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RESUMEN

Las ironas son compuestos cetdnicos con aroma a violeta que se utilizan
industrialmente en perfumeria y alimentos, mercados relevantes y en expansion. Se
sintetizan quimicamente o se obtienen mediante la oxidacion de sus precursores,
cicloiridales. Estos estan presentes en las raices de los lirios, aunque no se ha descrito su
ruta metabdlica de biosintesis. El alto valor de mercado y demanda de ironas hace que el
disefio de un proceso de sintesis biotecnolégica sea de gran interés.

Este trabajo propone y desarrolla un método para la sintesis de (-)-cis-a-irona a partir
de a-ionona, mediante el uso de una enzima recombinante, modificada por mutagénesis
sitio-dirigida.

No se habia reportado ninguna enzima que catalizara esta reaccion, por lo que se
selecciond la fenilpiruvato metiltransferasa de Streptomyces hygroscopicus (MppJ) como
la mejor candidata mediante una comparacién in silico. Luego, se modelaron mutaciones
puntuales de MppJ para evaluar la orientacion del sustrato, a-ionona, en el bolsillo
catalitico, identificandose 13 mutantes apropiadas, segun criterios de afinidad y distancia
entre &tomos relevantes. A continuacion, se logré inducir la expresion de MppJ y sus 13
mutantes en Escherichia coli BL21(DE3). Finalmente, se evalud la actividad de estas
enzimas in vitro, en lisado celular, con su sustrato nativo, PPY, y con a-ionona.

Se observd actividad con PPY en la enzima nativa y en dos de las mutantes:
M240G/F287L y M240G/F287L/V328F. En los ensayos con a-ionona, no se detectd
formacion de ironas sobre 0,5 ppm ni de otros productos metilados. De esta forma, el
presente estudio da un paso adelante en el camino para descifrar la via metabdlica

alternativa que permitira sintetizarlas.

Palabras Claves: Aroma, ironas, isoprenoides, metiltransferasa, fenilpiruvato, MppJ,

ionona, mutagénesis sitio-dirigida, acomplamiento, biosintesis, ingenieria de proteinas.
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ABSTRACT

Irones are violet-scented ketonic compounds that are used in the fragrance and food
industries, which have relevant and expanding markets. They are chemically synthesized
or obtained by the oxidation of cycloiridals, their precursors. These compounds are
obtained from the roots of the iris flower, however, their biosynthetic metabolic pathway
hasn’t been described. Irone’s high market value and demand makes that the design of a
biotechnological synthesis method an attention-grabbing process.

Consequently, the present work identifies and develops a method for the
biotechnological synthesis of (-)-cis-a-irone, from a-ionone, catalyzed by a recombinant
enzyme, modified by directed mutagenesis.

Given that no enzyme had been reported with this particular activity, a phenylpyruvate
methyltransferase from Streptomyces hygroscopicus (MppJ) was selected as the candidate
for catalysis. Then, isolated mutations of MppJ were modelled through molecular docking
to assess the orientation of the substrate, a-ionone, in the catalytic pocket. Herewith, the
13 mutants were identified according to a criterion of affinity and distance between
relevant atoms in the reaction. Following, the expression of MppJ and its 13 mutants was
induced in Escherichia coli BL21 (DE3). Finally, the activity of these enzymes was
evaluated in vitro, in cell lysate, with its native substrate, PPY, and with a-ionone.

The results showed activity with PPY in the native enzyme and in two of the mutants:
M240G/F287L and M240G/F287L/V328F. In the a-ionone assays, irone formation
wasn’t detected over 0.5 ppm. Hence, the present study takes a step forward in the path to

decode the alternative metabolic pathway that will allow to synthesis irons.

Keywords: Fragrance, irones, isoprenoids, methyltransferase, phenylpyruvate, MppJ,
ionones, site-directed mutagenesis, docking, biosynthesis, protein engineering.
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CAPITULO 1. INTRODUCCION

1.1. Motivacién

Los aromas y las fragancias son ampliamente utilizados en distintos sectores
productivos como la industria de alimentos, perfumes, productos de autocuidado e higiene.
El mercado de esta industria es significativo, alcanzando més de US $25 billones el afio
2016 y un crecimiento anual del 4% (Leffingwell & Associates 2017; Carroll et al. 2016).
En la actualidad, los aromas se obtienen principalmente mediante sintesis quimicay, en
menor medida, a través de métodos de extraccion natural. Sin embargo, los avances
biotecnoldgicos han convertido a la sintesis bioldgica por fermentacion en una alternativa
cada dia méas prometedora y atractiva para este mercado (Carroll et al. 2016; Miks et al.
2016; Schempp et al. 2017).

En la naturaleza, estos compuestos volatiles son producidos como metabolitos
intermediarios o productos finales, con fines de sefiales de comunicacion (Carroll et al.
2016). En general, la concentracion de aromas en plantas y frutos es baja, lo que se traduce
en la necesidad de procesar grandes volimenes de materia prima para obtener una pequefia
cantidad del producto de interés (Miks et al. 2016; Schempp et al. 2017). Esta desventaja
se traduce en procesos de extraccion y purificacion costosos que toman mas tiempo para
la obtencion del producto (Cataldo et al. 2016). Sin embargo, en forma creciente los
consumidores prefieren los productos naturales, en comparacion con aquellos producidos
sintéticamente (Serra et al. 2005). Asi, el precio de mercado de estas fragancias es
suficientemente alto para hacer rentable el proceso de extraccion.

La sintesis quimica de aromas es un proceso cuyo inicio se remonta a hace alrededor
de 200 afios, con la identificacion quimica de los extractos naturales (Carroll et al. 2016)
y se consolidd con los primeros productos disponibles en el mercado: cumarina en 1868
y vainillina en 1874 (Serra et al. 2005). En el caso de metabolitos de baja complejidad,
este proceso es rapido y econémico, en comparacion con la extraccion desde fuentes



naturales (Miks et al. 2016). Sin embargo, como ya se ha mencionado, cada dia hay menor
interés en este tipo de bienes por parte de los consumidores por tratarse de productos
sintéticos (Cataldo et al. 2016; Schempp et al. 2017).

La sintesis biotecnologica de compuestos quimicos de alto valor agregado es una
opcidn ventajosa frente a los procesos mencionados anteriormente. En consecuencia, la
investigacion y el desarrollo en esta area ha aumentado en forma exponencial en las
ultimas décadas (Berger, 2009). En primer lugar, en comparacién con la extraccion de
fuentes naturales, la biosintesis permite alcanzar concentraciones mucho mayores del
producto deseado en un menor tiempo, por lo que el costo de produccién es mucho menor
(Cataldo et al. 2016; Schempp et al. 2017).

En segundo lugar, a diferencia de la sintesis quimica, la biosintesis puede generar
productos Opticamente activos, de alta pureza enantiomérica, como consecuencia de la
estereo- y regio-especificidad de las enzimas (Koeller & Wong 2001; Berger 2009).
Adicionalmente, los compuestos generados por biocatalizadores son considerados
naturales, lo que les da un importante valor agregado en el mercado (Berger 2009;
Schempp et al. 2017). Ademas, los sustratos que se utilizan son naturales y de bajo costo,
como la glucosa (Berger 2009). Por ultimo, las condiciones en las que ocurre la reaccién
bioldgica son generalmente a temperaturas y presiones cercanas a las ambientales, lo que
se traduce en un bajo costo operacional (Koeller & Wong 2001).

Las ironas, el caso particular de interés para la presente investigacion, son el principio
aromatico de los extractos de iris, el cual se utiliza principalmente como aroma a violeta
en perfumeria y en la industria de alimentos. Actualmente, esta fragancia con esqueleto
isoprenoide, se obtiene mediante extraccion de sus precursores a partir de las raices de los
lirios; o se sintetiza quimicamente. El valor de los extractos naturales puede alcanzar los
USD $110.000 por kilogramo, mientras que el del producto sintético es dos érdenes de
magnitud menor. Las vias de biosintesis no se conocen, pero su precio y el interés del
mercado por fuentes naturales las transforman en productos de alto interés. En este trabajo,
proponemos identificar y desarrollar un método para la sintesis biotecnolégica de las

ironas, que presente ventajas por sobre los métodos de sintesis quimica actuales.



1.2. Aromas y Sabores

Desde hace miles de afios, el ser humano ha sido capaz de utilizar extractos de plantas
y animales para la perfumeria y alimentos (Serra et al. 2005). En un comienzo, esto se
realizaba mediante procesos de baja complejidad, como la extraccion con aceites y la
destilacion (Surburg & Panten 2006). A partir de la segunda mitad del siglo XIX, la
industria de las fragancias comienza a acelerar su crecimiento como consecuencia de la
produccidn sintética de aromas, a partir de su caracterizacion quimica (Serra et al. 2005).
Actualmente, debido al aumento exponencial del desarrollo de la tecnologia, se ha logrado
caracterizar cada uno de los compuestos responsables de estas fragancias (Surburg &
Panten 2006) y se han creado diversos procesos para producirlos.

Aunque, a nivel industrial, la mayoria de estos productos son extraidos de plantas o
fabricados quimicamente, la sintesis biotecnoldgica ha aumentado en las Ultimas décadas
(Serra et al. 2005). Como fue mencionado en la seccidn anterior, las ventajas asociadas a
la produccion biotecnoldgica son principalmente el uso de condiciones ambientales
(Berger 2015) y la generacion sustentable de compuestos dpticamente activos (Berger
2009); y considerados naturales ante los consumidores (Dunkel et al. 2014). Aunque, en
la mayoria de los casos, aun no se ha alcanzado un rendimiento competitivo (Akacha &
Gargouri 2015).

1.2.1. Etiquetado de Productos

En el mercado, los aromas y sabores que se encuentran en la categoria ‘natural’ son
preferidos por los consumidores (Dunkel et al. 2014). Esta clasificacion no solo depende
del proceso por el cual se obtuvo el producto, sino también, del pais donde se comercialice.
Estados Unidos y Europa son los principales modelos a seguir en cuanto a su legislacion
alimenticia (Cataldo et al. 2016; Berger 2015). De acuerdo a sus legislaciones, los

productos obtenidos por medio de procesos de sintesis quimica no pueden ser etiquetados



como naturales, por lo que se les califican como ‘artificiales’ o ‘idénticos al natural’,
respectivamente.

Conforme a la ley europea sobre saborizantes e ingredientes en alimentos (EC
1334/2008), un aroma natural debe obtenerse por métodos fisicos, enzimaticos o
microbioldgicos adecuados, a partir de materia prima vegetal, animal o microbioldgica
(The European Parliament 2008). Por su parte, la FDA de Estados Unidos clasifica como
naturales los sabores y aromas que sean obtenidos por métodos fisicos (extraccion,
destilacion, entre otros - y enzimaticos) provenientes de fuentes naturales o productos
fermentados (U.S. Food and Drug Administration 2017). Asi, pertenecen a la categoria
‘natural’, aquellos aromas y sabores aislados a través de biotransformacion enzimética de
precursores naturales, fermentaciones o sintesis de novo y extraccion a partir de plantas

o0 animales (Serra et al. 2005).

1.3. Factorias celulares

Como ya se argumentd, la biotecnologia ofrece una solida alternativa a los procesos
productivos convencionales mediante dos métodos: la sintesis de novo o fermentacion y
la biotransformacion. En ambos casos se utiliza el metabolismo secundario de
microorganismos seleccionados para producir todo tipo de compuestos, desde
combustibles, hasta farmacos (Miks et al. 2016). Por un lado, en la sintesis de novo se
genera el metabolito deseado a partir de fuentes de carbono simples, como la glucosa
(Schempp et al. 2017). Por el otro, la biotransformacién requiere de la adicion de un
precursor, relacionado estructuralmente con el producto, que es modificado por un nimero
limitado de reacciones (Schrader & Bohlmann 2015). Este proceso puede llevarse a cabo
con el microorganismo completo o con una fraccion enzimatica aislada (Schempp et al.
2017).

El acelerado avance de la tecnologia y el aumento de herramientas disponibles, como
los algoritmos de machine learning (aprendizaje automatico), han permitido la

construccion y la optimizacion de estas factorias celulares. Un ejemplo reciente es el



desarrollo del método de edicion genética CRISPR/Cas9. Esta técnica ha significado una
revolucién en el campo de la ingenieria gendmica por ser rapida, libre de marcadores,
versatil y dirigida (Jakocitnas et al. 2015). No solo se han perfeccionado las técnicas de
construccion de cepas, como la ingenieria metabolica, ingenieria de proteinas y evolucién
dirigida, entre muchas otras; sino que también, se ha optimizado el proceso de cultivo a
través de la ingenieria de procesos y su seleccién por métodos de screening de alto
rendimiento.

Los microorganismos mas utilizados como factorias celulares de aromas y sabores son
la bacteria gram-negativa Escherichia coli y la levadura Saccharomyces cerevisiae. El
primero, por tener un rapido crecimiento y el segundo, por ser considerado GRAS
(Generally Recognized As Safe) y por ser un modelo eucarionte resistente y capaz de
realizar funciones ausentes en bacterias (Ferrer-miralles et al. 2009). En ambos casos, se
cuenta con una gran cantidad de informacion respecto a su fisiologia, metabolismo,
genoma, herramientas geneticas, técnicas de transformacion y cultivo. Otros
microorganismos utilizados en la produccion de aromas y sabores son las levaduras

Picchia pastoris, Yarrowia lipolitica.



CAPITULO 2. IRONAS

Estructuralmente, las ironas son cetonas volatiles, con un esqueleto isoprenoide (véase
seccién 7.1.4 del Anexo). Su aroma se describe como dulce, maderoso, floral (violetas y
lirios) y similar a la frambuesa. Estos compuestos se utilizan como ingredientes en
perfumes de lujo como el Chanel N° 19 y So pretty de Cartier (Brenna et al. 2003b).
También, se utilizan como saborizantes de frutos rojos en comidas y bebidas exclusivas
para diferenciarse en el mercado. Dentro de éstas se encuentran jugos, yogures y algunas
bebidas alcoholicas como gin y vermouth (CBI 2014). Naturalmente, provienen de la
maduracion de los rizomas de diferentes especies de plantas del género Iris, entre los
cuales, los mas comunes son I. germanica, I. pallida e I. florentina (Marner & Hanisch
2001; Kassak 2012).

2.1. Estructura

Estos isoprenoides tienen un esqueleto de 14 &tomos de carbono, que consta de un ciclo
de 6 atomos de carbono con 4 grupos metilo y con un grupo butanona en el d&tomo de
carbono 6. En 1893, fueron aisladas por primera vez por Tiemann (Rautenstrauch et al.
1984), quien las llamo ironas y asumio que eran las responsables del aroma a violeta de
los extractos de iris (Brenna, Fuganti, et al. 2001). En este estudio, se les atribuyo,
erroneamente, la estructura de 13 4&tomos de carbono de las iononas (Jaenicke & Marner
1986; Brenna et al. 2008), otro aroma con esqueleto terpenoide, que solo difiere de las
ironas en un grupo metilo, ubicado en el atomo de carbono 2 del ciclo, como se ilustra en

la Figura 1.
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Figura 1: Estructuras quimicas de a-irona (derecha) y a-ionona (izquierda). En ambas estructuras se

destaca el atomo de carbono 2.

a-irona B-irona y-irona

Figura 2: Estructura de los 3 regioisdmeros de irona: a, B y v. Estos difieren en la posicion de un doble

enlace.

Cuarenta afios después, en 1933, se logré dilucidar su formula quimica correcta
(C14H220) y la estructura de los regioisomeros a, B y v (Jaenicke & Marner 1986; Brenna
et al. 2008) (Figura 2). No obstante, solo después de 1970 se lograron identificar todos los
estereoisomeros de las ironas (Serra et al., 2005) (Figura 3). Estos se clasifican, en primer
lugar, segun la posicion del doble enlace en el ciclo (a, p o y) (Brenna, Fuganti, et al.
2001). Ademas, se diferencian en cis o trans, dependiendo de la ubicacion espacial relativa
del grupo metilo y la butanona en los atomos de carbono 2 y 6, excluyendo a las -ironas
gue no poseen un centro quiral en el sexto &tomo de carbono. Finalmente, se clasifican
por la direccion en la que el enantiomero desvia la luz polarizada (+, -) (Brenna et al.
2008).
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Figura 3: Estructura de los 10 estereoisomeros de irona y su nomenclatura. Elaboracion propia.

En los extractos de rizomas de iris se puede encontrar los siguientes tipos de ironas:
(x)-cis-y-irona, (z)-cis-a-irona, (+)-trans-a-irona y (+)-p-irona (Brenna et al. 2003a). La
concentracion de cada uno de estos isomeros varia no solo segun la especie de Iris, sino
también dependiendo de su procedencia (Jaenicke & Marner 1986). Por ejemplo, se ha
determinado que los precursores de las ironas en I. pallida proveniente de Alemania son
principalmente levogiros; mientras que los que provienen de Italia, son dextrogiros
(Jaenicke & Marner 1986; Brenna et al. 2008). Sin embargo, los mayores constituyentes,
en ambos casos, son cis-y-irona y cis-a-irona (Inoue et al. 2000).

Respecto a la diferencia en percepcion olfativa, se ha demostrado que el ser humano es
capaz de diferenciar cada uno de los estereoisomeros (Brenna et al. 2003a). También, se
ha reportado que los enantidmeros levagiros (-), en el caso de cis-a, Cis-y y trans-y-irona,

tienen un umbral aroméatico mucho menor (Inoue et al. 2000); es decir, se pueden percibir



a concentraciones menores. Ademas, entre los 10 enantiomeros, se determind que solo la
(-)-cis-a-irona y la (-)-trans-y-irona poseen el aroma caracteristico del aceite de iris
(Brenna et al. 2003a); mientras que las B-ironas tienen un aroma similar a las iononas
(Brenna et al. 2003a).

2.2. Via Metabdlica

Teniendo en cuenta su claro esqueleto terpenoide y que otros aromas similares, como
las iononas y damascenonas, provienen del corte oxidativo de carotenos (véase seccion
7.1.4 del Anexo), se postulé que las ironas debian provenir de carotenos metilados
(Marner 1997). Sin embargo, dada la conflictiva presencia del grupo metilo en el C2 del
anillo, se descartd que ese fuera su origen (Buchecker et al. 1976). No fue hasta el afio
1982 que comenzo el descubrimiento de los verdaderos precursores de las ironas, al
analizar los extractos de rizomas de iris a traves de cristalografia de rayos X (Marner et
al. 1982). Desde entonces, se ha demostrado que las ironas provienen de la via del
escualeno y que algunos de sus precursores son el oxidoescualeno, marneral, marnerol,
iridal y diversos cicloiridales (Figura 4 y Figura 5) (Jaenicke & Marner 1986; Marner &
Hanisch 2001; Marner 1997; Xiong et al. 2006).

En los rizomas de los lirios se puede encontrar espiro-, ciclo- y biciclo-iridales. Su
presencia se debe a la habilidad de estos compuestos para estabilizar las membranas
celulares frente al estrés osmotico (Bonfils et al. 1995) y oxidativo (Marner 1997). Ademas,
se ha verificado que el iridal monociclico es el precursor de los cicloiridales a y vy, de los
cuales provienen las a- y y-ironas, respectivamente (Figura 5) (Marner et al. 1993). No
obstante, se propone que las B-ironas provienen del hoogianal, el cual tiene como
precursor un iridal biciclico (e en Figura 5) (Marner & Hanisch 2001). En ambos casos,
se requiere de una insaturacion entre los carbonos 16 y 17 (a y ¢ en Figura 5) y una
metilacion del carbono 22 (b y e en Figura 5) para que se lleve a cabo la ciclacion en los
iridales (Marner 1997; Brenna et al. 2008).
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X X X N SN x

Escualeno
monooxigenasa

J Escualeno

Marneral Oxidoescualeno
sintasa (MRN1)

= = =

Marneral

= =
Marnerol

= %
Iridal

Figura 4: Biosintesis de iridal a partir de escualeno. En verde, se indican las enzimas que se han

identificado como responsables de la reaccion y en azul el nombre del compuesto. Elaboracion propia.

En la Figura 4 se ilustra la via de formacion del iridal a partir de escualeno. Hasta el
momento, solo se han identificado dos enzimas: escualeno monooxigenasa y marneral
sintasa (Xiong et al. 2006). Luego, la Figura 5 indica la biosintesis de los tres
regioisomeros de ironas, a partir del iridal. Todos estos precursores han sido extraidos de
los rizomas de distintas especies de iris y se ha demostrado su participacion en la via (Ito
etal. 1999; Marner 1997; Marner et al. 1993; Marner & Hanisch 2001; Xiong et al. 2006).
Sin embargo, se desconoce el ndmero de reacciones entre cada uno de ellos y los

catalizadores responsables de las transformaciones.
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¢}

(0]

a-Irona y-Irona B-lrona

Figura 5: Recopilacion de las vias metabdlicas propuestas desde el iridal hasta las ironas, a partir de los
precursores encontrados en |. pallida, I. florentina, I. germanica e I. hoogiana (Ito et al. 1999; Marner 1997;
Marner et al. 1993; Marner & Hanisch 2001; Xiong et al. 2006). Elaboracién propia.

Asimismo, se ha propuesto la necesidad de reacciones no enzimaticas de degradacion
oxidativa en los ultimos pasos de la via, para permitir el corte de los cicloiridales (Jaenicke
& Marner 1986). Esta hipotesis se basa, por un lado, en que el proceso es lento
produciéndose en un periodo aproximado de 4 afios (Ehret et al. 2001). Por el otro, en que
se ha reportado la formacidn de ironas en raices expuestas a agentes oxidantes (Marner et
al. 1982).
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2.3. Produccion de lronas

La produccién actual de ironas se puede dividir en dos procesos distintos. En un primer
caso, se utilizan como materia prima los iridales presentes en los rizomas de lirios y se
procesan de manera fisica, quimica o enzimatica, seguidos por una extraccion por
destilacion o solvente para obtener una mezcla de ironas. Este producto es reconocido
como natural y tiene un alto valor comercial.

El proceso bésico se inicia con un cultivo de 2 a 3 afios desde los iris. Luego de este
periodo, los rizomas alcanzan una alta concentracion deseada de iridales, aunque las ironas
no superan los 15 mg por kg de rizoma seco (Belcour et al. 1990). Para incrementar su
biosintesis, los rizomas pasan por un proceso de maduracion durante un periodo de 3 a5
afios (Ehret et al. 2001; Jaenicke & Marner 1986), cuando se obtiene la méaxima
concentracion de ironas (Marner 1997), en promedio alrededor de los 300 mg/kg de
rizoma seco. Finalmente, las ironas se extraen por solvente, para generar una resina
Ilamada Orris butter; o por destilacion por arrastre de vapor, para formar el aceite de iris
(Marner 1997). De esta manera, la cantidad total y la proporcion de isbmeros depende
principalmente de la especie de origen (Inoue et al. 2000).

Dado el bajo rendimiento de producto deseado, larga duracion del proceso y el costo
de almacenamiento de la materia prima en el proceso de extraccion basico, se han
propuesto diversas soluciones alternativas al cultivo y maduracién de los rizomas. El
tiempo del proceso y rendimiento total dependen del método utilizado (Ehret et al. 2001),
los cuales se describen en la seccion 7.4 del Anexo.

En el segundo caso, se utilizan como materia prima distintos compuestos que son
transformados en ironas mediante procesos quimicos, fisicos y/o enzimaticos. En general,
se puede obtener una alta pureza en cuanto a los regioisdmeros (>90% de a-irona en
Sigma-Aldrich, MO, USA), no asi en cuanto a los estereoisomeros. El resultado de esta
sintesis tiene menor valor comercial y el proceso se desarrolla en menos de 5 dias (Ehret
et al. 2001). Los distintos métodos y patentes para la produccion quimica de ironas se

detalla en la seccion 7.5 del Anexo.
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Numerosos estudios han sido desarrollados relacionados con la separacion de los
enantiomeros de ironas (Brenna et al. 2008; Brenna, Fuganti, et al. 2001; Brenna,
Delmonte, et al. 2001; Brenna et al. 2003b; Brenna et al. 1999; Brenna et al. 2002; Serra
et al. 2005). Todos ellos se realizaron mediante catalisis enzimatica, a partir de una mezcla
racémica de a-irona comercial, producida por sintesis quimica por la empresa Sigma
Aldrich (Irone Alpha ®).

Tabla 1: Descripcién sensorial y umbral olfativo de los enantiomeros de irona (Brenna et al. 2003z;

Brenna et al. 2003b).

Descripcion sensorial Umbral
olfativo
(+)-cis-a-irona | Violeta, con tonos maderosos y de metilionona. 100 ppm
(+)-trans-a- El aroma mas débil de los enantibmeros. -
irona
(-)-cis-a-irona Aroma distintivo de aceite de iris. 10 ppm
(-)-trans-a-irona | Ligero caracter de violeta, madera y frutos rojos. -
(+)-B-irona Tonos de B-ionona, calido, floral, maderoso, verde. -
(-)-B-irona Aroma maderoso con notas de miel, similar a ionona, -
frutoso y floral pero con caracter ahumado.
(+)-cis-y-irona Caracter floral, aceitoso, dulce, maderoso. Similara | 100 ng/L
ionona con tonos ligeramente dulces.
(+)-trans-y- Aroma debil con tono maderoso. 114 ng/L
irona
(-)-cis-y-irona Tonos de B-ionona, célido, floral, maderoso, frutal, | 0,75 ng/L
pifa.
(-)-trans-y-irona | Suave aroma a aceite de iris. 26 ng/L
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2.3.1. Mercado

Como se menciond anteriormente, la tasa de crecimiento del mercado de los aromas y
sabores va en aumento. En particular, las ironas son un ingrediente utilizado en productos
exclusivos, dado el alto precio de su version natural. Este se debe a las bajas
concentraciones de precursor y al largo tiempo de crecimiento y maduracion de los
rizomas, lo que genera un cuello de botella en el proceso (Gil & Le Petit 1992) y un
estancamiento de la materia prima (Baccou et al. 1992).

El precio de mercado del aceite de iris natural depende de la concentracion de ironas
en él. Asi, un aceite con un 15% de irona, cuesta alrededor de USD $25.000 por kilogramo
(CBI12014). Por otro lado, un kilogramo de Iris Absolute puede costar desde USD $60.000
con 80% de ironas (Hermitage Oils 2016); y hasta USD $120.000, si posee sobre un 90%
(CBI 2014). Por su parte, el precio de las ironas producidas por sintesis quimica ronda
entre los USD $1.200 (Zauba, India) y USD $1.800 (Vigon, USA) por kilogramo. En
ambos casos se asegura sobre un 90% del isdbmero .

Por ultimo, existen sustitutos artificiales, como las o y p-metil-iononas y la a-isometil-
ionona que tienen un precio muchisimo menor (USD $50/kg) (CBI 2014). Esta reduccion
de los precios se debe no solo al bajo costo de produccién, sino que también a la baja
calidad del aroma. A pesar de la diferencia de precio, los consumidores prefieren las
opciones naturales y las caracteristicas organolépticas del extracto de Iris a las de los

sustitutos.

2.4. Oportunidad

Las técnicas actuales de sintesis de ironas presentan multiples desventajas. En el caso
del tratamiento de los precursores de los rizomas, éste puede tomar demasiado tiempo o
puede ser un proceso muy caro, lo que se refleja en los altos precios del extracto. Ademas,

la proporcion de enantiémeros depende completamente de la variedad de lirio utilizada y
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el rendimiento por unidad de materia prima es escaso, dada la baja concentracion de
precursores.

Por otro lado, la sintesis quimica presenta dificultades en cuanto a quiralidad y
selectividad esteroisomérica. A pesar de que se han logrado sintetizar todos los
enantiomeros por separado, se requiere de arduos esfuerzos y tratamientos posteriores a
la sintesis. Ademas, operan a temperaturas y condiciones fisicas alejadas de las
ambientales. Mas aun, en general, todos los procesos de sintesis quimica se utilizan
solventes y reactivos que presentan riesgos para la salud y el medioambiente. Por Gltimo,
este producto no puede ser etiquetado como natural, lo que disminuye su valor frente a los
consumidores.

Dadas estas desventajas, se propone explorar una estrategia para la sintesis de ironas a
través de la biotecnologia. De esta manera se espera generar un producto natural, en corto
tiempo y con un proceso amigable para el medioambiente. La siguiente seccion de esta
tesis, se exponen los métodos propuestos para biosintetizar ironas y la seleccion de uno

de ellos, con el fin de ser implementado.
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CAPITULO 3. ESTRATEGIAS DE BIOSINTESIS DE IRONAS

La modificacién de un sistema bioldgico, para que sea capaz de realizar nuevos
procesos, puede lograrse a traves de la bioinformatica y de la ingenieria genética,
metabdlica y de proteinas (Andrianantoandro et al. 2006). Estas herramientas que
permiten modificar, potenciar o afiadir una via metabdlica a una factoria celular (Khalil &
Collins 2010; Yu Ng et al. 2015). Como fue mencionado en el Capitulo 1, los grandes
avances en estas tecnologias han hecho posible la creacién de microorganismos capaces
de fabricar todo tipo de compuestos.

En este capitulo, se proponen cuatro estrategias biotecnologicas para la sintesis de
ironas, alternativas a la insercion de la via metabolica nativa en un microorganismo
hospedero. Cabe destacar que ninguna de estas vias ha sido planteada en publicaciones
anteriores. Posteriormente, se evallan las estrategias y se selecciona una de ellas para ser

desarrollada en este trabajo.

3.1. Expresion de la via metabdlica nativa en una factoria celular

Una de las opciones para la biosintesis de ironas es la expresion heterdloga de la via
metabdlica original de los lirios. EI metabolismo enddgeno de bacterias y levaduras es
capaz de producir escualeno, ya que es el sustrato para la sintesis de esteroles (Abe et al.
2002). Mas auln, levaduras como S. cerevisiae producen epoxiescualeno en la via de
sintesis de lanosterol (Corey et al. 1994). Para producir ironas a partir de estos precursores,
es necesario transformar un hospedero con los genes para la expresion de las enzimas
restantes de la via original (Figura 4 y Figura 5) o sus sustitutos, en cuanto a funcién
enzimatica. Un ejemplo exitoso de la factibilidad de insercion de vias de plantas en
microorganismos es la sintesis de carotenoides y apocarotenoides en levaduras (Lépez
et al. 2015; Zhang et al. 2016; Zhang et al. 2018).

Sin embargo, en el caso de los iridales, la via no estd completamente caracterizada y

solo se han reportado dos de las enzimas responsables de este proceso (Brenna, Fuganti,
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& Serra, 2008; Krick, Marner, & Jaenicke, 1984; Masson, Liberto, Brevard, Bicchi, &
Rubiolo, 2014). Se necesitan al menos otras seis funciones enziméticas para formar
cicloiridales, los cuales, ademas, requieren de un corte oxidativo posterior (Jaenicke &
Marner 1986). Por lo tanto, primero se requiere contar con la secuenciacion, estudio del
genoma y transcriptoma de los lirios (Nakao et al. 1999; Zhang et al. 2010; Saulnier et al.
2011), aislamiento de enzimas y demostracién de su actividad. Luego, es necesario
insertar estas nuevas funciones enzimaticas dentro de una factoria celular adecuada,
aumentando su carga metabdlica y redistribuyendo el flujo de carbonos hacia la

produccion de ironas.

3.2. Vias metabdlicas alternativas

Las ironas poseen un esqueleto isoprenoide que se diferencia en un solo &tomo de
carbono de la estructura basal de los apocarotenoides C13 (seccion 7.1.4.iv). La similitud
permite proponer la modificacién de estos compuestos como estrategia para la biosintesis
de ironas. Teoricamente, es posible utilizar carotenoides lineales, ciclicos o
apocarotenoides como precursores. En todos los casos, se requiere afiadir un carbono
adicional al esqueleto isoprenoide del sustrato, en una posicion especifica. Las
metiltransferasas (MT) son una familia de enzimas cuya funcion es afiadir un grupo metilo

a la estructura de un compuesto.

3.2.1. Metiltransferasas

Las metiltransferasas (MT) (EC 2.1.1) son una familia de enzimas que tienen como
funcion transferir un grupo metilo desde un cofactor a un sustrato dado. Se han
identificado méas de 300 tipos, clasificados por su funcion segun el Enzyme Classification
(EC) system y se han reportado mas de 1300 estructuras cristalinas (90 no redundantes)
en el Protein Data Bank (PDB) (EMBL-EBI 2017). Los miembros de esta familia estan

presentes en todo tipo de organismos y metilan desde metabolitos pequefios hasta
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biopolimeros (Bennett et al. 2017). Algunas MT tienen un rol importante en la regulacion
génica y otras son parte de la maquinaria de sintesis de distintos compuestos, como
metionina, cafeina y vitamina Bia.

El cofactor habitualmente utilizado en las MT es la S-adenosil-L-metionina, también
conocido como SAM o AdoMet. Este compuesto, al donar su grupo metilo, se convierte
en S-adenosil-L-homocisteina (SAH), un metabolito que en la mayoria de los casos, actla
como inhibidor de MT (Zappia et al. 1969). En la Figura 6 se ilustra el ciclo celular de

recuperacion de SAM.
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Figura 6: Ciclo de la S-Adenosilmetionina (SAM). Nu representa cualquier nucleéfilo que actie como
sustrato de las MT (Fontecave et al. 2004)

Existen cinco clases estructurales de MT que utilizan SAM como cofactor. Un ejemplo
de cada una de ellas se ilustra en la Figura 7 (Schubert et al. 2003). La Clase | es la mas
comun y tiene un nucleo cuya estructura esta altamente conservada: una lamina 3 de 7
hebras, con una horquilla B invertida al final y un residuo acido en la segunda hebra, que
forma puentes de hidrégeno con la ribosa de SAM (Martin & McMillan 2002).
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Normalmente, esto se encuentra acompafiado por diferentes estructuras de reconocimiento

especificas para cada sustrato,

Figura 7: Estructura terciaria y diagrama topoldgico de las cinco clases de MT dependientes de SAM.
(a): Clase I, (b): Clase Il, (c): Clase 111, (d): Clase IV y (e): Clase V (Schubert et al. 2003).

Diversas MT exhiben promiscuidad catalitica, es decir, son capaces de aceptar
diferentes compuestos (Schubert et al. 2003). Esto les confiere la potencialidad de ser
mutadas y seleccionadas con el fin de que metilen posiciones diferentes a la original o que
actuen sobre otros sustratos (Bennett et al. 2017). Considerando esta importante capacidad,
recientemente se han reportado modificaciones de distintas MT que permiten aumentar el

rango de sustratos (Struck et al. 2016; Hao et al. 2015) y cofactores aceptados (Singh et
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al. 2014), cambiar la posicién de la metilacion (Zou, Y.-C. Liu, et al. 2014) y aumentar la
regio-selectividad de la enzima (Law et al. 2016).

3.3. Metilacién de iononas

Una estrategia para la produccion de ironas podria ser su biosintesis a partir de las
iononas, dada su similitud estructural. En la Figura 8 se ilustra, en la primera fila, la
estructura quimica de cada regio-isomero de las iononas y debajo, la estructura de su

respectiva irona.

o) [¢) o)
a-ionona B-ionona y-ionona
0 o) o]
AN X A
o-irona B-irona y-irona

Figura 8: Estructura quimica de los tres regioisomeros de iononas (arriba) e ironas (abajo). En rojo se

indica la diferencia estructural entre iononas y sus respectivas ironas. Elaboracién propia.

Para llevar a cabo la reaccién, en este caso particular, el catalizador debe ser una
enzima capaz de metilar a las iononas en la posicién correcta. Esta MT puede ser provista
por el microorganismo in vivo o puede afadirse al medio en su version purificada. Hasta
el momento no se ha reportado enzimas que lleven a cabo la metilacion de las iononas.

Sin embargo, existe una gran cantidad de MT que han sido caracterizadas y se ha
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demostrado su capacidad para aceptar sustratos diferentes. Por lo tanto, en teoria, es
posible modificar una de ellas para que acepten iononas como sustrato y las metilen en el

atomo de carbono requerido.

Tabla 2: Enzimas candidatas para la metilacién de iononas. Se detalla los sustratos nativos, con su
estructura y el codigo PDB de la estructura de la enzima. Estructuras obtenidas de la base de datos del
European Molecular Biology Laboratory — European Bioinformatics Institute (EMBL-EBI 2017). * :
Posicion de la metilacion mediada por las enzimas (EMBL-EBI 2017).

Estructura en

Enzima Sustrato
PDB
3-hidroxiantranilato o
3- *
4-C-MT ) ) ) . -
hidroxiantranilato y v
(EC 2.1.1.97) - “
GPP-2-C-MT . 3vcl/3vc2
GPP A
(EC 2.1.1.255) 0 0 4f84/4185/4186
Fenilpiruvato C(3)- 9 4kib/4kic/4kifl4kig

Fenilpiruvato * )
MT (PPY) 0 4me6x/4mey/4m71
(EC 2.1.1.281) © 4m72/4m73/4m74
L-tirosina C(3)-MT o * 0
L-tirosina -
(EC 2.1.1.304) N
]

Para esto, es necesario encontrar enzimas candidatas que actlen sobre sustratos

similares al que se quiere que acepte, en cuanto a tamafio y estructura. Considerando que
de los 349 tipos de MT - segun la clasificacion EC - existen 54 que metilan atomos de

carbono, de los cuales, solo 10 tienen un tamafio similar a las iononas. Teniendo en cuenta
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esto, se seleccionaron 4 que poseen una estructura y complejidad similares a las iononas
(Tabla 2). Este tema es desarrollado mas adelante, en las secciones 4.1y 5.1.

Las iononas, asi como otros precursores y cofactores pueden ser suministrados ya sea
mediante sintesis de novo o por biotransformacion, es decir a partir de la suplementacion
directa del compuesto al medio. La Figura 9 ilustra ambos procesos para el caso de a-

irona, tomado como ejemplo.
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a 0 o |
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comercial i metiltransferasa i
1 1

b a—ionona a-irona /

Figura 9: Esquema de la biosintesis de novo de a-irona, a partir de glucosa y biotransformacion a partir

de a-ionona. Elaboracién propia.
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En el caso de la sintesis de novo, se requiere la formacion de iononas dentro de la
factoria celular seleccionada. Se ha reportado la biosintesis de a- y B-ionona, en bacterias
y levaduras a partir de la via endégena del mevalonato, en conjunto con la expresién
heteréloga de genes carotenogénicos y CCDs (Simkin et al. 2004; Lashbrooke et al. 2013;
Beekwilder, Rossum, et al. 2014; Lopez et al. 2015; Zhang et al. 2018). A esto se le debe
afiadir la expresion de una MT que produzca ironas a partir de iononas.

3.4. Metilacion de carotenos

Otra alternativa para la produccion de ironas, es a través de la metilacion de
carotenoides en los atomos de carbono 3 y 30, correspondientes a lo que posteriormente
es el Cz del ciclo de las iononas. Por lo tanto, al ciclarse y ser cortados por las CCD’s, se
obtendrian hasta dos moléculas de irona por unidad de caroteno. Esta metilacion puede
ocurrir sobre los extremos lineales del licopeno (Figura 10) o sobre los extremos ciclados

de los carotenoides (Figura 12).

3.4.1. Licopeno

La segunda propuesta es utilizar licopeno como sustrato. Para llegar a la produccion de
ironas, es necesario que este sustrato inicial sea metilado en Cs y/o Czo de su esqueleto.
Para lograr esto, se proponen las enzimas TMT de B. braunii (véase la seccion 7.4 del
Anexo), que tienen funciones escualeno y botriococceno MT (SqgMT y BcMT), cuyos
sustratos son metabolitos con estructura similar al licopeno (Tabla 3). En efecto, estas MT
son capaces de reconocer los extremos y del escualeno y metilarlos en C3z y/o Cyp,
posiciones analogas a C3 y Cso del licopeno.

Posteriormente, el producto de esta reaccion (metil-licopeno) debe ser aceptado y
ciclado por las a- y - ciclasas de la via de los carotenos. Finalmente, el caroteno metilado
resultante debe ser cortado oxidativamente por las CCDs. Estas enzimas reconocen el

motivo central de los carotenos, por lo que su actividad no debiese ser mayormente
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afectada por la metilacién (Marasco et al. 2006; 1lg et al. 2014). En la Figura 10 se muestra

un ejemplo de la via propuesta para la produccion de a-irona desde licopeno.

. Estructura
Enzima Sustrato
en PDB
SgMT *
Escualeno = = -

(EC 2.1.1.262)
BcMT ) *

Cso Botriococceno = = ; -
(EC 2.1.1.263)

Tabla 3: Enzimas candidatas a la metilacion de licopeno. Se detalla los sustratos nativos, con su

estructura (Jiang et al. 2016). Ninguna de ellas se encuentra cristalizada por lo que no tienen asociado un

cbdigo PDB. * Posicion de la metilacién mediada por las enzimas (EMBL-EBI 2017).

Uno de los desafios mas importantes de esta via es que las MT pueden tener baja o nula

actividad con licopeno como sustrato. Ademas, in vivo, estas enzimas podrian actuar sobre

el escualeno e inactivarlo, impidiendo la posterior conversion en esteroles, lo que tendria

graves consecuencias a nivel de crecimiento celular. Una posible solucidn es utilizar la

ingenieria de la enzima para que logre una mayor actividad por licopeno que por escualeno

o0 especificidad. Por otro lado, tanto SQMT y BtMT son capaces de metilar el C7y Cig del

escualeno — C7y Cas en licopeno — lo que resultaria en productos no deseados, y menores

rendimientos; esto también podria modificarse a través de ingenieria de proteinas.
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Figura 10: Esquema de la via de sintesis de a-ironas a partir de la metilacion del licopeno. a) metilacion

en Cz y Cao, b) ciclacion. Elaboracion Propia.

Otro desafio es la ciclacion del licopeno metilado, que puede verse perjudicada por dos

razones. La primera esta relacionada con la capacidad de la ciclasa de aceptar un sustrato

mayor. El bolsillo catalitico debe tener el espacio suficiente y el grupo metilo no debe

interferir con la estructura de la enzima o la posicién en la que se ubica el sustrato. La

segunda, es el efecto del grupo metilo suplementario en las propiedades quimicas de los
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atomos de carbono que reaccionan para formar el ciclo. Su presencia podria cambiar la

capacidad de C» para unirse con Cv, reaccion que se ejemplifica en la Figura 11.

2
N\ ¢ 1 LycE *° oS s R
c3.2C2 /%)Q/R
c7 o
licopeno g-caroteno

} MT *@
*a //\)Q/R'] = L!CE*b \if\b/%k/Rz
N
=

dimetil-licopeno dimetil-e-caroteno

Figura 11: Esquema de la ciclacion a del licopeno y su version metilada. Elaboracion propia.

3.4.2. Carotenos ciclados

La tercera propuesta es la sintesis de ironas a partir de la metilacion de carotenos
ciclados. Estos, al igual que el licopeno, pueden ser adicionados a la reaccion in vivo, a
través de la expresion heter6loga de enzimas carotenogénicas, o artificialmente. Este
método requiere de una MT capaz de metilar un extremo ciclado en Cz y Cso, numerados

segun el esqueleto del licopeno. La Figura 12 ilustra un ejemplo de la via propuesta para

la formacion de a-ironas a partir de la metilacion de g-caroteno.
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Figura 12: Esquema de la via de sintesis de a-ironas a partir de la metilacion de g-caroteno. a) metilacion

en C3 y C30, b) ciclacidn. Elaboracidn Propia.

Al igual que en el caso de la metilacion de iononas, no se ha reportado ninguna enzima

capaz de metilar carotenos en las posiciones requeridas. Asi, una solucion es la busqueda

de enzimas que actuen sobre sustratos similares. En este sentido, se han reportado MT que

metilan &tomos de carbono de ciclos unidos a una cadena de hidrocarburos insaturada,

como la benzoquinol metiltransferasa (BgMT, véase la seccion 7.6.2 del Anexo) y la

hidroguinona metiltransferasa (HQMT). Sin embargo, estos ciclos son diferentes al de los
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carotenos, ya que algunos son bencénicos, tienen hidroxilaciones o grupos cetonicos. En
la Tabla 4 se presenta las MT cuyo sustrato tiene la mayor similitud estructural con
carotenos ciclados, también se detallan sus respectivos sustratos y codigo PDB de las

estructuras disponibles.

Tabla 4: Enzimas candidatas a la metilacién de carotenos ciclados. Se detalla los sustratos nativos, con
su estructura y el codigo PDB de la estructura de la enzima. Estructuras obtenidas de la base de datos de
KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) 2018). * Posicion de la metilacion mediada
por las enzimas (EMBL-EBI 2017).

Enzima Sustrato Estructura
en PDB
BgMT 2-metoxi-6- poliprenil- fl 4obw/4obx
(EC 2.1.1.201) 1,4- benzoquinol HaC g % ~-CHs
0 CH3 7 CH4
HqMT 2-metil-6-fitilbenzen-1,4- | . " " ¢ o g -
(EC 2.1.1.295) diol *W 3
2-metil-6- oH -
*
nonaprenilbenzen-1,4- Hal % . CHa
diol OH CH;,a CH3a
io
6-geranilgeranil-2- o g e e g -
CHs
metilbenzen-1,4-diol * oH
CHg
MgMT Demetilmenaquinona OH CHa,  CHa -
(EC 2.1.1.163) () n O
OH
PgMT Demetilfiloquinol % -
(EC 2.1.1.329) OO e s
OH CHa CHa CHs CHg
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3.5. Metilacion de diapocarotenoides

La ultima alternativa propuesta es trabajar directamente con diapocarotenoides (véase
seccién 7.1.3 del Anexo), de manera analoga a la metilacion de carotenoides lineales y
ciclicos. Los diapocarotenoides son un tipo de carotenoides Czo 0 triterpenos, cuya
estructura y nomenclatura es analoga a la de los carotenos, careciendo de 5 4&tomos de
carbono en cada extremo. Muchas de las enzimas que aceptan carotenos Cao, tienen
actividad con su diapocaroteno equivalente Cso. Para este caso, se propone la metilacion
de dehidroescualeno por enzimas como TMT-1y TMT-2 de B. braunii (Tabla 3).

Para la sintesis de dehidroescualeno se requiere de la expresion de CrtM en un
microorganismo capaz de producir FPP. La metilacion de dehidroescualeno, en
combinacién con la expresion de la desaturasa CrtN y ciclasas, podria resultar en
carotenos Cso ciclados y metilados (Figura 13). Estos compuestos, expuestos a CCDs,
serian cortados, generando hasta dos ironas por triterpeno. Estas enzimas reconocen la
estructura central de la molécula (Marasco et al. 2006; Ilg et al. 2014), motivo por el que
podemos suponer que posean actividad por estos compuestos. El corte de carotenos Cso
biciclados, en comparacion con los tetraterpenos, produce un aldehido de menor tamafio,
lo que se traduce en un mayor rendimiento teérico del carbono. Sin embargo, esta via
nunca ha sido probada por lo que existen multiples desafios y dificultades asociados.

Para construir esta via metabolica es necesario ensayar y poner a punto cada una de las
reacciones involucradas. En primer lugar, ninguna de las enzimas de la via heter6loga
(Figura 13), a excepcion de CrtM, han sido evaluadas en presencia de los sustratos
propuestos, existiendo una alta probabilidad de que la actividad sea baja o nula y, de ser
asi, deberian ser modificadas para que logren aceptar el sustrato. Ademas, no se ha
reportado la presencia de diapocarotenos biciclicos en microorganismos, coexpresando
CrtN y CrtM en conjunto con ciclasas (Lee et al. 2003). Esto resultaria en la produccion

de solo una irona y un alcohol C1s, disminuyendo el rendimiento a la mitad.
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Figura 13: Via propuesta de sintesis de ironas a partir de la metilacién de triterpenos. Elaboracién propia.

3.6. Seleccion y Propuesta

Con el objetivo de seleccionar uno de los mecanismos para desarrollar en este trabajo,
se compararon las ventajas y desventajas de cada una de las estrategias propuestas
anteriormente.

En primer lugar, el uso de la via metabdlica nativa tiene como ventaja que es posible
encontrar enzimas nativas que tienen las funciones necesarias para la via desde escualeno
hasta todo tipo de iridales. Como las factorias celulares habitualmente utilizadas son

capaces de sintetizar epoxiescualeno, este seria el punto de partida mas avanzado en la via.
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Sin embargo, muchas de las enzimas involucradas no han sido identificadas ain dentro
del metabolismo de los lirios y se postula que una de las reacciones podria no ser
enzimatica. En consecuencia, requiere un trabajo previo que consta de la identificacion de
la via y genes asociados y de la secuenciacion del genoma de al menos una de las especies
de Iris. Ademas, tras identificar los genes responsables de esta via que consta de al menos
6 pasos enzimaticos, éstos deberan ser clonados y expresados en un microorganismo.

En segundo lugar, la estrategia de metilacion de iononas tiene como ventaja que su
estructura es casi idéntica a las ironas y solo se requiere de una metilacién. La Unica
desventaja es que no se conocen enzimas que realicen esta funcion en iononas. Sin
embargo, para esto existen diversas MT y se ha demostrado que muchas de ellas tienen
actividad promiscua, siendo capaces de aceptar nuevos sustratos. De éstas, algunas se
encuentran cristalizadas y su estructura disponible en la base de datos PDB, lo que
permitiria realizar un disefio semi-racional de las mutaciones necesarias para la aceptacion
de iononas como sustrato.

Otro beneficio del desarrollo de esta técnica es que la obtencion de las iononas es
flexible. Por un lado, si se lleva a cabo una biotransformacién, se puede utilizar ionona
comercial, que tiene un valor mucho menor a la de las ironas, incluso comparando la
alternativa natural de las iononas (~600 USD/kg de ionona natural, Vigon) con la quimica
de las ironas (~1.700 USD/kg irona sintética, Vigon). Por el otro lado, para una sintesis
de novo, ya se cuenta con cepas de E. coli y S. cerevisiae capaces de generar iononas. Por
lo tanto, solo seria necesario afiadir una enzima nueva a su metabolismo para lograr el
proceso deseado.

En tercer lugar, en cuanto a la metilacion del licopeno, una ventaja es su esqueleto
isoprenoide y que es parte de la via de sintesis de iononas. Esto permite que, si es metilado
en la posicién correcta y continta siendo metabolizado por las enzimas de la via, podria
generar incluso dos moléculas de ironas. Ademas, existen enzimas capaces de metilar
sustratos similares, como el escualeno, en la posicién precisa, equivalente al C del ciclo

de las iononas.
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Pese a esto, la actividad de las enzimas TMT no ha sido reportada con licopeno como
sustrato y, aunque la metilacion fuese exitosa, cabe la posibilidad de que el resto de las
enzimas de la via no acepten los nuevos sustratos metilados. Por Gltimo, no se conoce la
estructura de ninguna de las enzimas involucradas, por lo que su modificacion u
optimizacion racional se ve dificultada.

La estrategia de metilacion de carotenos ciclados tiene un potencial similar a la técnica
anterior, con la ventaja de que los extremos ya se encuentran ciclados y que las CCD’s
reconocen el motivo central de la molécula, por lo que no debiesen verse afectadas por la
metilacion. Aunque existen MT que metilan compuestos ciclicos unidos a una cadena de
hidrocarburos, estos ciclos difieren del caroteno debido a que son bencénicos y tienen
sustituciones con &tomos de nitrégeno u oxigeno. Ademas, la Gnica enzima candidata que
tiene su estructura cristalizada, carece de un segmento cercano al bolsillo catalitico y no
esta claro su mecanismo de reaccion.

Por ultimo, la metilacion de diapocarotenoides tiene como beneficio que el sustrato de
la MT candidata es practicamente idéntico a hidroxiescualeno y que esta, metila en las
posiciones deseadas. Ademas, como se menciono en la seccion anterior, es posible que
CrtN sea capaz de deshidrogenar escualeno metilado, ya que tiene actividad promiscua.
Al igual que con carotenos ciclados, también es probable que CCD logre reconocer el
motivo central y realizar correctamente el corte oxidativo. Los obstaculos a los que se
enfrenta esta estrategia es que no se ha reportado actividad de TMTSs por dehidroescualeno.
Asimismo, solo se ha reportado la formacion de un diapocaroteno monociclado, el

toruleno, al exponer estos compuestos a la accion de ciclasas de carotenos.
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Tabla 5: Ventajas y desventajas de cada estrategia de biosintesis de ironas.

Método

Ventajas

Desventajas

Via Metabdlica

Nativa

- Enzimas nativas con funcién para
generar iridales desde escualeno.
- Factorias celulares comunes sintetizan

epoxiescualeno

- Via parcialmente reportada.

- Reaccién no enzimaética.

- Genoma de Iris no esté secuenciado.
- Insercion de al menos 6 funciones

enzimaticas a una factoria celular.

Metilacion de
lononas

- Estructura similar a ironas, solo requiere
una metilacion.

- MT promiscuas y estructura PDB.

- lononas comerciales tienen un valor
menor a las ironas.

- Se ha reportado sintesis de novo de

iononas.

- No se han caracterizado enzimas que

cumplan la funcién requerida.

Metilacion de

Licopeno

- El sustrato tiene un esqueleto
isoprenoide.

- Existen enzimas capaces de metilar
sustratos similares, en la posicion correcta

y a ambos extremos.

- No se ha reportado la actividad de
TMTSs por licopeno.

- Extremos metilados pueden no ser
ciclados.

-Enzimas involucradas no cristalizadas.

Metilacion de

- Extremos similares a ironas.

- Sustratos de MT candidatos tienen

Carotenos - CCD’s cortan en sitios correctos. anillos diferentes al caroteno.

Ciclados - Existen MT que metilan anillos. - Unica MT con estructura en PDB
tiene dos mecanismos putativos y le
falta parte del bolsillo catalitico.

Metilacién de - MT candidata tiene un sustrato - No se ha reportado la actividad de las

Diapocarotenos

extremadamente similar.
- Posiciones correctas de metilacion.
- CrtN podria desaturar metil-escualeno.

- CCDs reconocen motivo central

TMTs por dehidroescualeno.
- No se ha reportado una actividad
exitosa de ciclasas a excepcién de la

sintesis de toruleno (monociclico).

En la
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Tabla 5 se muestra un resumen de las ventajas y desventajas de cada técnica. Como se
puede observar, la metilacion de iononas es la estrategia que presenta mas beneficios, solo
es necesario trabajar con una enzima y existen estructuras en el PDB disponibles, lo que
permite trabajar con ellas con una menor incertidumbre. Todas las demas técnicas
requieren de la optimizacién o modificacién de méas de una enzima y la mayoria no se
encuentra cristalizada, desconociendo su estructura. En consecuencia, se seleccioné la
biosintesis de ironas a través de la metilacion de iononas como estrategia a desarrollar en
este trabajo.

Dentro de los enantiomeros de las ironas, se propone la biosintesis de (-)-cis-a-irona,
dadas sus excelentes propiedades organolépticas. Ademas, las a-iononas naturales son
mayoritariamente configuracion (6R) y (-)-cis-a-irona es (2S,6R), por lo que es una opcién
viable. Se descarta la produccion de (-)-trans-y-irona, que también tiene propiedades
organolépticas deseables, por tener una configuracion (2S,6S) y dado que no provienen de
carotenos conocidos en la naturaleza. Esto, limita su sintesis de novo y es posible que,
para sintetizarla, sea necesario isomerizar desde otra irona.

Por ultimo, la a-ionona puede ser sintetizada en un microorganismo a partir de la via
de los carotenos - a través del a- o g-caroteno - o puede obtenerse comercialmente,
llevando a cabo solo el tltimo paso enzimatico in vivo o in vitro. Este trabajo se enfocara
en el disefio de la enzima que lleve a cabo la reaccion de metilacion, por lo que, todas

estas opciones estaran disponibles.
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3.7. Hipotesis y objetivos

La hipotesis de este trabajo es que es posible catalizar la sintesis in vitro de irona a
partir de ionona, utilizando metiltransferasas recombinantes mutadas, expresadas en
Escherichia coli.

Para probar la validez de esta hip6tesis se plantea, como objetivo general de esta tesis,
expresar y evaluar metiltransferasas recombinantes mutadas, seleccionadas in silico, para

la biosintesis de (-)-cis-a-irona a partir de a-ionona, en E. coli.

Para lograrlo, se desarrollaran los siguientes objetivos especificos:

1) Identificar metiltransferasas con afinidad por sustratos similares a a-ionona en
cuanto a tamafo y estructura quimica.

2) Evaluar in silico el efecto de mutaciones puntuales, en la(s) metiltransferasa(s)
seleccionada(s), sobre la afinidad con a-ionona y la posicion de ésta dentro del
bolsillo catalitico.

3) Inducir la expresion de las enzimas recombinantes mutadas en E. coli.

4) Evaluar laactividad in vitro de a-ionona para cada una de las mutantes producidas.
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Para seleccionar enzimas como candidatos para la metilacion de iononas, se llevé a

cabo una revision exhaustiva de los 349 tipos de metiltransferasas (EC 2.1.1.X),

catalogadas de acuerdo a su funcion enzimatica. En primer lugar, se estudio y clasificd

cada una segun elemento a metilar, cofactor y sustrato. Mediante esta clasificacion se

descarto aquellas enzimas que metilaban sobre atomos diferentes a carbono, ya que el

mecanismo de reaccion y las propiedades quimicas del aceptor son muy distintas (Niehaus
et al. 2012; Schubert et al. 2003). De este subgrupo de 54 C-MT resultantes se anoté su

estructura, codigos PDB disponibles, publicaciones asociadas y mecanismo catalitico.

/
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] ¥

CLASIFICACION METILTRANSFERASAS

Sustrato
Grande
10%
Mediano
4%
Pequefio
Pequeiio simple
complejo 1%

2%

Figura 14: Grafico circular de la clasificacion de MT segun elemento a metilar (izquierda) y sustrato

de las C-MT (derecha). Elaboracién propia.
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Posteriormente, se realiz6 una nueva clasificacion segun el tamafio y complejidad del
sustrato a metilar (ver Figura 14). Dentro de los de mayor tamafio se encuentra el DNA,
tRNA, rRNA vy proteinas, entre otros. Los sustratos de tamafio mediano varian desde
fosfolipidos hasta esteroles y quinonas. Por ultimo, los sustratos pequefios son
aminoacidos y metabolitos como dUMP y fenilpiruvato (PPY). La complejidad de la
estructura se midié segun la cantidad de ciclos, sustituciones y tipos de elemento
diferentes a carbono e hidrogeno. La Tabla 6 muestra la cantidad de funciones enzimaticas
en cada grupo. Los sustratos similares a iononas son los cuatro clasificados en el grupo
pequefio y simple.

Las enzimas que se encuentran dentro de esta clasificacion son: 3-hidroxiantranilato 4-
C-MT (EC 2.1.1.97), GPP-2-C-MT (EC 2.1.1.255), fenilpiruvato C(3)-MT (EC
2.1.1.281) y L-tirosina C(3)-MT (EC 2.1.1.304) (Tabla 2). A partir de éstas, se realizé un
estudio mas profundo en cuanto a su estructura y a la posibilidad de realizar un modelo
por homologia, en los casos donde no se ha cristalizado la proteina. Ademas, se analizaron
los bolsillos cataliticos, los mecanismos de reaccion putativos y los residuos involucrados

en distintas funciones.

Tabla 6: Cantidad de C-MT en cada categoria segiin tamafio y complejidad de su sustrato.

Tamafo/Estructura del sustrato Compleja Simple
Grande 33 -
Mediano 4 7
Pequefio 6 4

Se utilizaron las bases de datos de PDB (Berman et al. 2000) y Uniprot (Bateman et al.
2017). Los alineamientos de secuencia se llevaron a cabo a través de las herramientas en
linea de BLAST (Altschul et al. 1990), Clustal Omega (Sievers et al. 2011), Promals3D
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(Pei et al. 2008) y ESPript 3.0 (Robert & Gouet 2014); y la visualizacion de estructuras
se hizo mediante los softwares VMD (Humphrey et al. 1996) y PyMOL (The PyMOL
Molecular Graphics System, Version 2.0 Schrodinger, LLC).

Finalmente, se seleccion6 una enzima como candidata a la metilacion de iononas. Esta
seleccion se basd en criterios de estructura, mecanismo de reaccion e informacion

disponible para trabajar con la proteina.

4.2. Disefio de mutaciones

Una vez seleccionada la enzima (MppJ, seccién 5.1), se realizé una prueba preliminar
de aceptacion de sustrato, mediante métodos bioinformaticos. Para esto se utilizo
SwissDock (Grosdidier et al. 2011), una herramienta de docking en linea. Como receptor
se selecciond la cadena A de MppJ y como ligando, PPY o a-ionona. El programa calcula
los sitios mas visitados, es decir, donde hay mas probabilidad de interaccion entre receptor
y ligando segun las interacciones fisicoquimicas entre ellos; entregando una lista de
posiciones en las que los sustratos podrian encontrarse.

Por medio de este analisis fue posible determinar la posicion del bolsillo catalitico; y
se determind que es improbable que las iononas sean capaces de entrar en él y ser
metiladas (seccion 5.3.4). Por lo tanto, era necesario modificar estructuralmente la enzima
de manera que se cumplan dos criterios. En primer lugar, que el compuesto quepa dentro
de la cavidad; y en segundo, que se logre ubicar en la posicion correcta para ser metilado
en el C, del anillo. Para determinar esto Gltimo, se evalud la distancia entre el atomo que
recibird el metilo (Cy) y tres puntos de referencia significativos en la catalisis: el &tomo de
hierro (Fe), el &tomo de carbono del grupo metilo en SAM (Csam) Yy el atomo de nitrégeno
del Trp99 de la enzima (Nwas), el que es responsable de iniciar la reaccion catalitica (Zou,
Y. C. Liu, et al. 2014) (seccion 5.2.1). Esta distancia se compard con la del &tomo de
carbono metilado en el sustrato original: 3.3 A de Csam, 3.6 A de Nwss y 4.1 A de Fe,

determinadas a través del software PyMOL (Figura 23).
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4.2.1. Estudio del bolsillo catalitico y seleccion de residuos significativos

Con el objetivo de estudiar el sitio activo de la enzima, se clasificaron todos los residuos
segun la estructura secundaria en la que se encuentran y segin su funcion, descrita en
estudios anteriores (Y. Huang et al. 2009; Zou, Y.-C. Liu, et al. 2014). Ademas, se definié
la orientacion, propiedades quimicas, relacion con iones, cofactores y sustrato original de
aquellas posiciones que se encuentran a menos de 8 A del centro del bolsillo catalitico.
Asimismo, se analizé el volumen de esta cavidad, utilizando la herramienta en linea
CASTp (Dundas et al. 2006) y la ubicacién de los sustratos y cofactores, utilizando el
software de docking Autodock Vina (Trott & Olson 2010).

4.2.2. Docking

Se utilizo la estructura de la cadena A del cristal con codigo PDB 4KIC de MppJ, que
fue cristalizada con PPY y SAM en su forma dimérica. Previo a la realizacion del docking
se prepard el receptor asignando cargas parciales a todos los atomos y agregando
hidrogenos polares al archivo, convirtiéndolo en un archivo con formato .pdbgt. Esto se
puede realizar automaticamente en el software Autodock Tools (ADT), que considerasolo
aquellos atomos de hidrégeno unidos a atomos electronegativos, como oxigeno y
nitrégeno. Como ligando se utilizé PPY extraido de 4KIC y (R)-a-ionona, cuyo modelo
fue generado en MolView, ambos sustratos fueron parametrizados en ADT. Las
coordenadas del centro de la grilla fueron situadas en la mitad del bolsillo catalitico y
corresponden a: x=12,0, y=-11,2, z=-16,0. El tamafio de la caja se vari6 entre 12 A'y 20
A para cada coordenada. La exhaustividad de la bisqueda se fijo en 20 para las busquedas
masivas y se aumentd a 50 en mutaciones seleccionadas; se analizaron los primeros 5
resultados para cada mutante.

En primer lugar, se usé como receptor a MppJ, quitandole SAM y PPY, para utilizar
como ligando a SAM y determinar la posicién y afinidad del docking del cofactor por si
solo. Luego, se repitié el experimento, utilizando como receptor a MppJ con SAM
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incorporado y como ligando a PPY, extraido de 4KIC, con el objetivo de analizar el
comportamiento del sustrato original. Mé&s adelante, se cambid el ligando por (R)-a-ionona
y se probaron diferentes tamafios de la grilla, de manera de medir la afinidad en la posicion
necesaria para su metilacion. Finalmente se estudid el docking de las distintas mutantes,

de manera manual en un inicio, y a través del script que se describe a continuacion.

4.2.3. Desarrollo de script de docking masivo y distancia

Dada la gran cantidad de combinaciones mutantes a analizar, se disefié un script con el
objetivo de automatizar el proceso de mutacion, docking y medicion de distancias entre
atomos de interés, a fin de poder abarcar una mayor cantidad de casos en un menor tiempo.
El script disefiado recibe como input la estructura de la proteina y ligando, en formato .pdb,
un listado de las posiciones de los residuos a mutar, los atomos entre los cuales se quiere
medir distancia y la configuracion del docking. Esta configuracion incluye las
coordenadas y tamafio del espacio a analizar (caja), la exhaustividad de la busqueda y el
numero de resultados que se desea obtener, como se menciono en la seccion anterior. Los
resultados se entregan como una matriz numérica, que puede ser facilmente evaluada por
un usuario u otro programa. Dentro de la matriz se encuentra la posicion y el nuevo residuo
de la mutacion, el valor de la afinidad (kcal/mol) y distancia de C» a los atomos de Fe,
Csam Y Nwoo.

En primer lugar, el script prepara el receptor y ligando, agregando cargas e hidrogenos
polares y transformando los archivos desde formato .pdb a uno .pdbqgt. Este tipo de archivo
es una matriz que incluye el nombre de cada 4tomo, al residuo al cual pertenecen (si son
parte de la proteina), su posicion en los tres ejes cartesianos y, a diferencia del
formato .pdb, un valor asociado a su carga. En segundo lugar, el programa realiza las
mutaciones respectivas y acomoda los aminoécidos haciendo una minimizacion de energia
local. Esto se lleva a cabo mediante Modeller, un software de modelacién proteica por
comparacién, el cual relaja la enzima en el sector donde se efectud el cambio y evalla la

posicién en la que la energia de interaccion es minima. Por ultimo, el programa lleva a
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cabo el docking para cada mutante generada y mide las distancias del C. de la ionona a
los 4tomos seleccionados. Esta medicion se logra a través de la comparacion de las
coordenadas cartesianas de cada atomo involucrado de la siguiente manera, siendo 1y 2,

los atomos entre los cuales se quiere medir la distancia:

di:\/(xz_x1)2+()’2_3’1)2+(Zz_Z1)2

Por altimo, el output o producto del programa son: las estructuras de las mutantes y de
los ligandos ajustados por el docking; y una matriz con los resultados de afinidad y
distancia de cada caso calculado.

4.2.4. Evaluacion de mutantes in silico

Las matrices resultantes mas arriba fueron evaluadas mediante Excel(365). Como
primer criterio de seleccion, se consideraron solo aquellos casos en los cuales la distancia
a cada uno de los atomos de referencia tuviese una diferencia de hasta 0.8 A, en
comparacioén con la original. En segundo lugar, dado que la afinidad del ligando original
es de -7,2 kcal/mol, se seleccionaron los que tuviesen una afinidad menor a -6,0 kcal/mol
y cuya mutacion significara una disminucion en esta energia.

Por altimo, a pesar de que la orientacion con mejor afinidad fuese la deseada, le seguian
otras orientaciones con similar afinidad, o probabilidad de ocurrir, para una misma
mutante. Existen ciertas orientaciones del sustrato que lo hacen susceptible a sufrir
metilaciones en sitios no deseados, ya que otros atomos de carbono del esqueleto de la
ionona quedan en la posicidon de metilacion. Para evitarlas, se dio preferencia a aquellas
mutaciones en las cuales la afinidad de la mejor posicion encontrada en el docking

superara en al menos en 1 kcal/mol a la segunda.
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4.3. Construccion de vectores y cepas mutantes

4.3.1. Sintesis del gen mppJ y clonamiento

Se solicité la sintesis del gen mppJ de Streptomyces hygroscopicus a la empresa
GeneScript (Estados Unidos) clonado dentro del vector de expresion pET28a. Este vector
consta de un origen de replicacion pBR322 entre 15 y 20 copias, un gen de resistencia a
la kanamicina y el gen lacl que actGa como represor. Ademas, su sitio de mdaltiple
clonamiento tiene el promotor T7, activado por la T7 RNA polimerasa y el marcador His-
tag opcional, para ambos extremos de la proteina, con un sitio de corte por trombina para

su remocion luego de la purificacién
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Figura 15: Esquema del vector pET28a con MppJ insertado entre los sitios de restriccion Ndel y

HindlIl. Imagen generada en SnapGene.

El gen mppJ se ubicd entre los sitios de restriccion Ndel y Hindll1l. Esto se traduce en
una proteina que posee una cola de polihistidina en el extremo N-terminal, seguida
inmediatamente por un sitio de corte por trombina, para removerla en caso de ser necesario.
La Figura 15 muestra un esquema del vector con mppJ clonado.

Para inducir la expresiéon de pET28a, se utilizd isopropil-p-D-1-tiogalactopiranosido
(IPTG) y se transformd en conjunto con otro plasmido que contenia el gen de la T7 RNA
polimerasa o en cepas que lo tengan integrado en su genoma, como E. coli BL21(DE3).
Cabe sefialar que este tipo de vectores se utiliza ampliamente para la sobreexpresion de

proteinas recombinantes en E. coli.
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4.3.2. Disefio de partidores mutagénicos

Para visualizar y construir los partidores, se utilizé el software SnapGene o SnapGene
Viewer (GSL Biotech, Chicago, IL, Estados Unidos). Estos se disefiaron siguiendo el
sistema de mutagénesis sitio-dirigida de GeneTailor (Invitrogen Life Technologies, 2004),
en el cual los primers se encuentran parcialmente solapados y solo uno de ellos lleva la
mutacion (Figura 16). El resultado del PCR mutagénico es un ADN de doble hebra que,
al ser transformado en E. coli, es circularizado y ligado, sin necesidad de utilizar ligasas
previamente. Esta técnica, ademas de ser particularmente efectiva, permite un importante
ahorro de tiempo y recursos. Por altimo, los partidores fueron enviados a sintetizar y

liofilizados por la empresa Macrogen (Corea).
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Figura 16: Mutacion sitio-dirigida segun protocolo de GeneTailor (Invitrogen Life Technologies
2004).

El protocolo de GeneTailor solo requiere que uno de los dos partidores lleve la
mutacion. En este trabajo se utilizd un partidor reverse para definir cada mutacion y un

partidor forward por cada posicion mutada, que no incluye la mutacién. En la Tabla 7 se
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indica la secuencia de todos los partidores mutagénicos, de verificacion y secuenciacion

utilizados en este trabajo.

Tabla 7: Partidores utilizados en este trabajo. En rojo se sefialan las mutaciones.

Nombre Secuencia (5'-3) Tm (°C) Uso
A273 fw  |ACCCGTACCGTTGGCATCCCGGAT 68  |A273X
A273W _rv |CCAACGGTACGGGTCCAGTCACCCAGCA 60 |A278W
Cheg ATG |ATGGGCAGCAGCCATCA 96 | Verificacion inicio gen
Cheq END |TTATTCCAGCTCAAACACAACGC 58 |Verificacion término gen
F287 fw  |ACCCTGGGCTTCGAATTTGGTCACGAC 67  |F287X

F287C rv |AAATTCGAAGCCCAGGGTGCACACCGGCAGC | 68 |F287C

F287D rv |AAATTCGAAGCCCAGGGTATCCACCGGCAGC 61 |F287D

F287E_rv. |AAATTCGAAGCCCAGGGTTTCCACCGGCAGC 61 F287E

F287L_rv_ |AAATTCGAAGCCCAGGGTCAGCACCGGCAGC 65 F287L

1139 fw AGCGAACGTTACTTCGACCCGGC 66 |1139X

1139T rv. |GAAGTAACGTTCGCTGGTCTCACGGCAC 59 [1139T

1139V rv  |GAAGTAACGTTCGCTCTCCTCACGGCAC 53 |1139Vv

L328 fw  |AGCGTGAGCGTTGTGTTTGAGCT 65  |L328X

L328F rv |CACAACGCTCACGCTAAAGCTATCAATC 54 |L328F

M240 fw |ATGGGTCACGATTTTTGGCCGCGT 67  |M240X

M240A rv |AAAATCGTGACCCATCGCGAAGCAGGTCA 56 |M240A

M240G rv |AAAATCGTGACCCATGCCGAAGCAGGTCA 52 |M240G

MppJ seq |CCTTTCGGGCTTTGTTAGCA 57 |Secuenciacion gen
MppJ_seg2 |GCGGATAACAATTCCCCTCTAG 57 |Secuenciacion gen

T7 Prom TAATACGACTCACTATAGGGGAA 53 | Verificacién promotor
T7 Ter GCTAGTTATTGCTCAGCGG 56 Verificacion terminador

En la Figura 17 se muestran los sitios de unién de los partidores en el vector pET28a
con mppJ. Se puede apreciar que éstos solo se unen en un sitio del vector, por lo que no

debiesen amplificar otras regiones de éste.
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Figura 17: Esquema del vector pET28a con MppJ. Se sefiala la ubicacidn de unidn de los partidores.

Imagen generada en SnapGene.

4.3.3. Mutagenesis

Para la reaccion de PCR se utilizo la polimerasa Phusion DNA Polymerase (Thermo
Fischer Scientific) con su respectiva solucién tampdn (buffer) y se prepard segin el
protocolo del proveedor (Tabla 8). En el caso de las mutaciones simples, se utilizd como
templado el vector con el gen original. Las mutaciones multiples fueron realizadas en serie,
utilizando como templado aquellos vectores cuya mutacion habia sido previamente
corroborada por secuenciacion. También, se intentd realizar de a dos mutaciones en

paralelo, agregando ambos pares de partidores a la vez.
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Tabla 8: Protocolo de preparacion de reacciones de PCR para Phusion DNA Polymerase.

Positivo (50 pL total) | Negativo (50 uL total)

5X Phusion HF Buffer 10 uL 10 uL

10 mM dNTP’s 1uL 1uL
Partidor forwad 0,25 pL 0,25 uL
Partidor reverse 0,25 uL 0,25 pL

ADN Templado (10 ng) 1uL -

Phusion DNA Polymerase 0,5 uL 0,5 uL

H.0 37 uL 38 uL

El proceso fue llevado a cabo con una denaturacion inicial de 30 segundos. Esta fue
seguida por 30 ciclos que constan de: 1) 10 segundos de denaturacion a 98 °C, 2) 30
segundos de alineamiento de los partidores a 70 °C y 3) una elongacién de 3 minutos a
72 °C, correspondiente al tamafio vector (aproximadamente 6.000 pares de bases). La

reaccion se finaliz6 con 10 minutos adicionales de elongacion.

4.3.4. Electroforesis

Para chequear que el tamafio del vector fuese el correcto y aislarlo del resto del ADN
contenido en la reaccion de PCR, se llevé a cabo una electroforesis en gel de agarosa al
1%. Este fue tefiido con SYBR Safe DNA Gel Stain (Thermo Fischer Scientific) y corrido
a 110 V durante 40 minutos, con los productos de PCR. Posteriormente, se aislo la banda
correspondiente a un tamafio de alrededor de 6.000 pares de bases, lo que fue corroborado
con un estandar de DNA (1 kb DNA Ladder NEB, Estados Unidos). Se extrajo el vector
de esta banda con el kit de purificacion de geles Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up
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System (Promega). Finalmente, se digirié el ADN templado con la enzima Dpnl (NEB),
por 2 horas a 37 °C.

4.3.1. Medios de Cultivo

Los medios de cultivo utilizados para el crecimiento bacteriano fueron LB y SOB en
sus versiones liquidas y solidas (agar). En la Tabla 9 se puede ver el protocolo de
preparacion de LB y en Tabla 10 el de SOB. Ambos medios deben ser disueltos en agua
destilada hasta llegar a 1 L y esterilizados en autoclave a 120 °C por 20 minutos. Como
medio de seleccion se le agregd kanamicina en una concentracion de 50 pg/mL. En
adelante los medios con kanamicina en esta concentracion se abreviaran LBK y SOBK,
respectivamente.

La preparacion de placas Petri fue realizada en campana, afiadiendo 25 mL de LB-agar
y kanamicina 50 pg/mL (LBK-agar), a una temperatura de alrededor de 50 °C. Las placas
se dejan enfriar semitapadas por 20 minutos, hasta que se solidifique el agar, antes de ser

utilizadas o almacenadas.

Tabla 9: Preparacion para 1 L de medio LB y LB-agar.

Triptona 10g
Extracto de Levadura 509
NaCl 10¢g
Agar (para medio solido) 159
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Tabla 10: Preparacion para 1 L de medio SOB.

Triptona 20 g
Extracto de Levadura 5¢
NaCl 0,58 g
KCI 0,19 g
MgSOs 249
Agar (para medio sélido) 15¢g

4.3.1. Transformacién bacteriana

Se transformaron 50 pL de E. coli competentes con 100 ng de vector, conteniendo el
gen correspondiente. Para esto, se agregaron las bacterias competentes y el ADN,
manteniéndose durante 30 minutos en hielo. Luego, se realizd un shock térmico a 42 °C
por 1 minuto y se volvid a enfriar en hielo por 3 minutos. Después, se recuperaron las
células en 1 mL de medio LB por una hora a 37 °C. Finalmente, se centrifugd por 2
minutos a 5.000 rpm, se descartd el sobrenadante y se sembré en placas Petri con 25 mL
de LBK-agar. Las colonias se dejaron creciendo por 16 horas a 37 °C y luego se
conservaron a 4 °C.

4.3.2. Construccién de vectores

La construccion de los vectores con mppJ mutante se llevé a cabo a través de PCR
mutagénico en un volumen de 50 pL. La purificacion de los vectores de la primera serie
de mutaciones resultd en una pequefia cantidad de ADN de entre 5y 20 ng/uL. Todo el
producto fue transformado en E. coli TOP10, para cerrar y multiplicar el vector. Las

bacterias transformadas fueron sembradas en placas Petri con LBK-agar como método de
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seleccion de aquellas bacterias que habian adquirido y cerrado el vector correctamente. Se
seleccionaron y crecieron, en medio LBK liquido, de 2 a 4 colonias por mutante y se
extrajo el vector con kit de Miniprep. En paralelo, se respald6 la colonia sembrando 1 pL.
del cada cultivo en placas Petri. La concentracién de ADN aumento a valores de entre 15
y 50 ng/uL. Por ultimo, se envidé a secuenciar el gen del vector de cada colonia
seleccionada.

Para aumentar la concentracion de ADN tras la purificacion, se duplico el volumen del
PCR a 100 pL. Esto resulto en una concentracion de entre 20 y 85 ng/ulL en la segunda y
tercera serie de mutaciones. Ademas, para aumentar la concentracion de vector recuperado
por Miniprep, se cambiaron las condiciones de crecimiento de E. coli. De esta manera, se
aumento el volumen de cultivo de 3 mL a 10 mL, se cambié de medio LBK a SOBK y se
utilizaron tubos de mayor tamarfio para favorecer la oxigenacion. El resultado fue positivo,
alcanzando concentraciones de entre 300 y 500 ng/uL de vector purificado. Esta alta

concentracion de vector facilita la secuenciacion y la transformacion de las bacterias.

4.3.3. Secuenciacion

Para corroborar que las mutaciones realizadas fuesen correctas, se seleccionaron 4
colonias por cada mutante y se dejaron creciendo en 5 mL de medio SOBK por 16 horas.
Luego, a cada aislado se le extrajo los plasmidios mediante el kit de MiniPrep E.Z.N.A.®
Plasmid DNA Mini Kit Il (Omega). Después, se envi6 a secuenciar 2 pg de vector a la

empresa Macrogen (Corea) por cada colonia picada.

4.3.4. Generacion de cepas mutantes para expresion enzimatica

Se utilizaron los plasmidios extraidos cuya secuenciacion habia sido correcta (seccion
4.3.3.), para transformar E. coli One Shot® BL21 Star™ (DE3) (Thermo Fisher Scientific)

segun el protocolo en la seccién 4.3.1. Esto se realizd una vez por cada mutante y se
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sembro en placas Petri con LBK-agar, las que fueron incubadas a 37°C por 16 horas y
luego, almacenadas a 4°C.

4.4. Expresion y purificacion enzimatica

4.4.1. Crecimiento de mutantes y expresion del gen mppJ

Se inoculd cada mutante en matraces con medio LBK, utilizando un quinto del volumen
total. Se incub6 a 37 °C con agitaciéon a 180 rpm, hasta alcanzar 0.6 ODeoo. Luego, se
centrifugd en tubos Falcon de 50 mL a 6.000 rpm por 2 minutos, se descartd el
sobrenadante y se resuspendid el pellet en LBK con 0.5 mM de IPTG para inducir la
expresion de las enzimas. Estos cultivos se incubaron en matraces de 250 o 500 mL a
16 °C por 16 horas. Finalmente, se centrifug6 en tubos Falcon de 50 mL a 6.000 rpm por

2 minutos, se descarto el sobrenadante y se conservo el pellet a -80 °C.

4.4.2. Lisis celular

Para romper las células y liberar la proteina expresada anteriormente, se recolecto el
pellet y se resuspendid en buffer de lisis (5 uL/mg de pellet), preparado como se muestra
en la Tabla 11. Se traspasé a tubos Epperdorf de 1,5 mL, a los cuales se les agrego entre
200 y 300 pL de perlas de vidrio (glass beads) previamente lavadas con acido y
exhaustivamente lavadas con agua. La lisis fue llevada a cabo en un disruptor por 5
minutos totales en los cuales se intercalé cada minuto con un minuto en hielo, para
mantener una temperatura baja.

Para extraer el lisado sin las perlas de vidrio, se perforo el fondo del tubo con una aguja
y se centrifugd por 30 segundos sobre tubos Eppendorf de 2,0 mL. Para maximizar la
recuperacion de proteina, se lavaron las perlas con PBS (50 mM) y se junté esta fraccion
con el lisado celular. El producto fue conservado a -20 °C hasta su uso en ensayos

enzimaticos, purificacion o electroforesis.
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Tabla 11: Preparacion de buffer de lisis para E. coli.

Tris (pH 8) 20 mM
Imidazol 30 mM

NaCl 500 mM
[-mercaptoetanol 2 mM
Inhibidores de proteasas (Sigma) 1 tableta cada 100 mL

4.4.3. Purificacion

La purificacion se llevd a cabo por cromatografia de afinidad, con una columna de
resina quelante de perlas de sefarosa, capaces de coordinar niquel. Esto se realizg, por un
lado, en un equipo de Fast Protein Liquid Chromatography (FPLC), regenerando y
empacando la columna de forma manual y, por el otro, mediante una bomba peristaltica
con coleccion de fracciones manual, con una columna previamente empacada His-Trap
High Performance (Sigma Aldrich) y deteccion mediante lector de placas de 96 pocillos
(Tecan, Suiza).

Para el caso de la regeneracién manual de la columna, se lavd con 2 volimenes
equivalentes al de la columna de una solucioén de 200 mM de EDTA y 500 mM de NaCl.
Luego, se removid el EDTA con 2 volimenes de una solucion de 500 mM de NacCl
seguido por 2 volumenes de agua destilada. Posteriormente, para regenerar la columna, se
agreg6 un volumen de solucién de niquel a 200 mM vy se lavé con 2 volimenes de agua
destilada. Finalmente, se pasaron 200 mL de buffer fosfato 20mM con 300 mM de NaCl
y 5mM de imidazol (BF5).
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Para la elucién, se preparé buffer fosfato 20 mM, 300 mM de NaCl pH 7.4 con distintas
concentraciones de imidazol: 50, 100 y 200 mM (BF50, BF100 y BF200) en el caso del
FPLC y 40 y 250 mM (BF40 y BF250) en el otro caso. El lisado celular previamente
colectado se equilibro toda la noche en 5 veces su volumen de BF5, con agitacion
magnética a 4 °C. Luego, se procedié a concentrar la muestra hasta alcanzar 5 mL. Esto
se realizd en una celda EMD Amicon™ Bioseparations Stirred Cells (Thermo Fischer
Scientific) con un filtro de corte de peso molecular (MWCOQO) de 3 kDa, a temperatura de
8 °C y presién de 50 psi, aplicada a traves de una corriente de nitrégeno gaseoso.

Una vez concentrada la muestra, se inyecto dentro de la columna y se procedio a
purificar. Los datos recolectados por el equipo fueron transferidos a un computador y
graficados en tiempo real. Las variables medidas fueron unidades de absorbancia (AU) a
280 nm de longitud de onda, temperatura, conductividad y presion. Las mediciones fueron
realizadas respecto al tiempo transcurrido y al volumen, cada 200 L. Las eluciones fueron
seriadas, en concentraciones crecientes de imidazol, para cada set de buffer. Los cambios
de buffer fueron realizados luego de que la absorbancia alcanzase el estado estacionario.
Las fracciones eluidas a distinta concentracion de imidazol fueron colectadas por separado.
Luego, éstas se concentraron en filtros Amicon de ultracentrifugacion de MWCO 10 kDa

(Thermo Fischer Scientific) y conservadas a -20 °C.

44.4. PAGE

Para verificar la produccion de proteinas de tamafio conocido, se llevd a cabo
electroforesis en geles de poliacrilamida (PAA) denaturantes (SDS-PAGE) y no
denaturantes (Native PAGE). En ambos casos se utilizd una concentracion de 10% de
acrilamida en la parte separadora para obtener una mejor resolucion en el rango entre 20
y 300 kDa. La preparacién de los geles fue hecha como se describe en la Tabla 12 y la
Tabla 13 para el gel denaturante y gel nativo, respectivamente. A cada muestra se le agrego
el buffer de carga correspondiente (Tabla 14 y Tabla 15) y se llevé a ebullicion durante 5
minutos en el caso del SDS-PAGE.
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La electroforesis se realiz6 a 110 V por el gel concentrador y a 150 V por el separador
hasta que el frente de corrida llegara al borde del gel. Luego, se retir6 el gel de las placas
de vidrio y se desechd la fraccion concentradora. La parte separadora del gel, donde
permanecen las proteinas, se tifid con azul de Coomasie por una noche y se destifié con

una solucién de 10% é&cido acético y 40% metanol, hasta que la base del gel estuviera

transparente.

Tabla 12: Preparacion de geles de poliacrilamida para electroforesis denaturante (SDS-PAGE).

Concentrador Separador (10%o)
H>O 2,975 mL 3,8 mL
Tris-HCI (0,5M, pH 6,8) 1,25 mL (1,5M, pH 8,8) 2,6 mL
SDS (10% p/v) 50 pL 100 pL
PAA 670 pL 3,4 mL
Persulfato de Amonio (APS) 50 uL 100 pL
TEMED 5uL 10 uL

Tabla 13: Preparacion de geles de poliacrilamida para electroforesis nativa (Native PAGE).

Concentrador Separador (10%0)
Tris-HCI (375 mM, pH 8,8) 4,275 mL 6,49 mL
PAA 670 uL 3,4 mL
Persulfato de Amonio (APS) 50 uL 100 pL
TEMED 5uL 10 L




Tabla 14: Buffer de carga (6X) para SDS-PAGE.
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Azul de Bromofenol 0,05% plv
p-mercaptoetanol 10 mM
Glicerol 10% viv
Tris pH 6,8 200 mM
SDS 10% p/v
Tabla 15: Buffer de carga (2X) para Native PAGE.
Azul de Bromofenol 1% p/v
Glicerol 25 % viv
Tris pH 6,8 62,5 mM

4.5. Ensayos enzimaticos y screening

Para llevar a cabo los ensayos enzimaticos con la mayor cantidad de enzima posible en

los casos de la proteina nativa y las mutantes, se concentro el lisado celular preparado en

la seccién 4.4.2. Para obtener una comparacion significativa, se pesaron e igualaron los

pellet celulares obtenidos en los cultivos inducidos. Luego de la ruptura, se concentro el

sobrenadante del lisado utilizando filtros para centrifuga de corte de 10 kDa MWCO
(Amicon ® Ultra-15 Centrifugal Filter Unit y Amicon ® Ultra-0.5 mL Centrifugal Filter

Unit, Sigma Aldrich), hasta obtener un volumen menor a 1 mL en todos los casos.

Finalmente, a través de estos mismos filtros, se dializaron los concentrados con PBS (50

mM, pH 7,4) para extraer el buffer de lisis.
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4.5.1. Ensayo enzimatico

La actividad de la enzima original MppJ y de cada una de las mutantes fue evaluada
utilizando, por un lado, el sustrato nativo, fenilpiruvato (PPY), para estudiar el efecto de
las mutaciones en la funcion original; y, por el otro, (R)-a-ionona, con el fin de comprobar

la capacidad de sintesis de ironas.

i. Sustrato Nativo: PPY

Con el fin de evaluar la enzima original, se ensayo la actividad con PPY, con el fin de
detectar ya sea consumo y/o formacion de B-metil-fenilpiruvato (mePPY), el producto
deseado. De la misma manera, se estudiaron los cambios putativos en la actividad de las
mutantes. Las muestras fueron preparadas en 180 uL de PBS (50 mM, pH 7,4) con 20 pL
del lisado celular correspondiente, 1,5 mM de SAM y 3 mM de PPY. Luego, se incubaron,
dejando reaccionar a 25 °C por 4,5 horas y se conservaron en frio, hasta ser analizados,
con el fin de detener la actividad de la enzima.

De cada muestra se almaceno la mitad del volumen a -20 °C, sin pasar por el periodo
de incubacidn a 25 °C, con el fin de que actuara como control de actividad enzimatica. De
esta forma, se espera observar la diferencia entre la concentracion de sustratos y productos
antes y después del ensayo enzimatico. Estas muestras fueron llamadas t = Oh para las
almacenadas inmediatamente y t = 4.5h para las que se sometieron al ensayo enzimatico.

Por otro lado, como control positivo de las mutantes, se realizd el mismo ensayo
enzimatico con la enzima original MppJ, esperando medir una mayor actividad. Ademas,
se realiz6 ensayos con el lisado celular de una bacteria transformada con el vector pET28a
sin el gen MppJ (llamado vector vacio o VV), que representa un control negativo de la
actividad de la enzima. Por ultimo, como control negativo de los cultivos, se preparé una
muestra reemplazando el lisado celular por agua (C-), con lo que se espera medir las
concentraciones originales de sustrato y cofactor, sin que sean metabolizados por la

fraccién enzimética de la bacteria.
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Tabla 16: Nomenclatura de muestras de ensayo enzimatico. Se detalla la diferencia en las condiciones

experimentales de cada una.

muestra

MutXeon™ | MutXesn™ | MppJ vV (C-)
Tiempo 0 horas 4 horas 4 horas 4 horas 4 horas
incubacion a 25°C
Mutacion Si (X) Si (X) No - -
MppJ en vector Si, mutado | Si, mutado | Si, original | No -
Lisado celular en | Si Si Si Si No

*MutX: mutante (ver seccion 5.3.4).

Con el fin de optimizar las condiciones experimentales, se evalu6 el comportamiento del

sistema al variar ciertos parametros en ensayos realizados con la enzima original. En

primer lugar, se aumenté la concentracion de SAM de 1,5 mM a 3,0 mM, para
determinar si se comporta como un sustrato limitante en la reaccion. También, se realizd
un ensayo sin PPY, para comprobar si existe formacion de este metabolito en el lisado y,
si es asi, si este puede ser transformado en mePPY. Finalmente, se intent6 determinar la

temperatura adecuada de almacenamiento de las muestras, conservandolas a -20 °C o
4 °C y observando la variacion de sustrato y producto. En la



Tabla 17 se detallan las condiciones experimentales de cada muestra.
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Tabla 17: Preparacion ensayo enzimatico para probar las condiciones experimentales.

PPY SAM Sobrenadante Temp. Temp.

(mM) (mM) Ensayo (°C) | Almacen. (°C)
VV 4 3,0 15 VvV 4 4
VV_25 3,0 15 \AY 25 4
MppJ_4 3,0 15 MppJ 4 4
MppJ_25 3,0 15 MppJ 25 4
MppJ_-20/-20 3,0 15 MppJ 4 -20
MppJ_25/-20 3,0 15 MppJ 25 -20
MppJ PPY-/4 0 1,5 MppJ 4 4
MppJ PPY-/25 0 15 MppJ 25 4
MppJ_SAM+/4 3,0 3,0 MppJ 4 4
MppJ SAM+/25 3,0 3,0 MppJ 25 4

ii. lononas

En segundo lugar, para la deteccion de iononas e ironas por GC-MS, se realizaron

ensayos enzimaticos con 10 uL de lisado concentrado, en 90 uL de PBS (50 mM, pH 7,4)
con 1,5 mM de SAM y 52 mM (100 ppm) de a-ionona (Sigma Aldrich). Estos se

incubaron a 25 °C por 4,5 horas y se extrajeron inmediatamente, para detener la reaccion.

Se utilizo el sobrenadante del lisado de cada mutante y de la enzima original. Por altimo,

como control, se utilizo lisado celular sin enzima (VV) y reacciones sin lisado celular (-).

En este caso no se midié la concentracién me metabolitos previa al ensayo enzimatico,

por una limitacion en la cantidad de muestras a medir.

4.5.2. Extraccion de productoy preparacion de muestras

La deteccion por cromatografia liquida se llevo a cabo a una dilucion de 1:100 en agua

destilada, para evitar la interferencia del buffer utilizado con la columna. Esto se realizé

después del ensayo enzimético. Todas las muestras fueron almacenadas en viales de vidrio

a 4 °C para su posterior analisis.
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La extraccion de las muestras para su deteccion por GC-MS se llevé a cabo a partir del
ensayo enzimatico. Primero se diluyé 1:10 en agua destilada, para evitar saturar la
columna con concentraciones sobre los 10 ppm. Después, se extrajo con acetato de etilo
en proporcion 1:1 y se saturdé con NaCl para obtener una mejor separacion de fases y
traspaso de volétiles a la fase orgénica.

Luego se prepararon todas las muestras y estandares en viales de vidrio de 20 mL, los
que fueron posteriormente sellados para mantener los compuestos volatiles en el espacio
de cabeza. Para esto, se agregaron 5 mL de agua saturada en NaCl (23% p/v) en el vial.
Luego, se anadi6 10 pL de una solucién de B-damascenona deuterada disuelta en acetato
de etilo, para utilizar como estandar interno. Finalmente, se agregaron 10 pL de la muestra

correspondiente y se sellé el vial inmediatamente.

4.5.3. Deteccion por HPLC-MS

Para cada grupo de ensayos enzimaticos se realizd una curva estandar de PPY en buffer
PBS a las concentraciones de 0,1, 1,0, 3,0, 5,0 y 10,0 mM. Estas también fueron diluidas
en larazdn 1:100 para que los valores se correspondiesen con los del ensayo enzimatico.
Cada muestra fue realizada en triplicado para disminuir el error de medicion por inyeccion
y para que los resultados obtenidos contaran con la desviacidn estandar necesaria en todo
ensayo analitico. Se utilizo la curva estandar para la deteccion y cuantificacion de PPY en
las muestras y se detectd metPPY segun su peso molecular con el espectrometro de masas,
ya que no se dispone del estandar del compuesto.

De cada muestra se inyecté un volumen de 10 uL en un equipo UHPLC Dionex
Ultimate 3.000 con detector MS plus de Thermo Fischer Scientific (Bremen, Alemania),
con una columna Acquity UPLC BEH Cgs. Las fases moviles que se utilizaron fueron una
mezcla isocratica de acido formico al 0.1% en agua y metanol, en proporcién 5:95, a un
flujo de 0.15 mL/min. Los parametros para la deteccion de PPY y metPPY son: m/z de

163,0386 y 177,0552 y un tiempo de retencién de 1,86 y 2,03 minutos, respectivamente.
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4.5.4. ldentificacion y cuantificacion por GC-MS.

Para la identificacion y cuantificacién de ironas y iononas, se construyeron curvas
estandar de concentracion a 0,5, 1, 12, 25, 50 y 100 ppm. Estas se prepararon e inyectaron
por duplicado para calibrar la cuantificacion, mientras que las muestras de ensayo
enzimatico solo se inyectaron una vez.

En cuanto a la inyeccion manual al GC-MS, cada muestra se calent6 previamente a
60 °C por 5 minutos. Luego, se colectaron los volatiles del espacio de cabeza utilizando
un filamento adsorbente que se encuentra dentro de la aguja de la jeringa de inyeccion.
Después, se inyecto la muestra en el equipo y se dio inicio al programa de la cromatografia.
Este método se basd en un aumento progresivo de temperatura hasta los 250 °C y luego,
esta se mantuvo constante hasta el término de la lectura. Se tomaron datos desde los 10
hasta los 27 minutos, ya que las especies a medir se pueden detectar entre los 18 y los 24
minutos de cada corrida cromatografica.

Las muestras se corrieron en modo SCAN y SIM (Specific lon Monitoring). En modo
SCAN se detectan todas las especies ionicas para poder descubrir productos no esperados
de la reaccion y cuantificar concentraciones mayores. En modo SIM se seleccionan iones
especificos para la deteccion de trazas de ironas, utilizando los iones principales de su
espectro de masa. Este método permite detectar concentraciones muy bajas de compuestos,

ya que tiene una mayor sensibilidad que el modo SCAN.

4.5.5. Construccion de curvas de calibrado y analisis de datos

Se realizaron curvas de calibrado para la cuantificacién de PPY, iononas e ironas. Para
esto, se prepararon soluciones de concentracion conocida con el estandar de cada
metabolito. Las concentraciones seleccionadas fueron entre 0,1 y 10 mM de PPY vy entre
0,5y 100 ppm de iononas e ironas. Para la construccion de las curvas se ajusto el area de

medicion del equipo y el valor de la concentracion. Este ajuste resultd ser siempre lineal
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en el caso de iononas y PPY. Sin embargo, en el caso de ironas, un ajuste cuadratico fue
necesario para disminuir el error cuadratico (R?).

Para obtener los valores de las areas medidas se utilizé la ecuacion generada por el
ajuste. En el caso de metPPY, del cual no se poseia estandar, se analizaron los datos
utilizando el area del peak encontrado en el tiempo de retencién y m/z correspondiente.
Dado que no se conoce la relacion entre el area del cromatograma y la concentracion del
metabolito, se estandarizaron los datos, dando un valor igual a 1 a la mayor area del

experimento, con el fin de facilitar su analisis.



CAPITULO 5.

RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. Seleccion de la enzima
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Se realiz6 una caracterizacion previa de cada una de las enzimas candidatas, basada en

su estructura y mecanismo catalitico. En la Tabla 18 se muestra cada enzima con su

sustrato original, cofactores y, en caso de estar disponible, su secuencia, el organismo

desde donde fue aislada, el gen, el codigo PDB y el mecanismo catalitico. Ademas, se

presenta el resultado del candidato con mayor e-Value de BLAST, para un posible modelo

por homologia, en el caso de no estar cristalizada.

Tabla 18 : Caracteristicas de las 4 enzimas candidatas para la produccién de ironas.

Enzima 3-HAA-Cs-MT L-TYR-Cs-MT GPP-C2-MT PPY-Cs-MT
Sustrato 3-hidroxi L-tirosina Geranil difosfato Fenilpiruvato
antranilato (L-TYR) (GPP) (PPY)
(3-HAA)
Cofactor SAM SAM SAM, Mg?* SAM
Secuencia No Si Si Si
Disponible
Organismo Streptomyces Streptomyces Streptomyces Streptomyces
antibioticus lavendulae lasaliensis/ hygroscopicus
coelicolor
Gen - sfmM2 gdpmt/ mppJ
sco7701
Cadigo PDB - - 3VC(1/2) 4KI(B/C/FIG)
4F8(4/5/6) AMB(X/Y)
AMT7(1/2/3/4)
Mejor Match - 4QVG N/A N/A
BLAST PDB 93% / 44%
(Cover/ldent)
Mecanismo desconocido desconocido Propuesto y Propuesto y

Catalitico

avalado

avalado
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Se descartaron las enzimas 3-HAA-C4-MT y L-TYR-C3-MT (secciones 7.6.3y 7.6.4
del Anexo) por no contar con su estructura tridimensional ni su mecanismo catalitico, ya
que esta informacion permite el andlisis y el disefio de mutantes que puedan aceptar ionona
como sustrato. Por otra parte, las GPP-C>-MT a pesar de contar con ambos elementos,
tienen un mecanismo catalitico activado especificamente por GPP (véase seccion 7.6.5
del Anexo). Esto genera un cambio conformacional en la enzima que permite la entrada
de SAM. Por lo tanto, si este cambio no ocurre, no existe la posibilidad de que el donor
actle con otro sustrato. La probabilidad de que otro sustrato como la ionona active el sitio
catalitico es baja y la modificacion de este mecanismo es compleja.

Por altimo, en cuanto a PPY-C3-MT, se conoce su estructura, el mecanismo catalitico
y los residuos involucrados. Ademas, ya se han realizado exitosamente mutaciones en una
PPY-C3-MT de S. hygroscopicus (MppJ®"), para modificar su actividad (Zou, Y. C. Liu,
et al. 2014). De esta manera, se seleccioné MppJS" para su modificacion racional con el

objetivo de evaluar su capacidad potencial de aceptar a-ionona como sustrato.

5.2. Fenilpiruvato-C(3)-metiltransferasa

La enzima fenilpiruvato-C(3)-metiltransferasa (PPY-C3-MT) es una C-MT
dependiente de SAM que cataliza la formacion de B-metil-fenilpiruvato (BMePPY) a partir
de fenilpiruvato (PPY) (ver Figura 18b). pMePPY es luego transformado en (2S,3S)-B-
metil-fenilalanina (BMePhe), un aminoacido no proteogénico que es uno de los bloques
necesarios para la sintesis de la manopeptimicina (ver Figura 18a), un antibiotico
lipoglicopeptidico, utilizado contra patégenos multirresistentes (Magarvey et al. 2006).
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Figura 18: (a) Estructura de la manopeptimicina, con el motivo de fMePhe destacado. (b) Esquema de
la reaccion de metilacion de PPY a PMePPY por MpplJ y ambas transaminaciones por TyrB. (Zou, Y. C.
Liu, et al. 2014).

El gen mppJ, que codifica para esta enzima, se ha identificado en al menos 6
microorganismos - S. hygroscopicus, S. platensis, S. acidiscabies, Xenorhabdus sp.
KK7.4, S. sp. AVP053U2, Gordonia rubripertincta - de los cuales solo la PPY-C3-MT de
S. hygroscopicus (MppJ" ha sido cristalizada hasta el momento (Zou, Y. C. Liu, et al.
2014). En la Figura 19 se ilustra el alineamiento de estas secuencias, marcando en rojo las
identidades totales y en amarillo las coincidencias positivas. Como se puede apreciar,
existen regiones ampliamente conservadas. La masa de esta proteina ronda los 36.000 Da
en la mayoria de los casos, a excepcion de MppJ®' que tiene una masa de 40.181 Day de
MppJAVP de 28.665 Da. Esta Gltima carece de los residuos en el extremo N-terminal, que

en MppJS" se asocian con el dominio de dimerizacion.
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Figura 19: Alineamiento de la secuencia aminoacidica de mppJ de 5 organismos distintos S.

hygroscopicus, S. platensis, S. acidiscabies, Xenorhabdus sp. KK7.4, S. sp. AVP053U2.

Sobre el

alineamiento se ilustra la estructura secundaria de MppJS". Elaboracion propia a través de ESPript 3.0.

MppJS" es un homodimero con la estructura tipica de las C-MT tipo | (Figura 20). EI

largo de su secuencia es de 337 residuos y posee una masa de 37.186 Da. Esta enzima

cuenta con un dominio de dimerizacién en el extremo N-terminal y otro con funcion
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metiltransferasa en el extremo C-terminal (Zou, Y. C. Liu, et al. 2014). Cada subunidad
de la enzima se encuentra coordinada por un ion de hierro en el sitio activo y seis iones
calcio. Ademas, el dimero se estabiliza con un ion adicional de calcio y otro de iodo. Se
considera que existe una regulacion positiva con el sustrato, ya que se observé una
molécula de PPY covalentemente unida a Cis319 en la resolucién del cristal; y una
disminucion a 61% de la actividad original en la mutante C319A (Zou, Y. C. Liu, et al.
2014). Por otro lado, se ha demostrado que MppJ es una enzima estereoespecifica,
sintetizando solo (3R)-BMePPY.

Figura 20: Estructura de MppJ de S. hygroscopicus. Cada subunidad se muestra de distinto color y esta
asociada a SAM. Los iones estan representados por esferas: hierro de color naranja, iodo de color magenta

y calcio de color verde. Elaboracion propia a través de PyMOL.

Su mecanismo catalitico se basa en una sustitucion nucleofilica bimolecular o Sn2, en

la cual se rompe y se forma un enlace simultdneamente. Para que esto suceda, el atomo de
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carbono que recibira el metilo en PPY — Cg - se encuentra situado en linea justo entre el
grupo metilo de SAM (3,3 A) y el grupo amino del ciclo de Trp99 (3,6 A). Este residuo
actia como base, desprotonando el atomo de carbono Cg para iniciar la reaccion. Luego,
el Cp ataca al carbono del grupo metilo de SAM para formar el nuevo enlace y finalizar la
reaccion (Figura 21a). Este mecanismo fue avalado mediante el analisis de las estructuras
cristalizadas con PPY y BfMePPY.
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Figura 21: (a) Esquema del mecanismo de reaccion de MppJS". (b) Esquema del mecanismo catalitico
de la mutante R127L/D244A/V300E de MppJ®" (Zou, Y. C. Liu, et al. 2014).
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Por Gltimo, en este mismo trabajo donde se resolvi6 su estructura tridimensional, se
realiz6 un cambio de actividad enzimatica mediante mutaciones sitio-dirigidas. Estas
mutaciones permitieron hidroxilar Cg y luego metilar en este atomo de oxigeno,
convirtiendo a la enzima en una hidratasa/O-MT (Zou et al. 2014). En la Figura 21b se
ilustra el mecanismo catalitico de la mutante R127L/D244A/V300E, en presencia de SAM,
con ambas actividades y en presencia de SAH, con actividad hidratasa Gnicamente.

5.2.1. Bolsillo catalitico y seleccion de residuos significativos

El bolsillo catalitico de MppJS" cuenta con un ion de hierro que coordina el sustrato el
cual, a su vez, esta coordinado por His243, Asp244 y His295 (residuos naranjo claro en
Figura 22). Los residuos que interactian con SAM son Asp164, Gly166, Gly168, Argl72,
Alal91 y Phe239 (residuos rojos en Figura 22). Por otro lado, Arg127 coordina los grupos

keto de PPY y Cis136 interacciona con su anillo bencénico.
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Figura 22: Residuos en el bolsillo catalitico de MppJS". En rojo se destacan aquellos que coordinan SAM,
en amarillo los que participan en la catalisis y en naranjo los que coordinan a Fe. Elaboracion propia a través
de PyMOL.

Otros residuos importantes en la reaccion son Ser104, que extrae el proton de Trp99
para que este Ultimo actie como base e inicie la catélisis (residuos amarillos en Figura 22).
PPY se encuentra ubicado en el interior del bolsillo catalitico, entre SAM, Trp99y Fe. La
distancia de Cg de PPY al grupo metilo de SAM (Csawm) es de 3,3 A, al grupo amino de
W99 (Nwso), de 3,6 Ay a Fe, de 4,1 A (Figura 23).
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Figura 23: Bolsillo catalitico de MppJ. Se muestra la distancia al carbono a metilar, con respecto al
metilo en SAM (3,3 A), el a&tomo de hierro (4,1 A) y el &tomo de nitrogeno del W99 de MppJ (3,6 A).
Elaboracion propia a través de PyMOL.

Se identificaron 43 residuos dentro de una esfera de 8 A de distancia desde PPY. De
ellos, 7 tenian una orientacion opuesta a la direccion de PPY. Los 36 residuos restantes se
consideraron como parte del bolsillo catalitico (residuos en azul en Figura 24). En la
Figura 22 se aprecia el interior de la cavidad y los 36 residuos que forman parte de su
superficie o que interactian con los compuestos involucrados en la reaccion.

Para determinar las posiciones en las que se considerardn mutaciones, no se
consideraron los residuos que participan en la coordinacion de Fe, SAM y los que inician
la catélisis. Esta decision se tomd debido a que los cambios en estos aminoécidos podrian
anular la actividad de la enzima. Las 23 posiciones restantes (en blanco en la Figura 22)
pueden ser modificadas, sin tener un claro efecto negativo en la capacidad de metilar de

la enzima o en la coordinacion de SAM y Fe, aunque posiblemente afectando la unién o
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actividad de la enzima con PPY. En la Figura 24 se destacan en azul los 23 residuos que
no poseen contacto con SAM (triangulo rojo), Fe (circulo naranja), ni son cataliticos

(cuadrado café).
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Figura 24: Esquema de la secuencia y estructura secundaria de MppJ. Los residuos en azul corresponden
a los orientados hacia el bolsillo catalitico. De ellos, los que estan asociados a la union de SAM se sefialan
con un triangulo rojo, a Fe con un circulo naranjo, a PPY con una estrella verde y los que participan en la

catalisis con un cuadrado café. Elaboracién propia a través de ESPript 3.0.

Tomando en cuenta estas 23 posiciones, si se aceptan hasta 3 mutaciones a la vez,
existen 10.626 combinaciones de tripletes a mutar. Ademas, si en cada una de ellas se
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puede cambiar por otros 19 aminoécidos, sin considerar la prolina por ser propensa a
cambiar la estructura secundaria, hay 6.858 combinaciones de 3 aminoacidos, excluyendo
la combinacion original. Como resultado de ambas combinatorias, se generan 72.873.108
posibles mutantes a analizar. Este alto nimero motivd el desarrollo del script de creacion
de mutantes, docking y medicion de distancias automatico, que fue descrito en la seccién
4.2.3.

5.3. Docking

5.3.1. S-adenosil-metionina

El acoplamiento de MppJ con su cofactor, SAM, resultd en la ubicacion del ligando en
la posicién esperada. La Figura 25 ilustra la diferencia entre la ubicacién de la molécula
de SAM original, obtenida desde el cristal 4KIC y aquella encontrada por Autodock Vina.
Se observaron pequerias variaciones en las torsiones de los enlaces flexibles. El grupo
adenosil de la molécula de SAM posicionada a través del docking fue el que presento la
menor variacion, con respecto a su posicion en el cristal. Mientras que, el extremo
correspondiente a la metionina presenta modificaciones en los angulos de algunos enlaces.
La afinidad resulto ser de -8,5 kcal/mol para el mejor resultado, que también es el mas

cercano a SAM en el cristal.
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Figura 25: Comparacion de la posicion de SAM en el cristal (color rosado) y segun el docking realizado

(color negro y blanco). Elaboracion propia a través de PyMOL.

5.3.2. PPY

En segundo lugar, se probo el docking con MppJ y SAM como receptor, utilizando
PPY como ligando. En este caso, el sustrato también se situ6 en la posicion correcta,
tomando como referencia el cristal. La diferencia entre cada atomo del esqueleto de cada
PPY no super6 1 A. La energia de afinidad AG = -7,2 kcal/mol, un poco menor a SAM,
lo que era de esperar segun el trabajo de Zou et al. (2014). Se determiné una diferencia de
0,9 A en la distancia a SAM y de 0,4 A en la distancia a W99 (Figura 26). Esta diferencia
resulta, en cierta medida, de la capacidad de torsion de los enlaces de PPY en el docking;
PPY se encuentra de forma plana en el cristal. Este rango serd tomado como referencia

mas adelante en el analisis de las mutantes.
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Figura 26: Comparacidn de la posicion de PPY en el cristal (amarillo) y segtn el docking (negro), con
la distancia respectiva al grupo metilo de SAM y al amino de W99. Elaboracién propia a través de
PyMOL.

5.3.3. (R)-a-ionona

Se realiz6 docking con (R)-a-ionona como ligando y MppJ con SAM como receptor.
Inicialmente, se utilizaron las mismas condiciones que en el caso de PPY, es decir, una
grilla de 18x18x18, para entregarle libertad al sustrato. De esta manera, (R)-a-ionona se
situa hacia afuera del bolsillo catalitico, con el carbonilo orientado hacia el &tomo de Fe y
el anillo hacia afuera de la enzima (abajo en Figura 27). La afinidad en este caso es de -
5,6 kcal/mol, por lo que (R)-a-ionona podria situarse espontaneamente en el canal de
entrada hacia el sitio activo. Sin embargo, no es capaz de entrar y C, queda a 8,6 A del
metilo y W99.

En consecuencia, se disminuyeron las dimensiones de la grilla a 14x10x10 para que el
sustrato pudiese ubicarse mas cercano al metilo. Sin embargo, el resultado de energia fue
positivo de 5,2 kcal/mol, confirmando que (R)-a-ionona no es capaz de situarse dentro de



7

la cavidad de forma natural. Ademas, la orientacion de (R)-a-ionona es incompatible con
el objetivo de este trabajo, ya que C,, queda a 5,9 A del metilo y a 8,0 A de W99, dejando
los atomos de la cadena alifatica dentro del rango permitido para la metilacién. Como se
ilustra en la Figura 27, los carbonos cercanos al carboxilo de la ionona se encuentran
alineados entre el metilo de SAM vy el residuo W99, por lo que, son mas susceptibles para
posteriormente ser metilados. Por lo tanto, se intentd evitar esta orientacion del sustrato,

con el fin de evitar la sintesis de producto no deseado, como lo seria una 9-metil-a-ionona.

Figura 27: Resultado docking con ionona como ligando en MppJ original. Abajo se ve la ubicacidn de
(R)-a-ionona con una grilla de 18x18x18 y arriba con una menor de 14x10x10, obligando al sustrato a

ubicarse dentro del bolsillo. Elaboracion propia a través de PyMOL.

Con el fin de identificar la razén de esta alta energia, se superpuso la orientacion
deseada de (R)-a-ionona dentro de la cavidad y se graficd su superficie. Los resultados
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obtenidos indican que el bolsillo es muy pequefio para el tamafio del sustrato (Figura 28b).
La correccion de impedimentos estéricos podria permitir la entrada de (R)-a-ionona a la
cavidad catalitica. Para evaluar el efecto de estos cambios en la ubicacion del sustrato y
su afinidad, se realiz6 un set de mutaciones en serie, evaluando el resultado y eligiendo

los mejores casos en cada etapa.

Figura 28: Bolsillo catalitico (gris) de MppJ original, en blanco se muestra la estructura secundaria. Se
destaca W99 a la derecha, SAM a la izquierda, Fe (esfera naranja) y (R)-a-ionona en verde. (a) Orientacion
deseada de (R)-a-ionona, con el bolsillo original, su cadena queda fuera de la cavidad. Se muestran los
residuos mas cercanos al sustrato. (b) Orientacion en la que (R)-a-ionona puede entrar al bolsillo original,
dejando a Cg ubicado entre el metilo de SAM y W99. Elaboracién propia a través de PyMOL.
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5.3.4. Docking masivo y seleccion de mutantes

En total, se analizaron alrededor de 60.000 resultados de afinidad y distancia, del
docking de (R)-a-ionona en 11.000 mutantes de MppJ. Las mutaciones fueron realizadas
secuencialmente, tomando los mejores resultados en cada ronda para llevar a cabo una
nueva serie de mutaciones. Solo se realizaron mutaciones en las 23 posiciones relevantes

determinadas en la seccion 5.2.1.

Tabla 19: Mutaciones con distancias de C; entre 2.8 y 4.8 A del metilo SAM y W99.

Afinidad Negativa Positiva

Posicion | Dentro del bolsillo | Fuera del bolsillo N/A
R127 - W,R,K,Q Y
1132 - G RW,Y
M240 A.G - .
F287 E - -
F291 G,AS,C - -

En la primera serie de mutaciones, se utilizé la MppJ original como enzima base. Se
mutd de a una posicién a la vez, por cada aminoacido, excluyendo prolina ya que ésta
puede alterar la estructura secundaria. Asi, se generaron 414 mutantes y, de cada una, se
analizaron las primeras 5 orientaciones del ligando, con mejor afinidad. De esta manera,
se encontraron 16 mutantes que cumplian con tener distancias entre 2,8 y 4,8 A al metilo
de SAM o0 a W99 (Tabla 19).

Cabe destacar que estas 16 mutaciones ocurren en solo 5 posiciones diferentes, lo que
da cuenta de su relevancia para la posicion de (R)-a-ionona. Luego, de estas enzimas, solo
13 tenian una afinidad negativa y 7 permitian la entrada de (R)-a-ionona al bolsillo

catalitico (Tabla 19). El cambio del volumen y la forma bolsillo catalitico de estas Ultimas
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7 mutantes se muestra en la Figura 29. Como se puede apreciar, solo las mutaciones sobre
la posicion 240 logran un cambio en la cavidad que permite la entrada (R)-a-ionona. Esto
se puede explicar ya que, la metionina nativa interfiere con la cadena alifatica de (R)-a-
ionona, impidiendo que este se rote en la orientacion correcta.

En la segunda serie, se utilizaron las mutantes M240A, M240G, F287E, F291G, F291A,
F291S y F291C como templado para mutagénesis. Nuevamente, se cambi6 una posicién
a la vez, de las 23 relevantes, excluyendo la posicion ya mutada. Al correr el script se
generaron 2.772 mutantes nuevas y 13.860 orientaciones de (R)-a-ionona a analizar. Con
cada uno de los templados se encontré al menos una nueva mutante que cumplia con
ambos criterios de distancia.

A pesar de lograr ubicar a C en el rango correcto de distancias, hay casos donde otro
carbono de (R)-a-ionona se encuentra mejor posicionado para ser metilado Figura 28b.
Dado esto, como criterio de seleccion se eliminaron las enzimas donde esto ocurria, con
el objetivo de disminuir la probabilidad de obtener productos no deseados. Ademas, se
descartaron los candidatos que superaban AG = -6,0 kcal/mol en afinidad, ya que se busca
Ilegar lo mas cercano posible a AG = -7,2 kcal/mol del sustrato original, PPY.

De acuerdo con estos requisitos, se encontraron 8 mutantes con base M240G, 6 con
M240A, 2 con F287E y ninguno con mutacién base en la posicion 291. Cabe destacar que
ambos candidatos de F287E, F287E/M240A y F287E/M240G, son redundantes, ya que
también se encuentran dentro de las mutantes seleccionadas de M240A y M240G. De
estas 14 enzimas, se descartdé M240G/F287N y M240G/F287Q, dado que promueven
orientaciones de (R)-a-ionona que favorecen otras metilaciones por sobre la correcta,
principalmente sobre uno de los metilos de C1 en el ciclo y C7 y Cg de la cadena.

Por dltimo, se selecciond M240G/F287C, M240G/F287D, M240G/F287E vy
M240G/F287L (Figura 30 a, b, ¢ y d, respectivamente) para realizar un nuevo set de
mutagénesis, dado que resultaron ser las con una afinidad méas similar a la del sustrato
original (de AG = -7,2 kcal/mol a AG = -6,8 kcal/mol) y tienen baja probabilidad de
generar productos indeseados. En la Figura 30 se ilustran estas mutaciones y la variacion

en la forma del bolsillo catalitico.
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Figura 29: Bolsillo catalitico de las mutantes simples de MppJ. En celeste se ilustra el residuo mutado.
Se puede apreciar el cambio de la forma y tamafio de la cavidad. (a) M240A, (b) M240G, (c) F287E, (d)
F291A, (e) F291C, (d), F291G, e) F291S.




82

Figura 30: Bolsillo catalitico de las mutantes dobles seleccionadas. Se destaca en celeste los residuos
mutados. (a) M240G/F287C, (b) M240G/F287D, (c) M240G/F287E, (d) M240G/F287L. Elaboracion
propia a través de PyMOL.

Todas las mutantes seleccionadas presentan una buena afinidad (entre AG = -4,0 y AG
= -6,0 kcal/mol) cuando (R)-a-ionona se ubica en la entrada del canal que va hacia el sitio

activo de la enzima (Figura 28c). Esto es una caracteristica positiva, ya que le entrega una
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mayor posibilidad al sustrato de entrar al bolsillo y reaccionar. Sin embargo, se considera
que esta afinidad no supere la del sustrato dentro de la cavidad, ya que dificultaria su

posterior movimiento hacia la zona de reaccion.

Tabla 20: Tabla de mutaciones dobles que cumplen con el criterio de afinidad y distancia. Sobre cada
columna se ve el templado con la primera mutacién y luego una lista con cada segunda mutacién que cumple
los criterios. En rojo se destacan las mutaciones redundantes.

Templado M240G M240A F287E

C136G (-6.5) C136G (-6.3) M240G (-6.5)
C136A (-6.6) C136A (-6.5) M240A (-6.3)
F287L (-7.2) C136E (-6.7)

Segunda F287E (-6.8) C139G (-6.6)

Mutacién F287D (-7.2) F287E (-6.5)
F287N (-7.0) F287N (-6.7)
F287Q (-6.8)
F287C (-7.1)

En la ultima serie de mutaciones, se buscaron cambios que aumentaran la diferencia
entre la afinidad de la orientacion deseada de (R)-a-ionona y la de otras orientaciones que
pueden causar una metilacion en otro carbono de la molécula. Es decir, se aumenté la
selectividad en cuanto a producto. Para esto, se escogieron solo las mutaciones con una
diferencia superior a AG = 1 kcal/mol entre la posicion correcta y la indeseada.

Se ordenaron las 40 mutantes que cumplian con el requisito, segun menor afinidad y
mayor diferencia con la orientacion no deseada y se seleccionaron los mejores candidatos.
Finalmente, se optd por las 13 mutantes que se indican en la Tabla 21. Entre éstas, se

encuentran las dos mutantes simples, las 4 mutantes dobles y las 7 mutantes triples mas
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promisorias. Cabe mencionar que las tltimas 3 mutantes triples se afiadieron dado que no
se necesitaba de partidores adicionales para generarlas en el laboratorio.

Se analizd el cambio en el tamafio y la forma del bolsillo catalitico de cada una de las
mutantes. EI volumen y su variacion respecto de la enzima original fueron medidos por
medio de CASTp (Tabla 21). Por otra parte, la Figura 31 ilustra el cambio de forma del
sitio activo de las mutantes triples y como las mutaciones permitieron una orientacion

correcta de (R)-a-ionona.

Tabla 21: Mutantes seleccionadas para ser generadas en el laboratorio. Se muestra la afinidad resultante
del docking, si lograron una posicién correcta de (R)-a-ionona, si promueven metilaciones indeseadas y el

tamafio del bolsillo catalitico, con su aumento porcentual sobre la enzima original.

Mutacién Afinidad Posicion Metilaciones | Volumen Bolsillo
[kcal/mol] |correcta ionona | indeseadas | [A3] (aumento)
- N/A No Si 1.844 (0%)
M240A N/A No Si 1.957 (+6%)
M240G N/A No Si 1.972 (+7%)
M240G / F287E -7,2 Si Si 2.016 (+9%)
M240G / F287C -7,1 Si Si 2.081 (+13%)
M240G / F287L -7,4 Si Si 2.085 (+13%)
M240G / F287L / V328F -7,9 Si No 2.011 (+9%)
M240G / F287L / 1139V -7,7 Si No 2.072 (+12%)
M240G / F287L / 1139T -7,6 Si No 2.087 (+13%)
M240G / F287D -7,2 Si Si 2.079 (+13%)
M240G / F287D | A273W -7,8 Si No 2.032 (+10%)
M240G / F287D / V328F -7,8 Si No 2.012 (+9%)
M240G / F287D / 1139V -7,6 Si No 2.094 (+14%)
M240G / F287D / 1139T -7,5 Si No 2.104 (+14%)
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Figura 31: Bolsillo catalitico de las mutantes triples de MppJ. Se destaca en celeste los residuos
mutados. Base M240G/F287D (a)/A273W, (b)/1139T, (c)/1139V, (d)/V328F. Base M240G/F287L
(e)1139T, (f)/1139V, (g)/V328F. Elaboracion propia a través de PyMOL.
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5.4. Generacion de cepas mutantes y expresion de MppJ

Las mejores mutantes obtenidas in silico, mencionadas en la seccion anterior, fueron
expresadas en E. coli BL21(DE3) para evaluar su actividad enzimatica sobre el sustrato
original, PPY, y sobre a-ionona. Con este fin, la proxima etapa del trabajo fue la mutacion
del gen mppJ, ya insertado en el vector de expresion pET28a, a través de PCR mutagénico.
Para las mutaciones multiples se intentd hacer mutaciones en paralelo, agregando ambos
pares de partidores a la reaccion y en serie, corroborando una mutacién antes de llevar a
cabo la segunda. Para cada mutacion, se transformo la bacteria con el resultado del PCR
y se extrajo y secuencid el vector de 4 colonias distintas, con el objetivo de validar el
cambio realizado.

Favorablemente, en cada caso, se encontré que la secuenciacién de al menos una de las
colonias fue correcta. El porcentaje de éxito de las mutaciones dobles que fueron
realizadas en paralelo, en un mismo PCR, fue de 12,5%, mientras que, el de la mutacién
seriada fue de 93%. Dado esto, se decidio que las mutaciones triples fueran realizadas en
serie, tras la correcta secuenciacion de las mutantes dobles.

Los vectores cuya mutacion fue corroborada por secuenciacion fueron transformados
exitosamente en E. coli BL21(DE3) y cultivados en LBK agar en placas Petri. Para
expresar el gen, se pico una colonia de cada mutante y se crecio en 10 mL de LBK liquido
en un tubo Falcon de 50 mL hasta alcanzar 0,6 ODeoo. Luego, se indujo la expresion con
IPTG, lo que fue comprobado a través de electroforesis en geles de poliacrilamida (PAGE),
luego de lisar el cultivo. En los geles se utilizd como control el lisado celular de una cepa
transformada con pET28a sin mppj insertado (VV).

En una primera instancia, se realizo la induccion a 37 °C, lo que resulté en una baja
cantidad de proteina en los geles, observandose bandas delgadas y nula actividad
enzimatica. Luego, se indujo a 16 °C, lo que aumento considerablemente la cantidad de
proteina producida y se pudo observar actividad enzimatica. Esto puede explicarse, ya que

la enzima tiene una temperatura dptima de reaccion de alrededor de 25 °C, por lo que es
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probable que a los 37 °C parte de la proteina se encuentre denaturada y sea digerida por
la célula.

Vv MppJ

kDa 100

50—

Figura 32: PAGE de un lisado de E. coli BL21(DE3) con pET28a (VV) y con pET28a_MppJ (MppJ).

A la izquierda se muestra el ladder de proteinas Bio-rad con el tamafio de referencia sefialado.

En la Figura 32 se muestran las bandas correspondientes al control con la cepa
transformada con el vector sin MppJ (VV) vy la cepa productora de MppJ silvestre. El
mismo ensayo se realizd con todas las mutantes con una dilucion mayor. Cinco de ellas
se ejemplifican en la Figura 33, con una dilucién de 1:10, para evitar la saturacion del gel.
Tanto para la enzima nativa, como para las mutantes existe una banda adicional en los
geles, justo por sobre la banda de tamafio 37 kDa, que no se observa en el control. Esto es
de esperar, ya que la enzima tiene un tamafio de 37.186 Da, sin contar la cola de
polihistidina agregada al inicio de su secuencia.
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Figura 33: PAGE del lisado de E. coli BL21(DE3) con el vector pET28a sin MppJ (VV), con MppJ
original (MppJ) y con MppJ mutado (se sefiala la mutacion). A la izquierda se muestra el ladder de proteinas
Bio-rad con el tamafio de referencia sefialado. Elaboracion propia.

Se observa una diferencia alrededor de los 75 kDa, para MppJ en la Figura 32, y
para MppJ y M240G de la Figura 33. Este tamafio podria corresponder al dimero de MppJ,
aunque se espera que, con la denaturacion, los mondmeros sean separados. Con estos
ensayos es posible inferir que el gen se esta expresando. Sin embargo, no es posible saber
si la enzima se encuentra bien plegada o si es funcional. Para validar su sintesis se purificd

la enzima y para evaluar su actividad se realizaron ensayos enzimaticos.

5.5. Purificacion

La purificacion logré separar exitosamente a MppJ del resto de la fraccion proteica del
lisado celular. Se obtuvieron los mejores resultados en el experimento con las soluciones

tampdn seriadas con 5, 40 y 250 mM de imidazol que, con la serie de 5, 50, 100 y 200
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mM de imidazol. En el primer caso se lograba limpiar una gran parte de la columna con
el buffer de 5mM de imidazol y el de 40 mM terminaba de eluir las proteinas con una
afinidad mayor a la columna. Por Gltimo, el de 250 mM era capaz de eluir el total de la
enzima unida a través de su cola de polihistidina, logrando una fraccion pura. Mientras
que, en el segundo caso, la concentracién de 100 mM no era capaz de extraer la totalidad
de la enzima, dividiendo su concentracion entre esta fraccion y la de 200 mM. Ademas,
en ambas fracciones se observaron otras dos bandas de distinto tamafio, lo que sugiere la

adhesion de otras proteinas a la columna.

Sin 5 mM 40mM 250 mM

Purif.  mmid. mid. mid.
kDa 100~
75 — ) 5

S0

Figura 34: PAGE de las fracciones colectadas durante la purificacion. De izquierda a derecha se
encuentra: el estandar de proteinas, el lisado de MppJ completo, previo a la purificacién y las fracciones

concentradas, eluidas a 5, 40 y 250 mM de imidazol, respectivamente. Elaboracién propia.

En la Figura 34 se muestra el resultado de la electroforesis de cada fraccion concentrada.
Como se puede observar, el carril eluido con buffer de 5 mM de imidazol contiene
proteinas de diferentes tamafios, el de 40 mM tiene una variedad menor y, por altimo, el

de 250 mM imidazol solo contiene una banda significativa sobre los 37 kDa. En este caso,
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no se obtuvieron otras bandas en la Gltima elucién. Esto puede deberse al uso de una
columna nueva, previamente empacada, en comparacion con la regenerada manualmente,

que podria haber mantenido ciertas impurezas.
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Figura 35: Absorbancia a 280 nm durante la elucién en gradiente de imidazol de MppJ separada en FPLC
utilizando una columna de afinidad para purificacion de proteinas marcadas con his-tag. Se sefiala el punto
de cambio de concentracion de imidazol.

En la Figura 35 se ve la curva de deteccion del FPLC utilizando concentraciones
crecientes de 5, 50, 100 y 200 mM de imidazol. El primer peak, que eluye a bajas
concentraciones de imidazol alrededor de los 10 minutos representa todo lo que no es
compatible con la columna. La mayoria de los compuestos se encuentra en esta area,
debido a esto la absorbancia llega a niveles tan altos. En la misma figura, arriba, se ilustra

un cambio de escala, para poder apreciar mejor la elucién con las soluciones de 50, 100 y
200 mM imidazol.
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La absorbancia aumenta de acuerdo con la concentracion de proteinas y de imidazol.
Dado esto, se busca un estado estacionario basal, posterior a la elucion de proteinas, que
representa la absorbancia intrinseca del imidazol. El area sobre el nivel del estado
estacionario muestra la deteccion de las proteinas eluidas, en cada caso. Los ultimos dos
peak corresponden a la MppJ acompafiada por cualquier otra proteina que hubiese logrado
permanecer adherida hasta la elucién con 200 mM de imidazol.

5.6. Ensayo enzimatico

Para detectar actividad mediante ensayo enzimatico, se midié la concentracion de
sustratos y/o productos en el medio. Para los casos donde se utilizé PPY como sustrato, el
analisis fue efectuado por HPLC. Por otro lado, en los casos en que se utilizd ionona como
sustrato, las mediciones fueron realizadas en un cromatdgrafo de gases, ya que ésta es
volatil. Es importante destacar que no fue posible realizar la purificacion de las mutantes,
previo a los ensayos enzimaticos, con el equipamiento disponible en el laboratorio. Dado
esto, los ensayos fueron realizados con lisado celular, para obtener una mejor comparacion

entre la enzima original y las mutantes.

5.6.1. Ensayos con PPY como sustrato — HPLC-MS

Todos los resultados son el promedio de experimentos realizados por triplicado, donde
cada uno se mide por separado en el HPLC. La desviacion de cada set de triplicados fue
de 7% para las mediciones de PPY y de 16% para metPPY, medido como la desviacion
estandar sobre el promedio de los tres datos.

En primer lugar, no se observé formacion de metPPY en la muestra donde se reemplazé
el lisado celular por agua (C-), como era de esperar. Sin embargo, hubo variaciones en la
medicion de la concentracion de PPY, que fueron entre los 2,4 y los 3,1 mM. La diferencia

con el valor definido (3,0 mM), puede deberse a errores asociados a la manipulacion de
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los experimentos, como diluciones, calibrado de las micropipetas, entre otros. Cabe
destacar que ningln caso se agoto el PPY afiadido a la reaccion.

No se observo produccion de metPPY en ninguno de los experimentos en que se utilizo
la cepa transformada con el vector, sin MppJ (VV), como control (primer par de columnas
en la Figura 36). Por lo tanto, la cepa utilizada de E. coli no es capaz de metilar PPY por
su cuenta y VV es un buen control negativo de la enzima, considerando que tiene todo el
resto del pool proteico de la bacteria y la resistencia a kanamicina.

Por otro lado, en MppJ se observé la formacion de metPPY, sin embargo, no se logro
cuantificar en unidades de concentracion dado que, no se contaba con el estandar
correspondiente. MetPPY fue detectado a través de su espectro de masa en el HPLC-MS
y su cuantificacion fue realizada en unidades de area.

En cuanto a la temperatura de conservacion de muestras, se pudo observar que, hay una
concentracion hasta 3 veces mayor de producto metPPY en la que fue almacenadaa 4 °C,
en comparacion con -20 °C (segundo Yy tercer par de columnas en la Figura 36). En la
muestra que no paso por la incubacion y fue almacenada a -20 °C, se detectd un area de
55.000 correspondiente a metPPY. En la que fue incubada y luego, se almacené a -20 °C,
se detect6 un area de 125.000. En el caso de las muestras almacenadas a 4 °C, la que no
fue incubada, acumul6 un area de 131.000 y la que fue incubada, acumul6 un area de
141.000. Dado que la unica diferencia entre ambas muestras fue la temperatura de
almacenamiento, existen dos posibilidades no excluyentes.

La primera explicacion a este fendmeno es que a -20 °C se podria perder parte del
producto dada la congelacion del agua. La segunda, dado que es posible que a 4 °C la
enzima contine estando activa, por lo que el tiempo de almacenamiento fue utilizado para
una mayor sintesis de producto. Esta segunda teoria se respalda también en el hecho de
que, en algunos casos, se pudo observar actividad de la enzima, incluso en las muestras
que fueron almacenadas inmediatamente (a 4 °C y -20 °C) y no pasaron por la incubacion
a 25 °C. Enel caso de 4 °C, si la enzima sigue activa a esta temperatura, la reaccion ocurrio
de todas maneras durante el tiempo que se encontr6 almacenada (entre 16 y 24 horas). En

el caso de almacenamiento a -20 °C, las muestras fueron descongeladas previamente a la
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cromatografia y la temperatura del HPLC, de alrededor de 8 °C, puede haber promovido
la actividad de MppJ.

150.000
125.000 — ]
E 100.000
W 75000
& _
o
g 30.000
25.000
1.668
1.076
0 -078|
VV (4°C,  DMppT (-20°C, MppJ(4°C., Mppl(4°C. Mppl(4°C,
SAM 15mM) SAM 1.5mM) SAM 1.5mM) SAM 3.0mM) SAM 1.5 mM,
-FPY)
O 5in incubacidon OIncubacion a 25°C por 4.5 hrs

Figura 36: Gréafico de barras de la cuantificacion de metPPY por HPLC-MS, en unidades de area

detectada. Se sefiala la cepa utilizada y entre paréntesis las condiciones experimentales. Elaboracién propia.

El cuarto par de columnas en la Figura 36, representa a MppJ almacenada a 4 °C con
3,0 mM de SAM, que es el doble de la concentracion original. Esto resultd en una
disminucion promedio de 56% en la sintesis de metPPY, en comparacion con el ensayo
en el que se utiliz6 1.5 mM de SAM. Se esperaba que un aumento en la concentracién del
cofactor aumentara la generacién de producto, o en el peor de los casos, que no la afectara.

Una posible explicacion a estos resultados es la degradacion de SAM a SAH en el stock
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utilizado. Un aumento en la concentracion de SAH inhibe la actividad de las MT, resultado
en una retroalimentacion positiva.

El ensayo enzimatico que fue llevado a cabo sin sustrato (Ultima columna en la Figura
36), mostrd una leve formacion de metPPY, con un area de 1.076, sin incubacion, y de
1.668, con incubacion. Esto demuestra que el microorganismo es capaz de sintetizar una
baja concentracién de PPY y que, MppJ logra utilizarlo como sustrato. Sin embargo, esta
cantidad no es suficiente como para realizar los ensayos enzimaticos, sin la adicion externa
de sustrato.

Las mediciones de PPY no resultaron ser concluyentes ni concordantes con el aumento
de metPPY. Se observaron variaciones menores al 15% en la concentracion de este
sustrato, en comparacion con la muestra no incubada. Esto puede deberse a que la
formacion de metPPY es muy pequefia en comparacion con la cantidad de PPY en el
medio, por lo que este cambio no se vea reflejado en su concentracion. Ademas, existen
por lo menos otras 6 enzimas que se han encontrado en E. coli, donde PPY participa en la
reaccion, ya sea como sustrato, o como producto: hidroxicaboxilato hidrogenasa B (hcxB),
aminoacido-aromatico-aminotransferasa  (tyrB), prefenato deshidratasa (pheA),
KHG/KDPG aldolasa (eda), tautomerasa (pptA) y carboxi-S-adenosil-metionina sintasa
(cmoA). Estas enzimas son capaces de producir y utilizar PPY, alterando la concentracion
del metabolito en el lisado celular. Para deshacerse de esta fuente de error es necesario
purificar MppJ.
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Figura 37: Grafico de barras de la cuantificacion en area de metPPY, de dos ensayos enzimaticos

realizados en distintos momentos con las mutantes de MppJ, utilizando PPY como sustrato.

El ensayo enzimatico de las mutantes se realizd dos veces y en ambos casos, la cepa
con MppJ original, mostro actividad, mientras que en la sin MppJ (VV), la actividad fue
nula (Figura 37). Ademas, en los dos experimentos se observo que solo se produjo
metPPY en las mutantes M240G/F287L y M240G/F287L/V328F.

La nula produccién de metPPY observada en la gran mayoria de las mutantes
demuestra que, los cambios realizados afectan pronunciadamente la actividad de MppJ.
Se preveia una disminucién de la actividad en las mutantes, ya que es posible que su
bolsillo catalitico no posea un ambiente afin a PPY, disminuyendo la posibilidad de que
se posicione correctamente dentro de él. Esto no quiere decir que la enzima haya perdido

necesariamente su funcion metiltransferasa, sino que no es capaz de aceptar el mismo
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sustrato. No obstante, se esperaba observar actividad al menos la actividad en las mutantes
simples.

El primer ensayo, dio como resultado una actividad en M240G/F287L de alrededor de
un 50% de la de MppJ. Por el contrario, en el segundo, se vio el doble de actividad en la
mutante que en la enzima original. En ambos casos, la mutante M240G/F287L/V328F fue
capaz de producir entre 1% y 2% de metPPY que MppJ. Es posible, que la mutacion
M240G no permita que PPY se sitle correctamente y que, F287L se haya vuelto a conferir
la capacidad de aceptar este sustrato. Luego, V328F vuelve a convertirse en un

impedimento para PPY, aungue existe una actividad residual.

5.6.2. Ensayos con lonona como sustrato — GC-MS

Para la cuantificacion de iononas e ironas se realiz6 una curva estandar, la que permite
predecir la concentracion de estas, a través del area medida en el GC-MS. En la Figura 38
se ve el ajuste para las concentraciones entre 10 y 100 ppm de cada compuesto. Como se
puede observar, ambas curvas tienen un buen ajuste con un R? cercano a 1. Para las
iononas el ajuste es lineal, mientras que, para las ironas es cuadratico.

Las muestras dopadas con a-irona, mostraron peaks de buena resolucion desde 10 ppm,
como se puede ver en la Figura 39 y fue posible detectar el compuesto desde los 0,5 ppm.
La deteccion de a-ionona y de B-damascenona (estandar interno) también ocurrié me
manera exitosa.

En todas las muestras extraidas de los ensayos enzimaticos se pudo detectar y
cuantificar a-ionona y de -damascenona. No obstante, la concentracion de a-ionona
medida disminuyd entre un 70 y 90%, en comparacion con la afiadida originalmente al
ensayo. Incluso, en el control negativo, que no contenia lisado celular, se observo una
disminucion del 40%. Esto puede sugerir una volatilizacion del compuesto, gracias a su
manipulacion para el ensayo enzimatico y a la temperatura de este. También, es posible

que el rendimiento de la extraccién disminuya en presencia del lisado celular. En el caso
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de los ensayos enzimaticos, es posible que la ionona esté siendo metabolizada por enzimas

propias de E. coli.
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Figura 38: Curvas de calibrado para la concentracién de ionona e irona en GC-MS.

En ninguna de estas muestras se pudo detectar ironas sobre 0,5 ppm. También, se buscé
la formacion de isometil-ionona y N-metil-ionona, a través de su espectro de masa. Esto
se hizo con el objetivo de detectar posibles metilaciones en sitios no deseados. Ninguno
de estos compuestos fue detectado en el cromatograma.

Existen diversas explicaciones para la incapacidad de deteccion de la formacién de
ironas en los ensayos enzimaticos. En primer lugar, es posible que existan y se generen
otros productos no deseados, que no han sido identificados atn. En segundo lugar, podria
deberse a que no se hayan optimizado las condiciones del ensayo enzimatico en cuanto a

cantidad de enzima, temperatura, concentracion de sustrato y tiempo. Ademas, el uso de
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lisado celular, en vez de enzima purificada afiade incertidumbre y fuentes de error al
ensayo. También, la regulacion alostérica en C319 con PPY, propuesta por Zou, Y. C. Liu,
et al. (2014) (véase seccion 5.2), apunta a que puede ser necesaria la adicion de PPY a los
ensayos con iononas. PPY no debiese competir con a-ionona, ya que en los ensayos se Vio
que la mayoria de las mutantes no tenian actividad con este sustrato. Por tltimo, es posible
que las mutaciones sugeridas por la modelacién in silico no sean suficientes para lograr la
metilacidn de un sustrato diferente por la enzima. La mutacion en la posicion 240 podria
tener un efecto negativo para la actividad de la enzima, motivo por el que seria interesante

experimentar con otras combinaciones, que no incluyan a este residuo.
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Figura 39: Cromatograma de una muestra dopada con 10 ppm de irona. En el tiempo 23.48 se observa

el peak correspondiente al espectro de masa de irona. Elaboracién propia.



99

CAPITULO 6. CONCLUSIONES

Se identificaron cinco estrategias biotecnoldgicas para la biosintesis de ironas. Una de
ellas, se establecid utilizando la via original en un microorganismo huésped y las otras
cuatro, se disefiaron a partir de vias alternativas, basadas en el metabolismo de los
carotenoides. Se estudiaron los metabolitos y enzimas responsables de cada via y se
propusieron enzimas para las reacciones faltantes. Se selecciond la via a partir de a-ionona
para ser desarrollada durante el trabajo dado que, se concluyd que era la aproximacion
mas factible y con el menor nivel de incertidumbre.

Se estudio el universo de las C-metiltransferasas y se encontraron candidatos para la
metilacion de las iononas. Se analizaron aquellos candidatos y se seleccion6 a MppJ, una
fenilpiruvato-C-MT, como la mas adecuada para ser modificada de manera de que acepte
a-ionona como sustrato.

El estudio de su bolsillo catalitico mostr6 que existen 34 residuos que forman parte del
bolsillo catalitico, desde su canal de entrada. Tres de éstos coordinan el ion de hierro, dos
coordinan al sustrato original PPY, dos son parte del mecanismo catalitico y seis se unen
a SAM. De estos, se identificaron 23 residuos cuya mutacion podria modificar la
aceptacion de a-ionona como sustrato, sin perjudicar la union de Fe y SAM, ni la catalisis.

Se desarrollé un script de docking, que es capaz de medir distancias entre atomos para
clasificar y ordenar los resultados, con el objetivo de abarcar una mayor cantidad de
mutantes en el tiempo predispuesto. De esta manera, se crearon y analizaron mas de 8.000
mutantes de MppJ y mas de 60.000 resultados de docking de a-ionona. A través de una
composicion de analisis con programas de visualizacion molecular y docking masivo, se
encontraron decenas de mutantes dobles y triples, que cumplen con los criterios de
posicion y orientacion del sustrato. Se afiadieron criterios para jerarquizar y finalmente
seleccionar las 13 mutantes que fueron sintetizadas en el laboratorio.

El disefio de partidores fue efectivo en la generacion de vectores mutantes. La creacion
de mutantes en paralelo resulté mucho menos eficiente (12,5%) que la que fue hecha en

reacciones seriadas (93%), por lo que se trabajo con esta Gltima para la generacion de
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mutantes triples. Las cepas de E. coli BL21(DE3) fueron capaces de expresar los genes
para cada una de las mutantes, al ser inducidas con IPTG y de sintetizar sus respectivas
proteinas. Ademas, se mejor0 la cantidad y calidad de las enzimas al cambiar las
condiciones de crecimiento e induccion.

En cuanto al trabajo hecho con la enzima y sustrato originales, se logr6 montar un
ensayo enzimatico que probara la actividad de MppJ. En primer lugar, se logro sintetizar
metPPY en un lisado celular de E. coli BL21(DE3) transformada con pET28a_MppJ, las
cepas que no contienen el gen mppJ no son capaces de producir el metabolito. Fue posible
identificar este producto, en el HPLC-MS, a partir de su espectro de masa. No obstante,
no se pudo cuantificar, a falta de una solucion estdndar con concentracion conocida. Esto
demuestra que la enzima MppJ se encuentra correctamente plegada y funcional y que tanto,
PPY como SAM, son capaces de interactuar con la enzima.

Sobre las condiciones experimentales, se pudo concluir que, se acumula méas producto
al almacenar las muestras a 4 °C. Esto puede estar ocurriendo debido a que, la enzima se
mantiene activa a esta temperatura. Para corregirlo, se sugiere realizar una extraccion de
metabolitos posterior al ensayo, con el objetivo de que no se encuentren en contacto con
la enzima. Ademas, al no afiadir PPY al ensayo enzimatico, se demostrd que MppJ es
capaz de metilar la baja concentracion de PPY existente en el lisado.

Por otro lado, se concluy6 que la medicion de la disminucién de PPY como sustrato,
no es un buen indicador de actividad, en un ensayo hecho en lisado celular. Esto, dado
que, los resultados no fueron concordantes con la produccion de metPPY y ya que, hay
mas enzimas que producen o utilizan PPY en el metabolismo de E. coli. Para poder utilizar
PPY como referencia de actividad es necesario trabajar con la enzima purificada.

Solo dos de las mutantes fueron capaces de producir metPPY, al utilizar PPY como
sustrato: M240G/F287L y M240G/F287L/V328F. No queda claro si la mutacion doble
mejora la actividad enzimatica de MppJ, al tener resultados opuestos en dos ensayos
distintos. La mutacion triple, en ambos casos, tiene una actividad relativa de menos del
2%.



101

Por altimo, se monté un método para la identificacion y cuantificacion de iononas e
ironas en GC-MS, con el cual se logré detectar desde 0,5 ppm. En los ensayos enzimaticos
con la enzima original y las mutantes no se logré detectar la produccion de ironas.
Tampoco, se observo la generacion de otros productos metilados como isometil-ionona y
N-metil-ionona.

Para mejorar las condiciones del ensayo enzimatico, se recomienda la purificacion de
las mutantes, para evitar el efecto de otras enzimas del metabolismo de la bacteria y la
inactivacion o remocién de MppJ luego del ensayo enziméatico. Ademas, es posible
optimizar otros factores como la temperatura, concentracion y tiempo del ensayo,
facilmente, realizando experimentos modificando estas variables. También, se sugiere la
adicion de PPY a los ensayos enzimaticos, ya que, se ha comprobado que puede actuar
como activador alostérico (Zou, Y. C. Liu, et al. 2014). Los resultados de este trabajo
muestran que la mayoria de las mutantes sintetizadas no tienen actividad con el sustrato
nativo, por lo que no debiese existir competencia con (R)-a-ionona.

Por otro lado, también es posible trabajar con las demas mutantes que cumplen los
criterios sugeridos y que, no fueron puestas a prueba en este trabajo. En particular, se
recomienda trabajar con enzimas que no incluyan la mutacion M240A ni M240G ya que,
es posible que este cambio tenga un efecto negativo en la actividad de la enzima.

Finalmente, en este trabajo se sugirieron otros enfoques para la biosintesis de ironas
que no fueron realizados debido a que excedian los objetivos del presente trabajo. Uno de
ellos es el uso de otras enzimas para la metilacion de iononas. Por otro lado, se encuentran
las otras cuatro estrategias disefiadas, a partir de otras vias metabolicas. De esta manera,
la amplia diversidad de técnicas a utilizar y el surgimiento de nuevas tecnologias, le
entrega a la sintesis biotecnoldgica de ironas una gran potencialidad de éxito.
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CAPITULO 7. ANEXO

7.1. lsoprenoides

Los isoprenoides son una familia de compuestos organicos formados a partir de la
condensacién de unidades de isopreno, un hidrocarburo de 5 4&tomos de carbono. Esta
familia alberga mas de 40.000 moléculas con diversas funciones, entre las cuales se
encuentran vitaminas, pigmentos y fragancias (Schrader & Bohlmann 2015). La
versatilidad de las propiedades de los isoprenoides se debe a las distintas modificaciones
estructurales que pueden poseer (Ariyawutthiphan et al. 2012), como cortes oxidativos,
fosforilaciones, ciclaciones, hidroxilaciones, epoxidaciones, entre otras.

La nomenclatura de esta familia se basa en el numero de unidades de isopreno. Asi, los
compuestos que resultan de la union de dos unidades de isopreno son llamados
monoterpenos (C1o); y de tres, sesquiterpenos (C1s) (Schempp et al. 2017). Asimismo, los
di- (C2o0), tri- (Cao) y tetraterpenos (Cao) Se sintetizan a partir de dos, tres y cuatro unidades
de monoterpeno, respectivamente (Schrader & Bohlmann 2015).

La sintesis de isoprenoides proviene de diferentes vias metabolicas, dependiendo del
organismo u organelo donde ocurra. En eucariontes y arqueas, estos metabolitos surgen
de la via del mevalonato (MVA), que es el responsable de la formacion de escualeno y
ergosterol (Lépez et al. 2015). En bacterias y plastidios vegetales, esto ocurre a partir de
la via del 2-metil-eritritol-4-fosfato (MEP) (Schempp et al. 2017). En ambos casos, se
sintetizan los isomeros isopentenil difosfato (IPP) y dimetilalil difosfato (DMAPP), que
representan el punto de partida para la sintesis de esta familia de compuestos.

En la Figura 40 se muestra un esquema comun de la biosintesis de isoprenoides. El
primer paso, es la condensacion de IPP y DMAPP, que produce farnesil difosfato (FPP)
(Schrader & Bohlmann 2015). A partir de FPP, surge la via de los diapocarotenos (seccion
7.1.3) y la del escualeno y ergosterol (Lépez et al. 2015). Luego, la adicién sucesiva de
IPP permite la sintesis de GGPP y fitoeno, a través de la fitoeno sintasa CrtB. Finalmente,

el fitoeno es transformado en licopeno a través de varias deshidrogenaciones (Miziorko
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2011). Este ultimo es el precursor general de los distintos tipos de carotenoides (seccion

7.1.1) (Walter & Strack 2011) y apocarotenoides (seccion 7.1.2) (Walter et al. 2010).
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Figura 40: Biosintesis de isoprenoides desde DMAPP e IPP hasta licopeno. Elaboracion propia.
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7.1.1. Carotenoides

Los carotenoides son, en su mayoria, tetraterpenos (Cao) derivados del fitoeno, aunque,
existen algunos con esqueleto de 30 y 50 carbonos producidos por ciertas bacterias como
Staphylococus aureus (Walter & Strack 2011). Estos compuestos pueden ser lineales o
ciclados, en uno o0 ambos extremos y se clasifican en xantofilas y carotenos, dependiendo
de si poseen atomos de oxigeno en su estructura. Estas moléculas son producidas
naturalmente por organismos fototr6ficos como algas, plantas y algunas bacterias
(Harrison & Bugg 2014).

En la Figura 41 se ilustra un esquema de la via metabdlica de biosintesis de algunos
carotenoides a partir del fitoeno. Este ultimo se convierte en licopeno a través de cuatro
deshidrogenaciones consecutivas, que en plantas requiere la accién de tres enzimas:
fitoeno desaturasa (CrtP), {-caroteno desaturasa (CrtQ) y y -caroteno isomerasa (CrtH)
(Farré etal. 2011); mientras que en bacterias, todo es llevado a cabo por una misma fitoeno
desaturasa (Crtl) (Walter & Strack 2011). Luego, el licopeno es sometido a distintos tipos
de ciclaciones, en uno o ambos extremos, dando pie a toda la gama de carotenoides
(Cunningham et al. 1996).

Existen dos tipos de enzimas que ciclan los extremos del licopeno: licopeno g-ciclasas
(LycB o CrtY en bacterias) y licopeno B-ciclasas (LycE) (Farré et al. 2011). Si ambos
extremos son ciclados por LycB, se produce -caroteno; y si ambos son ciclados por LycE,
se obtiene g-caroteno. El a-caroteno se obtiene cuando cada enzima cicla uno de los lados,
produciendo a un caroteno asimétrico. Se ha demostrado que la LycE de Arabidopsis
thaliana (LycE/At) solo es capaz de ciclar un extremo del licopeno (Cunningham et al.
1996), a diferencia de su homdloga en Lactuca sativa que es capaz de generar g-caroteno
(Cunningham & Gantt 2001). A partir del analisis de ambas enzimas, se identifico que la
mutacion de un residuo en LycE/At permitia ciclar ambos lados (Cunningham & Gantt
2001).
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Posteriormente, se requiere de hidroxilasas y epoxidasas para la sintesis de xantofilas.

Por ejemplo, la B-caroteno hidroxilasa produce zeaxantina desde -caroteno (CrtR o CrtZ)
y luteina desde a-caroteno (CYP97AA3/C1), ambas en dos pasos (Walter & Strack 2011).
Finalmente, la zeaxantina epoxidasa (ZEP) produce violaxantina y luego la neoxantina

sintasa (NSY) la convierte en neoxantina (Walter & Strack 2011).

Debido al gran nimero de dobles enlaces de atomos de carbonos conjugados presentes,

los carotenoides actian como pigmentos, con una gama de colores que va desde el rojo
hasta el amarillo (Walter & Strack 2011; Farré et al. 2011). Ademas, se ha comprobado
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su efecto antioxidante, en especial del B-caroteno, al capturar radicales libres de oxigeno
en sus cadenas o ciclos (Liebler 1993). Se ha postulado que, como consecuencia de la
disminucion de dafio oxidativo, podrian prevenir enfermedades degenerativas como el
cancer (Liebler 1993). También, la ruptura de estos compuestos forma un sinnumero de
metabolitos con propiedades hormonales, aromaticas, nutricionales y medicinales (Farré
et al. 2011).

Todas las propiedades mencionadas anteriormente les confieren a los carotenoides un
alto interés en el mercado (Wang et al. 2007) incentivando el desarrollo y optimizacién
de bioprocesos para su produccion (Kim et al. 2010). Por ejemplo, se ha reportado que el
nivel de produccidn heter6loga de carotenos en E. coli depende de la cepa utilizada (Chae
et al. 2010) y de la fuente de carbono (Kim et al. 2010). Actualmente la sintesis quimica
y la extraccién de fuentes naturales siguen siendo comercialmente mas competitivas, en
la mayoria de los casos (Schempp et al. 2017). Algunos de los desafios actuales son la
fluidizacién de membrana provocada por ciertos carotenos, el aumento del pool de
sustratos para la via de isoprenoides, la competencia por el uso de carbono y nutrientes
para el crecimiento y la posible citotoxicidad provocada por la alta concentracion de

producto, entre otros (Schempp et al. 2017).

7.1.2. Apocarotenoides

Los apocarotenoides son moléculas derivadas del corte oxidativo de los carotenoides.
Las propiedades de estos compuestos dependen del nimero de cortes y la ubicacion
(Harrison & Bugg 2014) y pueden actuar como pigmentos, aromas (seccion 7.1.4),
elemento de sefializacion o fitohormonas (Walter et al. 2010). También, dependiendo de
la posicion del corte, los productos pueden ser aldehidos o cetonas (Harrison & Bugg
2014). Estas reacciones pueden ocurrir especificamente mediante enzimas o
inespecificamente via oxidacién fotoquimica o por la accién de lipoxigenasas y
peroxidasas (Walter & Strack 2011).
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Figura 42: Corte enzimatico especifico de carotenoides y su producto apocarotenoide en plantas. (a)

licopeno, (b) zeaxantina, (c) B-carotenoide, (d) violaxantina, (e) B-caroteno (Walter & Strack 2011).

Las enzimas regioespecificas, que realizan cortes en sitios determinados dentro del
esqueleto carotenoide, son llamadas CCOs (carotenoid cleavage oxigenases). En la Figura
42 se ejemplifica la accion de CCO’s en diferentes carotenoides, con sus respectivos
productos. Esta familia de enzimas se encuentra presente en bacterias, animales y plantas,

con secuencias bastante heterogéneas entre si; aparte de ciertos residuos especificos
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conservados, como las histidinas que coordinan la unién a un &tomo de hierro, existe poca
similitud en la secuencia aminoacidica de los miembros de esta familia de enzimas (Walter
et al. 2010). Sin embargo, en la estructura, siempre se conserva un ion de hierro
coordinado por 4 histidinas y comunmente, rodeado por 7 laminas f.

En las plantas, estas enzimas tienen accién dioxigenasa, por lo que, son llamadas
CCD’s (carotenoid cleavage dioxigenases) y se clasifican segln su actividad. Las enzimas
CCD1, CCD4 y CCD7, reconoceny cortan el motivo de doble enlace 9-10 y 9°-10° (Zhang
et al. 2016) (caso c en Figura 42). De esta manera, pueden tomar como sustrato cualquier
carotenoide, con distinta afinidad, generando diversos productos. Entre éstos, algunos de
los més importantes son los apocarotenoides volatiles de 13 carbonos, como iononas,

precursores de damascenona y geranilacetona.
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Figura 43: Productos del corte de carotenoides a través de CCD1 (Auldridge et al. 2006).
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Particularmente, la CCD1 esta localizada en el citosol, mientras que otras CCD’s se
encuentran asociadas a la membrana plasmatica y/o plastidial (Simkin et al. 2004; Walter
et al. 2010). Esta enzima tiene un parche hidrofdébico alrededor del canal de entrada del
sustrato que le permite acercarse a la membrana, para acceder a los carotenos (Walter &
Strack 2011). La Figura 43 muestra los productos de corte de diversos carotenoides,
mediados por CCD1. Cabe mencionar que se ha co-expresado CCD1 de Rubus idaeus
(frambuesa), Osmanths fragans, Vitis vinifer, Petunia hybrida y de Arabidopsis thaliana,
en conjunto con enzimas de la via carotenogénica en E. coli y S.cerevisiae, para producir
iononas (Beekwilder, Rossum, et al., 2014; Lopez et al., 2015; Zhang et al., 2018).

7.1.3. Diapocarotenoides

Los diapocarotenoides son carotenoides Cszo 0 triterpenos, cuya estructura y
nomenclatura es andloga a la de los carotenos, careciendo de 5 &tomos de carbono en cada
extremo. Estos compuestos se han encontrado, en general de forma lineal, en algunas
bacterias Gram-positivas no fototroficas como Staphylococcus aureus, Methylobacterium
rhodinium y Heliobacteria spp (Mijts et al. 2005). Su funcion biolégica es la proteccion
contra la fotooxidacion y peroxidacion mediada por radicales libres (Wang et al. 2007).

Su biosintesis proviene de la condensacion cabeza-a-cabeza de dos moléculas de FPP,
formando dehidroescualeno (4,4’-diapofitoeno) mediada por una dehidroescualeno
sintasa (CrtM) (Pelz et al. 2005). Luego, la dehidroescualeno desaturasa (CrtN) es capaz
de insertar insaturaciones sucesivas hasta la generacion de 4,4’-diaponeurosporeno (Pelz
et al. 2005). En la Figura 44 se ilustra la comparacién de la biosintesis de diapocarotenos

Cso y carotenos Cao.
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Considerando la similitud con los carotenos, se ha analizado la actividad de las
desaturasas Cag al utilizar como sustrato a sus analogos Czoy viceversa. Asi, se reporto la

capacidad de Crtl, que originalmente actla en carotenos Cao, para aceptar diapofitoeno
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como sustrato y convertirlo en diaponeurosporeno in vivo (Raisig & Sandmann 2001). De
la misma manera, CrtN sintetiza neurosporeno a partir de licopeno. Ademés, ambas
desaturasas tienen en comun una mayor afinidad por su respectivo {-caroteno que por su
fitoeno y son inhibidas por difenilamina. En cuanto a las caroteno sintasas, CrtM condensa,
en forma limitada, dos moléculas de GGPP para generar licopeno; mientras que, no se
observo produccion de diapofitoeno a partir de FPP por parte de CrtB (Raisig & Sandmann
2001). Se han disefiado mutantes a partir de CrtM para construir carotenoides Css, Cas y
Cso (Wang et al. 2007) y para mejorar su actividad en la sintesis de esqueletos Cs (Umeno
et al. 2002).

Finalmente, Raisig & Sandmann, 2001 lograron ciclar y oxidar diapocarotenos con
enzimas de sustrato nativo Cao. Por un lado, se transformo E. coli con los genes para la
expresion de CrtM, CrtN y CrtY para comprobar la ciclacion de carotenos Cz. La
expresion de la caroteno B-ciclasa resultd en la sintesis de diapotoruleno, un carotenoide
monociclico (extremos y-B), a partir de diaponeurosporeno (Lee et al. 2003). Por otro
lado, se reportd la formacion de xantofilas lineales Cso al expresar heter6logamente el gen
crtOx de S. aureus en E. coli (Mijts et al. 2005). Asimismo, se co-expreso en E. coli con
CrtM y CrtN, el gen crtNb de Methylomonas sp., logrando la sintesis de 4,4’-

diapolicopeno dialdehido, un pigmento de color morado (Tao et al. 2005).

7.1.4. Aromas con esqueleto isoprenoide

A continuacion, se presentan las estructuras quimicas de algunos aromas con esqueleto
isoprenoide. Las vias metabdlicas de algunos de estos compuestos estan representadas en

la Figura 45, a partir de los isomeros de isoprenos fosforilados, IPP y DMAPP.
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Figura 45: Via metabolica de algunos aromas con esqueleto terpenoide (Ibaceta & Agosin 2016).

iii. C10 —Oxido de Rosa y Safranal

El 6xido de rosa y el safranal son monoterpenos volatiles ampliamente utilizados en la
industria de aromas y sabores. El primero, se puede encontrar principalmente en el aceite
esencial de rosa (Wagner et al. 1989) y se caracteriza por tener notas florales (YYamamoto
et al. 2002). Sin embargo, son solo las configuraciones (-)-cis y (-)-trans las que entregan
las propiedades organolépticas deseadas por los consumidores (Nakahashi et al. 2015;
Yamamoto et al. 2002). Por lo tanto, una mezcla racémica de 6xido de rosa tiene un valor

comercial mucho menor (85-170 USD/kg, Vigon) al de los enantiémeros levagiros puros
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(906-971 USD/kg, Vigon). Ambos productos se sintetizan quimicamente debido a que se
ha podido controlar la estereoselectividad de las reacciones mediante diversas técnicas
fisicoquimicas (Ogawa et al. 1978; Yamamoto et al. 2002).

Por otro lado, se ha logrado biosintetizar 0xido de rosa a través de la ciclacion
enzimatica de B-citronelol en Pseudomonas spp., alcanzando una concentracion cercana a
los 30 mg/L, en una proporcién enantiomérica cis/trans de 65/35 (Pimentel et al. 2012).
Este mismo sustrato también se puede obtener de novo desde GPP o utilizando geranil
acetona como precursor de la biotransformacion (lijima et al. 2004; Simkin et al. 2013).
No se ha reportado su produccion a traves de biotecnologia a nivel industrial.

En el caso del safranal, éste es el componente principal del aroma del azafran, que se
utiliza, en su mayoria, como saborizante de alimentos. La biosintesis de este saborizante
sucede a través de la via de los carotenoides por el corte oxidativo de la zeaxantina
(Frusciante et al. 2014) y su posterior glicosilacion (Tanaka & Ohmiya 2008). El producto
que se obtiene es la picrocrocina que, al ser expuesta a B-glicosidasas y acido, se convierte
en safranal (Himeno & Sano 1987).

La picrocrocina puede ser extraida de su fuente natural, o producida por sintesis
quimica o biotecnolodgica. La extraccion desde los estigmas de la flor de azafran alcanza
bajos rendimientos, de hasta 200 mg/kg y requiere de un tratamiento enzimatico posterior
y degradacion térmica (Rezaee & Hosseinzadeh 2013; Alonso et al. 1996). Por otro lado,
la sintesis quimica se lleva a cabo a partir de diversos sustratos, como por ejemplo, citral
(Konst et al. 1974). El producto resultante en este caso tiene un valor de 1560 USD/kg
(Vigon). Por altimo, respecto a la sintesis bioldgica, recientemente se ha logrado producir
safranal por fermentacion de novo en S. cerevisiae recombinante (Kumar 2017).
Actualmente, la empresa Evolva posee la patente para este proceso y de la via heteréloga

para la sintesis de zeaxantina y picrocrocina, desde 3-caroteno (Kumar 2017).
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Los apocarotenoides de 13 atomos de carbono mas estudiados son los que tienen

aplicacion en la industria de aromas y sabores. Dentro de éstos destacan las iononas,

dihidroiononas, damasconas y la B-damascenona (Cataldo et al. 2016) (ver Figura 46).

Megastigmane carbon skeleton lonones
‘i(i\/\
Damascones

11 12
7 9
8 10 O
13

Dihydroionones

0

B—damascenone

Figura 46: Estructura quimica de los C13 apocarotenoides. Las lineas punteadas representan la posicion

del doble enlace en los isdmeros a, p y v (Cataldo et

al. 2016).

Las iononas se caracterizan por tener aroma a violeta y se utilizan ampliamente en

cosméticos y perfumeria (Zhang et al. 2018). En la naturaleza, se pueden encontrar en

flores y frutos como moras, duraznos y damascos (Cataldo et al. 2016). Este compuesto

cuenta con 3 regioisomeros a, By v, que se diferencian por la posicion de un doble enlace

asociado al atomo de carbono 5 de su ciclo (Figura 46) (Bugoni et al. 2015). Ademas, las

a- y y-iononas tienen un centro quiral en el &tomo de carbono 6 de su ciclo, resultando en

enantiomeros R y S (Legnani et al. 2008). Las caracteristicas organolépticas y el umbral
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olfativo de cada isdmero son distintas (Bugoni et al. 2015), por lo que la proporcion de
éstos en una mezcla de iononas puede afectar su valor (Lalko, Lapczynski, Mcginty, et al.
2007; Lalko, Lapczynski, Politano, et al. 2007).

Su biosintesis ocurre mediante el corte oxidativo de distintos carotenos, lo que define
su estructura (Simkin et al. 2004). Asi, la accion de una CCD sobre g-caroteno y -
caroteno da como resultado dos moléculas de a-ionona y de -ionona, respectivamente
(Walter et al. 2010). Mientras que a-caroteno produce una molécula de cada una de las
iononas mencionadas anteriormente (Figura 47). Cabe destacar que el origen metabolico
de las y-iononas no esta claro, ya que no existen carotenos con anillos y y solo se ha
encontrado en dos tipos de flores (Brenna et al. 2002). Por esta razén, se postula que se
generan por isomerizacion de las deméas iononas presentes.

Su produccion comercial ocurre principalmente por sintesis quimica desde citral y
acetona (Brenna et al. 2003a; Beekwilder, Rossum, et al. 2014), lo que resulta en un
producto racémico (Schrader & Bohlmann 2015). El precio de mercado de a- y -ionona
natural se encuentra entre 600 y 679 USD/kg (Vigon), considerablemente mayor que sus
sustitutos producidos por sintesis quimica (22-153 USD/kg, Vigon).

En cuanto a su produccion biotecnolodgica, se ha reportado la sintesis de novo de -
ionona en Saccharomyces cerevisiae (Lopez et al. 2015; Beekwilder, Rossum, et al. 2014)
y E. coli (Simkin et al. 2004). También, se demostrd que la produccion de a-ionona en E.
coli es posible, a través de la expresion de CCD1 y CCD4 de Vitis vinifera L., alcanzando
rendimientos menores a 0.5 mg/L (Lashbrooke et al. 2013). La optimizacion de la
produccion de a- y B-ionona en E. coli fue publicada este afio, alcanzando rendimientos
de hasta 80 veces sobre los valores reportados anteriormente (Zhang et al. 2018). Esto se
logré modularizando la via de sintesis de iononas y aplicando técnicas de ingenieria de

proteinas, como la fusion de enzimas (Zhang et al. 2018).
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Figura 47: Via metabdlica biotecnoldgica de produccion de iononas a partir de carotenos. Elaboracion

propia.

Las damasconas y la B-damascenona contribuyen de manera importante al aroma del
aceite de rosas (Brenna et al. 2003a). También se encuentran presentes en el té, tabaco y,
particularmente la B-damascenona, en ciertas frutas (Miks et al. 2016). Los alimentos,
plantas y aceites donde se encuentran estos compuestos son, en general, procesados y no
frescos (Sefton et al. 2011). Esto sugiere una sintesis no enzimatica, a partir de precursores
que si se producen en el metabolismo de estos organismos (Cataldo et al. 2016). Ambas

fragancias son utilizadas, principalmente, en productos de cuidado personal y, en menor
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medida, en alimentos. Estos compuestos solo difieren entre si en que f-damascenona

posee un doble enlace adicional entre los &tomos de carbono 3 y 4 de su estructura ciclica

(Figura 46) (Rowe 2005).
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o s
Hs CHs

"OH

Neoxanthin

Berry 4 Grasshopper ketone

|

|
Berry 0
Juice
Wine

RO
R=H, Glc Glc=Glucosyl

3-hydroxy-p-damascone B-damascenone

Figura 48: Sintesis de 3-damascenona en frutos rojos (Baumes et al. 2002).

Actualmente, las damasconas y la 3-damascenona se extraen de sus fuentes naturales,

con bajos rendimientos (Sefton et al. 2011), alternativamente se producen por sintesis

quimica a partir de pironeno y iononas, entre otros, (Fehr & Galindo 1986; Campagnole

& Delmond 2007; Boulin et al. 2007). La B-damascenona tiene un valor comercial entre
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850 y 1660 USD/kg (Vigon), dependiendo de su porcentaje de pureza. En cuanto a las
damasconas, los isomeros estructurales 6- y a- son los de menor valor (150-291 USD/kg,
Vigon), seguidos por el isomero -, entre 335 y 441 USD/kg (Vigon). Finalmente, las vy-
damasconas son las de mayor valor con un precio entre 1970 y 2070 USD/kg (Vigon).
En la naturaleza, la B-damascenona proviene de una cetona llamada grasshopper
ketone, sintetizada a partir del corte oxidativo de la neoxantina, por la dioxigenasa
RACCD1 de Rosa damascena (Isoe et al. 1971; F. Huang et al. 2009). Luego, grasshopper
ketone es reducido a su alcohol correspondiente y glucosilado. Como se mencioné
anteriormente, existen pasos no enzimaticos que finalizan su formacion a partir de los
precursores encontrados en la naturaleza (F. Huang et al. 2009; Winterhalter & Rouseff
2001). Ademas, se ha observado que al calentar estos compuestos glucosilados en medio

acido se genera J-damascenona (Naf et al. 1990).

V. Ci4 - Ironas

Las ironas son el principio aromatico del aceite esencial de iris. Su aroma se caracteriza
por ser dulce y floral (Brenna et al. 2003b). Estos compuestos volatiles tienen un esqueleto
terpenoide similar a las iononas, sin embargo, no provienen de los carotenos, sino del
escualeno, que se genera de la union de dos moléculas de FPP (Figura 40) (Marner 1997).

En el Capitulo 2, se detalla su estructura, via metabolica, procesos de obtencion y mercado.

Vi. C15 — Valenceno, Farneseno y Nootkatona

El valenceno, farneseno y la nootkatona son sesquiterpenos volatiles, que provienen de
la via de los isoprenoides (Figura 45). El farneseno es un isoprenoide lineal, producto de
la desaturacion de FPP, que presenta un aroma amaderado y floral (Miks et al. 2016). Este
componente se puede encontrar en manzanas, naranjas y en la cascara de las granadas. A
pesar de su uso en composiciones aromaticas, el interés industrial por el farneseno se debe

a su potencial reduccion a farnesano, compuesto utilizado como fuente de energia
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(Schrader & Bohlmann 2015; Chubukov et al. 2016). Actualmente, se produce farneseno
en cepas de S. cerevisiae y Yarrowia lipolytica productoras de FPP, co-transformadas con
una farneseno sintasa (FS) (Tippmann et al. 2016; Yang et al. 2016). El valor de este
producto natural es de alrededor de 100 USD/kg (Amyris Corp, 2017). Uno de los mayores
desafios en la produccion de este compuesto es la competencia por el uso de su sustrato
FPP para la produccién de ergosterol (Figura 40), un componente fundamental de las
membranas celulares (Tippmann et al. 2016).

El valenceno es un sesquiterpeno biciclico, que se obtiene a partir de FPP por una
valenceno sintasa (VS) (Farhi et al. 2011). Su aroma se describe como citrico y frutal y se
asocia al de las naranjas (Miks et al. 2016). La produccion de valenceno por fermentacion
estad patentada por Evolva (Amick et al. 2016). Este proceso se realiza en S. cerevisiae y
E. coli utilizando una VS de V. vinifera (Farhi et al. 2011; Beekwilder, Houwelingen, et
al. 2014). El valor de este compuesto etiquetado como natural, se encuentra entre 550 y
1.400 USD/kg (The Good Scents Company); mientras que su sustituto quimico, solo
alcanza los 400 USD/kg (Zauba importations).

Por Gltimo, la nootkatona es un sesquiterpeno biciclico con un grupo ceténico asociado
a uno de sus anillos. Su aroma se describe como citrico, similar a las granadas y al pomelo
y se utiliza ampliamente en productos de higiene personal, perfumeria y alimentos
(Wilson & Shaw 1978). La nootkatona se encuentra en la c&scara de las granadas en una
concentracion muy baja, haciendo que su extraccion natural sea inviable (Miks et al. 2016).
Este compuesto proviene del valenceno y se sintetiza a través de un citocromo P450
reductasa de A. thaliana, que lo convierte en su alcohol correspondiente, y una alcohol
deshidrogenasa (Wriessnegger et al. 2014; Schulz et al. 2015). Actualmente, se sintetiza
por fermentacion desde glucosa en S. cerevisiae y por biotransformacion de valenceno en
Y. lipolytica, Picchia pastoris y E. coli (Palmerin-carrefio et al. 2016; Palmerin-Carrefio
et al. 2015; Wriessnegger et al. 2014). El valor de este producto natural alcanza los 5.200
USD/kg (Vigon).
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7.2. Fenilpropanoides

En esta seccion se destacan algunos de los aromas mas importantes que se encuentran

dentro de la categoria de los fenilpropanoides y sus derivados.

7.2.1. Vainillina

La vainillina es uno de los compuestos aromaticos mas importantes para alimentos,
bebidas, perfumes y farmacos, en cuanto a nivel de consumo (Serra et al. 2005; Hua et al.
2007). Este compuesto esta presente en las vainas de la vainilla en una concentracion de
aproximadamente 2%, lo que no es suficiente para cubrir su alta demanda, que supera las
10.000 toneladas al afio (Havkin-Frenkel & Belanger 2009). Debido a esto, la vainillina
es producida principalmente por sintesis quimica a partir de lignina y petroquimicos (Hua
et al. 2007). Existe una gran diferencia entre el precio del producto natural, que alcanza
los 4.000 USD/kg vy el artificial, de alrededor de 15 USD/kg (Ma & Daugulis 2013).
Considerando lo anteriormente mencionado, en conjunto con el aumento de la demanda
por productos de origen natural, ha incentivado el desarrollo de nuevas técnicas

biotecnologicas para su fabricacion (Priefert et al. 2001).
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Figura 49: Esquema de la via de formacion y degradacion de la vainillina (encuadrada en azul) en P.
fluorescens BF13. Para cada reaccion se indica el nombre de la enzima responsable, seguido por el gen
correspondiente (Di Gioia et al. 2011).

La produccién de vainillina se ha obtenido a través de la bioconversion de precursores
como la lignina, el &cido ferdlico y el eugenol, mediante distintos organismos y enzimas
(Priefert et al. 2001). Ademas, se han disefiado microorganismos para lograr la biosintesis
de novo de este compuesto (Priefert et al. 2001). No obstante, a excepcion de la
biotransformacidn del acido ferdlico, la produccion mediante estos métodos es a nivel de
trazas (Hua et al. 2007). A continuacion, se detallan algunos de los trabajos en los cuales
se genera vainillina a partir de acido feralico.

Di Gioiaetal. (2011) logré alcanzar la mayor acumulacion de vainillina reportada hasta
ese momento, en Pseudomonas fluorescens (8,4 mM). El objetivo se logro inactivando la

vainillina deshidrogenasa de la cepa P. fluorescens BF13 a través de mutagénesis dirigida,
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impidiendo su posterior oxidacion a acido vanillico. Esta cepa fue cotransformada con una
feruloil-CoA sintasa y una hidratasa/aldolasa en un plasmido de bajo nimero de copias
(ver esquema en Figura 49).

Recientemente, Ma y Daugulis (2013), demostraron la toxicidad de la vainillina y su
efecto inhibitorio para el crecimiento de algunos microorganismos. Esto impide la
realizacion de cultivos con alta concentracion de &cido ferulico y disminuye el
rendimiento. Algunas de las soluciones propuestas para evitar este efecto fue el uso de
resina adsorbente (Hua et al. 2007) y un biorreactor bifasico sélido-liquido (Ma &

Daugulis 2013) para extraccion de vainillina in situ.

7.2.2. Raspberry Ketone

La 4-(p-hidroxifenil)-2-butanona, mas comunmente llamada raspberry ketone, es el
compuesto clave del aroma y sabor de las frambuesas. Este compuesto es un ingrediente
de alto interés en el mercado y se utiliza principalmente en la industria de alimentos (Serra
et al. 2005). Al igual que la vainilla, su concentracion en frutos y plantas es baja (3,7
mg/kg de frambuesa) (Kosjek et al. 2003), lo que resulta en bajos rendimientos y altos
precios, alcanzando los 8.000 USD/kg. En cambio, el mismo producto resultante de
sintesis quimica tiene un valor de aproximadamente 10 USD/kg (Boker et al. 2001).
Raspberry ketone también es producida a partir de biotransformaciones y sintesis de novo.

Hace 20 arfios, Fuganti y Zucchi (1998) reportaron la reduccion de 4-
hidroxibenzalacetona, formando rasperry ketone y su alcohol correspondiente
(rhododendrol, a en Figura 50), en 14 microorganismos diferentes. De estos, Mucor
subtilissimus es el que obtuvo una mayor conversién y distribucion enantiomérica. Mas
adelante, se biosintetizé raspberry ketone en Rhodococcus ruber y R. equi, a partir de la
oxidacién enzimatica de rhododendrol (b en Figura 50), que se encuentra en abundancia
en la corteza de ciertos arboles (Kosjek et al. 2003). También, se implemento una via en
Escherichia coli (BL21) desde é&cido p-cumarico (¢ en Figura 50), el cual fue

suplementado en el cultivo, logrando rendimientos de 5 mg/L (Beekwilder et al. 2007).
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Figura 50: Esquema de los sustratos utilizados para la bioconversion a raspberry ketone en distintas
publicaciones. a: Fuganti & Zucchi 1998, b: Kosjek et al. 2003, c: Beekwilder et al. 2007, d: Hakkinen &
Seppénen-laakso 2015, e: Lee et al. 2016. Elaboracién propia.

Recientemente, se logré la bioconversion a partir de 4-hidroxibenzalacetona (d en
Figura 50) en Nicotiana tabacum BY-2 (Hékkinen & Seppanen-laakso 2015) y desde
acido p-cumarico (e en Figura 50) en Saccharomyces cerevisiae AWRI2975 (Lee et al.
2016), alcanzando 7,4 mg/L y 7,5 mg/L, respectivamente. En esta Ultima publicacion
también lograron la sintesis de novo de raspberry ketone en S. cerevisiae AWRI11631, sin

embargo, el rendimiento fue menor ( 2,8 mg/L) (Lee et al. 2016).

7.2.3. 2-feniletanol

El aroma de 2-feniletanol (2-PE) se describe como similar al de rosas, se encuentra en
frutos y flores y es utilizado frecuentemente como ingrediente en perfumeria, farmacia y
articulos de cuidado personal. La extraccion es poco sustentable debido a que éste se
encuentra en bajas concentraciones en la mayoria de sus fuentes naturales, a excepcién

del aceite de rosa, que puede contener hasta 60% de 2-PE (Etschmann et al. 2002). Es
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debido a esto que sobre el 97% de las 10.000 toneladas producidas al afio (Hua & Xu
2011), es a partir de sintesis quimica (Carlquist et al. 2015). Actualmente, hay 3 procesos
por los cuales se puede fabricar 2-PE quimicamente y en todos ellos la purificacion es el
mayor obstaculo, debido a que algunos de los subproductos tienen aromas no deseados
por los consumidores (Etschmann et al. 2002). El precio de mercado del compuesto
producido por estas vias es de alrededor de 5 USD/kg (Hua & Xu 2011); mientras que el
natural es de 1.000 USD/kg (Xu et al. 2007).

Eritrosa-4-fosfato Fosfoenolpiruvato
(glicdlisis) (pentosas fosfato)
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HO
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\Fenilalanina _____________f Fenilpiruvato __________Fenilacetaldehido ____: Zfeniletanol ___/

Figura 51: Sintesis de novo de 2-PE através de la via del shikimato. En azul se encuadra la via de Ehlrich,

a partir de fenilalanina. Elaboracion propia.

La produccién de 2-PE es parte del metabolismo natural de las levaduras y otros
microorganismos, siendo las primeras las que alcanzan las mayores concentraciones. 2-
PE es sintetizado durante la fase exponencial de crecimiento de levaduras, su
concentracion depende de la fuente de nitrégeno suplementada en el cultivo (Etschmann

et al. 2002) y esta limitada por su efecto citotoxico (Stark et al. 2002). La sintesis de novo
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se logra a través de la via del shikimato, el cual es producido a partir de eritrosa-4-fosfato
y fosfoenolpiruvato (Figura 51) (Etschmann et al. 2002). El aminoécido L-fenilalanina se
utiliza como precursor para su biotransformacion a través de la via de Ehrlich (Figura 51)
en levaduras como Saccharomyces y Kluyveromyces (Xu et al. 2007). Este es el enfoque
biotecnoldgico mas eficiente hasta el momento, alcanzando 6 g/L gracias a grandes
esfuerzos en ingenieria metabolica y de procesos y de la aplicacién de diversas técnicas
de remocidn de producto in situ (Wang et al. 2017; Hua & Xu 2011; Eshkol et al. 2009;
Etschmann & Schrader 2006).

7.3. Lactonas

Las lactonas son una familia de aromas derivados de &cidos grasos, que estan presentes
en muchos aceites esenciales de plantas (Sanchez-sevilla et al. 2014). Algunos hongos son
capaces de transformar estos acidos grasos en lactonas con bajo rendimiento (Romero-
guido et al. 2011). La descripcion sensorial de estos aromas es dulce y frutosa con notas
de durazno, damasco o coco, dependiendo del compuesto especifico (Tabla 22) (Jo et al.
2014).
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Tabla 22: Estructura, nombre y propiedades aromaticas de las lactonas producidas por
Yarrowia lipolitica (Waché et al. 2003).

Structure Name Odorant notes

y-dodecalactone peach, butter,

I .o Y-decalactone  peach, fatty,
"0 fruity

J>=0 Yy-nonalactone coconut, fatty

~0 fruity, aniseed
o~  O-decalactone peach, oily,
creamy
: ov’_ O dec-3-en-4-olide fruity, oily,
fatty
X o dec-2-en-4-olide mushroom
o
HO 3-hydroxy- no odour
|  )=o Y-decalactone
0

Los pasos enziméticos para la formacion de lactonas son, principalmente, la
hidroxilacion, B-oxidacion y lactonizacion (Figura 52) (Endrizzi et al. 1996). El primer
paso es el cuello de botella del proceso, debido a que se trabaja con enzimas que, en su
mayoria, son inespecificas y resultan en numerosos productos no deseados (Farbood et al.
1993). Para solucionarlo, se utiliza como sustrato &cidos grasos previamente hidroxilados
(Jo et al. 2014; An & Oh 2014). Esto es poco favorable econémicamente, a pesar de

aumentar el rendimiento (Romero-guido et al. 2011).
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La B-oxidacion es un proceso complejo que ocurre en los peroxisomas de levaduras
(An & Oh 2013) en ciclos de cuatro pasos, catalizados por tres enzimas. En cada ciclo se
remueven dos carbonos de la cadena, dando como resultado lactonas de distinto largo
(Sanchez-sevilla et al. 2014). EI numero de ciclos depende de la oxigenacién y del pool
de metabolitos y cofactores en la cepa utilizada (Romero-guido et al. 2011). Se han
modificado levaduras para manejar la cantidad de ciclos y asi, el tamafio de la lactona
producida (Guo et al. 2012).

n n>4
OH
(M m>0
0

~
3

(0]
Lactonizaciénl

(;m\CTO
n-2p

Figura 52: Esquema general de la formacidn biotecnoldgica de lactonas. Adaptado de Romero-guido et
al. 2011.

Por altimo, la lactonizacién ocurre en ambientes acidos y no se ha comprobado si hay
enzimas involucradas en el proceso (Endrizzi et al. 1996). La estructura de la lactona

producida depende de la posicion del grupo hidroxilo original. Asi, si el hidroxilo se
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aproxima al carboxilo en el carbono 4, 5 0 6, éste se convertira en una y-, - o e-lactona,
respectivamente (Romero-guido et al. 2011).

Algunos de los desafios para la produccion microbiana de lactonas son la entrada de
lipidos para su consumo como sustrato (An et al. 2013) y la oxigenacion de los cultivos,
lo que dificulta el escalamiento de los procesos a nivel industrial (Romero-guido et al.
2011). Diversas técnicas como el uso de bioemulsificantes, lipasas y la adicion de canales
de membrana han resultado ser una solucion al primer punto (An & Oh 2014; An & Oh
2013; An et al. 2013). Respecto al segundo, la mejora en la transferencia de oxigeno se
logra a través del aumento del coeficiente volumétrico de transferencia de masa (k,a), el
cual esta relacionado con la geometria del reactor, las caracteristicas del medio de cultivo,
la aireacion y la agitacion (Romero-guido et al. 2011).

Otra dificultad relacionada a la biosintesis de lactonas es su toxicidad, debido a que
disminuyen el pH intracelular y fluidizan las membranas (Romero-guido et al. 2011). De
esta manera, la acumulacion de lactonas puede inhibir el crecimiento del microorganismo
a distintos niveles, dependiendo de la estructura y concentracion del compuesto, el estado
celular y la presencia de lipidos en el medio (Waché et al. 2003). Para disminuir la
concentracion de lactonas, el uso de solventes hidrofébicos para la extraccion in situ,
surfactantes y la adsorciébn en matrices porosos, han demostrado tener eéxito.
Adicionalmente, se puede reducir la fluidizacién de las membranas disminuyendo la
temperatura del proceso (Waché et al. 2003).

La y-decalactona fue la primera lactona descubierta, en 1963 y actualmente, representa
uno de los compuestos de mayor produccion a través de biotecnologia (Waché et al. 2003).
La mayoria de los procesos industriales para obtener y-decalactona se basan en la
biotransformacién de acido ricinoleico en levaduras como Yarrowia lipolitica (Guo et al.
2012; Waché et al. 2003). El precio de mercado de este compuesto natural alcanza los
USD $1.245 por kilogramo (Vigon, Estados Unidos, 2017) que es aproximadamente 20
veces el precio del producto sintético (USD $60/kg, Vigon 2017).
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7.4. Produccion de ironas por extraccion desde rizomas

A continuacién, se presentan las patentes correspondientes a los métodos alternativos
de produccidn de ironas por extraccion desde rizomas, donde se reduce del tiempo de
maduracion, con respecto al proceso original. Cabe destacar que, en todos los casos, la
proporcidn de isomeros depende del origen de la planta de que se extraen los precursores.
Ademas, el rendimiento se presentara en gramos de ironas totales por kilogramo de peso
seco de rizomas tratados (g'"/kgRS).

En 1989, la empresa francesa EIf Aquitaine patentdé un proceso de oxidacion de un
extracto lipofilico de los rizomas, que utiliza cloruro de metileno como solvente y
permanganato de potasio (KMnO4) como oxidante. Se logra un alto rendimiento de entre
1y 8g'"/kgRS, la reaccion se realiza a temperaturas entre 20 y 60 °C en un proceso total de
4 dias. (Buono et al. 1989).

Un afio después, se le asigna a la empresa Roure S.A. los derechos sobre un tratamiento
microbiologico de los precursores de las ironas. Estos son incubados por 24 horas en un
medio de cultivo vegetal con bacterias de las familias Enterobacteriacea y
Pseudomonacea, previamente aisladas de los mismos rizomas. El proceso completo hasta
la extraccion dura menos de una semana, con un rendimiento de hasta 1 g"/kg®® y el
producto es considerado natural y de excelente calidad (Belcour et al. 1990). La
desventaja de esta opcion es el alto costo del tratamiento microbiolégico (Ehret et al.
2001).

Posteriormente, en 1992, se patentan tres procesos adicionales. El primero, consta de
exponer los precursores, previamente extraidos desde los rizomas con hexano y etanol, a
radiacion ionizante. Luego de esto, se incuban a 25 °C durante 2 meses obteniendo un
rendimiento de 0.35 g'"/kgR® (Baccou et al. 1992).

Las otras dos patentes son asignadas a EIf Aquitaine, por los mismos inventores. En la
primera, se propone el cultivo a 20 °C de rizomas molidos con hongos del género
Botryotinia o sus fracciones enzimaticas. EI mayor rendimiento se logra a las 48 horas de

cultivo (el proceso completo toma 4 dias), alcanzando los 2,3 g'"/kgR® (Gil & Le Petit
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1992). En la otra, se patenta una ruta enzimatica, en la cual se tratan los precursores con
enzimas peroxidasas, entre las cuales se encuentran la lipoxidasa de soya, peroxidasa de
rabano, lactoperoxidasa de leche y manganeso peroxidasa de distintos microorganismos.
El rendimiento es similar al anterior (2,2 g"/kg®®) y se alcanza en el mismo tiempo a 30°C
(Gil et al. 1992).

El proceso més rapido patentado para la sintesis de ironas desde iridales, menos de 48
horas, fue adjudicado en 1998 a las compafiias Givaudan y Roure S.A.. En éste, se realiza
un tratamiento con sales de nitrito a temperatura ambiente y pH &cido, en especial con
NaNO, y KNO, siendo el mayor rendimiento alcanzado es de 1,84 g"/kgR® (Ehret et al.
2001).

Las dos patentes mas recientes para el tratamiento de rizomas utilizan procesos que se
realizan en mas tiempo y alcanzan bajos rendimientos. En primer lugar, Firmenich publico
el afio 2009 un tratamiento que incluye el blanqueamiento, trituracion e incubacion por 20
dias a 60 °C de los rizomas, llegando a 0,7 g'"/kgR® (Canhoto et al. 2009). Finalmente, el
instituto de investigacion SKH GmbH de la Universitit Regensburg de Alemania patentd
un proceso menos invasivo en el que se maduran los rizomas en una atmdsfera de oxigeno
de 5 bar a 25 °C durante 8 semanas. El rendimiento reportado es de 0,5 g"/kgR® (Flemming
2017).

7.5. Produccion de ironas por sintesis quimica

La primera sintesis quimica exitosa de ironas se le atribuye a Ruzicka (1940), al formar
lo que él llamaba 6-metil-iononas desde citral. EI aroma de su preparacion no era similar
a los extractos naturales de iris, lo que podria deberse a la mezcla de isdbmeros presentes
(Schinz 1957). Siete afios después, Schinz logra la sintesis de una mezcla de a- y B-irona
con el aroma adecuado (CBI 2014). Esta se efectia a partir de n-metilpseudoionona y
acido fosférico variando la temperatura de reaccion de -4 °C a 50°C. En la patente,
otorgada diez aflos después, también se describe la preparacion de n-metilpseudoionona a

partir de y-metillinalool (Schinz 1957). Este proceso requiere varios pasos fisicos y
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quimicos, como la adicién de acido acético a 155 °C, saponificacion con hidréxido de
potasio, mezcla con isopropilato de aluminio, benceno y acetona a 60 °C, hidrolisis con
acido clorhidrico y destilacion fraccionada.

Luego, en 1991 la compafiia japonesa Hasagawa LTD patent6 un método para generar
cis-y-irona a partir de 3,3,4-trimetil-1-ciclohexenilmetanol y etil-vinil-eter (a y b
respectivamente en Figura 53) con &cido pivalico, los que forman (£)-cis-2,3,3-trimetil-6-
metilen-ciclohexilacetaldehido (1 en Figura 53). Luego, el compuesto 1 es tratado con
KCN, MeCl o PhSeNa, perdxido de hidrogeno y metillitio para formar cis-y-irona, como
se ilustra en la Figura 53 (Kawanobe & Kogami 1991). Aungue este proceso toma menos
de un dia, el rango de temperaturas es muy amplio - desde -65 °C a los 220 °C- y el

rendimiento final es menor al 5%.
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Figura 53: Sintesis quimica de cis-y-irona a partir de (z)-cis-2,3,3-trimetil-6-metilen-

ciclohexilacetaldehido (Kawanobe & Kogami 1991).

En 1992, Givaudan patent6 una técnica para la produccion quimica de a- y B-ironas. El

sustrato utilizado es dehidrolinalool, el que pasa por un proceso consistente en tres etapas
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con un tiempo de 145 horas y tiene un rendimiento total méximo de un 72% (Frater &
Helmlinger 1992). Finalmente, en el afio 2012 se desarroll6 un método para sintetizar
ironas a partir de pseudoionona. EI método utiliza dilodometano y la reaccion es catalizada
por zinc y cobre. En la etapa final , el ciclo es cerrado por medio de una reaccion de
catalisis acida (Lie et al. 2013). Ademas, la pseudoionona (Figura 54a), se fabrica a partir
de citral y acetona (Abell6 et al. 2007; Brenna et al. 2003b).

HO

(a) (B)

Figura 54: (a) Estructura quimica de la pseudoionona. (b) Estructura quimica de (2,2,4-trimetil-3-
ciclohexen-1-il)-metanol, utilizado como sustrato para la sintesis enzimética de cis-a-irona y cis-y-irona.

Elaboracion Propia.

Por otro lado, en cuanto a reacciones enzimaticas, se ha logrado sintetizar cis-a-irona
y cis-y-irona a partir de una mezcla racémica de (2,2,4-trimetil-3-ciclohexen-1-il)-metanol
(Figura 54b), utilizandose lipasa pancreatica porcina (PPL), con el fin de acetilar e
hidrolizar (Inoue et al. 2000).

Numerosos estudios han sido desarrollados relacionados con la separacion de los
enantiomeros de ironas a partir de una mezcla racémica de a-irona comercial de la empresa
Sigma Aldrich (Irone Alpha ®), mediante catalisis enzimatica (Brenna et al. 2008; Brenna,
Fuganti, et al. 2001; Brenna, Delmonte, et al. 2001; Brenna et al. 2003b; Brenna et al.
1999; Brenna et al. 2002; Serra et al. 2005). El primero de ellos se llevé a caboen 1999

con la separacion de los estereoisomeros (+)- y (-)-Cis-a-irona y (+)- y (-)-trans-a-irona
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(Brenna et al. 1999). En este trabajo, concluyen la necesidad de epoxidar las ironas (Figura
55a) para separar los isomeros cis- y trans- por cromatografia antes de la separacion
enantiomérica catalizada por una lipasa pancreéatica (PL, Amano) o por PPL (Sigma),

como se ilustra en la Figura 55b (Brenna et al. 2003b).
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Figura 55: (a) Estructura de cis- (izquierda) y trans- (derecha) epoxi-ironas, utilizadas para separar

estos diastereoisomeros previo al tratamiento enzimatico (Brenna et al. 2003b). (b) Separacion
enantiomeérica de trans-epoxi-irona en (+)- y (-)-trans-a-irona. i) Lipasa PS, ii) KOH en MetOH, iii) MnO-
en CHCl, iv) Nal,(CH3)3SiCl, CH3CN. Adaptacién de Brenna et al. 2003b.

El afio 2001, los mismos autores logran transformar las epoxi-ironas en (+)- y (-)-B-
ironas (Brenna, Delmonte, et al. 2001). Para lograrlo, se trataron las epoxi-ironas con
LiAlH4, convirtiéndolas en una mezcla racémica de dioles ((£)-26 y (+)-27 en Figura 56)
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que pueden ser separados por cromatografia. Estos, en presencia de t-butilmetiléter, vinil
acetato y lipasa se separan en los enantiomeros del acetato de [-irol, los que,
posteriormente son convertidos en sus respectivas pB-ironas (Figura 56). Finalmente, ese
mismo afio, lograron separar todos los enantidémeros de las y-ironas, utilizando los

precursores y técnicas comprobadas en trabajos anteriores (Brenna, Fuganti, et al. 2001).
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Figura 56: Proceso de separacion de enantiomeros de 3-irona a partir de irodioles (Brenna et al. 2003b).



154

7.6. Enzimas involucradas en las distintas estrategias de sintesis de ironas

7.6.1. Escualeno metiltransferasa

Botryococcus braunii es un tipo de microalga estudiada para la produccién de biodiesel
debido a su alta capacidad de sintetizar y acumular hidrocarburos (Cook et al. 2017). Estos
compuestos son almacenados en cuerpos lipidicos dentro del alga o asociados a la matriz
extracelular, lo que les confiere la propiedad de flotar en el agua y tener mayor acceso a
fuentes de luz (Niehaus et al. 2012). Se han caracterizado 4 clases de B. braunii: A, B, L
y S (Kawachi et al. 2012), en funcién de los compuestos que producen, el color en la fase
estacionaria y el tipo de biopolimeros presentes en la pared celular (Banerjee et al. 2002).

La clase A es de color amarillo palido o verde (Cook et al. 2017) y produce n-
alcadienos y n-alcatrienos (Czs, Cz7, C29y Ca1), que constituyen hasta un 61% de su peso
seco (Banerjee et al. 2002). La clase B produce triterpenos lineales insaturados como
escualeno y botriococcenos y sus derivados polimetilados (Cso - Cs7) (Niehaus et al. 2012),
alcanzando hasta un 86% del peso seco del alga (Volkman 2014). Por su parte, la clase L
produce principalmente un tetraterpeno Ilamado licopadieno (2% - 8% de su peso seco)
(Thapa et al. 2016). Los tipos B y L adquieren un color café anaranjado y rojo, ya que
acumulan carotenos en la fase estacionaria (Banerjee et al. 2002). Finalmente, la clase S
produce n-alquenos y epoxi-alquenos Cis a Co (Volkman 2014).

Se ha reportado la presencia de tres tipos de triterpeno-metiltransferasa (TMT)
dependientes de SAM en B. braunii clase B: TMT-1, TMT-2 y TMT-3 (Niehaus et al.
2012). Estas son capaces de metilar sucesivamente sustratos como el escualeno y el
botriococceno, en cuatro posiciones especificas. En la Figura 57 se muestra el esqueleto

de ambos sustratos con sus respectivas posiciones a metilar y productos.
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Figura 57: Estructura de triterpenos acumulados en levaduras expresando una escualeno-sintasa o
botriococceno-sintasa, en conjunto con TMT-1, -2, 0 -3. 1) escualeno, 2) 3-metil-escualeno, 3) 3,22-dimetil-
escualeno, 4) botriococceno, 5) 20-metil-botriococceno, 6) 3-metil-botriococceno, 7) 3,20-dimetil-
botriococceno. Las flechas rojas indican las posiciones donde se ha encontrado metilaciones. Los circulos

rojos muestran los metilos agregados por TMT -1, -2, 0 -3 (Niehaus et al. 2012).

La actividad de estas enzimas difiere segun el sustrato que tienen disponible. TMT-1y
TMT-2 tienen preferencia por escualeno, mientras que TMT-3 favorece a botriococceno
como aceptor de metilo (Niehaus et al. 2012). Por otra parte, la cantidad de metilos
afiadidos también varia segun la enzima. Asi, TMT-1y TMT-3 tienen una alta preferencia

por metilar en ambos lados equivalentes del sustrato, generando principalmente productos
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bimetilados. Sin embargo, TMT-2 produce principalmente triterpenos monometilados,

alcanzando bajo un 20% de compuestos con méas de un metilo (Figura 58).

Cabe mencionar a este nivel que aun no se ha resuelto la estructura tridiminensional de

estas MT. No obstante, se han encontrado sitios conservados asociados a la unién de

esteroles en otras MTs y a la uniéon de SAM. Esto podria permitir su modelamiento

utilizando herramientas bioinformaticas.

Ademas, se han

reconocido

regiones

hidrofobicas significativas, que podrian tener un rol en la asociacion a membranas para

facilitar el acceso al sustrato.
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Figura 58: Via propuesta de sintesis de triterpenos metilados en B. braunii a partir de FPP (Niehaus et

al. 2012).
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7.6.2. Benzoquinol metiltransferasa

Entre las enzimas candidatas para la metilacion de carotenos ciclados, BqMT (2-2-
metoxi-6-poliprenil-1,4-benzoquinol MT) es la Unica cristalizada y disponible en PDB.
Esta proteina forma parte de la via de sintesis de la Coenzima Q (CoQ), que contiene a las
enzimas desde Coql a Coq9, las que se ubican en la parte interna de la mitocondria en S.
cerevisiae.

BgMT actla como dimero y su dominio de dimerizacién se encuentra cercano al
bolsillo catalitico (Figura 59). Cada subunidad tiene la estructura tipica de las MT tipo I,
con sitios de union a su cofactor (SAM) y sustrato que estan altamente conservados.
Aungue su mecanismo catalitico no ha sido demostrado, existen hip6tesis en cuanto a su
funcionamiento (Dai et al. 2014). Cada uno de los mecanismos propuestos involucra
diferentes residuos, lo que dificulta el disefio de mutantes que puedan aceptar carotenos

como sustrato.

Figura 59: Estructura de BqMT, cédigo PDB: 4obw. Se muestra ambas subunidades del dimero de

distinto color y SAM en cada una de ellas. Elaboracion propia a través de PyMOL.
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Al cristalizar la proteina, se removio el péptido sefial (primeros 26 residuos) y su
estructura solo se pudo resolver desde el residuo 72 en adelante (Dai et al. 2014). El sector
N-terminal, que no pudo ser resuelto, podria encontrarse cercano al sitio catalitico de la
enzima como se ilustra en Figura 60. Por lo tanto, para poder caracterizar de mejor manera
la unién al sustrato, se debe hacer un modelo por homologia del segmento faltante.
Lamentablemente, no existen estructuras con un valor de identidad adecuado en el sector

requerido como para poder llevar a cabo este modelo.

Figura 60: Bolsillo catalitico de Coq5, una BqMT (cddigo PDB: 4obw). En verde se indican los primeros
residuos del extremo N-terminal que fueron resueltos. Ademas, se destaca el cofactor SAM vy los residuos

gue participan en la coordinacion del sustrato y catalisis. Elaboracion propia a través de PyMOL
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7.6.3. 3-hidroxiantranilato-C(4)-metiltransferasa

La enzima 3-hidroxiantranilato-C(4)-metiltransferasa (3-HAA-C4s-MT) participa en la
via de sintesis del antibidtico actinomicina en Streptomyces antibioticus. Especificamente,
esta enzima cataliza la formacion de 4-metil-3-hidroxiantranilato (MHA) (ver reaccion en

Figura 61), el sustrato inicial en la polimerizacién de las cadenas peptidicas del antibiotico.

COOH COOH
AdoMet
NH, | NH,
OH OH
H
AdoHcy CHE

Figura 61: Esquema de la reaccion catalizada por 3-HAA-C4-MT. A la izquierda, el 3-hidroxiantranilato
y a la derecha, el producto 4-metil-3-hidroxiantrailato (Fawaz & Jones 1988).

La enzima fue aislada por Fawaz y Jones (1988), quienes comprobaron su actividad
enzimatica y caracterizaron los parametros cinéticos de la reaccion. Sin embargo, el gen
no fue aislado ni secuenciado. En este caso, la falta de informacion disponible en bases de
datos la convierte en una alternativa poco factible. Al no disponer de su secuencia, no se
pueden realizar modelos por homologia ni realizar experimentos con la proteina en el

laboratorio. Como consecuencia, se descartd como candidata para la produccion de ironas.
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7.6.4. L-tirosina-C(3)-metiltransferasa

La LfmM2 es una L-tirosina-C(3)-metiltransferasa (L-TYR-C3-MT) que forma parte
de la via de sintesis del antibiotico saframicina A, producido por Streptomyces lavendulae
(Li et al. 2008). En particular, esta enzima participa en la sintesis del aminoacido no
proteinogénico 3-hidroxi-5-metil-O-metiltirosina (ver Figura 62), metilando el C3 del
ciclo bencénico de la L-tirosina (Fu et al. 2009). Aungue la secuencia si se encuentra

disponible, esta enzima no ha sido cristalizada y su mecanismo catalitico se desconoce.

CO,H
CO.H

= NH. H.CO
HO 2 :

OH

Figura 62: Esquema de la formacion de 3-hidroxi-5-metil-O-metiltirosina a partir de L-tirosina. L-TYR-

Cs-MT forma parte de esta via de sintesis (Fu et al. 2009).

Se alined la secuencia contra la base de datos PDB mediante BLASTp y se encontro
un candidato con el que es posible realizar un modelo por homologia, con una cobertura
del 93% y una identidad del 44%. Esta proteina (SibL) de Streptosporangium sibiricum
es también una C-metiltransferasa, dependiente de SAM, que metila la 3-
hidroxiquinurenina (3-HK) (Figura 63), para la sintesis de un antibidtico antitumoral

Ilamado sibiromicina (Chen et al. 2015).
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Figura 63: Esquema de la reaccion catalizada por SibL de Streptosporangium sibiricum (Chen et al.
2015).

SibL es un homodimero (Figura 64), con un dominio de unién en el extremo N-terminal
y uno catalitico con motivo de plegamiento de Rossmann (Rossmann-fold) en el C-
terminal. En el trabajo de Chen et al. (2015), se determind la composicion del bolsillo,
donde se encuentran los residuos cataliticos y otras zonas relevantes de la enzima, a través
de mutagénesis sitio-dirigida y de interaccion entre la enzima y ligandos. Ademas, en este

mismo estudio se propuso y respaldé el mecanismo catalitico de la enzima.
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Figura 64: Representacion de la estructura de SibL (Chen et al. 2015).

Las MT tipo | dependientes de SAM comparten una estructura altamente conservada
a pesar de la diferencia en su secuencia aminoacidica (Schubert et al. 1998). El alto nivel
de identidad (44%), apareamientos positivos (62%), cobertura (93%), similitud entre
sustratos, posicién de metilacion y tamafio de la proteina hacen de SibL un candidato
Optimo para la generacion de un modelo por homologia para SfmM2. En la Figura 65 se
muestra el resultado de alineamiento de ambas proteinas, acompafiado por la estructura

secundaria de SibL.
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Figura 65: Esquema del alineamiento de secuencias de SibL (arriba) y SfmM2 (abajo). Sobre el
alineamiento se muestra la estructura secundaria de SibL, en rojo se indican las identidades y en amarillo se
destacan las coincidencias positivas. Elaboracion propia a través de ESPript 3.0.

7.6.5. Geranildifosfato-C(2)-metiltransferasa

La enzima geranildifosfato-C(2)-metiltransferasa (GPP-C.-MT) forma parte de la via
de sintesis del 2-metilsoborneol (2-MIB), un aroma terroso (Ariyawutthiphan et al. 2012).
Este compuesto ha sido identificada en agua potable, donde no es deseable, y en quesos
como Camembert y Brie, donde se considera una caracteristica positiva (Koksal et al.
2012). La reaccion desde GPP a 2-MIB se ilustra en la Figura 66.
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Figura 66: Esquema de la reaccion de formacién de 2-MIB a partir de GPP mediante la enzima
geranildifosfato-C(2)-metiltransferasa (GPP-C,-MT) (Kdksal et al. 2012).

Se han reportado GPP-C>-MT provenientes de Streptomyces lasaliensis (gdpMT),
Streptomyces ambofaciens (samL0358) y Saccharopolyspora erythraea (sace 3721)
(Komatsu et al. 2008). Ademas, se cristalizaron las enzimas provenientes de Streptomyces
lasaliensis (Ariyawutthiphan et al. 2012) y S. coelicolor (sco7701) (Koksal et al. 2012).
A traves de estos trabajos se propuso y avalo el mecanismo catalitico de la enzima

mediante el estudio de la estructura, residuos conservados y mutagénesis sitio-dirigida.
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Figura 67: Estructura hexamérica de las geranildifosfato-C(2)-metiltransferasa Sco7701 (a) y GdpMT
(b). Modificado de Koksal et al. (2012) y Ariyawutthipan et al. (2012).

Ambas estructuras revelaron la tipica forma de una C-MT tipo | con plegamiento de
Rossmann y un cristal formado por un trimero de dimeros (hexamero). A pesar de esto,
existen dos teorias opuestas sobre la forma activa de estas enzimas. Por un lado, Koksal
et al. (2012) propone que Sco7701 funciona como mondmero; mientras que
Ariyawutthipan et al. (2012) concluye que GdpMT solo se encontraria activa actuando
como hexamero. En este Ultimo estudio también se reporté un cambio conformacional de
la enzima en presencia del sustrato. La coordinacion del grupo fosfato de GPP con Mg?*
desencadena un giro de 180° de His57, lo que activa el sitio, permitiendo la entrada vy el
correcto posicionamiento de SAM (Figura 68). Este mecanismo le da especificidad a la
enzima, ya que requiere del sustrato correcto para permitir la entrada del donor del grupo

metilo
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Figura 68: Esquema de la union de sustrato y cofactor de la enzima geranildifosfato-C(2)-
metiltransferasa GApMT. Mg?* se muestra en color magenta. (a) Forma apo de la enzima con His57 marcada
en celeste. (b) Entrada del sustrato GPP. (c) Rotacion de His57. (d) Entrada de SAM. Obtenido y modificado
de Ariyawutthipan et al. (2012).
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