el valor de la sefial de DC (en mdeg) del estado desnaturalizado a
T2=0 °C.

mp es la pendiente del estado desnaturalizado.

Ny es el valor de la sefial de DC (en mdeg) del estado nativo a T?=0 °C.

my es la pendiente del estado nativo.

Ty es la temperatura (en °C) del punto de inflexion de la transicion.

Hp es la entalpia van’t Hoff asociada al proceso de desnaturalizacidon a
T2=Ty.

La Figura 28RD muestra que Rha-1PA de T. maritima presentdé un
comportamiento que se ajusta a un modelo de transicion en dos estados. Este
modelo de transicion se produce debido a la existencia de cooperatividad en
el proceso de desplegamiento de la proteina —una vez que una molécula
comienza a desplegarse se desencadena el desplegamiento rapido de todas
las demas moléculas- y a la baja estabilidad de los intermedios de
desplegamiento (Van Mierlo y Steensma, 2000). La cooperatividad de la
reaccion de desnaturalizacion de una proteina se puede medir
cualitativamente por el ancho y la forma de la transicion. Asi, la Rha-1PA de
T. maritima, donde la desnaturalizacion tiene lugar en con una transicion

rapida entre los dos estados (Fig. 28RD), muestra una transicion altamente

140



RESULTADOS Y DISCUSION

cooperativa, propia de una proteina que se encuentra, inicialmente, en una

estructura compacta y bien plegada.
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Figura 28RD. Desnaturalizacidn térmica de la Rha-1PA de T. maritima.

Al ajustar los datos experimentales con la Ecuacidon 2RD la Ty resulto ser
de 102 °C. Esta temperatura de desnaturalizacion es mas de 20 °C superior a
la temperatura optima de T. maritima e indica que la temperatura dptima de
reaccion de la enzima no puede ser muy superior a 95 °C, la mayor

temperatura a la cual se ha medido la actividad de la enzima anteriormente.

Ademas, la estabilidad demostrada por la enzima frente a la
desnaturalizacion térmica la convierte en una de las pocas enzimas

conocidas con una Ty superior a los 100 °C (Razvi y Scholtz, 2006).

Determinacion de la estabilidad en presencia de cosolventes

organicos en el medio de reaccion

Las enzimas son biocatalizadores que han evolucionado para llevar a cabo
las reacciones organicas en medios acuosos. Sin embargo, en los ultimos afios
se ha comprobado la necesidad de la utilizacion de disolventes organicos en
los procesos biocataliticos debido a la naturaleza hidrofoba de la mayoria de
los sustratos (Sellek y Chaudhuri, 1999; Gupta y Khare, 2009; Roy et al., 2013;
Yang et al., 2013).
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El uso de disolventes organicos en biotransformaciones conlleva ventajas
asociadas como son una mayor solubilidad de los sustratos con baja
solubilidad en sistemas acuosos, lo que disminuye las limitaciones de
transferencia de masa dando lugar a un aumento de la velocidad de reaccion
con dichos compuestos, ofrecen la posibilidad de que se vea alterada la regio-
y estereoespecificidad de la enzima, desplazan el equilibrio termodinamico
hacia el sentido de la sintesis en las reacciones de hidrolisis mediante la
reduccion de la actividad del agua y evitan la contaminacion microbiana de
las reacciones (Sellek y Chaudhuri, 1999; Iver y Ananthanarayan, 2008;
Doukyu y Ogino, 2010).

Por otra parte, las enzimas generalmente sufren una disminucion de su
actividad y de su estabilidad en presencia de disolventes organicos debido a
procesos de desnaturalizacidon e inhibicion causados por la interaccion del

disolvente con la proteina.

Asi pues, la obtencion de enzimas capaces de tolerar disolventes organicos
en el medio de reaccion es de gran utilidad para su aplicacion en procesos
biotecnoldgicos. En este sentido, el empleo de enzimas obtenidas de
microorganismos termafilos e hipertermofilos tiene un gran potencial ya que
poseen una estructura intrinsecamente estable frente a diversos agentes
desnaturalizantes (Cowan, 1997; Sellek y Chaudhuri, 1999).

En lo que respeta a la estabilidad de la Rha-1PA de T. maritima, se estudio
su tolerancia a la presencia de diferentes cosolventes organicos en el medio

de reaccion midiendo la actividad aldodlica especifica.

Los cosolventes usados se eligieron teniendo en cuenta la hidrofobicidad
de los mismos de tal manera que cubrieran el maximo intervalo de Log P
(que se define como el coeficiente de distribuciéon de una sustancia en un
sistema bifasico n-octanol/H,0), siempre y cuando formasen sistemas

homogéneos al ser afiadidos a la fase acuosa (Tabla 8RD).
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Tabla 8RD. Coeficiente de distribucion en un sistema bifasico n-octanol/H,O de los
cosolventes utilizados.

Disolvente DMSO DMF AcN Isopropanol THF

LogP -1,380 -1,038 -0,394 0,074 0,526

Como se muestra en la Figura 29RD, la presencia de disolventes organicos
en el medio es bien tolerada por la Rha-1PA de T. maritima, que retiene su
actividad incluso a altas concentraciones. La estabilidad de esta enzima es
notablemente alta en acetonitrilo, reteniendo el 90% de su actividad
especifica inicial en H,O/AcN 60:40. Por otra parte, cuando se utiliza DMSO la
enzima mantiene el 100% de su actividad hasta una concentracion del 20%
de disolvente, y con DMF, retiene el 50% de actividad a porcentajes cercanos
al 25%. A pesar de que la estabilidad del enzima disminuye mucho al utilizar
isopropanol y THF, hay que resaltar que, incluso en esos casos, en presencia

de 10% de cosolvente la actividad mostrada por la aldolasa es del 40%.

Exceptuando al acetonitrilo, en los resultados obtenidos para el resto de
disolventes ensayados se puede apreciar que la actividad -catalitica
disminuye con el aumento de la apolaridad del sistema (Fig. 29RD). Estos
datos concuerdan con la hipodtesis que considera que el plegamiento de las
proteinas se debe principalmente a la tendencia natural de los aminoacidos
mas apolares a replegarse en el interior de la proteina, exponiendo asi los
aminodacidos hidrofilicos al medio acuoso externo. Por lo tanto, la estructura
proteica es mantenida por un intrincado balance entre estas fuerzas de
union. La interaccion de los disolventes organicos con los aminoacidos
hidrofébicos del interior de la proteina altera la solubilidad de estos residuos
aminoacidicos permitiendo la desnaturalizacion de la enzima v,
consecuentemente, la pérdida de actividad de la misma (Tanford, 1961;
Klibanov, 1997; Careri, 1998; Serdakowski y Dordick, 2008).

143



RESULTADOS Y DISCUSION

120

100

80

60 -

40

20

Actividad especifica (%)

0 10 20 30 40 50
Disolvente organico (%)

Figura 29RD. Estabilidad enzimética de la Rha-1PA de T. maritima frente a la
presencia diferentes cosolventes organicos en el medio de reaccion: acetonitrilo (V¥);
DMTF (O); DMSO (®); isopropanol (A); THF (H).

Estudio de la influencia de la cola de histidinas y del Co** en

la rhamnulosa-1-fosfato aldolasa de T. maritima

Efecto estructural

Estudio del efecto de la introduccion de colas de histidinas en el extremo

N-terminal en funcion de la temperatura

En primer lugar, con el objetivo de conocer la influencia que ejerce la
presencia de la cola de histidinas en la estructura secundaria de la proteina
se realizaron espectros de DC utilizdndose ambas versiones de la enzima, con
y sin cola de histidinas sin que hubieran sido sometidas a tratamiento con
EDTA (Rha-1PA TmO1 y Rha-1PA TmO01 SHT). Adicionalmente, para saber si el
aumento de la temperatura modificaba la posible influencia de la cola de
histidinas los experimentos se ejecutaron en un intervalo de temperaturas
creciente (de 20 °C a 110 °C).
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El analisis de la estructura secundaria para cada uno de los espectros
obtenidos se efectu6 de la misma manera que en el estudio de la estructura

secundaria precedente.

Como se comprueba en la Figura 30RD, en ambos casos el perfil que
presentan los espectros de DC evoluciona a medida que se aumenta la
temperatura. Se produce una transicion desde los perfiles a 20 °C, que
denotan claramente una estructura secundaria mayoritaria de o-hélice
(minimos en la sefial a ~208 y ~222 nm y un maximo a ~192 nm), hasta los
obtenidos a 100 °C, en donde el minimo en la sefial se desplaza a 215 nm y el
maximo a 198 nm, indicando un aumento en p-lamina. Esta alteracion es mas
acentuada en el caso de la Rha-1PA Tm que en el de la Rha-1PA Tm SHT,
estando acompafiada de una pérdida progresiva de la intensidad de la sefial

caracteristica de la desnaturalizacion proteica.
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Figura 30RD. Espectros de DC a 20 (e), 45 (o), 80 (), 100 (V) y 110 (=) °C de (A) Rha-
1PA TmO1 y (B) Rha-1PA TmO01 SHT.

Al calcular la contribucion a la estructura secundaria de las estructuras a-
hélice, p-lamina y random coil se puede apreciar que existen diferencias
significativas en la aportacion de cada una de las estructuras dependiendo de

la version proteica y de la temperatura a la que esta sometida (Fig. 31RD).
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Figura 31RD. Resumen del porcentaje de a-hélice (=), p-ldmina (=) y random coil
(=) obtenido en el andlisis por el paquete CDPro, en funcién de la temperatura de
las proteinas (A) Rha-1PA Tm01 y (B) Rha-1PA Tm01 SHT.

De los datos recogidos se deduce que a 20 °C existe una buena correlacion
entre los resultados tedricos de estructura secundaria (27,54% o-hélice y
22,88% B-lamina) y los resultados experimentales de la Rha-1PA TmO01 SHT
(29,4% o-hélice y 19,1% p-lamina) y de la Rha-1PA TmO01 (29,7% a-hélice y
19,7% B-lamina). A medida que la temperatura se aumento, la composicion
estructural permanecid estable hasta aproximadamente los 80 °C. Sin
embargo, a partir de esta temperatura, el contenido en a-hélice sufrié una
disminucion en ambos casos que no se reparte equitativamente entre los
otros tipos de estructura estudiados, sino que en su mayoria se traduce en un
aumento del porcentaje de p-lamina y en menor medida en el aumento de los
porcentajes de giro o de estructura desordenada. Este proceso fue mas
acusado en el caso de la proteina con cola de histidinas, produciéndose una
disminucion de o-hélice del 22, 5% al aumentar la temperatura de 20 a 110 °C,
con el correspondiente incremento de p-lamina. En la proteina sin cola de
histidinas el porcentaje de o-hélice que se pierde es menor, pasando del
29,4% a 20 °C hasta 16,7% a 110 °C.

De estos resultados se deduce que la presencia de la cola de histidinas
facilita la transicion o-hélice/p-lamina de la enzima, siendo este proceso
dependiente de la temperatura y produciéndose a partir de temperaturas
superiores a 80 °C.
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Estudio del efecto del cofactor en la estructura secundaria

Es sabido que la union de cofactores metalicos juega un papel importante
no solo en la actividad, sino también en la conformacién estructural de las
enzimas (Wilson et al., 2004), siendo la unién a metales uno de los
mecanismos para la estabilizacion de las enzimas hipertermafilas. Por lo
tanto en segundo lugar, dado que la Rha-1PA de T. maritima precisa del Co*’
como cofactor para llevar a cabo la reaccion alddlica, se estudié mediante DC

el efecto del metal divalente sobre las estructura secundaria.

Por otro lado, teniendo en cuenta la influencia de la cola de histidinas en
la estructura secundaria y su dependencia de la temperatura, los
experimentos se realizaron con las dos versiones proteicas, con y sin cola de
histidinas, tratadas con EDTA (Rha-1PA Tm02 y Rha-1PA TmO02 SHT) y en el
mismo intervalo de temperaturas utilizado previamente (desde 20 °C a 110
°0).

Los perfiles de DC obtenidos para las dos versiones proteicas mostraron
un cambio progresivo en funcién del aumento de la temperatura similar al
observado anteriormente. Sin embargo, en este caso la variacion es mas
pronunciada, llegandose a alcanzar una pérdida total de la elipticidad a 110

°C en ambos casos (Fig. 32RD).
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Figura 32RD. Espectros de DC a 20 (e), 45 (o), 80 (), 100 (V) y 110 (=) °C de (A) Rha-
1PA TmO2 y (B) Rha-1PA TmO02 SHT.

Sorprendentemente, al analizar los datos se puede apreciar que (Fig.

33RD), mientras que en el experimento anterior a 20 °C la estructura
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secundaria era muy similar sin importar la existencia o no de la cola de
histidinas (~30% de a-hélice), en este caso los porcentajes iniciales de a-hélice
se diferencia en un 20%, siendo del 39,6% para la enzima con cola de
histidinas y de un 19,3% para la enzima que no la tiene. Por lo tanto, al
comparar estos datos con respecto a los recopilados en presencia de iones
divalentes, se advierte una variacion del contenido de o-hélice, suponiendo
un aumento del 10% en el caso de la Rha-1PA Tm y una disminucion del 10%
en el caso de la Rha-1PA Tm SHT. Curiosamente, esta pérdida de contenido en
a-hélice en la Rha-1PA Tm SHT hace que la estructura secundaria
predominante sea p-lamina.
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Figura 33RD. Resumen del porcentaje de a-hélice (=), p-ldmina (=) y random coil
(=) obtenido en el andlisis por el paquete CDPro, en funcién de la temperatura de
las proteinas (A) Rha-1PA Tm02 y (B) Rha-1PA TmO02 SHT.

De igual forma que anteriormente, al aumentar la temperatura la
composicion estructural permanecid estable hasta aproximadamente los 80
°C, momento en el cual se agudiza la transicion o-hélice/p-lamina, llegando
hasta la desnaturalizacion completa a 110 °C en ambos casos.

Por consiguiente, estos resultados indican que la presencia del cofactor no
solo es necesaria para llevar a cabo la catalisis, sino que también ayuda a
retener la configuracion estructural. Asi, por un lado cuando el centro
catalitico no se encuentra ocupado por el cofactor la estructura proteica se ve
alterada, viéndose facilitada la transicion o-hélice/B-lamina, y por otro, la
presencia de cola de histidinas produce un cambio estructural que se traduce
en un incremento de la cantidad de o-hélice.
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Efecto en la temperatura de desnaturalizacion

Teniendo como punto de partida la influencia que ejerce la presencia

tanto del cofactor como de la cola de histidinas en la estructura secundaria

de la proteina, es logico pensar que estas dos variables pueden alterar la

termoestabilidad de la misma. Por esta razon, se comparo la temperatura de

desnaturalizacion de ambas versiones proteicas a concentraciones crecientes

de Co*’, previo tratamiento con EDTA. Los ensayos se llevaron a cabo de

forma analoga a la determinacion de la temperatura de desnaturalizacion

previamente descrita, afiiadiendo concentraciones crecientes de Co?" (entre 0

y 841, 25 uM) a la enzima previamente tratada con EDTA (Fig. 34RD).
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Figura 34RD. Desnaturalizacién térmica de la Rha-1PA de T. maritima a diferentes
concentraciones de Co?* en el medio. (A) Rha-1PA Tm; (B) Rha-1PA Tm SHT.
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Como era de esperar, en todos los casos la proteina presenté un
comportamiento que se ajusta a un modelo de transicidon en dos estados, sin
importar el tipo de proteina utilizada ni la concentracién de Co** presente en
el medio. En cambio si que pueden apreciarse diferencias en las curvas de
desnaturalizacion pertenecientes a la proteina sin cola de histidinas y la
proteina con cola de histidinas. En este ultimo caso, ademas, la variacion del

perfil depende de la concentracién de Co* presente en el medio (Fig. 34RD).

Consecuentemente, al comparar la Ty de la proteina con y sin His-tag, se
puede percibir una diferencia en su comportamiento segun aumenta la
concentracién de Co** presente en el medio (Fig. 35RD). Asi, la Ty de la Rha-
1PA Tm SHT se mantuvo constante en torno a los 100 °C (entre 97,8 y 102,2
°C) independientemente de la concentracion del cation. Sin embargo, en el
caso de la Rha-1PA Tm, la Ty dependié de la concentracion de cofactor,
exhibiendo una Ty méaxima de 103,8 °C a [Co*']=450 uM y una Ty minima de
86,1 °C a [C0*"]=750 uM.
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100

90

T,, (°C)

80

0 200 400 600 800 1000
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Figura 35RD. Comparativa de la Ty entre la Rha-1PA Tm (e) and Rha-1PA Tm SHT
(e) en funcién de la concentracién de Co** en el medio.

Teniendo en cuenta que la Ty es similar para ambas proteinas cuando no
hay Co* en el medio y que solo se ve afectada al incrementar la
concentracion del cofactor en el caso de la enzima con cola de histidinas, se

puede suponer que la alteracion en la estabilidad enzimatica sea debida a la
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coordinacion del exceso de cation presente en el medio con las histidinas
extra y no unicamente a la presencia de la cola de histidina per se. Este no es
un hecho aislado, pudiéndose consultar en la bibliografia ejemplos de la
influencia de la cola de histidina sobre diferentes proteinas en presencia de

iones en el medio (Trofimov et al., 2012; Kolaj-Robin et al., 2013).

Estudio de la capacidad de renaturalizacion de la Rha-1PA de T. maritima

El calculo de los parametros de equilibrio termodindamico (AGn, AHym Y
ACp) sOlo puede realizarse si la desnaturalizacion es reversible (Duy and
Fitter, 2005; Greenfield, 2006c; Benjwal et al., 2006). Por lo tanto, una vez
conocido el comportamiento tanto de la estabilidad térmica como de la
estructura en funcion de la variacion de la temperatura, la existencia de cola
de histidinas y la ocupacion del centro catalitico por el cofactor, se realizo el
estudio de la capacidad de renaturalizacion de la enzima. Para ello se
repitieron los experimentos descritos anteriormente para la elucidacion de la

estructura secundaria a temperaturas decrecientes.

Como se puede comprobar en la Figura 36RD, los espectros obtenidos para
cada caso permanecen constantes, no observandose ningun variacion que
pudiera conllevar un cambio en la estructura secundaria al disminuir la

temperatura (Fig. 36RD).

El analisis de la estructura secundaria solo pudo realizarse con los
espectros obtenidos para la Rha-1PA Tm SHT en presencia del cofactor (Rha-
1PA TmO01 SHT), ya que en el resto de las ocasiones la proteina agrego, como
indica la pérdida total de la elipticidad a 110 °C. En cuanto a la proteina Rha-
1PA Tm SHT en presencia del cofactor los analisis estructurales mostraron
que, como se presumia, la estructura secundaria permanecié constante al
disminuir la temperatura desde 110 hasta 20 °C (Fig. 37RD). Los valores
obtenidos de la aportacion de los diferentes tipos de estructura secundaria
fueron concordantes con los conseguidos anteriormente para la proteina en

esas mismas condiciones (Fig. 31(B)RD).
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Figura 36RD. Espectros de DC a 20 (e), 45 (o), 80 (V) y 110 (») °C de la
renaturalizacién de las proteinas (A) Rha-1PA TmO01; (B) Rha-1PA TmO02; (C) Rha-1PA
TmO01 SHT y (D) Rha-1PA TmO02 SHT.
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TmO01 SHT.
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Estos resultados tomados en su conjunto muestran la irreversibilidad de
desnaturalizacion por calor de la Rha-1PA de T. maritima. En cualquier caso,
este comportamiento fue el esperado debido a que el desplegamiento
inducido por la temperatura en la mayoria de las proteinas multiméricas va
acomparnado de su agregacion y, por tanto, es irreversible (Duy vy Fitter, 2005;
Fitter y Haber-Pohlmeier, 2004; Kishore et al., 2011). De hecho, en el caso de
la Rha-1PA de T. maritima, cuando la temperatura empleada supero los 100
°C, se produjo la aparicidon de agregados proteicos, exceptuando al utilizar la
Rha-1PA TmO1 SHT, es decir, la construccién sin colas de histidina y en
presencia de metales divalentes. El fendmeno de agregacién proteica
coincide con el aumento de estructura en f-lamina, por lo que es de esperar
que exista un proceso de agregacion similar al de las proteinas amiloides
(Kusumoto et al., 1998; Yang et al., 2003; Benjwal et al., 2006) que impide la

posterior renaturalizacion.

ESTUDIO DE LA APLICABILIDAD SINTETICA DE LA
RHAMNULOSA-1-FOSFATO ALDOLASA DE T. MARITIMA

Optimizacion de las reacciones para la formacion de

enlaces C-C en el contexto de un sistema multienzimatico

Como hemos visto en la Introduccion, las aldolasas dependientes de DHAP
tienen limitada su aplicabilidad sintética debido a su gran dependencia de la
DHAP, un sustrato caro desde el punto de vista comercial y labil a pHs
neutros y basicos, que es el rango optimo de trabajo para las aldolasas. El
grupo de trabajo del Dr. Eduardo Gacia-Junceda ha disefiado un sistema
multienzimdtico que permite la formacion “one-pot” de enlaces C-C a partir
de DHA (Sanchez-Moreno et al., 2004; Sanchez-Moreno et al., 2009b; Oroz-
Guinea et al, 2012). Este sisterna esta compuesto por tres enzimas que
permiten por un lado, la fosforilacion de la DHA catalizada por la DHAK de C.
freundii con consumo de ATP y la regeneracion de ese ATP catalizada por la

AK de E. coli usando acetil fosfato como donador de fosfato. Esta
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regeneracion permite economizar un sustrato caro como es el ATP y evita la
acumulacion de ADP, que es inhibidor de la DHAK. Por otro lado, el
acoplamiento “one-pot” de una aldolasa dependiente de DHAP permite llevar
a cabo la reaccion aldolica de manera simultanea a la formacion de la DHAP,

evitando pasos intermedios de purificacion (Fig. 38RD).

Tras la obtencion y completa caracterizacion de la Rha-1PA de T. maritima,
se procedio a evaluar su capacidad como biocatalizador en el contexto del
sistema multienzimatico para la formacion de enlaces C-C previamente

disefiado por nuestro grupo.
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Figura 38RD. Sistema multienzimdtico acoplado para la formacién de enlaces C-C
mediante reaccidn aldolica entre DHAP, generada in situ por fosforilacion de DHA, y
distintos aldehidos, catalizada por tres aldolasas dependientes de DHAP.

La optimizacion de las condiciones de reaccion utilizando el sistema
multienzimdtico. Para ello, ademas del 1-lactaldehido, que es el aceptor
natural, se eligieron otros 3 aldehidos comerciales que, ademas de presentar
una alta diversidad estructural (Tabla 3MM), ya han sido estudiados en
nuestro grupo como sustratos de la Rha-1PA de E. coli (Iturrate, 2008) (Fig.
39RD).
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Figura 39RD. Sistema multienzimatico acoplado para la formacién de enlaces C-C

mediante reaccion aldolica entre DHAP, generada in situ por fosforilacion de DHA, y
distintos aldehidos, catalizada por la Rha-1PA Tm dependientes de DHAP.

El primer problema que se plantea para la aplicacion de la Rha-1PA de T.
maritima en el contexto del sistema multienzimatico, es la incompatibilidad
con las condiciones de reaccion de la DHAK y la AK, puesto que estas enzimas
no presentan estabilidad frente a la temperatura. Afortunadamente, una de
las ventajas fundamentales que conlleva este sistema multienzimatico es que
puede ser usado utilizando un protocolo “one-pot/one-step” o “one-pot/two-
steps”, dependiendo de las condiciones requeridas en la sintesis. En este caso,
se siguio la estrategia en dos pasos de manera que la reaccidén se comenzo
unicamente con los componentes necesarios para la fosforilacion de la DHA.
Cuando la acumulacion de DHAP supero el 95%, el pH se bajé hasta 6,8,
momento en el cual se afiadieron la aldolasa y el aldehido para iniciar la
reaccion aldolica (Fig. 40RD). Es importante resaltar que, por un lado,
durante la fase de acumulacion de DHAP el pH debe mantenerse a pH 7,5
mediante ajuste continuo del mismo para asegurar el funcionamiento del
sistema de regeneracion de ATP. Posteriormente el pH del medio debe
ajustarse inmediatamente a 6,8 ya que a este valor de pH la estabilidad de la
DHAP se incrementa considerablemente y las aldolasas dependientes de
funcionan perfectamente en estas condiciones, siendo posible llevar a cabo el
segundo paso de la estrategia minimizando la pérdida del sustrato, puesto

que esta etapa se suele prolongar varias horas.
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Figura 40RD. Representacion esquemadtica de la estrategia en dos pasos (“one-
pot/two-steps”).

En segundo lugar, se siguieron dos estrategias con el fin de maximizar el
rendimiento final de la reaccion. Dichas estrategias consistieron en la
optimizacién tanto de la temperatura de reaccion como del ratio
DHAP/aldehido utilizado. Con respecto a la temperatura, se decidio incubar
las reacciones a dos temperaturas diferentes: a 45 °C, que es la temperatura
de compromiso entre la maxima actividad del enzima y la minima
degradacion de DHAP, y a 80 °C, ya que es la temperatura metabolica optima
de T. maritima. En cuanto a las proporciones de sustratos elegidas, se probo a

ambas temperaturas con exceso de aldehido (1:2; 1:5) y de DHAP (2:1).

Como se puede comprobar en la Tabla 9RD, en general los mejores
rendimientos se obtuvieron con exceso de DHAP. Estos resultados se explican
debido al hecho de que la DHAP es inestable a altas temperaturas,
produciéndose su degradacion, por lo que es necesario poner un exceso en el
medio para favorecer la reaccion, desplazando el equilibrio hacia la
formacion de producto. Sin embargo, en el caso particular del
benciloxiacetaldehido (1b), los mejores resultados se producen cuando existe
un exceso de aldehido en el medio. Estos datos pueden ser debidos a la baja
solubilidad que presenta este compuesto en medio acuoso (incluso en

presencia del 10% de DMSO), de tal manera que, al aumentar su
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concentracion en el medio, facilitamos su disponibilidad para la enzima,

mejorando por tanto el rendimiento.

Tabla 9RD. Porcentajes de formacion de aldol en las reacciones de optimizacion de

la condensacion aldolica empleando Rha-1PA de T. maritima.

Aldol 2a-2d (%)

Aldehido 1:20 1:5M 2:1%
45 °C 80 °C 45 °C 80 °C 45°C 80 °C
1a 91,5 62,5 - - >99,9 85,91
1b™! 85,91 80,1 86,11 78,65 67,8 69,08
1c™ 50,32 41 56,7 33,34 52,57 48,23
1d 76,39 57,5 79,63 55,7 87,5 98,39

[a] ratio DHAP/aldehido

[b] 10% de DMSO en el medio de reaccion.

Con la intencién de unificar las condiciones de reaccion para todos los

aldehidos, todas las reacciones se realizaron con exceso de DHAP. Los

tiempos de reaccidon fueron optimizados para cada uno de los aldehidos,

monitorizando el progreso de las reacciones mediante la valoracion de la
cantidad de aldol con la Rha-1PA de E. coli (ver Materiales y Métodos). Los

resultados se resumen en la Figura 41RD.

Bajo estas condiciones optimizadas, al analizar las reacciones aldodlicas a

45 °C de los aldehidos 1a y 1d se obtuvieron rendimientos de reaccion

entorno al 100% tras 20 min de reaccion. Sin embargo, para los aldehidos 1b

y 1c los tiempos de reaccion se alargaron hasta mas de una hora y el

porcentaje de conversion cayo hasta el 68% y el 53%, respectivamente.
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Figura 41RD. Reacciones de adicidn aldolica entre la DHAP, obtenida in situ por
fosforilacién enzimatica de la DHAP, y los aldehidos 1a-1d catalizada por la Rha-
1PA de T. maritima a 45 °Cy a 80 °C.

Cuando las mismas reacciones se repitieron a 80 °C, los tiempos de
reaccion se redujeron considerablemente, situdndose en todos los casos en
torno a los 6 min del comienzo de la reaccion. En cuanto a la produccion de
aldol, los rendimientos permanecieron estables o disminuyeron ligeramente
en el caso de los aldehidos 1a (84%), 1b (67%) y 1c (48%). Por el contrario, en

la reaccion con el aldehido 1d se incrementdé (98%).
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Al comparar estos resultados con los previamente obtenidos en nuestro
laboratorio usando Rha-1PA de E. coli como biocatalizador (Iturrate, 2008), se
aprecia que en todos los casos el porcentaje de obtencion de aldol es igual
(2¢) o superior (2a, 2b y 2d) al utilizar la Rha-1PA de T. maritima (Tabla
10RD). Especialmente destacable es el aumento del rendimiento al utilizar el
benciloxiacetaldehido (1b) a 45 °C y el etil-3-metil-4-oxocrotonato (1d) a 80 °C

como aceptores, donde se da un aumento del 36% en ambos casos.

Tabla 10RD. Maximos de conversion utilizando laRha-1PA de T. maritima y la Rha-
1PA de E. coli en el sistema multienzimatico para la formacion de enlaces C-C en
“one-pot/two-steps”.

Aldol 2a-2d (%)

Aldehido
Rha-1PA Tm (45 °C) Rha-1PA Tm (80 °C) Rha-1PA Ec
la 100 84 83
1b 68 67 32
1c 53 48 49
1d 87 98 62

Como se explicé en la Introduccion, las aldolasas dependientes de DHAP
catalizan la adicidon aldolica con un alto control de la estereoquimica en los
dos nuevos centros estereogénicos formados. No obstante, esta descrito que
las aldolasas dependientes de DHAP son altamente estereoselectivas en la
posicion C3 del aldol (la que proviene de la DHAP en la reaccion alddlica),
mientras que la estereoselectividad de la posicion C4 (la que proviene del
aldehido en la reaccion alddlica) en ocasiones puede depender de la
estructura y estereoquimica del aldehido utilizado, pudiéndose generar a
una mezcla de diastereoisémeros (Schoevaart et al., 2001; Clapés y Garrabou,
2011).

Teniendo en cuenta este hecho, se realizé una primera aproximacion a la
estereoselectividad de la aldolasa de T. maritima. Para ello el aldol 2d se
sintetizO a mayor escala (0,5 mmol de aldehido), siguiendo siempre la
estrategia en dos pasos y manteniéndose las relaciones indicadas de volumen

y concentracion de sustratos. Adicionalmente, con la intencién de conocerla
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influencia de la temperatura en la estereoselectividad de la enzima (si la
hubiera), se emplearon las dos temperaturas para incubar la reaccion
durante la condensacion alddlica. En ambos casos se obtuvieron
rendimientos de acumulacion de aldol muy similares a los obtenidos a menor
escala (95,7% a 45 °C y 97,3% a 80 °C). Asimismo, el tiempo Optimo de

reaccion permanecio inalterado (25 min y 7 min, respectivamente).

La eleccion de este aldehido en particular para realizar las sintesis a gran
escala fue motivada por haber sido utilizado en trabajos previos en el
laboratorio en los que se caracterizd la aplicabilidad como sustrato aceptor
del etil-3-metil-4-oxocrotonato (1d), empleando tres de las cuatro enzimas
estereocomplementarias DHAP-dependientes (RAMA, FucA Ec y Rha-1PA Ec)

dentro del sistema multienzimatico (Sanchez-Moreno et al., 2009a).

Cuando se sintetizé el aldol 2d con estas enzimas los rendimientos
maximos estuvieron entre el 30 y el 60% y los tiempos de reaccion se
alargaron entre las 6 y las 20 horas. Las unidades de enzima utilizadas
también se vieron incrementadas (540 U RAMA, 72 U Rha-1PA Ec, 150 U Fuc-
1PA Ec) frente a las 1,5 U utilizadas con la Rha-1PA de T. maritima. La mayor
eficiencia en la catdlisis por parte de la enzima hipertermdfila podria
deberse a factores tales como un aumento de la tolerancia hacia el aldehido,
mayor estabilidad de la enzima en las condiciones de reaccion, el aumento de
la solubilidad del sustrato al trabajar a altas temperaturas o a la mejora de

los parametros termodinamicos del proceso.

La formacion del aldol 2d en las reacciones se monitorizé mediante dos
técnicas en paralelo: (i) valoracion espectofotométrica con ensayo enzimatico
acoplado, y (i) deteccion por HPLC. Posteriormente, el producto de dichas
reacciones se purificd siguiendo el protocolo de sales de bario y fue
inequivocamente identificado mediante experimentos de 1D y 2D RMN (ver

Materiales y Métodos).

Los analisis de RMN coincidieron con los previamente descritos para este
producto (Sanchez-Moreno et al, 2009a) al catalizar la reaccion con la
aldolasa de E. coli, mostrando una relacion treo:eritro 80:20. Este resultado
fue independiente de la temperatura de incubacién. No obstante, la técnica

de RMN no permite distinguir en este caso entre las dos formas
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enantioméricas del diasteroisomero. A pesar de ello, es bien conocido que el
estereoisomero mayoritario formado en adiciones aldolicas catalizadas por
la rhamnulosa-1-fosfato aldolasa es el L-treo, por lo que se puede presuponer
que los diasteroisomeros purificados corresponden a la conformacion (3R,
4S) y (3R, 4R). Estos datos son andlogos a los descritos para la Rha-1PA de E.

coli (Sanchez-Moreno et al., 2009a).

Esta falta de selectividad la Rha-1PA de T. maritima indica que el ataque
producido por el complejo Rha-1PATm-DHAP se da por las dos caras
enantiotopicas del aldehido aceptor, en lugar de unicamente por la cara re,
dando lugar al isdmero (3R, 4S). Probablemente esto sea debido a las
diferencias estructurales entre el aldehido estudiado y su sustrato natural, el
L-lactaldehido.

De los resultados presentados podemos concluir que la Rha-1PA de T.
maritima es adaptable dentro del contexto de un sistema multienzimatico
acoplado para la obtencion de enlaces C-C. Ademas, no solo es aplicable con
diferentes aldehidos de gran diversidad estructural, sino que ofrece la
posibilidad de optimizar el tiempo de reaccién mediante el control de la

temperatura de reaccion.

¢Es la DHA sustrato de la Rha-1PA?

Como se ha explicado en la Introduccion, la principal limitacion que
presenta el uso de las enzimas dependientes de DHAP es su estricta
especificidad por este sustrato, ya que es un sustrato caro desde el punto de
vista comercial y se degrada en metilglioxal a pHs neutros y basicos y a altas

temperaturas, que es el rango éptimo para las aldolasas.

En este sentido, recientemente se ha descrito una fructosa-6-fosfato
aldolasa (FSA), una nueva aldolasa tipo I, que cataliza la adicion aldolica de
DHA a gliceraldehido-3-fosfato (Schirmann y Sprenger, 2001). Ademas, esta
enzima tolera otros aceptores no fosforilados como el glicolaldehido (GA), la
hidroxiacetona (HA) y la hidroxibutanona (HB), generando la misma
estereoquimica que la fructosa-1,6-bisfosfato aldolasa (3S,4R) (Schurmann et

al., 2002). Aunque esta enzima ha demostrado su aplicabilidad en sintesis de
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compuestos como la p-fagomina (Castillo et al., 2006) y otros iminociclitoles
(Sugiyama et al., 2007, Concia et al., 2009; Garrabou et at., 2009), asi como
derivados de azucares monofosfato (Sanchez-Moreno et al., 2012), de
momento, solo se ha encontrado esta estereoquimica dentro de un posible
grupo de aldolasas dependientes de DHA. Por otra parte, también se ha
detallado la actividad aldolasa DHA-dependiente de una variante de la
transaldolasa B (TalB) de E. coli (Schneider et al., 2008). No obstante, sigue
siendo necesario buscar nuevas enzimas capaces de, valiéndose de la DHA,

generar nuevos estereocentros (Fig. 42RD).
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Figura 42RD. (A) Aplicabilidad de la fructosa-6-fosfato aldolasa (FSA) en la sintesis
de p-fagomina; (B) Actividad aldolasa de la transaldolasa B (TalB) de E. coli.

Recientemente, Wong y colaboradores han descrito la utilizacion de borato
como mimético del éster de fosfato (Sugiyama et al., 2006). Aunque, por el
momento, s6lo han demostrado la aplicabilidad del borato-mimético con L-
rhamnulosa-1-fosfato aldolasa de E. coli, su utilizacion en sintesis de
iminociclitoles permite evitar el empleo de DHAP y simplifica la sintesis
eliminando el tratamiento con fosfatasa acida (Garrabou et al., 2011) (Fig.
43RD).
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Figura 43RD. (A) Empleo de arsenatos como miméticos de DHAP; (B) sintesis de
iminociclitoles catalizada por Rha-1PA Ec en presencia de borato.

Dada la gran homologia entre las dos rhamnulosa-1-fosfato aldolasas,
decidimos evaluar la capacidad de la Rha-1PA de T. maritima para utilizar la
DHA como sustrato donador en lugar de la DHAP. Se ensayaron diversas
reacciones, variando la concentracion del sustrato y del tampon borato, las
unidades de enzima afiadida, temperatura y pH del medio (ver Materiales y
Métodos). Ademas, se llevaron a cabo de forma paralela reacciones blanco en
las que no se afadio la aldolasa para descartar la adicion aldolica no

catalizada por la enzima. La aparicion de producto se monitorizo por HPLC.

Desafortunadamente, la Rha-1PA de T. maritima no tuvo actividad
catalitica detectable bajo ninguna de las diferentes condiciones ensayadas.
Hay dos posibles explicaciones a este hecho: (i) que el borato analogo de la
DHAP no forme los puentes de hidrogeno adecuados y, por lo tanto, no se
estabilice en el centro catalitico de la enzima, (ii) o puede que sea causa del
caracter inhibidor que presenta el borato frente a algunas enzimas, bien por
la esterificacion de grupos hidroxilo de algunos residuos aminoacidicos de la
enzima (Kroemer et al, 2003), o bien por la formacion de analogos que
mimetizan el estado de transicion (Wolny, 1977; Tate y Meister, 1978; Baggio
et al., 1997; Wada y Asano, 2003; Transue et al., 2004; Iwig et al., 2005).

La utilizacion de DHA en presencia de tampon borato parece ser una
caracteristica exclusiva de la Rha-1PA de E. coli, ya que ninguna otra aldolasa
dependiente de DHAP ha mostrado esta facultad a pesar de si haber podido

utilizar otros andlogos del grupo fosfato como vanadatos o arsenatos
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(Drueckhammer et al., 1989; Crans et al, 1992; Schoevaart et al.,, 2001;
Garrabou et al., 2011).

Estudio del control estereoquimico de la rhamnulosa-1-

fosfato de T. maritima

Se investigé el control estereoquimico de la enzima utilizando como
sustrato aceptor el benciloxiacetaldehido (aldehido 1b). Para ello, se
cuantifico el porcentaje y la relacion de los diferentes diasteroisomeros
formados en funcion del tiempo y de la temperatura de reaccion. Las
reacciones se llevaron a cabo a cuatro temperaturas diferentes (4 °C, R/T, 45
°C y 80 °C), tomandose alicuotas para monitorizar la formacion de los
isomeros mediante HPLC (Fig. 44RD).
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Figura 44RD. Porcentaje de cada uno de los isémeros treo (azul) y eritro (negro)
presentes durante la condensacion aldélica con el benciloxiacetaldehido (aldehido
1b) catalizada por la Rha-1PA de T. maritima a diferentes temperaturas: (A) 4 °C; (B)
R/T; (C) 45 °Cy (D) 80 °C.
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Como era de esperar, el diasteroisomero L-treo (3R,4S), que es el de
preferencia natural de la enzima, fue el isomero bajo control cinético. A las
cuatro temperaturas ensayadas, éste fue el diasteroisomero mas
rapidamente producido. Segun avanzo el tiempo de reaccion la relacion
treo:eritro ((3R,45):(3R,4R)) disminuy0 hasta estabilizarse aproximadamente
en un ratio 2:1. Al contrario que lo descrito para otras enzimas con
determinados aldehidos (Calveras et al., 2009; Carmona et al., 2003), no se
observd ningun aumento de la estereoselectividad al disminuir la
temperatura de reaccion. No obstante, no se puede descartar que la Rha-1PA
de T. maritima pueda comportarse de manera distinta junto con otros
aldehidos. En este sentido, la Rha-1PA de E. coli no presenta cambios en su
estereoselctividad en la sintesis alddlica en presencia de (R)-fenil-(1-
oxohexan-2-il)carbamato, pero si cuando los aceptores son el (R)-fenil (1-
oxopentan-2-il)carbamato o el (R)-N-Chz-leucinal (Calveras et al., 2009) (Fig.
45RD).
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Ratio treo:eritro
[ N w SN (6)] (o)} ~ (o] [{e]
Ratio treo:eritro

()} 2 4 6 8 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22
Tiempo (h) Tiempo (min)
Figura 45RD. Relacion treo:eritro [(3R,4S):(3R,4R)] presente en el medio de reaccién

en funcién del tiempo transcurrido y la temperatura de incubacion: 4 °C (e); R/T (e);
45 °C (e) y 80 °C (o).

Con la intencion de confirmar que la relacion diastereoisomeérica que se
alcanzaba se debia a la estabilidad del is6mero (3R,4R) (isémero
termodinamico), derivada de la incapacidad de la Rha-1PA de T. maritima de
catalizar la reaccion retroaldolica sobre aldoles con una estereoquimica

diferente a la de su sustrato natural, se probo la incompetencia de la enzima
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para la retroalddlisis utilizando la fuculosa-1-fosfato (3R,4R) y la fructosa-1,6-
bisfosfato (3S,4R) como sustratos. Este experimento se monitorizo en el
espectrofotometro UV-Vis (Fig.46RD).
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Figura 46RD. Determinacion de la actividad retroaldolica de la Rha-1PA de T.
maritima frente a su sustrato natural, la rhamnulosa-1-fosfato (e) y frente a sus
estereoisdmeros, fructosa-1,6-bisfosfato (o) y fuculosa-1-fosfato (e).

En el ensayo realizado con la Rha-1PA de T. maritima no fue posible
detectar ninguna actividad retroaldolica de la enzima cuando se afadio
fuculosa-1-fosfato o la fructosa-1,6-bisfosfato como sustrato, pero si cuando
se adiciond su sustrato natural la rhamnulosa-1-fosfato (Fig.46RD). Estos
resultados corroboran que solo el isdmero natural es hidrolizado por la
aldolasa de T. maritima, convirtiendo al diasteroisomero (3R,4R) en el de
preferencia termodindmica y facilitando su acumulacion en el medio.
Teniendo en cuenta que hasta ahora todas las reacciones alddlicas han sido
continuadas hasta la maxima conversion, este hecho explica la obtencion de

mezclas de los dos diasteroisémeros.

Sintesis de analogos nitrogenados de azucares

Los derivados nitrogenados de azucares, polioles ciclicos en cuya
estructura presentan uno o mas grupos amino, son un grupo de compuestos
naturales ampliamente distribuidos en la naturaleza (Duchek et al., 2011;

Kilbas y Balci, 2011). En esta familia se pueden incluir los aminociclitoles y
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los iminociclitoles, que estan involucrados in vivo en el funcionamiento y
regulacion de un gran numero de procesos bioldgicos, entre los que se
encuentran procesos de reconocimiento celular, transduccidon de sefiales e
inhibicion selectiva de glicosidasas (Cosgrove e Irving, 1980; Greimel et al,
2006; Kobayashi, 2008). En concreto, estas enzimas son responsables del
metabolismo de carbohidratos involucrados en muchos procesos de
reconocimiento bioquimico. Asi pues, los trastornos que atafien a la
capacidad de glicosilacion de estas enzimas afectan a la capacidad de
comunicacion celular y a los procesos de repuesta inmune (Varki, 2006; Yu y
Yanagisawa, 2007; Marco-Ramell et al, 2014). Ademds, glicosidasas y
glicosiltransferasas estdn relacionadas con determinadas enfermedades
como el cancer, la enfermedad de Gaucher, la enfermedad de Fabry, la
artritis reumatoide (poliartritis cronica) o determinadas infecciones virales
incluyendo VIH o hepatitis B y C, entre otras (Koeller y Wong, 2000; Bertozziy
Kiessling, 2001; Wrondnigg et al., 2008; Trapero y Llebaria, 2013; Tuccillo et
al., 2014).

Los aminociclitoles e iminociclitoles mimetizan el estado de transicion de
las glicosidasas, por lo que constituyen una forma valiosa de investigar el
mecanismo de estas enzimas (Heightman y Vasella, 1999; Vasella y Davies,
2002). Debido a estas interesantes propiedades bioldgicas, el estudio tanto de
estas moléculas como de sus analogos ha despertado un gran interés en las
ultimas décadas, mostrando la capacidad de algunos para actuar no solo
como potentes inhibidores de glicosidasas sino también como antibidticos o
como agentes antivirales (Ogawa, 1998; Compain y Martin, 2001; Chen et al.,
2003; Mahmud, 2003; Compain y Martin, 2007;Mahmud, 2009; Diaz y Delgado,
2010; Gomez et al., 2012; Concia et al., 2013). Consecuentemente, se han
realizado grandes esfuerzos para alcanzar la sintesis de derivados de estas
estructuras con la intencion de aumentar la actividad bioldgica o de mejorar
la selectividad de los compuestos ya conocidos (Chen et al., 2003; Ogawa et
al., 2004; Cipolla et al., 2006; Greimel et al., 2006; Flatt y Mahmud, 2007;
Wrondnigg et al., 2008).
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Sintesis de nitrociclitoles

Recientemente, el grupo de la Profesora Marielle Lemaire de la
Universidad Blaise Pascal, ha desarrollado una nueva metodologia “one-pot”
para la sintesis de aminociclitoles analogos a valiolamina (Kobata, 1979;
Melendez-Hevia et al., 1993), validamina (Sharon y Lis, 1989; Sharon vy Lis,
1993) y valienamina (Kang et al., 1995; Herscovics, 1999). Estos y sus analogos
pueden ser inhibidores especificos de las glicosidasas relacionadas con la
degradacion intestinal de carbohidratos ya que mimetizan el estado de
transicion durante la hidrolisis glicosidica (Lillelund et al., 2002). Dichos
compuestos también se estdn ensayando como chaperonas moleculares de
glicosidasas lisosomales, y, por lo tanto, para el tratamiento de ciertas
variantes de la enfermedad de Pompe, provocada por deficiencias en la
maduracion de estas enzimas (Suzuki, 2006; Okumiya et al., 2007; Suzuki,
2008).

La clave de esta ruta quimioenzimatica es el proceso de formacion
estereoselectiva del poliol ciclico, para lo cual se lleva a cabo la condensacion
alddlica entre la DHAP y un nitroaldehido catalizada por una aldolasa
dependiente de DHAP, formando de esta manera el enlace entre los carbonos
C2 y C3. A continuacion, se produce una reaccion de Henry intramolecular
altamente estereoselectiva, creando el segundo enlace entre los carbonos C1
y C6. Posteriormente, se realiza la desfosforilacion del producto obtenido
mediante la hidrolisis del grupo fosfato catalizada por una fosfatasa. De esta
manera, se logra un nuevo nitrociclitol enantioméricamente puro con cuatro
nuevos estereocentros por cada aldehido probado. Por ultimo, el nitrociclitol
formado se somete a hidrogenacion en presencia de H, Pd/C, obteniendo asi
el aminociclitol deseado (El Blidi et al., 2006; El Blidi et al., 2009; Camps Bres
et al., 2013) (Fig. 47RD). La utilizacion del sistema multienzimatico facilita la
formacion de los nuevos aminociclitoles ya que posibilita la sintesis de
compuestos enantiocomplementarios con el uso alternativo de RAMA, Rha-
1PA y Fuc-1PA.
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Figura 47RD. Esquema de reaccién de la sintesis multienzimdtica en “one-pot” para
la obtencion de nitrociclitoles desarrollada por el grupo de la Profesora Marielle
Lemaire.

La aplicacion de esta estrategia usando la Rha-1PA de T. maritima y su
combinacion con el sistema multienzimatico desarrollado por el grupo del
Doctor Eduardo Garcia-Junceda (Sanchez-Moreno et al., 2004; Sanchez-
Moreno et al., 2009a), se evalu¢ utilizando tres nitroaldehidos como sustratos
aceptores (Tabla 4AMM).

Como primera aproximacion, este sistema multienzimatico se ensayo a 45
°C en una escala de 0,1 mmoles de aldehido 1e (4-nitrobutanal) y un ratio
DHAP/nitroaldehido 2:1. Anteriormente fue necesaria la desproteccion del
aldehido, previamente sintetizado en forma de hemiacetal. La obtencion de
DHAP se llevé a cabo a una escala de 5 mmol y el producto fue dividido
posteriormente en alicuotas, que serian empleadas cuando fuese requerido
para los segundos pasos independientes para cada aldehido, siendo la

aplicacion practica mas sencilla (ver Materiales y Métodos).

A diferencia de las reacciones anteriores, la valoracion espectofotométrica
del aldol formado utilizando Rha-1PA de E. coli no fue posible dado que, una
vez formado el aldol, sufre de manera instantdnea la ciclacion por una
reaccion de Henry intramolecular, lo que impide la cuantificacion del
producto formado por reaccion retroaldolica. Por lo tanto, la formacion del
correspondiente nitrociclitol fosforilado tuvo que ser monitorizada mediante
dos técnicas en paralelo: (i) la valoracion espectofotométrica con ensayo
enzimatico acoplado de la DHAP presente en el medio, y (ii) la desaparicion
de aldehido por TLC.
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De forma simultdnea a estas reacciones, con el fin de cuantificar el
nitrociclitol fosforilado obtenido, se efectuaron reacciones blanco en las que
no se anadio el aldehido. De esta manera el aldol formado corresponderia a
la diferencia entre la DHAP consumida y aquella que hubiera sido degradada

por el efecto del calor.

En la Figura 48RD se observa que al cabo de 2,5 horas de reaccion no se
pudo apreciar aldehido 1e presente en el medio y que la DHAP consumida
fue en torno al 96%, mientras que en la reaccion blanco persistio todavia

aproximadamente el 80% de la misma.
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Figura 48RD. Seguimiento de la reaccién aldolica entre la DHAP y el 4-nitrobutanal
(aldehido 1e) empleando la Rha-1PA de T. maritima. (A) Valoracién de la DHAP
remanente en el medio mediante valoracidon espectrofotométrica de la reaccién
aldodlica (e) y la reaccion blanco (e). (B) Cromatografia en capa fina al cabo de 2,5
horas de la reaccién blanco (1) y la reaccién aldoélica (2).

Sorprendentemente, cuando se analizé una muestra del crudo de reaccion

por RMN no se consiguio distinguir el producto esperado.

A la vista de este resultado, se decidio hacer una prueba de la estabilidad
de los sustratos frente a la temperatura. Las condiciones fueron las mismas
que las utilizadas previamente, exceptuando la ausencia de aldolasa en el
medio. Como control blanco se incubd la misma mezcla, esta vez sin el

aldehido 1e. Andalogamente, la presencia de DHAP se valoro
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espectrofotométricamente y la del aldehido mediante cromatografia en capa

fina.

Asi se comprobd que, en la mezcla que contenia ambos sustratos, el 4-
nitrobutal (le) desaparecia completamente transcurridos 90 minutos de
incubacion y la DHAP presente en el medio disminuia hasta el 23,6% sin que
hubiera aparicion del producto deseado. Por el contrario, en el caso de la
reaccion blanco el porcentaje de DHAP al cabo de ese mismo tiempo era
superior al 80% de la concentracion inicial. Estos datos indicaban que el
nitroaldehido utilizado no solo era 1abil al calor sino que también

desestabilizaba a la DHAP a temperaturas moderadas.

Por lo tanto, para alcanzar la sintesis de los nitrociclitoles fue necesario
realizar las reacciones alddlicas a temperatura ambiente. Afortunadamente,
a pesar de su naturaleza hipertermdfila, la Rha-1PA de T. maritima es activa
a R/Ty, por consiguiente, capaz de utilizar los aldehidos 1e-1g como sustratos

aceptores.

La adicion alddlica se repitio a temperatura ambiente, empleando 3 U de
aldolasa de T. maritima y 0,5 mmol de cada uno de los tres aldehidos
mencionados en la Tabla 4MM (4-nitrobutanal 1e, 3-hidroxi-4-nitrobutanal 1f
y 3,3-dietoxipropanal 1g) por separado (Fig. 49RD). El resto de relaciones
indicadas de volumen y concentracion del resto de componentes se
mantuvieron. Con el fin de cerciorar la estabilidad de los sustratos en estas
condiciones, antes de afiadir la enzima en cada una de las reacciones se
recogid una muestra que sirvio de control. De la misma manera que
anteriormente, el desarrollo de las reacciones se analizo valorando la

desaparicion de los sustratos.
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Figura 49RD. Sintesis de nitroderivados utilizando cuatro enzimas en una reaccién
“one pot”. El primer paso de esta cascada enzimatica es la fosforilaciéon de la DHA
por la DHAK de C. freundii, seguida de la condensacion aldélica catalizada por la
aldolasa de T. maritima y la subsecuente reaccién de Henry intramolecular. El
ultimo paso es la hidroélisis del grupo fosfato empleando la fosfatasa 4cida de patata.

Bajo estas condiciones, en aquellas reacciones en las que la aldolasa estuvo
presente, se evidencio la desaparicion total de los sustratos y la aparicion del
producto fosforilado al cabo de 12 horas (Fig. 50RD). En los controles la
concentracion de DHAP y aldehido se mantuvo constante durante este

tiempo.

En el caso del 3,3-dietoxipropanal (aldehido 1g), al no ser un nitroaldehido
sino un precursor incapaz de realizar la ciclacién espontaneamente, la
acumulacion de aldol se midid, ademas, por valoracidon retroaldolica. El

rendimiento de esta reaccion fue superior al 98%.
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Figura 50RD. Ejemplo del seguimiento por TLC de la reaccién alddlica entre la
DHAP vy el aldehido 1g al cabo de una hora de reaccién. (1) Reaccién blanco; (2)
reaccion con la Rha-1PA de T. maritima.

Una vez solventado el problema de la inestabilidad de los aldehidos y tras
la obtencion de los productos fosforilados, se llevé a cabo la hidrolisis del
grupo fosfato catalizada por la fosfatasa dcida de patata. Anteriormente, el
pH de la reaccion se disminuy¢ hasta 4,7 y la aldolasa precipitada se eliminé
por centrifugacion. El proceso de desfosforilacion se siguio por cromatografia

en capa fina y se detuvo cuando el rendimiento alcanzo el 100% (Fig.49RD).

Los nitrociclitoles obtenidos se purificaron por columna de silica y fueron
identificados por RMN segun el trabajo desarrollado anteriormente por la
Profesora Marielle Lemaire. En todos los casos, se obtuvieron rendimientos
globales en torno al 70% al utilizar la combinacion de estos dos sistemas
multienzimaticos (Tabla 11RD). Cabe resaltar que las condiciones de
purificaciéon no fueron optimizadas, por lo que es de esperar que los

rendimientos finales se vieran reducidos.

Tabla 11RD. Rendimiento total de la sintesis multienzimatica de nitroderivados
utilizando la Rha-1PA de T. maritima para la condensacion aldolica

Nitroderivado 4e af 4g

Rendimiento (%) 70 71 67

En cuanto a la estereoquimica de los productos formados, se estudi6 a
partir de los compuestos obtenidos, aislados y purificados para cada uno de

los aldehidos utilizados.
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Durante la creacion de los nitrociclitoles 4e y 4f se establecen 4 nuevos
centros quirales a partir de precursores aquirales. En concreto, la quiralidad
de los carbonos C2 y C3 se debe a la estereoselectividad de la aldolasa
empleada y la de los carbonos C1 y C6 a la estereoselectividad de la reaccion
de Henry intramolecular. Esta ultima reaccion ha probado ser
extraordinariamente selectiva no solo a la hora de la obtencion de
aminociclitoles como ha descrito el grupo de la Dra. Lemaire (El Blidi et al.,
2004; El Blidi et al., 2006; El Blidi et al., 2009; Camps Bres et al., 2013), sino
también en la sintesis de numerosos compuestos asimétricos descritos en la

literatura (Boruwa et al., 2006).

Uno de los factores principales para definir la estereoquimica de los
carbonos C1 y C6 en el momento de la ciclacion es la naturaleza y
configuracion de los grupos presentes en el futuro anillo. Asi, la
estereoquimica adoptada serd aquella que permita la adopcion de la
configuracion mas estable, es decir, aquella que permita que la mayoria de
los grupos quimicos se sitien en posicidn ecuatorial respecto al anillo
formado. Por ejemplo, cuando se utiliza el nitroaldehido 1e, que no presenta
grupos hidroxilos en C4 o en C5 se aprecia claramente que la estereoquimica
de C1 y C6 es dependiente de la configuracion establecida por la reaccion
alddlica (Fig. 51RD).

HO
A \\
Ho o Ho O HO
HO HOM\/OH HO OH
= NO, = NO,
NN
B OH OH OH
HO.OoN HO HO
OH = OH — — OH
O,N O,N
OH OH 2
%o

Figura 51RD. Equilibrios conformacionales de los posibles isémeros en C1 y C6 de
(A) el aldol (2R,3S)4e y (B) (2R,3R)4e.
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Ademads de los isomeros derivados de la quiralidad en C1 y C6, cuando fue
utilizada una mezcla racémica del aldehido 1f se deberia haber formado el
producto con las dos configuraciones del alcohol en posicion C5 en una
proporcion 50:50. Sin embargo, se llevd a cabo unicamente la formacion de
los esteroisomeros mas estables ((1R,2R,3S,5R,6S8)4f y (1S,2R,3R,5S,6R)4f)
(Fig. 49RD). Este fue posible gracias a la agitacion de la mezcla de reaccion en
medio basico (pH=9,0) durante 3 h. Se ha sugerido que este proceso tiene
lugar debido a una doble retroaldolizacion de los enlaces C1-C6 y C5-C6 que
conllevaria posteriormente la formacion del isomero mas estable (Ballini et
al., 2007; Camps Bres et al., 2013) (Fig. 52RD).

OH OH OH
OH OH
HO ~ N02 HO ref N02 HO NO,
—_—— W\C —_——
HoO"" Xo HO"" OH HO™ OH

Figura 52RD. Doble retroaldolizacién sugerida para la formacion de estereoisémero
mas estable en la obtencidn de nitrociclitoles.

En lo concerniente a la estereoquimica de los centros quirales formados
durante la reaccion alddlica, los analisis de RMN desvelaron que la
estereoselectividad de la enzima no fue completa, obteniéndose mezclas de
los diasteroisémeros L-treo y D-eritro con cada uno de los aldehidos
ensayados (le, 1f y 1g). En los tres casos el diasteroisémero mayoritario
correspondio a aquel que exhibia la preferencia estereoquimica natural de la
enzima (Tabla 12RD).

Tabla 12RD. Relacion de diasteroisomeros obtenidos para la sintesis de 4e, 4g y 4f,
utilizando Rha-1PA de T. maritima, Rha-1PA y Fuc-1PA de E. coli.

treo:eritro

Aldehido
Rha-1PA Tm Rha-1PA Ec Fuc-1PA Ec
le 95:5 95:5 —
1f 75:25 84:16 —
1g 70:30 — 50:50
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Como se puede comprobar en los resultados mostrados en la Tabla 12RD,
la relacion treo:eritro obtenida para los nitrociclitoles 4e y 4f con la aldolasa
de T. maritima es comparable a la conseguida con Rha-1PA de E. coli en el
desarrollo de la Tesis Doctoral de la Dra. Flora Camps Bres (Camps Bres,
2010).

Por otra parte, el aldol 4g ha sido obtenido por primera vez empleando
una rhamnulosa-1-fosfato aldolasa en este trabajo, aunque si habia sido
previamente sintetizado y caracterizado por Wong et al. (1995) utilizando la
Fuc-1PA de E. coli debido a la falta de estereoselectividad mostrada por la

aldolasa empleada.

A la vista de estos resultados se puede concluir que, la Rha-1PA de T.
maritima se puede aplicar en la sintesis de nitrociclitoles y de sus precursores
dentro del contexto de un sistema multienzimadtico, el cual emplea 4 enzimas
diferentes en una estrategia “one-pot” evitando la necesidad de purificar

ninguno de los intermedios de reaccion.

Sintesis de iminociclitoles

Como se ha explicado anteriormente, los iminociclitoles son compuestos
naturales polihidroxilados miméticos de azucares, en los cuales el &tomo de
oxigeno del anillo se ha sustituido por un atomo de nitrégeno, con un gran
potencial terapéutico. Basandonos en la bibliografia, la presencia de
sustituyentes hidrofébicos, alifaticos o aromaticos cerca del atomo de
nitrégeno produce una mejora en la selectividad de estos compuestos frente
a las glicosidasas y glicosiltransferasas (Saotome et al., 2001; Carmona et al.,
2003; Cheng et al, 2013). Asimismo, la configuracion de los centros
estereogénicos es de la mdaxima importancia para la actividad de los

iminociclitoles.

Es por este motivo que recientemente, el grupo del Profesor Pere Clapés ha
desarrollado una estrategia quimioenzimdtica para la sintesis de
iminociclitoles utilizando la estereocomplementariedad de las aldolasas
dependientes de DHAP para conseguir una gran diversidad configuracional.

Esta sintesis comienza con la condensacién alddélica entre la cetona
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donadora, DHAP, y un (R)- o (S)- N-Cbz-aminoaldehido. A continuacion, se
realiza la hidrolisis del grupo fosfato gracias a la fosfatasa acida de patata,
seguida de la eliminacion del grupo Cbz y de la reduccion por H, en
presencia de Pd/C. Este proceso permite la obtencion de derivados de
piperidina, pirrolidina y pirrolizidina enantioméricamente puros con tres
nuevos estereocentros por cada aldehido probado. La configuracion en C3 y
C4 (C1y C2 en el caso de los derivados pirrolidinicos) son controladas por la
estereoselectividad de la aldolasa DHAP dependiente, el nuevo centro quiral
formado en C2 (C3 en los andlogos de pirrolizidina) durante la hidrogenacion
depende, en la mayoria de los casos, de la estereoquimica presente en C4 (C1
en el caso de los derivados pirrolidinicos) y, por ultimo, la quiralidad de C5
(C7a en los analogos de pirrolizidina) viene fijada por el aminoaldehido de
partida (Espelt et al., 2003; Espelt et al., 2005; Calveras et al., 2005; Castillo et
al., 2006; Concia et al., 2009; Garrabou et al., 2011) (Fig. 53RD).

cI:Bz 0 0 OH CI:BZ 0 OH cI:Bz
N 2:0,PO « NN ; HO P RCNL
R1/ % H _Aldolasa_» 3 \)J\/K( R1 \)J\/\\( R1
Ry / OH R, OH Ry

0

2.
O3PO\)J\/OH H, Pd/C

HO—

HO" * R,

Figura 53RD. Esquema de reaccion de la sintesis quimioenzimadtica en “one-pot”
para la obtencién de imiciclitoles desarrollada por el grupo del Profesor Pere Clapés.

Andalogamente a lo expuesto para la sintesis de nitrociclitoles, se estudio la
capacidad de la Rha-1PA de T. maritima para aceptar N-Chz-aminoaldehidos

(Tabla 5SMM) en el contexto de este sistema quimioenzimatico.

Reacciones con N-Cbhz-aminoaldehidos

Inicialmente, se estudio la capacidad de la Rha-1PA de T. maritima para
aceptar N-Cbz-amninoaldehidos como sustratos aceptores llevando a cabo las
reacciones de condensacion alddlica a escala analitica (Tabla 5MM). Para ello

previamente fue necesaria la sintesis de la DHAP catalizada por la DHAK de
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C. freundii y la obtencion de los amninoaldehidos por oxidacion controlada

de los correspondientes aminoalcoholes usando IBX.

Una vez se obtuvieron los sustratos, las reacciones se incubaron a 45 °C
utilizando DMF como cosolvente (30% del volumen final de reaccion) para
disolver los N-Cbz-amninoaldehidos (Garrabou et al., 2011) y un exceso de
DHAP (1:1,7 aminoaldehido:DHAP). Las condiciones elegidas fueron estas ya
que, como se ha comprobado anteriormente, tanto la temperatura como el
exceso de DHAP favorecen la actividad de la aldolasa, mientras que la

presencia de DMF a esa concentracion no la afecta.

La monitorizacion de la adicion aldolica por HPLC mostro que todos los N-
Cbz-aminoaldehidos probados (1h-1n) fueron aceptados como sustratos por
la Rha-1PA de T. maritima. Los resultados se resumen el al Tabla 13RD, en
donde se evidencia la posibilidad de servirse de N-Cbz-aminoaldehidos con
sustituyentes en Co lineares y ramificados para la formacion de aldoles
fosforilados. Si bien esta habilidad de aceptar una gran variedad de
sustituyentes en el Ca es compartida con Rha-1PA de E. coli, los estudios
realizados con las otras aldolasas dependientes de DHAP demuestran que no
todas las aldolasas exhiben esta misma tolerancia en lo tocante a la variedad
estructural de la cadena lateral de los N-Cbz-aminoaldehidos. En concreto, la
Fuc-1PA de E. coli no admite aquellos aminoaldehidos con sustituyentes
ramificados en Ca (pero si los lineares y aromdticos) y RAMA consigue
rendimientos muy bajos con los aldehidos 1i y 1j no siendo capaz de catalizar
la adicion aldolica entre la DHAP y ningun otro de los N-Cbz-aminoaldehidos
(Calveras et al., 2009).
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Tabla 13RD. Maximo de conversion y tiempo 6ptimo de reaccién utilizando la Rha-
1PA de T. maritima con los diferentes N-Chz-aminoaldehidos.

Aldehido Aldol 2h-2n (%) Tiempo de reaccion (min)
1h 51,0 15
1i 60,9 20
1j 74,3 30
1k 48,5 10
11 38,9 60
1m 37,5 30
1n 36,8 10

Por otro lado, la Rha-1PA de T. maritima no discriminé en funcién de la
estereoquimica del aldehido, obteniendo rendimientos similares con los
enantiomeros (S) y (R). Este comportamiento es compartido por la Rha-1PA 'y
por la Fuc-1PA de E. coli, pero no asi por la RAMA, que muestra preferencia
por el isomero (R) frente al (S) al utilizar los aldehidos 11 y 1j (Espelt et al.,
2003; Calveras et al., 2009).

Los rendimientos maximos de reaccion variaron dependiendo del
aldehido usado desde un 74% (aldehido 1j) hasta un 37% (aldehido 1n). De
igual forma que en las reacciones con la Rha-1PA de E. coli, cuanto mas
pequeiio fue el sustituyente presente en Co, mayores fueron las conversiones
obtenidas.

El tiempo Optimo de reaccidén para obtener el maximo rendimiento se
situd entre los 10 y los 60 min, dependiendo del aldehido. A partir del
momento en que se alcanzd la acumulacion maxima de aldol descrita, las
reacciones evolucionaron hacia una disminucion progresiva del producto
debido al desplazamiento del equilibrio de reaccién hacia la reaccion
retroaldolica. A esto contribuye no solo la consabida inestabilidad de la
DHAP, sino también el equilibrio en el que se encuentra el aminoaldehido

con su forma hidratada y con otras formas poliméricas que pueden variar
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con el progreso de la reaccion (Lees y Whitesides, 1993). Consecuentemente,
tanto la cantidad de enzima afiadida como el tiempo de reaccion han de ser
estrictamente controlados con el fin de evitar el desplazamiento de la
actividad enzimadtica hacia la reaccion retroaldolica, alcanzando el mayor

nivel de conversion posible.

Escalado de las reacciones para la obtencion de iminociclitoles

Con el propésito de llevar a cabo la formacion de los correspondientes
iminociclitoles utilizando la ruta sintética representada en la Figura 54RD, las
reacciones aldolicas se realizaron a escala milimolar (2 mmol DHAP; 1,2
mmol aldehido). De la misma manera que ha sido explicado anteriormente,
el sistema multienzimatico empleado se dividio en varios pasos, comenzando

con la sintesis de la DHAP, (ver Materiales y Métodos).

Un factor determinante para alcanzar el maximo rendimiento en la
sintesis del aldol correspondiente es evitar la reversion del equilibrio hacia la
reaccion retroaldolica. Por lo tanto, para obtener rendimientos similares a
los conseguidos en las reacciones con los N-Chz- aminoaldehidos a pequefia
escala, se modificaron dos aspectos: por un lado las U de enzima afiadidas a
la reaccion fueron proporcionalmente inferiores a las que se adicionaron en
las reacciones a menor escala, favoreciendo de esta manera que los tiempos
de reaccion fueran mas largos y por lo tanto las reacciones fueran mas faciles
de monitorizar. En segundo lugar, la formacidon de los aldoles se siguio
espectrofotométricamente, ademads de mediante el HPLC, con la intencion de
parar la reaccion inmediatamente una vez hubiera llegado a su rendimiento
maximo. Asi, los tiempos dptimos de reaccion se vieron incrementados entre
los 60 y los 150 min, mientras que porcentajes de aldol obtenidos fueron

equiparables a los alcanzados preliminarmente (Tabla 14RD).
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Figura 54RD. Sintesis de iminociclitoles utilizando cuatro enzimas en una reaccién “one pot”. El primer paso de esta cascada enzimadtica es la
fosforilacion de la DHA por la DHAK de C. freundii, seguida de la condensacion alddlica catalizada por la aldolasa de T. maritima y la
subsecuente hidrdlisis del grupo fosfato empleando la fosfatasa dcida de patata. El ultimo paso es la aminacion reductora con H, Pd/C.



RESULTADOS Y DISCUSION

Tabla 14RD. Resultados del rendimiento y relacion estereoquimica en las reacciones
de sintesis de iminociclitoles al usar la Rha-1PA de T. maritima.

Aldol Tiempo de

N-Cbz- 9h-2n reaccién! Iminociclitol treo:eritro
aminoaldehido (%) (min) 4h-4n (%) (%)
1h 60,7 105 31,6 >98: 2
1i 63,3 90 19,3 >97:3
1j 72,8 75 47,2 67:33
1k 51,0 150 11,8 >97:3
11 41,3 150 18,0 42:58
1m 22,6 90 12,4 65:35
In 24,9 60 9,4 >98:2

[a] Tiempo hasta alcanzar el maximo rendimiento en la reaccién de adicién alddlica.

Una vez las reacciones de condensacion aldélica llegaron a su maximo
rendimiento se pararon afiadiendo dos volumenes de MeOH y la enzima
precipitada se descarté mediante centrifugacion. Antes de afiadir la fosfatasa
acida de patata se elimino el aldehido que no hubo reaccionado y se acidifico
el medio hasta un pH de 4,7. No fue hasta que el compuesto fue
desfosforilado al 100%, que se procedio a su purificacion mediante HPLC de
fase reversa, prestando especial interés a evitar la eliminacion de cualquier
posible estereoisomero que pudiera haber sido formado durante la catalisis
enzimatica. Después se hidrogend el aminopoliol con la intencion de
desproteger el grupo amino, desencadenando la ciclacion de la molécula y
generando el correspondiente iminociclitol. Los rendimientos globales de
esta cascada quimioenzimatica oscilaron entre el 9,4 y el 47,2% (Tabla 14RD).

Cabe resaltar que las condiciones de purificacion no fueron optimizadas.

Como se ha mencionado antes, los iminociclitoles generados mediante este
proceso portan 4 centros quirales: los tres nuevos que se originan durante su
sintesis, los dos de la condensacion alddlica en C3 y C4 (C1 y C2 en el caso de

los productos pirrolidinicos derivados de los aldehidos 1m y 1n) y el que se

182



RESULTADOS Y DISCUSION

forma en la aminacion reductora en C2 (C3 en 4m y 4n), y el preexistente en
el aldehido escogido (C5 en 4h, 4i, 4j, 4k y 41 y C7a en 4m y 4n). La separacion
de los posibles isomeros se llevd a cabo sirviéndonos de la cromatografia de
intercambio i6nico y su identificacidn y cuantificacion se consiguié por RMN.
Asi, los analisis por RMN dieron sefiales coincidentes con los productos
sintetizados por el grupo de trabajo del Profesor Pere Clapés (Espelt et al.,
2003; Calveras et al, 2005; Calveras et al, 2009). Ademds de para su
identificacion, la caracterizacion por resonancia magneética nuclear permitio
el estudio de la capacidad de la Rha-1PA de T. maritima de fijar los diferentes
N-Chz-aminoadehidos en la posicion correcta en el centro catalitico durante
el ataque del sustrato donador. Los datos expuestos en la Tabla 14RD,
muestran que, en concordancia con los resultados previamente obtenidos, la
estereoselectividad de la enzima durante la condensacion alddlica fue
incompleta, obteniéndose mezclas de los diasteroisomeros L-treo y D-eritro

con todos los aldehidos ensayados (Fig. 54RD).

No obstante, a pesar de la obtencion de dichas combinaciones, la
estereoselectividad conseguida por la enzima fue muy buena en el caso de los
iminociclitoles 4h, 4i, 4k y 4n, reacciones en las que se consigui6o un
porcentaje superior al 97% del diasteroisomero de preferencia natural. Esta
relacion disminuy6 hasta el 65-70% en caso de los productos 4j y 4m.
Sorprendentemente, en contra de lo ocurrido hasta el momento, al utilizar el
(R)-N-Cbz-valinal (aldehido 11) el diastereoisomero mayoritario fue el p-eritro
frente al L-treo natural (Tabla 14RD).

A la vista de estos resultados, es interesante resaltar que la
estereoselectividad de la que hace gala la Rha-1PA de T. maritima depende no
solo de la estructura, sino también de la estereoquimica del Ca del aldehido.
Asi, en tanto que la estereoselectividad frente a los (S)-Cbz-aminoaldehidos
(1i, 1k y 1n) es practicamente del 100%, cuando se recurre a los aldehidos
con configuracion (R) la cantidad de isomero p-eritro obtenido aumenta. De
igual manera, en los estudios de estereoselectividad realizados con la Rha-
1PA y la Fuc-1PA de E. coli se ha visto un comportamiento similar (Espelt et
al., 2005; Calveras et al., 2009). Contrariamente, mientras que la longitud y lo

ramificado de la cadena lateral no influy6 en la relacidon de diasteroisémeros
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obtenidos por la Rha-1PA de T. maritima, si que lo hace en el caso de las

aldolasas de E. coli.

Es de esperar que, dada la elevada identidad de secuencia y homologia
estructural, la falta de selectividad de la Rha-1PA de T. maritima venga
determinada por razones similares a las elucidadas para la Rha-1PA de E.
coli. Asi, segun los estudios de Kroemer et al., (2003), el L-lactaldehido se fija
al centro catalitico de la Rha-1PA de E. coli a través de dos puentes de
hidrégeno, orientando el grupo metilo hacia el entorno hidrofébico. Por lo
tanto, el sustrato queda anclado al sitio activo de la enzima, favoreciendo el
ataque nucleofilico en una unica cara enantiotdpica. Sin embargo, las
restricciones impuestas por la estructura de los diferentes aminoaldehidos,
asi como la falta del grupo hidroxilo director, pueden favorecer una
incorrecta orientacion del aldehido en el bolsillo catalitico. Simulaciones de
docking utilizando esta aldolasa de E. coli y el 3-aminopropionaldehido N-
protegido sugieren que el grupo protector no tiene cabida en el centro
catalitico y, por lo tanto, impide su correcta colocacion (Von der Osten et al.,
1989; Espelt et al., 2005; Calveras et al., 2007).

Comparando la estereoselectividad de la aldolasa de T. maritima con la de
E. coli podemos discernir tres grupos de aldehidos: (1) aquellos en el que el
comportamiento es igual para las dos enzimas (aldehidos 1i, 1j, 1k y 1m), (ii)
aquellos con los cuales se ve una mayor estereoselectividad al usar la
proteina de T. maritima, como es el caso de la utilizacidon del N-Cbz-propanal
(1h) y del (S)-N-Cbz-prolinal (In) con un ratio treo:eritro de 98:2 frente al
80:20 (aldehido 1h) y 66:34 (aldehido 1n) exhibido por Rha-1PA Ec. Por
ultimo, (iii) el tercer grupo lo conforma el (R)-N-Cbz-valinal (aldehido 11). Este
caso es especial ya que, en la reaccion catalizada por la enzima de E. coli es
mas estereoselectiva obteniéndose unicamente la forma p-eritro mientras
que, como se ha puntualizado antes, en el caso de la proteina de T. maritima
la relacion treo:eritro es 42:58. Sin embargo, a pesar de la selectividad
mostrada por la Rha-1PA Ec, el diasteroisomero alcanzado (R,R) no es el
natural y, por lo tanto, la obtencion del isémero (R,S) del iminociclitol 41,
aunque de una manera minoritaria, solo puede ser conseguida hasta el

momento usando la enzima de T. maritima.
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Finalmente, con respecto a la quiralidad en C2 (C3 en el caso de los
productos pirrolidinicos derivados de los aldehidos 1m y 1n) el estudio de la
estereaoquimica de los productos reveld que, como ha sido ya descrito, la
aminacion reductora fue altamente diastereoselectiva. De hecho, la
hidrogenacion tuvo lugar en todas las ocasiones por la cara opuesta al
hidroxilo presente en C4 (C1 en el caso de los productos pirrolidinicos
derivados de los aldehidos 1m y 1n), sin tener en cuenta la estereoquimica de
ninguno de los otros sustituyentes (Von der Osten et al.,, 1989; Liu et al., 1991;
Kajimoto et al., 1991; Takayama et al., 1997).

Teniendo en cuenta el conjunto de los resultados obtenidos en la
aplicacion de la Rha-1PA de T. maritima en los diversos sistemas
multienzimaticos para la obtencion de una gran variedad de compuestos,
incluyendo aldoles, nitrociclitoles e iminociclitoles, podemos afirmar que es
un biocatalizador muy util para la formacion de enlaces C-C, ya que ha
demostrado ser una enzima muy versatil y robusta que puede ser usada bajo
diferentes condiciones de reaccion utilizando una amplia bateria de

aldehidos con gran diversidad estructural.
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Las conclusiones obtenidas en la presente Tesis Doctoral se pueden

agrupar entorno a los dos grandes aspectos tratados: caracterizacion

bioquimica y aplicacién sintética de la rhamnulosa-1-fosfato aldolasa de T.

maritima.

La caracterizacion funcional a la que hemos sometido a esta enzima nos

ha permitido concluir que:

La rhamnulosa-1-fosfato aldolasa de T. maritima es una aldolasa

dependiente de DHAP de clase II, que utiliza Co** como cofactor.

El estudio de actividad de la Rha-1PA de T. maritima demuestra que es
una enzima hipertermofila ya que puede llevar a cabo la sintesis
alddlica a temperaturas superiores a 80 °C, siendo la maxima actividad
medida a 95 °C. Ademads, los resultados obtenidos muestran que, al
contrario que muchas enzimas pertenecientes a microorganismos
hipertermoéfilos, la Rha-1PA de T. maritima mantiene la actividad a

temperatura ambiente.

Se ha puesto de manifiesto el amplio rango de condiciones bajo las
cuales esta enzima puede ser utilizada, incluyendo no sé6lo un amplio
intervalo de temperaturas (desde los 20 °C hasta los 95 °C) y sino
también de pH (al menos el 50% de su actividad maxima entre pH 5,7 y
pH 9) y tolerando la presencia de diversos cosolventes en el medio de
reaccion (actividad del 90% en H,O/AcN 60:40, del 100% en H,O/DMSO

189



190

CONCLUSIONES

80:20, del 50% en H,O/DMF 75:25 y del 40% en 90:10 de
H,0O/isopropanol y H,O/THF).

Se ha determinado la gran estabilidad de la aldolasa frente a altas
temperaturas, exhibiendo una temperatura de desnaturalizacion de
102 °C y un tiempo de vida media a 80, 95 y 115 °C de 44, 33y 3,5 h,

respectivamente.

El efecto del cofactor y de la cola de histidinas influye tanto en la
estructura secundaria de la proteina a diferentes temperaturas, como
en la estabilidad térmica de la misma. Esta influencia se puede

resumir en:

— La presencia de la cola de histidinas se traduce en un aumento
de la transicidon o-hélice/B-lamina a temperaturas superiores a

80 °C, lo que facilita la desnaturalizacion proteica.

— El Co* est4d involucrado en la retencién de la configuracion
nativa de la proteina. Asi, en la enzima sin cola de histidinas la
ausencia del cofactor se traduce en una pérdida de entre el 10 y
el 12% de estructura o-hélice con respecto a la misma proteina
en presencia del cation divalente, lo que conlleva la
desnaturalizacion proteica a 110 °C. Por otro lado, en la proteina
con cola de histidinas a 20 °C la ausencia del cofactor produce
un aumento del 10% en el contenido en a-hélice con respecto a
la misma proteina en presencia del cation divalente. Este dato
corrobora no sélo el papel estructural que juega el Co*', sino
también que la presencia de cola de histidinas puede influir en

la estructura secundaria.

— En cuanto a la influencia de estos dos elementos en la Ty, solo
pueden apreciarse variaciones en este pardmetro en la
construcciéon enzimatica con cola de histidinas. Asi, a
concentraciones crecientes de Co®" la Ty de la proteina sin cola
de histidinas permanece constante en torno a los 100 °C,

mientras que en el caso de la aldolasa con cola de histidinas si



CONCLUSIONES

se observa dependencia de la concentracion de metal divalente,
dandose una disminucion de 15 °C en la Ty a concentraciones
tres veces superiores a la concentracion optima para la maxima
actividad catalitica ([Co*']= 750 pM).

En segundo lugar, los estudios de aplicabilidad sintética realizados sobre la

Rha-1PA de T. maritima nos han permitido concluir que:

e La Rha-1PA de T. maritima es un biocatalizador compatible con
sistemas multienzimaticos quinasa/aldolasa o quinasa/aldolasa

/fosfatasa en el que el resto de enzimas tiene un origen mesofilo.

e Asimismo, esta enzima se ha mostrado util en la sintesis de diferentes
compuestos organicos como aldoles, nitrociclitoles e iminociclitoles,
obteniendo en todos los casos rendimientos comparables o superiores
a los de la Rha-1Pa de E. coli.

e La DHA no es aceptada como sustrato donador en lugar de su sustrato
natural, la DHAP, no detectandose actividad catalitica de la Rha-1PA de

T. maritima al llevar a cabo estas reacciones en tampon borato.

e La estereoselectividad de la Rha-1PA Tm es similar a la mostrada por
el enzima de E. coli.i En ambos casos el control de Ila
estereoselectividad no es completo, dando lugar a mezclas de los

diastereoisdémeros L-treo:D-eritro.

e Al estudiar la estereoquimica de los productos formados, en todas las
reacciones de sintesis, salvo al utilizar como sustrato aceptor el
aldehido 11, el isomero mayoritario fue el de la estereopreferencia

natural de la enzima, L-treo (R,S), y el minoritario el p-eritro (R,R).

e En el caso del iminociclitol 41 el isémero mayoritario fue el p-eritro
(R,R), obteniéndose una mezcla diastereoisomérica treo:eritro 42:58.
Dado que la Rha-1PA Ec cataliza unicamente la formacién del isémero
D-eritro, la obtencion del isomero L-treo (R,S), aunque de una manera
minoritaria, solo puede ser conseguida hasta el momento usando la

enzima de T. maritima.
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e Hemos demostrado que el diasteroisomero L-treo (R,S) es el isomero
bajo control cinético, mientras que el p-eritro (R,R) es el isomero bajo
control termodinamico, no observandoseningun efecto de la

temperatura.

192



SUMMARY FOR THE
EUROPEAN MENTION






SUMMARY

RHAMNULOSE-1-PHOSPHATE ALDOLASE FROM THERMOTOGA
MARITIMA: CHARACTERIZATION AND APPLICABILITY OF A NEW
THERMOSTABLE BIOCATALYST FOR C-C BOND FORMATION

INTRODUCTION

Carbon-Carbon bond formation reactions can be considered the essence of
organic synthesis (Corey and Cheng, 1989). The aldol addition reaction has
long been recognized as one of the most useful tools that has the synthetic
chemist for the construction of new C-C bonds (Palomo et al., 2004; Li et al.,
2005) since, concomitant with the bond forming process, is the formation of
one or two new stereocenters, allowing to approach a broad range of both,
natural and novel compounds. Nature builds up carbohydrate, amino acids,
hydroxy acids and other molecules by the use of aldol reactions catalysed by
aldolase enzymes. This class of enzymes, which are part of the lyases family,
catalyse reversibly and stereoselectively an aldol addition reaction between a
donor compound (nucleophile) and an acceptor compound (electrophile),
with a high degree of stereochemical control. Usually, these enzymes show
high specificity towards the donor substrate but tolerate a broad range of
acceptor substrates; therefore, aldolases have been extensively used in
chemo-enzymatic syntheses to produce carbohydrate, carbohydrate-like
structures, or non-carbohydrate compounds (Clapés et al., 2010; Fessner and
Jennewein, 2007; Dean et al, 2007). Aldolases can be classified in two
different ways: (i) according to the different enzyme mechanisms they
display to activate the nucleophilic component and (ii) according to their
donor specificity. The mechanistically differentiation discern between class I

aldolases, which perform a Schiff base between the donor compound and a
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lysine residue in their active site, generating an enamine nucleophile. Thus,
this class of aldolases can be irreversible inhibited by reduction agents like
NaBH, that reduces the enamine to an amine. And class II aldolases, which
need a divalent metal ion as cofactor for the enolization of the donor
substrate via Lewis acid complexation, usually Zn*. The nucleophilic
enamine or enolate then attacks the carbonyl carbon of the acceptor
substrate forming the new C-C bond. Due to the need of a divalent metal ion
as cofactor class II aldolases can be reversible inhibited by quelation agents
as EDTA. C(lassification according to their donor specificity includes
pyruvate/oxaloacetate/2-oxobutyrate-dependent, dihydroxyacetone
phosphate (DHAP)-dependent, dihydroxyacetone and other
unphosphorylated  analogues-dependent,  threonine-dependent and
acetaldehyde-dependent aldolases. Dihydroxyacetone phosphate (DHAP)-
dependent aldolases constitute the main group utilized in organic synthesis
and numerous examples for the application of DHAP-dependent aldolases
have been reported (Samland and Sprenger, 2006; Dean et al., 2007; Iturrate
and Garcia-Junceda, 2008; Clapés et al, 2010; Clapés and Fessner, 2011;
Brovetto et al., 2011; Miller, 2012; Oroz-Guinea et al., 2012; Clapés et al., 2013;
Fesko et al, 2013). Their major synthetic advantage 1is that the
stereochemistry of the two newly formed stereogenic centers is controlled by
the enzymes and, moreover, they are stereocomplementary: they can
synthesize the four possible diastereoisomers of vicinal diols from an achiral
aldehyde acceptors and DHAP. Despite this well proven synthetic utility of
aldolases, still there are few processes that have been developed at industrial
scale and none of them —in the best of our knowledge— used DHAP-
dependent aldolases. Therefore, the search for new enzymes with improved

properties from the biocatalysis point of view it is still necessary.

Enzymes as catalysts offer many advantages such as high efficiency,
chemo-, regio- and estereoselectivity, avoids the need for functional group
activation and protection/deprotection steps and are environmentally
friendly since they are biodegradable, use mostly water as solvent system
and works under mild reaction conditions (Anastas and Eghbali, 2010).
Despite these advantages, the enzymes present some limitations being

perhaps the most important —especially from the point of view of industrial
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application— their intrinsic instability since they have evolved to work in
aqueous media and in a narrow range of pH and temperature. An
approximation to overcome the instability of enzymes under adverse
reaction conditions is the use of enzymes from extremophile microorganisms
(Unsworth et al., 2007; Champdoré et al., 2007; Canganella et al., 2011). These
organisms have adapted to live in extreme environments offering useful
enzymes that should enable us to expand the range of reaction conditions

suitable for biocatalysis.

In particular, thermophiles (optimal growth temperature between 50 and
80 °C) and hyperthermophiles (optimal growth temperature between 80 and
110 °C) have attracted the attention from a biocatalytical point of view since
these microorganisms are source of thermostable enzymes (thermozymes)
that have developed molecular mechanisms of adaptation to extreme
physicochemical conditions and represent unique biocatalysts that function
under harsh reaction conditions, in which their mesophilic enzymes
counterparts are often no well suited. In particular, they have attracted the
attention for their outstanding stability against high temperature and,
furthermore, has also been reported that these enzymes show enhanced
tolerance against other denaturalization conditions such as presence of
organic solvents, detergents or extreme pHs (Vieille and Zeikus, 2001; Atomi,
2005; Bertoldo and Antranikian, 2008; Atomi et al., 2011). Moreover, carrying
out the reactions at high temperatures involves other advantages like
allowing use higher concentrations of substrates, to decrease the viscosity of
the reaction medium, to prevent against possible microbial contamination

and frequently leads to higher reaction rates.

The hyperthermophilic microorganism Thermotoga maritima is a
bacterium with an optimum growth temperature of 80 °C and a maximum
growth temperature of 90 °C (Conners et al., 2006), originally isolated from a
geothermal feature from Vulcano Island, Italy (Huber et al., 1986). In fact, T.
maritima is believed to be one of the oldest and most slowly evolving lineages
in the eubacteria (Achenbach-Richter et al., 1987).

In this Thesis, we describe the heterologous expression of the rhamnulose-

1-phosphate aldolase from Thermotoga maritima, the biochemical
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characterization of the recombinant enzyme and the study of its applicability

as biocatalyst.

OBJECTIVES

The main goal of this PhD Thesis was the integral study of rhamnulose-1-
phosphate aldolase from Thermotoga maritima as a new biocatalyst for C-C

bond formation. This study includes:

e C(Cloning, over-expression and purification of two different
constructions of the Rha-1PA from T. maritima, with or whitout His-

tag.

e Biochemical characterization of the two recombinant enzyme
versions:

— Catalytic mechanism determination.

— Basic kinetic parameters obtaining.

— Study of the structure.

— Optimum reaction conditions determination.
— Enzyme stability study.

— His-tag and cofactor effect analysis on the secondary

structure and the thermostability.

e Study of the synthetic applicability
— Applicability in the context of a multi-enzyme synthesis.

— Chemo-enzymatic synthesis of nitrogenated sugar analogues.
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RESULTS AND DISCUSSION

Heterologous expression and purification of rhamanulose-

1-phosphate aldolase from Thermotoga maritima

In a databank search for predicted aldolase enzymes we found that the
TM1072 gene from Thermotoga maritima codifies for a putative rhamnulose-
1-phosphate aldolase (Rha-1PA Tm). To investigate this enzyme further, the
TM1072 gene was cloned, with and whitout His-tag, and expressed in
Escherichia coli. The gene was amplified by PCR from the genomic DNA of T.
maritima strain BMS8. The resulting amplified DNA fragments had the
expected size (~711 bp) and were digested and cloned in the expression
vector pET-28b(+), obtaining the plasmids pET-28b(+)-r1patm and pET-28b(+)-
ripatmsht (Fig. 1RD, Pag. 100). E. coli BL21 (DE3) cells were transformed with
both plasmids and the expression of recombinant proteins were induced

with 0.4 mM of isopropyl-p-p-thiogalactopyranoside (IPTG) at ODgoonm 0.5-0.6.

Sodium dodecyl sulphate-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE)
analysis of Rha-1PA from T. maritima expression, with and without His-tag
(Rha-1PA Tm and Rha-1PA Tm SHT respectively), showed a band of the
expected molecular mass (29 kDa) for each protein. These bands represented
more than the 50% of the total protein of the cell (Fig. 3RD, Pag. 102).

After growing and disrupting the E. coli cells, the recombinant enzymes
were easily purified by a heat treatment. The time and temperature of the
treatment were optimized in order to get a purification degree higher than
90% (Fig. 4RD, Pag. 103). In those cases in which a higher degree of purity
was required, the enzyme was purified combining heat treatment at 60 °C
during 20 min followed by a step of IMAC chromatography when the His-
tagged protein was used (Fig. 5RD, Pag. 104), and followed by size-exclusion
chromatography when the Rha-1PA Tm SHT protein was purified (Fig. 6RD,
Pag. 105). Thus, purification degrees over 98% for both enzymes were

obtained.
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Biochemical characterization of rhamanulose-1-phosphate

aldolase from Thermotoga maritima

Catalytic mechanism

Rha-1PA from T. maritima has been described as a putative class II
aldolase by nucleotide sequence homology. In order to confirm this
assignation, we try to inhibit the recombinant aldolase by incubating it in
EDTA 0.1 M for 1 h at 4 °C and then the mixture was dialyzed to eliminate the
quelation complex and, subsequently, to remove any divalent cation present.
Activity of the resulting enzyme was measured with increasing
concentrations of Zn** at R/T. Rha-1PA from E. coli, which is well known that
belongs to class II aldolases, treated in the same way was used as reference.
Meanwhile specific activity of the Rha-1PA from E. coli was clearly
dependent on Zn** concentration, the activity of the Rha-1PA from T.
maritima remained unalterable in the absence or presence of different
concentrations of Zn*". This behavior could be explained because the active
site from the enzyme retained, even after treatment with EDTA, the divalent

cation responsible of the residual activity.

To completely remove the metal from the enzyme active site and thus
inactivated the aldolase, before to extensive dialysis was necessary to carried
out the incubation with EDTA at 80 °C. High temperature was needed to
reduce the rigidity and compactness of the enzyme and thus allowed the
divalent cation to go out. The enzyme treated in this manner showed no
activity in absence of divalent cation and was not possible to recover the
activity by increasing the concentration of Zn*' in the medium (Fig. 11RD,
Pag. 113). Consequently, metal ion-dependent activation of the Rha-1PA from
T. maritima was assayed with several divalent cations (Co*, Zn*", Fe*", Cu*",
Ni** y Mg®"). As can be observed in Figure 12RD (Pag. 115), Co** was found to
be the most potent activator, reaching a maximum activity at a concentration
of Co** of 187.5 uM. Besides Co*", only Ni** showed a slight activation capacity
at high concentrations, above 400 uM. Based on these data, Rha-1PA from T.
maritima was confirmed as a class II aldolase requiring Co*" instead of Zn**

as cofactor for its maximum activity. In the literature this preference has
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been reported also for other meso- or thermophile DHAP-dependent
aldolases (Freeze and Brock, 1970; Barnes et al., 1971; de Montiny y Sygusch,
1996; Sauvé and Sygusch, 2001; Izard and Sygusch, 2004; La et al., 2009 Labbé
etal., 2011).

Basic kinetic parameters for rhamnulose-1-phosphate aldolase from

T. maritima

Kinetic parameters for Rha-1PA from T. maritima were calculated for
rhamnulose-1-phosphate cleavage reaction. The kinetic behaviour of two
different preparations of the recombinant enzyme was analysed. In the first
preparation (Rha-1PA Tm1), recombinant enzyme was purified by heat shock
followed by IMAC chromatography. In the second case (Rha-1PA Tm2), after
purification the enzyme was incubated with EDTA at 80 °C as described
before to remove the divalent cation. In both cases Rha-1PA Tm showed
Michaelis-Menten behavior (Fig. 13RD, Pag. 118). The calculated Kkinetic
parameters are summarized in Table 2RD (Pag. 118). The different treatment
of the enzyme did not substantially modify the Ky of the aldolase but k.. was
7-fold higher in Rha-1PA Tm2 pointing out the importance of all the active

sites were occupied by Co*".

The kinetic parameters previously reported in the literature for the Rha-
1PA from E. coli differ significantly from the values obtained for the
Thermotoga enzyme (Chiu et al., 1975). Especially significant is the k.,: value,
which is more than an order of magnitude higher in the E. coli enzyme.
However, it should be taken into consideration that kinetic parameters for
Rha-1PA Tm were calculated at 25 °C where the specific activity of the
enzyme is more than 20-fold lower than at 95 °C. If we have in mind the Q4
values —average fold-increase in reaction rate per 10 °C increase in
temperature— of the vast majority of thermophilic enzymes are the same as
for mesophilic enzymes, that is Qi0=2, when Rha-1PA Tm work at
temperatures closer to the optimal one, the turnover number (k. must

increase significantly (Elias et al., 2014).
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Study of the structure of rhamnulose-1-phosphate-aldolase from T.

maritima

Primary structure

To unambiguously identify the overexpressed proteins as the TM1072 gene
product, the amino acid composition and peptide-mass fingerprinting of the
recombinant protein were obtained. Amino acid analysis showed a good
correlation with the theoretical values (Table 1RD, Pag. 108).

The Molar extinction coefficient at A==280 nm experimentally determined
was £ = 32,161 M" cm™ and ¢**° = 32,306 M" cm™, for Rha-1PA Tm and Rha-
1PA Tm SHT, consecutively. The identity of the recombinant protein was

further confirmed by peptide-mass fingerprinting (Fig. 9RD, Pag. 110).

Secondary structure

Secondary structure of the enzyme was analyzed by CD spectroscopy
(Greenfield, 2006a; Greenfield, 2006b). In order to known the influence of the
temperature on the secondary structure an analysis of the molar elipticity of
Rha-1PA from T. maritima between 190 and 240 nm was done at different
temperatures from 20 °C to 110 °C. The experiment was carried out using the
protein with (Rha-1PA Tm) and without (Rha-1PA Tm SHT) His-tag and in
presence and absence of divalent cations. To evaluate the content of
secondary structure of the protein, we analyzed the far-UV CD spectra using
the CDPro software package containing three commonly used programs:
SELCON3, CONTIN, and CDSSTR (Sreerama and Woody, 2000).

Spectra obtained for the enzymes are indicative of a high content of o-
helical structure, with two minima at approximately A=208 and 222 nm (Fig.
30RD, Pag. 145; Fig. 32RD, Pag. 147). In all the cases, secondary structure was
almost the same until 80 °C, at this point when temperature raised the
percentage of the random coil remained constant (~50%) while the B-sheet
structure increased (10 — 30%) and the a-helix structure decreased (10 —40%).
The contribution of each type of secondary structure is summarized in
Figures 31RD and 33RD (Pag. 146 and 148). This change in the secondary
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structure of the protein varied with the presence of His-tag and divalent ions.
The absence of divalent cations in the medium as well as the presence of His-
tag facilitates the thermal denaturalization of the enzyme. When
temperatures above 100 °C were achieved the protein aggregated, except in
case of the Rha-1PA Tm SHT without EDTA treatment. This could be due to
the heat induced misfolding that leads to p-sheet to form aggregates, which
resemble natural amyloid (Kusumoto et al., 1998; Yang et al., 2003; Benjwal et
al., 2006).

We also studied the ability of the enzymes to recover their natural
conformation after heat denaturation/renaturalization. The same experiment
as described above was carried out by heating the protein at 110 °C and,
subsequently, analyzing the secondary structure and then cooling down the
sample until 80, 45 and 20 °C. As shown in Figure 36RD (Pag. 152) once the
protein was heated until 110 °C it was denaturalized and, then, was not
further able to refold again (Fig. 37RD, Pag. 152). These results indicated the

irreversibility of the heat-induced denaturalization of the protein.

Quaternary structure

Sedimentation equilibrium analysis of the purified protein did not
stabilize even changing the sedimentation conditions (temperature, buffer,
ionic strength). Molecular weight and quaternary structure were confirmed
using size-exclusion chromatography with no-denaturing conditions.
Retention time was 187 min with a 1 ml min™ flux. The recombinant enzyme
was estimated as a tetramer as its mesophile counterpart, the Rha-1PA from
E. coli, with a molecular mass of 114.59 kDa (Fig. 19RD, Pag. 127). This result
agreed with the high sequence homology usually displayed by
hyperthermophilic and mesophilic proteins (in this case 46.3%), which
normally entail superposable 3D structures and similar catalytic

mechanisms.
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Temperature and pH optimum determination

Optimum temperature

To determine the optimal temperature of Rha-1PA from T. maritima, the
specific activity of the enzyme was measured in a temperature range
between 20 and 95 °C. Rha-1PA from T. maritima was active in the entire
temperature range tested and the specific activity increased with
temperature up to a maximum at 95 °C (Fig. 22RD, Pag. 131). We cannot
affirm that 95 °C is the optimum temperature because we could not perform
reactions at higher temperatures. Interestingly, this temperature is higher
than the optimum growth temperature for T. maritima that is 80 °C. Most
enzymes characterized from hyperthermophiles have a maximum or optimal
temperature near the microorganism optimum growth temperature. T.
maritima seems to have a particular behavior because, besides the aldolase
described in this work, many of the enzymes isolated from this organism
exhibit a similar performance with optimum temperatures around 95 °C
(Table 6RD, Pag. 132). This fact can explain the capacity of this eubacteria to

grow at temperatures above 90 °C (Hubert et al., 1986).

Another interesting feature of this enzyme, especially from the perspective
of its application in synthesis, is that it maintains a significant percentage of
activity at temperatures far below 95 °C (e.g. about 20% of activity at 45 °C)
allowing its use in a broad temperature range. This is a very interesting and
distinctive property since most hyperthermophile enzymes are often inactive
at low temperatures due to an excessive structural rigidity at these
temperatures (Vieille and Zeikus, 2001). It is possible to hypothesize that Rha-
1PA from T. maritima combines local flexibility in its active site (wWhich must
be responsible for the activity at low temperatures) with a high overall
rigidity (which must be responsible for the thermostability) (Sterner et al.,
1998; Ichikawa and Clarke, 1998; Merz et al., 1999; Wintrode and Arnold,
2001; Dellus-Gur et al., 2013).
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Optimum pH

The Rha-1PA from T. maritima optimum pH was determined by measuring
the rate of aldol formation at different pHs (Fig. 25RD, Pag. 136). The
maximum reaction rate was observed at pH 8.0. This value is similar not only
to the one described for the Rha-1PA from E. coli but also to the most part of
class II aldolases (Hill et al., 1976; Hodgson and Plaxton, 1998; Nakahara et al.,
2003; Kakita et al., 2006; Ertunga et al., 2007; Labbé et al., 2011). The range of
pH where the Rha-1PA from T. maritima Kkept at least 50% of maximum
activity was between pH 5.7 and pH 9.0. This result is especially interesting
because allow to use the enzyme in slightly acidic media where DHAP is

more stable.

Enzyme stability

Thermal stability

Thermal stability of the Rha-1PA from T. maritima was evaluated by
incubation of the enzyme at 80, 95 and 115 °C. As can be observed in Figure
27RD (Pag. 138), the half-life of Rha-1PA from T. maritima did not greatly
change between 80 and 95 °C (about 44 h and 33 h respectively). However, at
115 °C the half-life dropped to 3.5 h.These results indicate that the Rha-1PA
Tm is not only thermophile but also thermo resistant. In fact, to the best of
our knowledge the Rha-1PA from T. maritima is the most thermostable

aldolase reported until nowadays.

Thermal stability was also assayed at 25 and 4 °C to determine possible
storage conditions. In these conditions Rha-1PA from T. maritima was
remarkably stable. After 28 days at 4 °C, the remaining activity was greater
than 80% of the initial activity. At 25 °C the stability was slightly lower but
over 70% of the initial activity was still kept (Fig. 26RD, Pag. 138).

Stability in presence of organic cosolvents

As previously discussed, thermozymes are usually extremely resistant to

the action of organic solvents, reason why we proceeded to study its stability
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against different percentages of co-solvents with partition coefficient (log P)
between -1.378 and 0.526 (Fig. 29RD, Pag. 144). Rha-1PA from T. maritima
showed a quite remarkable stability in all cases, although stability increased
as the log P of the solvent decreased. The enzyme’s stability in acetonitrile
was remarkably high keeping a 90% of the initial activity in H,O/AcN 60:40
mixtures. The high stability exhibited by the enzyme in DMSO, where keeps
nearly 100% activity in presence of 20% of co-solvent, and DMF, where keeps
50% activity with percentages of organic solvent near to 25%, was also
remarkable. The stability of the enzyme was lower in isopropanol and THF

but even in these cases, retained 40% of activity with a 10% of co-solvent.

Melting temperature of the rhamnulose-1-phosphate aldolase from T.

maritima

Circular dichroism (CD) is an excellent spectroscopic technique for
following the unfolding and folding of proteins as a function of temperature.
As we investigated the study of the secondary structure, we studied the
stability of the protein, with and without His-tag, in presence of different
concentrations of Co* (between 0 and 841.25 uM). The enzyme was
previously incubated with EDTA at 80 °C to remove all the divalent cations.
From these curves (Fig. 34RD, Pag. 149), the melting temperature (Ty) of the
proteins was calculated, fitting a two-state folding model. All the curves
following the thermal unfolding could be fitted to a simple thermodynamic
unfolding model (Eq. 2, Pag. 140), where D, is the value of the DC signal
(mdeg) of the unfolded state at T=0 °C; my is the slope of the unfolded state;
Ny is the value of the DC signal (mdeg) of the native state at T?=0 °C; mN is the
slope of the native state; Ty is the temperature (°C) of the inflection point, and
Hp is the Van’t Hoff enthalpy associated to the denaturation process at T?=Ty
(Mayr et al., 1993).

The transition region was very narrow and sharp, thus indicating that the
protein existed initially as a compact, well-folded structure and that the

unfolding reaction was highly cooperative.
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Tm (100 °C) of the Rha-1PA Tm SHT remained constant with successive
additions of Co®". However, when the same experiments was carried out with
the His-tagged Rha-1PA Tm it can be observed that the Ty depends on the
Co*" concentration with a maximum Ty of 103.8 °C at 450 uM of Co*" and a
minimum Ty of 86.1 °C at 750 uM of Co?". The variation on the Ty could be
due to the coordination of the excess of Co** with the His-tag of the protein,
being this interaction responsible of the decrease in the Ty of the enzyme
(Fig. 35RD, Pag. 150) (Trofimov et al., 2012; Kolaj-Robin et al., 2013).

Twm value is directly related to conformational stability only if the unfolding
is fully reversible. As a consequence of the irreversibility of the process with
the Rha-1PA from T. maritima, analysis of thermostabilities in terms of
equilibrium thermodynamics is not applicable in our case (Duy and Fitter,
2005). In general, the thermal unfolding transitions of multidomain proteins
are accompanied by irreversible aggregation at elevated temperature
(Kishore et al., 2012).

Study of rhamnulose-1-phosphate aldolase from T.

maritima as biocatalyst

Preliminary studies in the context of a multi-enzyme synthesis

The utility of Rha-1PA from T. maritima as biocatalyst for C-C bond
formation was proved at analytical scale in the context of the multi-enzyme
system previously developed in our group (Sanchez-Moreno et al., 2004;
Sanchez-Moreno et al., 2009a; Oroz-Guinea et al., 2012). This system is based
on the use of the recombinant ATP-dependent dihydroxyacetone Kkinase
(DHAK) from C. freundii CECT 4626 for the in situ phosphorylation of DHA
(Sanchez-Moreno et al., 2009b). One advantage of this system is that it can be
used in a one-pot/one-step or one-pot/two-steps approach depending on the
reaction conditions required. Rha-1PA from T. maritima was assayed using
the one-pot/two-steps protocol. In this case at the beginning of the reaction
only the components for the enzymatic phosphorylation of DHA are added,
allowing DHAP to accumulate. When at least 95% of DHA has been
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phosphorilated, the pH is dropped to 6.8 and then, both aldolase and

aldehyde are added to initiate the aldol addition as a second step.

Four different aldehydes were used as donor to test the synthetic utility of
the Rha-1PA from T. maritima: the natural donor i-lactaldehyde (1),
benzyloxyacetaldehyde (2), phenylacetaldehyde (3) and ethyl-3-methyl-4-
oxocrotonate (4). Reactions were carried out using 100 pmol of the aldehyde
(aldehyde/DHAP 1:2 ratio) at two different temperatures: 45 and 80 °C. Rha-
1PA from T. maritima was able to use the four aldehydes tested at both
temperatures. At 45 °C more than 90% of aldol 1a was formed after 20 min
reaction. Also in the case of aldol 4a, the maximum formation was achieved
after 20 min reaction. For aldols 2a and 3a the formation rate was lower and
2.5 and 3 h were necessary to raise the maximum formation (68 and 53 %
respectively) (Fig. 41RD, Pag. 158; Table 10RD, Pag. 159). As expected, when
the reactions were carried out at 80 °C the reaction time decreased
dramatically. However aldol formation percentages varied only slightly. In
general, percentages of aldol formation decreased probably due to the much
faster DHAP degradation rate at this temperature (Fig. 23RD, Pag. 134). Thus,
formation of aldol 1a dropped from 100% to 84% and aldol 3a formation
decreased from 53% to 48%. On the other hand, in the case of aldol 2a, the
percentage of formation obtained was identical at 45 and 80 °C and,
interestingly, an increase in the formation of aldol 4a from 87% to 98% was

observed.

Finally, a preliminary study of the stereochemistry of the reaction
catalysed by the Rha-1PA from T. maritima was carried out. Reaction with 4
was repeated in a 500 umol of aldehyde scale and aldol 4b was purified and
characterized by NMR in order to evaluate if the threo:erythro ratio was
modified with the reaction temperature. NMR spectra of aldol 4b were
coincident with those previously described for this compound (Sanchez-
Moreno et al., 2009a), showing a 80:20 threo:erythro ratio both at 45 and 80
°C. These results indicates that temperature does not affect the
stereochemical course of the reaction and were consistent with the
stereochemistry expected for this enzyme and with the results previously
reported for the Rha-1PA from E. Coli (Sanchez-Moreno et al., 2009a).
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DHA utilization by Rha-1PA from T. maritima

The main drawback of DHAP-dependent aldolases is their strict specificity
toward the donor substrate. Furthermore, the phosphate group of the
product must be removed in many cases disfavouring the atom economy of
the process. A very promising progress in this field is the report of the
discovery of a novel D-fructose-6-phosphate aldolase isoenzyme (FSA) from E.
coli (Schurmann and Sprenger, 2001), which 1is able to accept
unphosphorylated DHA as donor. Moreover, this enzyme also accepts
monohydroxylated donors in place of DHA such as hydroxyacetone (HA),
glycolaldehyde (GA) and hydroxybutanone (HB) (Castillo et al, 2006;
Sugiyama et al., 2007; Concia et al., 2009: Garrabou et at., 2009; Sanchez-
Moreno et al., 2012). Besides, an enzyme variant derived from transaldolase
B (TalB) of E. coli, showing activity as a DHA-dependent aldolase was also
described recently (Schneider et al., 2008). However, new DHA-dependent
enzymes are needed to create new compounds with different stereocenters.
An alternative to this approach has been recently reported: the DHAP-
dependent Rha-1PA from E. coli can accept DHA at reasonable rates when
reactions are conducted in borate buffer (Sugiyama et al., 2006; Garrabou et
al., 2011).

Thus, the capacity of the Rha-1PA from T. maritima to accept DHA as donor
was evaluated. Several reaction conditions were tested varying not only the
concentration of the substrates, catalyst or borate buffer but also the reaction
conditions as temperature and pH of the medium. Unfortunately, the
aldolase had no detectable activity with DHA under any circumstance.
Hence, the tolerance of unphosphorylated DHA seems to be an exclusive
property of the Rha-1PA from E. coli, since no other DHAP-dependent
aldolase tested has shown this capability yet (Garrabou et al., 2011).

Study of the stereochemistry of the rhamnulose-1-phosphate aldolase

from Thermotoga maritima

Finally, the effect of the temperature on the stereoselectivity of Rha-1PA

from T. maritima was investigated. To this end, percentage of each
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diastereoisomer formed by the aldol addition of DHAP to the
benciloxyacetaldehyde (2) was measured at different times. Reactions were
conducted at four different temperatures: 4 °C, R/T, 45 °C and 80 °C.

As expected, the (R,S) diasteroisomer, which is the natural preference of
the enzyme, was the one kinetically preferred (Fig. 44RD, Pag. 164). In all the
cases, the (R,S):(R,R) ratio decreased with the time until its stabiliztion at a 2:1
ratio (Fig. 45RD, Pag. 165). This fact could be due to the stability of the (R,R)
aldol adduct obtained, since Rha-1PA from T. maritima can only perform the
retro-aldol reaction on aldol compounds with the configuration of its natural
substrate, being unable to hydrolyze molecules with (R,R) configuration (such
as fuculose-1-phosphate) (Fig. 46RD, Pag. 166). In addition, in contrast with
the behavior observed in other aldolases, the temperature of the reaction did

not affect to the syn:anti ratio (Calveras et al., 2009: Carmona et al., 2003).

Synthesis of nitrogenated sugar analogues

nitrogenated glycomimetics, such as aminocyclitols and iminocyclitols are
naturally polyhydroxylated compounds, which have attracted much interest
due to their potential therapeutic applications as inhibitors of glycosidases
and glycosyltransferases by mimicking the transition state (TS) that occurs in
an enzymatic glycoside hydrolysis (Compain and Martin, 2001; Lillelund et
al., 2002; Compain and Martin, 2007; Wrodnigg et al., 2008). For this reason
many efforts have been done during recent years to overcome the synthesis
of this class of compounds, obtaining a wide variety of natural and non-
natural analogues (Chen et al., 2003; Ogawa et al., 2004; Cipolla et al., 2006;
Greimel et al., 2006).

Obtaining nitrocyclitols

Recently, Prof. Marielle Lemaire’s group has developed a new
straightforward methodology to access to nitrocyclitols and aminocyclitols
analogues. This chemo-enzymatic strategy is a stereoselective process in
which the cyclitol ring is built by an aldol reaction between
dihydroxyacetone phosphate (DHAP) and an aldehyde catalysed by a DHAP-
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dependent aldolase, forming the C2-C3 bond. Subsequently, a highly
stereoselective intramolecular cyclization (Henry reaction) took place,
forming he second C-C bond between C1 and C6. Afterwards, the
nitrocyclitols formed was dephosphorilated by a phosphatase-catalysed
hydrolysis step. Enantiomerically pure nitrocyclitols with four new
stereocenters for each aldehyde tested were created during this one-pot
cascade reaction (Fig. 47, Pag. 169) (El Blidi et al., 2006; El Blidi et al., 2009).

Herein, we have tested the application of this highly stereoselective
chemo-enzymatic cascade process combined with the kinase-catalysed
synthesis of the DHAP developed in our group (Sanchez-Moreno et al., 2009a),

using the Rha-1PA from T. maritima.

Therefore, the syntheses of these compounds were achieved in a one
pot/two steps reaction, involving four different enzymes and a chemical
transformation (Fig. 49RD, Pag. 172). This process did not need any
intermediate product purification. Firstly, the DHA was converted into
DHAP. When DHAP accumulation was higher than 95%, the pH was adjusted
to 6.8, subsequently adding the corresponding aldehyde and the aldolase as
previously described. Two nitroaldehydes (4-nitrobutanal 5 and 3-hidroxy-4-
nitrobutanal 6) and a diethylacetalaldehyde (3,3-diethoxypropanal 7) were
used as acceptor substrates. Reactions were carried out at R/T due to the lack
of stability of the aldehydes at higher temperatures. Fortunately, this fact did
not affect to the aldol reaction catalysed by the Rha-1PA from T. maritima,
since, in spite of its hyperthermophile nature, this enzyme retains its activity
at R/T. Aldolase-catalysed reactions were monitored by both, measuring
DHAP consumption spectrophotometrically and by disappearance of the
aldehyde by TLC. Using the three aldehydes (5, 6 and 7) both, the DHAP and
the aldehyde were completely consumed, indicating a fully conversion to the
phosphorylated products. In addition to these methods, when the aldehyde 7
was used the aldol formed was also measured spectrophotometrically by
retro-aldol reaction using Rha-1PA from E. coli. Aldol accumulation
measured when using aldehyde 7 was 98%. Later on, the course of the

phosphate group hydrolysis was followed regarding the consumption of the
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phosphorilated compound by TLC. Reactions were stopped when the

dephosphorylation was complete.

In all the cases good overall yields of these one-pot four reactions cascade
process were achieved. Products were purified by silica column and the final
yield obtained was 70% for aldehyde 5, 71% for aldehyde 6 and 67% for
aldehyde 7. It must be taken into consideration that the purification

conditions were not optimized.

A study of the stereochemistry was also carried out. According to the
previous work developed in Prof. Lemaire’s group the products were isolated
and characterized by NMR in order to evaluate the threo:erythro
diasteroisomers ratio. NMR analysis for both nitrocyclitols, 5 and 6, were
consistent with those previously described for these compounds by Prof.
Lemaire and co-workers (Camps-Bres, 2010). In these results the
stereoselectivity showed by the aldolase was not complete since mixtures of
L-threo and D-erythro diasteromers were obtained with all the nitroaldehydes
used (Table 11RD, Pag. 173), being the L-threo the major one that corresponds
to the natural stereochemical preference for the Rha-1PA from T. maritima.
This data was consistent with the stereochemistry previously showed by this
enzyme and with the results of the Rha-1PA from E. coli described in the
literature for nitrocyclitols 5b and 6b. Both, L-threo and bp-erythro
diasteromers, of aldol 7b has been obtained for first time in this work,
however, they were previously synthesized by Wong et al. (1995) using a L-

fuculose-1-phosphate aldolase from E. coli.

Synthesis of iminocyclitols

Recently, the group of Dr. Pere Clapés has developed a chemoenzymatic
methodology for obtaining iminocyclitols (Garrabou et al, 2011). This
synthesis started with the aldol condensation of DHAP to either (R)- or (S)-N-
Cbz-aminoaldehydes followed by a phosphatase-catalysed hydrolysis of the
phosphate group and subsequent treatment with H, in presence of Pd/C.
Importantly, this process allowed the formation of enantiomerically pure
compounds with three new stereocenters for each aldehyde tested. Herein,

we describe the application of this chemo-enzymatic synthesis combined
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with the DHAK-catalysed DHAP formation and using the Rha-1PA from T.
maritima as catalyst for the aldol reaction step (Fig. 54RD, Pag. 181). Chirality
of the stereocenters formed depends on the stereoselectivity of the aldolase
and on the reductive amination, which is highly stereoselective, being the
hydrogen delivered from the face opposite to the hydroxy group at the C1

position.

Reactions to obtain the corresponding iminocyclitols were performed on
the millimol scale (2 mmol DHAP; 1.2 mmol aldehyde) in order to synthesize
the final products on the milligram scale. To avoid the retro-aldol reaction,
aldol formation between DHAP and the N-Cbz-aminoaldehydes was followed
spectrophotometrically. Therefore, maximum aldol addition yield could be
achieved (Table 14RD, Pag. 182). Subsequently, the aldehyde that did not
react was removed and the aldol derivative obtained was treated with acid
phosphatase from potato under acidic conditions until 100% of the
compound was dephosphorilated. Afterwards, the corresponding
intermediate products were purified by reverse-phase HPLC, paying special
attention to prevent the removal of possible diastereoisomers formed during
the enzymatic catalysis. Then, linear N-Chz-aminopolyols were submitted to
intramolecular reductive amination to afford the corresponding
iminocyclitols, following the methodology described by Prof. Clapés group
(Espelt et al., 2005). This procedure provided product recoveries, without any
purification optimization, ranged from 9.4 to 47.2% (Table 14RD, Pag. 182).

Separation of the putative diastereoisomers was accomplished by ion
exchange methodologies. NMR spectroscopy characterization of the resulting
iminocyclitols allowed the study of the stereoselectivity of the Rha-1PA from
T. maritima. The results, which are summarized on Table 14RD (Pag. 182),
displayed that mixtures of L-threo and D-erythro diasteroisomers were
obtained in all the cases, indicating partial stereoselectivity in the enzymatic
aldol addition. NMR analyses were consistent with those previously
described in the literature (Espelt et al., 2003; Calveras et al., 2005; Calveras et
al., 2009). Hence, this allowed us to identify unequivocally and quantify the
diastereoisomers formed. As has already been reported by other authors,

stereochemistry of the iminocyclitols at C2 (C3 at the pyrrolizidine products
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derived from aldehydes 13 and 14) revealed that the reductive amination
with H; in presence of Pd/C was highly diastereoselective. Indeed,
hydrogenation took place from the face opposite to the C4 hydroxyl group,
regardless of the relative stereochemistry of the other substituents. The aldol
additions catalysed by Rha-1PA from 7T. maritima provided good
stereoselectivity obtaining between a 98% and a 48% of the natural
diastereoisomer. Interestingly, the diastereoselectivity observed depended
not only on the structure but also on the stereochemistry of the acceptor
aldehyde. Rha-1PA from T. maritima displayed excellent stereoselectivity
towards the (S)-N-Cbz-aminoaldehydes (8b, 9b, 11b and 14b) while the
stereoselectivity significantly decreased with the (R) configuration (10b, 12b
and 13b). In all the cases, except for the iminocyclitol derived from the (R)-N-
Cbz-valinal (12), the major diasteroismer observed was the one of the natural
stereopreference of Rha-1PA (Table 14RD, Pag. 182).

CONCLUSIONS

Conclusions obtained in this Thesis can be grouped around the two
general subjects studied the biochemical characterization synthetic
applicability of the rhamnulose-1-phosphate aldolase from Thermotoga

maritima.
The biochemical characterization allowed us to conclude that:

e Rhamnulose-1-phosphate aldolase from T. maritima is a class II

DHAP-dependent aldolase, which catalyse aldol addition using Co*".

¢ Rha-1PA from T. maritima is a hyperthermophile enzyme with an
optimum activity measured at 95 °C. Furthermore, in contrast with
other hyperthermophilic enzymes, it maintains a significant

percentage of activity at R/T.

e This enzyme can be used in a wide range of reaction conditions,
including different temperatures (between 20 and 95 °C), pH values

(at least 50% of activity between pH 5.7 and 9.0) and presence of
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organic co-solvents (90% of the initial activity in H,O/AcN 60:40,
100% in H,O/DMSO 80:20, 50% in H,O/DMF 75:25 and 40% in 90:10
H,0/isopropanol and H,O/THF).

It is been showed the great stability of the aldolase at high
temperatures, displaying a Ty of 102 °C and showing a half-life of
44, 33 and 3,5 h at 80, 95 and 115 °C, respectively.

His-tag and cofactor affect not only to secondary structure of the
protein, but also to thermostability. This influence can be

summarized in:

— o-helix/p-sheet shift is incremented at temperatures above 80

°C by His-tag presence, favouring protein denaturalization.

— Co*" is involve in the native structure retention. Cofactor
absence of the enzyme without His-tag entails an a-helix loss
of ~10%, resulting in protein aggregation at 110 °C. On the
other hand, Co*" absence of the enzyme without His-tag leads
into a ~10% increase of o-helix at 20 °C. Thus, this result
confirms not only the structural role Co** plays, but also that
his-tag can have influence in the secondary structure of the

protein.

— Regarding aldolase Ty, changes can only be observed with
the His-tagged enzyme at high concentrations of Co*". (15 °C
Tw decrease at [Co®']= 750 uM).

Finally, synthetic applicability studies allowed us to conclude that:

Rha-1PA from T. maritima is a useful biocatalyst compatible with
multi-enzyme systems for C-C bond formation, involving mesophilic

enzymes.

Furthermore, this aldolase can be applied to the synthesis of several
organic compounds like, aldols, nitrocyclitols and iminocyclitols,

obtaining similar or higher yields than Rha-1Pa from E. coli.
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Unfortunately, DHA is not accepted as substrate instead of DHAP,

the aldolase do not show activity in presence of borate buffer.

Stereoselectivity of the enzyme is similar to Rha-1Pa from E. coli. In
both cases stereoselectivity control is not total since mixtures of L-

threo (R,S) and p-erythro (R,R) diastereoisomers are obtained.

Study of the stereochemistry showed that in all the cases the major
diastereoisomer formed is the coincident with the natural
stereopreference of the enzyme (i-threo (R,S)) except when

aldehyde 11 was used as acceptor.

When iminocyclitol 41 was synthesized a diastereoisomeric mixture
was obtained (threo:erythro 42:58). Considering that Rha-1PA Ec
achieve a 100% of D-erythro (R,R) diastereoisomer, L-threo (R,S) can
only be synthesized, although in a minority way, using Rha-1PA

from T. maritima.

Reaction control of the enzyme was studied, being the formation of
L-threo isomer Kinetically controlled and p-erythro isomer under

thermodynamic control.
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