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Sumari

SUMARI

Capitol 1 (Introduccid) es fa una revisié del tema d'interés de la present tesi:
biocatalisi, processos quimioenzimatics, aldolases i iminociclitols. Es dedica gran
part de la introduccidé a la descripcid de les aldolases emprades en el present
treball: aldolases dependents de glicina, de DHAP i la D-fructosa-6-fosfat aldolasa
(FSA), les seves aplicacions sintétiques i optimitzacié per enginyeria de reaccié
i/o per enginyeria de proteines. Es focalitza la revisi6 en la sintesi
d'iminociclitols, compostos amb potencials aplicacions farmacéutiques, per mitja
de I'ds d'aldolases com a etapa clau en estratégies quimioenzimatiques.

Capitol 2 (Objectius) s'enuncien els proposits d'aquesta tesi.

Capitol 3 (Resultats i discussid) es descriuen els estudis realitzats en aquesta
tesi. En cada capitol s'adjunta una breu introduccié del tema concret d'estudi.

- Capitol 3.1 s'exposa I'estudi realitzat sobre la produccié de I'aldolasa
dependent de glicina D-treonina aldolasa d'Achromobacter xylosoxidans i la seva
aplicabilitat com biocatalitzador per obtenir B-hidroxi-a-dD-aminoacids.

- Capitol 3.2 es presenta una estrategia quimioenzimatica emprant
aldolases dependents de glicina, de DHAP i de la D-fructosa-6-fosfat aldolasa
(FSA) per obtenir una col-leccié de derivats polihidroxilats de I'acid pipecolic,
homoiminociclitols piperidinics i pirrolidinics a partir de substrats simples i
aquirals en tres passos sintétics i creant fins a cinc centres estereogenics.

- Capitol 3.3 tracta de la generacid d'una col-leccié de variants de FSA
per redisseny del centre catalitic a fi d'incrementar les conversions aldoliques
dels donadors a-hidroxicabonil-lics dihidroxiacetona (DHA), hidroxiacetona (HA)
i glicolaldehid (GO) a N-Cbz-aminoaldehids d'amplia varietat estructural. Les
noves variants de FSA es produiren a partir de les plataformes FSA A129S/A165G
per DHA i HA i FSA L107Y/A129G/A165G per GO. Les variants FSA
A129S/R134X/A165G/S166G i FSA L107Y/A129G/R134X/A165G/S166G on X: P,
R, S i V generaren conversions més elevades en les addicions aldoliques
d'interés.

- Capitol 3.4 es presenta la sintesi d'una col-leccié de 47 iminociclitols
mono i biciclics de tipus pirrolidines, piperidines, pirrolizidines, indolizidines i
quinolizidines. L'etapa clau en aquesta sintesi fou I'addicié aldolica de DHA, HA i
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GO a N-Cbz-aminoaldehids catalitzades per les noves variants de FSA obtingudes
(Capitol 3.3).

Capitol 4 (Conclusions) s'enumeren les conclusions de la present tesi.

Capitol 5 (Seccié experimentals) es detalla el material biologic i quimic utilitzat,
aixi com els procediments i tecniques emprades en el treball experimental.

Material suplementari de cada un dels capitols de resultats i discussié (Capitols
$3.1-S3.4), la descripcié dels productes finals (Capitol S.5) i les publicacions
originades de la present tesi (Capitol S.6), es troben en el CD adjunt.
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Abreviacions

ABREVIACIONS FREQUENTMENT UTILITZADES

axy: Acrhomobacter xylosoxidans

AcOEt: Acetat d'etil

Cbz: Benziloxicarbonil

DHA: Dihidroxiacetona

DHAP: Dihidroxiacetona fosfat

DMF: N,N-dimetilformamida

DOggo: Densitat optica a 600 nm

d.r.: Relacié diastereomerica

DTT: 1,4-ditiotreitol

EC: Numero de la Comissié d'Enzim (Enzyme Commission Number)
E.Coli o eco: Escherichia coli

e.d.: Excés diastereomeéric

e.e.: Excés enantioméric

FSA: D-Fructosa-6-fosfat aldolasa

FucA: L-Fuculosa-1-fosfat aldolasa

GO: Glicolaldehid

HA: Hidroxiacetona

HPLC: Cromatografia Liquida d'Alta Eficacia (High performance liquid
chromatography)

IBX: Acid 2-iodoxibenzoic

IMAC: Purificacié de proteines per Columna d'Afinitat de Metalls Immobilitzats
(Immobilized Metal Affinity Chromatography)

PCR: Reaccié en Cadena de la Polimerasa (Polymerase Chain Reaction)
pde: Paracoccus denitrificans

PLP: Piridoxal-5-fosfat

RhuA: L-Rhamnulosa-1-fosfat aldolasa

RMN: Ressonancia Magnetica Nuclear

SDS-PAGE: Electroforesis en gel de poliacrilamida en condicions
desnaturalitzants (Sodium Dodecyl Sulfate- Polyacrylamide gel electrophoresis)
TA: Treonina aldolasa

TEA: Trietanolamina

Tris: Tris (hidroximetil) aminometa

wt (referit a I'enzim): Enzim natural, natiu, salvatge (wild-type)
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1. Introduccio

1.1 BIOCATALISI | PROCESSOS QUIMIOENZIMATICS

La biocatalisi és I'Us d'enzims o microorganismes per a catalitzar reaccions
quimiques. El camp de la biocatalisi comen¢a a guanyar importancia en la
segona meitat del segle XX pel seu potencial d'aplicacid en la industria
farmacéutica, agroalimentaria o de combustibles, i segueix creixent en
, . 1,2

I'actualitat.

L'ds d'enzims en combinacié amb la sintesi quimica ha permés optimitzar molts
processos a gran escala, tant des del punt de vista mediambiental com economic
o sintétic.’ Un exemple clar fou I'optimitzacié de la fabricacié de I'acetat de
cortisona amb la introduccié de biotransformacions en el procés. El procés es
redui de 31 a 5 passos i el cost del producte, de 200$ a 65 per gram.4

Els processos quimioenzimatics soén especialment utils per a la sintesi de
compostos quirals altament funcionalitzats, demanda dels quals esta en continu
augment des que es produeix millora en la interpretacié quimica dels fendmens
biologics. Un exemple son les vendes estimades globals d'alcaloides aplicats en
medicina, les quals ascendiren a 4.000 milions de US$ en el 2002.” Per tant, el
disseny de noves rutes biocatalitiques eficients per a la sintesi de molecules
bioactives és un camp en progrés i de gran interes tan cientific com

. . 1,3,6,7
industrial.

1.1.1 ENZIMS EN SINTESI ASIMETRICA

Els enzims sén biocatalitzadors que la naturalesa ha evolucionat per facilitar les
transformacions quimiques necessaries en la vida. El fet que els enzims aillats
catalitzin reaccions i acceptin substrats no naturals permet la seva aplicacié dins
la sintesi quimica.

Les propietats més destacades en sintesi asimetrica son I'elevada eficiéncia i
selectivitat (quimio-, regio- i estereoselectivitat), que resulten de la seva
naturalesa quiral. Gracies a aquestes propietats, minimitzen la formacié de
subproductes per reaccions secundaries no desitjades i faciliten la construccio
de moléecules complexes d'elevada funcionalitat sense el requeriment d'etapes
de proteccid i desproteccio i en pocs passos sintétics, en comparacio a la sintesi
organica classica. A més, les condicions suaus emprades en les transformacions
enzimatiques i I'ds d'aigua com a solvent, fan de la biocatalisi una de las
tecnologies més atractives, capag de satisfer la creixent necessitat de processos

. . , . . . 3,7,8
industrials cada cop més sostenibles ambientalment com economicament.
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1. Introduccio

En els darrers 20 anys s'han emprat una gran varietat d'enzims en quimica
sintética, com hidrolases, liases, oxidoreductases, glicosiltransferases o
transaminases, optimitzant una gran quantitat de processos sintetics.” > *°

Els avengos en la tecnologia d'enginyeria genética i en bioinformatica han
impulsat enormement el camp de la biocatalisi. Aquestes eines han promogut el
descobriment de nous enzims i el redisseny dels existents.! Aixi, en I'actualitat es
possible modificar-ne les caracteristiques catalitiques a fi d'adaptar-los als
requeriments de processos industrials, en comptes de dissenyar aquests en

funcié de les limitacions dels enzims.

Les aldolases, juntament amb les transaldolases i transcetolases, representen
una de les classes de biocatalitzadors més prometedors en sintesi asimetrica ja
que catalitzen la formacié d'un nou enllag C-C, permetent la construccié
d'estructures moleculars quirals complexes a partir de precursors simples

. 11,12
aquirals.

1.1.2 REACCIONS ALDOLIQUES ENZIMATIQUES

La reaccié d'addicid aldolica és un dels métodes més efectius per a la formacié
d'enllagos carboni-carboni, vital en la quimica organica. A través de I'addicié
aldolica, es formen simultaniament fins a dos centres estereogénics. En sintesi
organica, el control de la configuracié absoluta dels centres estereogenics
generats ha estat un objectiu i un repte important d'aquesta metodologia. Es per
aix0 que s'han desenvolupat un elevat nombre de métodes d'addicié aldolica
asimeétriques catalitiques, on les reaccions enzimatiques s'han establert com una

. N spsos 4,13,14
alternativa a la organometal-lica o la organocatalisi.

o
R)\LH o}
/HLR‘
X
3'0 o)
RMR‘
DX

Figura 1.1.1. Reacci6 d'addicié aldolica

Els enzims que catalitzen les addicions aldoliques o retroaldoliques en la natura
son les aldolases. Pertanyen a un grup especific de liases i s'encarreguen de la
formacié o excisié estereoselectiva d’enllagos C-C mitjangant una reaccid
aldolica o retro-aldolica, en I'atac d'un donador nucleofil, enolat o cetona, a un
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1. Introduccio

aldehid acceptor electrofil, generant compostos [B-hidroxi carbonil-lics
(Figura 1.1.1).15‘ 16

Les reaccions aldoliques asimetriques biocatalitiques sén especialment
adequades per a la sintesi de compostos biologicament rellevants, tipicament
polifuncionals i hidrosolubles, com ara aminoacids, carbohidrats, iminociclitols,
entre altres compostos polihidroxilats.ll’ 12,1618

Existeixen diverses aldolases natives comercials i altres han estat optimitzades
en els darrers anys mitjangant tecniques d'enginyeria de proteines, permeten el

, . . . s 18-21
seu Us a nivell preparatiu en processos biocatalitics.

1.1.3 OPTIMITZACIO DE PROCESSOS BIOCATALITICS

L'Us d'enzims en sintesi organica, malgrat el seu enorme potencial i avantatges,
presenta sovint certes limitacions. Alguns d'aquests inconvenients, en segons
quins casos, son la baixa activitat en preséncia de solvents organics, estret rang
de substrats tolerats, requeriment de cofactors complexos i cars o presenten
una estabilitat baixa sota les condicions operatives desitjades. En molts casos
han estat resolts amb el desenvolupament d'estrategies tecnologiques
apropiades al llarg de decades, que han contribuit enormement al

. e .. 6, 10, 22
desenvolupament processos biocatalitics eficients.

En el disseny i millora de processos biocatalitics, les estrategies s'han centrat en
I'estudi de les condicions optimes de reaccid -Enginyeria de reaccio- i en I'estudi
del biocatalitzador -Enginyeria de proteines-.

1.1.3.1 ENGINYERIA DE REACCIONS

L'enginyeria de reaccié consisteix en la manipulacio racional de les condicions de
reaccio per influenciar positivament a les propietats catalitiques de l'enzim.® '
Entre les variables més importants, es troben el pH, la temperatura i la
composicié del medi de reaccid.

Els canvis de pH en el medi afecten tant a la conformacié i/o I'estat d'ionitzacid
dels enzims, als substrats, aixi com també en reaccions secundaries. En relacio
als enzims, residus basics o acids poden formar part del centre actiu i, per tant,
el seu estat d'ionitzacio influir en els valors de kg, i kv enzimatics.”*
La variacié de la temperatura de reaccio té efectes més dificils de predir sobre
I'estereoselectivitat dels productes, atés que els enzims son termolabils.
Generalment, pero, a temperatures més elevades s'incrementa les velocitats de
reaccio i a temperatures més baixes, s'obtenen productes amb una major puresa

. v e 26-28
enantiomerica.
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El medi de reaccié també pot influir en |'eficiéncia global i selectivitat d'un
enzim. Es ben conegut que molts enzims toleren solvents organics, inclis sense
preséncia d'aigua, i que la estereoselectivitat enzimatica pot ser modulada
gracies a la naturalesa del solvent organic seleccionat. La interaccié d'aquest
amb la capa de solvatacid i amb els grups polars i apolars de la cadena
polipeptidica provoquen modificacions en I'estructura tridimensional dels
enzims, les quals poden afectar a llurs propietats catalitiques, |'estabilitat i/o
'activitat.' >> %

L'Us de solvents organics s'ha emprat principalment per a solubilitzar substrats
hidrofobics, en sistemes homogenis o bifasics. Els sistemes homogenis
s'anomenen co-solvents, formats per una barreja d'aigua i un solvent miscible.
Gracies a la homogeneitat del medi, no presenten la limitacié de transferéncia
de massa caracteristica de sistemes bifasics. Tanmateix, el biocatalitzador pot
inactivar-se en contacte amb el dissolvent organic, sobretot si es requereixen
elevades concentracions d'aquest.zg Els sistemes heterogenis sén una alternativa
als sistemes de co-solvent, amb dues fases aquosa-organica, on I'enzim es situa
en la fase aquosa i els substrats i productes en la fase organica. En sén exemples
de sistemes bifasics les microemulsions, emulsions, miscel-les, cristalls liquids o
vesicules, on |'area d'interfase aquosa-organica és molt elevada, i permeten una
transferéncia de massa excel-lent.”*

Si bé els efectes dels diferents parametres de reaccié poden tenir una influencia
important sobre I'especificitat, estereoselectivitat i rendiment global de les
reaccions enzimatiques, els comportaments exhibits no permeten ser
generalitzats.24 Per tant, I'estudi individual de les diferents variacions en cada
cas concret és fonamental per al seu Us en sintesi asimeétrica.

1.1.3.2 ENGINYERIA DE PROTEINES

L'enginyeria de proteines implica tot un conjunt de tecniques de biologia
molecular aplicades a la modificacid estructural d'una proteina per alterar
intencionadament caracteristiques bioquimiques especifiques.™*

Les altes temperatures, solvent organics, valors de pH extrems o materials de
partida utilitzats en processos industrials actuals, poden inactivar enzims natius
emprats. Aixi, mitjancant I'enginyeria de proteines, es poden superar aquestes
limitacions.™ "

D'altra banda, aquestes técniques s'han emprat per trobar noves activitats
catalitiques, optimitzar els biocatalitzadors front substrats no-naturals o bé
modificar-ne el curs estereoquimic, ampliant les possibilitats sintétiques per

. s 1,22
biocatalisi.
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. . . . . 32,33
Dins de I'enginyeria de proteines en destaquen dos enfocaments principals.

En primer lloc, el redisseny racional del centre actiu de I'enzim per a un proposit
concret. En aquest cas, s'empren técniques de mutagénesi dirigida de lloc, amb
les quals es reemplaga un aminoacid per un residu en concret seleccionat
-mutagenesi de lloc dirigit-, o bé es modifica la posiciéd aleatoriament per
saturacio de lloc -mutagenesi de lloc per saturacié-. La comparacio d'estructures
tridimensionals d'enzims relacionats permet la identificacid dels aminoacids
responsables d'una propietat (lloc a modificar) o bé a través de la deteccié de
posicions conservades en l'alineament de seqléncies entre proteines

homologues (Figura 1.1.2).34

Aminoacids conservats
en aquesta posicion.

Enzim d'interés — e —

ﬂ— PCR

Mutagenesi

— de lloc dirigit
— — —
Familia d'enzims

'
'
'
'
'
'
'
'
'
'
'
'
'
'
'
'
'

R

Centre actiu Centre actiu

Figura 1.1.2 Representacié de l'aproximacié guiada per seqlencia i estructura. Un aminoacid
conservat en una familia de proteines ha de contribuir en la caracteristica comuna del grup. La seva
insercié en una altra proteina similar pot resultar en la modificacié d'aquesta propietat en menor o
major grau.

L'avantatge principal d'aquestes tecniques és el nombre relativament baix de
variants possibles, una o dues posicions, de manera que el procés de seleccio és
més rapid. Tanmateix, requereixen del coneixement precis de |'estructura
proteica tridimensional i del mecanisme catalitic associat. La tendéncia per
aquesta aproximacio va en augment gracies al nombre d'estructures proteiques
conegudes, el qual supera les 77.000 en la base de dades RCSB Protein Data
Bank (http://www.pdb.org) i que s'ha vist incrementat en un 450 % en la Ultima
decada.’

En segon lloc, les tecniques d'evolucié dirigida sén processos que simulen
I'evolucié natural i per a les quals no es requereixen coneixements estructurals o
mecanistics previs. Es basen en la generacié aleatoria proteines geneticament
modificades i avaluar-les seguidament envers a una propietat desitjada. Les
millors variants de la primera ronda es fan servir de motlle per a la segiient
ronda de modificacié a I'atzar i seleccid. Per a la seleccié d'aquestes variants,
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1. Introduccio

entre milers o milions generades, es fa Us de procediments rapids i fiables de
cerca (High throughput screening). No obstant, sdn técniques lentes i

. 1,35
tedioses.

Durant els ultims anys, les propietats catalitiques de diverses aldolases han estat
modificades gracies a l'enginyeria de proteines. Entre els éxits obtinguts en
destaquen l'ampliacié de la gamma de substrats tolerats, I'augment de
I'enantioselectivitat i, fins i tot, la modificacié de l'activitat catalitica natural de
I'enzim.ls’ 21,36, 37

Enginyeria de proteines

Modificar .
I'especificitat /,,NOVGS activitats

/" vers el substrat "\ / /Incrementar I'estabilitat Modificar I'estereoquimic:
/ \

| | / OH /o

\\
\. J

(o] Q Aldolasa oH
9. A M RM
R' T2, pH, medi R'
Modificar els Modificar la ‘)
parametres cinétics proporcio
i termodinamics diastereomerica

Enginyeria de reaccié
Figura 1.1.3. Modificacions més rellevants sobre les reaccions aldoliques i enzimatiques en general,
aconseguides per diferents estratégies d'enginyeria de proteines i de les condicions de reaccid.

La integracio d'ambdds enfocaments d'optimitzacié de processos biocatalitics és
primordial per dur a terme els processos industrials. Mentre que |'enginyeria de
proteines permet dissenyar el biocatalitzador i ampliar-ne el coneixement del
mecanisme catalitic, la complementaria enginyeria de reaccié optimitza les
variables de la reaccié per tal d'obtenir una major taxa de producte
(Figura 1.1.3).

L’optimitzacidé i ampliacio de I'aplicabilitat sintética de les aldolases en la sintesi
de compostos biologicament actius com els iminociclitols és fonamental tant des
d'un de vista cientific com industrial, i objecte d'estudi d'aquesta tesi i principal
en el nostre grup de recerca.

1.2 IMINOCICLITOLS: ESTRUCTURA, APLICACIONS | SINTESI

Els iminociclitols, també anomenats iminosucres o azasucres, son compostos
ciclics polihidroxilats mimetics de sucres, en els quals 'atom d’oxigen endociclic
es troba substituit per un atom de nitrogen.

Gracies a la similitud estructural amb monosacarids i disacarids naturals, poden
facilment interactuar amb els processos relacionats de metabolisme de sucres,
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permetent ampliar aixi el coneixement i comprensiéd sobre llur paper en

. R 38,39
sistemes biologics.

Fins a l'actualitat, més de 100 compostos amb gran varietat estructural
monociclics i biciclics han estat aillats de fonts naturals com plantes, bacteris i
fongs.40 En base al seu esquelet estructural, es classifiquen en set grups:
pirrolidines, piperidines, azepans, pirrolizidines, indolizidines, quinolizidines i
tropans polihidroxilats (Figura 1.2.1).

H
¢ Ju [
a b c d

H
HO<-N._JOH Ho{ __N__JOH Ho/jj
e f ]

Figura 1.2.1. Estructures d’inminosucres sintétics o naturals més comuns (a) pirrolidines,
(b) piperidines, (c) azepans, (d) pirrolizidines, (e) indolizidines, (f) quinolizidines i (g) tropans.

1.2.1 PROPIETATS BIOLOGIQUES | FARMACOLOGIQUES

Els iminociclitols sén glicomimeétics, atractius farmacologicament ja que molts
d'ells mostren activitat inhibidora d'enzims relacionats amb el processament
d'hidrats de carboni, o bé poden interferir en la funcié de proteines de
reconeixement d'aquests.

Els oligosacarids i glicoconjugats, per exemple amb lipids i proteines, sén
compostos polifuncionalitzats de gran importancia en processos bioquimics de
reconeixement, tals com adhesié cel-lular, infeccions virals, diferenciacio
cel-lular, metastasi i nombrosos esdeveniments de transduccions de senyals.41
Alteracions en el metabolisme d'oligosacarids i glicoconjugats poden provocar
disfuncions drastiques en l'organisme i estan directament relacionades amb
malalties com la diabetis de tipus Il, hepatitis B i C, desordres de diposit de
glicoesfingolipids (per exemple, la malaltia de Gaucher i de Fabri), fibrosis cistica,

42,43 . . . . ..
inclosa la d'immunodeficiencia adquirida

cancer de colon o infeccions virals,
humana VIH.

Conseqlientment, els enzims relacionats en la sintesi o degradacié
d'oligosacarids i glicoconjugats, com les glicosidases o glicosiltransferases sén

importants dianes terapéutiques. Els iminociclitols, compostos moduladors de
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les seves activitats, han resultat vitals per al desenvolupament de nous farmacs,

.. . . R . Sley g 44-46
com antiinflamatoris, antitumorals, antivirics i antibiotics.

El primer alcaloide aillat de fonts naturals fou la nojirimicina, I'any 1966,
potent inhibidor de glicosidases. Des de llavors, s'han descrit nombrosos
iminociclitols amb propietats farmacologiques diverses. En destaquen amb
estructura monociclica la 1-deoxinojirimicina (DNJ)48, el 1,4-dideoxi-1,4-imino-
D-arabinitol (DAB 1)49 ola D-fagomina.50 Respecte als biciclics, els alcaloides més
abundants i els primers en ser estudiats foren les indolizidines polihidroxilades
castanospermina51 i swainsonina.” Seguidament, s'aillaren les pirrolizidines
alexina>(Figura 1.2.2), el seu epimer australina (7a-epi-alexina™*), casuarina i
les hiacintacines.”®

N N
H OH
HO HO N_ ./
HO'" “'OH HO \—<
OH OH HO  oH
Nojirimicina (NJ) 1-deoxinojirimicina (DNJ) D-fagomina 1,4-dideoxi-1,4-imino-D-arabinitol
DAB)
—OH —OH
N 3 N
OH N N
P = OH OH
H OH 5.0 OH F B
OH o H BH HO H on
Castanospermina Swainsonina Hiacintacina A, Alexina

Figura 1.2.2. Exemples d'iminociclitols naturals amb capacitat inhibitoria de glicosidases i
glicosiltransferases.

A nivell industrial, es representa en la Figura 1.2.3 diferents farmacs comercials
o0 que es troben en fases cliniques. Per exemple, el compost N-butil-DNJ
(miglustat, Zavesca®)®’ és un farmac pel tractament de la malaltia de Gaucher
tipus | i el N-hidroximetil-DNJ (miglitol, GIyset@’),58 per la diabetis de tipus Il. Els
compostos 1-deoxigalactonojirimicina (migalastat, Amigal®) i isofagomina
(Plicera®) estan donant bons resultats en fases cliniques pel tractament de les

malalties de Fabry i de Gaucher, respectivament.‘w’ >

Ho/\

H
N
o e L
H/OTQ"OH H/OTQ"OH /Ig 'OH r OH
OH

Miglustat ( Zavesca Miglitol (Glyset®) Migalastat (Am|gaITM) Isofagomina (Plicera™)

Figura 1.2.3. Exemples d'iminociclitols comercials en farmacs.
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L'activitat inhibidora dels iminociclitols vers les diferents glicosidases i
glicosiltransferases podria estar relacionada amb el mimetisme electronic de
I'estat de transicié d'hidrolisi de I'enllag glicosidic durant la seva catalisi, mimétic
de I'i6 oxoni, gracies a la protonacid de I'atom de nitrogen endociclic en
condicions de pH fisiologiques (Figura 1.2.4). Alhora, la configuracié dels grups
hidroxil, la posicié del centre cationic, la geometria de I'anell i |a flexibilitat dels

. T ., . . T 60-62
iminociclitols sdn determinants per a la selectivitat enzimatica.

HO o
HO 2
HO
OH

Estat de transicié de
o-Glicosidasa

Complexe DNJ-enzim

Figura 1.2.4. Mimetisme de I'ié oxoni en I'estat de transicio de la a-glicosidasa pel complexe enzim-
deoxinojirimicina (DNJ).

’

Tot i que els models proposats segueixen vigents,61 ®es requereix |'estudi a fons
dels mecanismes catalitics i naturalesa dels estats de transicié associats per a
cada glicosidasa en concret a fi d'ampliar el coneixement i permetre el disseny
de nous farmacs o determinar noves dianes terapéutiques.

Una eina emprada en el desenvolupament de nous farmacs és l'avaluacié dels
efectes directes en la capacitat inhibidora i especificitat dels glicomimetics en
relacié a les seves estructures. Per tant, és de rellevant importancia disposar de

col-leccions amplies d'iminociclitols amb diversitat estructural i configuracional.

1.2.2 SINTESI D'IMINOCICLITOLS

En els darrers 40 anys la sintesi d'iminociclitols ha atret I'atencié dels cientifics
sintetics gracies al creixent coneixement de les propietats biologiques associades
i a la materialitzacio d'alguns d'ells com a potents farmacs.

Nombroses sintesis d'iminociclitols naturals i/o analegs sintétics han estat
descrites, seguint metodologies quimiques o quimioenzimatiques. Les

aproximacions sintetiques quimiques han estat desenvolupades a partir de

. N . . 64-67
substrats quirals, generalment monosacarids o alditols, de precursors

. .. 68,69 , . .
no-glicidics o bé, en els ultims anys, mitjangant rutes amb etapa clau

70-72

organocatalitica. La sintesi d'aquests compostos és particularment complexa,

a causa de l'elevat nombre de centres estereogenics i funcionalitzacié. Convé
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remarcar la importancia de generar compostos amb diversitat estructural i
configuracional dels substituents, per tal d'optimitzar I'activitat i selectivitat

. . 40, 59, 73
envers les glicosidases.

Tot i I'agudesa i aplicabilitat d'aquestes metodologies, requereixen de multiples i
complexes seqliencies de proteccié/desproteccid, presenten dificultats en el
control de la estereoselectivitat i purificacid dels compostos intermedis i finals.
En resum, la gran majoria resulten complicades, llargues i cares.

En les ultimes décades, aquestes estrategies quimiques s'han complementat
amb etapes biocatalitiques, per a la transformacié o introduccié de grups
funcionals (per exemple lipases, esterases o tolué dioxigenases) o bé per
resolucions cinetiques o deracemitzacions. L'etapa enzimatica es troba en els
passos inicials o finals de sequeéencies sintétiques llargues. No obstant, el gran
aveng en la sintesi d'iminociclitols s'ha donat en els darrers anys en |'Us d'enzims
de formacié de nous enllagos C-C, com les aldolases, les quals permeten la
construccié de molécules complexes en pocs passos sintéetics, sense requeriment
de nombrosos grups protectors i a partir de substrats simples, situant I'etapa

. . , 3,74
biocatalitica en la central del procés.

En la Figura 1.2.5 es comparen diferents métodes per a I'obtencié de b-fagomina
(Veure estructura en la Figura 1.2.2), clar exemple del salt qualitatiu en la sintesi
d'iminoclicitols mitjangant aldolases. S'obtingué fins a un 65 % de producte final
per etapa biocatalitica en comparacié al millor rendiment de 34 % per sintesi
quimica. A més, cal destacar que en aquesta darrera estratégia el substrat de
partida no és comercial.
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Article Material de partida ?as.sr..:s Etapes claus Rendiment
sintétics global
Kato et al Fulles i arrels de Extraccio (50% aq. MeOH),
1997 ’ Xanthocercis 3kl cromatografia d'intercanvi Fulles: 0.03%
zambesiaca idnic
Llavors de Extraccio (50% aq. MeOH),
Kato et al. al N .
2003 Castanospermum 3 cromatografia d'intercanvi Arrels: 0.13%
australis idnic
Metatesi de tancament
Banba et d'anells (Ring-closing
al. 2001 6 metathesis, RCM), 0.04%
Epoxidacid, hidrolisi d'epoxid
Takahata . Cloroamidacio, aminacid 12%
et al. 2003 reductiva intramolecular
Reduccid de cetona
Kumari et diastereoselectiva,
al. 2009 ? substitucio al-lilica 34%
intramolecular Pd-catalitzada
Kim et al. Addicio aldblica enzimatica,
’ 2 aminacio reductiva 19%
2009 .
intramolecular
Castillo et e g L -
al. 2006 Addicié aldolica enzimatica,  Castillo: 51%
. 2 aminacio reductiva Sugiyama:
Suglyama intramolecular 65%
et al. 2007

Figura 1.2.5. Comparacié de diferents métodes de produccié de b-fagomina (Figura 1.2.2) * Passos de
purificacio.”

En la present tesi, I'is d'un conjunt d'aldolases en etapes clau d'addicié aldolica
ha permeés la sintesi d'una extensa varietat d'iminociclitols mono i biciclics
polihidroxilats en poques etapes sintetiques i a partir de substrats simples i
economics (Capitol 3.2 i 3.4).

1.3 ALDOLASES NATIVES | MODIFICADES GENETICAMENT

En els organismes vius les aldolases catalitzen la formacié o excisié d'enllagos
C-C de carbohidrats, ceto-acids i d'alguns aminoacids.'® En |'actualitat, es
coneixen més de 40 aldolases (EC 4.1.3.X),” i moltes d'altres poden ser
descobertes atés que la majoria - sind tots- dels organismes en contenen.

Les aldolases exhibeixen una elevada especificitat pels substrats donadors,
acceptant només petites variacions isostériques dels donadors no-naturals.
En canvi, mostren flexibilitat vers l'estructura dels aldehids acceptors.u’ B
La principal avantatge d'emprar aldolases és la capacitat de controlar eficagment
I'estereoquimica de I'addicié aldolica, on la configuracié absoluta del C-a depén
exclusivament de l'enzim i és, en principi, independent dels substrats. A més,

I'existencia d'aldolases estereocomplementaries i amb tolerancia similar als
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substrats, fa possible la sintesi orientada a la diversitat funcional i estructural

dels adductes.* '

L'aplicacié de I'enginyeria de proteines per aquests biocatalitzadors és de vital
importancia a fi d'ampliar versatilitat en aplicacions sintéetiques, és a dir, en
millorar les conversions a adductes aldolics, les diastereoselectivitats, ampliar la
diversitat estructural dels aldehids acceptors i modificar I'especificitat pel
donador.”

A continuacio, es s'exposa la classificacio vigent de les aldolases segons el seu
mecanisme d'accid, o bé, segons la dependéncia del substrat donador (Apartat
1.3.1). Seguidament s'amplia la informacié de les aldolases de primordial interes
per la present tesi, les aldolases dependents de glicina (Apartat 1.3.2),
dependents de DHAP (Apartat 1.3.3) i d'analegs no fosforilats (Apartat 1.3.4).

1.3.1 MECANISME D'ACCIO | CLASSIFICACIO

Les aldolases es classifiquen en dos grups segons la naturalesa del complex

- . . -~ . 20, 75-77
nucleofilic enzim-donador generat en el mecanisme catalitic (Figura 1.3.1).

- Classe I: El substrat donador s’enllaga covalentment a I'aldolasa via
imina a través d’un residu de lisina (altament conservada) en el centre
actiu de l'enzim. La imina o base de Schiff actua com atraient
d'electrons, disminuint I'energia d'activacié de I'abstraccié del H-a i la
posterior formacié d'una enamina nucleodfila. Principalment es troben
presents en animals i plantes superiors.75' 7

- Classe Il: Requereixen un catié divalent, generalment Zn*, (tot i que el
Co™ o Fe’* també poden ser actius)78 en el centre actiu de I'enzim.
Aquest actua com un acid de Lewis per facilitar la desprotonacié del
H-a de la cetona, que proporciona I'enolat com especie nucleofila.
Principalment es troben presents en organismes inferiors, és a dir,
bacteries i fongs.75
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CLASSE |

CLASSE Il

Glu
S
NH, Coj N
o N [
)K(x X H |
R R o-
OH H
o O
|
o ® o
2 « ®NH RN o OH O\H\g/)f‘\(;g His]
SR P I
R'7OH R'“OH R OH
Figura 1.3.1. Mecanisme de les Aldolases de Classe | i Il. Les aldolases de classe | activen el substrat

donador per la formacié d'una enamina gracies a un residu de lisina en el centre actiu. Les aldolases

de classe Il requereixen un i6 metal-lic en el centre actiu, el qual actua d'acid de Lewis en I'activacio

del nucleofil.

Les aldolases de classe | i Il varien en altres aspectes, com en |'estructura de les

subunitats, perfil de pH i afinitats pels substrats. La homologies entre les

seqliencies, si n'hi ha, és baixa i son aparentment de diferents origens

. 77
evolutius.

L'elevada especificitat i dependéncia de les aldolases més conegudes pel

substrat nucleofil origina també la classificacié d'aquests enzims en cinc grups

principals (Figura 1.3.2).

a) Aldolases dependents de piruvat o fosfoenol piruvat (PEP).

b) Aldolases dependents de glicina.

c) Aldolases dependents d’acetaldehid.

d)
e)

Aldolases dependents de dihidroxiacetona fosfat (DHAP).
Aldolases dependents de dihidroxiacetona (DHA) i altres analegs no

fosforilats. Les Uniques que mostren una amplia selectivitat pel substrat

donador.
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OH' O
R COOH
[0} OPO3H
).L 32 16)
COOH COOH H O

OH

O‘OH\)OL/'

= CH,OH, CH3 CH,CH3 H
OH opo7/ \

OH O OH O
R)\)S RMH
OH OPOz%

Figura 1.3.2. Classificacié de les aldolases en funcié del seu substrat donador en cinc grups
majoritaris. Les diferents aldolases generen un o dos estereocentres. (a) Aldolases dependents de
piruvat o fosfoenol piruvat (PEP) (b) Aldolases dependents de glicina (c) Aldolases dependents
d’acetaldehid (d) Aldolases dependents de dihidroxiacetona fosfat (DHAP) (e) Aldolases dependents
de dihidroxiacetona (DHA) i altres analegs no fosforilats.

1.3.2 ALDOLASES DEPENDENTS DE GLICINA

Les aldolases dependents de glicina catalitzen la reaccié aldolica reversible entre
la glicina a un aldehid acceptor per trencar o formar estereoselectivament
B-hidroxi-a-aminoacids. Mecanisticament pertanyen a les aldolases de Classe | i
requereixen el cofactor piridoxal-5-fosfat (PLP, vitamina Bg) per a I'activacié de

. [ . 79, 80
I’enamina nucleofila (Figura 1.3.3).
Y-H Y-H
o O 't H OH O
‘ PLP % R K})LOH .. Enzim + PLP
R) +r)L0g;::>' X Mg oH [=—=] XH | ;::L»R)\T)LOH+ nzim +
~N N
NH, (7 M NH,
OH
200 Y OH P05 Y
7 CH
ooi)N ChHs 00°  H 3
PLP: Aldimina externa Intermedi quinonoid
o
OH X
/ﬁ:OH OH

N” > CH,

Figura 1.3.3. Mecanisme proposat de I'addicié aldolica catalitzada per les aldolases dependents de
glicina, les quals requereixen el cofactor piridoxal-5-fosfat (PLP) per a l'activacié de I'enamina
nucledfila.®*
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Entre les diferents aldolases dependents de glicina en destaquen les treonina
aldolases (TA, EC 4.1.3.5) i les serina hidroximetil transferases (SHMT,
EC2.1.3.1).

Les treonina aldolases son ubiqties en la natura, es troben presents en plantes,
vertebrats, bacteries, llevats i fongs i catalitzen I'excisié de treonina a glicina i
acetaldehid.” *®

donant lloc a la classificacié del tipus D- o L- (Figura 1.3.4). Alhora, les L-TA es

Exhibeixen un especificitat exquisida en el C-a. de la treonina,

divideixen en tres subgrups segons |'estereoespecificitat que mostrin vers al C-3
(1) L-treonina, que actuen preferiblement sobre el substrat treo o sin (L-TA);
(2) L-allo-treonina, que actuen preferiblement sobre el substrat eritro o anti
(L-allo-TA); (3) L-baixa especificitat-treonina, que actuen sobre els substrats sin o
anti sense distincio (L-low-TA). La mateixa classificacié es podria dur a terme en
un futur per les D-TA, pero només D-low-TA han estat identificades fins al
moment.79

L-TA

NH,
L-sin (treo)

OH © OH O
i o

H o
L-allo-TA D-low-TA
. AN
R/\HkOH s HN ——— R7 Y o
Fen A, ,

R H
NH, NH,

L-anti (eritro) D-sin/anti
OH O

L-low-TA
R OH

NH,

L-sin/anti

Figura 1.3.4. Esquema de la estereocomplementarietat de les aldolases dependents de glicina, L-TA,
t-allo-TA i L-/D-low-TA.”?

1.3.2.1 L-TREONINA ALDOLASES

Principalment, les aldolases dependents de glicina amb activitat L-treonina sén
les L-TA i SHMT. Ambdues pertanyen a la familia de PLP dependents del tipus |
de plegament, amb estructura tetramerica (35-40 KDa) i mecanismes catalitics
similars. L'alanina racemasa procedent de fong també forma part d'aquest
subgrup i totes elles provindrien d'una mateixa proteina evolucionada per a
I'especialitzacié a diferents funcions.®® Els centres actius d'aquests enzims sén
molt similars, fet que explicaria el solapament d'activitats catalitiques entre ells.

L'estructura cristal-lografica de dues L-TA, L-TA de E.coli® i L-TA de Thermotoga

oy 81 . . N N , N .
maritima,” han estat publicades i ha permeés conéixer més ampliament el seu
mecanisme catalitic. L'enzim L-TA..; s'ha classificat com L-allo-TA, pero, la seva
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funcié fisiologica encara no és del tot clara ja que el substrat L-allo-treonina no
és un metabolit present E.coli.

Les serina hidroximetil transferases (SHMT) catalitzen in vivo la transferéncia del
grup hidroximetil d'un residu de serina al tetrahidrofolat, formant
5,10-metilentetrahidrofolat i glicina. En absencia de tetrahidrofolat, les SHMT
trenquen retroaldolicament la L-treonina formant glicina i acetaldehid.* Es
classifica com L-allo-TA, ates que presenta una Ky, per L-allo-treonina 38 vegades
inferior que la corresponent a L-treonina.®®

Concretament, la SHMT de Streptococcus thermophilu586 i L-TA d'Escherichia
coli®” han estat clonades i ampliament estudiades en el nostre grup de recerca
com a biocatalitzadors per a la sintesi de L-B-hidroxi-o,w-diaminoacids a partir
de glicina i diferents aminoaldehids.

1.3.2.2 D-TREONINA ALDOLASES

Es coneixen pocs gens codificants d'aldolases amb activitat D- i aquests han estat
detectats principalment en bacteéries.®’ En destaquen la D-TA d' Arthrobacter sp.
DK-38 (D—TA(,S;,)88 i d'Achromobacter xylosoxidans (D—TAL,,Q,)89
classificades com D-low-TA i amb una homologia de les seves seqliéncies del

, ambdues

54 %. Les seves estructures no presenten cap similitud significant amb les L-TAs,

és a dir, formen part d'una nova familia d'enzims dependents de piridoxal amb
. . A e 90

plegament de tipus lll, com les alanina racemases procedents de bactéries.

Les estructures de p-TAs sén monomeériques (35-40 KDa) i requereixen un catid
divalent (Mn*, Mg”*
presumptament per formar l'aldimina amb la lisina catalitica i el substrat

o C02+) com activador addicional al cofactor PLP,

D-B-hidroxi-a-aminoacids en el centre actiu.®? També s'ha conjecturat que el
catio divalent juga un paper decisiu en la termoestabilitat de l'enzim.”*

Una altra aldolasa dependent de glicina coneguda amb activitat D- és la
D-3-hidroxiaspartat aldolasa de Paracoccus denitrificcms92 (D-HAA g,
EC4.1.3.14), la qual catalitza la conversié de D-3-hidroxiaspartat a glioxilat i
glicina. Mostra una similitud elevada a |'estructura monomeérica de les D-TAs,
perd amb una especificitat diferent pels substrat, acceptant tant D-treonina,
D-3-fenilserina i derivats d'aquesta darrera. Com les D-low-TA, té una elevada
especificitat pel C-a, pero no diferencia els substrats sin i anti.

L'alanina racemasa de Geobacillus stearothermophilus (AlaRacs, EC 5.1.1.1)
exhibeix activitat de D-TA per mitja d'una simple mutacié (Y265A).” Accepta
B—fenilserines com a substrat, activitat que no posseeixen les TA naturals, amb

36



1. Introduccio

preferencia per I'isomer D-sin. A més, tolera D-alanina com a donador, generant
. . ape 94-96

aminoacids a-ramificat.
Fins al moment, no s'ha publicat cap estructura cristal-lografica de D-TAs, pero si
es construi un model tridimensional de D-TA Arthrobacter sp. per homologia de

tant sols el 13 % amb la seqiiencia d'AlaRacs.”

En el Capitol 3.1 es presenta l'estudi de la produccid i conservacié de |'enzim
D-TA d'Achromobacter xylosoxidans i la seva aplicacio en la sintesi directa de
D-B-hidroxi-a-aminoacids.

1.3.2.3 OPTIMITZACIO DE LES ALDOLASES DEPENDENTS DE GLICINA

Els principals inconvenients de I'aplicacid sintética de les aldolases dependents
de glicina son el desplagament desfavorable de I'equilibri de les reaccions i la
baixa selectivitat en el C-, generant mescles epimeériques de B-hidroxi-a-
aminoacids sin:anti.

La diastereoselectivitat pot ser modificada o millorada en condicions cinetiques

97, 98
Per

de reaccid, és a dir, a temps curts i temperatures baixes de reaccid.
exemple, en estudis en el nostre grup de recerca, s'obtingueren exclusivament
L-anti-B-hidroxi-a-aminoacids amb conversions 34-60 % efectuant les reaccions a

4 °C emprant SHMTs, (Figura 1.3.5 i Figura 1.3.6).87

L'TAecoIi OH
25°C N CO,H
Cbz” 2
o R NH,
H J. (CozH dr (60-84 %)
Cbz” Y NH oH
R : N _coH
R: (R)-CHs Cbz” Y 2
(S)-CHg SHMTs, R NH,
4°C
H dr (99 %)

Figura 1.3.5. Sintesi diastereoselectiva de diversos estereoisomers derivats de [-hidroxi-o,w-
diaminoacids catalitzades per serina hidroximetil transferasa de S. thermophilus (SHMT;

anti-selectiva) i L-TA de E.coli (L-TA; sin-selectiva).
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Figura 1.3.6. Esquema del diagrama energeétic de |'obtencié del producte per control cinétic o
termodinamic en la sintesi de L-B-hidroxi-a, w-diaminoacids catalitzada per SHMTs,. A 4 °C s'obtenen
exclusivament els productes de control cinétic L-anti, pero al augmentar la temperatura, també
s'obté el producte de control termodinamic, generant mescles sin:anti.

Els rendiments de sintesi varien considerablement segons I'aldehid emprat i
poden ser millorats amb I'Us d'excessos elevats de glicina.99 Un altre recurs per a
desplagar I'equilibri de I'addicié aldolica és realitzar un pas irreversible
consecutiu in situ com, per exemple, la descarboxilacié enzimatica de

. v .4 97
['aminoacid.

Per técniques devolucié dirigida també s'ha incrementat la diasteroselectivitat
enzimatica. N'és exemple I'optimitzacié de la sintesi de L-sin-DOPS (Figura 1.3.6)
per modificacié de I'enzim L-low-TA S.coelicolor, gracies a la qual passa d'exhibir
un de: 14 % a 55 % en els productes aldolics generats.100

Respecte a l'especificitat pel donador, aquesta ha estat limitada a glicina durant
molt anys. No obstant, gracies al rastreig de nous biocatalitzadors naturals, s'han
descobert noves SHMTs i TAs amb tolerancia a altres aminoacids com a
donadors. El primer exemple fou la D-TA Pseudomonas sp., la qual accepta
D-alanina, D-serina o D-cisteina generant D-B-hidroxi-a,a-dialquil-o-aminoacids
(Fesko et al., 2010).101 Recentment, en el nostre grup de recerca, es dugué a
terme un estudi racional de la SHMTg;, on la variant SHMT Y55T permeté la
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sintesi de a,a-dialquil-a-aminoacids a partir de b-alanina o p-serina i una amplia
varietat estructural d'aldehids acceptors, activitat que no posseeix l'enzim

. 102
natiu.

1.3.2.4 APLICACIONS SINTETIQUES D'ALDOLASES DEPENDENTS DE GLICINA

Les TA sdn importants eines en sintesi ates que generen B-hidroxi-a-aminoacids
amb dos nous centres estereogénics controlats enzimaticament. En la natura, els
B-hidroxi-a-aminoacids constitueixen una classe important de compostos com
aminoacids naturals (serina, treonina, 3-hidroxiprolina) i es troben presents com
a components de productes naturals complexes amb ampli rang d'activitat
biologica com antibiotics (per exemple el cloramfenicol i vancomicina)
immunosupressors, agents antifungics, inhibidors VIH, anticancerigens,

.. . 80, 99
anti-inflamatoris, entre altres.

En sintesi quimica, els B-hidroxi-a-aminoacids sén utils com a intermedis quirals
polifuncionalitzats per a la sintesi de molécules més complexes. Diverses TA
s'han emprat per a la preparacié de precursors de productes farmacéutics com
els antibiotics tiamfenicol o florfenicol (Figura 1.3.7), el compost L-sin-3,4-
dihidroxifenilserina (L-sin-DOPS, Figura 1.3.8), compostos antifiingics o

82,99, 103

intermediaris per a la sintesi d'esfingolipids. A continuacié s'expliquen les

seves sintesis.

Q  aly OH
~(RLCO,H
o /©) A—’ Q oy ——
W\ D-TA A NH2
Y Py \ OH OH
(@) (6] ~(S)
D-sin, 81% (b) (S) H
ee >99 %, de 92 % Q HIN iCl
/ R/S\\o Cl
Q ol OH 0
;_, (é) ¢ COH a) R= Me, isomer del tiamfenicol
Q, D-TA o, ’i‘Hz b) R= NH,, analeg del tiamfenicol
HzN/S\‘O HZN’S’\\O
D-sin, 61%

ee >99 %, ed >95 %
Figura 1.3.7. Ruta sintética per a la sintesi de dos precursors de I'enantiomer del tiamfenicol
emprant D-TA Arthrobacter xylosoxidans.go

L'antibiotic tiamfenicol és un derivat de la L-sin-fenilserina, similar al clorfenicol.
En I'estudi de Steinreiber et al.(2007)8o, es presenta la sintesi de dos precursors
de I'enantiomer del tiamfenicol emprant D-TA Arthrobacter xylosoxidans amb
rendiments elevats (61 i 81%) i excellents estereocontrols en el
C-B (e.d.: >92 %)(Figura 1.3.7).
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La sintesi de L-sin-DOPS representa un exemple important de I'aplicacié de les TA
en sintesi organica directa a escala industrial. Aquest compost s'utilitza en el
tractament de la malaltia de Parkinson i I'enzim emprat en I'etapa clau aldolica
és L-TA de Sreptomyces avermitilis MA-4680 (Figura 1.3.8).104

C\) CO,H L-TA T
Ho:©) . o il Ho:©/krcozH
HO ik HO NHz
3,4-dihidroxibenzaldehid L-sin-DOPS (2S,3R)

Figura 1.3.8. Esquema de I'addicié aldolica per a la sintesi de DOPS mitjangant I'ds de L-TA de
104

Sreptomyces avermitilis MA-4680.
En la sintesi d'esfingolipids mitjancant TA, es reporta I'obtencié de precursors
derivats de L-/p-3-aquilserina y-halogenats o de cadena IIarga.105 En aquest
estudi, es demostra el potencial sintétic de I'enzim D-TA Arthrobacter
xylosoxidans per a la sintesi de D-B-hidroxi-a.-aminoacids no aromatics.

1.3.3 ALDOLASES DEPENDENTS DE DIHIDROXIACETONA FOSFAT (DHAP)

Les aldolases dependents de dihidroxiacetona fosfat (DHAP) catalitzen I'escissid
aldolica reversible de cetoses-1-fosfat o 1,6-difosfat, reaccié primordial en el
metabolisme de carbohidrats en mamifers i microorganismes. Es coneixen
quatre aldolases d'aquest grup amb estereoquimiques complementaries
respecte als C-3 i C-4 (Figura 1.3.9).

Configuracio sin
OH ©O oH O

2 - OPOs?
OsPO™ FruA RhuA :
: S
OH OH OPOg\ o) 0 / OH OH
\ 3R A4S
R +

3S4R ﬁ) %
OH O TagA 3 FucA OH O
f OH  OH opoZ ==L 0PO,Z
204,P07 35,48 3R4R 3

OH OH OPOZ OH OH
Configuracio anti
Figura 1.3.9. Estereoquimica complementaria de les aldolases dependents de DHAP (FruA, TagA i
FucA) i els respectius substrats naturals.

p-fructosa-1,6-bifosfat aldolasa (FruA, EC 4.1.3.13)
D-tagatosa-1,6-bifosfat aldolasa (TagA, EC 4.1.3.40)
L-fuculosa-1-fosfat aldolasa (FucA, EC 4.1.3.17)

L-rhamnulosa-1-fosfat aldolasa (RhuA, EC 4.1.3.19)
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Gracies a la seva naturalesa complementaria i alta estereoselectivitat, les
aldolases DHAP-dependents han estat ampliament estudiades i utilitzades en
sintesi organica. Exhibeixen una tolerancia amplia front I'aldehid acceptor,
generant productes aldolics amb excel-lent estereoselectivitat en el C-3 i elevat
en el C-4.

Probablement, I'aldolasa DHAP-dependent més ben coneguda és la FruA, la qual
catalitza I'addicié reversible de DHAP a D-gliceraldehid-3-fosfat per formar
D-fructosa-1,6-bifosfat. Aquest enzim ha estat aillat a partir de mamifers i
diversos microorganismes, entre els quals, el provinent de muscul de conill
(RAMA) ha estat el més emprat donada la seva disponibilitat comercial.

L'enzim TagA catalitza I'addici6 de DHAP a D-gliceraldehid fosfat per a generar
D-tagatosa-1,6-bifosfat. Tanmateix, és [|'Unic membre d'aquesta familia
d'aldolases que manca d'estereoselectivitat quan s'empren aldehids diferents al
substrat natural, limitant la seva aplicabilitat en sintesi.

Els enzims FucA i RhuA catalitzen el catabolisme dels sucres poc comuns
L-fucosa i L-ramnosa respectivament, produint L-lactaldehid i DHAP. Han estat
clonats, sobreexpressats a partir de E.coli, i les seves estructures
cristalografiques i mecanismes catalitics determinats i estudiats ampliament per
Schulz i col-laboradors. %%
FucA i RhuA sén homotetramers i les estructures dels seus centres catalitics
molt similars, amb el catid Zn** coordinat a fi d'unir la DHAP - Classe I
d'aldolases.'® Difereixen en el nombre de coordinacié del metall, sent
hexacoordinat en el cas de la RhuA - tres histidines, el residu bidentat acid
fosfoglicolhidroxamic (PGH), analeg estructural de la DHAP, i una molécula
d'aigua - o pentacoordinat en el cas de la FucA - tres histidines i PGH- (Figura
1.3.10). A més, es coneix que ambdds enzims, en preséncia del catid Co* oMn**
en el centre actiu en comptes de Zn2+, mantenen l'activitat enzimatica.’®
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Figura 1.3.10. Esquema del centre actiu de RhuA (a dalt) i de FucA (a baix) indicant els residus
equivalents entre ambdos aldolases en cursiva i en negreta, els idéntics. L'analeg estructural en
I'estat de transicio del substrat DHAP correspon a I'acid fosfoglicolhidroxamic (PGH), compost amb el
qual es varen cristal-litzar els enzims.'®

En la Figura 1.3.11 es detalla el mecanisme proposat per la FucA, on el H-a de la
DHAP és abstret pel residu d'acid glutamic 73, formant un complex enolat
estable amb el catié metal-lic.'”” L'atac nucleofilic es déna per la cara Si del
I'aldehid mitjangant el qual es genera la configuracié anti en el producte aldolic.
Respecte a la RhuA, les diferéncies principals entre ambdds mecanismes
radiquen en el lloc d'unidé del L-lactaldehid, el qual es atacat per la cara Re,
obtenint la configuracio sin.
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Figura 1.3.11. Mecanisme catalitic de formacid de I'enllag C-C per FucA entre els substrats naturals
DHAP i L-lactaldehid.’” EI Zn** es coordina amb la DHAP, formant I'enediol (classe Il d'aldolases)
gracies a l'abstraccid del prot6 pel residu Glu 73. La prima en els nimeros dels residus (per exemple
Y113') indica que pertanyen a la subunitat veina.

, . N . . . 110, 111
Ambdds enzims presenten una amplia tolerancia per l'aldehid acceptor.

L'enzim RhuA accepta aldehids estericament impedits, perd no en sén substrats
els aldehids amb grups anionics, com compostos fosforilats. Si ho sén per FucA,
perd aquest enzim és més restringit pels aldehids voluminosos i/o estéricament
impedits.

1.3.3.1 OPTIMITZACIO D'ALDOLASES DEPENDENTS DE DHAP

El principal inconvenient de les DHAP-aldolases és la seva forta dependéncia pel
substrat donador. La DHAP és un producte costods, inestable i tedids de preparar,
el qual es degrada a pH neutres o basics a metilglioxal i fosfat inorganic,
compostos inhibidors d'aldolases. En la ultima década, s'han dedicat nombrosos
esforgos a fi de resoldre aquest inconvenient, per generacio in situ de DHAP o de
mimetics en el medi de reaccid, o bé, per I'eliminacié de la dependéncia
mitjancant técniques d'enginyeria de proteines (Apartat 1.3.3.1.1).
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Altra gran repte en |'optimitzacié de les aldolases dependents de DHAP és
I'ampliacié del ventall de substrats acceptors tolerats. En |'Apartat 1.3.3.1.2 es
detalla el redisseny del centre actiu de la FucA dut a terme en el nostre grup
amb aquest objectiu.

1.3.3.1.1 Optimitzacié en la dependéncia de DHAP

S'han desenvolupat diferents metodologies per a obtenir DHAP, per sintesi
.. L. . .o . 112\ s
quimica, enzimatica o per la combinacié d'ambdues técniques. N'és un
exemple de procés enzimatic I'Us de I'enzim quiméric de DHA kinasa de
Citrobacter freundii i FruA de Staphylococcus carnosus. Aquest enzim monomeric
permet obtenir DHAP in situ amb un rendiment 20 vegades superior en

.y . e g 113,114
comparacio a les reaccions enzimatiques per separat.

No obstant, és primordial eliminar I'especificitat per aquest donador ja que, a
banda de ser un substrat inestable i car de preparar, en molts casos cal treure el
grup fosfat emprant fosfatases acides o bésiques.lls' 16

Una de les estrategies per tal d'eliminar aquesta dependéncia és la generacié
in situ d'esters fosfat, mimeétics de la DHAP. Les sals inorganiques com el borat,
vanadat o arsenat formen reversiblement esters amb molécules hidroxilades en
solucions aquoses neutres. En preséncia de DHA, formen isoters de I'ester fosfat

DHAP, els quals han estat tolerats com a donadors per aldolases dependents de

. 117-119
DHAP (Figura 1.3.12).
¥
R
o Aldolases DHAP - OH O OH O
XOH dependents OH
—on et ——
OH OH OH OX OH OX OH
DHA eéster,

DHA mimétic de DHAP
X= As03%, B(OH)3™

Figura 1.3.12. Generacié in situ de mimetics de dihidroxiacetona fosfat (DHAP) a partir de
dihidroxiacetona.”

La toxicitat de les sals d'arsenat i la inestabilitat de les sals de vanadat, fa que
siguin alternatives poc atractives. En canvi, les sals de borat tenen una toxicitat
baixa i s'han aplicat per a addicionar I'ester DHA-borat a diversos aldehids
catalitzades per RhuA en la sintesi de L-iminociclitols.”*® A més, s'observa que
emprant borat, les reaccions esdevenen virtualment irreversibles, gracies a la
formacio d'esters borats amb els productes aldolics en la forma ciclica i, per tant,

121

minimitzant el trencament retroaldolic (Figura 1.3.13). Tanmateix, les
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conversions amb substrats aldehidics azido substituits foren moderades o
baixes, insuficients per aplicacions sintetiques. En canvi, recentment en el nostre
grup, es demostra que N-Cbz-aminoaldehids sén excel-lents acceptors per RhuA
en l'addicié de I'éster DHA-borat en la sintesi d'iminociclitols, amb rendiments
elevats (70-90 %)."*°

B
N
Borat sodic Cbz”
Q pH 7.5 RyR, Ho oot Q
OH O.= OH N OH
Ho®oH  Rna O :
OH OH . RiR, OH

Figura 1.3.13. Formacié dels complexes borats hemiaminalics per atrapar el producte aldolic de
I'addicié de DHA a Cbz-N-aminoaldehid catalitzat per RhuA. El procés és virtualment irreversible ja

que es desplaga la reaccié cap a la formacié del producte aldolic i s'evita el trencament
120, 121

retroaldolic.
En el mateix estudi, I'enzim FucA no presenta activitat catalitica amb I'ester
DHA-borat, pero si s'observa un increment en els rendiments i velocitats de
reaccio amb DHAP en preséncia del tampd borat en comparacid a les reaccions
sense. Es valida aixi la hipotesi de I'atrapament dels productes per mitja de la
formacioé d'esters borats i I'Us d'aquest tampd per a desplagar I'equilibri de les

. 120
reaccions.

Una altra estratégia és I'eliminacié de la dependéncia de DHAP per técniques
d'evolucid dirigida. En l'estudi publicat per Sugiyama et. al (2007), s'altera
I'especificitat del donador DHAP a DHA en la RhuA, obtenint L-rhamnulosa
aldolasa (RhaD)." Tanmateix, no s'han publicat aplicacions sintetiques d'aquest
nou enzim DHA-dependent.

Fins al moment, I'Unic estudi mutagénic racional del centre actiu de la RhuA a fi

de modular l'especificitat per DHAP s'ha dut a terme en el nostre grup.123
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Sorprenentment, en aquest estudi es demostra per primera vegada que la
RhuA,; tolera DHA, tot i que amb baixa afinitat. El redisseny del lloc d'unié del
grup fosfat en el centre catalitic proporciona la variant RhuA N29D, la qual
presenta una afinitat de 3 a 6 vegades major per la DHA en comparacié a I'enzim
natiu front diferents aminoaldehids, sense alterar |'estereoselectivitat.

Finalment, pel descobriment de nous enzims dependents de DHA i altres
substrats no fosforilats, posa fi a l'inconvenient de la especificitat de DHAP.
S'han descobert la transaldolasa TalB F178Y i la D-fructosa-6-fosfat aldolasa
(FSA), que generen productes aldolics amb estereoselectivitat D-sin, és a dir,
amb la mateixa estereoselectivitat que FruA. Per tant, sdn enzims excel-lents per
a la substitucié d'aquest biocatalitzador en aplicacions sintetiques sense requerir
DHAP. S'amplia la informacié referent a TalB F178Y i FSA en I'Apartat 1.3.4.

1.3.3.1.2 Redisseny del centre actiu de la FucA

L'enzim FucA de E.coli presenta una amplia tolerancia per aldehids amb
substituents lineals en el C-a, pero baixa front aldehids a-ramificats i de
conformacionalitat restringida, com els N-Cbz-prolinals, substrats d'interés per a
la sintesi de pirrolizidines.

Aquest inconvenient es resolgué per enginyeria genética de proteines,
redissenyat el centre catalitic de la FucA per mutagenesi dirigida del lloc d'unié
de |'acceptor.

Figura 1.3.14. Modelat del centre actiu de la variant FucA F131A amb el producte aldolic anti a partir
de (R)-Cbz-aminoprolinal i DHAP. S'observen les interaccions de pont d'hidrogen entre I'aldol (4-OH) i
el residu Y113'. El producte sin estableix la mateixa interaccié pero amb el residu Y209' o E214'. El
metall Zn®* (esfera marrd) es troba pentacoordinat amb H92, H95, H155 i I'enediol 2-OH i 3-OH del
producte aldolic (provinent de DHAP). La prima en els niumeros dels residus (per exemple Y113')

. . . .. 12.
indica que pertanyen a la subunitat veina.
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Es generaren les variants FucA F131A (Figura 1.3.14) i FucA F206A, entre
d'altres, les quals mostraren conversions aldoliques superiors a I'enzim natiu

front diferents N-Cbz-aminoaldehids.’**

Concretament, FucA F131A dona activitats aldoliques entre 4 i 25 vegades
superiors a FucA,;, mantenint |'estereoselectivitat en els productes aldolics.

L'espai creat per aquesta mutacid puntual, permetria encabir aldehids
voluminosos, com N-Cbz-prolinals, en lI'espai hidrofobic del centre actiu,
estabilitzat per les interaccions de pont d'hidrogen amb els residus Y113'i Y209'
(Figura 1.3.14). Alhora, permetria la interaccié addicional n-catié entre el grup

protector Cbz i el residu K205'.'07 124

1.3.3.2 APLICACIONS SINTETIQUES D'ALDOLASES DEPENDENTS DE DHAP

Les aldolases dependents de DHAP s'han emprat principalment en la sintesi de

monosacarids rars o no-naturals, els quals tenen aplicacié com edulcorants no

nutritius, inhibidors de glicosidases i com a sintons quirals per a la sintesi de
T . 13,125

compostos bioldogicament actius.

Un dels exemples més destacats en I|'aplicacio industrial de les aldolases DHAP

dependents és la sintesi de la macrolactona de 18-membres (+)-Aspicilina, a

partir de 4-hidroxibutiraldehid catalitzada per FruA (Figura 1.3.15).126

(@] (e} 1. FucA
HH K\) 2 Fosfatasa
+
OH OPOz%* OBn

Figura 1.3.15. Sintesi aldolica estereoselectiva catalltzada per FucA del precursor de ( +) Aspicilina. *

Respecte als iminociclitols, les aldolases dependents de DHAP també tenen una
rellevancia important i d'interes creixent. Les estrategies sintétiques es basen en
una etapa clau d'addicié aldodlica enzimatica de DHAP a I'aminoaldehid d'intereés,
seguit de la desfosforilacid del producte aldolic. Finalment, I'iminosucre desitjat
s'obté per hidrogenacid catalitica (Figura 1.3.16). L'Us de les aldolases
dependents de DHAP i aldehids acceptors, permet preparar col-leccions amb
diversitat estructural i configuracional d'iminociclitols mono i biciclics
polihidroxilats. Atés que els aminoaldehids lliures sén substrats inestables, es
115, 127 Alhora,

s'ha demostrat que el grup protector dels grup amino influeix en les conversions

preparen N-protegits o equivalents sintétics com azido aldehids.

i diastereoselectivitats dels productes, i els millors resultats han estat obtinguts

amb el grup protector Cbz."®
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(o] 1. DHAP aldolasa

o OH O H
N . 2. Fosfatasa N 3. Reducci6 RN
o LT I L
OH

R OH OPO5%* R OH OH
Figura 1.3.16. Estratégia quimioenzimatica d'iminosucres.

Les primeres contribucions en aquest camp provingueren dels grups de recerca
de C.-H. Wong i F. Effenberger, emprant p-fructosa-1,6-bifosfat aldolasa (FruA)
en la sintesi de (-)- i (+)-D-1-deoxinojirimicina, 1,4-dideoxy-1,4-imino-D-
arabinitol (DAB) i D-fagomina a partir d'azido aldehids (exemple en la Figura
1'3'17)-127, 129-131

OH
(0] OH
07" N, 1) DHAP, FruA 2 3)H, Paic  Ho, L OH
z 3 TR, T HO Ne ——
OH 2) Fosfatasa acida B : 3 OH
OH OH H

(+)-1-deoxinojirimicina

Figura 1.3.17. Sintesi quimioenzimatica de (+)-D-1-deoxinojirimicina.

Amb aquest mateix enzim, FruA, també s'han reportat les sintesis
d'iminociclitols pirrolizidinics tipus alexines o australines (exemple en la Figura
1.3.18)."*

OH OH OH O OH OH
f 1) NalQ, : 2) DHAP, FruA M
HO\/'\/\/\ == ONW 27T, HO A

B - 3) Fosfatasa acida - =
NHCHO NHCHO OH NHCHO

4) O3
5) Hy, Pd/C

(-)-7-epi-alexina

Figura 1.3.18. Sintesi de (—)-7-epi-alexine amb etapa clau d'addicié aldolica catalitzada per FruA.

L'addicié aldolica catalitzada per RhuA o FucA ha permeés sintetitzar productes
estereocomplementaris, del tipus pirrolidinics, piperidinics, pirrolizidinics,
indolizidinics i quinolizidinics.">* *****> En sén excel-lents exemples les sintesis de
la (—)-hiacintacina A2 o derivats de pirrolidines polihidroxilades a partir de

N-Cbz-aldehids (Figura 1.3.19).°% 7
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p OH
e} OH O BN
ez 1 1yoHap, Rhua P32 3) Hp, PdIC on
N —_— N —_—
Q 2) Fosfatasa acida </ H N—/
- OH OH -

Hiacintacina A2

sz (e} (‘Jbz OH O N
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OH OH HO  OH

Derivat pirrolidinic
Figura 1.3.19. Sintesi de (—)-hiacintacina A2 (a dalt) i derivat polihidroxilat de pirrolidina (baix) a

partir de I'addicié aldolica de DHAP als corresponents N-Cbz-aldehids catalitzada per RhuA i FucA de
E.coli.

1.3.4 ALDOLASES DEPENDENTS DE DHA | ANALEGS NO FOSFORILATS

La p-Fructosa-6-fosfat aldolasa d’Escherichia coli (FSA) és la primera i Unica
aldolasa natural, descrita fins al moment, que catalitza reversiblement la reaccié
aldolica de dihidroxiacetona (DHA) a b-gliceraldehid-3-fosfat per formar
p-fructosa-6-fosfat (Figura 1.3.20). Dins d'aquest grup s'inclou la variant
geneticament modificada Transaldolasa B de E.Coli TalB F178Y.

{H FSA o TalB F178Y /\j
Z04PO” Y -~ 20,p0" N *
OH OH OH OH OH OH

Figura 1.3.20. Formacio reversible de D-Fructosa-6-fosfat a partir de D-gliceraldehid-3-fosfat i
dihidroxiacetona (DHA), catalitzada per FSA o la variant TalB F178Y.

Ambdues permeten I'Us de la DHA no fosfatada, evitant I'is de la DHAP i el pas
addicional de desfosforilacié dels productes aldolics. Com s'ha esmentat
anteriorment, la FSA és una excel-lent alternativa a I'aldolasa DHAP-dependent
FruA, ates mostren tolerancies pels substrats acceptors similars i
I'estereoselectivitat sin de la FSA és excel-lent.

138 .
iel

La FSA fou descrita per primera vegada per Schiirmann i Sprenger el 2001
seu rol fisiologic en E. Coli és de moment incert. Tot i ser inclosa en el grup de les
aldolases, la seva estructura i seqliéncia estan estretament relacionades amb els
enzims transaldolases. De fet, el centre actiu de la TalB i la FSA sén molt similars,

amb petites variacions que es tradueixen en diferents activitats catall'tiques.138

L'estructura quaternaria de la FSA (PDB ID: 1L6W), determinada per Thorell i
col-laboradors (2002),139 consisteix en un homodecamer (230 KDa) format per
dos pentamers idéntics en forma d'anell superposats, estil toroidal

49



1. Introduccio

(Figura 1.3.21). Es particularment interessant la interaccié entre les subunitats
del pentamer, on la hélix C-terminal d'un monomer creua sobre el lloc actiu de la
subunitat veina, cobrint-lo parcialment. Es postula que gracies a aquesta
interaccié, la proteina és més compacte i estable a temperatures elevades
(ti, de 16 hores a 75 °C).139 Aquesta propietat facilita enormement la purificacio

de I'enzim, que es duu a terme per tractament térmic a 75 °C, temperatura a la
qual la majoria dels enzim de E. coli sén desnaturalitzats. A més, presenta un
ampli rang de pH amb activitat, de pH 6-12, sent optim a pH 8.5 i tolerancia a
dissolvents organics com el DMSO i DMF.

A c
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Figura 1.3.21. Vistes esquematiques de I'estructura de la FSA.”™ A: Vista del monomer. La cadena

polipeptidica és gradualment acolorida des de blau fosc en I'extrem N-terminal fins a vermell a
C-terminal. Es destaca la lisina catalitica en el centre del monomer. B: Acoblament entre dues
subunitats. La cua C-terminal (vermell) d'un monomer solapa parcialment en centre actiu de l'altre.
C: Vista superior de I'estructura quaternaria. Cada subunitat es mostra en un color diferent. D: Vista
lateral del decamer. Les entrades als centres actius s'indiquen amb fletxes.

Mecanisticament, la FSA és una aldolasa de classe |, on I'enamina intermediaria
és el nucleofil que es genera en el centre actiu de I'enzim gracies a la lisina
catalitica Lys85. Cada subunitat es plega en forma de barril a/B, amb la Lys85 en
I'extrem C-terminal de la cadena del barril B i en el centre del lloc actiu. S'han
identificat dos residus, Leul07 i Alal29, que estan involucrats en la unié de
I'hidroxil del C-1 del substrat donador i, possiblement, en I'estabilitzacié de la
base de Schiff intermédia. Els residus Argl34, Serl66 i Lys168 possiblement
interaccionen amb el grup fosfat del substrat acceptor natural (Figura 1.3.22).
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Els residus equivalents a aquests en la familia de les transaldolases es troben
138, 140

altament conservats i conformen el lloc d'unié del grup fosfat.

Figura 1.3.22. Centre actiu de la FSA on es mostren els residus mecanisticament rellevants. La lisina
catalitica es mostra en fucsia i en blau, la resta de residus importants per al mecanisme, els quals
sén: Asp6, Asn28, GIn59, Thrl09, Tyr131, Argl34, Serl66 i Lys168. Els puntets grocs indiquen els
ponts d'hidrogen entre els residus GIn59, Thr109 i Tyr131 amb la molécula d'aigua catalitica (esfera
de color blau).

Els residus Asp6, la Asn28 i la Thr109 de la FSA també es troben conservats dins
de les transaldolases i estarien implicats en I'estabilitzacié del producte aldolic
intermedi per ponts d'hidrogen. Es postula el residu Asp6 com el responsable de

139 \
La molecula

la protonacié de l'aldehid substrat per mecanisme acid-base.
d'aigua catalitica es troba unida mitjangant ponts d'hidrogen amb els residus del
centre actiu GIn59, Thr109 y Tyr131 (Figura 1.3.22), i proxima al O, del donador,
necessaria per a la catalisi. En el mecanisme catalitic proposat (Figura 1.3.23),""
aquesta molecula d'aigua transfereix un proté des de i cap al substrat i
intermediaris de reaccié durant la formacié de la base de Schiff intermedia,

especialment per a la protonacio del grup sortint OH del hemiaminal.”***
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Figura 1.3.23. Mecanisme catalitic proposat de la formacié de I'enllag C-C per a la FSA entre un
donador (DHA, HA o GO) a un aldehid acceptor.141 Tot i que no ha estat provat, en el mecanisme
presentat s'hi implica una molecula d'aigua catalitica, la qual participa en la transferéncia de protd
cap a i des dels intermediaris de reaccié (I-V) i substrat acceptor durant la formacié de la base de
39 La Tyr131 i/o Asp6

140, 142

Schiff intermedia, especialment per a la protonacié del grup sortint hidroxil (1).
es proposen com els possibles residus implicats en el mecanisme catalitic acid/base (BH).

La transaldolasa modificada TalB F178Y amb activitat aldolica, resulta d'un
interessant estudi mutageénic sobre la transaldolasa B de E. Coli
(PDB ID: 1UCW)."**1*
omnipresents, els quals allarguen la cadena del substrat p-eritrosa 4-fosfat (E4P),
alliberant gliceraldehid-3-fosfat (Ga3P) (Figura 1.3.24). Si bé, la TalB presenta
una elevada homologia amb la FSA, és incapac de catalitzar addicions aldoliques.

Les transaldolases (Tal, EC 2.2.1.2) s6n enzims gairebé

OH, 0 OH; aiE ? OH OH OH
/ a -
20,P0" Y Frop0TYTy T 2‘O3PO/\;) *20,P07 Y Y
OH OH OH OH O OH OH OH O
F6P E4P Ga3P s7P

Figura 1.3.24. Reaccid que catalitza en la natura la transaldolasa B (TalB) de E. Coli.: la transferéncia
reversible del fragment DHA de la D-Fructosa-6-fosfat (F6P) a la D-eritrosa 4-fosfat (E4P), sintetitzant
D-sedoheptulosa 7-fosfat (S7P) i alliberant gliceraldehid 3-fosfat (Ga3P).

El centre actiu conté una fenilalanina altament conservada en les transaldolases
(Phel78), I'equivalent del qual en FSA és la Tyr131. S'observa que aquest residu
és determinant per conferir activitat aldolasa, ja que la TalB F178Y és capag
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d'utilitzar la DHA com substrat directament en una reaccié aldolica, amb

activitat transaldolasa molt reduida.'®

Com s'ha dit anteriorment, la majoria d'aldolases sén fortament especifiques pel
donador i només accepten petites variacions. En canvi, la FSA nativa accepta
analegs de DHA com la hidroxiacetona (HA), hidroxibutanona (HB) i el
glicolaldehid (GO) amb elevada estereoselectivitat sin en els productes aldolics

. 145-149
(Figura 1.3.25).
OH O OH O
R OH
OH
0o
HO\)S ?
DHA OH R?
; R?: CH3 CH,CH3
OH
GO
OH ?
R1J\)
OH

Figura 1.3.25. Reaccions aldoliques creuades de DHA i analegs a-hidroxicarbonil-lics a aldehids,
catalitzades per FSA nativa. La part invariable hidroxiacetil en els quatre donadors (DHA, HA, HB i
GO) es ressalta en blau.

Com es denota, la preséncia de I'estructura hidroxilacetil en els donadors és
imprescindible per a la formacié de la base de Schiff i de la conseqlient enamina.

La tolerancia sense precedents d'un aldehid com a donador, el GO, fou per
primer cop descoberta en el nostre grup. Aquesta nova activitat permeté la
sintesi de diversos sucres tipus aldoses, iminociclitols o altres molecules
polihidroxilades, mitjangant l'auto-addicié o addicié creuada de GO catalitzada
per FSA."* Alhora, I'Gs d'aquest substrat com a nucledfil en addicions aldoliques
obre una nova via de sintesi inedita fins al moment, ates que els productes
aldolics sén aldehids i, per tant, susceptibles a addicions consecutives amb el
mateix enzim FSA (in situ) o altres aldolases (s'amplia la informacié en
I'Apartat 1.3.4.2 i Apartat 1.4).

Aixi doncs, gracies a la tolerancia de diversos donadors i d’aldehids acceptors, la

FSA nativa és un biocatalitzador amb gran potencial sintétic per a I'obtencié de
nous precursors d’imminocilitols mono i biciclics d’interés. Tanmateix,
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I'optimitzacié addicional de les seves propietats catalitiques és fonamental per
ampliar la seva versatilitat com a catalitzador.

1.3.4.1 OPTIMITZACIO DE FSA

En els dltims anys fins a l'actualitat, s’esta duent a terme un extens treball en la
modulacio del centre actiu de FSA en el nostre grup de recerca amb col-laboracié
de diversos grups d'investigacid Europeus, com el grup del Professor W.-D.
Fessner de I'Institut de Quimica Organica i Bioquimica de la Universitat Técnica
de Darmstadt, Darmstadt, Alemanya i el grup de la Professora M. Lemaire de la
Universitat Blaise Pascal, Clermont-Ferrand, Francga.

En aquest apartat es resumeixen els avengos més importants aconseguits en
I'optimitzacid de la FSA com a biocatalitzador, per enginyeria genetica de
mutagénesi de lloc dirigit o saturat. Els estudis s'han centrat en la modificacid de
la tolerancia vers els donadors o acceptors i de |'estereoselectivitat de I'enzim.

Tanmateix, el principal inconvenient que presenten les aldolases dependents de
DHA és la falta d'un conjunt d'enzims estereocomplementaris, els quals no s'han
trobat a la natura fins al moment.

1.3.4.1.1 Optimitzacié en l'especificitat pels donadors DHA i GO

L'entorn del centre actiu de la FSA nativa és altament hidrofobic, fet que facilita
la unié a la lisina catalitica de substrats hidrofobics com HA i HB, en comparacié

110

a més polars com GO o DHA (Taula 1.3.1)."" En estudis cinetics sobre la

preferéncia de donadors de la FSA nativa, es determina el parametre Vi,../Ku 45

150 .
En canvi, la TalB

vegades superior per HA respecte el substrat natural DHA.
F178Y disposa d'un entorn més polar en el centre actiu. Conté un residu de
serina (Ser176) el qual estableix un pont d'hidrogen amb DHA, fet que es reflexa
en la forta preferéncia per a aquest nucleofil respecte als altres.

Inspirats en aquest fet, es modifica la posicid equivalent en la FSA, la alanina 129
per una serina. La nova variant FSA A129S mostra una afinitat incrementada per
la DHA, sense mostrar activitat transaldolasa, suggerint la formacié d'un pont
d'hidrogen entre el residu $129 amb el grup hidroxil de la DHA que estabilitzaria
la base de Schiff intermédia (Figura 1.3.26).""
donadors es poden resumir per la FSA,, de HA>GO>DHA i per la variant FSA
A129S, DHA>HA>GO (Taula 1.3.1).

Doncs, les preferéncies vers els
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Taula 1.3.1: Comparacié de la preferéncia de donador per la FSA, FSA A129S i
TalB F178Y.

0 Q  FsaroTaBF178Y {1 @
R1) + ')kRz ~ R1MR2
OH OH
R’ (Donadors) FSA nativa TalB F178Y FSA A129S
CH,OH (DHA) + +++ +++
H (GO) ++ + +
CH; (HA) +++ + ++
CH,CH3(HB) +++ - n.a.

FSA*: FSA nativa i FSA A129S. La qualitat del donador s'especifica com +++: excel-lent, ++: bo, +:
pobre, —: sense activitat, n.d.: no assajat."

Figura 1.3.26. Model del centre actiu de la variant FSA A129S. La lisina catalitica (mostrada en color
magenta) es troba unida al substrat donador DHA, formant la base de Schiff intermedia, la qual es
estabilitzada per la interaccid de pont d'hidrogen amb el residu S129.

En 'apartat anterior s'ha introduit la importancia del GO com a donador en les

%8 |a FSA nativa mostra una

reaccions auto aldoliques o creuades amb FSA.
preferencia cap al GO com a donador de 320 vegades superior que com
acceptor. Gracies a aquesta propietat, es poden afavorir les addicions aldoliques
creuades amb GO si la seva concentracié es manté baixa en el medi de reaccié
(<5 mM) respecte a l'electrofil desitjat (100 mM), per tal d'evitar la seva
autoaddicié. No obstant, aquesta tendencia només és valida si els aldehids son
bons acceptors, és a dir, amb valors de Ky, menors que el valor de GO com
acceptor. A més, és altament favorable que els productes aldolics creuats

tendeixin a la seva ciclacid, desplacant aixi la reaccié. Per contra, en casos
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d'acceptors febles, s'obté majoritariament o Unicament el producte aldolic

. ez 148
d'autoaddicié p-treosa.

Paral-lelament a la realitzacio de la present tesi, en el nostre grup de recerca es
dugué a terme el redisseny del centre actiu de la FSA per tal d'augmentar
I'afinitat cap al GO i optimitzar tant les homo addicions aldoliques com creuades
amb acceptors febles.” Com s'ha vist, la posiciéd A129 és clau per a la modulacié
de la selectivitat respecte als donadors. Doncs, es realitza |I'estudi de mutagenesi
de saturacié en aquesta posicid i s'empra la reaccié de formacié de D-treosa
(Figura 1.3.27) per valorar les noves variants, on FSA A129X amb X= glicina,
valina o treonina mostraren millors resultats que I'enzim natiu."*' La variant FSA
A129G presenta una activitat incrementada de 20 vegades superior, mentre que
les variants FSA A129T i FSA A129V, un increment de 10 vegades.

?H K/OH O__,,OH

FSA A129X yo OH

Figura 1.3.27. Auto addici6 aldolica de GO per formar D-treosa catalitzada per variants de FSA A129X.

En reaccions aldoliques de GO a diversos N-Cbz-aminoaldehids, la FSA A129G
també rendi els millors resultats, proporcionant conversions aldoliques
excel-lents amb substrats no ramificats (per exemple, 67 % amb n=0 i R'= H;
82 % amb n=1i R1=H), superiors a I'enzim natiu (3% amb n=0i R'= H; 38 % amb
n=1). Tanmateix, FSA A129G no tolera aminoaldehids estéricament més
exigents, com (R)- o (S)-N-Cbz-alaninal (n=0, R'= (R/S)-CHs; Figura 1.3.28).'"

i
o OH O
Cbz. ! OH Cbz. !
N n ~— H n
H R FSA* R' OH

n=0; R'=H N-Cbz-glicinal
n=0; (R/S)-CH3 (R/S)-N-Cbz-alaninal
n=1; R'= H N-Cbz-propanal
Figura 1.3.28. Addicions aldoliques de GO a N-Cbz-aminoaldehids FSA nativa i variants.*!

Seguidament, es proposa incorporar la modificaci6 A165G en FSA A129G
(Veure seglient Apartat 1.3.4.1.3) a fi d'incrementar les conversions pels
N-Cbz-aminoaldehids ramificats en el C-a.. No obstant, s'observa una disminucio
de les conversions aldoliques amb GO de la nova variant FSA A129G/A165G
respecte FSA A129G. Aquesta disminucié podria estar causada per la nuesa en el
centre actiu arrel de la doble substitucid per glicines, implicant una perdua de
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les interaccions entre els residus amb el substrat. Per tal d'incrementar-les, es
combina A129G amb modificacions en la posicié leucina 107, generant les
variants FSA L107Y/A129G i FSA L107H/A129G, les quals mostraren conversions
aldoliques de GO a N-Cbz-glicinal (n=0 i R;= H Figura 1.3.28) de 85 i 83 %
respectivament. Segons els models, el residu A129G permetria la orientacié
adequada de la tirosina (Tyr107) o de la histidina (His107) per interactuar amb el
donador. Els dos nous residus, incrementen la polaritat i compactacido en
aquesta posicid, facilitant la interaccié entre els residus del centre catalitic amb
el donador GO. A més, la variant L107F/A129G mostra una activitat catalitica
molt més baixa en comparacié a FSA L107Y/A129G, indicant que I'hidroxil de la
tirosina podria participar activament en el mecanisme de la generacié del
nucleofil o que l'increment de la polaritat afavoriria I'intercanvi acid-base del
mecanisme catalitic.

1.3.4.1.2 Ampliacid de la flexibilitat per a donadors inedits

La FSA nativa mostra una especificitat relaxada envers el substrat donador, en
comparacid a la resta d'aldolases conegudes. Tanmateix, només tolera analegs
de la DHA de cadena curta (HA, HB i GO). En els darrers anys, en el nostre grup
de recerca, s'ha ampliat el ventall de donadors tolerats per la FSA amb
estructura 1-hidroxilmetilcetones de cadena llarga, lineals o ramificades, i amb la

N . N . . 152
preséncia d'heteroatoms, gracies a noves variants de FSA.

La tolerancia a donadors inedits per la FSA amplia la diversitat estructural dels
productes aldolics generats i incrementa el potencial sintetic d'aquest
biocatalitzador.

1.3.4.1.3 Ampliacid i millora en la tolerancia de N-Cbz-aminoaldehids

Malgrat els importants avengos aconseguits amb la variant FSA A129S, aquest
biocatalitzador  continua mostrant  una  tolerancia baixa  front
N-Cbz-aminoaldehids C-a substituits. Per mutagenesi de lloc dirigit basat en
I'estructura, es modificaren diferents posicions en el lloc d'unié del substrat
acceptor de la FSA nativa i FSA A129S, on la modificacid de |'alanina 165 per una
glicina (A165G) resulta clau.

Les velocitats inicials de FSA A165G amb els acceptors (R/S)-N-Cbz-alaninals i
donadors DHA i HA foren fins a 175 vegades superiors que per I'enzim natiu i 12
vegades superiors respecte FSA A129S. Per efecte sinérgic de les modificacions,
la variant doble FSA A129S/A165G exhibi els millors resultats. En aquest cas, les
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velocitats inicials foren entre 5 fins a >900 vegades superiors respecte FSA nativa

. . 153
o les variants simples.

En les addicions aldoliques de GO a N-Cbz-aminoaldehids seleccionats
(N-Cbz-glicinal, N-Cbz-alaninal i N-Cbz-propanal) també s'observaren increments
en les velocitats inicials i conversions aldoliques de la variant FSA
L107Y/A129G/A165G respecte a les variants sense la modificacid A165G.**
S'obtingueren rendiments dels productes aldolics de (S)- i (R)-N-Cbz-alaninal de
32% i 73% respectivament, els quals no s'havien detectat amb
FSA L107Y/A129G o FSA A129G. Es reafirma la necessitat de la modificacié
A165G per a la catalisi amb aminoaldehids C-a substituits i el potencial sinérgic
de les mutacions en I'augment de I'afinitat tant pels donadors com acceptors.

En el Capitol 3.3 es presenta el redisseny del centre actiu de la FSA per a
incrementar les conversions aldoliques de substrats a-hidroxicarbonil:-lics DHA,
HA i GO a N-Cbz-aminoaldehids voluminosos o estericament impedits, com
etapa clau en la sintesi d'iminociclitols mono- i biciclics. Per al nostre grup de
recerca, és de gran importancia disposar d'un conjunt d'enzims amb diferents
activitats i selectivitats en les addicions aldoliques front diversos donadors i
acceptors. Les noves variants de FSA presentades en aquest treball (Capitol 3.3),
combinades amb les variants descrites anteriorment, constitueixen un conjunt
d'enzims excel-lents per a la I'obtencié d'imninociclitols, carbohidrats i derivats
d'aquests.

1.3.4.1.4 Modificacio de I'estereoselectivitat de la FSA

La modificacio de I'estereoselectivitat sin de la FSA (>95 %) a anti en els adductes
aldolics és de gran interes ates que permetria la sintesi de productes
estereocomplementaris amb el mateix biocatalitzador modificat.

En estudis recents en el nostre grup, s'ha aconseguit I'obtencié de productes
aldolics amb estereoquimica anti, com el sucre poc comu L-eritrosa. S'obtingué
aquest compost majoritariament respecte D-treosa (producte sin) mitjangant
I'autoaddicié de GO catalitzada per variants de FSA (Figura 1.3.29)."%

O OH O OH O
2 Variants de FSA KH) (’\‘)
— +
OH OH OH OH OH

D-treosa L-eritrosa

Figura 1.3.29. Obtencié de D-treosa i L-eritrosa per autoaddicié aldolica de GO catalitzada per
variants de FSA. La L-eritrosa és el producte aldolic anti que s'obté gracies a les modificacions en FSA
per mutagenesi de lloc dirigit.
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Tot i ser resultats incipients en la modulacid de |'estereoselectivitat de la FSA per
mutagenesi, sén molt encoratjadors.

1.3.4.2 APLICACIONS SINTETIQUES DE FSA

L'aplicacié sintetica de la FSA ha estat principalment en la preparacié de
carbohidrats, iminosucres i compostos analegs, tal com les aldolases dependents
de DHAP.

La sintesi d'iminosucres s'ha realitzat seguint la mateixa estratégia sintética
descrita anteriorment per les aldolases dependents de DHAP (Apartat 1.3.3.1),
perdo amb la versatilitat de I'is dels donadors DHA, HA, HB i GO, 16148 134,155
A més, gracies a les modificacions genetiques realitzades a I'enzim natiu ha

141, 151, 153

permes incrementar la seva aplicabilitat sintéetica. En sén exemples les

, . .. T . L . . . 146, 156
sintesis dels iminociclitols inhibidors de glicosidases bD-fagomina,™ "
. e e e . 147 . . . .. .. 155 .
1-deoxinojirimicina (DNJ)™"" i 1,4-dideoxi-1,4-imino-D-arabinitol (DAB)™” (Figura
1.3.30).
o N
? a) FSA ““SoH
cbz. A~ + —
N b) H, (50psi) OH
H H OH pyg :
O Pd/IC OH
D-fagomina
o o N N
] a) FSA “Sop ~om
Cbz\N/\) + HS . :>
H b) Hz (50psi) HO” ™" “OH HO” ™ “OH
OH OH OH pg/C 6H 6H
1-deoxinojirimicina (DNJ) R= nBu Miglustat
R= (CH,),OH Miglitol
% H
o)
Y a) FSA N .
R A 2 "on
Cbz b) H, (50psi)
OH OH 2 S
Pd/C HO  OH

1,4-dideoxi-1,4-imino-
D-arabinitol (DAB)

Figura 1.3.30. Exemples de sintesis d'iminociclitols amb I'etapa clau d'addicié aldolica de DHA a
N-Cbz-aminoaldehid DHA catalitzada per FSA amb potencials aplicacions industrials.

Respecte els carbohidrats, en sén exemples destacats la sintesi de D-treosa,
1-deoxi-n-ido-heptulosa o D-xilulosa (Figura 1.3.31). La D-treosa s'obtingué per
I'auto addicié del GO catalitzada per FSA nativa, estratégia sintética que pot ser
ampliada a I'obtencié de 1-deoxi-p-ido-heptulosa per una doble addicié aldolica
consecutiva, també catalitzada per FSA,; en el mateix medi de reaccid

,,)'148

("One pot En I'Apartat 1.4.1 es troba ampliada la informacié en relacié a
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estrategies de sintesi per cascada enzimatica tipus "One pot". La D-xilulosa es

sintetitza per l'addicio creuada de DHA a GO gracies a la variant FSA A129S amb

activitat incrementada per DHA.™*

o)
HO

? ? FSAu OUwOH oy \) o. OH

+ H —_— QN — HO Q;Mw
OH  OH HO  ©OH FSAu v Yo

D-treosa 1-deoxi-D-ido-hept-2-ulosa

o) o) OH
2 % FSA A129S CZQ/OH

+
OH OH OH HO  oH

D-xilulosa

Figura 1.3.31. Exemples de sintesis de carbohidrats amb una o dos etapes claus d'addicié aldolica
catalitzada per FSA nativa o modificada genéticament.

A escala industrial, en el 2008 es presenta la sintesi de I'edulcorant furaneol a
partir de l'addici6 de HA a metilglioxal catalitzada per FSA nativa (Figura
1.3.32)."

? (0] FSAL OH O 0.
R g
(0] OH O OH H,O HO (@)

Furaneol

Figura 1.3.32. Sintesi de I'edulcorant Furaneol a partir de I'addicié aldolica de HA a metilglioxal
catalitzada per FSA nativa i seguit de la deshidratacio de I'adducte aldolic in situ.

En el Capitol 3.2 es presenta la sintesi de derivats de l'acid pipecolic i
homoiminociclitols per mitja d'una innovadora estratégia de cascada enzimatica
utilitzant el poder sintetic de diverses aldolases, entre elles, la FSA,; o
modificada geneticament.

En el Capitol 3.4 es presenta la sintesi d'un conjunt d'iminociclitols
polihidroxilats mono i biciclics amb diversitat estructural i configuracional a
partir de I'addicio aldolica de DHA, HA o GO a N-Cbz-aminoaldehids catalitzades
per variants de FSA.

1.4 ALDOLASES EN ESTRATEGIES DE CASCADA ENZIMATICA

Les reaccions en cascada, també conegudes com tandem o reaccions domind, es
defineixen com processos de dos o més etapes, en qué la transformacié
posterior es duu a terme gracies al producte obtingut en I'anterior pas. Atés que
no requereixen la purificacid dels productes intermedis, sén metodologies de
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sintesi excel-lents a fi d'optimitzar rendiments, costos, temps o quantitat de
subproductes de processos de multiples passos. En aquest sentit, representen
estrategies ideals per a sintesi de molécules complexes a partir de substrats

. . . T 158-160
simples, com carbohidrats o iminociclitols.

Les rutes metaboliques son exemples de catalisi en cascada, les quals poden ser
imitades en el camp de biocatalisi per I'Us de sistemes multi-enzimatics en fase
homogeénia. L'accié conjunta de diversos enzims o d'un de sol en la catalisi de
diversos passos consecutius, presenta extraordinaris avantatges des del punt de
vista sintetic i tot un repte en |'adaptacio dels biocatalitzadors en les reaccions

. . 159, 161, 162
implicades.

En la literatura existeixen nombrosos exemples d'acoblaments de reaccions en

163-167

cascada amb aldolases en combinacié amb altres enzims. En sén exemples,

I'addicid aldolica de glicina, catalitzada per una treonina aldolasa, seguida de la

97, 168

descarboxilacié enzimatica del producte aldolic o la generacié enzimatica

del donador DHAP in situ per a I'addicié d'aquest donador a diversos aldehids

113, 163, 169-171
acceptors.

Entre les diferents possibilitats d'estratégies en cascada multi-enzimatiques o
quimioenzimatiques, aquesta seccié es centrara en processos de varies etapes
lineals catalitzades per la mateixa o diferents aldolases en la formacié de dos o
més enllagos C-C.

1.4.1 REACCIONS CASCADA TIPUS "ONE POT" EMPRANT UNA ALDOLASA

En reaccions de cascada tipus one pot s'empra una aldolasa en els passos
consecutius de reaccions aldoliques en el mateix medi de reaccid. Per tant, es
imprescindible que el producte intermedi sigui un aldehid, susceptible a actuar
com a acceptor en les addicions segiients.

Entre les aldolases conegudes, la 2-desoxi-D-ribosa-5-fosfat aldolasa (DERA,
EC4.1.3.4) i la p-fructosa-6-fosfat aldolasa (FSA) accepten aldehids com a
substrats donadors i, per tant, els adductes aldolics resultants contenen la funcio
aldehidica. La DERA catalitza in vivo I'addicié aldolica reversible d'acetaldehid a
D-gliceraldehid-3-fosfat per formar la 2-desoxi-D-ribosa 5-fosfat, producte de
degradacio de l'acid desoxiribonucleic.”* A escala industrial, trobem I'exemple
de la doble addicié d'acetaldehid a cloroacetaldehid catalitzada per DERA, on el
producte final és un hemiacetal ciclic precursor de I'Atorvastatin (Lipitor)
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173, 174

(Figura 1.4.2).
per a la reduccio del colesterol, ascendiren fins a 11,900 milions de USS en 2010.

Les vendes estimades globals de |'Atorvastatin, medicament

j OH © j

OH
0 OH OH O
N AN T/ a I T N §
“OH

Cl
DERA DERA

Atorvastatin
(LIPITOR, Pfizer)

Figura 1.4.1. Doble addicié aldolica d'acetaldehid a cloroacetaldehid catalitzada per la DERA. El
producte aldolic és l'intermedi en la sintesi industrial de farmacs com I'Atorvastatin (Lipitor,
Pfizer). "

Com s'ha explicat en I'Apartat 1.3.4, la FSA tolera GO com a donador i és capag
de catalitzar diverses etapes amb GO com a donador o altres nucleofils en les
etapes consecutives. Fou demostrat per primer cop en el nostre grup amb la
sintesi d'1-desoxi-D-ido-heptulosa, producte de la dimeritzacié de GO formant la

148, 154 ..
Gracies a

D-treosa seguida d'addicio in situ de HA (Veure Figura 1.3.31).
noves variants amb activitat incrementada pel GO, s'ha ampliat el nombre de
carbohidrats sintetitzats per aquesta metodologia de one pot en addicions
consecutives de GO a si mateix o aldehids petits. N'és un exemple la sintesi del

carbohidrat rar L-xilosa a partir del formaldehid (Figura 1.4.2).152

i ;i
H o H 0., OH
o OH ! OH
) ~ HO —~
H™  Variants de FSA OH Variants de FsA HO™ Y "OH
OH
L-xilosa

Figura 1.4.2. Doble addicié de GO a formaldehid per formar L-xilosa, catalitzada per variants de FSA

amb activitat millorada vers el GO.™*

1.4.2 REACCIONS "TANDEM" MULTI-ENZIMATIQUES AMB ALDOLASES

Les reaccions tandem consecutives multi-enzimatiques consisteixen en diversos
passos d'addicions aldoliques catalitzades per dues o més aldolases, sense la
purificacio dels productes intermedis. Es poden dur a terme en el mateix medi
de reaccié (one pot) si els biocatalitzadors sén compatibles, o bé, en passos
separats per tal d'optimitzar les condicions de reaccidé de cada etapa.

Aquesta estrategia ha estat emprada per a preparar disacarids per mitja de
I'adici6 consecutiva de DHAP a un dialdehid, catalitzades per
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L-rhamnulosa-1-fosfat aldolasa (RhuA) i b-fructosa-1,6-bifosfat aldolasa (FruA) en

la mateixa mescla de reaccio (Figura 1.4.3).175

HO DHAP, RhuA HO ® M opos>
WOH A/YQVJAT/
OH R,
o) C ® oh
OH
1 DHAP, FruA

2-
OH3;|0 o ® OH opo?
0ONZ~-"\0
OH OH

OH
Figura 1.4.3. Addicions aldoliques en tandem de dues molécules de DHAP a un dialdehid,
catalitzades per les aldolases RhuA i FruA.

Un altre exemple és la sintesi de cetoses emprant DERA i FruA o l'acid

7% En la combinacié DERA-

N-acetilneuraminic aldolasa (NeuAc) (Figura 1.4.4).
FruA, s'aplica una quantitat baixa de DERA, i la reaccid s'atura en la primera
addicio d'acetaldehid, seguida per I'addicio de DHAP catalitzada per FruA in situ.
En canvi, la combinacié de DERA-DERA-NeuAc no es possible la combinacié de
les aldolases en el mateix medi de reaccié i, per tant, l'intermedi es aillat per a

I'addicié de piruvat catalitzada per NeuAc.

i I RQO.OH
o] ) OH O )
J —_— )\) —_—
R DERA R DERA H
OH
o]
o]
FruA1 1.A'|'Ilar1 )J\
2. NeuA COO°
OH OPOz*
R~ OH
R_ OH
-0
?H/\ (o)
OPOZ* coor
OH OH
HO OH

Figura 1.4.4. Sintesi de cetoses per una estratégia de cascada enzimatica catalitzades per tres
aldolases: DERA, FruA i NeuAc.

L'aldolasa FSA presenta un enorme potencial a ser aplicada en combinacié amb
altres aldolases en la segona addicié aldolica, en estrategies de FSA-aldolases
(Figura 1.4.5). L'aplicabilitat d'aquestes reaccions en cascada és actualment
objecte d'estudi en el nostre grup.
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/ OH OH O
FSA; o variants

R R" TalB modificada
OH OH R': H, CHz, CH,OH, CH,CH3
OH OH O
O\ DHAP aldolases
R R?
OH OH R2: CH,0P0O3*
o | FSAw 0 oH 2 OH OH O
variants N ) . L
J + - ¥ " . Glicina aldolases
R R R OH
OH OH OH NH,
OH OH O
) O* Piruvat aldolases
R)YK/U\COOH
OH
OH OH O
s, | DERA

R *
NS
Figura 1.4.5. Exemples de potencials reaccions de cascada enzimatica amb la combinacié de la FSA
en la primera etapa i altres aldolases en la segona.

1.4.3 REACCIONS "TANDEM" QUIMIOENZIMATIQUES AMB ALDOLASES

Les reaccions tandem consecutives quimioenzimatiques consisteixen en diversos
passos d'addicions aldoliques catalitzades per dues o més aldolases amb etapes
de modificacions de grups funcionals intercalades.

A excepcid de DERA i FSA, la resta d'aldolases no toleren aldehids com a substrat
donadors i, per tant, es requereix la generacié de la funcié aldehidica en el pas
intermedi de les reaccions tandem multi-enzimatiques. Aixi mateix, es poden
afegir passos addicionals de transformacions senzilles a fi d'ampliar el ventall
estructural dels productes finals. En la Figura 1.4.6 es representen diferents
exemples de reaccions tandem quimioenzimatiques emprant aldolases.
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o) 1a Addicio o o Modificacio de 2a Addicio OH OH O
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Figura 1.4.6. Estrategies per a la combinacié de dues o més etapes d'addicié aldolica enzimatica amb modificacions de grups funcionals intercalades. En la ruta sintética A la
segona addicio s'aplica sobre la fraccid corresponent al donador de la primera addicid, i en la B, en la corresponent a I'acceptor. La ruta C és una variant de la B per tal
d'ampliar la diversitat estructural del producte aldolic final. La ruta D és una combinaci6 de A i B, amb tres etapes aldoliques.
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En el Capitol 3.2 es presenta per primera vegada la sintesi d'iminociclitols
polihidroxilats mitjangcant estratégies tandem quimioenzimatiques amb
aldolases. Per a la sintesi dels compostos piperidinics, s'han seguit les estratégies
quimioenzimatiques A, B i Ci pels pirrolidinics, I'estrategia D (Figura 1.4.6).
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2. Objectius

2.1 OBJECTIUS GENERALS

El treball presentat en aquesta tesi forma part d'un projecte de recerca de
sintesi d'iminociclitols polihidroxilats mitjangant el desenvolupament de noves
estrategies quimioenzimatiques que permeten el control de la estereoquimica
dels compostos finals i de la generacié d'una amplia col-leccié de compostos
amb diversitat estructural i configuracional.

L'objectiu general d'aquest treball és I'estudi de les aldolases dependents de
glicina, de DHAP i D-fructosa-6-fosfat aldolasa (FSA) i optimitzar les reaccions
que catalitzen en estrategies amb una Unica etapa d'addicié aldolica clau o en
rutes de diverses etapes enzimatiques consecutives. Alhora, el treball té com a
finalitat I'estudi en concret de dues aldolases. En primer lloc, de la produccio
optima de la D-treonina aldolasa d'Arthrobacter xylosoxidans per aplicacions
sintétiques. En segon lloc, el redisseny del centre catalitic de la FSA per
enginyeria de proteines a fi d'ampliar el seu espectre sintétic aplicat en la sintesi
d'iminociclitols mono i biciclics a partir de N-Cbz-aminoaldehids i donadors
a-hidroxicarbonil-lics.

2.2 OBJECTIUS ESPECIFICS

I. Estudi de la produccid i capacitats sintetiques de la D-treonina aldolasa
d'Arthrobacter xylosoxidans
% Estudi de la conservacié de I'activitat enzimatica de D-TA,,, segons
el metode de purificacié i/o emmagatzematge emprat.

¢ Sintesi a escala analitica de B-hidroxi-a-aminoacids mitjangant
D-TAy, i estudi de la influéncia del medi de reaccié en les
conversions i diastereoselectivitats dels adductes aldolics.

+» Avaluacié dels parametres de reaccid a escala analitica de la
reaccio d'addicié de glicina a 2,2-dimetoxiacetaldehid catalitzada

per D-TA,,.

II. Sintesi de derivats polihidroxilats de I'acid pipecolic i iminociclitols piperidinics
i pirrolidinics a partir de substrats aquirals mitjancant aldolases dependents de
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glicina, de DHAP i D-fructosa-6-fosfat aldolasa (FSA) en estratégies tandem
guimioenzimatiques.

«» Estudi a nivell analitic i sintesi diastereoselectiva dels adductes
aldolics de glicina a 2,2-dimetoxiacetaldehid catalitzada per
aldolases dependents de glicina. Obtencié dels intermedis quirals
a partir de la primera etapa clau enzimatica.

«» Estudi a nivell analitic i sintesi dels adductes aldolics dels
intermedis de la primera etapa clau i les aldolases dependents de
DHAP L-fuculosa-6-fosfat aldolasa (FucA), L-rhamnulosa-6-fosfat
aldolasa (RhuA) i b-fructosa-6-fosfat aldolasa (FSA).

®,

++» Sintesi, purificacio i caracteritzacio dels productes finals .

Ill. Generacid de noves variants de FSA per a catalitzar les addicions aldoliques
de donadors a-hidroxicarbonil-lics DHA, HA o GO a un ampli espectre estructural
de N-Cbz-aminoaldehids.
++» Disseny de noves variants de FSA per ampliar la tolerancia pel
substrat acceptor a partir de FSA A129S/A165G dirigides als
donadors DHA i HA i FSA L107Y/A129G/A165G a GO.

+» Avaluacio de les capacitats sintetiques de les noves variants en les
addicions aldoliques de N-Cbz-aminoaldehids seleccionats i DHA,
HAi GO.

IV. Sintesi, purificacid i caracteritzacié d'iminociclitols mono i biciclics a partir de
N-Cbz-aminoaldehids voluminosos o o B-substituits lineals o ciclics catalitzades
per noves variants de FSA.
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3.1

ESTUDI DE LA p-TREONINA ALDOLASA
D'Achromobacter xylosoxidans PER A
L'OBTENCIO DE B-HIDROXI-o.-AMINOACIDS
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3.1 Estudi de D-TA de A. xylosoxidans

Com s'ha mencionat en la introduccid, els B-hidroxi-a-aminoacids sén precursors
, . . N . . 82,177,178

molt valuosos per la sintesi de diversos farmacs i agroquimics.

Els derivats del 2,4-diamino-3-hidroxiacid (B-hidroxi-a,w-diaminoacids), en

particular, presenten aplicacions polifuncionals com inhibidors de proteases

aspartiques, enzims involucrats en malalties com la SIDA (proteases del HIV), la

.. N . . . . . 179-182
malaria, el cancer, la malaltia d'Alzheimer i infeccions bacterianes.

En estudis previs en el nostre grup de recerca, es dugueren a terme les sintesis
diastereoselectives d'un conjunt de L-B-hidroxi-a,w-diaminoacids, a partir de
N-Cbz-aminoaldehids i glicina, catalitzades per Serina hidroximetil transferasa de
Streptococcus thermophilus (L-SHMTs,) i L-treonina aldolasa de E. coli (L-TA.).
Les relacions diastereomeériques dels corresponents adductes aldolics L-sin/anti
B-hidroxi-a,w-diaminoacids foren controlats i modificats per enginyeria de les
reaccions, és a dir, per mitja de I'estudi dels parametres associats, com ara la
temperatura, el medi de reaccid i la concentracio dels substrats.®’

Alhora, els B-hidroxi-a-aminoacids sén valuosos com a sintons d'estructures més
complexes. En el Capitol 3.2 s'empren els acids (25,3R) i (2R,3R)-2-amino-3-
hidroxi-4,4-dimetoxibutanoic (L-anti-2a i D-sin-3a) com a intermedis claus en la
sintesi de derivats polihidroxilats de I'acid pipecolic i iminociclitols piperidinics.

L'interés del nostre grup per sintesis enzimatiques estereoselectives, ens dugué
a investigar la D-treonina aldolasa d'Achromobacter xylosoxidans (D-TA,,). La
finalitat en el present treball fou l'obtencié d'aquest biocatalitzador a fi
d'avaluar-ne les seves capacitats sintetiques per produir D-B-hidroxi-
o,w-diaminoacids i [I'optimitzaci6 de la sintesi enzimatica del sinté
(2R,3R)-2-amino-3-hidroxi-4,4-dimetoxibutanoic (D-sin 3a). Per a tal fi, es requeri
un estudi previ de la seva produccié de D-TA,,,, atés que les D-treonina aldolases
(D-TA) sén poc conegudes.

3.1.1 ESTUDIS PREVIS

En la literatura existeixen pocs estudis de sintesi enzimatica de D-B-hidroxi-a-

aminoacids catalitzades per D-treonina aldolases. En destaquen els treballs

emprant D-TA procedents de Xanthomonus oryzaegg, Arthrobacter sp.,91

80, 89, 105 183 . . e
Pseudomonas sp.” i la variant genéticament

Alcaligenes xylosoxidans,
modificada Alanina racemasa Y265A de Geobacillus stearothermophilus

(AlaRac Y265A).%
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3.1 Estudi de D-TA de A. xylosoxidans

No obstant, totes les D-treonina aldolases anteriors han exhibit activitats de
baixa especificitat front els substrats, és a dir, activitats b-low-TA, a excepcié de
la D-TA procedent de la bactéria Achromobacter xylosoxidans (D-TA,,), també
coneguda com Alcaligenes xylosoxidans (IFO 12669). La D-TA,, ha exhibit
excessos diastereomerics de fins a d.e. >99 %,80 sent el biocatalitzador entre les
D-TA més prometedor descrit fins al moment.

3.1.1.1 ESTUDIS PREVIS DE LA PRODUCCIO DE D-TAgyy

L'enzim D-TA,,, fou per primera vegada clonat i expressat en el grup de Liu et al.
(2000).%° En aquest treball, la purificacié de I'enzim es realitza per precipitacié
fraccionada amb sulfat d'amoni seguit de cromatografia d'intercanvi anionica
(DEAE-Toyopearl) en tamp6 de 50 mM Tris/HCI (pH 7.0) enriquit amb 10 uM de
fosfat de piridoxal (PLP) i 100 uM de MnCl,. Seguidament, es dialitza i es
conserva a 4 °C, sense perdua d'activitat enzimatica durant dos mesos -rang de
temps estudiat-.

Tanmateix, cap técnica de purificacié enzimatica fou aplicada en treballs
sintétics amb D-TA,,,, on s'empra el lisat del cru cellular directament com a

. . 80, 105
biocatalitzador.

3.1.1.2 ESTUDIS PREVIS DE SINTESI ASIMETRICA DIRECTA DE D-B-HIDROXI-
a-AMINOACIDS AMB D-TA,,,

L'enzim D-TA,, ha estat emprat en sintesi enzimatica directa de p-B-hidroxi-a-
aminoacids a partir de I'addicié de glicina a una col-leccié de benzaldehids i
aldehids alifatics de cadena llarga o oc-halogenats.go’ 195 | 'enzim tolera diferents
benzaldehids monosubstituits amb excel-lents enantioselectivitats i elevades
diastereoselectivitats (p-sin, e.e.'s >99 % i fins a e.d.'s de 99 %). En relacid als
aldehids oa-halogenats i de cadena llarga, s'obtingueren majoritariament els
productes D-sin. Concretament amb l'isobutanal, es genera el corresponent
adducte D-sin amb de >95 % a 25 °C (Figura 3.1.1).

‘O o D-TAaxy QH o
Y + %OH _—_— NOH
o -
NH, 25°C,3h NH,
D-sin

Rendiment aillat 24 %
ed >95 %, ee >99 %

Figura 3.1.1. Addicid aldolica de glicina a isobutanal catalitzada per D-TAq,. S'obtingué el producte
aldolic p-sin amb e.d. >95 % a 25 °C a les 3 hores de reaccié.'®
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3.1 Estudi de D-TA de A. xylosoxidans

Com s'ha remarcat en la introduccio, un dels principals inconvenients de les TA
és la baixa diastereoselectivitats en el C-B, sobretot a temps llargs de reaccid.
Generalment, sota condicions cinétiques de reaccid, es generen productes
aldolics amb elevades diastereoselectivitats perdo amb rendiments baixos. Per
contra, en condicions termodinamiques, s'obtenen rendiments més elevats pero
amb diastereroselectivitats baixes.” Tanmateix, en estudis cinéetics i
termodinamics realitzats per Fesko et al. (2008)* que la barrera d'energia
d'epimeritzacié sin/anti en el mecanisme catalitic de D-TA,,, és elevada. Com a
conseqliéncia, aquest biocatalitzador és capa¢ de formar productes amb
excel-lents diastereoselectivitats (d.e. >95 %) amb elevats rendiments sota
condicions termodinamiques.

3.1.2 OBTENCIO DE L'ENZIM D-TREONINA ALDOLASA d'Achromobacter
xylosoxidans ADEQUAT PER APLICACIONS SINTETIQUES

En primer lloc, es dugué a terme un estudi de la purificacio i estabilitat de
I'activitat enzimatica de D-TA,,, vers el temps, a fi d'obtenir el biocatalitzador de
forma eficag per aplicacions sintetiques. Un dels objectius primordials fou
I'obtencié de la maxima quantitat de proteina en el menor nombre de passos
possibles. D'aquesta manera, s'afavoreix tant a la conservacido de l'activitat
enzimatica com es disminueixen els costos i temps de produccio.

L'enzim D-TA,,, fou clonat en el nostre laboratori a carrec del Dr. Xavier Garrabou

i amb la participacio del Dr. Eduardo Busto (Universitat d'Oviedo).184

Per a I'estudi de la purificacio i estabilitat de I'enzim, s'expressa en primer lloc
com a proteina de fusié6 amb cua d'histidina en N-terminal (cua 6xHis) a fi de
purificar-la per cromatografia de metalls immobilitzats (IMAC). Seguidament es
purifica i conserva per diferents métodes (Apartat 3.1.2.1). Tanmateix, vist els
resultats poc favorables obtinguts, es procedi a purificar i/o emmagatzemar
I'enzim per altres tecniques sense |'Us d'IMAC (Apartat 3.1.2.2). Finalment,
s'expressa també I'enzim sense la cua d' histidines (D-TAgyynois)-

Per a tots els casos, es valora l|'activitat D-treonina aldolasa de I'enzim vers el
temps i en funcié del métode de purificacié i/o emmagatzematge emprat (Veure
Seccié experimental 5.7.4 per a la quantificacio de proteines i en 5.7.6.1 per a la
determinacié de l'activitat de TA). Es consideren els valors d'activitat restant
enzimatica com a criteri de ['estabilitat i de la capacitat sintética del
biocatalitzador.

En la Seccié experimental es detallen les técniques de biologia molecular dutes
a terme per a l'obtencié dels plasmidis D-TAgy i D-TAgynonis (Apartat 5.5) i en el
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3.1 Estudi de D-TA de A. xylosoxidans

Material Suplementari S3.1 (Figures S1-S4 i Taula S1) es poden consultar les
figures associades.

3.1.2.1 PURIFICACIO PER COLUMNA D'AFINITAT DE METALLS IMMOBILITZATS
(IMAC)

El sistema de purificacié per columna d'afinitat de metalls immobilitzats (IMAC)
ha estat ampliament emprat en el nostre grup de treball per les treonina
aldolases L-SHMTg, i L-TA..,, atés que I'enzim es purificat eficagment en tan sols
un paS.SG’ 87,185

L'enzim D-TA,,, amb cua d'histidines en N-terminal, fou purificat per IMAC
emprant tampd fosfat o tampd fosfat enriquit amb PLP i MnCl, (Taula 3.1.1)
(Veure Seccié experimental 5.7.3.3). Com s'ha vist en la introduccid, el PLP i un
cati6 divalent com Mn”" sén cofactors imprescindibles per a I'activitat catalitica
de les D-TAs. Un cop eluit I'enzim, es requereix l'eliminacié de l'imidazol.
S'efectua per precipitacié de la proteina amb sulfat d’amoni o bé dialisi (Taula
3.1.1). A fi de comparar l'estabilitat de I'enzim, també es congela I'enzim
directament o bé es conserva a 4 °C, sense eliminar l'imidazol (métode 4 i 5
respectivament, Taula 3.1.1).

En el Material Suplementari S3.1 Figura S5 es troba inclos el cromatograma de
del pic pur de D-TA,,, per IMAC i en la Figura S6 es pot consultar el gel SDS-PAGE
dels diferents passos de purificacio6 de la proteina seguint el metode 6
(Taula 3.1.1).
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Taula 3.1.1: Meétodes emprats per eliminar I'imidazol i/o emmagatzemar p-TA,,,
després de purificar per IMAC.

Metode™ Tampé Procediment Emmagatzematge
Precipitar amb
1 (NH,),SO, al 80 %
de saturacié a 4 °C
< Precipitar amb 4°C
s Fosfat-
2 2 o (NH,),50, al 40 %
5 imidazol L, o
o de saturacié a 4 °C
38 3 Dialitzar
(1]
= Congelar a —20 °C -20°C
H 5 — 4°C
Fosfat-
imidazol . b o
6 o Dialitzar i liofilitzar -20°C
enriquit amb
PLP i MnCl,"

*lVeure Ia Seccié experimental 5.7.3.4a. ' [PLP]: 10 uM i [MnCl,]: 0.1 mM

En les Taules 3.1.2 i 3.1.3 es mostren les activitats enzimatiques especifiques
obtingudes en funcié dels métodes emprats (metodes 1 a 5 Taula 3.1.2 i métode
6 Taula 3.1.3) respecte el temps.

Taula 3.1.2: Activitats enzimatiques especifiques de D-TA,, en funcié dels
meétodes de purificacié i/o emmagatzematge aplicats després de purificar per

IMAC a l'instant (O dies) i al cap de dos dies.

Activitat enzimatica especifica®/U-mg ™" (% d’activitat restant)

Meétodes
Temps/dies
1 2 3 4 5
o™ 2.15 (100 %)
2 0.22 (10 %) | 0.85 (40 %) | 0.00 (0 %) | 0.03 (1 %) | 1.66 (77 %)

FIEs defineix activitat enzimatica especifica (U-mg™") com la capacitat del enzim de convertir 1 pmol
de D-treonina en acetaldehid per minut i mg D-TA,,, a 25 °C. g I'instant, després d'eluir D-TA,,, de la
columna.

Els resultats indicaren una pérdua drastica de l'activitat enzimatica quan
s'elimina l'imidazol per precipitacié de I'enzim amb sulfat d'amoni (perdua del

90 % i del 60 %, metode 1i 2 respectivament, Taula 3.1.2) i total quan es dialitza
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(métode 3, Taula 3.1.2) al cap de dos dies de la purificacié per IMAC. En el cas de
la precipitacid, I'excés d'imidazol podria segrestar el catié divalent necessari pel
centre actiu de I'enzim i ser més acusat si es precipita rapidament (métode 1)
que lentament (metode 2). La desactivacié total de I'enzim per dialisi podria
estar causada també per la perdua del catié divalent i del PLP en el centre actiu.
Respecte a conservar I'enzim congelat en preséncia de l'imidazol (metode 4,
Taula 3.1.2), aquest es desactiva completament. Cal destacar que la pérdua
d'activitat és molt més pronunciada per a tots els metodes respecte a I'enzim
conservat a 4 °C dissolt en tampd fosfat-imidazol, métode 5 (Taula 3.1.2), en el
qual es conserva 77 % de l'activitat enzimatica basal. No obstant, també es
perdé completament l'activitat al cap d'una setmana (resultats no mostrats).

En canvi, emprant el metode 6 I'enzim mantingué el 68 % de I'activitat
enzimatica després de dialitzar, liofilitzar i conservar a —20 °C durant 10 dies
(Taula 3.1.3 i Seccié experimental 5.7.3.4a). En aquest metode, s'utilitza el
tampo enriquit amb PLP i MnCl,, és a dir, s'incuba la proteina amb els cofactors
previament a la purificacié per IMAC. Entre els diferents metalls divalents, es
selecciona Mn®* ates que és el catido amb el qual I'enzim D-TA Arthrobacter sp. ha

presentat major activitat.'®®

En la dialisi també s'empra el tampd enriquit amb
els cofactors. Finalment, I'enzim es liofilitza a fi d'obtenir D-TA,,, de forma solida
(Taula 3.1.1).

Tanmateix, es perdé aproximadament la meitat de I'activitat als 30 dies i gairebé
la pérdua fou total als 7 mesos (16 % d'activitat restant, Taula 3.1.3),

impossibilitant la seva aplicacié de forma fiable en sintesi.

Taula 3.1.3: Activitats enzimatiques especifiques de D-TA,,, emprant el métode 6
en funcid del temps conservant I'enzim a =20 °C.

Activitat enzimatica especifica[a]/ U- mg ™" (% d’activitat restant)

Temps

Meétode

6 o™ 10 dies 30 dies 2 mesos 7 mesos

4.58 (100 %) | 3.13 (68 %) | 2.50 (55 %) | 1.35(29 %) | 0.72 (16 %)

FIEs defineix activitat enzimatica especifica (U-mg~") com la capacitat del enzim de convertir 1 pmol
de D-treonina en acetaldehid per minut i mg b-TA,,, a 25 °C. g I'instant, després d'eluir D-TA,,, de la
columna IMAC.

Es interessant ressaltar que aquesta pérdua d'estabilitat també fou observada
amb I'enzim PLP dependent L-treonina aldolasa de E. coli (L-TA.,) purificat per
IMAC i precipitat amb sulfat d'amoni o bé dialitzat i liofilitzat."*> Al cap de dos
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mesos, I'enzim presenta una perdua del 40 % de I'activitat quan es precipita i
conserva a 4 °C o del 60 % en el segon cas, conservat a —20 °C.

3.1.2.2 TRACTAMENT DE p-TA,,, SENSE IMAC

Considerant els resultats anteriors, ens encaminarem cap altres procediments
en els quals I'activitat especifica es mantingués el maxim de temps possible.
Aquests es basaren en conservar el sobrenedant obtingut de la lisis cel-lular
congelat fins al seu Us (metodes 7 i 8), purificar I'enzim per precipitacid
(meétodes 9 i 10), per precipitacidé seguit de dialisi (métode 11) o bé liofilitzar
directament (Taula 3.1.4). El tampd emprat en tots els casos fou el tampd fosfat
enriquit amb PLP i MnCl, ajustat a pH 8. Només en els casos 7A, 8 i 9 no
s'addiciona cap cofactor en el tampo per tal de comprovar |'estabilitat de I'enzim
en el lisat.

Taula 3.1.4: Metodes emprats per purificar i/o emmagatzemar D-TA,,, sense
purificacié per IMAC.

Meétode™ Procediment Conservacio Additius
A J—
PLP i
7 B Congelara—-20°C o Mncl,™
c —20°¢ PLP, MnCI,"”
i DTTY
8 Congelar a -80 °C —
9 Precipitar amb (NH,4),SO, al 40 % .
de saturacid a4 °C
A Precipitar amb (NH,4),S0, al 20 % PLP ib
10 de saturacid a 4 °C. Centrifugar i MnCl,™! -
B resuspendre en dissolucié 4°C PLP, MnCl,
(NH,),S0O, 50 % saturada i DTT
PLP i
1 A broced stode 9 diali MnCl,"
; rocediment métode 9 i dialitzar PLP, MnCL,”
i DTT
A PLP i[b]
- o MnCl,
12 . Liofilitzar -20°C PLP. MnCIZ[b]
i DTTY

El/eure la Seccié experimental 5.7.3.4b (el [PLP]: 10 uM i [MnCl,]: 0.1 mM [ [DTT]: 1 mM

A més, s'estudia l'efecte de l'agent reductor ditiotreitol (DTT) en el tampd
(métodes 7C, 10B, 11B i 12B, Taula 3.1.4). En estudis previs publicats en la
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literatura,'®® es tractd p-TA Arthrobacter sp. amb reactius especifics de grups
tiols com l'acid p-cloromercuribenzoic (PCMB) i aquests inhibiren
significativament I'enzim, suggerint la preséncia de residus de cisteina en el
centre actiu. Aixi, addicionant DTT en els tampons, es reduirien els possibles
ponts disulfurs presents, els quals poden influir en I'estructura, plegament i
funcié de la proteina.

En les Taules 3.1.5 i 3.1.6 es mostren les activitats enzimatiques especifiques
obtingudes en funcié dels métodes esmentats 7 a 12 (Taula 3.1.4) respecte el
temps. En la Taula 3.1.5 es fa la seleccié dels resultats pels métodes 7A, 8 i 9A,
en els quals no s'addicionaren els cofactors PLP ni MnCl, en el tampd de lisis.

Taula 3.1.5: Activitats enzimatiques especifiques de D-TA,, en funcié dels
meétodes 7A, 8 i 9A, en funcié del temps.

Activitat enzimatica especifica[a]/ u- mg_1 (% d’activitat restant)

Meétodes'
Temps/dies
7A 8 9
o® 1.33 (100 %)
2 154 (115%) | 0.68(51%) | 1.36(100%)
60 1.15(86%) | 0.14(10%) | 0.14(10%)

FIEs defineix activitat enzimatica especifica (U-mg™") com la capacitat del enzim de convertir 1 umol
de D-treonina en acetaldehid per minut i mg b-TA,,y a 25 °C. ®Ipe I'extracte cru cellular després de la
lisis.

L'activitat enzimatica es conserva totalment als dos dies de la lisis del cru
cel-lular conservant l'enzim congelat a -20°C o purificant l'enzim per
precipitacié sense preséncia de cofactors en el tampd (métodes 7A i 9,
Taula 3.1.5). Aixi doncs, I'enzim demostra ser més robust quan no es tractat per
IMAC (Veure Taula 3.1.2, metodes 2 i 4). Als 60 dies (periode de temps estudiat)
I'enzim mantingué practicament tota I'activitat, el 86 %, conservant |'extracte
cru congelat a =20 °C (métode 7A). En canvi, congelant a —80 °C (méetode 8) o bé
precipitant amb sulfat d’amoni (métode 9), I'activitat especifica també disminui
al llarg del temps, inactivant-se gaire bé del tot al cap de dos mesos, amb una
perdua del 90 % d’activitat.
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Taula 3.1.6: Activitats enzimatiques especifiques de D-TA,, en funcié dels
meétodes 7, 10-12 en funcio del temps.

Activitat enzimatica especifica ["']/U-mg_1 (% d’activitat restant)

Temps Meétodes
/dies | 7A | 7B | 7¢ | 10A | 108 [11A[11B| 12A | 12B
0" 2.05 (100%) 412 1 449 1 05 (100%) | 250 (100%)
(100%) | (100%)
1o | 106 [077 [125 [ 380 | 438 | 0 [0 [ 253 [ 244
(52%) | (37%) | (61%) | (92%) | (97%) | (0%) | (0%) | (123%) | (119%)
5, | 049 [o0s0 102 | 682 [ 588 | [ _ | 271 | 28
(24%) | (39%) | (50%) | (165%) | (131%) (132%) | (138%)
531 | 433 254 | 3.14
38 — - - - | -
(129%) | (97%) (124%) | (153%)
2.95
20 - - - - - I I G VE A N
2.50
S - - - - T 22w |

FIEs defineix activitat enzimatica especifica (U-mg™") com la capacitat del enzim de convertir 1 umol
de D-treonina en acetaldehid per minut i mg b-TA,,, a 25 °C. *Ipe I'extracte cru cellular després de la
lisis. — No determinada.

Respecte a la preseéncia dels cofactors Mn”" i PLP en el tampd, no es detectaren
diferencies significatives en les activitats enzimatiques de D-TA,, dels crus
conservat a —-20°C (metodes 7A-C, Taula 3.1.6). Respecte a aquests
procediments, s'observaren valors no concordants entre resultats emprant el
mateix meétode 7A (86 % d'activitat restant als 60 dies, Taula 3.1.5i només 24 %
d'activitat restant als 21 dies, Taula 3.1.6). La diferéncia entre ambdds podria
estar causada per la diferent relacié de volum de tampd per mg de proteina que
s'empra en els dos experiments.

Respecte a la purificacié de I'enzim per precipitacié, no s'estudia el temps
suficient per afirmar que la presencia dels cofactors PLP i Mn®>" eren
imprescindibles per |'activitat de D-TA,,,. No obstant, |la conservacié completa de
I'activitat especifica als 38 dies (métodes 10A-B, Taula 3.1.6) en comparacio a la
desactivacié quasi completa sense els additius (10 % d'activitat restant, metode
9, Taula 3.1.5) suggeri el requeriment d'aquests per a |'estabilitat de I'enzim.
L'avantatge principal de precipitar l'enzim és que permet purificar-lo
parcialment de forma economica, senzilla i rapida. No obstant, presenta
incompatibilitats en les reaccions sintetiques d'interés. No fou possible la
derivatitzaci6 amb benziloxicarbonil (Cbz) de I'amina dels adductes aldolics
catalitzats per D-TA,,, a causa de la formacié de benzilureta per la preséncia del
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catié amoni en el medi de reaccié (Veure reaccié de derivatitzacié en Seccioé
experimental 5.8.3b). Per tal de minimitzar aquesta interferéncia, es prova
d'eliminar I'excés de sulfat d'amoni després de la precipitacié (métode 11, Taula
3.1.4i 3.1.6). No obstant, tot i la preséncia dels cofactors en el tampd de dialisi,
I'enzim es desactiva completament (meétodes 11A-B, Taula 3.1.6). Doncs, en
comptes d'eliminar I'excés d'amoni per contrarestar la incompatibilitat, fora
interessant un estudi de precipitacié de D-TA,,, en preséncia d'una altra sal com
el sulfat de potassi.

Respecte a |'addicié de l'agent reductor DTT en el tampd, no representa cap
diferencia significativa en les activitats enzimatiques especifiques mesurades
(Taula 3.1.6).

Finalment, liofilitzant directament el lisat en preséncia de PLP i MnCl, i
conservant a —20 °C, I'enzim mantingué totalment la seva activitat en un any
(meétode 12A-B, Taula 3.1.6). Amb aquest métode no es purifica I'enzim, pero
permeté disposar del biocatalitzador estable en forma solida i sense presentar
reaccions secundaries en |'estratégia de sintesi d'interés. A més, es un
procediment senzill, economic i rapid.

Paral-lelament s'expressa D-TA,, com a proteina recombinant sense cua
d’histidina (D-TAguynonis)- Es liofilitza directament el lisat, en preséncia de PLP,
MnCl, i DTT (metode 12B, Taula 3.1.4). El proposit de I'eliminacié de la cua
d’histidines fou I'estudi de I'efecte d'aquesta en I'activitat enzimatica de I'enzim.
Podria ser que aquesta interferis en el plegament correcte de la proteina i en la
seva estabilitat, provocant una disminucié en I'activitat enzimatica. Per exemple,
les histidines podrien formar un complexe amb el metall Mn2+, present en el
centre actiu.

El valor d'activitat especifica obtingut un cop liofilitzat fou de 4.36 U-mg’l per
D-TAgynonis | €5 mantingué estable durant 9 mesos (temps estudiat). Aquest valor
d'activitat enzimatica fou més elevat que I'obtingut amb D-TA,,, (2.55 U-mg’l,
meétode 12B, Taula 3.1.1c), requerint menys quantitat d’enzim per volum de
reacciéo per a un mateix valor d’unitats. No obstant, no es pot afirmar que
aquesta diferéencia en el valor de l'activitat enzimatica estigui relacionada amb
I'eliminacid de la cua d'histidines.
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3.1.2.3 ACTIVITAT ENZIMATICA ESPECIFICA - | D-TREONINA ALDOLASA DE
D-TA,., SEGONS EL METODE DE PURIFICACIO EMPRAT

En vista dels resultats positius en I'activitat enzimatica D-TA,,, del lisat liofilitzat
(métode 12A-B) es determinaren les activitats enzimatiques especifiques L- i
D-treonina. Ates que l'enzim prové de I'extracte cru sense purificar, es
imprescindible conéixer el percentatge d'activitat basal L-treonina aldolasa vers
la d'interés D-treonina. L'activitat L- prové de l'expressié del gen L-treonina
aldolasa, constitutiu de I'Escherichia coli, bactéria emprada per a I'expressié de
D-TA,y,. També s'assajaren D-TA,,, precipitada amb sulfat d'amoni (métode 10A) i
I'enzim purificat per IMAC (metode 6). En la Taula 3.1.7 es mostren els resultats
obtinguts.

Taula 3.1.7: Activitats enzimatiques especifiques (U-mg’l) D- i L- de D-TA,,
segons el metode emprat 6, 10B, 12A-B.

Activitat enzimatica especifica[a]/U' mg_1 (% d’activitat relativa)

Substrat
Metode D-treonina L-treonina
6 0.75 (100 %) 0.00 (0 %)
D-TAy, 108 4.33 (95 %) 0.22 (5 %)
12A 2.71 (89 %) 0.35 (11 %)
128 2.55 (91 %) 0.25 (9 %)
D-TAgxyNotis 128 4.48 (92 %) 0.40 (8 %)

EIEs defineix activitat enzimatica especifica (U-mg™") com la capacitat del enzim de convertir 1 pmol

de substrat D- o L-treonina en acetaldehid per minut i mg de proteina treonina aldolasa a 25 °C.

Com era d’esperar, la proteina purificada per IMAC no tingué activitat L-treonina
aldolasa (métode 6, Taula 3.1.7). La proteina purificada parcialment per
precipitacié presenta un 5 % (métode 10B) d'activitat L-treonina i el cru liofilitzat
directament, entre un 8 i 11 % (métodes 12A-B). Per tant, la diferencia entre
precipitar I'enzim o liofilitzar el lisat no representa una diferéncia significativa en
la purificacié de D-TA,,, respecte a L-TA.., presentant una diferencia només del
3 % major d'activitat pel cas de I'enzim D-TAg,nonis (Taula 3.1.7).

En resum, es considera el metode 12A (Taula 3.6.1) com al més optim per a
I'obtencio del biocatalitzador D-TA,,, per aplicacions sintétiques.
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3.1.3 SINTESI ASIMETRICA DE p-B-HIDROXI-a:-AMINOACIDS AMB D-TA,\y

A continuacié es dugué a terme l'estudi de les aplicabilitats sintetiques del
biocatalitzador D-TA,, per a la sintesi directa asimetrica de D-B-hidroxi-
a-aminoacids. Convé recordar que la configuracid absoluta del C-o dels

80, 82
Per

productes aldolics és fixa i independent de la naturalesa de |'aldehid.
contra, la configuracio relativa sin/anti d’aquests si depén de la naturalesa de
I'enzim, del substrat emprat i de les condicions de les reaccions, com la
temperatura, medi de reaccio i/o temps de reaccié.

En primer lloc, s'avaluaren un conjunt d'aldehids seleccionats com a acceptors
de la D-TA,,. A més, s'estudia l'efecte dels co-solvents en les
disatereoselectivitats (Apartat 3.1.3.1). Seguidament l'estudi es centra en
I'optimitzaci6 de la reaccié d'addici6 aldolica de glicina a
2,2-dimetoxiacetaldehid catalitzada per b-TA,,, (Apartat 3.1.3.2).

En totes les reaccions s'empra un pH optim lleugerament basic (proxim a 8) i els
cofactors enzimatics PLP i MnCl, o MgS0O, en el medi de reaccié, a fi de presentar

.. .. . ... 89186
la maxima activitat enzimatica.

3.1.3.1 ESTUDI D'ADDICIONS ALDOLIQUES AMB ALDEHIDS ACCEPTORS
SELECCIONATS | DE LA INFLUENCIA DEL MEDI DE REACCIO EN LES
CONVERSIONS | DIASTEREOSELECTIVITATS

Es realitza I'estudi de les addicions aldoliques a escala analitica de glicina a
aldehids seleccionats, catalitzades per D-TA,,, a fi de determinar la tolerancia
d'aquest biocatalitzador pels substrats d'interés i quantificar els rendiments de
reaccio i diastereoselectivitats. Els  aldehids seleccionats foren:
2,2-dimetoxiacetaldehid (1a), 3,3-dimetoxipropanal (1b), benziloxiacetaldehid
(1c) i els N-Cbz-aminoaldehids N-Cbz-glicinal (1d), N-(R/S)-Cbz-alaninal ((R/S)-1e)
i N-(R)-Cbz-etilglicinal ((R)-1f) (Figura 3.1.2).

Els aldehids 1a i 1b sén hidrosolubles, doncs, el medi de reaccid fou 100 %
aquéds. Tanmateix, els N-Cbz-aminoaldehids hidrofobics seleccionats (1c-e)
requeriren cert contingut de solvents organics a fi de permetre llur solubilitat.
L'ds de sistemes d'emulsié i de co-solvent en catalisi enzimatica ha estat
N . . 87,133,187

ampliament estudiat en el nostre grup de recerca.

En aquests estudis s'observa que el medi de reaccid constitueix una eina valuosa
per al control de la estereoquimica dels productes aldolics en reaccions

catalitzades per treonina aldolases.
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En el present treball s'empra un medi d'emulsié amb elevat contingut d'aigua
(H,0/Hexadeca/Cy4E4 90:6:4 (v/v/v)) i dos medis aquosos amb minim volum dels
co-solvents DMF (20 %) i AcOEt (10 %).

o} OH O OH O

0] D-TAaxy R
RJ * %OH e R/\AOH * RMOH
NH, 0.2 mM PLP NHz NHz
1 mM MnCl,
25°C, pH 8.5 D-sin D-anti
R:
O ¥
W/K Ta N 1d
12N

o~ S
1b - R)- o (S)-1e
\o)\)“ Cbz T/ (R)-0(S)

N
o_n Cbz \( (R)-1f

Figura 3.1.2. Esquema de les addicions aldoliques de glicina als aldehids seleccionats catalitzades per
D-TAayy-

Les reaccions es dugueren a terme a temperatura ambient. La concentracio de
glicina es disposa en defecte per a les reaccions amb els substrats 1a i 1b
(0.77 eq.), ja que llurs adductes aldolics requereixen la derivatitzacié de I'amina
per tal de poder ser detectats per HPLC (Veure Seccié experimental 5.8.3b). En
canvi, per 1c-f s'empra la glicina com a reactiu en excés (1.28 eq., veure Seccio
experimental 5.9.1.1) atés que és el substrat més economic, a fi d'afavorir el
desplagament de la reaccid cap als productes aldolics.

En la Taula 3.1.8 es mostren els resultats obtinguts per a cada un dels substrats.
Es detalla els medis de reacci6 emprats, les conversions aldoliques i les
diastereoselectivitats. La metodologia per a l'assignacié de la estereoquimica
dels productes aldolics obtinguts sin/anti s'exposa en |'Apartat segient 3.1.3.1.1
i els grafics i cromatogrames dels seguiments de les reaccions s'inclouen en el
Material suplementari S3.1, Figures S7-5S12.

A grans trets, els resultats mostraren que els aldehids assajats 1a, 1c, 1d i
(R/S)-1e foren bons substrat de D-TA,,, amb conversions d'acceptables a
elevades (40-68 %). En canvi, les conversions per (R)-1f foren baixes, al voltant
del 20 %, i pel 1b no s’obtingué cap producte aldolic (Taula 3.1.8).
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Taula 3.1.8: Resultats obtinguts de les conversions aldoliques i els relacions
diastereomeriques sin:anti (d.r.) de les addicions de glicina als aldehids
seleccionats, catalitzades per D-TA,,.

Aldehig | Aldehid/ | Glicina/ | Medi de Conversié/%" dr.™

mM mM reaccié™ (temps de reaccio) sin:anti

1a 90 70 a 50 (48) 90:10
1b 90 70 a - -
90 b 45 (5) 78:22

1c 70 90 c 55 (5) 65:35
90 e 68 (5) 74:26

90 b 49 (5) 86:14

1d 70 90 c 54 (5) 89:11
90 e 48 (5) 91:9

90 b 41 (48) —:>97

(R)-1e 70 90 c 56 (48) 74:26
90 e 32 (48) 65:35

90 b 17 (48) —:>97

(S)-1e 70 90 c 55 (48) >97: —
90 e 11 (48) 26:74

90 b 20 (48) —:>97

(R)-1f 70 90 c 17 (5) 27:73
90 e 19 (48) 38:62

[a]a: medi aquds; b: DMF/H,0 (1:4) v/v; ¢: AcOEt/H,0 (1:9) v/v; e: Emulsié amb alt contingut d’aigua:

H,0/hexadeca/Ci4E4 90:6:4 (v/v/v). [b]Conversions aldoliques calculades a partir de les arees dels pics
obtinguts de cromatogrames de HPLC a les 5, 24 i 48 hores amb 20 U-mL™ D-TAgy (métode 12B) a
escala analitica. S'indica en la taula els valors amb la relacié conversid/excés diastereomérics més
elevats en cada cas. Per a més informacid, veure Seccié experimental Apartat 5.9.1.1 i Material

suplementari S3.1 Figures $7-S12. [C]Relacions diastereomeériques (d.r.) b-sin/p-anti corresponent als

B-hidroxi-o-aminoacids (Veure Figura 3.1.2). — Producte aldolic no detectat per HPLC (limit de
detecci6 0.2-0.5 nmol).

Respecte als medis de reaccid, en general, tant el sistema d'emulsié com de co-
solvents, foren ben tolerats per I'enzim.

El 2,2-dimetoxiacetaldehid (1a) presenta un maxim de conversié aldolica de
50 % a temps llargs de reaccié (48 hores) amb relacié diastereomérica sin/anti
de 90:10 constant al llarg del temps (Taula 3.1.8 i Material suplementari S3.1
Figura S7). Ates linteres sintetic de I'adducte aldolic corresponent
(2R,3R)-2-amino-3-hidroxi-4,4-dimetoxibutanoic (Figura 3.1.3), es dugué a terme
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3.1 Estudi de D-TA de A. xylosoxidans

un estudi dels parametres de reaccid per a maximitzar la conversid aldolica i
diastereoselectivitat (Apartat 3.1.3.2).

Quant a la resta d'aldehids (1c-f), els resultats suggeriren que el producte sin
correspondria al diasterecisomer afavorit cineticament i I'anti, I'afavorit
termodinamicament. Segons el medi de reaccié a un temps donat de reaccio, es
troba present més un o l'altre.

Els aldehids benziloxiacetaldehid (1c) i N-Cbz-glicinal (1d) presentaren perfils de
reaccio similars entre ells. A les 5 hores de reacci6 les relacions
diastereomeriques foren acceptables (per exemple, d.r.: 74:26 per 1c, en
emulsio (e) i d.r.: 89:11 per 1d, medi AcOEt/H,O (1:9) (c),Taula 3.1.8) i les
conversions arribaren al seu punt maxim (54 % per 1d i 68 % per 1c). A temps
llargs de reaccid (48 hores), l'excés diastereomeéric disminui afavorint el
producte anti, mantenint els valors de conversio (d.r.: 62:39 per 1ci d.r.: 86:14
per 1d, Material suplementari S3.1 Figura S8 i S9). Per a l'acumulacié de
I’adducte sin de 1c, les condicions de reaccié més favorables foren en emulsid i a
temps curts de reaccié. En canvi, per I'acumulacié del producte sin de 1d, no
s'observaren diferencies significatives entre els medis de reaccid, tant per les
diastereoselectivitats o rendiments.

Respecte als substrats N-(R/S)-Cbz-alaninal ((R/S)-1e) i N-(R)-Cbz-etilglicinal
((R)-1f), s’evidencia una influéncia drastica del medi de reaccié en les
diastereoselectivitats i/o conversions, sent més pronunciada pels enantiomers
(R/S)-1e. En medi de reaccié AcOEt/H,0 (1:9) i en les emulsions a temps curts de
reaccio, les d.r. favorables foren generalment sin i disminuiren a temps llargs
acumulant-se el producte termodinamic anti. Per exemple, per (R)-1f en emulsié
s'obtingueren d.r.: 76:24 a les 5 hores de reaccid i d.r.: 38:62 a les 48 hores
(Material suplementari $S3.1. Figura S12. Per (R/S)-1e, veure Figures $10 i S11).
Pel que fa a les conversions, foren més elevades en AcOEt/H,0 (1:9) i les més
baixes en emulsio (Taula 3.1.8). En canvi, en medi de reaccié DMF/H,0 (1:4), els
productes afavorits foren I'anti amb d.r.: >97 a les 48 hores i amb conversid
acceptable per (R)-1e (41 %) i baixes per (S)-1e i (R)-1f (~20 %)(Taula 3.1.8 i
Material suplementari S3.1. Figures S$10-12). Aquest perfil de
diastereoselectivitats segons els medis de reaccidé podria estar causada per les
fases presents. En DMF/H,0 (1:4), totalment miscibles, la velocitat
d'interconversi6 de producte cinétic a termodinamic seria més elevada,
afavorint I'acumulacié del producte anti. En canvi, tant AcOEt/H,0 (1:9), com en
emulsid, I'aldehid acceptor es distribuiria majoritariament en la fase organica i
els productes aldolics preferentment es localitzarien en la fase aquosa,
juntament amb I’enzim i el donador.
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Pel que fa a les estructures dels aldehids, els resultats indicaren que quant més
voluminds fou el substituent en la posicié o respecte el carbonil, (CH,CH; ((R)-1f)
> CH; ((R/S)-1e) > H (1d)), les conversions aldoliques foren més baixes (Taula
3.1.8), probablement degut a impediments esterics en el centre actiu amb els
substituents. També n'hi podrien haver amb el substituent de la posicié C-B de
I’aldehid 3,3-dimetoxipropanal (1b), atés que no s'observa producte aldolic de la
reaccio. D'altra banda, no s'observa diferenciacié enantiomérica per part de
I'enzim pels substrats N-(R/S)-Cbz-alaninal ((R/S)-1e).

3.1.3.1.1 Assignaci6 de la estereoquimica relativa dels productes b-sin/p-anti:

L’assignacio de les configuracions relatives D-sin/ D-anti dels productes aldolics
dels aldehids 1c i (R/S)-le es determinaren a partir de la informacié
proporcionada en estudis realitzats préviament en el nostre grup de recerca
sobre L-SHMTg.*" Es compararen els temps de retencié d'HPLC aplicant les
mateixes condicions d'elucié en tots els casos (Veure Material suplementari
S3.1 Figures S13-S24). La configuracié absoluta dels productes B-hidroxi-a,w-
diaminoacids obtinguts en I'anterior treball foren assignades inequivocament
per RMN mitjangant I'obtencié de derivats de 2-oxazolidinones, amb les quals
s'elimina la lliure rotacio dels enllagos C2 i C3, i gracies a la preséncia d'un centre
quiral conegut, procedent de l'aldehid de partida.87

Pels aldehids 1d i (R)-1f es pressuposa que segueixen el mateix perfil que els
aldehids anteriors, és a dir, el producte cinetic correspon a D-sin i el
termodinamic, b-anti.

En el cas de (2R,3R)-2-amino-3-hidroxi-4,4-dimetoxibutanoic (3a), producte
aldolic de glicina a 1a, es determina la configuracié absoluta per RMN per mitja
de la formacié de la 2-oxazolidinona corresponent (Veure Seccié experimental
5.8.5 i Material Suplementari $3.2 Figura S7) i d'acord amb la premissa de qué
tant les L- com les D-treonina aldolases son altament selectives per a

;. 80, 82
I'estereoquimica del C-a.
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3.1.3.2 OPTIMITZACIO DELS PARAMETRES DE LA REACCIO PER A L'OBTENCIO
(2R,3R)-2-AMINO-3-HIDROXI-4,4-DIMETOXIBUTANOIC (p-sin 3a)

Com s'ha mencionat en la introduccié d'aquest capitol, I'adducte aldolic (2R,3R)-
2-amino-3-hidroxi-4,4-dimetoxibutanoic (p-sin 3a, Figura 3.1.3) és especialment
interessant com a intermedi clau en la sintesi de derivats polihidroxilats de I'acid
pipecolic i iminociclitols piperidinics (Capitol 3.2). A fi de maximitzar el
rendiment de la reaccié aldolica de glicina a 1, catalitzada per D-TA,,
estudiarem els seglients parametres de reaccidé a partir dels resultats previs
obtinguts (Taula 3.1.8). Es varia la temperatura, la concentracié de glicina, la
quantitat de D-TA,,, i el pH del medi de reaccio.

COOH

o ,@ OH OH COOH
N :
e 7) /OWCOOH . /ow/'\/COOH . r
a) D-TAax N N ~NH
o axy 0 HN. 0 HN. Cbz
- b) Cbz-OSu Cbz Cbz
1a b-sin (2R,3R) p-anti (2R,35) Cbz-Gly
3a 3b

Figura 3.1.3. Esquema de I'addici6 de glicina a 2,2-dimetoxiacetaldehid (1a) catalitzades per D-TA,,
per a l'obtencid de (2R,3R)-2-amino-3-hidroxi-4,4-dimetoxibutanoic (3a). Es protegeix el grup amino
dels adductes aldolics amb el grup benziloxicarbonil per tractament amb Cbz-OSu.

Respecte a la temperatura, s'assaja la reaccié a 4 °C i 25 °C. La proporcié de
diastereoisomer anti respecte a sin foren similars a ambdues temperatures
(e.d. 4oc: 0.77 % i e.d. y5-c: 0.71 a les 96 hores), doncs, la temperatura no mostra
tenir un efecte directe en la diastereoselectivitat de la reaccié. No obstant, la
conversid a 4 °C resulta ser la meitat que a 25 °C, a mateix temps de reaccio
(33% a4 °Ci60%a25°C, ales 96 hores de reaccid). Els grafics es poden
consultar en el Material Suplementari S3.1, Figura S25.

Pel que fa a la concentracid del glicina, s'avalua la reaccié amb una relacié de
glicina en defecte o en excés respecte a I'aldehid ([Glicina]: 70 mM o 140 mM,
[1a]: 115 mM, equivalents de glicina 0.6 o0 1.2). La conversié fou més baixa amb
la glicina en excés (44 %, 96 hores) respecte a la glicina en defecte (55 %,
96 hores) i els excessos diastereomerics foren similars (e.d.: 0.7) (Material
Suplementari S3.1, Figures S26). La diferéncia de concentracié entre ambdds
substrats amb la glicina en defecte (1.64 eq. 1a, reactiu en excés) és major que
amb la glicina en excés (1.22 eq. de glicina), doncs, afavorira més el
desplagcament de I'equilibri cap al producte en el primer cas. Atés que els
productes d'aldolics han de ser derivatitzats amb Cbz-OSu en el segiient pas
sintétic, que la glicina no consumida es derivatitza (Cbz-Gly) (Figura 3.1.3) i
donat el baix cost de I'aldehid de partida, es determina que el reactiu en excés
fos 1a.
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3.1 Estudi de D-TA de A. xylosoxidans

Quan a la quantitat d’enzim, es valoraren la quantitat d'enzim de 20-50 UmL™
D-TA,y, per volum de reaccié. Els resultats mostraren una conversié maxima a
adducte alddlic 3a (68 %, a les 48 hores) amb I'addicié 40 U-mL™" D-TAgy
(Material Suplementari S3.1, Figures S21c).

Finalment, es valoraren les reaccions amb el medi de reaccié ajustat a pH 7.5,
8.51ia 9.5. A pH 7.5 la conversid a 3a fou més baixa (46 %, a les 48 hores)
respecte a pH 85 i 9.5 (~60 %, 48 hores)(Material Suplementari S3.1,
Figures $28).

En resum, les millors condicions per a la reaccié foren I'Us de 1a amb una
concentracié de 115 mM, glicina de 70 mM, 40 UmL? D-TAy, amb el medi de
reacciod ajustat a pH basics (8-9), temperatura ambient (25 °C) i en preséncia dels
cofactors PLP i MnCl,. A les 96 hores de reaccié s'obtingué una conversid a
adducte aldolic d'interés 3a del 72 %, amb e.d.: 85 % (Figura 3.1.4).

100

100
85

80 -

60 72,0
67,0
—&—D-sin-3a

—4—c.d.(100 %)

0 1‘0 2‘0 3‘0 4‘0 5‘0 E;O 7‘0 8‘0 9‘0

temps (h)
Figura 3.1.4. Representacid grafica de la conversié a adducte aldolic 3a i del e.d. de I'addicié aldolica
de 2,2-dimetoxiacetaldehid (1a) a glicina en funcié del temps catalitzada per D-TA,,,. Condicions:
200 pL volum total de reaccié que conté glicina (70 mM), 1a (115 mM), PLP (10 uM), MnCl,
(0.1 mM), D-TA,, (8 U), pH 8.5 i a 25 °C. Conversions aldoliques calculades a partir de les arees dels
pics obtinguts de cromatogrames de HPLC.
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3.1.4 CONCLUSIONS

En primer lloc, s’aconsegui obtenir la proteina pura D-TA d'Achromobacter
xylosoxidans per tractament per IMAC seguit de dialisi i liofilitzacié amb I'Us de
tampd enriquit amb els cofactors PLP i MnCl,. Tanmateix, l'enzim perdé
aproximadament la meitat de I'activitat enzimatica als 30 dies de conservar-lo a
—20 °C, impossibilitant la seva aplicacié de forma fiable en sintesi. Seguidament
s'establi que la forma més adient de tractar el lisat és incubar-lo amb PLP i MnCl,
i liofilitzar directament. D'aquesta manera s'obtingué el biocatalitzador de forma
rapida i economica. L'enzim demostra ser robust i estable, sense pérdua
d’activitat durant un any. Tot i que no esta purificat, I'activitat L-treonina que
posseeix és baixa i acceptable per aplicacions sintétiques, només de I'ordre d’un
10 % del total.

Respecte a la aplicabilitat sintetica del enzim, es demostra la seva efectivitat per
a sintetitzar p-B-hidroxi-a-aminoacids, tolerant els aminoaldehids seleccionats
1c-f amb conversions acceptables (de I'ordre del 20-70 %). La modulacié de la
selectivitat enzimatica per enginyeria de la reaccid, per mitja de la variacio dels
medis de reaccidé, demostra tenir uns efectes realment significatius en les
diastereoselectivitats. Per exemple per N-(R)-Cbz-alaninal ((R)-1e) en DMF/H,0
(1:4) s'obtingué el producte anti d.r.: >97 a les 48 hores de reaccid. En canvi, en
AcOEt/H,0 (1:9) i en emulsid les d.r. sin/anti foren 74:26 i 65:35 respectivament,
a mateix temps de reaccid.

Tanmateix la millora substancial dels rendiments de reaccio es podria aconseguir
en un futur gracies a I'aplicacio d’ enginyeria de genética dirigida de la D-TA,,,.

Finalment, s'estudia la reaccié de I'addicié de glicina a 2,2-dimetoxiacetaldehid

(1a) catalitzada per D-TA,,, aconseguint una conversié a adducte aldolic
d'interes D-sin de 72 % i e.d.: 0.85 a nivell analitic.
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Els iminociclitols polihidroxilats sén glicomimetics dels corresponents
carbohidrats amb la mateixa configuracié particular dels hidroxils i,
generalment, inhibidors de la hidrolasa associada.

Com s'ha exposat en la introduccié, nombrosos homoiminociclitols han estat
preparats utilitzant procediments quimics complexos, atrets per les seves
propietats terapeutiques. En destaquen la 1-deoxinojirimicina (DNJ) i 1-deoxi-
galactonojirimicina (DGJ), ambdues iminoaldohexoses (Figura 3.2.1). Alhora, els
compostos amb un o dos substituents hidroximetil, com o-homonojirimicina
(a-HNJ), sén de particular interés vist que aquest grup pot implicar alteracions

en les capacitats i selectivitats d'inhibicio (Figura 3.2.1).% 188189

HO HO HO “SOH  ho N
HO™ “OH HO “OH HO™ "OH HO “YOH
OH OH OH OH

1-deoxigalacto- L . X .
nojirimicina (DGJ) a-homonojirimicina Acid 2,6-dideoxi-2,6-

Migalastat (AmigalTM) (a-HNJ) imino-L-gulonic

1-deoxinojirimicina
(DNJ)
Figura 3.2.1. Exemples de compostos polihidroxilats piperidinics amb activitats biologiques
interessants per a la industria farmaceutica.

Altrament, els iminociclitols polihidroxilats amb un grup carboxil en C-2 sén

190-192

mimetics d'acids uronics i, per tant, potencials inhibidors d'uronidases. Per

exemple, I'analeg de l'acid glucuronic (l'acid 2,6-dideoxi-2,6-imino-L-gulonic,
Figura 3.2.1) és un inhibidor de B-D-glucuronidasa i a-L-iduronidasa’®®, amb

194 195

propietats anti-VIH i anticanceroses.” O bé, derivats amidics de I'acid

pipecolic tetrahidroxilats mostraren inhibicions competitives nanomolars de
dues hexosaminidases N-acetil-glucosaminidases.196

Per consegilient, es demostra que la preséncia d'altres grups funcionals, com
carboxils o amides, també tenen un efecte en el mimetisme als carbohidrats i
que aquest no es troba restringit només als grups hidroxils presents en els

.. - 1s 197
iminociclitols.

A més, derivats de l'acid pipecolic son interessants sintons de peptids
biologicament actius, en els quals, la introduccié d'addicionals grups hidroxils

. . .. . . 198, 199
pot influir en la seva activitat i selectivitat.

Aixi doncs, ates al creixent interés per aquests compostos trihidroxilats d'acid
. i . . . C iaas 191, 192, 200-202
pipecolic, s'han publicat en la literatura diverses rutes sintétiques.

No obstant, es segueixen requerint noves rutes que siguin curtes, senzilles,
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econdmiques i d'elevat estereocontrol per tal d'accedir facilment a aquests
compostos i poder elucidar llurs propietats farmacologiques.

Es presenten a continuacié un conjunt d'estratégies innovadores tipus tandem
quimioenzimatiques per a la sintesi d'iminociclitols pirrolidinics i piperidinics
polihidroxilats a partir de substrats simples i aquirals.

3.2.1 ESTRATEGIES TANDEM QUIMIOENZIMATIQUES PER A LA SINTESI
D'IMINOCICLITOLS POLIHIDROXILATS

Les tres rutes biocatalitiques que es presenten a continuacié han permes la
sintesi d'una col-leccié de noves estructures de derivats polihidroxilats de |'acid
pipecolic, homoiminociclitols piperidinics i pirrolidinics a partir de substrats
aquirals (Figura 3.2.2).

Aquestes estratégies es basaren en dues etapes claus d'addicio aldolica
consecutives catalitzades per diverses aldolases. En la primera etapa clau
biocatalitica s'empraren aldolases dependents de glicina, obtenint derivats
d'acid B-hidroxiaminics amb estereoquimica controlada. Llurs adductes aldolics
obtinguts es convertiren en els substrats de la segona etapa clau per mitja de
transformacions quimiques senzilles. En les dues primeres (Figura 3.2.2),
s'hidrolitza I'acetal corresponent al substrat acceptor (1a) de la primera etapa
clau. En la segona, també es redui el grup carboxil a alcohol per tal d'ampliar la
diversitat estructural dels productes finals. En la tercera ruta, es redui el grup
carboxil a aldehid corresponent al donador de la primera etapa, és a dir, de la
glicina.

En la subseglient etapa aldolica clau, present en les tres vies, s'empraren les
aldolases dependents de DHAP i la p-fructosa-6-fosfat aldolasa (FSA). Finalment,
els productes finals d'estructura piperidinica o pirrolica s'obtingueren per mitja
de I'aminacid reductiva dels adductes aldolics obtinguts.
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Primera etapa clau

Aldolases
dependents

NH;  OMe de glicina

o
¥y ‘ — P K —
HOOC o HOOC R
OH OH OH
Ho

R: CH,0OPO5%, H, CH,OH, CHy

Hooc” ¥ [ “OMe

1a

Aldolases 3 OH 1

Aldolases dependents Cbz dependents i R OH !

NH OMe DHAP i FSA OH NH OMe Hy Pd/C DHAP i FSA ]
—_— R v e e — — IR N :

OMe o} OMe : OH !

Ho O OH OH e : 1

R etapa clau 1 HO OH '

Segona etapa clau

Aldolases dependents Cbz.
DHAP i FSA NH OH O H, PdiC

Derivats de I'acid pipecolic

Aldolases dependents Cbz.

H
N R
NH O DHAPiFsA NH OH O, paic HO
% — HO *x ¥ p—
0 R HO OH
OH HO%R OH OH OH

R: CH,0P03%, H, CH,0OH, CHs Derivats polihidroxilats
piperidinics

. 2- (0]
R: CH,0PO5™, H, CH,0H, CH, Derivats polihidroxilats HO\)L Derivats polihidroxilats
pirrolidinics R indolizidinics

R: H, CH,OH, CH,

Figura 3.2.2. Esquema de les estratégies tandem quimioenzimatiques presentades per a la sintesi de derivats polihidroxilats de I'acid pipecolic, homoiminociclitols piperidinics

i pirrolidinics a partir de substrats aquirals.
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L'elongacié de les cadenes de carboni de les rutes quimioezimatiques consisti en
una seqlencia C,+C,+C,(0 C3) gracies a la combinacié de diverses aldolases, on
es generaren quatre centres estereogenics controlats enzimaticament a partir
de substrats aquirals.

La tercera via podria ser ampliada amb una nova etapa aldolica, també
catalitzada per aldolases dependents de DHAP o FSA, a fi de sintetitzar derivats
indolizidinics polihidroxilats. L'estratégia d'elongacié completa seria de
C,+C,+Cy(0 C3)+Cy(o C3), on el substrat acceptor de la darrera etapa aldolica
s'obtindria per la senzilla desproteccio de I'acetal de |'anell pirrolic (Figura 3.2.2).
Tot i que aquesta darrera etapa no es dugué a terme en el present treball, posa
de manifest el potencial sintéetic de la ruta per obtenir derivats indolizidinics.

Aixi doncs, I'Us de les aldolases en estratégies tandem quimioenzimatiques és
excepcionalment valuds i interessant per a generar estructures quirals
polihidroxilades en pocs passos sintetics i sense necessitat de purificar els
intermedis sintetics.

3.2.2 PRIMERA ETAPA BIOCATALITICA: SINTESI DIASTEREOSELECTIVA DE
B-HIDROXI-o.-AMINOACIDS MITJANGCANT ALDOLASES DEPENDENTS DE GLICINA

La primera etapa clau biocatalitica correspongué a I'addicié de glicina al substrat
bifuncional 2,2-dimetoxiacetaldehid (1a) catalitzada per les aldolases
dependents de glicina D-treonina aldolasa d'Arthrobacter xylosoxidans (D—TA,,Xy)91
i la D-3-hidroxiaspartat aldolasa de Paracoccus denitrificans (D-HAApd‘;_.)92 amb
activitat b-treonina aldolasa i L-serina hidroximetiltransferasa de Streptococcus
thermophilus (L-SHMT)%¢ ¥

activitat L-treonina aldolasa.

i L-treonina aldolasa de E. coli (L-TA“_,CO)87 amb

D'aquesta manera s'obtingueren els adductes aldolics B-hidroxi-o.-aminoacids
amb diversitat configuracional i estereocomplementaris entre ells (Figura 3.2.3).
Convé destacar que ambdds substrats de partida son comercials i molt
economics (< 1€/g).
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. OH OH
a) L-treonines H
aldolases O COOH . O COOH
Cbz-O O HN. O HN{
o COOH ¢) Gbz-Osu - Cbz - Cbz
[ ( anti (2S,3R) sin (2S,3S)
/Ow) NH, 2a 2b
o}
- b OH OH
1a D-treonines -
aldolases _O . COOH . _0O : COOH
¢) Cbz-Osu O KN~ O HN.. -
sin (2R,3R) anti (2R,3S)
3a 3b

Figura 3.2.3. a) Addici6 aldolica catalitzada per L-SHMTs;, 0 L-TA.., aldolases amb activitat L-treonina
b) Addici¢ aldolica catalitzada per D-TA,y, 0 D-HAA,,, aldolases amb activitat D-treonina; c) Proteccié
del grup amino amb Cbz-OSu.

Les condicions oOptimes de reacci6 emprades per tal d'obtenir la maxima
conversid a productes aldolics pel biocatalitzador D-TA,,, foren determinades en
el Capitol 3.1 (Apartat 3.1.3.2). Les mateixes condicions s'aplicaren per
D-HAA,q., atés l'elevada similitud entre ambdés enzims. Les condicions
utilitzades per les aldolases dependents de glicina amb activitat L-treonina foren
les descrites en treballs previs en el nostre grup de treball.®” El medi de reaccié
fou aquds donada la completa hidrosolubilitat dels substrats de partida. Un cop
completada les addicions aldoliques, s'extragueren els enzims dels medis de
reaccio per precipitacié amb metanol i els adductes obtinguts foren derivatitzats
amb el grup amino protector benziloxicarbonil (Cbz-)(Veure Seccié experimental
5.8.1.1a). Aquest grup protector s'ha emprat ampliament en el nostre grup i en
estudis previs es determina com el més adient respecte als N-protectors
fenilacetil  (PhAc), tert-butoxicarbonil (‘Boc) i 9-fluorenilmetoxicarbonil

(FmOC).lZ& 134,203

La protecciéd del grup amino és imprescindible donada la
incompatibilitat amb el grup aldehid, que generaria la polimeritzacié dels
aminoaldehids. Alhora facilita enormement la deteccié dels compostos per UV i
llurs purificacions.

Exemples de proves d'expressié i purificacio dels enzims, aixi com de
cromatogrames HPLC analitic corresponents al seguiment de les addicions

aldoliques, es mostren en el Material Suplementari $3.2, Figures S1, S2, S4-6.
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3.2 Aldolases en estrategies tandem quimioenzimatiques

Taula 3.2.1. Conversions i relacions diastereomériques de les reaccions d'addicio
aldolica de glicina a 2,2-dimetoxiacetaldehid (1a) catalitzades per aldolases
dependents de glicina.

. Conversio d.r. Rendiment Rendiment aillat
Enzim /% anti/sin ©! /% ! /% 1
L-SHMTg, 76 98:2 72 69
L-TAeco 54 28:72 - -
D-TAgyy 70 5:95 62 np
D-HAA g 60 44:56 52 35(anti):31(sin)

[al . N . . . . "
Conversions a productes aldolics i relacions diastereomeriques (d.r.) (anti:sin) a escala analitica

determinades per HPLC dels corresponents derivats de Cbz. [b]Quantitat dels productes aldolics
N-Cbz derivatitzats en els crus de reaccié després d'efectuar el work-up del cru de reaccid. Els crus de
reaccié contenent N-Cbz-Glicina com a impuresa majoritaria. [C]Rendiment aillat dels productes
aldolics N-Cbz derivatitzats determinats per la purificacié d'una fraccié dels crus de reaccié (Veure
Secci6 experimental 5.10.1). np: no purificat. — no escalat.

Els biocatalitzadors seleccionats demostraren tenir bona tolerancia vers I'aldehid
acceptor (1a), obtenint conversions amb valors de moderats a bons (54-76 %,
Taula 3.2.1). Es reafirma l'amplia tolerancia de les aldolases dependents de

.. . . 79, 82
glicina per a substrats no naturals i voluminosos en el C-o.

Les configuracions absolutes dels productes foren assignades inequivocament
per RMN mitjangant I'obtencié de derivats d'oxazolidinones dels adductes
aldolics 2a, 3a i 3b (Veure Material Suplementari S3.2 Figura S7 i Seccio
experimental 5.8.5). Els enzims L-TA,, i D-HAA,4 donaren mescles epimeriques
en C-3, doncs les aldolases dependents de glicina presenten generalment

. . . 80, 83, 92, 204
diastereoselectivitat baixa en el C-3.

La relaciéo diastereomeérica anti/sin exhibida per L-TA., fou acceptable
(d.r.: 28:72) tot i que amb una conversié moderada (54 %) (Taula 3.2.1). Si bé,
aquests valors podrien ser optimitzats modificant les condicions de reaccid.”
L'addicié aldolica catalitzada per D-HAA,, no fou diastereoselectiva. Els
adductes aldolics presents en la mescla racemica foren aillats del cru de reaccié
de manera eficient per HPLC semi-preparatiu, obtenint els rendiments aillats de
31 % (sin, 3a): 35 % (anti, 3b) (Taula 3.2.1)(Veure Seccié experimental 5.10.1.2).
Cal remarcar que fins al moment no s'havien publicat en la literatura aplicacions
sintétiques d'aquest enzim.

102



3.2 Aldolases en estrategies tandem quimioenzimatiques

En canvi, L-SHMTs,, i D-TA,,, foren altament diastereoselectives (e.d. >95 %) amb
conversions de reaccio elevades (70-76 %). Les dues aldolases rendiren els
adductes aldolics majoritaris 2a (2S,3R) i 3a (2R,3R), respectivament (Taula
3.2.1). Doncs, els valors obtinguts amb D-TA,,, i L-SHMTs, representen dels pocs
exemples presents en la literatura amb diastereoselectivitats i rendiments
elevats amb aldolases dependents de glicina.

Per consegiient, les quatre aldolases dependents de glicina seleccionades varen
permetre la sintesi dels quatre possibles estereoisomers de l'acid 2-amino-3-
hidroxi-4,4-dimetoxibutanoic (2a-b, 3a-b) (Figura 3.2.3). S'assoli aixi el primer
objectiu en la primera etapa biocatalitica, és a dir, accedir a la maxima
estereodiversitat possible dels nous centres quirals generats.

Com a prova de concepte de la sintesi de derivats polihidroxilats de I'acid
pipecolic i homoiminociclitols piperidinics, es varen seleccionar els adductes
aldolics 2a i 3a com a intermedis sintéetics per a la segona etapa biocatalitica
(Apartats 3.2.3 i 3.2.4). Per a la sintesi de derivats polihidroxilats pirrolidinics, es
selecciona l'intermedi 2a (Apartat 3.2.5).

3.2.3 SINTESI DE DERIVATS POLIHIDROXILATS DE L'ACID PIPECOLIC

En la Figura 3.2.4 es presenta I'esquema sintetic dels derivats polihidroxilats de
I'acid pipecolic. Un cop obtinguts els adductes aldolics de la primera etapa
enzimatica (2a i 3a), s'obtingueren els aldehids acceptors segona etapa aldolica
clau per hidrolisi acida del I'acetal (Apartat 3.2.3.1). La segona addicid aldolica es
catalitzada per les aldolases DHAP-dependents de E.coli, L-fuculosa-1-fosfat
aldolasa (FucA,; o variants) i L-rhamnulosa-1-fosfat aldolasa (RhuA,;) i per
I'aldolasa FSA (FSA,; o variants). La FSA presenta I'avantatge d'acceptar diversos
donadors, com la hidroxiacetona (HA), dihidroxiacetona (DHA) i glicolaldehid
(GO).
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o
NH,
HOOC) NoTAw, Oy o %R FucA”, RhuAw  ooc OH O
0 SHMT;, -0 oH\_ oFsA* bz, e, s
+ —> HOOC °N R
OMe H
2) Cbz-OSu OH R: H, CHz CH,OH, OH OH
[ “OMe  3) Hidrolisi de I'acetal CH,0PO;?

(e} 1) Desfosforilacié enzimatica

2) Aminaci6 reductiva

H H
HooC .+ N HOOC. s+ N_- HOOC. N~
HO OH HO OH HO OH
OH OH OH

Figura 3.2.4. Esquema de |'estratégia quimioenzimatica proposada per a la sintesi de derivats
polihidroxilats piperidinics. FucA*: FucA,: i variants. FSA*: FSA,; i variants.

La finalitat principal fou I'obtencié d’una col-leccié de compostos polihidroxilats
piperidinics amb diversitat configuracional i estructural, donada I'estereoquimica
complementaria i diferent de les tres aldolases dependents de DHAP i FSA i als
diversos donadors utilitzats.

En els Apartats 3.2.3.2-3 es dugué a terme l'estudi a nivell analitic de les
addicions aldoliques a fi de seleccionar les millors condicions de reaccid i/o els
biocatalitzadors més adients per als escalats dels precursors dels derivats
polihidroxilats de I'acid pipecolic (Apartat 3.2.3.4).

3.2.3.1 OBTENCIO DELS ALDEHIDS SUBSTRAT DE LA SEGONA ETAPA
BIOCATALITICA

Els aldehids substrat de la segona etapa biocatalitica 2d i 3d (Figura 3.2.5)
s'obtingueren per hidrolisi acida de I'acetal dels adductes N-Cbz-2a i 3a,
respectivament (Veure Material Suplementari S3.2. Figura S8 i Seccid
experimental Apartat 5.10.3).

Cbz. Cbz.

NH ? NH ?

HOOC/'\;) HOOC/\;)

OH OH

anti (2S,3R) syn (2R,3R)
2d 3d

Figura 3.2.5. Aldehids substrats seleccionats per la segona etapa clau biocatalitica, els acids
N-Cbz-2S,3R) i (2R,3R)-3-hidroxi-4-oxo-butanonic (2d i 3d).

El subproducte majoritari observat en HPLC correspon a N-Cbz-Glicina (Cbz-Gly),
provinent de l'excés de glicina emprada com donador en la primera etapa
enzimatica, i el qual no interfereix en la seglient addiciéd aldolica. També
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3.2 Aldolases en estrategies tandem quimioenzimatiques

s'observaren petites quantitats dels aminoaldehids protegits corresponents als
productes aldolics minoritaris 2b i 3b (<5 %), entre altres impureses, pero, es
consideraren menyspreables en comparacié als aldehids desitjats 2a i 3a
(>95 %).

Per tant, s'empraren els aldehids 2d (anti) i 3d (sin) directament, sense cap
purificacio intermedia, simplificant aixi el nombre de passos entre ambdues
reaccions d'addicié aldolica enzimatiques. El rendiment aillat d'ambdds
productes 2d i 3d fou de 56 i 50 % respectivament, en relacié a la glicina de
partida.

3.2.3.2 ESTUDI A NIVELL ANALITIC DE LES ADDICIONS ALDOLIQUES
CATALITZADES PER ALDOLASES DEPENDENTS DE DHAP

Es dugué a terme un estudi preliminar a escala analitica de les addicions
aldoliques de DHAP als aldehids 2d i 3d catalitzades per les aldolases RhuA i
FucA (Figura 3.2.6). S'estudiaren els enzims natius i les variants de FucA F131A i
FucA F131A/F206A. Les variants de FucA foren dissenyades i estudiades en el

123, 124
nostre grup de recerca.

Addicionalment es prova com a donador DHA en
presencia de tampd borat sodic. Es genera in situ un mimetic de la DHAP per la
formacié de l'éster entre el borat i la DHA (DHA—Borat).12

mostren en la Taula 3.2.2.

0
Els resultats es

Adducte aldolic esperat

CbZ -\ o o R CbZ\\H OH O
;\) FucA* o RhuA,; }\/g\)L
Hooc” >~ * R HoOC™ ™. "R
OH OH  DHA/tampo Borat, on R: CH,OH OH OH
. -2
2d anti (2S,3R) DHAP, on R: CH,0FO; FucA: anti (4R,5R)
3d sin (2R,3R) RhuA: sin (4S,5R)

Figura 3.2.6. Esquema de les addicions aldoliques entre els aldehids 7 i 8 amb les aldolases
dependents de DHAP FucA,,, FucA F131A, FucA F131A/F206A i RhuA,;.
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3.2 Aldolases en estrategies tandem quimioenzimatiques

Taula 3.2.2. Conversions a adducte aldolic de les adicions aldoliques a escala
analitica de DHAP o DHA-Borat als aldehids 2d i 3d catalitzades per RhuA, FucA,
FucA F131Ai FucA F131A/F206A.

Aldehid Donador Enzim T/ °c | Conversié/ % ©
FucA,, 25 20
25 51
DHAP FucA F131A i %6
2d FucA F131A/F206A —
25 —
DHA-Borat sodic RhuA.: —
FucA,: 25 25
25 42
DHAP FucA F131A 2 3
3d FucA F131A/F206A 16
RhUA, > —

DHA-Borat sodic —

Conversions aldoliques calculades a partir de les arees dels pics obtinguts de cromatogrames de

[a]

HPLC després de 24 hores de reaccié a escala analitica, emprant 3.0 mg-mL™ de FucA, o variants i
0.7 mg~mL71 de RhuA,: per volum de reaccié. [2d o 3d]: 50 mM; [DHAP o DHA]: 80 mM.
[Borat sodic]: 200 mM. (Veure Seccié experimental 5.9.2). —: Producte aldolic no detectat.

Les conversions més elevades resultaren amb la variant FucA F131A, 42 % de
producte aldolic amb 3d i 51 % amb 2d, a les 24 hores de reaccié (Taula 3.2.2).
Els perfils d'ambdues reaccions respecte el temps s'inclouen en el Material
Suplementari Figura S8. Com s'ha demostrat en estudis previs, la modificacio
F131A és clau per a I'acceptacid dels aldehids amb substituents voluminosos en
C-a.. Tanmateix, la doble modificacié F131A/F206A no millora les conversions de

.2 124
reaccio.

Respecte a les reaccions amb RhuA, cap dels dos aldehids foren substrats de
I'enzim, ni amb DHAP o DHA-borat. Els resultats concorden amb els de la
literatura, on els substrats fosforilats o anionics (per exemple p- i L- gliceraldehid
fosfat o I'acid glioxilic) no sén tolerats per la RhuAWt.ZOS'207
En relacid a la temperatura de reaccid, en treballs previs s'observa un increment
de les conversions aldoliques a temperatures baixes (4 °C) amb I'enzim FucA
F131A."*
substrats 2d i 3d foren més baixes a 4°C (26 % i 13 %, respectivament,

Taula 3.2.2).

No obstant aix0, en aquest cas, les conversions obtingudes pels
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3.2 Aldolases en estrategies tandem quimioenzimatiques

Aixi doncs, es selecciona la variant FucA F131A com la més adient per a escalar
els productes finals derivats de I'acid pipecolic 8a-c a 25 °C (Apartat 3.2.3.4).

3.2.3.3 ESTUDI A NIVELL ANALITIC DE LES ADDICIONS ALDOLIQUES
CATALITZADES PER D-FRUCTOSA-6-FOSFAT ALDOLASA (FSA)

Es realitza I'estudi a nivell analitic de les addicions aldoliques de DHA, HA i GO a
2d i 3d catalitzades per diferents variants de FSA, inclos I'enzim natiu, a fi de
seleccionar els biocatalitzadors més adients (Figura 3.2.7).

Les aldolases es seleccionaren d'una col-leccié de variants de FSA, tenint en
compte les propietats sintetiques conegudes de cada una. Totes les variants
foren dissenyades, expressades i estudiades préviament o paral-lelament al
transcurs del present treball en el nostre grup de recerca. " 148 1P 133 154 pi

resultats es mostren en la Taula 3.2.3.

Adducte alddlic esperat

b2 \h 0 ) FAr o2\ oH O
* w
HOOC/S\;) %R Hooc” "R
OH OH OH OH
2d anti 2S,3R) g GH,0H, CH, H sin (4R.5S)

3d sin (2R,3R)

Figura 3.2.7. Esquema de les addicions aldoliques de DHA, HA o GO als aldehids 2d i 3d, catalitzades
per FSA nativa o variants.

Taula 3.2.3. Conversions a adducte aldolic de les adicions aldoliques a escala
analitica de DHA, HA o GO als aldehids 2d i 3d catalitzades FSA nativa o variants.

Conversié/ %" (temps de reaccid)

Donadors: DHA HA GO
Aldehids: 2d 3d|2d 3d| 2d 3d
Nativa 27  8[>99 90| 19 10
A1295 99 (24h) 73| - 93| - -
< A1295/A165G - 60| - 90| - -
P S166G - 85(/>99 91| pnd 85
@ |A1205/A165G/S166G| 91 97|95 - | pnd 40
§ A129G 80 51| — — |98(24h) 90
g A129G/S166G 71 46| — - |98(24h) 90
L107Y/A129G - -l - - 63 7
L107Y/A129G/A165G | — - - - 21 34

[a]Conversions aldoliques calculades a partir de les arees dels pics obtinguts de cromatogrames de

HPLC després de 48 hores de reaccié (o 24 hores, indicat en els casos corresponents) a escala
analitica (Veure Seccié experimental 5.9.3.1). — no assajat; pnd: producte aldolic no detectat.
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3.2 Aldolases en estrategies tandem quimioenzimatiques

Com es conegut, l'ordre d'afinitat pels donadors de I'enzim natiu és
HA>>>GO>DHA.'*°
conversio quantitatius amb els substrats 2d i 3d. Pels donadors DHA i GO, pero,

En efecte, amb FSA,;i el donador HA, s'obtingueren valors de

la modificacid en I'enzim en la posicid A129 resulta clau i imprescindible, amb
. ' . ., 151
plena concordanga amb resultats anteriors en el nostre grup d'investigacio.

Alhora, els resultats suggeriren que 2d presenta una qualitat superior com a
substrat de la FSA respecte 3d, ates que les conversions foren més elevades pel
primer amb els diferents donadors i variants de I'enzim (Taula 3.2.3). La Unica
diferencia entre ambdds substrats rau en la configuracié del C-2, és a dir, en
I'orientacio del grup carboxil en el centre actiu de I'enzim.

En les reaccions amb DHA, la variant FSA A129S incrementa enormement les
conversions per aquest donador. Amb I'enzim natiu els rendiments foren de
27 % per 2d i 8 % per 3d i amb la variant simple s'obtingueren conversions
quantitatives per 2d i de 73 % per 3d. Finalment, gracies a la variant FSA
A129S/A165G/S166G, s'aconseguiren rendiments quantitatius per 3d, pel qual la
modificacid clau és S166G. Aquest fet es dedueix donades les conversions més
baixes obtingudes amb la variant FSA A129S/A165G (60 %), respecte les
obtingudes amb FSA A129S (73 %) o FSA S166G (85 %). Aixi, I'efecte sinérgic
positiu en FSA A1295/A165G/S166G (98 %) resultaria de la combinacié de les
modificacions A129S i S166G (Taula 3.2.3).

Com s'ha exposat en la introduccié (Apartat 1.2.4.3), la modificacié A165G
genera espai en el centre actiu, permetent encabir aldehids més voluminosos.™
En la mateixa direccid s'introdui la modificacié S166G, la qual es discutira en
profunditat en el seglient Capitol 3.3. El disseny de la variant triple FSA
A1295/A165G/S166G perd, es realitza un cop els escalats dels productes ja
havien estat realitzats amb FSA A129S.

Quant al donador GO, la variant FSA A129G proporciona les conversions més
elevades. La modificacié de A1l65 per una glicina, augmenta enormement
I'afinitat per aquest donador,141 incrementant les conversions de tan sols
10-19 % a valors quasi bé quantitatius (90-98 %, Taula 3.2.3). En canvi, amb les
variant FSA L107Y/A129G i FSA L107Y/A129G/A165G les conversions foren més
baixes (21-71 %). Si bé, aquestes variants havien exhibit excel-lents resultats en
addicions de GO a N-Cbz-aminoaldehids amb substituents en el C-a (Veure
Capitol 3.3).**

Per a tot aixo, es seleccionaren I'enzim FSA natiu per a les reaccions amb HA, FSA
A129S per DHA i FSA A129G per GO com els biocatalitzadors més adients per a
escalar els productes finals derivats de I'acid pipecolic 8d-k (Apartat 3.2.3.4).
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3.2.3.4 ESCALATS | CARACTERITZACIO DELS DERIVATS POLIHIDROXILATS DE
L'ACID PIPECOLIC

Gracies als bons resultats exhibits per les aldolases dependents de DHAP i FSA
en la segona etapa clau, es procedi a escalar a nivell semi-preparatiu els
corresponents productes aldolics 4-7 a partir dels aldehids 2d i 3d. L'objectiu
principal fou l'obtencié de 35-150 mg dels derivats polihidroxilats de ['acid
pipecolic 8a-k (Veure Figura 3.2.8).

En la Taula 3.2.4 es mostren les conversions enzimatiques obtingudes a
adductes aldolics obtinguts 11-14. Els biocatalitzadors seleccionats i les
condicions de reaccié foren determinades d'acord amb els resultats obtinguts a
nivell analitic (Apartats 3.2.3.2i 3.2.3.3).

Taula 3.2.4: Conversions i relacions diastereomériques dels adductes aldolics 4-7
obtinguts a escala semi-preparativa mitjangant aldolases dependents de DHAP i
FSA.

. .2 7 o/la] d.r.

Enzim Producte Conversié/ % . . [b]

anti:sin

44 >97:—

FucA F131A

5 46 >97:—

FSA A129S 6a 87 —:>97

FSA,t 6b 95 —:>97

FSA A129G 6c 65 —:>97

FSA A129S 7c 98 —:>97

FSAu: 7b 99 —:>97

FSA A129G 7c 78 —:>97

fa) Conversions aldoliques calculades a partir de les arees dels pics obtinguts de cromatogrames de

HPLC quan no s’observa un canvi apreciable en la concentracié del producte mesurat (24-72 hores).

[b]

Per a més informacid, veure Seccié experimental Apartats 5.10.5 i 5.10.6. Relacions

diastereomeriques (d.r.) anti:sin corresponent al nou enllag C4-C5 generat, anti (4R,5R):sin (4R,5S).
(Veure Figura 3.2.8).

Les conversions a adductes aldolics foren moderades per la FucA (44-46 %),
bones amb FSA i GO (65-78 %) i excel-lents amb FSA i DHA o HA (87-99 %) (Taula
3.2.4). Alhora, les diastereoselectivitats mostrades per ambdds enzims foren
excel-lents, obtenint exclusivament el producte aldolic anti per la FucA F131A i
sin per FSA. Els cromatogrames HPLC del seguiment de la formacié dels
productes 6-7 es troben inclosos en el Material Suplementari $3.2 Figures S10 i
S11.
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Tot seguit, es dugué a terme la hidrolisi quantitativa de I'enllag fosfoester dels
adductes 4 i 5 mitjangant una fosfatasa acida (Cromatogrames del seguiment de
la reaccié disponibles en el Material Suplementari S3.2 Figura S9) i, a
continuacio, tots els adductes aldolics (4-5 desfosforilats i 6-7) foren purificats
per HPLC semi-preparatiu en fase reversa (Veure Seccié experimental apartats
5.10.4i 5.10.6).

Finalment, les fraccions pures de cada un dels adductes aldolics sotmeteren a la
desproteccié del grup N-Cbz i la subsegilient aminacié reductora amb H, en
presencia de Pd/C en un Unic pas. Els compostos piperidinics (8a-k) es varen
obtenir de forma rapida, neta i amb valors quantitatius en aquest darrer pas. En
la Figura 3.2.8 es presenta I'esquema sintétic complet d'aquests compostos a
partir dels substrat aquirals de partida.

Les caracteritzacions per RMN dels compostos 8a-k s'adjunten en el Material
Suplementari S3.2 Figures $16-S23. Pels productes purs respecte C-6 (no sén
mescles epimeériques) es proporcionen els valors de les rotacions optiques
especifiques (Material Suplementari $S3.2 Taula S2). La sintesi detallada de cada
un (8a-k) es pot consultar en el Material Suplementari S5.

Gracies a la caracteritzacié dels compostos, s'afirma que els biocatalitzadors

emprats foren totalment diastereoselectius en la generacié dels aldols 4-7
(Veure Taula 3.2.4).
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Figura 3.2.8. Esquema sintétic complet de derivats de I'acid pipecolic polihidroxilats en multiples
passos quimioenzimatics amb dues etapes de reaccions aldoliques clau catalitzades per aldolases a
partir de substrats aquirals. a) SHMTs; b) 1: Cbz-OSu; 2: CH;CN/aqués HCl, 60 °C, 1h; c) D-TA,;
d) FucA F131A; e) RhuA,. f) FSA A129S per R': CH,OH, FSA,: per R": CHs;, FSA A129G per R%: H;
g) fosfatasa acida; h) H,, Pd/C. S'indica el rendiment aillat de cada producte (%) obtingut respecte la
glicina, substrat limitant de partida.

Respecte al curs estereoquimic en I'aminacié reductora, s'observa que aquest
depen de la configuracié dels compostos intermedis. Pels adductes aldolics amb
configuracid sin (5R,6R), 5 i 7a-c, la hidrogenacié es dona només per una cara,
obtenint aixi un Unic epimer (8c, 8i i 8j). En canvi, pels aldols amb configuracié
anti (5R,6S), és a dir, 4 i 6a-c, es generaren mescles epimériques en C-6 (8a/b,
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3.2 Aldolases en estrategies tandem quimioenzimatiques

8d/e i 8f/g). En la Figura 3.2.9 es representen els intermedis plausibles de la
hidrogenacio, assumint que el grup carboxil adopta la posicié equatorial de la
imina ciclica. Els adductes sin (5R,6R) presenten una cara més favorable (cara Si),
la menys impedida oposada als substituents axials, per on H, és més facil que
ataqui (Figura 3.2.9a i b).”®® Per contra, els adductes anti (5R,6S) no presentaren
una diferenciacié facial clara ja que contenen impediments estérics en ambdues
cares. El grup COOH es troba en la cara B i en la cara o, el C4-OH es troba
sempre en posicio axial (Figura 3.2.9ci d).

H H2
I; 1 COOH : \Zl\COOH

HOR

HO H2 HO H2
Figura 3.2.9. Selectivitat facial en I'aminacié reductiva dels adductes 4-7. (a) i (b) Representacié de
les imines cicliques intermédies plausibles dels adductes aldolics amb configuracié sin (5R,6R) els
quals corresponen als productes finals ciclats 8c, 8i i 8j, i (c) i (d) amb configuracié anti (5R,6S),
corresponents als productes finals ciclats 8a/b, 8d/e i 8f/g.

La separacio de les mescles epimeriques generades en la hidrogenacio catalitica,
N . . ex e . 196, 209

es poden efectuar per cromatografica d'intercanvi cationic de resina forta.

Com a exemple, es purifica la mescla diastereomérica de derivats d'acids

pipecolics 8f i 8g (Veure Seccio experimental apartat 5.10.8).

En la Figura 3.2.8 es detallen els rendiments aillats de cada un dels compostos
obtinguts a partir de la glicina, substrat limitant inicial de Ila ruta
quimioenzimatica. Els valors sén baixos (2-40 %) atés que els passos de
purificacio no foren optimitzats.

3.2.4 SINTESI DE DERIVATS POLIHIDROXILATS D'HOMOIMINOCICLITOLS
PIPERIDINICS

En la Figura 3.2.10 es resumeix la sintesi de derivats polihidroxilats
d'homoiminociclitols piperidinics duta a terme. L'estratégia sintética és la
mateixa que per a la sintesi dels derivats polihidroxilats de I'acid pipecolic
(Apartat 3.2.3), pero el grup carboxil es reduit a alcohol previament a la segona
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3.2 Aldolases en estrategies tandem quimioenzimatiques

etapa biocatalitica. La segona etapa aldolica clau fou catalitzada per les aldolases
FucA F131A i RhuA,; i FSA (FSA,; o variants).

o)
NH,
Cbz.
HOOC) 1) D-TAgy, 2\ o HKR FueAF131A,  HOL o o
OSHMTs, o Lo, | OH \_RhuA,0FSA"_ o s
. * bZ\N * * R
H
OMe  2) Cbz-OSu OH R H, CH, CH,OH, OH OH
{ “OMe 3) Reducci6 grup CH,0P03?2
o) carboxil

4) Hidrolisi de I'acetal 1) Desfosforilacié enzimatica
2) Aminacié reductiva

H
N x N+ * .
HO HO HO OH
HO™ " oH HO™ " OH HO™ " oH

Figura 3.2.10. Esquema de l'estratégia quimioenzimatica proposada per a la sintesi de derivats
polihidroxilats d'homoiminociclitols piperidinics.

De forma similar, es dugueren a terme estudis a nivell analitic per tal de
seleccionar els biocatalitzadors més adients, previ als escalats dels adductes
aldolics.

3.2.4.1 OBTENCIO DELS ALDEHIDS SUBSTRAT DE LA SEGONA ETAPA
BIOCATALITICA

Els N-Cbz-a,y-dihidroxiaminoaldehids 2e i 3e s'obtingueren de la reduccié del
grup carboxil i desproteccid de I'acetal dels adductes aldolics 2a (anti) i 3a (sin)
(Figura 3.2.11).

Cbz
“NH OMe NH O
— Ho A
HO,C”™ > ~OMe ;
OH OH
2a a),b)ic) anti (2R,3R)
2e
CbZ\\H oMe
bz \h o
HO,C OMe N
z B |
OH — HO\/\)
sin (2R,3S)

3e

Figura 3.2.11. Obtencié dels N-Cbz-o,y-dihidroxi amino aldehids 2e i 3e a) SOCl,/MeOH;
b) NaBH,/tetrahidrofura/CaCl,, etanol c¢) CH3CN/aquds HCl (0.33 M) 4:3, 60 °C, 1 h. Per a més
informacid, veure Seccié experimental Apartat 5.10.4.

113



3.2 Aldolases en estrategies tandem quimioenzimatiques

Aquests aldehids s'empraren directament com a substrats de la segona etapa
aldolica clau, sense necessitat d'aillar-los. El subproducte principal observat per
a cada un en els cromatogrames d' HPLC correspon a Cbz-glicinol, el qual no
interfereix en la seglient addicid aldolica (Veure Material Suplementari S3.2
Figures $12-S15).

Els rendiments aillats d'ambdds productes 2e i 3e foren de 44% i 33%
respectivament, respecte a la glicina de partida.

3.2.4.2 ESTUDI A NIVELL ANALITIC DE LES ADDICIONS ALDOLIQUES
CATALITZADES PER ALDOLASES DEPENDENTS DE DHAP

Es realitza un estudi preliminar de les addicions aldoliques de DHAP als
N-Cbz-a,y-dihidroxiaminoaldehids 2e i 3e (Figura 3.2.12), tenint en compte els
resultats previs amb els substrats 2d i 3d (Apartat 3.2.3.2).

Adductes alddlics esperats

Cbz. FucA F131A Cbz.
NH ? o) o RhuA,, NH OH O
H z —— "~ Ho _A_ALN
o\/g\) N H&op% o A
OH OH OH OH
2e anti (2R,3R) FucA: anti (3R,4R)
3e sin (2R,3S) RhuA: sin (3R,4S)

Figura 3.2.12. Esquema de les adicions aldoliques de DHAP als aldehids 2e i 3e catalitzades per les
aldolases dependents de DHAP FucA F131A i RhuA,:.

Taula 3.2.5. Conversions a adducte aldolic de les adicions aldoliques a escala
analitica de DHAP a 2e i 3e catalitzades per FucA F131A i RhuA,.

Aldehid Enzim Conversié /%™ d.r. anti:sin '™
FucA F131A 49 91:9
2 A (zn™) 82 41:59
u Wi
©(Co™) 88 80:20
FucA F131A 52 >97.—
3 A (zn*) 86 —:>97
u
" (Co™) 80 _

@l Conversions a productes alddlics i relacions diastereomeriques (d.r.) (anti:sin) calculades a partir
de les arees dels pics obtinguts de cromatogrames de HPLC després de 20 hores de reaccid a escala
analitica, emprant 3 mg~mL71 de FucA,: i 0.7 mg-mLﬁ1 de RhuA,: amb cofactor Co* o zn*.
Temperatura de reaccié 25 °C (Secci6 experimental Apartat 5.9.2). ™ anti (3R/4R) i sin (3R/4S). —
No fou possible determinar d.r. (anti:sin) per HPLC, atés que els pics de productes es solapen (Veure
Material Suplementari S3.2 Figures S12 i $13).
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3.2 Aldolases en estrategies tandem quimioenzimatiques

Les conversions a adducte aldolic per als substrats 2e i 3e foren moderats amb
FucA F131A (49-52%) i I'estereoselectivitat anti fou 91 % amb 2e i >97 % per 3e
(Taula 3.2.5). Aquests resultats foren similars als mostrats anteriorment per 2d i
3d (Taula 3.2.4). En conseqiiéncia, el grup carboxil no té cap efecte directe en la
qualitat d'aquests com a substrats acceptors de la FucA.

Respecte a les addicions catalitzades per RhuA,,;, els substrats 2e i 3e si foren
tolerats per I'enzim i les conversions exhibides, elevades (80-88 %, Taula 3.2.5).
Convé recordar que 2d i 3d no foren acceptats per aquesta aldolasa
(Taula 3.2.2), doncs, es corrobora que el grup anionic té un efecte directe en la
tolerancia dels substrats acceptors.

Sorprenentment, s'adverti que la diastereoselectivitat mostrada per aquest
biocatalitzador depenia de la naturalesa del metall cofactor present en el centre
actiu de |'aldolasa de classe Il. Aquest correspon a Co®* o Zn%, segons la sal de
metall divalent addicionada en la precipitacié de I'enzim amb sulfat d'amoni
(Veure Seccid experimental 5.7.3.2b).

Figura 3.2.13: Perfil de productes aldolics obtinguts respecte el temps en les
addicions aldoliques de DHAP a 2e, catalitzades per RhuA,,; (Zn2+) (linia solida) o

per RhuA,,; (Coz+) (linia discontinua).[a]

RhuAwt (Zn?*)

o2\ 0 o . o(Co™) CPZ\H oM O COZ\H oH O
OPOg* ———~ no I L A AN
HO * o —— HO + HO
A H& R R
OH  OH OH OH OH OH
2e anti (2R 3R) 9a anti (3R A4R) 9b sin (3R.45)
| A
50 4
2 40
1%}
5
B 30
©
2
o
3 20
e)
g
10
0 .

Temps, h

[a]Conversions aldoliques calculades a partir de les arees dels pics obtinguts per cromatogrames de
HPLC a escala analitica, emprant 0.7 mg-mL™" de RhuA,: amb cofactor Co®* o Zn*". Temperatura de

reaccio 25 °C. [2e]: 50 mM; [DHAP]: 75 mM. (Seccié experimental apartat 5.9.2).
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3.2 Aldolases en estrategies tandem quimioenzimatiques

En les addicions de DHAP a 2e, I'adducte majoritari format fou sin (3R,4S) quan
s'empra RhuA (Zn2+). En canvi, quan es catalitza la reaccié6 amb RhuA (Coz+),
I'adducte majoritari fou I'anti (3R,4R) (Veure Taula 3.2.5 i Figura 3.2.13).

Alhora, aquest comportament es va veure influenciat segons la quantitat
d'enzim present en el medi de reaccié. Per ambdds cofactors, a més quantitat
d'enzim, la proporcié del producte anti (3R,4R) incrementa. Per contra, a menys
quantitat d'enzim, incrementa la proporciéo del producte sin (3R,4S) (Taula
3.2.6).

Aixi doncs, els resultats suggeriren que el producte sin (3R,4S) correspon a
I'adducte afavorit cinéticament i I'anti (3R,4R), I'afavorit termodinamicament.
Per una mateixa quantitat de biocatalitzador, I'equilibri de reaccié s'assoleix més
rapidament amb RhuA,, (Co>") que amb RhuA,,, (Zn*") (Figura 3.2.13).

Taula 3.2.6. Estudi de les conversions a adducte aldolic i diastereoselectivitats
en addicions aldoliques de DHAP a 2e emprant diferents quantitats de RhuA,;
amb cofactor Zn** o Co™".

uantitat d'enzim d.r.
Aldehid Cofactor * a / Conversié /%! . fal[b]

mg-mL™ de reaccié anti:sin

2.0 70 41:58

(zn™) 1.0 71 38:62

0.5 68 35:65

2e

2.0 45 87:13

(Co™) 1.0 54 80:20

0.5 57 77:33

Ll Conversions a productes aldolics i relacions diastereomeériques (d.r.) (anti:sin) calculades a partir
de les arees dels pics obtinguts de cromatogrames de HPLC després de 24 hores de reaccid a escala

analitica, emprant 0.5-2.0 mg-mL™ de RhuA,: amb cofactor Co®* o Zn*". Temperatura de reaccié
25 °C. [2e]: 50 mM; [DHAP]: 75 mM. (Seccié experimental apartat 5.9.2).“’] anti (3R,4R) i sin (3R,4S).

Per tant, per a obtenir la maxima quantitat de producte sin (3R,4S) es
convenient emprar RhuA,,; (zn*)ien poca quantitat (0.5 mg-mL_1 per volum de
reaccio). Altrament, si es vol obtenir majoritariament el producte anti (3R,4R), el
més adient és catalitzar la reaccio6 amb quantitats elevades de RhuA,; (C02+)
(2.0 mg-mL™" per volum de reaccio).

El mateix comportament s'intui pel substrat 3e, tot i que no es pogueren

determinar els d.r. exactes a partir dels cromatogrames de HPLC, ates que
ambdds productes aldolics posseeixen temps de retencié similars (Veure
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3.2 Aldolases en estrategies tandem quimioenzimatiques

Material Suplementari $S3.2 Figures S13 i S14). No obstant, de la mateixa
manera que pel substrat 2e, és convenient emprar poca quantitat RhuA,; (Zn2+)
(0.5 mg:mL™" per volum de reaccid) a fi d'obtenir majoritariament el producte sin
(3R,4S). En aquestes condicions, s'obtingué només el producte cinetic sin (3R,4S)
amb una conversioé a adducte aldolic excel-lent (86 %)(Veure Taula 3.2.5).

D'altra banda, convé aclarir per que les conversions a producte aldolic de les
addicions de DHAP a 2e mostrades en la Taula 3.2.5 (82-88 %) foren forga més
elevades a les mostrades en la Taula 3.2.3 (57-68 %), a mateixes condicions de
reaccid. La rad més plausible seria la qualitat de la DHAP emprada. Com s'ha
exposat en la introduccio (Apartat 1.2.3.4), la DHAP presenta una estabilitat
quimica baixa i es degrada amb el temps, empitjorant les conversions de reaccié.
No obstant, com és un reactiu costos, s'empra en ocasions DHAP d'una qualitat
inferior, a fi de reduir despeses economiques i de temps.

Addicionalment també es prova DHA en presencia de tampd borat sodic,
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catalitzades per RhuA,;.” " Tanmateix no es detecta cap producte aldolic.

3.2.4.3 ESTUDI A NIVELL ANALITIC DE LES ADDICIONS ALDOLIQUES
CATALITZADES PER D-FRUCTOSA-6-FOSFAT ALDOLASA (FSA)

De la mateixa manera que en I'Apartat 3.2.3.3, es realitza un estudi a nivell
analitic de les addicions dels donadors DHA, HA i GO als aldehids 2e i 3e,
catalitzades per FSA nativa i variants (Figura 3.2.14).

Adducte aldolic esperat
Cbz .

bz.
NH O O ca PnNH OH O
HO + HKR HOWR
OH  OH OH OH
2e anti (2S,3R) X .
30 o (oRaRy R CHZOH, CHy H sin (38.4R)

Figura 3.2.14. Esquema de les addicions aldoliques de DHA, HA o GO a 2e i 3e, catalitzades per FSA
nativa o variants.

Els resultats es mostren en la Taula 3.2.7 i foren similars als obtinguts per 7i 8
(Taula 3.2.3).
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Taula 3.2.7. Conversions a adducte aldolic de les adicions aldoliques a escala
analitica de DHA, HA o GO als aldehids 2e i 3e catalitzades FSA nativa o variants.

Conversio /%[a] (temps de reaccio)

Donadors: DHA HA GO
Aldehids: 2e 3e |[2e 3e | 2e 3e
Nativa 62 <5194 90| - -
S A129S/A165G 87(24) 12| - - | - -
L; A129S/A165G/S166G| 90(24) 97 | - - | - -
; A129G - - |- —-1/68 10
.§ A129G/S166G - - - - | 67 16
s L107Y/A129G - - - -4 10

[a]Conversions aldoliques calculades a partir de les arees dels pics obtinguts de cromatogrames de
HPLC després de 48 hores de reaccid (o 24 hores, indicat en els casos corresponents) a escala
analitica (Veure Seccié experimental 5.9.3.1). — no assajat.

La modificacid d'aquest grup funcional, el grup carboxil, no representa una
diferéncia notable en la qualitat dels substrats com a acceptors de la FSA. Aixi,
les addicions amb HA presentaren conversions quantitatives amb I'enzim natiu.
En canvi, pel donador GO es requeri el biocatalitzador FSA A129G i amb DHA, la
millor variant fou FSA A129S/A165G/S166G, amb valors de conversid
guantitatives.

3.2.4.4 ESCALAT | CARACTERITZACIO DELS DERIVATS POLIHIDROXILATS
D'HOMOIMINOCICLITOLS PIPERIDINICS

A partir dels estudis analitics realitzats, es procedi a escalar a nivell semi-
preparatiu els corresponents productes aldolics 9-11. Amb aquest fi, només es
realitzaren a partir de I'aminoaldehid 2e, catalitzades per FucA F131A, RhuA,, i
FSA (Taula 3.2.8). Addicionalment, també s'escala el producte aldolic de 3e
catalitzat per RhuA,,;, ates que el seu equivalent en la sintesi de derivats de I'acid
pipecolic no s'havia pogut sintetitzar. L'objectiu principal fou I'obtencié de
30-150 mg dels derivats d'homoiminociclitols piperidinics finals 12a-j (Veure
Figura 3.2.15).
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3.2 Aldolases en estrategies tandem quimioenzimatiques

Taula 3.2.8: Conversions i relacions diastereomeériques dels adductes aldolics
20-22 obtinguts a escala semi-preparativa mitjancant aldolases dependents de
DHAP i FSA.

. e ., [a] d.f'.
Enzim Adducte aldolic | Conversié/ % . . bl
anti:sin
FucA F131A %a 30 >97:—
N 9a/9%b 85 40:60
RhuA,; (zn*")
10b 78 —:>97
FSAw: - 43 —:>97
a
FSA A129S/A165G 87 —:>971
FSAu: 22b 83 —>97!
FSA A129G 22¢ 68 —:>971

(@) Conversions aldoliques calculades a partir de les arees dels pics obtinguts de cromatogrames de

HPLC quan no s’observa un canvi apreciable en la concentracié del producte mesurat (24-72 hores).

I L. ” . . b .
Per a més informacid, veure Seccié experimental apartats 5.10.3 i 5.10.5. [b] Relacions

diastereomeériques (d.r.) (anti:sin) corresponent al nou enllag C-C generat (Veure Figura 3.2.15),
anti (3R,4R) i sin (3R,4S). [c] sin (3S,4R). (d] sin (2S,3R).

La conversié a l'adducte 9a amb FucA F131A fou baixa (30 %), perdo amb
excel-lent diastereoespecificitat (>97 % anti). Convé remarcar que el mateix
producte es podria obtenir amb millor rendiment emprant RhuA (Co™). Com
s'ha vist previament a nivell analitic (Apartat 3.2.4.2), la conversio fou excel-lent
(88 %) perd amb diastereoselectivitat més baixa (d.r.: 80:20, 9a (anti)/ 9b (sin)).

Amb I'objectiu d'obtenir els productes sin 9b i 10b, es va emprar RhuA,; (Zn2+)
per als escalats. Les conversions foren excel-lents (78-89 %) (Taula 3.2.8) i la
diastereoselectivitat sin >97 % amb el substrat 3e. No obstant, tal com s'havia
observat a nivell analitic, s'obtingueren mescles diastereomeriques amb
I'acceptor 2e (mescla 3:2 de sin (3R,4S) (9b):anti (3R,4R) (9a), Taula 3.2.8).

Els rendiments dels productes 11a-c a escala preparativa foren de moderats a
excel-lents (68-90 %, Taula 3.2.8) i la diastereoespecificitat sin de la FSA >97 %,
independentment del donador. Els cromatogrames HPLC es poden consultar en
el Material Suplementari $3.2 Figura S15.

A continuacid, es segui exactament el mateix procediment realitzat pels
adductes de derivats de I'acid pipecolics (11-14). Un cop purificats i
desfosforilats, en cas necessari, es va dugué a terme l'aminacié reductiva dels
adductes aldolics (11 i 9-10 desfosforilats) amb H, en preséncia de Pd/C. En la
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3.2 Aldolases en estrategies tandem quimioenzimatiques

Figura 3.2.15 es presenta I'esquema sintétic complet dels producte
homoiminociclitols 12a-j a partir de (1a) i glicina, substrats aquirals de partida.

Les caracteritzacions per RMN dels compostos 12a-j es troben en el Material
Suplementari S.3.2 Figures S24-S29. Pels productes 12c i 12h també es
proporcionen els valors de les rotacions optiques especifiques (Material
Suplementari $3.2 Taula S2). La sintesi detallada de cada un (12a-j) es pot
consultar en el Material Suplementari S5.

OMe
i OMe o
OPO3? b H
Z. w N
1a OH e NH OH O i HO/\®‘ “oH HOAQAOH
2 5,3,
. 4>H0765: ?2 1_OPOy HO N on Y o —10H
NH, OH OH OH 3070 OH
J : 9a 12a 2 12b 4%
EA rir dl (3R,4S) Ho™ “oH
H A A a partir de syn :
& OH OH OH
. 9b:9a 12¢ 15%
2e 44% syn (3R,4S):anti (3R,4R) 2:1
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Figura 3.2.15. Esquema sintetic complet d'homoiminociclitols en multiples passos quimioenzimatics
amb dues etapes de reaccions aldoliques clau catalitzades per aldolases a partir de substrats
aquirals. a) SHMTssy,; b) 1: Cbz-OSu; 2: MeOH/SO,Cl,; 3: CaCl,, NaBH,, EtOH/THF, c) CH3CN/aquds HCI
d) D-TAuy; €) FucA F131A; f) RhuA,. g) FSA A1295/A165G per R': CH,OH, FSA,: per R": CHs, FSA A129G
per R': H; h) fosfatasa acida; i) H, Pd/C. S'indica el rendiment de cada producte (%) obtingut respecte
la glicina, substrat limitant de partida.

En quant al curs estereoquimic presentat durant I'aminacié reductiva dels aldols
purs, s'observa que la modificacié del grup funcional en C-5 no representa cap
canvi en aquest respecte al presentat pels precursors dels derivats

120



3.2 Aldolases en estrategies tandem quimioenzimatiques

polihidroxilats de I'acid pipecolic (Apartat 3.2.3.4). Pels aldols amb configuracié
anti (5R,6S) 9a, 9b i 11la-c es generaren mescles epimeriques en C-2, de la
mateixa manera que pels seus equivalents amb el grup carboxil (aldols 11 i 14,
Figura 3.2.9c-d). Tanmateix, I'aldol 9b (anti (5R,6S)), si presenta discriminacid
facial. A diferencia dels anteriors, 9b té el C4-OH en la cara 3, com el grup C-6
hidroximetil, afavorint I'atac de I'hidrogen per la cara oposada (Figura 3.2.16a).
El cas contrari s'observa per I'aldol 10, amb configuracid sin (5R,6R), a partir del
qual s'obté la mescla 12i i 12j. La preséncia C4-OH en la cara [ en posicié axial i
del grup C-6 hidroximetil en la o, resulta en una perdua de selectivitat facial en
I'atac del H, (Figura 3.2.16b) en comparacié als aldols sin (5R,6R) 12 i 14
(Apartat 3.2.3.4, Figura 3.2.9a-b). Aixi doncs, la configuracié en C4-OH sembla
tenir un efecte directe en la diferenciacié facial en I'aminacié reductiva de les

imines ciclicles.
a b

Ha
Lo HO
AL
AN HiN—A_oH
1 HO [ et
H HO OH

H, H
Figura 3.2.16. Representacid de les imines cicliques intermedies plausibles i hipotética selectivitat
facial en I'aminacié reductiva dels adductes 9b (a) i 10 (b).

Les separacions de les mescles epimériques generades es podrien realitzar per
s . . ey . . 137
cromatografica d'intercanvi cationic de resina feble.

En la Figura 3.2.15 es detallen els rendiments aillats dels productes
homoiminociclitols piperidinics rendits respecte la glicina, substrat limitant
inicial de la ruta quimioenzimatica. De nou, els valors sén baixos (2-20 %) ja que
els passos de purificacié no foren optimitzats.

El producte D-1-deoxialtronojirimicina (12h) conté quatre centres estereogenics,
els quals es generen en les dues etapes biocatalitiques catalitzades per les
aldolases SHMTgy, i FSA. Aquest compost en concret també es podria sintetitzar
a partir de l'addici6 de DHAP a (R)-N-Cbz-3-amino-2-hidroxipropionaldehid
catalitzada per I'aldolasa D-tagatosa-1,6-bisfosfat (TagA) (Figura 3.2.17).
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Figura 3.2.17. Esquema retrosintétic del producte p-1-deoxialtronojirimicina (12h).

No obstant, aquesta altra via presenta els inconvenients de I'is de DHAP i la

baixa diastereoespecificitat mostrada generalment per TagA, radé per la qual
20, 210, 211 A

més, en I'aminacio reductiva, es possible la generacié de la corresponent mescla

aquest enzim no ha estat emprat ampliament en sintesi asimétrica.

epimerica. Per tant, la nova estratégia presentada a partir de GO i 2e i 3e,
extensible a altres substrats, representa una nova ruta de sintesi de
deoximinociclitols més efectiva que la fins ara coneguda amb DHAP.

3.2.5 SINTESI DE DERIVATS POLIHIDROXILATS PIRROLIDINICS

En la mateixa linia general de treball, es dugué a terme la sintesi dels derivats
polihidroxilats pirrolidinics 15a-d seguint la tercera via proposada tandem
quimioenzimatiques (Figura 3.2.18). Aquest treball fou realitzat per Karel
Herndndez en el nostre grup de recerca.

3 OMe
3 OMe
3 1a
+
NH,
HOOC
o
a), b), ¢) Hboposz» Cbz OMe OMe
¢
MeO HN OH ot—"o3 H A
OH d) : ),
Meow OH + HO OH
OH OH O
CZeH  ome

14a
Y Tome — o
2 N
OH HK/OPO:; Cb OMe OMe

MeO MeO
13 OH MeO HN OH OPOZ oo \&QA \(\‘(_7
e .
e X
Me ow \

OH OH O

14b 15¢ 1:1 15d

Figura 3.2.18. Esquema de la sintesi completa de derivats polihidroxilats pirrolidinics en multiples
passos quimioenzimatics amb dues etapes de reaccions aldoliques clau catalitzades per aldolases a
partir de substrats aquirals. a) SHMTs,; b) 1: Cbz-OSu; 2: MeO/SO,Cl,; 3: CaCl,, NaBH,, EtOH/THF,
c) TEMPO; d) RhuA,:; e) FucA F131A, f) fosfatasa acida; g) H, Pd/C.
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A continuacié es fa un breu resum dels resultats obtinguts, els quals consoliden
la varietat de productes que es poden obtenir a partir dels sintons inicials.

L'objectiu principal en aquest cas fou el d'explorar noves possibilitats sintétiques
dels adductes de dimetoxiacetaldehid (1a) i glicina obtinguts amb treonina
aldolases. En efecte i com a prova de concepte, es transforma el grup carboxil de
2a en aldehid, per tal d'obtenir el substrat de la segona addicié aldolica (13).
Aquest compost manté la funcié aldehidica emmascarada en forma d'acetal.
Previ a la modificacié del grup funcional perod, fou imprescindible la purificacié
per HPLC-preparatiu de N-Cbz-B-hidroxi-a-amino acid 2a per tal d'eliminar
I'excés de N-Cbz-Glicina. En cas contrari, es generaria I'aldehid
N-Cbz-2-aminoetanal, el qual és un bon substrat acceptor de les aldolases
dependents de DHAP i FSA seleccionades.'™ > 1>

Les conversions aldoliques de I'addicié de DHAP a 13 resultaren excel-lents, amb
valors >95 % de conversions i diastereoselectivitats de >97 %. S'obtingueren
exclusivament el producte sin (3R,4S) 14a amb Rhua,; i |I' anti (3R,4R) 14b amb
FucAF131A (Figura 3.2.18).

Malauradament, I'aldehid 13 no fou substrat per cap de les variants de FSA
disponibles. Es probable que el substituent voluminds en el C-a de I'aldehid
impedeixi a encabir-s'hi en el centre actiu del biocatalitzador.

Finalment, Il'aminacié reductiva dels compostos no fou estereoselectiva,
proporcionant mescles epimériques en C-2 dels iminociclitols (Figura 3.2.18).
Aquests diastereoisomers foren separats per cromatografia d'intercanvi cationic.

Gracies a la funcié aldehidica emmascarada de les pirrolidines 15, es podrien
preparar facilment derivats d'aquestes o bé transformar-les en aldehids
acceptors per una nova addicié aldolica consecutiva catalitzada per aldolases
Dependents de DHAP, amb la finalitat de sintetitzar derivats polihidroxilats
indolizidinics (Veure Figura 3.2.2).

La informacié detallada de la sintesi dels compostos pirrolidinics 15a-d es poden
consultar en l'article "Sequential Biocatalytic Aldol Reactions in Multistep
Asymmetric  Synthesis:  Pipecolic  acid, Piperidine and  Pyrrolidine
(Homo)lminocyclitol Derivatives from Achiral Building Blocks" disponible en el
Material Suplementari S6.
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3.2.6 CONCLUSIONS

De forma general podem concloure que les estratégies tandem
quimioenzimatiques realitzades en aquest treball constitueixen vies innovadores
i eficients per a la sintesi de nous compostos polihidroxilats de I'acid pipecolic,
iminociclitols piperidinics i pirrolidinics. Aquestes rutes presenten l'avantatge
principal de partir de substrats simples, aquirals i economics per a produir
iminociclitols complexes, els quals contenen fins a cinc centres quirals.

Gracies a la combinacié de diverses aldolases, s'introdueixen quatre centres
quirals en només dues etapes biocatalitiques i emprant condicions suaus de
reaccio. Al mateix temps, I'ds de diferents aldolases, permet l'obtencié de
productes amb diversitat estructural i configuracional. Un avantatge addicional
en la sintesi dels derivats polihidroxilats piperidinics és que no es requereix la
purificacio dels productes intermedis de les etapes enzimatiques.

A grans trets, les aldolases emprades i les seves variants exhibiren conversions
moderades a quantitatives a nivell d'escalat (30-98 %) i diastereoselectivitats
excel-lents (>97 %). Per primera vegada, es descriu la utilitat sintética de la b-TA
Arthrobacter xylosoxidans per a la sintesi d'iminociclitols; sent I'aldolasa
dependent de glicina més diastereoselectiva juntament amb SHMT de
Streptococcus thermophilus, i amb estereoselectivitat complementaria a
aquesta. Aquest fet és remarcable ja que generalment les aldolases dependents
de glicina mostren diastereoselectivitats baixes en C-3.

En quant a les aldolases dependents de DHAP, les conversions foren moderades
a quantitatives (30-100 %) per FucA F131A i elevades per RhuA,; (78-85 %). No
obstant, els substrats carboxilats no foren substrats per a la RhuA,,..

En relacid a la FSA en la sintesi d'iminociclitols piperidinics, es reafirma I'orde de
preferencia de I'enzim natiu cap als donadors, sent HA>>GO>DHA. Respecte a
les variants modificades genéticament de FSA, foren imprescindibles les
modificacions FSA A129S o A129S/A165G per sintesi amb DHA. En canvi, la
variant FSA A129G incrementa enormement les conversions amb GO.
Malauradament, la FSA no accepta com a substrats els precursors dels
iminociclitols pirrolidinics (13) de la tercera via, atés que contenen un grup
voluminds en el C-a..
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3.3 Redisseny del centre actiu de la FSA

L'enzim D-fructosa-6-fosfat aldolasa (FSA) ofereix grans avantatges respecte les
aldolases DHAP dependents. Ha demostrat ser molt robust, altament
estereoselectiu (més de >95 % del producte aldolic sin (3S,4R), respecte els limits
de RMN) i capag d'utilitzar com a donadors els compostos a-hidroxicarbonil-lics

dihidroxiacetona (DHA), hidroxiacetona (HA) i glicolaldehid (GO), entre altres.**®
148, 154

El nostre grup d'investigacié compta amb una amplia experiencia en I'Us i
redisseny d'aquest biocatalitzador per enginyeria genética de proteines. Gracies
a petites modificacions en el centre cataliticc s'ha aconseguit alterar
enormement les seves capacitats sintétiques. Com s'ha exposat en la introduccié
(Apartat 1.3.4), la modificacié A129S incrementa 'afinitat del biocatalitzador per
DHA per mitja de la formacié d’un pont d’hidrogen entre el residu de la serina i
I'hidroxil del donador.”*! En canvi, la doble modificacié de L107Y/A129G
incrementa l'afinitat pel GO. A més, la modificacié en A165G dota al centre actiu
del enzim de més flexibilitat i espai imprescindible per encabir
N-Cbz-aminoaldehids-a-substituits. Per exemple, la conversié d'addicié aldolica
de GO a (R)-N-Cbz-2-aminopropanal s'incrementa de tan sols un 2 % amb
L107Y/A129G a un 73 % amb L107Y/A129G/A165G per efecte sinérgic positiu de

. . 141, 151
les modificacions.

133§ FSA

representaren els biocatalitzadors més adients pels

Aixi doncs, les variants descrites fins al moment FSA A129S/A165G
L107Y/A129G/A165G™*
donadors DHA/ HA i GO, respectivament, i els substrats N-Cbz-aminoaldehids
a-substituits. Ara bé, aquestes variants continuen presentant una tolerancia
reduida front aminoaldehids amb substituent voluminosos en Ca o d'altres
conformacionalment restringits com carbaldehids derivats de pirrolidines o
piperidines.

L'objectiu principal en aquest treball consisti en obtenir noves variants de FSA
per incrementar les conversions i possibilitar les addicions aldoliques dels
donadors a-hidrocarbonil-lics a N-Cbz-aminoaldehids voluminosos. Seguint la
mateixa linea de treball del nostre grup, es dugué a terme un estudi de redisseny
del centre actiu de FSA A129S/A165G i FSA L107Y/A129G/A165G i la construccid
de noves per enginyeria genética. Les posicions inedites modificades
s'estudiaren en el lloc d'uni6 del substrat acceptor a fi d'encabir
N-Cbz-aminoaldehids voluminosos i amb activitat catalitica incrementada pels
donadors per efecte sinérgic de les modificacions.
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3.3 Redisseny del centre actiu de la FSA

La FSA representa un biocatalitzador molt potent per a la generacid d'intermedis
quirals d'imminocilitols polihidroxilats mono- i biciclics, d’interes per a la present
tesi i pel nostre grup de recerca.

3.3.1 ESTRATEGIA D'AVALUACIO DE NOVES VARIANTS DE FSA PER A LA SINTESI
D'IMINOCICLITOLS POLIHIDROXILATS MONO I BICICLICS

L'estrategia d'avaluacio de les noves variants generades per enginyeria genetica
en aquest treball es realitzaren per mitja de cribratges amb les reaccions
d'addicio aldoliques d'interés dels donadors a-hidroxicarbonil-lics a una seleccié
de N-Cbz-aminoaldehids. Aquesta etapa biocatalitica representa el pas clau per a
la sintesi de nous compostos iminociclitols polihidroxilats mono- i biciclics. En la
Figura 3.3.1 es representa I'esquema sintétic, on I'iminociclitol final s’obté a
partir de la desproteccié del grup amino i aminacié reductora en un sol pas de

I'adducte aldolic.
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Figura 3.3.1. Esquema de l'estratégia presentada per a la sintesi d'iminociclitols polihidroxilats a
partir de N-Cbz-aminoaldehids i els donadors o-hidrocarbonil-lics DHA, HA i GO. a) Adicié aldolica
catalitzada per variants modificades geneticament de FSA. b) Aminacié reductora amb H, en
preséncia de Pd/C.

Els N-Cbz-aminoaldehids foren seleccionats per tal de cobrir un ampli ventall
estructural de derivats C-a o C-B substituits. En C-o, s'estudiaren substituents
lineals o ramificats (1f-k), o bé ciclics (1m-p). Respecte als substituits en C-f3,
s'empraren l'aspartic semialdehid (S)-1l i I'aminoaldehid ciclic racemic (+)-1q
(Figura 3.3.2 i Figura 3.3.3).
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Figura 3.3.2. Addicions aldoliques dels donadors a-hidrocarbonil-lics DHA, HA i GO als
N-Cbz-aminoaldehids C-a. o C-B substituits lineals, ramificats seleccionats. Les reaccions foren
catalitzades per les noves variants de FSA a fi d'avaluar les seves capacitats sintétiques.
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Figura 3.3.3. Addicions aldoliques dels donadors a-hidrocarbonil-lics DHA, HA i GO als
N-Cbz-aminoaldehids C-a. o C-f3 substituits ciclics seleccionats. Les reaccions foren catalitzades per
les noves variants de FSA a fi d'avaluar les seves capacitats sintétiques.

L'estudi de la qualitat de diversos N-Cbz-aminoaldehids voluminosos com a
substrats acceptors de les noves variants de FSA (Figures 3.3.2 i 3.3.3) facilita la
identificaciéd de nous residus implicats en el lloc d'unié dels aldehids. D'aquesta
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manera, es pretenia coneixer més a fons el mecanisme catalitic de I'enzim i
permetre aixi I'ampliacié de les capacitats sintétiques d'aquest biocatalitzador.
Per a aquest estudi, es dugueren a terme les reaccions de cribratge a nivell
analitic i sota les mateixes condicions de reaccié. Les concentracions dels
substrats i la quantitat d'enzim foren escollides tenint en compte treballs
anteriors,”* sense ser optimitzades. La finalitat fou la comparacié entre els
diferents biocatalitzadors nous produits per a determinar quins eren els més
adients per a la sintesi dels iminociclitols finals. La uniformitat de les condicions
en totes les reaccions assajades permetré la comparacié entre els resultats
obtinguts de forma precisa.

La sintesi a escala preparativa dels nous iminociclitols mono i biciclics, aixi com
les conclusions intrinseques del mecanisme de la FSA s'exposen en el
Capitol 3.4.

3.3.2 GENERACIO DE NOVES VARIANTS DE FSA AMB MODIFICACIO S166G, FSA
A1295/A165G/S166G | FSA L107Y/A129G/A165G/S166G | LA SEVA AVALUACIO
FRONT N-CBZ-AMINOALDEHIDS SELECCIONATS

Les variants FSA A129S/A165G/S166G i FSA L107Y/A129G/A165G/S166G es
generaren per mutagénesi de lloc dirigit a partir de FSA A129S/A165G i FSA
L107Y/A129G/A165G (Figura 3.3.4).

R134
»

f

Figura 3.3.4. (A) Modelat dels complexos hemiaminalics de (5R)- i (55)-N-Cbz-alaninal (en groc) units
a la lisina K85 catalitica del centre actiu de la variant FSA A129S/A165G i (B) modelat del complex
hemiaminalic de (5R)-N-Cbz-alaninal (en groc) unit a la lisina K85 catalitica del centre actiu de la
variant FSA L107Y/A129G/A165G. Ambdds modelatges permeten observar la disposicié del grup
metil en el C-a del N-Cbz-alaninal sense enfrontaments estérics amb la proteina gracies a la
modificacié A165G." Els residu S166 es mostra en cian.

S'introdui en ambdues plataformes la modificacié de la serina 166 per una
glicina (S166G) en base al mateix criteri seguit per la substitucié de I'alanina
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adjacent per una glicina (A165G). Eliminant la cadena lateral d'aquesta serina, de
la mateixa manera que treien el grup metil de I'alanina, es pretenia incrementar
I'espai esteric en el centre catalitic de I'enzim en la banda d'unié de l'aldehid
acceptor i facilitar aixi la unié de substrats acceptors més voluminosos.

En primer lloc, es va dissenyar, purificar i expressar la triple variant
FSA A129S/A165G/S166G en el nostre grup de recerca (Gutiérrez, M. Tesi
Doctoral) (Veure Material suplementari $3.3 Taula S1 i Figura SlA).212
Seguidament, es varen avaluar les seves capacitats sintétiques front els vint
N-Cbz-aminoaldehids seleccionats(Figures 3.3.2 i 3.3.3), establint com a referent
la variant FSA A129S/A165G. En la Figura 3.3.5 es mostren els resultats obtinguts

de les conversions aldoliques obtinguts amb els donadors DHA (A) i HA (B).

Com s'observa en els grafics (Figura 3.3.5) la nova variant
FSA A1295/A165G/S166G mostra conversions aldoliques majors front els
diferents N-Cbz-aminoaldehids respecte a FSA A129S/A165G. Aquests
increments podrien resultar de la generacié d'un espai més favorable per
encabir substrats voluminosos donades les modificacions efectuades en el
centre actiu. Com era d'esperar, I'afinitat pel substrat donador no es modifica
entre ambdues variants, obtenint en tots els casos conversions més elevades per
HA que per a DHA.

Les conversions aldoliques amb els substrats C-a lineals incrementaren respecte
als valors mostrats per FSA A129S/A165G en tots els casos, mantenint la
preferéncia pels que tenen configuracié R, respecte als S. Per exemple,
s'incrementaren els valors amb a-propil (R)-1g amb HA, passant d'un 32% a
valors quantitatius; I'adducte de (S)-1g amb HA s'obtingué amb un rendiment
analitic de 30 %, fins ara no observat. Alhora, es detectaren per primera vegada
els adductes aldolics de a-propil (R/S)-1g i a-isopropil (R/S)-1h amb DHA.
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Figura 3.3.5. Representacié grafica de les conversions aldoliques (%) obtingudes en les addicions
aldoliques de DHA (A) o HA (B) als N-Cbz-aminoaldehids seleccionats. S'avalua la modificacié S166G
per comparacio dels resultats obtinguts amb FSA A129S/A165G i FSA A129S/A165G/S166G, sota les
mateixes condicions de reaccié. Valors obtinguts després de 24 hores de reaccid, mesurat per HPLC
emprant un metode estandard extern. Per a més informacio veure Seccié experimental 5.9.3.2a.

La modificacié de S166G resulta clau pels N-Cbz-aminoaldehids ciclics en C-a.
Fins al moment, tan sols s'havia detectat I'adducte aldolic de HA a (S)-1m (15 %
de conversid). Gracies a la nova variant, s'aconseguiren conversions de bones a
excel-lents en les addicions de HA als substrats (S)-1m-o i (S)-1p (30-80 %), i
acceptables amb DHA a (S)-1m i (S)-1p (47 % i 38 %, respectivament). La
preferéncia de I'enzim fou exclusiva pels de configuracié S, contrariament a la
preferéncia exhibida pels substrats amb substituents C-a lineals. Si bé,
s'observaren per primera vegada els presumptes adductes aldolics de (R)-1p tant
amb DHA com HA (9 % de conversid).

Respecte als substrats amb substituent en C-B, també s'incrementa
significativament (de 20 % a 80 %) el rendiment de la reaccié de DHA i 'aspartic
semialdehid (S)-11 amb el nou biocatalitzador.

D'altra banda, s'obtingué per primera vegada I'adducte aldolic de HA i I'aldehid
racémic (+)-1q.
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3.3 Redisseny del centre actiu de la FSA

En vista als excel-lents resultats obtinguts amb la modificacié S166G, es procedi
a realitzar la mateixa substitucid en la variant FSA L107Y/A129G/A165G.

La variant FSA L107Y/A129G/A165G/S166G es va generar també per mutagénesi
de lloc dirigit (Veure Material suplementari $3.3 Taula S1 i Figura S1B; Seccié
experimental 5.5-5.7).

En la Figura 3.3.6 es representen graficament els valors de les conversions en les
reaccions aldoliques creuades de GO als N-Cbz-aminoaldehids seleccionats
(Figures 3.3.2 i 3.3.3), catalitzades per FSA L107Y/A129G/A165G i FSA
L107Y/A129G/A165G/S166G.
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Figura 3.3.6. Representacié grafica de les conversions aldoliques (%) obtingudes en les addicions
aldoligues de GO als N-Cbz-aminoaldehids seleccionats. S'avalua la modificaci6 S166G per
comparacio dels resultats obtinguts amb FSA L107Y/A129G/A165G i FSA
L107Y/A129G/A165G/S166G, sota les mateixes condicions. Valors obtinguts després de 24 hores de
reaccio, mesurat per HPLC emprant un metode estandard extern. Per a més informacio veure Seccié
experimental 5.9.3.2b.

Novament, s'incrementaren les conversions gracies a la introducciéd de la
modificaciéo S166G en el centre actiu, en plena concordanga amb els resultats
préviament obtinguts amb els donadors DHA i HA. La triple variant
FSA L107Y/A129G/A165G mostra només tolerancia pels substrats o-metil
(R/S)-1f i a-propil (R)-1g. Amb el nou biocatalitzador, s'incrementaren les
conversions amb aquests substrats, al mateix temps que es detectaren adductes
aldolics inédits fins al moment amb a-propil (S)-1g, a-isopropil (R/S)-1h i els
a-ciclics (S)-1m/n/p. Respecte al C-f substituit (S)-11, la conversié a producte
aldolic augmenta notablement d'un 20 a un 82 %.

En termes generals, es conclou que I'afinitat pel donador per part de I'enzim
influencia fortament a la tolerancia vers als substrats acceptors. Els rendiments
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3.3 Redisseny del centre actiu de la FSA

analitics mostrats sén molt més elevats per HA, respecte a DHA o GO (Figures
3.3.5i3.3.6).

Quant a la nova modificacié S166G, tal com A165G, demostra tenir un alt
impacte en la tolerancia de N-Cbz-aminoaldehids voluminosos i d'altres amb
ramificacié en C-a.. Ambdues modificacions doten al centre actiu de més espai i
flexibilitat per acomodar els substrats acceptors. A més a més, aquestes dues
modificacions, juntament amb les realitzades a fi de modificar I'afinitat pel
donador, exhibeixen efectes sinérgics positius i complementaris.

Aixi doncs, FSA A129S/A165G/S166G i FSA L107Y/A129G/A165G/S166G
s'establiren com els biocatalitzadors amb més potencial sintétic vers
N-Cbz-aminoaldehids voluminosos.

3.3.3 GENERACIO DE NOVES VARIANTS DE FSA AMB ACTIVITAT
INCREMENTADA PER ADDICIONS DE GO A N-CBZ-AMINOALDEHIDS

Com s'ha mencionat anteriorment, la combinacid6 de les modificacions
L107Y/A129G fou la més eficag per a incrementar I'afinitat pel donador GO en
addicions aldoliques creuades a N-Cbz-aminoaldehids.'*' En aquest mateix
estudi, realitzat paral-lelament al desenvolupament de la present tesi, les
variants simples FSA A129G, FSA A129T, FSA A129V mostraren també resultats
similars a FSA L107Y/A129G.

Conseqlientment, es va considera que si es combinaven les modificacions
A165G/S166G per a una major tolerancia per N-Cbz-aminoaldehids voluminosos,
amb les modificacions que han mostrat una major afinitat pel GO, exhibirien
efectes sinergics positius, com els mostrats per la quadruple variant
FSA L107Y/A129G/A165G/S166G.

Per tant, es crearen les wvariants FSA A129G/A165G/S166G, FSA
A129T/A165G/S166G i FSA A129V/A165G/S166G per mutageénesi de lloc dirigit
(Veure Material Suplementari S3.3 Taula S1 i Figura S1; Seccié experimental
5.5-5.7). Seguidament, s'avaluaren les seves propietats sintétiques respecte als
biocatalitzadors de  referéncia  FSA  A129S/A165G/S166G i  FSA
L107Y/A129G/A165G/S166G.

A fi de simplificar I'estudi de cribratge, es seleccionaren com a substrats a-etil i

a-propil (S)-1f, (R)-1g i els ciclics (S)-1m i (S)-1p, representatius de la col-leccié de
N-Cbz-aminoaldehids (Figures 3.3.2 i 3.3.3). En la Figura 3.3.7 es mostren els
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percentatges d'adductes aldolics de GO obtinguts gracies a les noves variants

generades.
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Figura 3.3.7. Representacid grafica de les conversions aldoliques (%) obtingudes en les addicions

aldoligues de GO als N-Cbz-aminoaldehids seleccionats. S'avaluen els efectes sinérgics de la
combinacié de les modificacions A165G/S166G amb les modificacions A129G, A129T, A129V o
L107Y/A129G en la FSA. Valors obtinguts després de 24 hores de reaccid, mesurat per HPLC emprant
un métode estandard extern. Per a més informacid veure Seccié experimental 5.9.3.2b.

Es corrobora l'augment en I'afinitat pel GO amb les modificacions L107Y/A129G,
A129G, A129T i A129V en la FSA respecte a A129S. Amb els substrats ciclics
(5)-1m i (S)-1p, no s'observa producte aldolic amb la variant triple FSA
A129S/A165G/S166G i si per la resta estudiades (Figura 3.3.7).

Tanmateix, les noves variants rendiren valors més baixos respecte a FSA
L107Y/A129G/A165G/S166G. El cas més evident el mostra el substrat Ca-propil
(R)-1g, on la conversié amb el biocatalitzador quadruple és del 60 % i, per la
resta, menor del 20%. Ara bé, la FSA A129T/A165G/S166G si exhibi una
capacitat catalitica similar a la variant quadruple front els substrats acceptors
ciclics (Figura 3.3.7).

En relacio a FSA A129G/A165G/S166G, l'afinitat pels substrats resulta forga
inferior que a la quadruple FSA L107Y/A129G/A165G/S166G (Figura 3.3.7). Com
s'adverti préviament en el nostre grup, la doble modificacié A129G/A165G
genera un espai massa voluminds en el centre actiu de la FSA.M! Aquest fet
comporta una perdua en les interaccions entre els substrats aldolics i els residus
catalitics enzimatics. En canvi, la combinacié L107Y/A129G dota de compactacié
i robustesa a la variant quadruple.

Per tant, es reafirma el biocatalitzador FSA L107Y/A129G/A165G/S166G com el

més adient per a les addicions aldoliques creuades de GO estudiades i s'establi
com a plataforma per a les subsegiients modificacions.
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3.3.4 ESTUDI DE NOVES MODIFICACIONS EN EL CENTRE CATALITIC DE LA FSA
PER ENGINYERIA DE PROTEINES PER A INCREMENTAR L'ACTIVITAT FRONT
N-CBZ-AMINOALDEHIDS

Arribats en aquest punt, es procedi a substituir les posicions inédites de
I'arginina 134 (R134), l'alanina 164 (A164) i fenilalanina 167 (F167) per
mutagenesi de lloc dirigit del centre catalitic de I'aldolasa FSA a fi d'incrementar
la capacitat sintética del biocatalitzador en les addicions aldoliques d'interes, en
especial pels N-Cbz-aminoaldehids amb substituents voluminosos en C-a o
ciclics. Aquestes posicions, R134, A164 i F167, es troben en el suposit lloc d'unid
del substrat acceptor segons els models cristal-lografics de la proteina
(Figura 3.3.8), tal com S166.

Les modificacions s'efectuaren sobre les variants préviament descrites FSA
A129S/A165G/S166G i FSA L107Y/A129G/A165G/S166G.

Figura 3.3.8. A) Modelat dels complexes hemiaminals de (5R)-i (55)-N-Cbz-alaninal (en groc) units a
la lisina K85 catalitica del centre actiu de la variant FSA A129S/A165G (B) modelat del complex
hemiaminal de (5R)-N-Cbz-alaninal (en groc) unit a la lisina K85 catalitica del centre actiu de la
variant FSA L107Y/A129G/A165G. El residu S166 i els considerats a substituir per mutagénesi
dirigida, és a dir, R134, A164 i F167, es mostren en cian.

A continuacié s'exposen les raons per a cada una de les modificacions:

e R134V: El residu de l'arginina R134 es troba orientat al centre actiu de
la FSA, juxtaposat al residu catalitic essencial tirosina 131 (Y131). El
catié guanidini de la cadena lateral possiblement interacciona amb el
grup fosfat del substrat natural de I'enzim, p-gliceraldehid-3-fosfat, per
tal d'estabilitzar-lo. Al tractar-se d'un residu gran i cationic, podria
limitar I'aproximacié dels aldehids voluminosos no anionics al lloc
d'unié del complex enzim-donador. Un indici d'aixo el trobem en el
treball de Samland i col-laboradors, on generaren la variant
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TalB F178Y/R181E.***

dues vegades major per substrats no fosforilats, com el p-gliceraldehid,

Aquesta variant presenta una activitat d'aldolasa

gracies a la modificacié R181E respecte a la variant simple. Recordem
que el centre catalitic de la TalB i la FSA sén molt similars i que el residu
TalB R181 equival a la FSA R134.*

D'altra banda, aquest residu fou modificat préviament en el nostre grup
per una alanina, generant la variant FSA R134A, amb el mateix proposit

212
que en el present treball.

Tot i que la variant simple no rendi
resultats positius, es desconeixien els efectes sinergics que pugui tenir
aquesta modificacié en combinacié amb la resta de modificacions de les
plataformes de biocatalitzadors dissenyats.

Aixi doncs, es substitui per una valina a fi d'incrementar I'espai i
flexibilitat en el centre actiu i potenciar les interaccions hidrofobiques i

no ioniques en aquesta posicio.

e A164G: Es substitui I'alanina 164 per una glicina, seguint el mateix
criteri que per la modificacié de la posicid veina A165G. De nou, es
pretenia crear més espai i flexibilitat en el centre actiu de |'aldolasa.

e F167A i F167V: Aquest residu voluminds es troba en el lloc d'unié de
I'aldehid acceptor i es substitui per una alanina o valina a fi de crear
més espai en el lloc d'unié de I'electrofil. La substitucié per la valina
pretén conservar un mica més l'estructura original de la fenilalanina.

En primer terme, es generaren les variants dirigides a GO, és a dir, a partir de
FSA L107Y/A129G/A165G/S166G. Doncs, es dissenyaren i expressaren les
variants FSA L107Y/A129G/R134V/A165G/S166G, FSA L107Y/A129G/A164A/
A165G/S166G i FSA L107Y/A129G/A165G/S166G/F167X on X: A o V (Veure
Material Suplementari $S3.3 Taula S1 i Figura S1B; Seccié experimental 5.5-5.7).

A continuacié s'avaluaren les seves capacitats sintetiques en les addicions
aldoliques d'interés, seleccionant com a substrats (R/S)-1f, (R/S)-1g i els ciclics
(R/S)-1m i (R/S)-1p (Figures 3.3.2 i 3.3.3). No es realitzaren els cribratges a tota
la col-lecci6 de N-Cbz-aminoaldehids per tal de simplificar i reduir el temps
d'estudi. La grafica dels resultats obtinguts es presenta tot seguit (Figura 3.3.9).
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Figura 3.3.9. Representacié grafica de les conversions aldoliques (%) obtingudes en les addicions
aldoliqgues de GO als N-Cbz-aminoaldehids seleccionats. S'avaluen les noves modificacions en la
banda d'unié de l'aldehid acceptor R134V, A164A, F167A i F167V, realitzades en la variant amb
activitat incrementada pel GO FSA L107Y/A129G/A165G/S166G. Valors obtinguts després de
24 hores de reaccié, mesurat per HPLC emprant un metode estandard extern. Per a més informacio
veure Seccié experimental 5.9.3.2b.

La introduccid de la substitucio A164G en la plataforma no tingué cap efecte
notable en la catalisi enzimatica del nou biocatalitzador respecte al de
referencia. Els valors de les conversions aldoliques foren similars i, per tant, es
dedui que el residu A164 no presenta cap interaccid negativa amb els substrats
acceptors. Aquest resultat es podria haver anticipat per l'observacié de
I'orientacié del grup metil de A164 en I'estructura cristal-lografica de la
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proteina.

En canvi, la modificacié de F167A si tingué un efecte dramatic en I'activitat
aldolica de FSA L107Y/A129G/A165G/S166G/F167A. Els rendiments disminuiren
en tots els casos respecte a la variant quadruple, perdent inclis la seva activitat
catalitica vers el substrat (S)-1g (Figura 3.3.9). Aquesta disminucié podria ser
causada per una perdua acusada de la rigidesa en el centre actiu. Per tal de
disminuir aquesta flexibilitat, es dissenya la variant
FSA L107Y/A129G/A165G/S166G/F167V, intentant conservar una mica més
I'estructura del residu original fenilalanina. Tanmateix, aquesta nova variant
també presenta activitats molt més baixes respecte a la quadruple en les
reaccions d'estudi (Figura 3.3.9).

En canvi, la modificaci6 de l'arginina 134 per una valina resulta ser molt
beneficiosa. Els rendiments de les conversions aldoliques augmentaren per quasi
bé en tots els N-Cbz-aminoaldehids seleccionats i inclis es detecta I'adducte
aldolic inedit del substrat ciclic (R)-1p.
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Paral-lelament es dissenyaren i expressaren les variants quadruples
FSA A129S/A165G/S166G/F167A i A129S/R134V/A165G/S166G dirigides a les
reaccions amb donador cetonics DHA i HA, i s'avaluaren els seus potencials
sintétics (Figura 3.3.9). Es prengué com a referéncia la triple variant FSA
A129S5/A165G/S166G i com a acceptors, (R/S)-1f, (R/S)-1g, (R/S)-1m i (R/S)-1p
(Figures 3.3.21i3.3.3).

Tal com en les addicions amb GO, també el nou biocatalitzador amb la
modificacié R134V (FSA A129S/R134V/A165G/S166G) mostra increments en les
conversions de les reaccions aldoliques en tots els casos respecte a la variant
triple de referéncia (Figura 3.3.10). Els increments amb els donadors DHA i HA
foren inclis superiors als presentats amb GO (Figura 3.3.9).
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Figura 3.3.10. Representacio grafica de les conversions aldoliques (%) obtingudes en les addicions
aldoligues de DHA (A) o HA (B) als N-Cbz-aminoaldehids seleccionats. S'avaluen les noves
modificacions en la banda d'unié de I'aldehid acceptor R134V i F167A, realitzades en la variant amb
activitat incrementada per DHA o HA GO FSA A1295/A165G/S166G. Valors obtinguts després de 24
hores de reaccié, mesurat per HPLC emprant un metode estandard extern. Per a més informacid
veure Seccié experimental 5.9.3.2b.
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Per exemple, les conversions amb DHA i (S)-1m passa de valors moderats (35 %)
a quasi bé quantitatius (90 %). També s'incrementaren notablement les
conversions amb (R)-1p, de valors merament detectables (5-10%) a bons
(50-60%). Ara bé, cap de les noves variants toleraren I'aldehid
conformacionalment més restringit (R)-1m (Figura 3.3.9 A i B).

La introduccié de la modificacid F167A, en canvi, suposa de nou una perdua
important de la capacitat catalitica. Doncs, es conclou que les modificacions
realitzades en el lloc d'unid del substrat acceptor del centre actiu tenen la
mateixa repercussié en ambdues plataformes, FSA A129S/A165G/S166G i
L107Y/A129G/A129S/A165G/S166G.

Conseqlientment, no es segui I'estudi en les posicions A164 ni F167, i es centra
exclusivament en la posicié R134.

3.3.5 ESTUDI DE LA POSICIO R134 DE FSA EN LES PLATAFORMES FSA
A129S/A165G/S166G | FSA L107Y/A129G/A165G/S166G

Els resultats preliminars obtinguts de la modificaci6 R134V ens impulsaren a
investigar més profundament aquesta posicié i I'efecte de les substitucions en
les conversions aldoliques. D'entrada, es generaren la col-leccié de variants FSA
A129S/R134X/A165G/S166G amb els residus X= A, G, Si E de forma racional, és a
dir, per mutagénesi de lloc dirigit (Apartat 3.3.5.1.1). En vista dels bons resultats
obtinguts, es decidi realitzar el mateix pero pel GO, creant aixi la col-leccié de
variants FSA L107Y/A129G/R134X/A165G/S166G (Apartat 3.3.5.1.2). Tot seguit, i
per tal d'estudiar plenament aquesta posicid, es dugué a terme un estudi per
mutagenesi de lloc per saturacié (Apartat 3.3.5.2).

En el Material Suplementari S.3.3 es poden consultar les activitats enzimatiques
especifiques de cada una, aixi com els gels de SDS-PAGE (Taula S1 i Figura S1).

Paral-lelament, s'avaluaren les propietats sintétiques de cada una de les noves
variants produides front els corresponents donadors i els N-Cbz-aminoaldehids
seleccionats. En els Apartats 3.3.5.3 i 3.3.5.4 s'exposen els resultats obtinguts a
escala analitica.
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3.3.5.1 GENERACIO RACIONAL DE NOVES VARIANTS DE FSA EN R134 PER
MUTAGENESI DE LLOC DIRIGIT

3.3.5.1.1 FSA A129S/R134X/A165G/S166G on X=A, G,Si E

L'estudi incipient de la modificacié R134V (Apartat 3.3.4) suggeri que amb el
canvi s'havia dotat de més espai i flexibilitat en el centre actiu per encabir
aldehids voluminosos. A més, s'elimina la carga ionica del grup basic guanidini i
es potenciaren les interaccions hidrofobiques. En aquesta mateixa direccid, es
decidi incorporar en aquesta posicié una alanina (R134A) o una glicina (R134G),
creant encara més espai.

Respecte a la substitucié pel residu de serina (R134S), s'efectua per tal de
coneixer |'efecte del grup polar hidroxil en aquesta posicio, alhora que també es
crea un espai més gran en el centre actiu respecte I'arginina. Finalment, amb la
substitucié de l'arginina per I'acid glutamic (R134E), es pretenia crear |'espai
requerit i determinar la repercussié de la introduccié d'una carrega negativa en
la posicio d'estudi.

Per comencgar es crearen les quatre variants dirigides als donadors DHA i HA, és
a dir, FSA A1295/R134X/A165G/S166G on X: A, G, S i E. Tanmateix, la variant
amb la substitucié R134G no s'expressa.

3.3.5.1.2 FSA L107Y/A129G/R134X/A165G/S166G on X=S i E

Seguidament, es construiren les variants FSA
L107Y/A129G/R134X/A165G/S166G, on X: E i S, dirigides cap al donador GO. Les
raons per les substitucions foren les mateixes que s'ha exposat per les variants
homologues dirigides als donadors cetonics (Apartat 3.3.4.1.1).

La variant amb una alanina (R134A) en aquesta plataforma no fou dissenyada, ja
que els resultats sintétics de la seva homologa FSA A1295/R134A/A165G/S166G
foren decebedors (Veure Apartat 3.3.4.3). En canvi, la variant X: G, tal com FSA
A129S/R134G/A165G/S166G, es confirma la seqliéncia per sequienciacid, pero la
proteina tampoc s'expressa. Aixi doncs, aquests resultats podrien indicar que la
supressio total de la cadena lateral de I'arginina podria tenir un efecte dramatic
en |'estabilitat i plegament correcte de llur proteina.
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3.3.5.2 GENERACIO DE NOVES VARIANTS DE FSA PER MUTAGENESI DE
SATURACIO DE LLOC EN R134

3.3.5.2.1 Construccié de la genoteca FSA A129S/R134X/A165G/S166G

La biblioteca genomica FSA A1295/R134X/A165G/S166G es construi emprant la
degeneraci6 VVB (V, A/C/G; B, C/G/T) en la posici6 R134. Amb aquesta
degeneracio s'obtenen 27 codons, la qual inclou els aminoacids d'interés glicina
(3 codons), histidina (3), treonina (3), asparagina (3), prolina (3), acid aspartic
(2), lisina (1) i glutamina (1). Alhora, queden inclosos els aminoacids ja estudiats
alanina (3), serina (2), acid glutamic (1), aixi com l'original arginina (4) (Veure
procediment en Seccié experimental 5.7.7). Per a I'expressio de les proteines,
s'incubaren 80 colonies en una placa de 96 pous (600 pL de medi en cada pou) i
s'inclogué com a control positiu i de referéncia la variant
FSA A129S/R134V/A165G/S166G.

Un cop expressades les proteines corresponents, s'assajaren les capacitats
sintétiques de cada una vers les addicions aldoliques de HA i DHA als
N-Cbz-aminoaldehids (R)-1h i (S)-1p, respectivament (Figura 3.3.11). Es
seleccionaren aquestes dues reaccions aldoliques com a referéncia per tal de
representar tan substrats ramificats com ciclics. Alhora, es simplifica la deteccid,
doncs les conversions d'ambdues reaccions foren elevades amb FSA
A129S5/R134V/A165G/S166G (Veure Figura 3.3.10). Es consideraren clons
positius si mostraven conversions del mateix ordre o superiors al de referéncia,
mesurats per HPLC.

L O o FSAAI29S/R134X/ 4 OH O
N | A165G/S166G N
Cbz” + Cbz”
OH OH

(S)y-0 (R)-1h

Cbz O o FSA A129S/R134X/ Cbz OH O
i i

N +% A165G/S166G N
OH OH OH OH

(S)y-o (R-1p
Figura 3.3.11. Reaccions seleccionades per al cribratge de clons positius en la genoteca FSA
A129S/R134X/A165G/S166G.

A partir d'aqui es seleccionaren 11 clons positius de la placa mare i s'expressaren
les proteines corresponents amb més volum de medi (12 mL). En el Material
Suplementari $3.3 Figura S2 es pot consultar el gel SDS-PAGE de la prova
d'expressid corresponent. Seguidament es valoraren les capacitats sintetiques
d'aquests 11 biocatalitzadors vers les addicions de HA i DHA als
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N-Cbz-aminoaldehids (R/S)-1h i (R/S)-1p (Figura 3.3.11). En aquest segon
cribratge s'inclogueren els (S)-1h i (R)-1p per a incrementar la diversitat
configuracional dels substrats estudiats.

A partir dels resultats en aquest darrer cribratge, es seleccionaren 6 clons
positius de la placa mare i es seqlienciaren. Els plasmidis correspongueren a les
noves variants FSA A129S/R134X/A165G/S166G on X: H (3 clons),P (2 clons) i
A (1 clon).

En la Figura 3.3.12 es mostren els valors de les conversions aldoliques assolides
per les variants més reeixides de FSA A1295/R134X/A165G/S166G, on X=A, P o
H, en comparacié a la de referencia, X=V.

OA129S/R134V/IA165G/S166G OA129S/R134A/A165G/S166G

100 OA129S/R134H/A165G/S166G wA129S/R134P/A165G/S166G
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3
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Figura 3.3.12. Representacio grafica de les conversions aldoliques (%) obtingudes en les addicions
aldoliques de HA a (R/S)-1h i de DHA a (R/S)-1p. S'avaluen les capacitats sintétiques dels clons
positius obtinguts en la genoteca FSA A129S/R134X/A165G/S166G. Valors obtingut després de 24
hores de reaccié, mesurat per HPLC emprant un métode estandard extern. Per a més informacid
veure Seccié experimental 5.9.3.3.

Els valors que s'obtingueren per a la FSA A129S5/R134V/A165G/S166G de
referéncia difereixen amb els que es presenten a continuaciéo en |' Apartat
3.3.5.3. Cal tenir en compte que l'expressié i purificacid dels enzim es realitza
per procediments diferents. A més, en aquest cas, es desconeix la quantitat
exacte d'enzim present en el medi de reaccid.

Ara bé, al emprar les mateixes condicions de produccié i assaig de les diferents
variants, els resultats indicaren que les noves wvariants FSA
A129S/R134X/A165G/S166G on X= P i H presentaven una activitat catalitica
millorada vers la variant control.
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3.3.5.2.2 Construccié de les variants FSA L107Y/A129G/R134X/A165G/S166G,
onX=PiH

Gracies a la realitzaci6 de la genoteca FSA A129S/R134X/A165G/S166G,
trobarem les variants X=P i H com a interessants d'estudi. Doncs, es dissenyaren
i expressaren les variants homologues FSA L107Y/A129G/R134P/A165G/S166G i
FSA L107Y/A129G/R134H/A165G/S166G. Es segui la premissa de qué si les
modificacions es realitzen en la banda de |'aldehid acceptor del centre actiu,
aquestes també seran favorables en la plataforma de variants dirigides al GO,
com es s'observa previament amb la modificacié S166G (Apartat 3.3.2).

3.3.5.3 AVALUACIO DE LES CAPACITATS SINTETIQUES DE LES VARIANTS
A129S/R134X/A165G/S166G EN LES ADDICIONS DE DHA O HA A
N-CBZ-AMINOALDEHIDS SELECCIONATS

Les variants produides en els Apartats anteriors 3.3.5.1.1 i 3.3.5.2.1,
conjuntament als biocatalitzadors de referéncia FSA A129S/A165G/S166G i FSA
A129S/R134V/A165G/S166G, s'assajaren front les addicions de DHA i HA a la
col-leccié de N-Cbz-aminoaldehids seleccionats (Figures 3.3.2 i 3.3.3).

En les Figures 3.3.13 i 3.3.14 es mostren els resultats més rellevants. La taula
completa de resultats es pot consultar en el Material Suplementari S3.3, Taula
S2.

En termes generals, es conclou que gracies a les modificacions en R134
s'incrementaren els rendiments a adductes aldolics per a tots els aldehids els
quals eren substrats de la variant triple (FSA A129S/A165G/S166G), com
permeté ampliar el ventall de substrats acceptors, no tolerats fins al moment.
Altra vegada, l'afinitat de les noves variants pel donador cetonic HA foren
superiors que per DHA (Figures 3.3.12i 3.3.13).
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Figura 3.3.13. Representacié grafica de les conversions aldoliques (%) obtingudes en les addicions
aldoliqgues de DHA als N-Cbz-aminoaldehids seleccionats. S'avaluen les noves modificacions en la
posiciéd R134. Valors obtinguts després de 24 hores de reaccid, mesurat per HPLC emprant un
metode estandard extern. —: No assajat. Per a més informacio veure Seccié experimental 5.9.3.2a.
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Figura 3.3.14. Representacio grafica de les conversions aldoliques (%) obtingudes en les addicions
aldoliques de HA als N-Cbz-aminoaldehids seleccionats. No s'assagen (R/S)-1f ni (S)-11 atés que els
rendiments amb la triple variant FSA A129S/A165G/S166G sén quantitatius. S'avaluen les noves
modificacions en la posicié R134. Valors obtinguts després de 24 hores de reaccid, mesurat per HPLC
emprant un meétode estandard extern. —: No assajat. Per a més informacié veure Seccid
experimental 5.9.3.2a.

Les variants que mostraren conversions més elevades foren FSA
A129S/R134X/A165G/S166G, on X=V o P. En casos puntuals també exhibi bons
resultats la variant amb R134S. En canvi, les variants amb I'alanina (R134A),
I'acid aspartic (R134E) o la histidina (R134H) rendiren conversions aldoliques
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més baixes, respecte a R134V o R134P (Veure Material suplementari S3.3 Taula
S2).

Referent a la preferéncia dels substrats acceptors, la tendéncia no es vegué
modificada, és a dir, foren més bons substrats els (R)-substituits en el C-a. dels
N-Cbz-aminoaldehids lineals i ramificats i els (S)-N-Cbz-aminoaldehids ciclics. Un
bon exemple d'aixo foren les conversions quantitatives dels adductes aldolics de
(5)-1m, mentre que pel seu enantiomer (R)-1m, no es detectaren en cap cas.

A continuacié es desglossa la informacid extreta de les Figures 3.3.12 i 3.3.13 i
de les Taules S2 i S3 presents en el Material Suplementari S3.3, segons les
caracteristiques estructurals dels N-Cbz-aminoaldehids. Les corresponents
reaccions aldoliques es troben representades en les Figures 3.3.2i 3.3.3.

N-Cbz-aminoaldehids amb substituents en C-a lineals o ramificats:

e Per a les addicions de DHA als N-Cbz-aminoaldehids amb substituent
a-etil (R/S)-1f, les conversions més elevades s’obtenen amb les variants
que contenen la modificaci6 R134S, P o V, respecte a la resta de
variants assajades.

e Pels N-Cbz-aminoaldehids amb substituent o-propil (R/S)-1g o amb
substituent en C-o ramificats apolars (R/S)-1h, (R/S)-1i, (S)-1j es
compleix de forma general que les conversions més elevades s'obtenen
amb les variants que contenen la modificacid R134P o V, respecte a la
resta de variants assajades.

e A partir dels dos punts anteriors es conclou que al crear més espai en
R134, s'augmentaria la tolerancia front substrats amb substituents C-a
voluminosos, a excepcié del residu d’alanina. La modificacié R134A
podria comportar una pérdua de consisténcia i/o rigidesa en aquesta
posicid i disminuir aixi les capacitats sintétiques de la variant. En canvi,
la modificaciéd R134S incrementaria |'espai per encabir-hi el substituent
Co-etil de (R/S)-1f, pero presentaria repulsions estériques amb cadenes
més voluminoses. Finalment, el residu de valina o prolina dotarien al
centre actiu de més espai per acomodar els diferents substituents del
C-a assajats.

e Enrelacié a N-Cbz-(2S,3R)-1k, s'aconseguiren conversions elevades amb
HA catalitzades per FSA A129S/R134S/A165G/S166G (77 %) o FSA
A129S/R134P/A165G/S166G (68 %). En canvi, pel seu enantiomer
(2R,3S)-1k les conversions foren minses, de tant sols un 22 % amb
A129S/R134V/A165G/S166G. Doncs, es tractaria d'una excepcio en la
preferéncia de la FSA pels (2R)-N-Cbz-aminoaldehids. Aquest fet es
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podria explicar per la formacié d'un pont d'hidrogen entre el residu de
serina amb la cadena polar del C-a de (2S,3R)-1k , o bé amb algun altre
residu polar disponible atesa la nova disposicid espaial del substrat com
a conseqliéncia de la modificacié R134S o P. Tanmateix, no es detecta
producte aldolic de l'addici6 de DHA a aquest substrat amb cap
biocatalitzador.

N-Cbz-aminoaldehids amb substituents en C-a ciclics:

e Per a tots ells es varen obtenir conversions més elevades amb les
variants que contenen la modificacid R134P, V o H, respecte a la resta
de modificacions assajades. Per exemple, els rendiments foren
quantitatius per les addicions de DHA a (S)-1m i (S)-1p, les quals eren de
47 i38 % respectivament amb FSA A1295/A165G/S166G.

e Les conversions del substrat piperidinic N-Cbz-(R/S)-1p foren més
elevades respecte als substrats pirrolidinics, probablement causat per
una major flexibilitat de I'anell de sis baules respecte al
conformacionalment més restringit de cinc. Un bon exemple d'aixo és
que s'obtingueren els pressuposats adductes aldolics de (R)-1p amb
ambdds donadors i en conversions elevades (57-60 %), pero cap amb
(R)-1m.

N-Cbz-aminoaldehids amb substituents en C-§

e La conversio del producte aldolic de DHA i (S)-11 augmenta del 80 %
amb la triple variant de referencia a valors quantitatius amb qualsevol
de les variants assajades amb modificacio en la posicié R134.

e Respecte al racémic (+)-1q, la variant FSA A129S/R134P/A165G/S166G
resulta clau per a l'obtencié de rendiments quantitatius amb HA.
L'enzim no mostra enantioespecificitat front I'aldehid, ja que
s’obtingueren mescles 1:1 dels productes aldolics (21c i d, Figura S21,
Material Suplementari $S3.4). Ara bé, els adductes aldolics amb DHA
foren tot just detectables (<5 % de conversid).

En darrer lloc, i vist els resultats positius obtinguts amb els substrats ciclics
hidroxilats (4R)-OH (S)-1n i (3S)-OH (S)-1o (Figura 3.3.13), es prova el
N-Cbz-(2S,3R,4R)-2-formil-3,4-dihidroxipirrolidina ((S)-1r) com a substrat de
I'enzim (Figura 3.3.14). Aquest derivat aldehidic es sintetitzat a partir del
1,4-dideoxi-1,4-imino-D-arabinitol (DAB), el qual s'obté eficagment per I'addicié
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aldolica de DHA a N-Cbz-glicinal catalitzada per FSA."> No obstant, cap de les
variants de FSA el tolera.

o o a) FSA H
H an d) Cbz-OSu
N HH — Son D%
Cbz b) H (50psi
OH OH )Mz (50psi) S d) IBX
Pd/C HO OH
Hok DAB
Cbz o OH CbZ‘ OH O
N {/ Variants de FSA N\/‘\ru\
— —_—x— K
) /L—\ X OH
HO OH HO OH

Figura 3.3.14. Esquema de I'addici6 aldolica de HA a N-Cbz-(2S,3R,4R)-2-formil-3,4-
dihidroxipirrolidina ((S)-1r) catalitzada per variants de FSA. (S)-1r s'obté a partir de DAB, el qual es
sintetitzat quimioenzimaticament a partir de N-Cbz-glicinal i DHA.
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3.3.5.4 AVALUACIO DE LES CAPACITATS SINTETIQUES DE LES VARIANTS
L107Y/A129G/R134X/A165G/S166G EN LES ADDICIONS DE GO A
N-CBZ-AMINOALDEHIDS SELECCIONATS

De la mateixa manera que en l'apartat anterior, es varen assajar les capacitats
sintétiques de les variants generades en els Apartats 3.3.5.1.2 i 3.3.5.2.2 i FSA
L107Y/A129G/R134V/A165G/S166G per a les addicions creuades de GO a la
col-leccié6 de N-Cbz-aminoaldehids seleccionats (Figures 3.3.2 i 3.3.3). Es
compararen els valors amb els previament obtinguts amb I'aldolasa de
referéncia FSA L107Y/A129G/A165G/S166G (Figura 3.3.14 i Taula S3 del
Material Suplementari S3.3).

OL107Y/A129G/A165G/S166G OL107Y/A129G/R134V/A165G/S166G
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Figura 3.3.14. Representacio grafica de les conversions aldoliques (%) obtingudes en les addicions
aldoliques creuades de GO als N-Cbz-aminoaldehids seleccionats. S'avaluen les noves modificacions
en la posicié R134. Valors obtinguts després de 24 hores de reaccid, mesurat per HPLC emprant un
metode estandard extern. Per a més informacié veure Seccié experimental 5.9.3.2b.

Arran dels resultats obtinguts, es pot afirmar que la modificacié en R134 ha
permes incrementar les conversions aldoliques creuades d'estudi. Les variants
que proporcionaren els millors resultats foren FSA
L107Y/A129G/R134X/A165G/S166G, on X=V o P, amb plena concordanga amb
els resultats anteriors pels donadors cetonics. De la mateixa manera, les
preferencies cap als substrats acceptors no es veieren alterades respecte a la
variant quadruple FSA L107Y/A129G/A165G/S166G.

L'increment en les conversions amb el donador aldehidic no fou tant pronunciat
com amb els derivats cetonics. Tanmateix, si s'observa una millora notable amb
els substrats (S)-1f-h i (x)-1q. En el primer cas ((S)-1f), s'incrementa la conversio
d'un 17 % amb la quadruple variant a un 72 %. Pel que fa a (S)-1g, (S)-1h i ()-1q,
s'aconseguiren conversions de 54 %, 29 % i 26 %, respectivament, amb la nova
variant FSA L107Y/A129G/R134P/A165G/S166G (Figura 3.3.14).
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3.3.6 CONCLUSIONS

En aquest estudi es presenta una expansio sense precedents en la tolerancia de
substrats acceptors de la FSA en addicions aldoliques dels donadors
a-hidroxicarbonil-lics DHA, HA i GO a diversos N-Cbz-aminoaldehids
voluminosos. Aquesta expansié es dugué a terme mitjancant el redisseny
racional del centre actiu, gracies als models cristal-lografics de la proteina.

En termes generals, I'afinitat de les variants de FSA pels substrat donadors
influencia fortament en la tolerancia del biocatalitzador vers els substrats
acceptors. Els rendiments analitics foren molt més elevats per HA, respecte a
DHA o GO.

En primer lloc, les noves variants amb la substitucié S166G, és a dir, FSA
A129S/A165G/S166G i FSA L107Y/A129G/A165G/S166G mostraren conversions
més elevades en les reaccions d'interes respecte a les variants sense la
modificacio.

Seguidament, les noves variants FSA A129S/R134X/A165G/S166G i FSA
L107Y/A129G/R134X/A165G/S166G on X=V, P i en casos puntuals S, foren les
que rendiren conversions més elevades i incrementaren les conversions
respecte a les variants sense la modificacié. Per exemple, en foren substrat amb
rendiments quantitatius els N-Cbz-aminoaldehids amb substituent Ca-isopropil
o derivats carbaldehids de piperidines i pirrolidines.

Gracies al nou canvi de l'arginina 134 en la seqiiéncia de la FSA pels aminoacids
valina, serina o prolina, es dota al centre actiu de més espai i flexibilitat. En el cas
concret del residu de serina, a més, es podria formar un nou enllag d'hidrogen.
En canvi, amb la prolina, s'estaria modificant la distribucié dels residus en el
centre actiu. Ara bé, es requeririen estudis computacionals addicionals per a
poder verificar aquestes hipotesis.

En definitiva, es reafirma un cop més que amb petites modificacions en el centre
actiu de I'enzim es poden incrementar enormement les capacitats sintetiques
associades. Convé destacar que, gracies a aquest estudi, es fa possible la sintesi
quimioenzimatica d'una extensa col-leccié6 d'iminosucres mono i biciclics
polihidroxilats mitjancant I'etapa clau d'addicié aldolica. Les sintesis es
presenten a continuacié en el Capitol 3.4.
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3.4 Sintesi de nous iminociclitols

Com s'ha mencionat en la introduccié (Apartat 1.2) i en el Capitol 3.1, la
importancia dels iminociclitols polihidroxilats rau en les potencials capacitats
inhibitories de glicosidases i glicosiltrasferases. Es mostren les estructures mono-
o bicicliques d'alguns exemples en la Figura 3.4.1. Actualment, els esforgos en el
sector farmaceutic es dirigeixen a la sintesi d'aquests compostos de segona
generacid, és a dir, amb elevada diversitat estructural i configuracional a fi
d'encabir més dianes terapeutiques i amb activitats i selectivitats
incrementades.” Aixi doncs, el disseny de noves rutes sintetiques d'aquests
compostos és de gran interes tan per a la investigacié com per a la industria.

N N
Ho/\(_z" “oH { Z
HO o HO  oH
2,5-didesoxi-2,5-imino-  1,4-dideoxi-1,4-imino-
D-manitol (DMDP) D-arabinitol (DAB)
H OH
10OH
N
OH
Hiacintacina A2 Estéviamina L-(+)-lentiginosina

Figura 3.4.1. Exemples d'iminosucres naturals inhibidors de glicosidases i glicosiltransfersases amb
esquelets pirrolics, pirrolizidinics o indolizidinics.

Fins a l'actualitat, s'han publicat excel-lents treballs de sintesi quimioenzimatica
d'iminociclitols mono i biciclics emprant aldolases, aixi com I'avaluacié de les

40, 110 ~om s'ha vist en I'Apartat

seves propietats biologiques i terapeutiques.
1.3.3.2, principalment s'han utilitzat aldolases dependents de DHAP per a
construir estereoselectivament les estructures polihidroxilades, on el nostre
. 124, 133, 135-137, 155, 213
grup de recerca ha tingut un paper destacat en aquesta tasca.
Fins a dia d'avui, pero, no s'han publicat sintesis d'iminociclitols emprant el

biocatalitzador FSA en una sola etapa clau d'addicio aldolica.

A continuacié es presenta la produccié d'una gran varietat funcional i
configuracional d'iminocilitols mono- i biciclics polihidroxilats, gracies a les noves
variants de FSA generades per enginyeria genética (Capitol 3.3). A més, la
caracteritzacio dels compostos sintetitzats permetra en un futur profunditzar en
el coneixement del mecanisme catalitic d'aquest potent biocatalitzador.
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3.4.1 SINTESI QUIMIOENZIMATICA | CARACTERITZACIO D'IMINOCICLITOLS
POLIHIDROXILATS CATALITZADES PER VARIANTS DE FSA

L'estrategia sintética proposada per a la preparacid dels iminociclitols d'interes
consisti de tant sols dues etapes a partir de substrats simples. En primer lloc,
I'etapa clau d'addici6 aldolica dels donadors a-hidroxicarbonil-lics a
N-Cbz-aminoaldehids catalitzada per variants de FSA. Aquestes reaccions foren
estudiades en profunditat a escala analitica en el Capitol 3.3. La segona etapa es
tracta de la desproteccio del grup Cbz i I'aminacid reductora intramolecular en
un sol pas.

Com es veura a continuacié, aquesta estratégia permet la construccié de
nombroses i innovadores estructures polihidroxilades pirrolidiniques,
piperidiniques, pirrolizidiniques, indolizidiniques i quinolizidiniques de forma
simple i efica¢. Els compostos finals contenen fins a 4 centres estereogeénics, tres
d'ells generats durant la ruta sintética.

3.4.1.1 SINTESI A ESCALA PREPARATIVA D'IMINOCICLITOLS A PARTIR DE
COMPOSTOS 0.-HIDROXICARBONIL-LICS | N-CBZ-AMINOALDEHIDS
VOLUMINOSOS

Donada la gran quantitat de reaccions estudiades a nivell analitic (Capitol 3.3),
es seleccionaren 31 d'aquestes addicions aldoliques fruit de diferents
combinacions dels donadors DHA, HA i GO als N-Cbz-aminoaldehids estudiats.
S'escolliren les que presentaren conversions a adductes aldolics més elevades, o
bé, per l'interés de l'iminociclitol final (s'exposa més endavant les raons
sintétiques en cada cas, segons els donadors emprats).

En les Figures 3.4.2, 3.4.3 i 3.4.4 s'exposen les sintesis d'iminociclitols dutes a
terme, classificades segons si el donador és DHA, HA i GO, respectivament. Les
variants de FSA escollides per la primera etapa corresponen a FSA
A129S5/R134X/A165G/S166G o FSA L107Y/A129G/R134X/A165G/S166G, on X= R,
S, V o P, les quals exhibiren els millors rendiments.

Es realitzaren les addicions aldoliques de DHA, HA o GO als aldehids seleccionats
a fi d'obtenir 35-150 mg de producte iminociclitol final (Figures 3.4.2, 3.4.3 i
3.4.4). Les reaccions es realitzaren sota les condicions establertes en el cribratge
preliminar, sense optimitzar les condicions de reaccid ni els procediments de
purificacid. Els detalls experimentals es troben explicats en |'Apartat 5.11 de la
Seccio experimental. Els cromatogrames HPLC corresponents es troben inclosos
en el Material suplementari S3.4 Figures S1 a S31.
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Adductes alddlics i iminociclitols esperats
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o
Q oy
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Cbz ? Cbz OH O
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OH OH ’ —
O ——— OH on PdC
FSA A129S/R134V/
(S)1p  A165G/S166G 20

Figura 3.4.2. Esquema de les sintesis d'iminociclitols amb etapa clau d'addicié aldolica de DHA
(100 mM) als N-Cbz-aminoaldehids (80 mM) seleccionats, catalitzades per variants de FSA
A129S/R134X/A165G/S166G on X=R, S o V. (3.0 mg de proteina total-mL™" reaccid).

Es seleccionaren els N-Cbz-aminoaldehids (R/S)-1f, (R/S)-1g, (S)-1l, (S)-1m i (S)-1p
per a les addicions amb DHA (Figura 3.4.2). Totes aquestes reaccions
presentaren conversions aldoliques excel-lents a escala analitica (87-96 %), a
excepcié de (S)-1g (23 %). Aquest darrer s'escala a fi d'obtenir més informacié
relativa al mecanisme catalitic amb substrats amb substituents lineals en C-a
amb configuracio S.

Diastereoisomers i enantiomers dels iminociclitols finals esperats (Figura 3.4.2)
foren préviament sintetitzats en el nostre grup, emprant RhuA i FucA amb la

124, 135-137
En aquest treball, ens proposarem

mateixa estrategia sintética.
construir una col-lecci6 complementaria configuracionalment utilitzant FSA, a fi

d'ampliar la diversitat d'iminociclitols disponibles. En seria un clar exemple la
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indolizina del tipus hiacintacines que s'obtindria a partir de N-Cbz-prolinal (S)-1m
(Figura 3.4.2).136

Adductes aldolics i iminociclitols esperats

o
Goz Q OHLMG Cbz OH O - H y
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T) Me “paic 3
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Figura 3.4.3. Esquema de les sintesis d'iminociclitols amb etapa clau d'addicié aldolica de HA (100
mM) als N-Cbz-aminoaldehids (80 mM) seleccionats, catalitzades per variants de FSA
A1295/R134X/A165G/S166G on X=R, S o V. (3.0 mg de proteina total mL™" reaccié).

Respecte a les addicions amb HA, es realitzaren catorze reaccions amb
N-Cbz-aminoaldehids (R/S)-1f, (R/S)-1g, (R/S)-1h, (R)-1i, (2S,35)-1j, (2S,3R)-1k,
(5)-1m, (S)-1n (R/S)-1p i (%)-1q (Figura 3.4.3). A nivell analitic presentaren valors
de conversido de bons fins a quantitatius (60-98 %). Els iminociclitols finals
esperats complementarien la col-leccié d'iminociclitols anterior esmentada amb
diversitat estructural.
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Figura 3.4.4: Esquema de les sintesis d'iminociclitols amb etapa clau d'addicié
aldolica de GO (100 mM) als N-Cbz-aminoaldehids (80 mM) seleccionats,
catalitzades per variants de FSA L107Y/A129G/R134X/A165G/S166G on X=P, S o
V. (3.0 mg de proteina total-mL™" reaccio).

Adductes alddlics i iminociclitols esperats
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Finalment, les addicions amb GO es realitzaren pels N-Cbz-aminoaldehids
(R/S)-1f, (R/S)-1g, (R/S)-1h, (R)-1i, (S)-1l, (S)-1p i (+)-1q (Figura 3.4.4). Tot i
presentar conversions més baixes respecte als donadors cetonics (25-96 %), els
productes finals esperats son molts d'ells estructures inédites i d'interes sinteétic.
N'és un excel-lent exemple I'iminociclitol de la classe de les lentiginosines que
s'obtindria a partir de (S)-1p (Figura 3.4.4). El seu diasteroisomer
L-(+)-lentiginosina exhibeix activitat com a inductor d'apoptosis en cél-lules

40,214
tumorals.

A continuacio, els adductes aldolics es sotmeteren a la desproteccid de I'amina i
I'aminacié reductora per a obtenir els corresponents iminociclitols mono o
biciclics finals. Com es mostra en la Figura 3.4.5, aquest procés té lloc en dues
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etapes. La primera és I'hidrogendlisi catalitica del grup Cbz, alliberant I'amina, la
qual forma l'imina ciclica (base de Schiff) intramolecularment. La segona etapa
és la reduccid de la imina per donar lloc a I'iminociclitol. Ambdues reaccions
tenen lloc simultaniament en preséncia del catalitzador metal-lic Pd/C i H,
(50 psi) i presenten generalment rendiments quantitatius.

Adducte aldolic N-desproteccio For;:;:ﬁgzéilg:ma Im|nf?nca|(l:lltol
Reduccio H
Cbz OH O OH O
7% H, (50psi) R NG R RI_N, _R?
HNMR 2P HZNMRZ_, . N
2 Pd/C R
R" OH R'" OH HO  ©OH HO oH
16 17
OH O H o H o PH H OH
H, (50psi)
2 e R2 —> 2 1OH - 1OH
Pd/C N= N
N, OH NH OH ®
Cbz R2 R2
18 19

Figura 3.4.5. Esquema general de I'aminacio reductora dels adductes aldolics 16 i 17 amb H, (50 psi),
Pd/C i la formacié dels iminociclitols monociclics pirrolics (17) o biciclics pirrolizidinics (19).
R': substituent C-c del N-Cbz-aminoaldehid de partida; R%: CH,OH, CH, H.

En I'etapa d'aminacié reductora, el pal-ladi es coordina amb el doble enllag entre
el nitrogen i el carboni i, posteriorment, es produeix l'atac estereoselectiu de

. . 208, 215
I'hidrogen per la mateixa cara.

Aixi, en aquest pas, es crea un centre
estereogénic addicional pels adductes aldolics cetonics (RZ: CH,0H, CHs,

Figura 3.4.5).

3.4.1.2 ESTEREOQUIMICA ESPERADA DELS IMINOCICLITOLS MONO I BICICLICS

En la Figura 3.4.6 es representen les estructures generals i la procedencia dels
centres estereogenics dels iminociclitols tipus pirrolidinics, piperidinics,
pirrolizidinics, indolizidinics i quinolizidinics esperats de I'estrategia proposada.
En el transcurs d'aquesta estrategia es generen tres nous centres estereogenics.

Les configuracions en els carbonis que contenen els hidroxils (de color rosa i
blau, Figura 3.4.6) son controlades enzimaticament. La configuracié del centre
acolorit en rosa en les estructures és fixa i ve determinada Unicament pel tipus
d'aldolasa, per tant, és independent del substrat acceptor o del transcurs de la
reaccié. Es genera en l'atac de I'enamina nucleofila Unicament per la cara
enantiotopica Si d'aquesta a l'aldehid acceptor. Des d'un punt de vista
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mecanistic, I'atac per la cara contraria Re es troba impedida estéricament per
I'estructura dels aminoacids en el centre actiu.

La configuracié del centre adjacent, acolorit en blau, depen de la disposicié de
I'aldehid acceptor (aproximacio per la cara Re o Si) durant I'atac de I'enamina
nucleofila (Veure mecanisme Apartat 1.3.4). En les aldolases, inclosa la FSA, la
disposicié adoptada pel complex enzim-donador només permet I'aproximacié de
I'electrofil per una de les dues cares enantiotopiques, assegurant d'aquesta
manera la correcta discriminacié diastereofacial. La FSA  exhibeix
estereoselectivitat sin (>95 %, aproximacidé Si-Si) en tots els casos fins ara

141
observats.

Figura 3.4.6: Estructures generals i configuracid dels centres estereogénics
esperats dels iminociclitols mono i biciclics sintetitzats a escala preparativa.

H , H 3
RN RS R N R
x5 2 T2 6
¥ 34 2
HO  OH = OH
OH
Piperidines

R3
Pirrolizidines Indolizidines Quinolizidines

#«Centres generats durant I'aminacio reductora
% x Centres generats durant I'addicié adolica catalitzada per variants de FSA
% Centres estereogénics procedents dels aldehids de partida

R'i R2: Substituents dels N-Cbz-aminoaldehids de partida
R3: CH,0OH, CH3 o H, segons si el substrat donador és DHA, HA o GO, respectivament

En quant al centre estereogénic que conté el substituent R’ (en vermell,
Figura 3.4.6), aquest es forma durant I'aminacié reductora i depén, en molts
casos, de la estereoquimica de C-OH oposat (en blau). En sistemes d'anells de 5
0 6 baules, es coneix que la hidrogenacid es realitza per la cara oposada a
I'hidroxil del C4, independentment de la estereoselectivitat de la resta de

115, 133, 137 P ' . .
Per tant, en la majoria de casos, s'espera una configuracio

substituents.
sin dels substituents en C2 i C4 en anells pirrolidinics i piperidinics. Respecte als
iminociclitols biciclis, s'ha observat en treballs anteriors que la selectivitat facial
en I'aminacio reductiva depén generalment del centre C-1 per les pirrolizidines i
indolizidines o C-2 per quinolizidines, formant preferentment les configuracions

sin ((1R,3R) o (2R,4R)).">* 135 13¢
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La configuracid en el C5 en pirrolidines, C2 en piperidines, C7a en pirrolizidines,
C8a en indolizidines i C9a en quinolizidines provenen del N-Cbz-aminoaldehid de
partida (Figura 3.4.6). S'assumeix que aquestes configuracions sén fixes i no
estan subjectes a reaccions d'epimeritzacié en el transcurs de l'estratégia
sintética, ni tampoc durant les purificacions dels compostos. De la mateixa
manera, es consideren els centres esterogenics generats durant I'addicié aldolica
i I'aminacio reductora també fixes i invariables fins a la caracteritzacié, donades
les condicions suaus amb qué es tracten els compostos. Conseqlientment, a
partir de I'analisi dels espectres de RMN i la determinacié de la configuracié
relativa dels centres estereogenics, es possible elucidar inequivocament la
estereoselectivitat de les reaccions enzimatiques catalitzades per variants de
FSA i de I'aminacié reductora.

3.4.1.3 ELUCIDACIO ESTRUCTURAL | ESTEREOQUIMICA DELS IMINOCICLITOLS
SINTETITZATS

L'elucidacié estructural i estereoquimica dels productes ciclics i de les seves
estructures diastereomeériques, es dugueren a terme mitjangant tecniques
d'RMN mono i bidimensionals (Veure Material Suplementari Figures S1-S31). A
més, es determinaren les masses exactes de tots el compostos i els valors de les
rotacions optiques especifiques dels productes purs (Veure Material
Suplementari Taula S1).

En les Taules 3.4.1 i 3.4.2 es detallen les estructures dels iminociclitols
sintetitzats, les proporcions obtingudes en cas de mescla, i els rendiments finals
associats. En les taules també s'indica per a cada cas el N-Cbz-aminoaldehid de
partida, el donador i la variant de FSA emprada per tal de facilitar la procedencia
de l'iminociclitol final.

En determinats casos fou necessaria la purificaci6 de les mescles
diastereomeriques finals per a poder caracteritzar per RMN cada un dels
productes components per separat i assignar inequivocament les estructures
(mescles 17q:17f, 19a:19d, 19b:19e, 21e:9h, 21e impur i 21d:21g:21f, Taula
3.4.1i3.4.2). A tal fi, s'utilitza una columna cromatografica d'intercanvi cationic
feble amb una resina tipus Sepharose TM CL-6B (carboximetil sefarosa) com a
fase estacionaria i una solucié aquosa d'amoniac com a fase mobil (Veure Seccié
experimental 5.4.11 i per a cada compost en Material Suplementari S3.5).

Els rendiments dels iminosucres finals foren majoritariament baixos, donat que
els passos de purificacions no foren optimitzats. Pel que fa als valors de les
conversions aldoliques a escala preparativa, foren similars als obtinguts a escala
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analitica (Capitol 3.3). Només en el cas de I'addicié aldolica de HA a (R)-1p (Taula
3.4.1, entrada 20), la conversié fou de tan sols el 14 %, quan a escala analitica els
valors obtinguts foren de fins a 60 %. Aquesta disminucié podria ser causada per
factors d'escalat com, per exemple, que I'agitacié del medi de reaccié no hagués
estat efectiva.

Respecte a l'elucidacié configuracional, I'analisi estructural dels iminociclitols
obtinguts revela I'excel-lent estereoselectivitat de les variants de FSA en les
addicions aldoliques (Taules 3.4.1 i 3.4.2). Es generaren tots els adductes amb
estereoselectivitats sin (3S,4R) o (2S,3R) en les addicions de GO; >95 determinat
per RMN. Per tant, el nou enllag C-C es forma per |'aproximacié de les cares Si-Si
tant de I'enamina nucleofila com de I'aldehid acceptor. Només s'observa una
excepcio, el compost 21h (Taula 3.4.2). Es discuteix la seva configuracié més
endavant.

En quant a l'estereoselectivitat exhibida durant I'aminacid reductora en
iminociclitols pirrolidinics, s'observa que la diastereoselectivitat facial depenia
de la configuracio en C5. Per (5R)-pirrolidines, I'atac del H, es produida només
per la mateixa cara del substituent en C-5, generant productes amb configuracié
sin respecte C2 i C4 ((2R):(2S)>95:—) (Taula 3.4.1, entrades 1, 2, 4 (17b), 5, 6, 9,
11, 12 (17k), 13 (17ae)). Aquests resultats foren consistents amb la

T . 115,133,137
bibliografia.

En canvi, per (5S)-pirrolidines, no es dona aquesta
diastereoselectivitat facial clara i es generaren mescles (2R):(2S) (Taula 3.4.1,
entrades 3, 4, 7, 8, 10 i 12, a excepcid de 17ac (entrada 13)), tal com s'havia
observat en articles anteriors.”****’

Pels derivats de I'acid pipecolics s'obtingueren els iminociclitols 17ae:17af amb
proporcié 1:1, doncs, no presentaren diastereoslectivitat en C-6 (Taula 3.4.1,
entrada 14). La mateixa proporcié s'observa en els compostos analegs 8d/8e i
8f/8g, Capitol 3.2 (Veure Figura 3.2.8, pag. 111).

Pel que fa als iminociclitols biciclics, I'aminacié reductora fou diastereoselectiva
pels iminociclitols 21a, 21b i 21d, és a dir, per indolizidines i quinolizidines amb
configuracio (S)-C7a o (S5)-C9a, respectivament (Taula 3.4.1, entrades 18 a 21).
Les configuracions relatives en aquestes compostos foren sin ((1R,3R) o
((2R,4R)).124‘ 135,136

En canvi, no presentaren discriminacié facial les aminacions reductives de
(8aR)-pirrolizidines (Taula 3.4.1, entrades 15, 16 i 17) o (9aR)-quinolizidines
(Taula 3.4.1, entrada 21 (21f:21g)), fet que ja s'adverti en publicacions

. 124,135, 136, 216
anteriors.
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Taula 3.4.1: Col-leccié d'iminociclitols polihidroxilats obtinguts per etapa clau
d'addicio aldolica de DHA (fons en rosa) i HA a N-Cbz-aminoaldehids catalitzades
per variants de FSA A129S/R134X/A165G/S166G i aminacié reductora
catalitzada per Pd/C. [a] Numero de reaccid [b] Aldehid de procedéncia
[c] Variant X de FSA A129S/R134X/A165G/S166G (Conversidé, %, temps, h)
[d] Iminociclitols [e] Estereoselectivitat de I'aminacié reductiva, relacié (R):(S)
[f] Rendiment final del productes respecte al N-Cbz-aminoaldehid de partida.
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[a] [b] [c]™ [d] el [f1”

d . _oH
P _
Gl [::Ei;jjoH >95:— 93
S ”
|
N 21d
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Cbz i OH H OH
(1 p . |
(97 72)[4] N Y~ "oH N “oH  50:50° 87
’ Me Me
21g 21f

[”Percentatge d'adducte aldolic determinat per HPLC respecte a |'area de substrat limitant (aldehid),
limit de deteccié: 0.2-0.5 nmol. ZEls processos de purificacido no foren optimitzats. [3](97% global,
50% de l'enantidmer (S)-1q. (97 % global, 50 % de I'enantiomer (R)-1q. ®Y(6R):(6S) Relacié
epimeérica en C2. (6R):(6S) Relacié epimérica en C6. "(3R):(3S) Relacié epimeérica en C3. B4R):(45)
Relacié epimerica en C4.

El fet més destacat en I'analisi estereoquimic dels diferents centres
estereogeénics fou la deteccid de racemitzacions en els centres estereogenics C-o.
fixes provinents dels N-Cbz-aminoaldehids de partida. Aquesta racemitzacio es
detecta principalment en iminociclitols obtinguts a partir d'addicions amb GO
com a donador (Taula 3.4.2, entrades 22, 23, 25, 27 i 28), perd també en casos
puntuals on s'addiciona HA (Taula 3.4.1, entrades 4, 12, 13 i 20). Pels resultats
obtinguts, es dedueix que la presencia d'inversié de la configuracié del C-a
depen tant de l'estructura del substrat acceptor, com del donador emprat. En
general, es dona en reaccions on els substrats acceptors son menys tolerats per
I'enzim, com (S)-N-Cbz-aminoaldehids amb substituents voluminosos en C-a. o
(R)-ciclics, o en les addicions de GO. Un exemple clar fou I'obtencié només de
I'iminociclitol 21b a partir de (R)-1p (Taula 3.4.1, entrada 20). En aquest cas, la
inversié de la configuracié en el producte aldolic detectat fou completa.
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Taula 3.4.2: Col-leccié d'iminociclitols polihidroxilats obtinguts per etapa clau

d'addicio aldolica de GO a N-Cbz-aminoaldehids catalitzades per variants de FSA
L107Y/A129G/R134X/A165G/S166G i aminacid reductora catalitzada per Pd/C.
[a] Nimero de reaccié [b] Aldehid de procedéncia [c] Variant X de FSA
L107Y/A129G/R134X/A165G/S166G (Conversid, %, temps, h) [d] Iminociclitols
[e] Relacido epimérica en C-2 [f] Rendiment final del productes respecte al

N-Cbz-aminoaldehid de partida.

[a] [b] [c]" [d] le] 17
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2 Percentatge d'adducte aldolic determinat per HPLC respecte l'area d'adducte aldolic determinat
per HPLC respecte a l'area de substrat limitant (aldehid), limit de deteccié: 0.2-0.5 nmol. 2Igs
processos de purificacié no foren optimitzats. BINo es detecta dins dels limits de RMN, i.e.>95:5.

En un principi, I'obtencié d'aquests epimers s'atribui a una disminucié de
I'estereoselectivitat sin de la FSA com a conseqiiencia de les modificacions dutes
a terme en el centre actiu de I'enzim. Doncs, es generarien també els adductes
aldolics anti, epimerics en C-4. No obstant, si la configuracié de I'aldehid de
partida roman invariable i ates que els espectres de RMN coincideixen amb els
iminociclitols obtinguts amb N-Cbz-aminoaldehids enantiomers de partida, els
productes haurien de ser enantiomers. Per tant, no només I'addicié aldolica
transcorreria amb inversié en C-4, sind també en C-3. Inversions en el C-4 sén

110, 141 - .
En canvi, inversions en C-3

conegudes i han estat publicades anteriorment.
no han estat descrites fins al moment i serien poc probables ja que implicarien

canvis mecanistics de l'aldolasa.
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Finalment, es demostra inequivocament que els diastereoisdmers corresponien
a epimers en C5 en pirrolidines, emprant com a referéncia el I'iminociclitol 17f
(Taula 3.4.2, entrada 24 i 25). L'addicié de GO a (R)-1f genera exclusivament
I'iminociclitol esperat 17f (Figura S24 Material Suplementari S3.4). En canvi, a
partir de (S)-17f, s'obtingueren dos adductes aldolics (16ac:16ab 70:30, Figura
$25 Material Suplementari S3.4), on el majoritari genera l'iminociclitol esperat
17q i els espectres de RMN de I'adducte minoritari foren idéntics a 17f. Gracies a
la determinacio dels valors de les rotacions optiques d'ambdds 17f obtinguts, es
confirma que en efecte eren el mateix producte i no pas enantiomers (Figura
$25 Material Suplementari S3.4).

Donat que aquest fet no s'havia observat previament ni en la FSA ni tampoc en
cap altra aldolasa, es decidi aprofundir més en aquest tema. En el seglent
apartat (Apartat 3.4.2) s'exposen els experiments duts a terme a fi d'elucidar el
mecanisme catalitic associat a les racemitzacions observades en el present
treball.

Finalment, s'exposen els casos de dos iminociclitols obtinguts, 19g i 21h, els
quals no presentaren I'estructura final esperada.

Cbz oy Chz g HL Me

New Bx NI ow
. 1BX OH
. .

HO o
(S)-1n*

199
Figura 3.4.7. Plausible esquema sintétic del compost ciclic 19g. a) A129S/R134V/A165G/S166G
variant, b) Pd/C.

En primer lloc, I'aldol precursor del compost ciclic 19g fou aillat com a producte
minoritari (relacié 2:7 respecte al precursor aldolic de 19¢/19f) a partir de
I'addicid aldolica de HA al N-Cbz-aminoaldehid (S)-1n (Taula 3.4.1, entrada 17).

Aquest iminociclitol, el qual no conté el N en la posicié6 de cap de pont del
bicicle, podria provenir del N-Cbz-aminoaldehid (S)-1n', subproducte de
sobreoxidacié del N-Cbz-aminoalcohol precursor (Veure Apartat 5.8.1.1, Seccié
Experimental). Es donaria I'addicié de HA a (S)-1n', catalitzada per la variant de
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FSA, i una addicié intramolecular tot seguit. Finalment, durant la hidrogenacié
catalitica, es desprotegiria I'amina i es reduiria la cetona per obtenir 19g (Figura
3.4.7).

QH
b) H2
"'OH
bz OH OH -
OH 21h on
\ 44%
b) H, H
1—1q OH O (50 psi) OH
| — N
N ""OH
Cbz 20g OH 21e

24%
Figura 3.4.8. Esquema sintétic dels iminociclitols 21h i 21e a partir de |'addicié aldolica de GO a
N-Cbz-piperidin-carbaldehid (1)-1q, seguida de I'aminacié reductiva catalitica. Es produeix la doble
addicié de GO a (S)-1q amb configuracié anti (2S5,35,45,5S) en ambdds productes aldolics consecutius
en la sintesi de 21h. a) FSA L107Y/A129G/R134P/A165G/S166G amb 68 % de conversid total
respecte (S)-1q. b) H, Pd/C.

En quant a l'iminociclitol 21h, es sintetitza a partir de I'addicié aldolica de GO a
(%)-1q, on (S)-1q fou I'Ginic enantiomer tolerat (Figura 3.4.8). S'observa la simple
addiciéo de GO a (S)-1q, obtenint la quinolizidina final esperada 21e (Figura
3.4.8). Pero, sorprenentment, també s'obtingué l'iminociclitol 21h, fruit de la
doble addicié de GO a (S)-1q i subseglient aminacio reductiva (Figura 3.4.8), amb
estructura de bicicle fusionat de 6 i 8 baules i nitrogen de cap de pont. La
configuracié observada fou anti en ambdds productes aldolics consecutius
(25,35,45,5S, aldol 20f, Figura 3.4.8). Doncs, la generacié dels dos nous enllagos
C-C es produiren per |'aproximacié del nucleofil des de la cara Si a la cara Re de
I'aldehid, és adir, per la cara enantiotopica contraria a la observada per la resta
d'aldehids. Només amb determinades variants de FSA s'ha observat
estereoselectivitat anti en els adductes aldolics en treballs anteriors.'*!

Aquest compost, 21h, correspon al primer iminociclitol azabiciclic polihidroxilat
del tipus decahidro-2H-pirido [1,2-a] azocina sintetitzat gracies a la FSA. A més,
també representa el primer exemple de doble addicié aldolica de GO a
N-Cbz-aminoaldehids catalitzada per aquest biocatalitzador. Fins al moment,
només s'havien detectat addicions consecutives de GO a aldehids poc

. . . . . 148, 152
voluminosos catalitzades per FSA en sintesi de carbohidrats.

La sintesi detallada de cada un dels compostos finals caracteritzats (17a-ah,
19a-g i 21a-h) es poden consultar en el Material Suplementari S4.
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3.4.2 ESTUDIS SOBRE LA RACEMITZACIO DE N-CBZ-AMINOALDEHIDS EN
ADDICIONS ALDOLIQUES CATALITZADES PER VARIANTS DE FSA

Com s'ha exposat, principalment els (S)-N-Cbz-aminoaldehids i alguns
(R)-N-Cbz-aminoaldehids com (R)-1p ciclic, donaren resultats inesperats en els
iminociclitols finals. En addicions amb GO majoritariament i en casos puntuals
amb HA, s'obtingueren epimers en el centre corresponent al C-a de I'aldehid de
partida, en proporcions variables (entre 6 % i 34 %, respecte a l'aldehid inicial).
Doncs, paral-lelament al treball de sintesi, es dugué a terme un estudi per a
detectar si la racemitzacié es produia a causa de l'enzim o degut al medi de
reaccié.

3.4.2.1 ESTUDI DE LA RACEMITZACIO DELS N-CBZ-AMINOALDEHIDS EN
PRESENCIA DE FSA

D'entrada es postula que la racemitzacié en el C-a dels N-Cbz-aminoaldehids
podia ser causada per la interaccid a temps llargs de I'aldehid amb I'enzim. La
inversié de la configuracié del centre es produiria per mitja de la formacié d'una
enamina amb la lisina catalitica del centre actiu (K85) o bé, per interaccié amb
una altra posicid inespecifica de I'enzim.

Per elucidar aquest fet, s'incubaren per separat els N-Cbz-aminoaldehids (R/S)-1f
i (R/S)-1g amb FSA,; FSA A129S/A165G/S166G, FSA K85M i l'aldolasa FucA
F131A, sota les mateixes condicions de reaccid pero sense la presencia de
donador (Veure Apartat 5.12, Seccié experimental). Es disposa la variant FSA
A129S/A165G/S166G atés que fou la primera que presenta epimeritzacié en els
iminociclitols finals sintetitzats (Taula 3.4.1, entrada 4). La variant inactiva FSA
K85M (on s'ha substituit la lisina catalitica pel residu metionina) servi per
comprovar si és en aquesta posicio on es ddéna la interaccid; la FucA F131A
s'empra com a control, ja que no s'ha observat racemitzacié en cap treball de

124,133,137 .
S'analitzaren les

sintesi d'iminociclitols emprant aquest biocatalitzador.
mostres per HPLC quiral a diferents temps d'incubacié (24, 48 i 72 hores),
després de reduir les aliquotes amb hidrur de bor i sodi a fi de detectar els
corresponents (R)- i (S)-N-Cbz-aminoalcohols. Els resultats es mostren en la
Taula S1 del Material Suplementari S3.4.

L'analisi revela percentatges dels enantiomers corresponents entreun1a7 % a
les 24 hores i fins 8 a 10 % després 72 hores d'incubaci6 amb I'enzim FSA
A129S/A165G/S166G (2 mg de proteina per mL de medi de reaccié). Doncs,
aquest cert grau de racemitzacié explicaria la deteccid dels epimers dels
iminociclitols finals de fins 10-15 % respecte I'aldehid de partida. Tanmateix, no
explicaria graus més elevats observats (per exemple, Taula 3.4.1, entrada 12,
34 % de 17k respecte (S)-1j i Taula 3.4.2, entrada 22, 33% 17n de respecte

170



3.4 Sintesi de nous iminociclitols

(R)-1f)). Alhora, no explicaria perqué es detectaren epimeritzacions en adductes
aldolics corresponents d'un donador i no un altre, al emprar el mateix aldehid de
partida (per exemple, Taules 3.4.1i 3.4.2, entrades 10 i 27, addicions de HA i GO
a (S)-1h respectivament).

D'altra banda, els resultats indicaren que la interaccié no es déna amb la lisina
catalitica del centre actiu. Els percentatges d'inversio del centre C-a exhibits per
la variant FSA K85M foren lleugerament superiors als exhibits per FSA,; o FSA
A129S5/A165G/S166G. Alhora, cal destacar que I'enzim control FucA F131A
presenta valors de racemitzacié superiors a FSA (Taula S1 del Material
Suplementari S3.4).

Per tant, arran dels resultats, es conclogué que el mecanisme de |'epimeritzacié
probablement té lloc en el transcurs de I'addicié aldolica, i no per la simple
interaccio dels N-Cbz-aminoaldehids amb el biocatalitzador.

3.4.2.2 ESTUDI DE LA EPIMERITZACIO DELS ADDUCTES ALDOLICS CATALITZATS
PER VARIANTS DE FSA

Com s'ha vist, l'elucidacié estructural i configuracional dels productes
iminociclitols finals obtinguts permeté la deteccié del fenomen d'epimeritzacié
esmentat en el C-y dels adductes aldolics. Al mateix temps, permeté, en la
majoria de casos, l'assignacio inequivoca d'aquests adductes en els pics dels
cromatogrames HPLC i la conseglient quantificaciéo del grau de racemitzacié
associat a partir de les seves arees (Veure Figures S12, S22, S23, S25, S27 i S28
del Material Suplementari S3.4). En la Figura 3.4.9 es mostra I'exemple de
I'addicié de GO a (S)-1h.

Sorprenentment, al observar amb més detall aquests cromatogrames, es
detecta que la proporcié dels adductes aldolics epimeérics en C-y depenia del
biocatalitzador emprat. Al catalitzar la reaccio amb FSA
L107Y/A129G/R134V/A165G/S166G s'obtingué la proporcié 16ad:16ae 62/38.
En canvi, si s'empra FSA L107Y/A129G/R134P/A165G/S166G, la relacié de
I'adducte aldolic epimer disminueix (16ad:16ae 19/81) (Figura 3.4.9).
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Sense enzim

L107Y/A129G/R134V/A165G/S166G

L107Y/A129G/R134P/A165G/S166G

Figura 3.4.9. Cromatogrames d'addicié aldolica de GO a (S)-1h catalitzades per FSA
L107Y/A129G/R134X/A165G/S166G, on X=V (16ad:16ae 62/38) i X=P (16ad:16ae 19/81) a les 48
hores de reaccié.

La caracteritzacié de les mescles racémiques dels corresponents iminociclitols
17h:17s obtinguts a partir de FSA L107Y/A129G/R134X/A165G/S166G, on X=P o
V es pot consultar en la Figura S27 Material Suplementari $3.4.

Aquest fet, és a dir, la variacié del grau d'epimeritzacié segons la variant de FSA
emprada, també s'observa en les addicions de HA a (S)-1j i de GO a (S)-1f-g
(Figures S33-35 Material Suplementari $S3.4).

A continuacid, es proposa estudiar si la racemitzacio tenia lloc per mitja de les
reaccions retroaldoliques associades. Per a tal fi, s'incuba la mescla dels
adductes aldolics diastereomeérics 16ae:16ad (30:70) amb les variants FSA
L107Y/A129G/R134V/A165G/S166G i FSA L107Y/A129G/R134P/A165G/S166G
(Figura 3.4.10).
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Figura 3.4.10. Incubacié de la mescla diastereomerica dels adductes aldolics 16ae:16ad 30:70 amb
les variants FSA L107Y/A129G/R134V/A165G/S166G i FSA L107Y/A129G/R134P/A165G/S166G.
Mostres a les 48 hores.

Tanmateix, la relacié epimérica es mantingué constant, sense cap enriquiment
d'un dels adductes a les 48 hores. Tampoc s'observa cap variacié en els
cromatogrames HPLC realitzant el mateix experiment d'incubacié amb la mescla
d'adductes aldolics 16ac:16ab, ni en proves de competéncia de donador per
retroaldolica dels adductes aldolics 16ac:16ab i 16ae:16ad amb FSA
A129S/R134P/A165G/S166G en preséncia de HA (Veure Figures S36 i S37,
Material Suplementari $3.4, respectivament).

Tenint en compte que els adductes aldolics de GO existeixen preferentment en
la forma d'hemiaminal furanica respecte a l'aldehidica aciclica,™* és probable
que aix0 impedeixi la retroaldolisi, fent les addicions aldoliques estudiades
practicament irreversibles.
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Aixi doncs, es conjectura que la isomeritzacié del C-y dels adductes aldolics es
produeix en el transcurs de la formacio del nou enllag C-C en el centre catalitic
de la FSA. Possiblement, podrien estar implicats residus de I'enzim en un
mecanisme acid-base, de tal forma que la disposicido de l'adducte aldolic en
I'espai del centre actiu, les caracteristiques estructural dels N-Cbz-aminoaldehids
de partida, aixi com les modificacions dels residus del centre actiu, podrien
influenciar en el mecanisme. A més, es postula que el grau de racemitzacié
vindria determinat per les velocitats relatives de les reaccions. Es a dir, quan la
reaccié de la formacié del nou enllag C-C fos més favorable, la reaccio tindria lloc
més rapid sense donar lloc a la inversid del centre estereogenic. Si bé, quan
I'addicié aldolica no fos tan favorable, es produiria un major grau de
racemitzacié en aquest centre.

En un futur es pretén dur a terme un estudi cinétic de les reaccions. Actualment
s'estan duent a terme en el nostre grup estudis de modelatge molecular a fi de
racionalitzar els resultats obtinguts.
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3.4.3 CONCLUSIONS

L'expansio sense precedents de les capacitats sintetiques de la FSA ha estat
possible gracies a la modificacié per enginyeria de proteines del biocatalitzador
amb I'objectiu d'ampliar la tolerancia vers els N-Cbz-aminoaldehids substituits
en el C-a, incloent derivats de pirrolidina i piperidina. Les variants de FSA
A129S/R134X/A165G/S166G i FSA L107Y/A129G/R134X/A165G/S166G variants,
onXésR,V,PiSforenles més adequades pels donadors DHA, HA i GO.
Seguidament, I'obtencié dels iminociclitols finals per aminacié reductiva i llurs
caracteritzacions, proporcionaren informacié directa i molt valuosa sobre el
mecanisme de |'aldolasa.

L'estereoquimica de les variants de la FSA foren excel-lents, generant els
adductes aldolics sin, a excepciod del cas sorprenent i puntual de la doble addicié
de GO en anti observat en la sintesi de 21h. Les aminacions reductives per
hidrogenacié en preséncia Pd/C foren totalment estereoselectives pels aldols
obtinguts a partir de (R)-N-Cbz-aminaoldehids, (S)-N-Cbz-pirrolidina (S-1m) i
(5)-Cbz-piperidina carbaldehid (S-1p). S'obtingueren els corresponents
iminociclitols (>95) pirrolidinics (2R,4R), indolizidinics (1R,3R) i quinolizidinics
(2R, 4R) amb configuracions sin. Si bé, els adductes aldolics generats a partir dels
(5)-N-Cbz-aminaoldehids aciclics i la resta de N-Cbz-aminaoldehids ciclics, no
presentaren una preferéncia facial en |'atac del hidrogen, doncs, rendiren
mescles epimeériques dels iminociclitols finals.

L'estrategia quimioenzimatica proposada és excel-lent per a generar una amplia
col-leccié d'iminociclitols complementaris configuracionalment i estructuralment
als obtinguts amb les aldolases dependents de DHAP FucA i RhuA. Alhora, la FSA
rendeix la mateixa estereoquimica que l'aldolasa p-fructosa-1,6-fosfat (FruA), la
qual, pero, no té activitat catalitica vers N-Cbz-aminoaldehids

.., 124,133,137 , ,
a-substituit. A més a més, la FSA presenta |'enorme avantatge
d'acceptar diversos donadors a-hidroxicarbonil-lics no fosforilats, sense

necessitat de |'is de DHAP.

D'altra banda, s'observaren mescles epimeriques en els iminociclitols finals a
causa de la isomeritzacié del corresponent C-a. dels N-Cbz-aminoaldehids de
partida en el transcurs de I'addicié aldolica. Principalment es detectaren en les
reaccions amb GO i que el grau de racemitzacié depenia de la variant utilitzada.
Tanmateix, no s'elucida el mecanisme de la racemitzacio, pero, és plausible que
es produeixi durant la formacié del nou enllag C-C en el centre actiu de I'enzim.
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Finalment, cal remarcar que els rendiments dels productes finals es podrien
millorar enormement al optimitzar els passos de purificacido dels intermedis
aldolics i productes d'iminociclitols finals.

En definitiva, el conjunt de noves variants de FSA permeté la sintesi
d'estructures complexes i sofisticades de forma eficag. Altrament, coneixer a
fons el mecanisme d'aquest prometedor biocatalitzador és de vital importancia.
Amb el redisseny exhaustiu del centre actiu es podria arribar a dissenyar per una
reaccio en concret, és a dir, per a un producte final diana determinat.
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4. Conclusions

Les conclusions generals, corresponents als objectius tipificats en I'Apartat 2, es
resumeixen a continuacio:

I. Obtencié de D-treonina aldolasa d'Arthrobacter xylosoxidans (D-TA,) per

aplicacions sintetiques.

7
°n

K/
*

S'establi un procediment adient per a l'obtencid de D-TA,y:
incubacié del lisat cel-lular amb PLP i MnCl,, liofilitzacié i
conservaciéo a —20 °C. L'enzim mantingué l'activitat enzimatica
total durant un any.

L'enzim demostra la seva efectivitat per a la sintesi de B-hidroxi-
a-D-aminoacids a partir dels aldehids seleccionats amb
conversions aldoliques analitiques acceptables (20-70 %).

S'obtingué I'adducte aldolic D-sin amb conversié aldolica analitica
del 72% i d.r.. 955 a partir de [|'addicio aldolica de
2,2-dimetoxiacetaldehid (115 mM) i glicina (70 mM) catalitzada
per D-TA,,, (40 UmL™") a pH: 8.5 i temperatura 25 °C a temps
llargs de reaccid (96 hores).

1. Establiment d'estratégies tandem quimioenzimatiques en la sintesi de derivats

polihidroxilats de I'acid pipecolic i iminociclitols piperidinics mitjangcant aldolases
dependents de glicina, de DHAP i b-fructosa-6-fosfat aldolasa (FSA).

®,
0.0

S'obtingueren els quatre possibles estereoisomers de lI'acid
2-amino-3-hidroxi-4,4-dimetoxibutanoic a partir de glicina i
2,2-dimetoxiacetaldehid (1a). Les aldolases L-serina
hidroximetiltransferasa de Streptococcus thermophilus
(L-SHMTs,) i D-TAgy foren altament diastereoselectives
(e.d. 95 %, L-anti i D-sin, respectivament) amb conversions del
70-76 %.

En la segona etapa clau, la variant FucA F131A rendi conversions
de moderades a guantitatives (30-100 %) amb
diastereoselectivitats L-anti de 91->97 %. La RhuA,; mostra
conversions de 78-85% amb diastereoselectivitats L-sin de
60-97 %, pero no tolera com a substrats els intermedis carboxilats
per a la sintesi de derivats de I'acid pipecolic. La FSA mostra
conversions 65-99 % amb completa diastereoselectivitat D-sin
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(97 %). Es requeriren les variants FSA A129S o A129S/A165G per
les reaccions amb DHA i FSA A129G, pel donador GO.

+» L'estrategia dissenyada permet la sintesi d'iminociclitols
polihidroxilats complexes formant fins a cinc centres
estereogéenics a partir de substrats aquirals. Dels cinc centres,
quatre son controlats enzimaticament en les dues etapes
d'addicid aldolica claus.

Ill. Ampliacié del rang de substrats tolerats per la FSA en addicions aldoliques de
donadors a-hidroxicarbonil-lics, DHA, HA i GO, a N-Cbz-aminoaldehids.
Redisseny de les variants FSA A129S/A165G i FSA L107Y/A129G/A165G per
enginyeria de proteines (Veure centre catalitic en la Figura 4.1.).

% Les conversions aldoliques als diversos N-Cbz-aminoaldehids es
veieren fortament influenciades per la qualitat del substrat
donador. Els rendiments analitics foren més elevats per HA,

respecte a DHA o GO.

Lys85

Leu107 A
eu R

Ala129 /‘\
Leu163

Arg134

Ser166

Figura 4.1. Representacié esquematica del centre actiu de la FSA. S'indica en negreta els residus els
quals han sigut modificats en aquest treball amb resultats positius en les addicions aldoliques
estudiades.

% Les variants FSA A129S5/A165G/S166G i FSA
L107Y/A129G/A165G/S166G proporcionaren conversions
aldoliques més elevades que les seves respectives variants de
partida. La modificacié S166G dota al centre actiu de més espai
per encabir-hi N-Cbz-aminoaldehids estructuralment variats
inclosos aquells conformacionalment restringits tipus pirrolidina.
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R/
0.0

La modificacié de l'arginina 134 resulta també clau per a les
conversions aldoliques de les reaccions estudiades. Les variants
FSA A129S/R134X/A165G/S166G i FSA L107Y/A129G/R134X/
A165G/S166G on X=V, P i en casos puntuals S, foren les que
rendiren conversions més elevades i incrementaren les
conversions respecte a les variants sense la modificacié. Per
exemple, s'obtingueren rendiments analitics quantitatius amb els
N-Cbz-aminoaldehids amb substituent Ca-isopropil o derivats
carbaldehids de piperidines i pirrolidines.

IV. Establiment d'estrategia quimioenzimatica per la sintesi d'iminociclitols mono
i biciclics a partir de I'addici6 de DHA, HA i GO a N-Cbz-aminoaldehids
voluminosos o conformacionalment restringits mitjangant variants de FSA.

R/
0.0

Obtencié i elucidacié estructural d'una extensa col-leccié
d'iminociclitols polihidroxilats pirrolidinics, piperidinics,
pirrolizidinics, indolizidinics i quinolizidinics amb diversitat
estructural i configuracional amb dos passos sintétics on es
generen tres nous centres quirals. Sintesi de compostos inédits
fins ara no accessibles per biocatalisi.

La FSA exhibi un control complet de la diastereoselectivitat
generant adductes aldolics D-sin en tots els casos, amb només
una excepcio.

Obtencié de l'iminociclitol azabiciclic polihidroxilat del tipus
decahidro-2H-pirido [1,2-a] azocina inédit gracies a la doble
addicié aldolica consecutiva de GO catalitzada per FSA.

S'observa en alguns casos |'epimeritzacié del centre estereogénic

del substrat acceptor, produit probablement en el transcurs de la
formacié del nou enllag C-C en el centre catalitic de la FSA.
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5. Seccié Experimental

5.1 EQUIP GENERAL

Agitador magnétic MR 2002, Heidolph.

Agitador tipus vortex Genius 3, IKA.

Agitador VIBRAX, KS130 basic, IKA.

Bany d'agitacié lateral Certomat, VWR.

Bany d'ultrasons, Selecta.

Centrifuga 5810R, Eppendorf.

Cromatograf de HPLC LaChrom Elite amb bomba L-2130, autosampler L-2200 i
detector UV L-2400, VWR-Hitachi.

Cromatograf de HPLC semi-preparatiu amb detector de UV-Vis L4000, inyector
LC4000 i controlador de flux CF4000, Waters.

Espectrometre de RMN Varian 500 MHz del Servei d'Espectroscopia del IQAC-
CsIC.

Espectrometre de RMN Varian 400 MHz del Servei d'Espectroscopia del IQAC-
CsIC.

Espectrometre de RMN Brucker 500 MHz del Servei d'Espectroscopia de la UAB.
Espectrofotometre NanoDrop LKB Ultraespec Ill, IQAC

Espectrofotometre Cary 100 i Cary 500 Bio UV-Visible, Varian.

Incubador Infors AG CH-4103, Bottmingen.

Incubador Minishaker, VWR.

Liofilizador Christ Alpha 2-4.

pHmetre GLP21, Crison.

Polarimetre 341, Perkin-Elmer.

Sistema FPLC amb bomba P5000, programador GP250, detector de UV/Vis i
col-lector de mostres 2212 206.

Termocicladora Bio-Rad, Eppendorf.

Altres equips utilitzats més especifics es detallen en els apartats corresponents.
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5.2 REACTIUS QUIMICS | ALTRES

Tots els reactius emprats en aquest treball foren de qualitat analitica.

Els reactius i enzims utilitzats en els assajos d'activitat biologica, els antibiotics,
I'acril-bisacrilamida, 1,4-ditiotreitol (DTT), piridoxal-5-fosfat (PLP) i els
components de solucié tampd es van adquirir de Sigma-Aldrich. L'agarosa
emprada fou de Roche i I'isopropil-B-D-1-tiogalactopiranosid (IPTG) de Duchefa
Biochemie. Els components pels medis de cultiu procediren de la casa comercial
Pronadisa. Els aminoalcohols, aminoacids, aixi com el 2,2-dimetoxiacetaldehid,
dihidroxiacetona, hidroxiacetona i glicolaldehid, s'adquiriren de Sigma-Aldrich i
Fluka.

Els dissolvents per HPLC i altres dissolvents requerits, es van obtenir de
Carlo-Erba, Panreac, Sigma-Aldrich i Fisher Chemical. Per I'is de HPLC analitic i
semi-preparatiu s'empra aigua Milli-Q. Els dissolvents deuterats foren adquirits
de Euriso-top.

La procedéncia d'altres materials o productes més especifics es detallen en els
apartats corresponents.

5.3 MATERIAL BIOLOGIC

5.3.1 SOQUES BACTERIANES

Les soques bacterianes utilitzades en aquest treball, junt a la seva procedeéncia i
caracteristiques més rellevants, es detallen en la Taula 5.1.

Les soques bacterianes JM109 i Nova Blue es van emprar en els experiments de
clonacié i modificacié genética i la soca E.coli, per a I'expressié de proteines.

Taula 5.1: Soques bacterianes emprades i les seves caracteristiques més

rellevants.
Soca Genotip/Propietats rellevants Ref./Origen
E.coli endAl, recAl, gyrA96, thi, hsdR17 (rk—, mk+),
JM109 relAl, supE44, D (lac-proAB), [F¢, traD36, proAB, Promega
laglqg ZDM15]
£ coli endA1, hsdR17 (rq» Myis'), SUPE44, thi-1, recAl,
: gyrA96, relA1, lac F'[proA’B’lacl’ZAM15::Tn10] Novagen
Nova Blue R
(Tet™)
S S .5 - - + + - T
E.coli M15 na/+, str ,+rlf, gh/, /acl, ara+, g+a/ , !,WL-’ F,recA’, .
[DREPA] Uvr', Lon", Km", lac F'[proA B lacl"ZAM15::Tn10] Qiagen
P (Amp"), [Kan"]
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5.3.2 VECTORS

pPQE60-DHThrA.y, pel qual es va requerir el vector pQE60.

Els vectors i construccions plasmidiques utilitzats i preparats durant aquest
treball es detallen en la Taula 5.2, especificant en cada cas les caracteristiques
més rellevants i la procedéncia de cada un. El vector pQE40 es va utilitzar per a
la construccio de tots els plasmidis d'aquest treball, a excepcié del plasmidi

Taula 5.2: Vectors i construccions plasmidiques utilitzades durant aquest treball.

Caracteristiques geneétiques

Plasmidis Ref./Origen
rellevants
PT5, Amp”, ColE1, N-term .
pQE40 6xHis Qiagen
PT5, Amp", ColE1, C-term .
pQE60 6xHis Qiagen
Gen DHapA,4. (1164 bp)
E-DHapA P
PQE-DHapAyqe (BamHI/Hindlll) Soler et al.,
Gen DHapA,,, (1134 bp) 2014"

pQE-DHThrA,,,

(BamHI/HindllI)

pPQE60-DHThrA 4,

Gen DHapA,,, (1134 bp)
(BamHI/HindllI)

Aquest estudi

pQEshmt Gen glyA (505 bp) Vidal et al.,
pQE/ta Gen (1001 bp) 2005
Departament
d’Enginyeria
pQEfucA Gen fucA (650 bp) Quimica de la
UAB
EfucAF131A G A F131A (650 b
et G::;ZEA Fl31A/(F206Ap()650 Garrabou et al,
pQEfucAF131A/F206A bp) 2010™
Departament
d’Enginyeria
pQErhaD Gen (820 bp) clonat en pQE40 Quimica de la
UAB
Gen fsa (660 bp) clonat en
QEfsa pQE40 (BseRI/Hindlll). La cua Garrabou et al.,
P 6xHistidines N-terminal fou 2009'*
eliminada.
0QEfsal107Y/A129G | Gen fsal107Y/A129G (660 bp) | “2Skrenvi etal,

2014

Continua en la pagina seglent
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Caracteristiques geneétiques

Plasmidis rellevants Ref./Origen
QEfsal107Y/A129G/Al1 | Gen fsal107Y/A129G/A165G
65G (660 bp) Szekrényi, et al.,
pQEfsa A129G Gen fsaA129G (660 bp) 2014
pQEfsa A129G/S166G | Gen fsaA129G/S166G (660 bp)
pQEfsa A1295 Gen fsaA1295 (660 bp) Gm';g;%zl?f al.
pQEfsa A129S/A165G Gen fsaA1295/A165G (660 bp) Gutlzec:;e:zlzlg al.,
pQEfsa Gen fsaA1295/A165G/S166G gj;::fezﬂﬁgj'zz:
A129S/A165G/S166G | (660 bp) o122
pQEfsaA129T Gen fsaA129T (660 bp)
pQEfsaA129T/A165G | Gen fsaA129T/A165G (660 bp) Tesi de Anna
pQEfsa Gen fsaA129T/A165G/S166G Szekrényi,
A129T/A165G/S166G | (660 bp) 2014
pQEfsa A129V Gen fsaA129V (660 bp)
pQEfsaA165G/S166G | Gen fsaA165G/S166G (660 bp)
Tesi de Mariana
pQEfsa S166G Gen fsaS166G (660 bp) Gutierrez Tejeda,

2011°"
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Taula 5.3: Construccions plasmidiques de FSA realitzades durant aquest treball.
Es detallen en la taula els motlles i oligonucleotids emprats en la mutagenesi.

Plasmidis Motlle !)er I:':\ Oli‘g(?nu[;]
mutageénesi cleotids
pQEfsa K85M pQEfsa 3/4
pQEfsa
pQEfsal107Y/A129G/A165G/S166G L107Y/A129G/ 29/30
A165G
pQEfsal107Y/A129G/R134A/A165G/S166G 19/5
pQEfsal107Y/A129G/R134E/A165G/S166G 20/6
pQEfsal107Y/A129G/R134H/A165G/S166G 22/7
pQEfsal107Y/A129G/R134P/A165G/S166G pQEfsa 23/8
pQEfsal107Y/A129G/R134S/A165G/S166G L107Y/A129G/ 24/9
pQEfsal107Y/A129G/R134V/A165G/S166G A165G/S166G 25/10
pQEfsal107Y/A129G/A164G/A165G/S166G 27/28
pQEfsal107Y/A129G/A165G/S166G/F167A 31/32
pQEfsal107Y/A129G/A165G/S166G/F167V 33/34
pQEfsa A129S/R134A/A165G/S166G 19/11
pQEfsa A129S/R134E/A165G/S166G 20/12
pQEfsa A1295/R134G/A165G/S166G" 13/21
pQEfsa A129S/R134H/A165G/S166G AL 28?;{;25 6/ 26/16
pQEfsa A129S/R134P/A165G/S166G S166G 26/16
pQEfsa A129S/R134S/A165G/S166G 24/14
pQEfsa A129S5/R134V/A165G/S166G 25/15
pQEfsa A129S/A165G/S166G/F167A 31/32
pQEfsa A129V/A165G/S166G pQEfsa 17/18
pQEfsaA165G/S166G/F167A A165G/S166G 31/32

BIEn la Taula 5.4 es detallen les sequeéncies (5" 3°) dels oligonucleotids Up i Down emprats. (b} No
s’observa expressio de proteina.

5.3.3 OLIGONUCLEOTIDS

En la Taula 5.4 es detallen els oligonucleotids requerits en aquest estudi. Tots els
oligonucleotids foren proporcionats per la casa comercial Eurofins MWG-Operon
amb un grau de puresa >70 %, a través del sistema de purificacié HPSF
(High Purity Salt Free).

Els oligonucleotids DHThrA,,, up i DHThrA,, down es van emprar per a la
construccid del plasmidi pQE60-DHThrA,,,. El lloc de tall dels enzims de restriccio
BamHI i Hindlll es troben subratllats.

La resta d'oligonucleotids, tots ells de FSA, foren dissenyats especificament per
aquest estudi, a fi d'obtenir noves variants de FSA per mutagénesi de lloc dirigit
o per saturacio. Els codons mutagénics estan ressaltats en negreta i cursiva; els

189



5. Seccié Experimental

oligonucleotids foren dissenyats per mitja del solapament parcial entre les dues
seqlencies de parells de bases complementaries217 i seguint les recomanacions
del protocol de QuickChange® Site-Directed Mutagenesis (Veure Apartat
5.5.8.1).

Taula 5.4: Oligonucleotids emprats i/o dissenyats en aquest estudi per al
subclonatge de I'enzim D-treonina aldolasa d' Achromobacter xylosoxidans
(D-TAg4y) i per a la mutagenesi de lloc dirigit i de lloc per saturacié de I'enzim
p-fructosa-6-fosfat aldolasa (FSA) de E.coli.

Entrada Seqiiéncia (5" 3') Seqiiéncia (5" 3')
1 DHTAIA gy Up iﬁgzi%ATGTCCCAGG
2 DHThIA , down iz/éfgﬁﬁfgg‘r GCGGCAGAAA
3 FSA K85M up ggGGTGATGGTTCCGGTGACCG
4 ESA K85M down SEAA_I/_AACAC_I{\;(?ACCACGATATCCG
ATCAATAGCATTAACGTAA
5 FSA A129GR134A down giccf\ACATgTCT T CGTAAG
ATCAATCTCATTAACGTAA
6 FSA A129GR134E down gECC/CxACAﬁAﬁTCCG CGTAAG
7 FSA A129GR134H down gf_ﬁ;ﬁﬁ’é;::fTACTCTAACGTAAG
8 FSA A129GR134P down giﬁ;ﬁﬁélﬂffTACTCTAACGTAAG
9 FSA A129GR134S down gﬁ?lf\ﬁ’éx:ﬁ;AACGTAAG
ATCAATCACATTAACGTAA
10 FSA A129GR134V down gECCEACAgAC:rcc CGTAAG
11 FSA A129SR134A down gﬁg;‘i\’i\gﬁiﬁgAACGTAAG
12 FSA A129SR134E down gg’;;ii’g%ﬂﬁgCAACGTAAG
13 FSA A1295R134G down gi’;ﬁi’gﬁiﬁ?CAACGTAAG
14 FSA A1295R134S down gEg;CA’XzTAATiTT/;TCTCAACGTAAG
15 FSA A129SR134V down ggé;ii’g%ﬁgTAACGTAAG
BB
16 FSA A129SR134X down gﬁé;i\/i\g‘iAT/;gAACGTAAG

Continua en la pagina segilient
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Entrada Seqiiéncia (5" 3') Seqiiéncia (5> 3')
17 FSA A129V up Iﬁl?&ﬁggCCTTACGTTAATCG
18 ESA A129V down é;?g_?égGCACAACATATTCCG
19 FSA R134A up (CSCCSE'IC'I'GA(?I'_I';CCTGA;GATGCTCAG
20 FSA R134E up g‘égA(?TT/fGACGGA\GﬂGATGCTCAG
21 FSA R134G up EZTCLA(?TT:;GGCZAGTEGATGCTCAG
TTAATCATATTGATGCTCA
z FOA R34 up g(éCGGTACGCGGcG aeTeAs
23 FSA R134P up g(é'lc;A_I{:\ATGCCCééZTGATGCTCAGG
24 FSA R134S up gglCTGAGA'IT:GGC@;—ZGATGCTCAG
25 FSA R134V up ZZ&AGATTAGG Tfﬁ;GATG CTCAG
TTAATVVBATTGATGCTCA
% FARISAX P g((sECGGTAGCGGCG aeTeAs
TGGGAGGAGGTTTCAAAA
27 FSA A164GA165GS166G up ggcgngTiG GGTTTC
28 FSA A164GA165GS166G down Séﬁé“fgégCTCCCAGCACTTTCG
29 FSA A165G/S166G up g:::fggCTGGCAGGGGGTFT
30 FSA A165G/S166G down iSTTTTTTCTGAAACCCCCT GCCAGC
31 FSA A165GS166GF167A up gﬁgggggTGCCAAAACCCCGC
TTTTGGCACCT A
32 FSA A165GS166GF167A down 2STTTngCC CCTCCTGCCAGC
33 FSA A165GS166GF167V up g;gfgggTGTCAAAACCCCGC
34 FSA A165GS166GF167V down iSTTTTTTCTg?gACCTCCT GCCAGC
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5.4 MEDIS | SOLUCIONS

Tots els medis de cultiu i solucions emprades en aquest treball es van preparar
amb aigua destil-lada ultra pura i esterilitzar per calor humit en autoclau a
121 °C durant 20 minuts, a excepcié de solucions termolabils (per exemple amb
antibiotics) i solucions concentrades de microelements, que es van esterilitzar
per filtracié (= 0,22 um).

Medi LB (Luria-Bertani)

Medi ampliament utilitzat per al cultiu rutinari de E. coli.

Composicié: Triptona 10 g-L ™, extracte de llevat 5 g-L " i NaCl 10 g-L ™"

Per emprar aquest medi com a medi solid en plaques de cultiu, s'addiciona 1.5 %
d'agar després d'esterelitzar la solucié amb autoclau.

Es complementa el medi LB, tant per medi liquid com per plagques, amb
I'antibidtic Ampicil-lina (LB-Amp, 100 upg:mL™) o bé amb Ampicillina i
Kanamicina (LB-Amp-Kan 100 i 25 pg-mL ™" respectivament), a fi de mantenir la
seleccio del plasmidi contingut i desitjat.

Medi SOB

Medi ric en sals que s'utilitza per a I'obtencié de cel-lules competents i medi
SOC. Composicid: Triptona 2.0 %, extracte de llevat 0.5 %, NaCl 10 mM,
KCI 2.5 mM, MgCl, 10 mM i MgSO, 10 mM.

Medi SOC

Aquest medi conté la mateixa composiciéo que el medi SOB, perdo a més conté
glucosa com a font de carboni. S'empra per al creixement de les bacteries just
transformades durant la incubacié a 37 °Ci previ al sembrat en placa.
Composicié: Medi SOB + glucosa 20 mM.

Solucié TFB

Es requereix per a la preparacié de cél-lules competents.

Composicié: KCH;COO 30 mM, CaCl,10 mM, MnCl, 50 mM, RbCl 100 mM
i glicerol 15 %. El pH s'ajusta a 5.8 amb acid acetic 1 M.
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5.5 TECNIQUES DE BIOLOGIA MOLECULAR

A continuacié s'exposen breument els metodes i tecniques basiques de
tecnologia de I’ADN recombinant emprades en aquest treball. Els protocols es
troben descrits en Molecular cloning: a laboratory manual (Sambrook et al.
1989)218 i en les instruccions de les cases comercials dels kits especifics.

5.5.1 EXTRACCIO | AILLAMENT D'ADN PLASMIDIC

Les extraccions d'ADN plasmidic procedents directament de cultius de E. coli, es
varen dur a terme mitjangant el kit comercial "High Pure Plasmid Isolation Kit"
(Roche) per a quantitats finals d'ADN plasmidic purificat de fins a 15 ug o el kit
"Genopure Plasmid Midi Kit" (Roche) per a quantitats de fins a 100 pug. Ambdds
kits basen la seva extraccidé per mitja de la lisis alcalina parcial de les cel-lules,
permeten aixi que I'ADN plasmidic travessi la membrana bacteriana i disposar-se
en el sobrenedant. L'ADN cromosomic de E. coli, en canvi, es queda atrapat en la
paret cel-lular i I'ARN es degradat per les ribonucleases presents en la solucié de
lisis, eliminant-los per centrifugacio. El sobrenedant es disposa en una columna
de silica on l'acid nucleic es reté especificament, separant-lo aixi de sals,
proteines i altres impureses cel-lulars per mitja de rentats. Finalment s'elueix
I'ADN pur i s'emmagatzema a —20 °C.

Es segueix el protocol descrit per la casa comercial.

5.5.2 ELECTROFORESI D'ADN EN GEL D'AGAROSA

L'electroforesi d'ADN en gel d'agarosa es va emprar per a la separacio,
visualitzacio i/o purificacio de plasmidis, fragments de restriccié o productes de
PCR. La técnica es duu a terme en horitzontal amb gel d'agarosa (grau analitic,
Roche) submergit, seguint el sistema de Wide Mini.Sub Cell GT System (Bio-Rad).
Per a la preparacié del gel, es dissol I'agarosa (1 %) en tampd TAE 1X (base Tris
40 mM, acid acétic 20 mM, EDTA 1 mM, pH 8.1) i s'agrega 5-10 uL de colorant
d'ADN SYBR-Safe (Invitrogen). Les mostres es mesclen amb solucié de carrega
(6X ADN Loading dye, Fermentas) a proporcio 1/5 del seu volum i es dipositen en
els pouets del gel. Es disposa un marcador de pes molecular (GeneRuler ADN
ladder mix, Fermentas) a fi de facilitar la identificacid i llargada aproximada dels
fragments d'estudi. A continuacid, s'aplica un voltatge constant de 5-10 V-em ™
fins que l'indicador del front ha recorregut 3/4 del gel. Un cop finalitzada
I'electroforesi, I'ADN es visualitza per exposicio a llum ultraviolada (302 nm) en
un transiluminador (TFX-20.M, Ecogen).
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5.5.3 EXTRACCIO | PURIFICACIO D'ADN EN GEL D'AGAROSA

Per a I'extraccié d'ADN plasmidic en gel d'agarosa es va emprar el kit comercial
QlAquickTM Gel Extraction de QUIAGEN. Es basa en la solubilitzacié del fragment
de gel d'agarosa que conté I'ADN d'interés en una solucié tampd i I'absorcié en
micro columna de forma selectiva i quantitativa. Un cop efectuat els rentats amb
els tampons corresponents, s'elueix I'ADN amb tampd d'eluci6 amb baixa
concentracio de sals o amb aigua ultrapura.

Es segueix el protocol descrit per la casa comercial.

5.5.4 QUANTIFICACIO D'ACIDS NUCLEICS EN SOLUCIO

Es determina la concentracié d'ADN obtingut en solucié mesurant I'absorbancia
de la mostra amb espectrofotometre NanoDrop ND 2000, Thermo. Es calcula la
relacié entre I'absorbancia i la concentraciéo amb el valor estandard A,5=1 per a
dissolucions que contenen 50 ug-mL_1 d'ADN de cadena doble. Amb les mesures,
es calcula també els coeficients d'absorbancia a 260 nm respecte a 280 nm i
230 nm per determinar el grau de puresa de les mostres. Es considera que valors
de Ajeo/Asg0 menors a 1.8 indiquen contaminacid proteinica i valors de A,go/Asso
majors a 2, contaminacio per ARN. El rang de valors de A,g0/A,30 acceptat és de
2.0-2.2.

5.5.5 TRANSFORMACIO DE PLASMIDIS E.COLI PER METODE QUIMIC

S'ha emprat el métode de clorur de rubidi, RbCl (modificacié del métode de
Hanahan, 1983)219
permet obtenir una eficiencia de transformacid elevada, de fins a

, per a transformar les cel-lules de E. coli. Aquest metode

5x10° transformacions per cada pg d'ADN utilizat.

5.5.5.1 PREPARACIO DE CEL-LULES COMPETENTS

Per a obtenir cél-lules competents, s'addiciona 12 mL de solucié 5 M de NaCl a
200 mL de medi SOB preparat recentment, s'inocula amb cultiu saturat
(DOgpo=1.5) de LB amb la soca desitjada que préviament s'ha incubat tota la nit i
es manté durant 3-4 hores a 30 °C i 200 rpm fins arribar a DQgy=0.5.
Posteriorment es deté el creixement cel-lular centrifugant en fred (4 °C) durant
10 minuts a 12000 g. Es descarta el sobrenedant i el sediment cel-lular es
resuspen en 20 mL d'una solucié freda de TFB i s'incuba en gel durant 15 minuts.
Seguidament, s'addicionen 700 pL de DMSO i es manté en gel durant 10 minuts.
A continuacié, es torna a addicionar 700 pL de DMSO sota agitacié suau i
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s'incuba 5 minuts més en gel. Finalment la suspensid es reparteix en aliquotes
de 1 mL en tubs que préviament s'han refredat en un bany d'etanol/gel sec i es
conserven a —80 °C fins a la seva utilitzacié.

5.5.5.2 TRANSFORMACIO PER XOC TERMIC

Per a la transformacié de 10-50 ng d'ADN, s'addicionen 100 pL de cel-lules
competents, es barreja suaument amb moviments circulars i s'incuba en gel
durant 5 minuts. A continuacid, es realitza el xoc térmic incubant durant
5 minuts a 37 °C o 30 segons a 42 °C i es torna a posar en gel durant 2 minuts.
Finalment, s'agrega 800 pL de medi SOC i es sembra la solucié en plaques de
medi LB en agar que contenen els antibiotics desitjats, i s'incuba tota la nit a
37 °C.

5.5.6 AMPLIFICACIO D'ADN MITJANCANT LA REACCIO EN CADENA DE LA
POLIMERASA (PCR)

Aquesta técnica permet amplificar entre 105 i 109 vegades un determinat
fragment d'acid nucleic utilitzant dos oligonucleotids (3°i 5°) que hibriden en els
extrems del fragment a amplificar i actuen com encebadors d'una ADN
polimerasa termostable.”*°

Aquesta metodologia s'ha emprat per a tres finalitats diferents i en cada cas
amb les condicions optimes per a cada una. En primer lloc, s'ha emprat aquesta
técnica per a |I'amplificacié del gen d'interés DHThrA,,, per tal de subclonar-lo en
un vector pQE60 (Apartat 5.5.7.1). Seguidament, s'ha emprat aquesta técnica
per a la verificacié del producte de lligacié entre l'insert del gen DHapA,,, en el
vector per a la construccié del nou plasmidi pQE60-DHThrA,,, (Apartat 5.5.7.4).
D'altra banda, s'ha utilitzat la PCR per a preparar noves construccions de
plasmidis de pQEfsa per mutagénesi dirigida i de lloc de saturacié (Apartat
5.5.8.2), les quals s'han detallat a la Taula 5.3 i els oligonucleotids requerits, en
la Taula 5.4. S'utilitzen dues ADN polimerases diferents segons si I'ADN a
amplificar prové d'un plasmidi o bé de colonia. Per I'experiment concret de la
verificacié dels productes de lligacid per a la construccié del plasmidi pQE60-
DHThrA,y, la PCR es va fer a partir de colonies transformades (PCR sobre
colonies) i es va emprar la Tag ADN polimersa (Promega). L'ADN motlle s'obté
posant en contracte una punta de pipeta esteril amb la colonia i submergint-la
en la mescla de reaccid de PCR. Per a la resta de PCR, la quantitat d'ADN motlle
fou de 0.01-1 ng dels corresponents plasmidis per a un volum final de 50 uL de
reaccio i s'empra la PfuTurbo ADN polimerasa (Biotools).
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En tots els casos, s'empra una mescla de dNTPs (Fermentas) que conté 25 mM
de cada base nucleotidica.
En cada un dels apartats corresponents, es detallen els procediments seguits.

5.5.7 SUBCLONATGE EN VECTORS D’EXPRESSIO: CONSTRUCCIO DEL NOU
PLASMIDI PQE60-DHTHRA,,,

Aquesta técnica s'empra per a moure un gen d'interes d'un vector d'origen a un
altre de desti. En el cas concret d'aquest treball, es va procedir a introduir el gen
DHThrA,, procedent del plasmidi pClE-DHThrAa,(y184
d'eliminar la cua de sis histidines en N-terminal del vector de procedéencia. El

en el vector pQE60 per tal
vector desti pQE60, conté per construccid la cua d'histidina en C-terminal, pero

es pot eliminar si se li efectua una doble digestiéo amb els enzims de restriccid
BamHI i Hindlll (Fermentas).

Amplificacié per
PCR

Digesti6 de
restriccié

Lligacio
@B
Figura 5.1. Esquema general dels passos a realitzar per al subclonatge en vectors d'expressio.

El procediment seguit consta dels seglients passos:

5.5.7.1 AMPLIFICACIO DEL GEN DHTHRA,,,

S'amplifica el fragment d'interes de 1173 pd seguint la mescla de reaccid
detallada en la Taula 5.5 i les condicions de reaccié de la Taula 5.6.
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Taula 5.5: Composici6 general de la mescla de reaccié utilitzada per a
I'amplificacié del gen DHThrA,,, per PCR.

Tampd ADN pol (10x) 1/10 del volum final
dNTP mix 25 mM 0.25 mM de cada base
oligo 5' 3" 100-200 pmol

oligo 3' 5" 100-200 pmol

ADN motlle 100 pg-1 pg
PfuTurbo ADN pol 1-5U

"Els oligonucleotids es detallen en la Taula 5.4.

Taula 5.6: Seqiiéncia i durada dels cicles de PCR emprats per a I'amplificacié del
gen DHThrA,, per PCR.

Desnaturalitzacio Amplificacio Extensi6
inicial Desnaturalitzacio | Hibridacié | Elongacio final
. , 55°C', 1 95°C,2 | 72°C, 10
95 °C, 3 min 95 °C, 1 min . 2 .
min min min
1 cicle 35 cicles 1 cicle

' Es determina la temperatura dptima segons la temperatura de fusio dels oligonucledtids emprats
calculada empiricament. ’El temps d'extensi6 pot variar segons la longitud del fragment a amplificar.
En general, s'utilitza 1 minut-kilobase™.

A continuacié, s'ailla i es purifica el gen amplificat per electroforesi en gel
d'agarosa seguint els procediments descrits en els Apartats 5.5.2 i 5.5.3.

5.5.7.2 DIGESTIO AMB ENZIMS DE RESTRICCIO DE L'INSERT | DEL VECTOR DESTi

Es realitza la doble digestié del producte de PCR - insert amplificat DHThrA,- i
del vector desti pQE60 per separat. Es dugué a terme amb els enzims de
restriccié BamHlI i HIndlll, els quals generen extrems cohesius. La composicid de
la doble digestid es detalla en la Taula 5.7, tot seguint les recomanacions de la
casa comercial Fermentas.
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Taula 5.7: Composicié emprada per a 50 pL de reaccié de doble digestié del
vector origen pQE-DHThrA,,, i desti pQE60 amb els enzims de restriccio BamH]I i
Hindlll.

Tampd BamHI (10x) 5uL
ADN 0.1-40 pg

BamH]I 10U

Hindlll 10U

Aigua ultra pura Resta del volum

Les mescles s'incubaren a 37 °C durant 16 hores. Posteriorment es visualitzaren
els fragments d'ADN digerits per electroforesi en gel d'agarosa seguint els
procediments descrits en els Apartats 5.5.2 i 5.5.3.

5.5.7.3 REACCIO DE LLIGACIO

S'utilitza I'ADN lligasa del bacteriofag T4 (New England Biolabs) per a unir
covalentment els dos fragments purificats d'ADN cohesius complementaris
corresponents a l'insert DHThrA,,, i al vector pQE60 previament digerits, en una
relacio molar de 1:3 respectivament. La composicio de la reaccid de lligacié es
detalla en la Taula 5.8, tot seguint les recomanacions de la casa comercial.

Taula 5.8: Composicié emprada per a 20 puL de mescla reaccid de lligacié entre
l'insert DHThrA,,, i el vector d'expressié pQE60, préviament digerits.

Tampd T4 ADN lligasa (10x) 2 uL
ADN del vector 80 ng

ADN de l'insert 85ng
Polietilenglicol 2 uL

T4 ADN lligasa 60 U

Aigua ultra pura Resta del volum

La reaccié de lligacio es dugué a terme en un termociclador programat amb un
cicle de 30 segons a 30 °C seguit de 30 segons a 10 °C que es repeteix 100
vegades. Aquestes condicions foren un compromis entre les baixes
temperatures d'hibridacid dels extrems cohesius i la temperatura optima de
funcionament de la T4 ADN Iligasa.221
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5.5.7.4 VERIFICACIO DEL VECTOR DE LLIGACIO: PCR DE COLONIES.

Es transformaren cel-lules competents E. coli Nova Blue amb 5 plL de la reaccié
de lligacié seguint el procediment descrit en I'Apartat 5.5.5.2 i es sembra en
placa d'agar-ampicilina. S'incuba a 37 °C durant tota la nit i seguidament es
picaren diverses colonies aleatoriament i es procedi a fer una PCR per amplificar
I'insert seguint la mescla de reaccié detallada en la Taula 5.9 i les mateixes
condicions de reaccid que en la Taula 5.8.

Taula 5.9: Composicié general de la mescla de reaccié utilitzada per a la PCR de
colonia de les cél-lules transformades amb producte de lligacié pQE-DHThrA,,,.

Tampd ADN pol (5x) 1/10 del volum final
dNTP mix 25 mM 0.25 mM de cada base
oligo 5' 3" 100-200 pmol

oligo 3' 5" 100-200 pmol

ADN motlle 1 colonia

Tag ADN pol 1-5U

! Els oligonucledtids es detallen en la Taula 5.4.

Seguidament, es seleccionen els clons positius gracies a la visualitzacié de I'insert
amplificat per electroforesi en gel d'agarosa, i es procedeix a I'extraccio
plasmidica seguint el métode descrit en I'Apartat 5.5.1. La integritat dels
plasmidis es verifica per seqilienciacié -Servei de Seqienciacié d'ADN del CRAG-
CSIC- i s'estima la seva concentracid espectroscopicament seguint la
metodologia descrita en I'Apartat 5.5.4.

5.5.8 MUTAGENESI DIRIGIDA | DE SATURACIO DE LLOC

Per a I'obtencié de mutacions puntuals en el gens de la fsa, sigui dirigida o per

7

. s 21 N . .
saturacié de lloc™’, s'empra el sistema de la casa comercial Stratagene,

QuickChange?® Site directed mutagenesis.

El procediment consisteix en la utilitzacié d'un vector que conté l'insert d'interes
a mutar i un parell d'oligonucleotids complementaris. Aquests encebadors
contenen la mutacié especifica a inserir (mutagenesi de lloc dirigit) o la
degeneracio desitjada en els codons corresponents (mutagenesi de saturacio de
lloc). La degeneracié en un codo concret permet obtenir de cop una col-leccié de
diversos plasmidis amb diferents mutacions en la mateixa posicio.
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Els oligonucleotids hibriden amb els brins oposats d'ADN del vector i son estesos
durant els cicles de temperatura per la Pfu ADN polimerasa. La incorporacié dels
oligonucleodtids genera un nou plasmidi que conté la mutacio d'interés i dos talls

en la seqiiencia, que sén reparats posteriorment en l'interior de la cel-lula.
Completada la reaccid, la mescla es digereix amb endonucleases Dnpl. Les Dnpl
digereixen especificament ADN metilat i hemi-metilat, per tant, permet eliminar
les cadenes parentals del plasmidi. Finalment, s'empra la solucié digerida per a

transformar les cel-lules competents E. coli (Figura 5.2).
Aquesta técnica permet una excel-lent eficiencia de mutacié gracies a I'elevada
taxa de fidelitat de replicacié de la Pfu ADN polimerasa i el baix nombre de cicles

de temperatura requerits durant el procés.

1. Cicle de temperatura

- Desnaturalitzacio del plasmidi i
hibridacié d'oligonucleotids amb Ia
mutacié desitjada.

- Extensio dels oligonucleotids amb la
Pfu ADN polimersa

2. Digestié amb Dpnl
- Digesti6 de I'ADN parental no
metilat i sense mutacions

3. Transformacié
- Incorporacié del plasmidi amb les
mutacions en cel-lules competents

Figura 5.2. Esquema del métode de mutagénesi dirigida de lloc emprant el kit comercial
QuickChange® Site directed mutagenesis (Stratagene).

A continuacid, s'exposa de forma més detallada cada un dels passos a dur a

terme per aquesta tecnica.
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5.5.8.1 DISSENY D'OLIGONUCLEOTIDS

Un dels factors que influeix més en I'éxit de la mutagenesi és el disseny dels
oligonucleotids. Per al disseny de cada un dels encebadors mutagenics es van
seguir les recomanacions de la casa comercial Stratagene (Primer Design
Guidelines) i I'estratégia descrita en la publicacié de Zheng et a/.(2004).217 Els
oligonucledtids dissenyats en aquest treball s'esmenten en la Taula 5.4.

Les consideracions principals que es seguiren pel disseny dels encebadors
s'enumeren a continuacio:

1) Les seqiencies dels dos encebadors (up i down) sén solapables entre
ells de forma parcial i almenys vuit parells de bases no solapables s'han
d'introduir en I'encebador 3'-terminal.

2) Ambdds encebadors han de contenir la mutacid desitjada.

3) La llargada dels encebadors ha de ser entre 20 i 45 parells de bases.

4) La temperatura de fusio dels encebadors (T,,) ha de ser superior o
igual a 78 °C.

5) El contingut minim de GC ha de ser del 40 %, i almenys una o més
d'aquestes bases han de disposar-se en els extrems dels encebadors.

Un cop dissenyats, les seqliéncies s'analitzaren amb el programa Gene Runner
(Heliogenetics, http://www.generunner.net) per a determinar el valors de T,

% CG i per detectar si es formen artefactes estructurals.

En el cas concret de mutagénesi de saturaciéo de lloc en un sol codd, els
encebadors a emprar es dissenyaren seguint els mateixos parametres exposats i
la degeneracié del codd es determina gracies al programa AA-Calculator. Aquest
programa proporciona la degeneracid adequada segons els aminoacid a
introduir en la posicié a modificar i conéixer el nombre de colonies necessaries a
estudiar per tenir fidelitat del 95 %.

5.5.8.2 REACCIO DE SINTESI DE CADENES MUTADES

Per a l'obtencido d'un vector amb la mutacié d'interés, es realitzaren varies
reaccions simultanies emprant diferents concentracions d'ADN motlle en un
rang entre 5-50 ng per cada 50 puL de reaccid, mantenint la concentracié
d'oligonucleotids constant i en excés. La composiciéo general de la mescla i
condicions de reaccié es detallen en les Taules 5.10 i 5.11, respectivament.
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Taula 5.10: Composicié emprada per a 50 pL de mescla reaccié de mutagenesi,
emprant el kit comercial QuickChange® Site directed mutagenesis (Stratagene).

Tampd Pfu ADN pol (10x) 5uL
dNTP mix 25mM 1pul

oligo 5'3' 100-200 pg

oligo 3'5' 100-200 pg

ADN motlle 5-50 ng

Pfu ADN pol 25U

Aigua ultrapura esteril Fins 50 pL

Taula 5.11: Sequencia i durada dels cicles de temperatura per a les reaccions de

mutagenesi.
Desnaturalitzacié Amplificacio Extensio
inicial Desnaturalitzacié | Hibridacié Elongacié final
. . 68 °C, 68 °C,
96 °C, 1 min 96°C, 30s 55 °C, 1 min L2 ]
12 min 30 min
1 cicle 16 cicles’ 1 cicle

L El nombre de cicles depén del tipus de la mutacié desitjada (mutacié puntual, maltiple, insercié o
delecid). ? El temps d'extensié pot variar segons la llargada del fragment a amplificar, sent necessari
com a minim 1 min/Kb del plasmidi.

Finalitzada la reaccio, s'incuben durant 1 hora a 37 °C.

5.5.8.3 TRANSFORMACIO DE CEL-LULES COMPETENTS

Es transformaren les cél-lules competents E. coli Nova Blue amb 1-2 pL de les
solucions d'ADN digerides d'acord amb la metodologia descrita en |'Apartat
5.5.5.2. Com a minim, s'obtingueren 10 colonies per placa.

Per a la mutageénesi de lloc dirigida, es seleccionaren de forma aleatoria
diverses colonies i s'utilitzaren per a fer extraccions plasmidiques (Veure Apartat
5.5.1). Els plasmidis purificats obtinguts s'analitzaren per seqienciacié en el
Servei de Seqlienciacié de CRAG-CSIC.

Per a la mutagenesi de saturacio de lloc, es seleccionaren el nombre de colonies
necessaries a estudiar indicades per la degeneracié escollida i s'utilitzaren per a
expressar la proteina amb la mutacié que contingui en cada cas. Tan els clons
positius com altres seleccionats aleatoriament, s'efectuaren extraccions
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plasmidiques (Veure Apartat 5.5.1). Aixi, permet conéixer quines mutacions han
resultat reeixides i comprovar que la degeneraci6 ha estat correctament
efectuada. Els plasmidis purificats obtinguts s'analitzaren per seqiienciacié en el
Servei de Seqlienciacié de CRAG-CSIC.

5.6 ANALISI BIOINFORMATICA DE SEQUENCIES D'ADN

L'analisi de les seqliencies d'ADN es realitza per mitja de diferents programes
informatics. Per a la visualitzacié i analisi dels cromatogrames obtinguts a partir
del Servei de Sequenciacio, s'utilitza el programa Chromas (Technelysium Pty
Ltd). Seguidament, s'identificaren les seqiiéncies d'ADN amb elevada homologia
a les obtingudes amb el programa BLAST (Basic Local Alignment Search Tool).”*

Es tradurien les seqiéencies d'ADN a la corresponent cadena d'aminoacid amb el
programa pDRAW32 (AcaClone) i es realitza la recerca de proteines homologues
en la base de dades del Servei de Protedmica ExPASy (http://www.expasy.org)
del Portal de I'Institut Suis de Bioinformatica SIB. L'alineament de seqiiéncies de
proteines es realitza amb el programa ClustalW, disponible en linea pel servei de

ExPASy.

5.7 TECNIQUES MICROBIOLOGIQUES PER A L'ESTUDI DE PROTEINES

Les proteines expressades pel present treball foren bD-treonina aldolasa
d' Acrhomobacter xylosoxidans (D-TA,,), D-3-hidroxiaspartat aldolasa de
Paracoccus  denitrificans  (D-HAA,g) ~L-serina hidroximetiltransferasa de
Streptococcus thermophilus (.-SHMTs,), la variant L-fuculosa-1-fosfat aldolasa
F131A de E.coli (FucA F131A), L-rhamnulosa-1-fosfat aldolasa de E.coli (RhuA) i
les variants de p-fructosa-6-fosfat aldolasa de E.coli (FSA) dissenyades (Veure
Taula 5.3). L'enzim L-treonina aldolasa de E. coli (L-TA..,) i altres variants de FucA
i de FSA foren generosament proporcionats per Xavier Garrabou, Mariana
Gutiérrez i Anna Szekrényi, tots ells del nostre grup de recerca.

5.7.1 SISTEMES DE CULTIU DE E.COLI: EXPRESSIO DE PROTEINES

Per a la produccié de les proteines es segui el mateix procediment per a totes
d'expressio en erlenmeyers. Els plasmidis corresponents (Taula 5.3) es
transformen per xoc térmic en cel-lules competents E. coli M15 [pREP-4]
(QIAGEN), es sembren en plaques amb medi LB-agar-Amp/Kan i s'incuben tota la
nit a 37 °C. Es piquen entre 3 i 5 colonies i es realitza una prova d'expressio a
petita escala (Volum de cultiu LB de 10 mL). Seguidament, s'inocula 100 mL LB-
Amp/Kan amb la colonia a partir de la qual s'ha obtingut una major expressié i
s'incuba a 37 °C, 250 rpm durant 12-18 hores fins arribar a una DOgye=3-4. 25 mL
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del cultiu es transfereixen a erlenmeyers de 2 L que contenen 1 L LB-Amp/Kan i
s'incuben durant 3-4 hores fins a DOgy™~0.7. En aquest punt, s'addiciona als
cultius IPTG (0.05 mM per FucA i RhuA; 0.2 mM per a treonina aldolases i 1 mM
per FSA) i es disminueix la temperatura d'incubacié a 30 °C per a minimitzar la
formacié de cossos d'inclusié. S'incuba durant 12 hores més i finalment es recull
el sediment cel-lular format centrifugant durant 20 minuts, a 4 °Ci 8500 rpm. Es
verifica la sobreexpressio proteica per SDS-PAGE (Veure Apartat 5.7.5.1) a partir
d'una aliquota del cru cel-lular i la resta es conserva a —20 °C fins a |'extraccié
proteica.

5.7.2 EXTRACCIO DE PROTEINES DE CEL-LULES DE E. COL/

Per a l'extraccié proteinica a partir dels crus cel-lulars s'utilitza un disruptor
cel-lular (Constant Systems), també anomenat "premsa francesa". La lisis
cel-lular s'efectua en fred (0-4 °C), a 1.6 kbars i emprant un tampd de
resuspensié (5 mL de tampd per cada 1 g cru cel-lular humit).

Per a les proteines amb cua d'histidina s'empra un tampo de fosfat de sodi
(NaH,P0O,4:H,0 (50 mM), NaCl (300 mM) i imidazol (20 mM) a pH 7.4) i per a les
gue no en contenen, un tampo de Gly-Gly (Glicilglicina (50 mM), DTT (1 mM) a
pH 8).

Seguidament, es centrifuga el cru lisat a 8500 rpm i 4 °C durant 30 minuts a fi de
separar les restes cel-lular de les proteines solubles. El sobrenedant es conserva
en gel fins a la seva purificacio.

5.7.3 PURIFICACIO | CONSERVACIO DE PROTEINES RECOMBINANTS

Les proteines recombinants expressades com a proteines de fusi6 amb cua
d'histidines es purificaren per cromatografia d'afinitat de metalls immobilitzats
(IMAC, Inmobilized-Metal Affinity Chromatography). Aquestes proteines foren:
D-TAgyy, D-HAA,4, L-SHMTsy,, RhuA i FucA F131A. El tractament post-columna
per L-SHMTgy, i D-HAA,4. fou de dialisi i liofilitzacié.. En canvi, el tractament post
columna pels enzims RhuA i FucA F131A fou de precipitaci6 amb sulfat en
preséncia de metalls divalents. El procés concret seguit per D-TA,,, es detalla en
I'Apartat 5.7.3.4.

L'enzim termostable FSA,; i variants derivades es purificaren per tractament
termici es liofilitzaren posteriorment.

A continuacié s'explica amb més detall les tecniques de purificacié emprades.
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5.7.3.1 PURIFICACIO DE PROTEINES PER COLUMNA D'AFINITAT DE METALLS
IMMOBILITZATS (IMAC)

Per a la purificacié per columna d'afinitat de metalls immobilitzats s'empra una
columna XK 50/20 (Amersham Pharmacia Biotech) temperada per mitja d'una
camisa amb solucié refrigerant. El volum de la columna fou de 50 mlL,
empaquetada amb la resina Quelating Sepharose Fast Flow (Amersham
Pharmacia Biotech), equilibrada amb NiCl, (0.1 M) i acoblada a un equip
cromatografic FPLC (Fast Protein Liquid Chromatography, Pharmacia). Els
seguiments de les purificacions es realitza mitjancant la lectura de |'absorbancia
a 280 nm amb detector UV (Pharmacia). Procediment: la columna s'equilibra
amb el mateix tampdé de fosfat de sodi emprat en la lisis a 5 mL-min~".
Seguidament, es carrega la solucid proteica a 2 mL-min~", per tal d'afavorir la
interaccié entre els residus d'histidina de la proteina recombinant i el Ni** de la
matriu. Un cop carregada tota la mostra, es renta la columna amb el mateix
tampd de carga fins que no s'observi I'elucié de més enzims inespecifics no
retinguts. Finalment, s'elueix amb un tampd de fosfat de sodi amb elevades
concentracions d'imidazol (NaH,PO,-H,0 (50 mM), NaCl (300 mM) i imidazol
(300 mM) ajustat a pH 7.4) a 5 mL-min”".

S'analitzaren les fraccions d'interés per SDS-PAGE (Veure Apartat 5.7.5.1).

5.7.3.2 PROCESSAMENT POST-PURIFICACIO PER COLUMNA D'AFINITAT

A continuacié es detallen els dos procediments que es seguiren per a I'eliminacio
del tampo d'elucié amb elevada concentracié d'imidazol:

a) Dialisi i liofilitzacié

Per a la dialisi s'empra una membrana de cel-lulosa (32 mm, Sigma Aldrich)
semipermeable que permet el pas de molécules petites de solut i reté les
proteines. El tampd emprat de dialisi per la L-SHMTg,, fou Na,HPO, (10 mM),
piridoxal 5'-fosfat (PLP) (10 pM) ajustat a pH 7. Per D-HAA,;. s'empra el mateix
tampod enriquit amb MnCl, (50 uM). Les mostres es dialitzaren durant 3 dies,
canviant el tampd de dialisi cada 24 hores a raé aproximada de 0.15 mL de
tampd de dialisi-mL™" de solucié aquosa proteica. Seguidament, es congelaren
les mostres a —80 °Ci es liofilitzaren.
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b) Precipitacio per sals

Es precipitaren els enzims augmentant la forga ionica del medi amb sulfat
d'amoni, fet que provoca I'eliminacio de les molécules d'aigua d'hidratacio de les
proteines. Procediment: s'addiciona en fred (0-4 °C) (NH,4),SO, fins al 40 % de
saturacio i es recull la proteina precipitada centrifugant a 12000 g durant 10
minuts. Seguidament es resuspén la proteina en una solucié de (NH,4),SO, (0.4 g
mL™") i es conserva a 4 °C. Préviament a la precipitacio, s'addiciona una sal de
metall divalent, Zn®* per a FucA (ZnSO,, 1 mM) i Zn** o Co* per RhuA
(ZnSO4 1 mM o CoCl,-6H,0 1 mM), i s'incuba durant 15 minuts.

5.7.3.3 PURIFICACIO DE PROTEINES PER TRACTAMENT TERMIC

L'enzim termostable FSA es purifica per tractament térmic per a separar-lo de la
resta de proteines solubles. Procediment: la fraccié soluble del lisat es tracta
durant 30 minuts a 70 °C i seguidament es centrifuga (12000 g, 4 °C durant
20 minuts). Les proteines desnaturalitzades resten en el precipitat i el
sobrenedant es dialitza front un tampd Gly-Gly (Glicilglicina (5 mM), DTT
(0.1 mM) a pH 8.5) seguint el mateix procediment descrit en |'Apartat 5.7.3.2 a.

5.7.3.4 PURIFICACIO, TRACTAMENT | CONSERVACIO DE b-TA,,,

Per a la purificacié6 de D-TA,, amb cua d'histidina es seguiren diferents
estrategies que s'enumeren a continuacié i es divideixen segons si I'enzim es
purificat per cromatografia de metalls immobilitzats o no.

a) Purificacio per IMAC i tractament post-columna

Es purifica la proteina seguint la metodologia descrita en I'Apartat 5.7.3.1
emprant un tampé d'elucié de fosfat de sodi (Na,HPO, (50 mM), imidazol (20
mM), NaCl (300 mM) ajustat a pH 8). Els procediments post-columna foren:

1. Precipitar amb (NH,),SO, al 80 % de saturacid a 4 °C. Conservar a 4 °C.

2. Precipitar amb (NH,),S0, al 40 % de saturacio a 4 °C. Conservar a 4 °C.

3. Dialitzacio durant 12 hores, canviant el tampd tres vegades. Aquest conté Tris-
HCI (50 mM), MnCl, (0.1 mM) i PLP (10 uM), ajustat a pH 7. Conservar a 4 °C.

4. Congelar a—20 °Ci conservar a —20 °C.

5. Conservar a4 °C.
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6. Procediment 3 i liofilitzar. Previament a la lisis cel-lular, s'enriqui el tampé
amb PLP (10 uM) i MnCl, (0.1 mM). Conservar a —20 °C.

b) Procediments sense IMAC

El cru cel-lular es dissolgué en el tampd de lisis fosfat (NaH,PO, (100 mM) ajustat
a pH 8.5), al qual se li addiciona en els casos corresponents PLP (10 uM), MnCl,
(0.1 mM) i DTT (1 mM). Posterior a la lisis es tracta pels segiients métodes:

7. Congelar a—20 °Ci conservar a —20 °C.

8. Congelar a —20 °Ci conservar a —80 °C.

9. Precipitar amb (NH,4),SO, al 40 % de saturacié en fred (0-4 °C).
Conservar a 4 °C.

10. Precipitacié amb (NH,),SO, al 20 % de saturacié en fred. Centrifugar
i resuspendre en la meitat de volum inicial en dissolucido (NH,4),SO, al 50 %
saturada. Conservar a 4 °C.

11. Procediment 9 i dialitzar. Tampé de dialisi (NaH,PO, (100 mM), PLP
(10 uM), MnCl, (0.1 mM). S’addiciona DTT (1 mM) al tampé en cas requerit.

12. Liofilitzar i conservar a —20 °C.

Per a D-TAnonis €5 Segui exclusivament el procediment 12.

5.7.4 QUANTIFICACIO DE PROTEINES

Per a la quantificaci6 de proteines s'utilitza en tots els casos el metode
Bradford.””® Es preparen les mostres a partir dels extractes proteinics purificats i
se'ls hi addiciona el colorant de Coomasie Blue G-25 (Bio-Rad). Les proteines
formen un complexe de color blau fosc que absorbeix a 595 nm i la intensitat del
qual és directament proporcional a la concentracié de proteina de la mostra. Per
a la interpolacié de les mesures d'absorbancia s'empra una recta de calibratge
preparada amb seroalbimina bovina (BSA).

5.7.5 ELECTROFORESI DE PROTEINES EN GEL DE POLIACRILAMIDA

L'electroforesi de proteines en gel de poliacrilamida es pot dur a terme en
condicions natives (ND-PAGE) o desnaturalizants (SDS-PAGE). Les diferéncies
entre ambdues técniques radica en els components dels gels, el tampd
d'electroforesi i en el tractament de les mostres.

Els protocols seguits es poden trobar en
http://www.assay-protocol.com/molecular-biology/electrophoresis
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5.7.5.1 EN CONDICIONS DESNATURALITZANTS (SDS-PAGE)

Es va emprar la tecnica d'electroforesi de proteines en preséncia de I'agent
desnaturalitzant dodecil sulfat de sodi (SDS-PAGE) per a la verificacié d'expressid
proteinica, identificacié i avaluacié de la puresa dels enzims en tots els casos.
S'utilitza una concentracié de 12 % d'acrilamida en el gel, que permet separar les
proteines amb pes molecular entre 10 i 200 KDa. Gracies al detergent SDS i el
tractament termic previ de les mostres, la mobilitat electroforetica depen
exclusivament de la seva mida.

5.7.5.2 EN CONDICIONS NATIVES (ND-PAGE)

Es va emprar la técnica d'electroforesi de proteines en condicions natives per a
verificar l'estructura tridimensional activa de I'enzim FSA K85M (257 KDa,
dodecameéric). S'utilitza una concentracié de 7 % d'acrilamida en el gel, que
permet separar les proteines amb pes molecular entre 50 i 500 KDa. En aquest
cas, les mostres es preparen en condicions no desnaturalitzants i la mobilitat
electroforética depén de la relacié carrega/pes molecular com també de la
forma i mida de I'estructura nativa de la proteina.

5.7.5.3 DETECCIO DE PROTEINES EN GEL DE POLIACRILAMIDA

Per a la deteccid de proteines en gel de poliacrilamida es va utilitzar el metode
de tincié de blau de Comassie. El reactiu blau brillant de Comassie (Bio-Rad)
s'uneix als residus aromatics i basics de les proteines, permetent la seva
visualitzacié amb un color blau intens. Aquest metode presenta una sensibilitat
de fins 50 ng de proteina.

5.7.6 ASSAJOS D'ACTIVITAT ENZIMATICA

Per a la determinacid de l'activitat enzimatica de les diferents aldolases,
s'empraren metodes espectrofotometrics cinétics acoblats. Per a tots els
assajos, s'utilitza un espectrofotometre Cary 100 o 500 UV-Visible (Varian) on
I'activitat enzimatica es monitoritzada durant 5-10 minuts.

5.7.6.1 DETERMINACIO DE L'ACTIVITAT DE TREONINA ALDOLASES

Per a la determinacio de I'activitat treonina aldolasa es va emprar el metode de

91, 224

Liu et al. lleugerament modificat. Es mesura la disminucié del NADH

consumit per I'enzim alcohol deshidrogenasa (ADH) a partir de l'acetaldehid
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generat per I'enzim amb activitat L-treonina aldolasa (L-TA) en preséncia de L-
treonina (L-Thr) o D-treonina aldolasa (D-TA) en presencia de D-treonina (D-Thr)

(Figura 5.3). S'efectuaren les mesures a 340 nm i a 30 °C.

gl @ SHMT o L-TA
MOH N o o

NH, %OH "

L-Thr / i, Acetaldehid
OH O D-TA ol u CNADH
g ICIna

" OH NAD*

NH, ~~OH

D-Thr

Figura 5.3. Esquema de les reaccions implicades en l|'assaig enzimatic per a detectar i quantificar
I'activitat de les aldolases glicina dependents.

La composicid de la mescla de reaccid es resumeix en la Taula 5.12. El volum
final de la reaccié fou de 1 mL i la reaccié s'inicia per I'addicié de I'enzim
treonina aldolasa, després d'homogeneitzar i temperar la mescla a 30 °C.

Taula 5.12: Composicio de la mescla de reaccié emprada per a I'assaig enzimatic
de quantificacio de I'activitat de pD-/L-treonina aldolasa.

Components Volum (puL) Concentracié d’assaig
Tamp6 200 mM* 500 100 mM
D- 0 L-Treonina (500 mM) 100 50 mM
MgSO, (100 mM)? 100 10 mM
PLP (2 mM) 25 0.05 mM
ADH (600 U-mL™") 50 30UmL™"
NADH (3 mM) 50 0.15 mM
H,0 125 -
Treonina Aldolasa® 50 1-100 pg

'per D-TA i L-TA: Tris/HCl (200 mM), pH 8 i per SHMT: Fosfat de potassi (200 mM), pH 6.5. ? per
assajos amb D-Treonina i D-HAA amb activitat D-treonina. 3 D-TA, D-HAA, L-TA i SHMT.

Les mostres es prepararen el mateix dia de |'assaig i es conservaren en gel. Es
disposa aproximadament 1 mg-mL_1 de proteina i es realitzaren dilucions
apropiades en cas necessari. Es defineix 1 unitat d'activitat enzimatica com la
quantitat necessaria d'enzim capag¢ de convertir 1 umol de b/L-treonina en
acetaldehid (equivalent a 1 umol de NADH oxidat) en un minut a 30 °C.
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5.7.6.2 DETERMINACIO DE L'ACTIVITAT D'ALDOLASES DHAP DEPENDENTS

Per a la determinacié de I'activitat de les aldolases DHAP dependents RhuA i
FucA es va emprar el metode de Durany et al. > ¢ lleugerament modificat. Es
mesura a 340 nm i a 25 °C la disminucié del NADH, consumit per I'enzim glicerol
3-fosfat deshidrogenasa (GDH) a partir de la dihidroxiacetona fosfat (DHAP)
generada per I'enzim RhuA en preséncia de L-rhamnulosa-1-fosfat (L-RhuA-1P) o

FucA en preséncia de L-fuculosa-1-fosfat (L-FucA-1P).

OH O
: RhuA o %
OH OH OP - HJ\/OP
L-RhuA-1P N Y
OH OH
OH O / L-lactaldehid DHAP
: FucA NADH,
H GDH
OH OH OP NAD*
L-FucA-1P OH
H\/OP
OH

Glicerol 3-fosfat

Figura 5.4. Esquema de les reaccions implicades en I|'assaig enzimatic per a detectar i quantificar
I'activitat de les aldolases DHAP dependents FucA i RhuA.

La composicio de la mescla de reaccid es resumeix en la Taula 5.13. El volum
final de la reaccié fou de 1 mL i la reacci6 s'inicia per I'addicié de RhuA o FucA,

després d'homogeneitzar i temperar la mescla a 25 °C.

Taula 5.13: Composicio de la mescla de reacciéo emprada per a I'assaig enzimatic
de quantificacié de |'activitat de L-rhamnulosa-1-fosfat aldolasa o L-fuculosa-1-P

aldolasa.
Components Volum (puL) Concentracioé d’assaig
Tampd TRIS 100 mM 500 50 mM
L-rhamnulosa-1-P/L-fuculosa-1-P (40 mM) 50 2 mM
GDH (40 U-mL™") 50 2.0U-mL™t
NADH (3 mM) 50 0.15 mM
H,O 300 -
RhuA/FucA’ 50 1-100 pg

' Tampd TRIS (100 mM) KCl (200 mM) pH 7.5. “RhuA,: i FucA,. No es realitza I'assaig d'activitat per
FucA F131A ja que aquesta variant no presenta activitat front el substrat natural.**
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Les mostres es prepararen el mateix dia de I'assaig i es conservaren en gel. Es
disposa aproximadament 1 mg-mL_1 de proteina i es realitzaren dilucions en els
casos requerits. Es defineix 1 unitat d'activitat enzimatica com la quantitat
necessaria d'enzim capa¢ de convertir 1 pumol de L-rhamnulosa-1-fosfat o
L-fuculosa-1-fosfat en DHAP i L-lactaldehid per minut a pH 7.5 i 25 °C.

5.7.6.3 DETERMINACIO DE L'ACTIVITAT D-FRUCTOSA-6-FOSFAT ALDOLASA
(FSA)

S'empra el meétode descrit per Schirmann i Sprenger (2001)***

per a la
determinacié de I'activitat de FSA. Consisteix en mesurar la formacié de
p-fructosa-6-fosfat (F6P) a partir de Db,L-gliceraldehid-3-fosfat (p,.-GAP) i
dihidroxiacetona (DHA) en reaccions acoblades emprant glucosa-6-fosfat
isomerasa (PGl) i D-glucosa-6-fosfat deshidrogenasa (G6PDH) (Figura 5.5). Es
segueix la reduccié del NADP' consumit a 340 nm durant 5 minuts i temperant

les reaccions acoblades a 30 °C.

o) ? o)
FSA
% +PO/\;) = pPo
OH OH OH OH OH OH
DHA DIL-GAP F6P
PGI
OH OH 0.__0O
GePDH PO
PO” Y ‘ = o oM
OH OH O
NADP* NADPH OH
G6P 6PG

Figura 5.5. Esquema de les reaccions implicades en I'assaig enzimatic per a detectar i quantificar
I'activitat de D-fructosa-6-fosfat aldolasa.

La composicid de la mescla de reaccié emprada es resumeix en la Taula 5.14. El
volum final de la reaccioé fou de 1 mL i la reaccid s'inicia per I'addicié de D,L.-GAP,
després d'homogeneitzar i temperar la mescla a 30 °C.
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Taula 5.14: Composicié de la mescla de reaccié emprada per a I'assaig enzimatic
de quantificacié de I'activitat de b-fructosa-6-fosfat aldolasa.

Components Volum (puL) Concentracio d’assaig

Tamp6 50 mM* 868 ~50 mM
DHA (5 M) 60 300 mM
PGI 1 3-6UmL™"
G6PDH 1 3-6 UmL™*
NADP" (50 mM) 10 0.5 mM
FSA’ 50 1-100 pg
D,L-GAP (280 M) 10 2.8mM

! Glicilglicina (50 mM), DTT (1 mM), pH 8.5 > FSA,¢ i variants de FSA.

Les mostres es prepararen el mateix dia de I'assaig i es conservaren en gel. Es
disposa aproximadament 1 mg-mL_1 de proteina i es realitzaren dilucions en els
casos requerits. Es defineix 1 unitat d'activitat enzimatica com la quantitat
necessaria d'enzim capag de convertir 1 umol de D,L-gliceraldehid en fructosa-6-
fosfat (equivalent a 1 pmol de NADP" oxidat) en un minut a 30 °C.

5.7.7 CONSTRUCCIO DE LA GENOTECA FSA A129S/R134X/A165G/S166G

En aquest estudi, es dugué a terme la construccid6 de la genoteca FSA
A129S5/R134X/A165G/S166G. S'empra la degeneracié VVB (V, A/C/G; B, C/G/T)
en la posicié R134 amb la qual s'obtenen 27 codons, que inclouen els aminoacids
arginina (4), alanina (3 codons), glicina (3), prolina (3), treonina (3), acid aspartic
(2), asparagina (2), histidina (2), serina (2), acid glutamic (1), glutamina (1) i lisina
(1). Aquesta degeneracié requereix assajar 79 colonies per a tenir un 95 % de
representativitat.

A continuacié s'exposa el procediment seguit.

e Procediment:

Es prepara la genoteca mitjangant els oligonucleotids amb la degeneracié VVB
en la posiciéo R134 (Veure Taula 5.4) i el vector pQEfsa A129S/A165G/S166G,
seguint el procediment descrit en [|'Apartat 5.5.8.2. Seguidament es
transformaren els productes de PCR en cél-lules competents E.coli Nova Blue
(Apartat 5.5.8.3) i s'inocula 80 colonies en una placa de 96 pous (placa esteéril
d' 1 mL/cada pou, Sigma-Aldrich). Per a cada pou, es disposaren 600 uL de medi
YT/Amp i s'addiciona una colonia procedent de la transformacié amb el plasmidi
degenerat. S'inclogueren dos controls positius i dos de negatius. En els controls
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positius, s'inocula el medi amb una coldnia coneguda que contenia el plasmidi
A129S/R134V/A165G/S166G. En els controls negatius, no s'addiciona cap
colonia. La placa es precinta amb un adhesiu permeable al gas i seguidament
s'incuba tota la nit a 37 °C i agitacid6 (1000 rpm). Es verifica la correcta
degeneracié per sequenciacidé (servei CRAG-CSIC) de plasmidis seleccionats
aleatoriament de la placa realitzant extraccions plasmidiques (Apartat 5.5.1).

1.-PCR
2.-Transformacio

3.-Inocular placa mare amb 80 colonies i 4 controls
® 000000,

4.- Inocular dues plaques filles

5.- Control de I'expressio proteinica

6.- Lisis enzimatica
Figura 5.6. Esquema del procediment seguit per a la construccié de la biblioteca genomica FSA
A129S/R134X/A165G/S166G per mutagénesi de saturacid de lloc.

A partir de la placa mare, se'n preparen dues més amb 500 pL de medi YT/Amp i
100 pL procedent de la placa inoculada. La placa mare es conserva en fred (4 °C)
i les dues plaques filles s'incubaren durant 2.5 hores a 37 °C i agitaci6 (1000
rpm). A continuacié s'indui la produccié de proteines amb IPTG (0.7 umol, 7 uL
de dissolucid mare de 100 mM) i s'incubaren tota la nit, a 37 °C i agitacio
(1000 rpm). Es verifica I'expressid de les proteines per electroforesi SDS-PAGE
(Apartat 5.7.5.1).

Per a l'obtencié de les proteines expressades, es centrifugaren les plaques
(1000 g durant 30 minuts), s'elimina el sobrenedant i es lisaren els precipitats
cel-lulars amb una solucié tampdé TEA (100 pL, 50 mM, pH 8) amb lisozim
(1 mg-mL_l) (procedent d'ou de pollastre, Sigma-Aldrich). Després de 2 hores
d'incubacié a 37 °C, s'eliminaren les restes cel-lulars per centrifugacié (1000 g
durant 30 minuts) i el sobrenedant que contenia les proteines, es disposa en una
nova placa de 96 pous.

Per a determinar els clons positius, s'empra una aliquota de cada una de les
proteines dels 84 pous com a catalitzadors en les reaccions aldoliques d'interes
(Veure Apartat 5.9.3.3a). Es realitza aixi un primer cribratge de les 80 colonies

213



5. Seccié Experimental

seleccionades. Un cop determinat quins eren els clons positius (11 en aquest
estudi), es realitzaren extraccions plasmidiques a partir del cultiu de la placa
mare (Apartat 5.5.1) i es seqlenciaren.

A continuacio es realitza un segon cribratge dels clons positius seleccionats.
Aquests s'expressaren a partir de la placa mare en un volum de medi YT/Amp de
12 mL, en tubs de plastic (50 mL, falcon) seguint el mateix procediment a
diferent escala. L'objectiu fou I'obtencié de més quantitat de cada una de les
variants més destacades i valorar de nou les seves capacitats sintetiques front
les reaccions aldoliques d'interés (Veure Apartat 5.9.3.3b). D'aquesta manera,
es poden eliminar falsos clons positius.

5.7.8 METODES COMPUTACIONALS: MODELATGE MOLECULAR

Totes les figures de les estructures proteiques de la FSA foren realitzades amb el
programa Pymol (Schrédinger) a partir de les coordenades obtingudes en el
Protein Data Bank. L'entrada per la FSA de E. coli és 1L6W.

5.8 TECNIQUES QUIMIQUES | ANALITIQUES

5.8.1 PREPARACIO DE N-CBZ-AMINOALDEHIDS

Per a la sintesi dels N-Cbz-aminoaldehids es parti dels aminoalcohols o dels
aminoacids corresponents comercials (Sigma-Aldrich), seguint estratégies
posades a punt en el nostre laboratori. En primer lloc es protegiren els grups
amino amb benziloxicarbonil (Cbz) i seguidament s'oxida I'aminoalcohol protegit

115

amb l'acid 2-iodoxibenzoic (IBX) ~ (Apartat 5.8.1.1), respectivament) o bé es

redui el grup acid dels N-Cbz-aminoacids a aldehid ** (Apartat 5.8.1.2). Els
rendiments globals foren de 75-95 %.
En el cas concret del N-Cbz-(S)-aspartic-semialdehid (1l) es prepara a partir de

I'ozonolisi de I'olefina corresponent (Apartat 5.8.1.3).227

5.8.1.1 SINTESI A PARTIR DE L'AMINOALCOHOL COMERCIAL
Els N-Cbz-aminoaldehids 1d, (R/S)-le, (R/S)-1f, (R/S)-1g, (R/S)-1h, (R/S)-1i,

(2S,3R)-1j i (R/S)-1q es prepararen a partir dels corresponents aminoalcohols
comercials (Figura 5.7).
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Figura 5.7. Esquema sintetic per a l'obtencié N-Cbz-aminoaldehids a partir dels aminoalcohols
comercials corresponents.

a) Proteccid del grup amino dels aminoalcohols amb Cbz

L'aminoalcohol (13-65 mmol) es dissolgué en una solucié d'aigua/dioxa (1:4,
25-150 mL) a la qual s'addiciona, gota a gota i sota agitacié, benciloxicarboniloxi-
succinimida (Cbz-OSu) (11-54 mmol) dissolt en aigua/dioxa (1:4, 25-50 mL) i es
deixa reaccionar tota la nit. Seguidament, s'evapora el dioxa i es redissolgué en
acetat d'etil (150 mL) i es renta amb acid citric al 5 % (3x50 mL) i amb una solucié
saturada de NaCl (3x50 mL). La fase organica es seca amb Na,SO,, es filtra i
s'evapora sota buit fins a sequedat.

b) Oxidacié de N-Cbz-aminoalcohols amb IBX

El N-Cbz-aminoalcohol (9-30 mmol) es dissolgué en acetat d'etil (30-50 mL) i se li
addiciona IBX (24-48 mmol) sota agitacid, i es porta a reflux entre 5-11 hores,
seguint la conversio de reaccid per capa fina o HPLC. Finalitzada la reaccio, la
suspensid blanca es filtra i la fase organica es renta amb NaHCO; al 5 %
(3x60 mL) i amb una solucié saturada de NaCl (3x60 mL). Es seca amb Na,SO,,
filtra i s'evapora sota buit fins a sequedat.

Es prepara una dissolucié mare dels N-Cbz-aminoaldehids en DMF (1 M).

Sintesi de |'acid 2-iodoxibenzoic IBX

La sintesi de I'acid o-iodoxibenzoic (IBX) es realitza per metodologies préviament
descrites.””® Es dissolgué I'acid 2-iodoxibenzoic (160 mmol) en d'aigua destil-lada
(1.5 L) i se li agrega Oxone® (2KHSOs-K,S0,-KHSO,) (450 mmol) sota agitacio i es
deixa reaccionar durant 3 hores a 70 °C. La solucié blanca resultant es refreda a
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temperatura ambient i seguidament es deixa a la nevera durant 12 hores. El
precipitat blanc obtingut es filtra i renta amb aigua (4 x 120 mL) i acetona
(4 x 120 mL). Finalment es seca sota buit el solid blanc, obtenint un rendiment
de 85-90 % rendiment i es guarda protegit de la llum a 4 °C.

5.8.1.2 SINTESI A PARTIR DE L'AMINOACID COMERCIAL

Els N-Cbz-aminoaldehids (2R,3R)-1k, (2S,3R)-1k, (R/S)-1m, (R/S)-1n, (S)-10 i
(R/S)-1p es prepararen a partir dels corresponents aminoacids comercials
(Figura 5.8), previament N-Cbz protegit (Apartat 5.8.1.1a).

O a)SOCl, MeOH O b)NaBH, CaCl, OHc)IBX O
—_— >

> |

R' ~OH R" “OMe R’ R'
1k-o
R1
Cbz

(2R,3R)-1k Cbz-HN N &

o (R)- 0 (S)-1p Q/
(2S,3R)-1k HO

R2 R3
Cbz

R)-0(S)-Im H H
(R)-0(S) N &

(R-o(S-In H  (4R)}-OH
(S)-10 (3S)-0H H RZ R?

Figura 5.8. Esquema sintétic per a l'obtencié N-Cbz-aminoaldehids a partir dels aminoacids
comercials corresponents.

a) Metilacid del grup carboxil:lic dels N-Cbz-aminoacids

El N-Cbz-aminoacid (4-20 mmol) es dissolgué en MeOH (3-20 mL) i es refreda la
solucié en un bany de gel sec (—78 °C). S'agrega SO,Cl, dissolt en MeOH
(8-40 mmol, 2-5 mL) en fred, gota a gota i amb agitacié. Un cop addicionada la
solucid, es retira el bany de gel i es deixa reaccionar durant entre 1-3 hores,
seguint la conversié de reaccié per capa fina o HPLC. Finalitzada la reaccio,
s'addiciona en fred (=78 °C) una solucid saturada de NaHCOj; fins a pH neutre i
una solucié saturada de NaCl (5-25 ml). S'evapora sota buit el metanol i
s'extragué el compost de la fase aquosa amb acetat d'etil (3x 10-50 mL).
Finalment, es seca amb Na,SO,, es filtra i s'evapora sota buit fins a sequedat.

b) Reduccié dels N-Cbz-aminoesters amb borhidrur de sodi

Es prepararen els N-Cbz-aminoalcohols per reduccié dels aminoesters seguint el
)22

procediment descrit per Luly et al. (Metode B ° lleugerament modificat. Es
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dissol el N-Cbz-aminoester (4-20 mmol) en una solucié de THF/Etanol (1:3,
25-150 mL) i s'hi addiciona NaBH, (16-80 mmol) i CaCl, (8-40 mmol) en fred
(0-4 °C) sota agitacio. Transcorreguts 10 minuts, es retira el bany de gel i es
controla la reaccié per capa fina o HPLC. Completada la reaccié (1-4 hores), es
neutralitza I'excés de NaBH, amb d'acid citric al 5 % i s'afegi una solucié saturada
de NaCl (5-25 mL). S'evapora sota buit el THF/Etanol i s'extragué el compost de
la fase aquosa amb acetat d'etil (3x 10-50 mL). Finalment, es seca amb Na,SO,,
filtra i s'evapora sota buit fins a sequedat.

c) Oxidacio de N-Cbz-aminoalcohols amb IBX

Es segui el mateix procediment descrit en I'Apartat 5.6.8.1b.

5.8.1.3 SINTESI DEL CBZ-N-(S)-ASPARTIC-SEMIALDEHID

Es prepara N-Cbz-(S)-aspartic-semialdehid ((S)-1I) per ozonolisi d'al-lilglicina en

presencia de sulfur de dimetil (Figura 5.9).”

(S)-1
Figura 5.9. Esquema sintétic per a I'obtencié N-Cbz-aspartic-semialdehid ((S)-11) a partir de I'olefina
comercial corresponent mitjancant I'etapa clau d'ozondlisis.”’

L'acid (S)-2-Cbz-amino-4-pentenoic (Boaopharma Inc.) (10 mmol) es dissolgué en
CH,Cl, (30 mL) i es refreda la solucié en un bany de gel sec (-78 °C). Es
bombolleja O; fins que la solucidé vira de color de transparent a blau intens
(~30 minuts) i s'hi addiciona en fred (=78 °C) (CHs),S (100 mmol). Es deixa
reaccionar durant tota la nit a temperatura ambient. Finalment, s'evapora sota
buit fins a sequedat i s'obtingué un solid blanc amb una conversié de reaccié del
77 %. Es prepara una dissolucié mare de N-Cbz-(S)-aspartic-semialdehid ((S)-11)
(160 mM) en tampd TEA (100 mM, pH 7.5).

5.8.2 SINTESI DE DIHIDROXIACETONA FOSFAT (DHAP)

Es prepara la dihidroxiacetona fosfat (DHAP) per hidrolisi acida del dimer etil
hemiacetal d'hidroxiacetona fosfat seguint el procediment descrit per
Effemberg.230 El dimer de partida fou proporcionat pel Departament de Quimica
Organica de la UAB. Es dissolgué el dimer etil hemiacetal d'hidroxiacetona fosfat

(12 mmol) en aigua destil-lada (160 mL) i s'afegi la resina Dowex 50Wx8 (Fluka)
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fins arribar a pH 1. Es filtra la dissolucié acida per separar la resina i es disposa el
filtrat en un bany de 65 °C durant 6 hores. La solucié de DHAP resultant es
quantifica i conserva a —20 °C.

Determinacié de la concentracié de la DHAP

La quantificacid de la DHAP es realitza per assaig espectrofotomeétric, mitjangant
un espectrofotometre Cary 100 o 500 UV-Visible (Varian), a 25 °Cia pH 7.5. La
DHAP es reduida pel NADH en preséncia de I'enzim glicerol 3-fosfat
deshidrogenasa (GPDH) a glicerolfosfat 3-fosfat (Figura 5.10). La disminucié de
I'absorbancia a 340 nm és directament proporcional a la quantitat de DHAP
present a la mostra. La mescla de reaccid s'exposa en la Taula 5.15.

(@) GPDH OH
Ho W _or =7~  Ho L _or
DHAP NADH NAD*  Glicerol 3-fosfat

Figura 5.10. Esquema de |'assaig per a la determinacié de la concentracié de DHAP.

Taula 5.15: Composicié de la mescla de reaccié per a la determinacid de la
concentracié de DHAP.

Components Volum (pL) Concentracio d’assaig
Tampd TRIS 100 mM , pH 7.5 977.5 ~100 mM
NADH (3 mM) 10 0.03mM
Mostra 10 -
GDH 2.5 3-6 U-mL™

5.8.3 ANALISI DE SUBSTRATS | PRODUCTES PER CROMATOGRAFIA LIQUIDA
D'ALTA RESOLUCIO (HPLC, HIGH-PERFORMANCE LIQUID CHROMATOGRAPHY)

El seguiment de les reaccions de sintesi dels aldehids de partida, aixi com el de
les addicions aldoliques realitzades en aquest estudi, s'efectuaren per
cromatografia liquida d'alta resolucié (HPLC). S'utilitza el sistema LaChrom Elite-
HPLC (VWR-Hitachi) amb una columna analitica de fase reversa XBridgeTM C18,
5 um, 4.6x250 mm (Waters). En tots els casos els dissolvents emprats foren:
solvent A (H,0 en presencia de 0.1 % (v/v) d'acid trifluoroacetic (TFA) i solvent B
(CH;CN/H,0 4:1 que conté 0.095 % (v/v) TFA), amb un flux de 1 mL-min~",
detector a 215 nm i temperatura de columna a 30 °C.

La concentracié dels productes es calcula a partir de I'area dels pics, emprant un
meétode estandard extern. Les conversions de reaccid es calcularen a partir de la
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concentracid inicial del reactiu limitant o a partir del producte de reaccié format.
Les condicions de gradient foren especifiques per cada cas i es detallen en els
apartats corresponents.

a) Preparacid de mostres per HPLC

Es prengueren mostres (25 o 50 pL) a partir del cru de les reaccions i es
dissolgueren en MeOH (475-950 puL). Es centrifugaren préviament a l'analisi per
HPLC si es requeri.

b) Preparacid de les mostres per derivatitzacid

Es derivatitza el grup amino dels adductes aldolics de glicina i 1a-b amb
benciloxicarboniloxi-succinimida (Cbz-OSu), atés que els substrats no contenen
un grup cromofor (Figura 5.11). Es prengueren mostres (25 pL) a partir del cru
de les reaccions, s'addiciona Cbz-OSu en excés dissolt en dioxa (50 uL, 130 mM) i
s'incubaren a 30 °C durant 1 hora. S'addiciona metanol (925 L) i es centrifuga
previament a l'analisi per HPLC.

Cbz-OSu
1:2 Dioxa/H,0O O_ HN
NH; 30°C, 1h NN e,

o
4 X
\o)\)L Cbz-OSu o

Figura 5.11. Esquema de la derivatitzacié dels adductes aldolics de les addicions de glicina als
aldehids 1a-b amb Cbz-OSu.

5.8.4 ANALISI DE COMPOSTOS PER RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR
(RMN)

L'analisi de compostos per RMN ha permeés I'elucidacié estructural de tots els
compostos sintetitzats en aquest treball, aixi com la quantificacié relativa en
mescles de productes.

S'empra l'equip Varian Mercury-400 i generalment tots els compostos es
caracteritzaren amb les técniques 1D de H (400 MHz) i >C (101 MHz) i 2D COSY i
HSQC. En mostres més complexes, es va fer Us de les tecniques NOE, NOESY i
TOCSY. Els parametres foren els de rutina per a molécules petites (pes molecular
inferior a 500 g-mol_l) i els dissolvents deuterats utilitzats foren aigua, metanol,
dimetilsulfoxid i cloroform.
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Els analisis per RMN de mostres més complexes es realitzaren amb la
col-laboracié del Dr. T. Parella del Servei d'Espectroscopia de la Universitat
Autonoma de Barcelona. L'espectrometre fou AVANCE 500 BRUKER equipat amb
una crio-sonda d'alta sensibilitat per a solucions deuterades de H,0 i MeOH.

5.8.5 SINTESI DE DERIVATS DE 2-OXAZOLIDINONES

Es realitza la sintesi de derivats de 2-oxazolidinones dels adductes aldolics 2a, 3a

i 3b per a la seva determinaciod estructural i determinar aixi I'estereoquimica de
. . . 87

les reaccions, seguint el procediment posat a punt en el nostre grup.

Els N-Cbz-B-hidroxi-a-aminoaldehids 2a, 3a i 3b (0.08 mmols) es dissolgueren en
una dissolucié KOH (800 pL, 500 mM) i s’incubaren a temperatura ambient
durant 30 minuts. Seguidament, es confirma per HPLC la formacié del pic
d’alcohol benzilic i la total desaparicié del pic de partida. S’addiciona aigua al cru
de reaccid (10 mL), s'acidula fins a pH 2 amb acid acetic diluit i s'extragué el
producte de la fase aquosa amb acetat d'etil (2x5 mL). Evaporant fins a sequedat
sota buit, s'obtingueren les oxazolidinones corresponents (solid blanquinds) que
es caracteritzaren per RMN en DMSO deuterat.

Els espectres 'H RMN i 1D NOESY selectius dels derivats 2-oxazolidinones dels
productes 2a, 3ai 3b es troben en el Material Suplementari $3.2 Figura S7.

5.8.6 DETERMINACIO DE ROTACIONS OPTIQUES ESPECIFIQUES (ot,™)

Els valors de les rotacions optiques especifiques dels iminocilcitols s'obtingueren
mitjangant un polarimetre (Perkin-Elmer) amb lampada de sodi (Na, A=589 nm).
Els productes (1.5-10.0 mg) es dissolgueren en aigua destil-lada o metanol
(volum total de 1 mL). Es mesuraren a temperatura ambient emprant una cel-la
de 0.1 dm i en modalitat de microapertura per llum polaritzada.

5.8.7 DETERMINACIO DE LA MASSA MOLECULAR

La determinacid de les masses moleculars dels iminocilcitols es realitzaren en el
Servei d'Espectrocopia de Masses del CID-CSIC, emprant un espectrometre de
masses ESI-TOF (LCT Waters). Les mostres (50 pg-mL™") es prepararen en de
MEOH/H,0 (8:2, 1 mL). El programa MassLynx 4.1 (Waters) utilitza per a
I'adquisicio i el processat de les dades i el portal www.chemcalc.org, per a
determinar amb exactitud les masses teoriques de cada compost.

220



5. Seccié Experimental

5.9 ADDICIONS ALDOLIQUES CATALITZADES PER ALDOLASES A ESCALA
ANALITICA

5.9.1 ADDICIONS ALDOLIQUES AMB ALDOLASES DEPENDENTS DE GLICINA

5.9.1.1 ADDICIONS ALDOLIQUES CATALITZADES PER D-TREONINA ALDOLASA
D'Achromobacter  xylosoxidans (p-TA,,) PER OBTENIR B-HIDROXI-a-
AMINOACIDS

S'empraren els aldehids 2,2-dimetoxiacetaldehid (1a) i 3,3-dimetoxiacetaldehid
(1b) i els N-Cbz-aminoaldehids (1c, 1d, (R/S)-1e i R-1f) en les addicions aldoliques
de glicina catalitzades per D-TA,,,. Totes les reaccions es duen a terme a escala
analitica (200-500 uL) amb D-TA,,, (20 U-ml™ de reaccid, purificat per métode
12, veure Apartat 5.7.3.4), en preséncia dels cofactors PLP (10 uM) i MnCl, (0.1
mM), a 25 °C, pH 8.5 i sota agitacio (1000 rpm).

Per 1a-b (115 mM), el reactiu limitant fou la glicina (70 mM) i el medi de reaccid
aquods. Per 1c, 1d, (R/S)-1e i R-1f (70 mM), s'empra la glicina en excés (90 mM).
S'empraren tres medis de reaccié: DMF/H,0 (1:4), AcOEt/H,0 (1:9) i en emulsio

d’alta concentracié aquosa H,0:CiH34:C14E4 (90:6:4).115

Es monitoritzaren les reaccions per HPLC, emprant un gradient de 10 % a 70 % B
en 30 minuts. Per 1a-b, les mostres de reaccio es derivatitzen préviament (Veure
Apartat 5.8.3 b) a I'analisi per HPLC i es seguiren també per capa fina, amb fase
mobil de N-propanol/nitrometa/acid acétic/aigua 3:2:2:1 i es revelaren amb
ninhidrina.

5.9.1.2 ESTUDI DELS PARAMETRES DE REACCIO DE L'ADDICIO DE GLICINA A
2,2-DIMETOXIACETALDEHID (1a) CATALITZADA PER D-TA,,,

S'estudiaren els parametres de temperatura d'incubacié, concentracio de glicina,
unitats d'enzim i el pH de la reacci6 d'addici6 de glicina a
2,2-dimetoxiacetaldehid (1a) catalitzada per D-TA,, a fi de maximitzar la
conversid a l'adducte aldolic I'acid D-(2R,3R)-2-amino-3-hidroxi-4,4-dimetoxi-
butanoic (2a).

Totes les reaccions es duen a terme a escala analitica (200 pL) en preséncia dels
cofactors PLP (10 pM) i MnCl, (0.1 mM), sota agitacié (1000 rpm).
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- Efecte de la T2 de reaccid: 4° i 25° C. Glicina (14 umol, 155 pL de solucié mare
90.3 mM), 1a (23 pmol, 28.7 plL de solucié mare 800 mM) a pH 8.5 i D-TA,,
(4 V).

- Efecte de la concentracié de glicina: 70 o 140 mM. Glicina (14 umol o 28 umol,
155 pL de solucié mare 90.3 mM o 180 mM), 1a (23 umol, 28.7 uL de solucié
mare 800 mM) a pH 8.5, 25° Ci D-TA,,, (4 U).

- Efecte de les unitats D-TA,,,: 4, 6, 8 0 10 U. Glicina (14 umol, 155 uL de solucid
mare 90.3 mM), 1a (23 umol, 28.7 uL de solucié mare 800 mM) a pH 8.5 25° C.
- Efecte del pH de la reaccid: 7.5, 8.5 o0 9.5. Glicina (14 pumol, 155 pL de solucio
mare 90.3 mM), 1a (23 umol, 28.7 pL de solucié mare 800 mM) a 25° C i D-TA,,,
(8 V).

El seguiment de les reaccions s'efectua aplicant el mateix procediment anterior
descrit en Apartat 5.9.1.1.

5.9.1.3 ADDICIONS ALDOLIQUES AMB 2,2-DIMETOXIACETALDEHID (1a)
CATALITZADES PER ALDOLASES DEPENDENTS DE GLICINA

L'aldehid 2,2-dimetoxiacetaldehid (1a, 50 pumols; 62.5 pL d'una solucié mare 800
mM) es dissolgué en medi aqués amb glicina (35 pmols; 387.5 L d'una solucioé
mare 90.3 mM) en presencia de PLP (12.9 uM) sota agitacié (1200 rpm) i volum
final de reaccid de 500 pL. S'ajusta el pH de les reaccions amb NaOH segons
requereixi I'enzim (pH 8.0 per L-SHMTs,; pH 6.8 per L-TA..,, pH 8.5 per D-TA,,, i
pH 9.0 per D-HAA,q). S'addiciona MnCl, (5 pL, 10 mM) a les reaccions amb
D-TAgyy i D-HAA,4 i cada un dels enzims: SHMTg;, (1.1 U, 2.50 mg), L-TA., (2.0 U,
1.44 mg), D-TA,,, (10 U, 2.23 mg) i D-HAA,4. (20 U, 0.36 mg). La temperatura de
reacci6 fou de 4 °C, a excepcid per D-TA,,, que fou a 25 °C.

Es segueixen les reaccions a diferents temps aplicant el mateix procediment
anterior descrit (Apartat 5.9.1.1).

5.9.2 ADDICIONS ALDOLIQUES CATALITZADES PER ALDOLASES DEPENDENTS DE
DHAP

Els N-Cbz-B-hidroxiaminoaldehids 2d, 3d, 2e i 3e (29.2 umol, 100 pL de solucié
mare de 291.9 mM) es dissolgueren en medi DMF/H,O (1:4) amb DHAP
(35.0 umol, 342.1 pL de solucié mare de 102.3 mM préviament ajustada a pH 6.9
amb NaOH) sota agitacié (1200 rpm) a 4 o 25 °C i un volum final de reaccio de
500 pL. S'empraren els enzims FucA,; (15 U, 1.5 mg), FucA F131A (0.15 U, 1.5

mg™>*, FucA F131A/ F206A (0.075 U, 1.5 mg)™**, RhuA,,. (zn**) (2.3 U, 0.35 mg),
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RhuA,, (Co™) (4.2 U, 0.35 mg) dissolts en 100 pL d'aigua ultrapura. Les reaccio
s'ajusten a pH 7.5 si s'empra FucA,; o variants i a pH 6.9 si s'empra RhuA,,;, amb
una dissolucié NaHCOj; saturada o NaOH (1 M). Les reaccions catalitzades amb
Rhua,; també s'empra DHA (35.0 umol, 342.1 uL de solucié mare de 102.3 mM)
en dissolucié borat sodic (200 mM) en comptes de DHAP com a donador. Les
reaccions es monitoritzaren per HPLC emprant un gradient de 10 % a 70 % B en
30 minuts.

5.9.2.1 ESTUDI DE L'EFECTE DEL COFACTOR EN EL CENTRE ACTIU DE LA RHUA,,;
EN LA ESTEREOSELECTIVITAT DELS ADDUCTES DE REACCIONS

Es realitza el mateix procediment anterior descrit (Apartat 5.9.2) amb el
N-Cbz-B-hidroxiaminoaldehids (2e i 3e) i DHAP catalitzades per RhuA,; (zn™) o
RhuA,,; (C02+)(0.25 mg, 0.5 mg i 1 mg) a 25 °C. S'analitzaren mostres per HPLC a
diferents temps de reaccié (0, 1, 3, 6 i 24 hores).

5.9.3 ADDICIONS ALDOLIQUES CATALITZADES PER FSA,,; | VARIANTS

S'ha realitzat I'estudi d'addicions aldoliques a escala analitica emprant FSA ;i les
variants dissenyades en aquest treball o en el nostre grup de

141, 152, 153, 212
recerca.

5.9.3.1 ESTUDI PER A LA SINTESI DELS INTERMEDIS DE DERIVATS DE L'ACID
PIPECOLIC | IMINOCICLITOLS PIPERIDINICS

Els N-Cbz-B-hidroxiaminoaldehids 2d, 3d, 2e i 3e (11.7 umol o 29.2 pumol,
concentracié final de 50 mM) es dissolgueren en medi DMF/H,0 (1:4) ajustat a
pH 7.5-8 amb tampd TEA (15.0 umol, 30 pL de solucié mare de 500 mM,
ajustada a pH 7.5) i emprant com a donadors DHA/HA (33.0 umol, 66 uL de
solucié mare de 500 mM) o GO (0.045 mmol, addicionat 10 uL a les 0, 0.5, 1, 3,

148 .y
de solucié mare 500 mM) a escala

4, 5 hores de reaccid i 30 uL a les 6 hores
analitica (200 uL de volum total per reaccions amb DHA i HA, i 500 L per GO).
Les reaccions s'iniciaren amb I'addicié de I'enzim FSA,; o variants (1 mg-mL_l
volum de reaccié). Les variants assajades foren: FSA L107Y/A129G,
FSA L107Y/A129G/A165G, FSA A129G, FSA A129G/S166G, FSA A129S,
FSA A129S/A165G, FSA A129S/A165G/S166G, FSA S166G.

Les reaccions s'incubaren a temperatura ambient (20-25 °C) amb agitacié
(1200 rpm) durant 48 hores i es prengueren mostres a diferents temps de
reaccio (0, 6, 24 i 48 hores). Totes les reaccions es monitoritzaren per HPLC amb

les mateixes condicions que I'Apartat 5.9.2.
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5.9.3.2 ESTUDI DE LA CAPACITAT SINTETICA DE VARIANTS DE FSA AMB
DIFERENTS DONADORS | DIVERSOS N-CBZ-AMINOALDEHIDS a- O
B-SUBSTITUITS

a) Emprant com a donador dihidroxiacetona (DHA) o hidroxiacetona (HA)

Els N-Cbz-aminoaldehids 1f-q (24.0 umol, 24 uL de solucié mare de 1M en DMF)
es dissolen en medi DMF/H,0 (1:4) amb DHA/HA (33.0 umol, 66 uL de solucié
mare de 500 mM) i tampd TEA (15.0 umol, 30 pL de solucié mare de 500 mM,
ajustada a pH 7.5) a escala analitica (300 upL). En el cas concret del
Cbz-N-(S)-aspartic-semialdehid ((S)-11; 24.0 pumol, 150 pL de solucié mare de
160 mM en TEA 100 mM, pH 7.5) les reaccions es dugueren a terme en medi

aquos.

S'empraren les variants de FSA (0.9 mg):

FSA A129S/A165G/S166G FSA A129S/R134E/A165G/S166G
FSA A129S/A164A/A165G/S166G FSA A129S/R134H/A165G/S166G
FSA A129S/A165G/S166G/F167A FSA A129S/R134P/A165G/S166G
FSA A129S5/A165G/S166G/F167V FSA A129S/R134S/A165G/S166G
FSA A165G/S166G/F167A FSA A129S/R134V/A165G/S166G

FSA A129S/R134A/A165G/S166G

Les reaccions s'incubaren a temperatura ambient (20-25 °C) amb agitacid
(1200 rpm) durant 48 hores i es prengueren mostres a diferents temps de
reaccio (0, 24, 48 i 72 hores). Totes les reaccions es monitoritzaren per HPLC
amb gradient d'elucié de 10 a 70 % de B en 30 minuts pels aldehids (1f, 1g,
1k, 11) i el gradient 30 a 100 % de B en 30 minuts pels aldehids (1h, 1i, 1j, 1m, 1n,
1o, 1p, 1q).

b) Emprant com a donador glicolaldehid (GO)

Es realitza el mateix procediment anterior descrit (Apartat 5.9.3.2a) amb GO
(30.0 umol, 60 pL de solucié mare de 500 mM) el qual s'addiciona a diferents
temps de reaccié (3 umola 0, 0.5, 1, 1.5, 2i 3 hores de reaccidoi 6 umolales4i6

hores'*®).

224



5. Seccié Experimental

S'empraren les variants de FSA (0.9 mg):

FSA L107Y/A129G/A165G

FSA L107Y/A129G/A165G/S166G

FSA L107Y/A129G/A164A/A165G/S166G
FSA L107Y/A129G/R134E/A165G/S166G
FSA L107Y/A129G/R134H/A165G/S166G
FSA L107Y/A129G/R134P/A165G/S166G

FSA L107Y/A129G/R134V/A165G/S166G
FSA L107Y/A129G/A165G/S166G/F167A
FSA L107Y/A129G/A165G/S166G/F167V
FSA A129G/A165G/S166G
FSA A129T/A165G/S166G
FSA A129V/A165G/S166G

FSA L107Y/A129G/R134S/A165G/S166G

En el cas concret del (S)-11 també s'assajaren les variants FSA A129G, FSA
A129G/A165G i FSA L107Y/A129G.

5.9.3.3 CRIBRATGE DE LA GENOTECA FSA A129S/R134X/A165G/S166G

a) Primer cribratge

Els N-Cbz-aminoaldehids (R)-1h i (S)-1p (18.0 umol, 46 puL de solucié mare de
391.3 mM en DMF) es dissolgueren en un volum final de 230 uL (DMF/H,0 (1:4))
qgue contenia HA per (R)-1h o DHA per (S)-1p (DHA/HA; 26.0 umol, 51 plL de
solucié mare de 111.0 mM), tampd TEA (23 pL de solucié mare de 500 mM, pH
7.5), H,0 (35 pL) i FSA A129S/R134X/A165G/S166G (100 pL en TEA, provienents
de les plaques filles (Apartat 5.7.7). Les reaccions (84 per a cada aldehid) es
dugueren a terme en placa de 96 pous (d' 1 ml/cada pou, Sigma-Aldrich) i
s'incubaren sota agitacié (1200 rpm) a 25 °C. Es prengueren mostres de reaccio a
les 24 hores i s'analitzaren per HPLC, emprant un isocratic de 65 % B durant 9
minuts per (R)-1h i un gradient de 40 % a 100% B en 18 minuts per (S)-1p. Es
seguiren les reaccions també per capa fina, emprant com a fase mobil
AcOEt/Hexa ((R)-1h, 2:1; (S)-1p , 4:1) i revelador (dissolucio de 75 g de
(NH,)6 M0;0,4-4H,0 i 2.5 g de Ce(SO,4), en 500 mL de H,SO, 10 %.).

b) Segon cribratge

Es realitza el mateix procediment anterior descrit (Apartat 5.9.3.3a) amb
(R/S)-1h amb HA i (R/S)-1p amb DHA. Les variants de FSA provingueren de
I'expressié de les variants més eficaces del primer cribratge (11 enzims) i un
control corresponent a FSA A129S/R134V/A165G/S166G (12 reaccions per a
cada aldehid, un total de 48 reaccions).
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5.10 SINTESI DE DERIVATS POLIHIDROXILATS DE L'ACID PIPECOLIC |
IMINOCICLITOLS PIPERIDINICS

5.10.1 SINTESI DELS INTERMEDIS OBTINGUTS AMB TREONINA ALDOLASES

5.10.1.1 SINTESI DE L’ACID (2R,3R)-2-(BENZILOXICARBONILAMINO)-3-HIDROXI-
4,4-DIMETOXI-BUTANOIC (3a) AMB b-TA,,,

En erlenmeyer de tap de rosca (500 mL) es mescla 2,2-dimetoxiacetaldehid (1a,
24.0 mmol, 15 mL de solucié mare 120 mM) amb tampé de glicina (14.0 mmol,
185 mL de solucid mare de 70 mM) que conté PLP (0.03 mmols, 0.05 mM) i
MnCl, (0.02 mmol, 0.1 mM) ajustat a pH 8.5 amb NaOH (1 M). El volum final de
reaccié és de 200 mL i la reaccié s'inicia amb I'addicié de D-TA,,, (8 KU, 40 U-mL™
de volum de reaccid, 6.8 U-mg_1 de proteina total). Després de 20 hores, s'hi
afegi més quantitat D-TA,, (1 KU, 5 U-mL™" de volum de reaccio). La reaccio
s'incuba en un bany (agitacio lateral) temperat a 20 °C i es monitoritza per HPLC
i TLC (condicions en Apartat 5.9.1.1). Després de 66 hores, s’atura la reaccid
amb acetonitril (200 mL) i la mescla es filtra a través de Celite/Charcoal (50:50).
S'addiciona al filtrat Cbz-OSu (4.38 g, 16.8 mmol) i es segui la reaccido de
derivatitzacié per TLC (AcOEt/ Hexa / Acid acétic 3:2:1; es reveld amb Ce/Mo).
Després de 48 hores a 25 °C, s'extragué I'acetonitril del cru evaporant sota buit i
s’ajusta el pH a 10 amb NaHCOs. Es renta la fase aquosa amb acetal d'etil (4x50
mL), s'acidula a pH 4 amb HCI diluit i es satura amb NaCl. Seguidament,
s'extragué el producte de la fraccié aquosa amb rentats d'acetat d'etil (4x50 mL).
La fraccid organica s’asseca amb Na,SO, anhidre i s'evapora sota buit fins a
sequedat. Aquest procediment es repeti altre cop per obtenir suficient producte
pels seglients passos sintetics. L'oli incolor obtingut total (8.5 g) contingué 3a
(5.45 g, 30.4 mmol), producte minoritari 3b (0.329 g, 1.8 mmol) i N-Cbz-glicina
(1.92 g, 9.2 mmol) determinat per HPLC. La resta del material (0.8 g)
correspongué a dissolvent. S'empraren els crus obtinguts sense cap altre pas de
purificacio en els seglients passos.

5.10.1.2 SINTESI DE L’ACID (2R,3R)- (3a) | (2R,3S)- 2-(BENZILOXICARBONIL-
AMINO)-3-HIDROXI-4,4-DIMETOXI-BUTANOIC (3b) AMB D-HAA, .

En erlenmeyer de tap de rosca (250 mL) es mescla 2,2-dimetoxiacetaldehid (1a,
10.0 mmol, 2.5 mL de solucié al 40% wt/v) amb tampd de glicina (7.0 mmol,
25 mL de soluciéd mare de 280 mM que conté PLP (12.9 uM) i MnCl, (129 uM)
ajustat a pH 9 amb NaOH (1 M)). S'afegi aigua destil-lada (17.5 mL) fins a un
volum final de 50 mL i la reaccid s'inicia amb I'addici6é de D-HAA,4 (2.2 kU en 5
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mL). La reaccio s'incuba en un bany (agitacio lateral) temperat a 20 °C, durant
2 dies. Es monitoritza la reaccid, es derivatitza el producte i es purifica el cru de
reaccié de la mateixa que en I'apartat anterior (Apartat 5.10.1.1). S'obtingué un
oli incolor (1.70 g) que contenia 3a (502 mg, 1.60 mmol), 3b (639 mg,
2.03 mmol) i N-Cbz-glicina (508 mg, 2.42 mmol) determinat per HPLC.

5.10.1.3 SINTESI DE L’ACID (25,3R)-2-(BENZILOXICARBONILAMINO)-3-HIDROXI-
4,4-DIMETOXI-BUTANOIC (2a) AMB L-SHMTs,

En erlenmeyer de tap de rosca (250 mL) es mescla 2,2-dimetoxiacetaldehid (1a,
10.0 mmol, 2.5 mL de solucié al 40% wt/v) amb glicina (7.0 mmol, 25 mL de
soluci6 mare de 280 mM) ajustada a pH 8 amb NaOH (1 M). S'afegi aigua
destil-lada (17.5 mL) fins a un volum final de 50 mL i la reaccié s'inicia amb
I'addicié de SHMTs,, (110 U, 0.250 g dissolts en 5 mL). La reaccié s'incuba en un
bany (agitacio lateral) temperat a 4 °C, durant 4 dies. Es monitoritza la reaccid,
es derivatitza el producte i es purifica el cru de reaccié de la mateixa que en
I'apartat anterior (Apartat 5.10.1.1). S'obtingué un oli incolor (1.92 g) que
contenia 2a (1.58 g, 5.05 mmol) i N-Cbz-glicina (0.33 g, 1.60 mmol) determinat
per HPLC. El mateix procediment es va repetir i es va obtenir un oli incolor
(8.0 g) que contenia 2a (4.9 g), producte minoritari 2b (0.57 g) i N-Cbz-glicina
(2.3 g).

S'empraren els crus obtinguts sense cap altre pas de purificacio en els segiients
passos.

5.10.2 PURIFICACIO DELS ACIDS N-CBZ-3-HIDROXI-4,4-DIMETOXI-BUTANOIC
(2a, 3a-b) PER LA CARACTERITZACIO ESTRUCTURAL

Una fraccié dels productes aldolics 2a, 3a, 3b (150 mg) es purificaren per HPLC
semi-preparatiu equipat amb columna X-Terra Prep MS C-18, 10 um, 19 x 250
mm. Els dissolvents emprats foren (A): H,0 5 mM CH3COONH, i (B) ACN/H,0
4/1, 5 mM CH;COONH,. S'eluiren amb un gradient de 10 a 50 % de B en
30 minuts i flux de 10 mL min™". Els productes es detectaren a 215 nm i les
fraccions recollides s'analitzaren per HPLC analitic. S'ajuntaren les fraccions
pures de cada compost, s'ajustaren a pH 4.0 amb acid acetic i es liofilitzaren.
S'obtingué 2a (85.0 mg), (30.4 mg) i 3b (35.1 mg), i es prepararen les
oxazolidinones corresponents seguint el procediment descrit en I'Apartat 5.8.5.
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5.10.3 OBTENCIO DELS ACIDS (2R,3R)- (3d) | (2S,3R)-2-BENZILOXICARBONIL-
AMINO)-3-HIDROXI-4-OXOBUTANOIC (2d)

S'obtingueren els acids (2R,3R)- (3d) i (2S,3R)-N-Cbz-2-amino-3-hidroxi-4-
oxobutanoic (2d) a partir dels crus finals de reaccid descrits en els apartats
anteriors 5.10.1.1 i 5.10.1.3, respectivament. Una fraccié de cada cru (cru que
conté de 3d (1.8 mg); cru que conté 2d (4.2g)) es dissolgueren en ACN/H,0/HCI
(1 M) (2:1:1) i s'incubaren 1 hora en un bany temperat a 60 °C. La transformacié
quantitativa es comprova per HPLC (gradient de 10 a 70 % de B en 30 minuts).
Seguidament S'elimina l'acetonitril per evaporacié sota buit, es satura la fase
aquosa amb NaCl i es realitzaren extraccions amb acetat d'etil. S’asseca la fraccid
organica amb Na,SO, anhidre, es filtra i s'evapora fins a sequedat sota buit.

De la primera fraccié, s'obtingué un oli groguenc que conté 3d (821 mg,
3.1 mmol), I'aldehid corresponent al 3b (43 mg, 0.16 mmol) i N-Cbz-glicinol
(285 mg, 1.4 mmol).

De la segona fraccid, s'obtingué un oli groguenc que conté 2d (2.4 g, 9.0 mmol),
I'aldehid corresponent a 2b (0.05 g, 0.2 mmol) i N-Cbz-glicinol ( 1.2 g, 5.9 mmol).

S'empraren els crus obtinguts sense cap altre pas de purificacio en els segiients
passos.

5.10.4 OBTENCIO DELS ALDEHIDS (25,3R)- (3e) | (2R,3R)-N-CBZ-3-AMINO-2,4-
DIHIDROXIBUTANAL (2€)

S'obtenen els aldehids (2R,3R) (3e) i (2S,3R)-N-Cbz-2-amino-3-hidroxi-4,4-
dimetoxi-butanoic (2e) a partir dels crus finals de reaccié descrits en els apartats
anteriors 5.10.1.1 i 5.10.1.3, respectivament. Es metila el grup carboxil-lic (Veure
Apartat 5.8.1.2 a), es redui I'aminoesters amb borhidrur de sodi (Veure Apartat
5.8.1.2 b) i s'hidrolitza I'acetal (Veure Apartat 5.10.2). S'obtingueren conversions
guantitatives en els tres passos sintetics i es seguiren per capa fina o HPLC
(gradient de 10 a 70 % de B en 30 minuts). El rendiment total fou de 50-65 %
respecte del producte majoritari d'interés (3ei 2 e).

A partir del cru que contenia 3a (Apartat 5.10.1.1) s'obtingué un oli groguenc
(339 mg) amb 3e (248 mg, 0.98 mmol), N-Cbz-glicinol (78 mg, 0.39 mmol) i el
diastereoisomer (2S,3S)-N-Cbz-3-amino-2,4-dihidroxibutanal (23.0 mg,
0.05 mmol).

A partir del cru que contenia 2a (Apartat 5.10.1.3) s'obtingué un oli groguenc
(1.4 g) que conté 2e (753 mg, 2.9 mmol), N-Cbz-glicinol (302 mg, 1.5 mmol) i el
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diastereoisomer  (2R,3R)-N-Cbz-3-amino-2,4-dihidroxibutanal (154 mg,
0.06 mmol).

S'empraren els crus obtinguts sense cap altre pas de purificacio en els segiients
passos.

5.10.5 SINTESI DELS ADDUCTES ALDOLICS CATALITZATS PER FUCA F131A |
RHUA.,.; (4,5,9a-b i 10a)

A nivell preparatiu, les addicions aldoliques de DHAP als aldehids acceptors 2d-e
i 3d-e, catalitzades per RhuA,; i FucA F131A es realitzaren amb I'objectiu
d'obtenir 30-70 mg de productes finals derivats de l'acid pipecolic (8a-c) i
homoiminociclitols piperidinics (12a-c, 12i-j). En erlenmeyers amb tapa de rosca
de 50 mL (volum final de reaccié 10.5-20.0 mL), 2d-e,3d-e (0.47-0.8 mmol,
concentracio final de 40-45 mM) dissolts en DMF (2.1-4 mL, 20% (v/v) del volum
final de reaccid) es mesclaren amb DHAP (0.91-1.5 mmol, concentracié final de
70-75 mM). Les reaccions amb FucA F131A (6.5 mg proteina-mL ™" de reaccid) es
dugueren a terme a pH 6.9 (NaOH 1 M) a 4 °C. Les reaccions amb
Rhqut(Zn2+)(O.3—O.6 mg proteTna-mL_1 de reaccié ) es dugueren a terme a pH 7.5
(NaOH 1 M) a 25 °C.

Les reaccions s'agitaren en un bany (agitacié lateral) i es controlaren les
conversions per HPLC fins que els pics maxim de productes (4,5,9a-b i 10a) es
mantingueren constants (17-46 hores de reaccid). S'addiciona MeOH (20 mL) als
crus de reaccid, es centrifugaren (8000 rpm durant 40 minuts) per tal d'extreure
I'enzim precipitat i s'elimina dels filtrats el MeOH per evaporacié sota buit.
Seguidament, els crus de reaccié es purificaren de dues maneres diferents,
segons si I'adducte format contenia el grup carboxilat (4,5) o no (9a-b, 10a).

Pels adductes aldolics amb el grup carboxilat (4,5), s'ajusta el cru a pH 4 (HCI,
1 M) i s'extragué el N-Cbz-aminoaldehid de partida que no ha reaccionat per
extraccions amb acetat d'etil (6x50 mL). En canvi, els adductes aldolics (9a-b,
10a) es purificaren del cru de reaccid per HPLC semi-preparatiu amb columna de
fase reversa (procediment descrit en |'Apartat 5.10.7).

Finalment, es desfosforilaren els adductes aldolics emprant fosfatasa acida
(0.3-0.6 U-mg_1 de producte fosforilat; Sigma-Aldrich, tipus Il procedent de
patata, 1.9 U-mg_1 solid), en medi aquds, temperatura 25 °C i incubant en un
bany lateral durant 18-24 hores. Es seguiren les conversions quantitatives per
HPLC i s'aturaren les reaccions afegint metanol (20 mL). S'elimina I'enzim
desnaturalitzat filtrant els crus a través de filtre de nil6é (0.45 um). Els filtrats es
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conservaren en fred (4 °C) fins la seva purificacio per columna de HPLC
semi-preparatiu.

5.10.6 SINTESI DELS ADDUCTES ALDOLICS CATALITZATS PER FSA,r | VARIANTS
(6a-c, 7a-c, 11a-c)

A nivell preparatiu, les addicions aldoliques de DHA, HA i GO als acceptors 2d-e i
3d catalitzades per FSA,: i variants es realitzaren amb I'objectiu d'obtenir
35-150 mg de productes finals derivats de I'acid pipecolic (8d-k) i
homoiminociclitols piperidinics (12d-h). En tubs amb tapa de rosca de 50 mL
(volum final de reaccié 11-14 mL), els aldehids (2d-e i 3d 0.36-1.1 mmol,
concentracié final de 50 mM) es mesclaren amb els donadors (DHA/HA,
0.54-2.2 mmol, concentracié final de 100 mM; GO, 0.66-1.21 mmol,
concentracio final de 90 mM) i tampd TEA (50 mM, pH 7.5). Les reaccions es
dugueren a terme en medi aquds per l'aldehid 3d, o amb un 15% de DMF (v/v)
pels aldehids 2d-e. L'addicié del GO es realitza a diferents temps de reaccié (10
mM ales 0, 0.5, 1,2 3, 4,5 hores i 30 mM a les 6 hores). S'empra FSA,,; per a les
reaccions amb HA, FSA A129S i FSA A129S/A165G per DHA i FSA A129G per GO.
Les reaccio s'iniciaren agregant I'enzim (2-3 mg proteTna-mL—1 reaccid) i es deixa
en agitacié (800 rpm) a temperatura ambient. Es controlaren les conversions
aldoliques per HPLC (gradient de 10 a 70% de B en 30 minuts) i s'aturaren les
reaccions quan els pics maxim de productes (6a-c, 7a-c, 11a-c) es mantingueren
constants (5- 45 hores de reaccid) per addicio HCl fins a pH 5-6 i MeOH
(10-30 mL). Seguidament, s'elimina I'enzim desnaturalitzat filtrant els crus a
través de filtre de nild (0.45 um) i es conservaren els filtrats en fred (4 °C) fins la
seva purificacid per columna de HPLC semi-preparatiu.

5.10.7 PURIFICACIO DELS ADDUCTES ALDOLICS

Els crus de reaccid es purificaren per HPLC semi-preparatiu amb columna de fase
reversa X-Terra Prep MS C-18, 10 um, 19x250 mm. Els crus s'injectaren a la
columna directament en fase aquosa, s'eluiren amb un flux de 10 mL-min~" i es
detectaren els compostos a 215 nm.

Pels intermedis fosforilats (9a-b, 10a) s'ajusta el pH del cru a 2-3 (HCIl, 1 M),
s'eliminaren les sals i DMF amb un isocratic de 5 minuts d'aigua 0.1 % (v/v) TFA i
s'elueixen amb gradient de 8 a 56 % CH;CN 0.1 % v/v en 40 minuts.

Pels intermedis amb grup carboxilat (4, 5 (desfosforilats) i 6a-c, 7a-c) s'ajusta el
pH del cru a 2-3 (HCI, 1 M), s'eliminaren les sals i DMF amb un isocratic de
5-10 minuts a d'aigua 0.1 % (v/v) TFA i s'eluiren amb diferents gradients de 0 a
25-40 % CH5CN v/v en 40-70 minuts.

230



5. Seccié Experimental

Pels intermedis (9a-b, 10a (desfosforilats) i 11a-c) s'eliminaren les sals i DMF
amb un isocratic de 5-10 minuts a d'aigua i s'elueixen emprant un gradients de
10 a 56 % CH;CN v/v en 30 minuts.

Les fraccions d'interés s'analitzaren per HPLC (gradient de 10 a 70 % de B en
30 minuts), s'ajuntaren les que contenen els aldols purs i es liofilitzaren. En
alguns casos, es requeri repetir la purificacié per tal d'obtenir les fraccions pures
(99 %).

5.10.8 OBTENCIO DE DERIVATS D'ACID PIPECOLIC | IMINOCICLITOLS
PIPERIDINICS FINALS

S'obtingueren els productes finals derivats de I'acid pipecolic i homociclitols
piperidinics (8a-k, 12a-j) per aminacié reductiva dels aldols purificats. Cada un
dels productes purs liofilitzats (6a-c, 7a-c, 11a-c, i els productes desfosforilats
provinents de 4,5,9a-b i 10a) es dissolgueren en MeOH/H,0 (1:1) o Etanol/H,0
(1:1) a una concentracié final de 5-10 mM, s'hi agrega el Pd/C 10 % p/v (0.4-2.6
mg-mg ' adducte aldolic) i s'ajustd a pH 5-6 amb una solucié d'acid formic
diluida. Cada solucié es desgasa amb N, i seguidament es deixa amb H, (50 psi)
amb agitacié durant tota la nit a temperatura ambient. Finalitzada la reaccid, el
cru es filtra a través d'una membrana de nilé de 0.45 um. S'evapora sota buit el
MeOH del filtrat, s'ajusta el pH a 6 amb formiat amonic, es congela i liofilitza.

La sintesi detallada de cada un dels compostos finals (8a-k, 12a-j) es poden
consultar en el Material suplementari S.5 i els espectres de RMN es troben
inclosos en el Material Suplementari S3.2.

5.10.9 PURIFICACIO DE DERIVATS DE L'ACID PIPECOLIC PER CROMATOGRAFIA
DE BESCANVI CATIONIC FORTA

La mescla de derivats de I'acid pipecolic 8f:8g (1:1) (108.9 mg) es purifica per
cromatografia d'intercanvi cationic forta. S'empra un sistema de FPLC equipat
amb una columna de vidre (120 x 20 mm; Vgumna= 38 mL) amb resina Macro-
Prep High S (Bio-Rad, grup funcional sulfopropil). La mostra es dissolgué en aigua
(5 mL), s'ajusta a pH 2.5 amb acid acetic (1 M) i es carrega a la columna
equilibrada amb aigua amb un flux de 1 mL-min~". Seguidament es renta la
columna amb aigua amb dos volums de columna a 3 mL-min_l, per tal d'eliminar
impureses no retingudes, s'eluiren els compostos purs amb un gradient de 0 a
350 mM NH,OH en 152 minuts (304 mL) i es recolliren les fraccions en tubs
(2 mL). Finalment, la columna es renta amb isocratic de 100 mM NH,OH amb
flux de 6 mL-min~". S'analitzaren les fraccions per "H RMN.
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5.11 SINTESI D'IMINOCICLITOLS A PARTIR DE N-CBZ-AMINOALDEHIDS
CATALITZADES PER VARIANTS DE FSA

5.11.1 SINTESI DELS ADDUCTES ALDOLICS A PARTIR N-CBZ-AMINOALDEHIDS |
DHA, HA1 GO

A nivell preparatiu, les addicions aldoliques de DHA, HA i GO a
N-Cbz-aminoaldehids seleccionats (1f-q) catalitzades per variants de FSA es
realitzaren amb I'objectiu d'obtenir 35-150 mg de producte iminociclitol final
(17, 19 i 21). S'empra el mateix procediment i concentracions seguits a escala
analitica (Apartat 5.9.3.2). En tubs amb tapa de rosca de 50 mL (volum final de
reaccié 13.5-30.0 mL), 1f-q (1.1-2.4 mmol, concentracié final de 80 mM) es
mesclaren amb els donadors (DHA/HA,1.54-3.36 mmol, concentracié final de
112 mM; GO, 1.37-3.00 mmol, concentracié final de 100 mM) i amb tampd TEA
(50 mM, pH 7.5). Les reaccions es dugueren a terme en medi aquds amb un 20 %
de DMF (v/v) (2.7-6 mL). L'addici6 del GO es realitza amb una bomba d'addicié
(Syringe Pump, model A-99, Razel) amb xeringa de plastic de 5 o 10 mL
(0.13-0.2 mmol GO-hora™).

En el cas concret del Cbz-N-(S)-aspartic-semialdehid ((S)-1I), la reaccié es dugué
a terme en medi aquos.

La reaccid s'inicia agregant la variant de FSA corresponent (2-3 mg proteina-mL™
reaccio) i es deixa en agitacié (800 rpm) a temperatura ambient. Es controlaren
les conversions de les reaccions per HPLC i s'aturaren les reaccions quan els pics
maxim de productes es mantingueren constants (18-96 hores de reaccio).
S'aturaren per addicié HCl fins a pH 5-6 i de MeOH (10-30 mL). Seguidament, es
conservaren els crus en fred (4 °C) per tal d'afavorir la precipitacié de I'enzim
desnaturalitzat.

5.11.2 PURIFICACIO DELS ADDUCTES ALDOLICS

Els crus de reaccid es varen purificar per dues vies diferents segons la hidrofilia
dels compostos. Els adductes aldolics de GO a (R/S)-1f (16aa, 16z), DHA a
(R/S)-1f (16a, 16c) i de DHA a (S)-1l (16p) es purificaren per HPLC semi-
preparatiu amb columna de fase reversa X-Terra Prep MS C-18, 10 um,
19x250 mm.

En canvi, la resta dels adductes aldolics es purificaren per columna de gel de
silice (60 A).
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5.11.2.1 PER HPLC SEMI-PREPARATIU AMB COLUMNA DE FASE REVERSA

Els crus de reaccié es centrifugaren (15 minuts, 8000 rpm) i s'evapora sota buit
el metanol del filtrat. Seguidament, tot el volum s'injecta a la columna,
equilibrada préviament amb aigua. S'eliminaren les sals i DMF amb un isocratic
de 5-10 minuts d'aigua i s'eluiren els productes amb un gradient de 0 a 30 %
CH5CN (v/v) en 45 minuts amb un flux de 10 mL:-min~" i detector a 215 nm. Les
fraccions d'interées s'analitzaren per HPLC (isocratic de 40 % de B en 15 minuts),
s'ajuntaren les que contenien els aldols purs i es liofilitzaren.

Pel cas concret de I'adducte aldolic de DHA a (S)-11 (16p) es purifica seguint el
mateix procediment descrit en |'Apartat 5.10.9. S'ajusta el pH del cru a 2-3 (HCI,
1 M), s'eliminaren les sals i DMF amb un isocratic de 5-10 minuts a d'aigua 0.1 %
(v/v) TFA i s'elui amb gradient de 0 a 30 % CH;CN v/v en 30 minuts. Per HPLC
analitic s'empra un isocratic de 28 % B en 18min.

5.11.2.2 PER COLUMNA DE GEL DE SiLICE

Totes les columnes de gel de silice es realitzaren amb una algada de 20-30 cm,
diametre de 1.5-3 cm i fase mobil d' AcOEt/ Hexa o bé CHCl;/MeOH. Per a la
preparacié de la mostra, s'evapora sota buit el MeOH present en el cru de
reaccio, es congela i liofilitza. Seguidament, es redissolgueren en MeOH en un
balé de vidre (500 mL), on s'afegi gel de silice i s'evapora sota buit fins a
sequedat. Tot el gel de silice impregnat amb cru de reaccié liofilitzat es carrega a
la columna, préviament equilibrada amb AcOEt/Hexa (4:6) o CHCl; 100 %.
S'eluiren generalment amb gradient de 40 a 100 % d'AcOEt en Hexa (v/v), o bé
de 0 a 20 % de MeOH en CHCl; (V/v). Les fraccions recollides s'analitzaren per
capa fina amb fase mobil de AcOEt/Hexa (1:1) o 5 % de MeOH en CHCl; (v/v) o
per HPLC. S'ajuntaren les fraccions que contenien els aldols purs i es liofilitzaren.

5.11.3 OBTENCIO DELS IMINOCICLITOLS FINALS

S'aplica el mateix procediment descrit en I'Apartat 5.10.11 pels adductes
aldolics (16a-p, 18a-d i 20a-ak) a fi d'obtenir els iminociclitols finals (17a-ag,
19a-gi 21a-h).

La sintesi detallada de cada un dels compostos finals (17a-ag, 19a-g i 21a-h) es

poden consultar en el Material suplementari S.5 i els espectres de RMN es
troben inclosos en el Material Suplementari S3.4.
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5.11.4 PURIFICACIO DELS IMINOCICLITOLS PER CROMATOGRAFIA DE BESCANVI
CATIONIC FEBLE

Les mescles de productes o productes amb impureses (17q/f (57.4 mg), 17ad/ae
(62.6mg), 19a/b (82.7 mg), 19b/e (80.0 mg), 19¢/f (50.0 mg), 21e (32.3 mg), 21h
(55.2 mg) i 21g/f (42.8 mg)) es separaren per cromatografia d'intercanvi
cationic.”** S'empra un sistema de FPLC equipat amb una columna de vidre (448
X 25 mm; Veumna=220 mL) amb resina CM-Sepharoe CL-6B (Amersham
Pharmacia, grup funcional -OCH,COO ). Les mostres es dissolgueren en aigua
(2-5 mL) i es carregaren a la columna equilibrada amb aigua amb un flux de
1 mL-min . Seguidament es renta la columna amb aigua amb dos volums de
columna a 3 mL'min™", per tal d'eliminar impureses no retingudes. S'eluiren els
compostos purs amb isocratics de NH,OH (5-70 mM) amb un flux de 4 mL-min~'i
es recolliren les fraccions en tubs (8 mL). La columna es renta amb un isocratic
de 100 mM NH,OH amb flux de 6 mL-min . S'analitzaren les fraccions per
'"HRMN i s'ajuntaren les fraccions de cada producte pur. Finalment, s'ajustaren a
pH 6 (dissolucié de NH,HCOO diluit), es congelaren i liofilitzaren.

5.12 ESTUDI DE LA RACEMITZACIO EN C-o DELS N-CBZ-AMINOALDEHIDS EN
PRESENCIA DE FSA

Aquest estudi es realitza en col-laboracid de la Dra. Cristina Minguillén Llombart
del Departament de Farmacologia i Quimica Terapéeutica de la Unitat de Quimica
Farmacéutica.

Per a l'estudi, s'incubaren els N-Cbz-aminoaldehids ((R/S)-1f i (R/S)-1g) en
presencia de FSA, sense donador. A diferents hores, es prengueren mostres i es
reduiren per obtenir els N-Cbz-aminoalcohols corresponents (Apartat 5.12.1).
Les mostres s'analitzaren a continuacié per columna quiral analitica (Apartat
5.12.2).

5.12.1 PREPARACIO DE MOSTRES

Les mostres es prepararen en una placa de 96 pous (1 mL/cada pou, Sigma-
Aldrich) en medi H,0/DMF 4:1 amb un volum total de 500 pL (28 reaccions en
total). Els N-Cbz-aminoaldehids (R/S)-1f i (R/S)-1g; 50 umol, 50 uL de solucié
mare de 1 M) dissolts en 100 pL de DMF es mesclaren amb tampd TEA (25 umol,
50 pL de solucié mare de 500 mM a pH 7.5). Per a cada N-Cbz-aminoaldehid
s'empra un control sense enzim, FSA,: (1.71 U, 0.5 mg), FSA A129S/A165G
/5166G (0.5 i 1 mg), FSA K85M (0.5 i 1 mg) i FucA F131A (2.5 mg). S'incubaren
fins a 72 hores a 25 °C i agitacid (1000 rpm). Les mostres (5 umol, 50 uL; a les
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24, 48 i 72 hores) es tractaren amb NaHB, (15 umol, 75 uL de dissolucié de
0.2 M) durant 30 minuts, a temperatura ambient i agitaci6 1000 rpm.
Seguidament s'elimina I'excés d'agent reductor amb HCl (15 umol, 200 pL de
dissolucié de 75 mM) i s'ajusta el pH a 6-7 amb una dissoluci6 de NaHCO;
saturada. Les mostres es congelaren, liofilitzaren i es redissolgueren en
2-propanol (500 pL). Finalment, es filtraren a través de membranes de PVDF
(0.45 um, Millipore).

Es repeti aquest procediment per tal d'obtenir duplicats de les mostres.

5.12.2 ANALISI | SEPARACIO DE N-CBZ-AMINOALCOHOLS PER COLUMNA
QUIRAL

Per a analitzar i separar els N-Cbz-aminoalcohols, s'empra HPLC equipat amb
una columna quiral Chiral Pack” AD (4.6x250 mm) de fase normal que conté un
suport de amilosa carbamat en gel de silice (10 um). Totes les mostres s'eluiren
(Vinjeccis= 20 pL, 0.2 pmol) amb flux de 1 mL-min~" i isocratic de Hepta/2-Propanol
9:1 durant 30 minuts. Els compostos es detectaren a 215 nm (limit de deteccid
de la columna de 0.05 pmol).
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