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CAPITOLUL 1

Dintre moleculele mici biologic active, D-aminoacizii aromatici atrag o atentie tot mai mare

ca elemente chirale esentiale pentru diverse produse farmaceutice si substante chimice fine.?

D-Fenilalanina a fost investigata pentru potentialul sau terapeutic in gestionarea durerii si in
tratamentul bolii Parkinson;? derivatii sii au fost utilizati in terapia diabetului zaharat de tip 2°

si constituie precursori importanti pentru antibiotice si spermicide,>* inhibitori ai Pinl1,®
inhibitori ciclici ai plasminelor,® agenti terapeutici de anti-obezitate,” inhibitori ai SETD?7 lizini

metiltransferazei,® precum si ai neurotoxinei botulinice,® ai proteinei KIFC1.1 si inhibitori ai

agregirii peptidelor amiloid-B (Ap)!! (Figura 1).
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Figura 1. D-Fenilalanina si derivatii sdi ca substante farmaceutice active.

CAPITOLUL 2

Teza oferd o analizd comparativd exhaustiva a procedurilor biosintetice si a cascadelor
(chemo)enzimatice implicate in sinteza asimetrica a D-fenilalaninelor, cu un accent special pe

eforturile de inginerie proteicdA ce au condus la biocatalizatori eficienti.

Procedurile

biocatalitice pentru obtinerea D-aminoacizilor includ conversia D-hidantoinei prin actiunea
cuplatd a D-hidantoinazei si D-carbamoilazei,***® hidroliza N-acil-D-aminoacizilor mediati de



N-acil-D-aminoacid amidohidrolaze,*? rezolutia cineticd a amestecurilor racemice utilizand L-
aminoacid oxidaze (sau deaminaze), precum si proceduri asimetrice, cum sunt aminrea
reductiva a o-cetoacizilor catalizata de D-aminoacid dehidrogenaze sau de aminoacid
aminotransferaze,! si aditia de amoniac la acizii cinamici catalizati de fenilalanini amoniac-
liaze'*'® (Figura 2). In plus, sistemele chemoenzimatice si cascadele multi-enzimatice au
aparut ca strategii importante pentru sinteza enantiopura a mai multor molecule de importanta
ridicatd, precum D-aminoacizii.
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Figura 2. Procedurile biocatalitice utilizate pentru producerea bD-aminoacizilor includ: a) hidroliza N-acil-D-
aminoacizilor catalizata de D-aminoacilaze, b) transformarea hidantoinelor substituite in pozitia 5 racemice prin
actiunea cuplata a D-hidantoinazei si N-carbamoil-D-amino acid amidohidrolazei (D-carbamoilaza), c) transferul
gruparii amino catalizat de D-aminoacid aminotransferaze dependente de PLP, d) hidroaminarea acidului trans-
cinamic sau deaminarea stereoselectiva a rac-fenilalaninei catalizata de fenilalanind amoniac-liaze si €) aminarea
reductiva asimetricd a cetoacizilor aromatici catalizata de D-aminoacid dehidrogenaze.

Dupa concluziile noastre, procedurile mediate de D-aminoacid dehidrogenaza (DAADH)
sau de fenilalanina amoniac-liaza (PAL) se dovedesc a fi cele mai promitatoare in ceea ce
priveste aplicabilitatea lor industriald. In consecintd, in capitolele urmatoare atentia a fost
orientata catre optimizarea proceselor existente bazate pe aceste enzime.

CAPITOLUL 3

Tn cazul PAL-urilor, o strategie deosebit de atractiva consta in inversarea stercoselectivitatii
enzimei in reactia de hidroaminare, importantd din punct de vedere sintetic,! permitind
conversia derivatilor de acid cinamic in D-fenilalanine. Pentru realizarea inversarii
stereoselectivitatii, s-a urmarit o abordare bazatd pe proiectare rationald. Analiza detaliata a
datelor structurale existente privind amoniac-liazele aromatice a sugerat absenta unor structuri
complete de PCPAL in conditii de reactie de hidroaminare, in complex cu un analog al acidului
trans-cinamic. Avand la dispozitie mutanti PCPAL si AtPAL despre care s-a raportat anterior
ca prezintd un exces enantiomeric redus in transformarea analogilor de acid trans-cinamic cu
substituenti puternic electronatragatori, s-a incercat cristalizarea variantelor PCPAL-F137V si
PcPAL-1460V, respectiv AtPAL-F136V si AtPAL-1461V. In experimentele noastre, mutantul



PcPAL 1460V, co-cristalizat cu D-m-CFs-fenilalanina, a rezultat o structura cu ligandul
(derivatul de acid cinamic corespunzator) legat in situsul catalitic intr-o orientare neobservata
anterior (Figura 3), oferind informatii valoroase pentru studii ulterioare de proiectare rationala.
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Figura 3. Noua structurd PcCPAL complexat cu acid m-CFs-cinamic: a) structura globala homotetramerica, cu cele
patru subunitati colorate in verde deschis/inchis si gri/negru, iar cele patru situsuri catalitice din fiecare lant
evidentiate in culoare nisip; b) suprapunerea noii structuri cu structura 6HQF® (albastru deschis), evidentiind
prezenta sau absenta (linii Intrerupte) a buclei de tirozina (gri pentru noua structura, albastru deschis pentru 6HQF)
si a buclei asociate cu arginine 354 (violet intens pentru noua structura si roz deschis pentru 6HQF); c)
suprapunerea situsului catalitic al noii structuri cu structura PCPAL determinata anterior, co-cristalizata cu acid
p-metoxicinamic (PDB ID: 6RGS'7; vilet inchis).

Totusi, structura cristalina obtinuta nu contine cele doua bucle (loop-uri) semnificative din
punct de vedere functional. Prin urmare, s-a concentrat mai departe pe obtinerea unei structuri
complete de PAL in complex cu un derivat de acid cinamic. In cadrul testirii derivatilor ai
acidului cinamic ca potentiali inhibitori de PAL, s-a identificat N-fenilglicina (NPG) drept
inhibitor puternic al enzimei PcPAL. Utilizarea de NPG ca ligand in experimentele de co-
cristalizare a permis obtinerea unei structuri cristaline complete de PCPAL, in care ambele
bucle catalitic esentiale, bucla care contine tirozina din pozitia 110 si bucla asociatd cu arginina
din pozitia 354, au fost rezolvate complet in conformatii inchise, catalitic active (Figura 4).
Structurile noi obtinute constituie un punct de plecare solid pentru studii viitoare de proiectare
rationald vizand inversarea stereoselectivitatii a PAL-urilor.



Figura 4. Noua structura a proteinei PCPAL cu ambele bucle catalitic esentiale in conformatia inchisa, catalitic
competentd. a) Structura globala a enzimei PCPAL in forma sa homotetramerica, cu cele patru subunitati colorate
in verde deschis/inchis si gri/negru, iar cele patru situsuri catalitice din fiecare lant evidentiate in culoare nisip.
Suprapunerea noii structuri cu structura 6F6T® complexati cu acidul (S)-(1-amino-2-fenilalil)fosfonic (rosu),
evidentiind diferentele in b) bucla continand tirozina si pozitionarea restului de tirozina 110 (albastru pentru noua
structura si albastru deschis pentru 6F6T); si diferentele in ¢) cazul buclei asociate cu arginine 354 (violet intens
pentru noua structura si negru pentru 6F6T).

CAPITOLUL 4

Deoarece inversarea enantioselectivitatii PAL-urilor inca reprezintd o sarcind
dificila/provocare, depasind intervalul de timp al tezei, intre timp ne-am concentrat asupra
optimizarii celei de-a doua cai biocatalitice promitatoare pentru sinteza D-fenilalaninelor,
aminarea reductiva a cetoacizilor catalizata de D-aminoacid dehidrogenaza (DAADH). Desi
rezultatele de inginerie proteica in cazul DAADH-urilor sunt bine documentate, imobilizarea
lor — indispensabila pentru aplicabilitatea lor industriala — a fost mai putin explorata. Asadar,
n cadrul acestei teze, s-au testat mai multe metode de imobilizare a DAADH-ului derivat din
Ureiabacillus thermosphaericus (UtDAADH) (Figura 5). Pe baza conversiilor de reactie
obtinute 1n cadrul amindrii reductive a fenilpiruvatului, precum si considerand reciclabilitatea
preparatelor, reproductibilitatea eficientei intre loturi si costurile de imobilizare, DAADH
imobilizat covalent pe risind Purolite® ECR8415F sau co-imobilizat impreund cu GDH pe
agaroza invelita cu polietilenimina au fost selectate pentru optimizari suplimentare.
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Figura 5. DAADH imobilizat covalent pe nanotuburi de carbon functionalizati cu grupari amino (SWCNTS)
(CNT1C), pe SWCNTs functionalizate cu grupari carboxil (CNT2C), pe oxid de grafena redusa (GrC), pe
nanoparticule magnetice (MN1C), pe chitozan (CHIC), pe risini metacrilicd Purolite® ECR8415F prin linker-ul
de glutaraldehidd (PL1C), pe rasina Purolite® ECR8415F prin linker-ul glicerol-diglicidil eter (PL2C), prin
proteina de fuziune HaloTag® (romb albastru) (HLC), si co-imobilizatd impreund cu GDH pe bile de agaroza
acoperite cu polietilenimina (AP1). Structurile monomerice ale UtDAADH (PDB ID: 5GZ6) si BsGDH (PDB ID:
2CDA) sunt reprezentate, in verde si albastru.

Procedura de imobilizare mai usor de realizat, adsorptia DAADH-ului pe risina Purolite®,
s-a dovedit, de asemenea, aplicabila. Desi acest preparat a prezentat o scadere semnificativa,
de 58,8%, a activitatii specifice dupa 10 cicluri de reactie, a furnizat totusi conversii
comparabile cu cele ale variantei imobilizate covalent (Figura 6). Sistemul DAADH-GDH
co-imobilizat nu a prezentat pierderi semnificative de activitate pe parcursul a 10 cicluri de
reactie. Tn acest caz, co-imobilizarea suplimentard a cofactorului NADP* a furnizat un
biocatalizator autosuficient, dar numai pe durata de trei cicluri de reactie, dupa care conversiile
au scazut cu aproximativ 60%, din cauza pierderii cofactorului.

mPLCP 0.5 mPLCP 0.005 PLA 0.5 mPLA 0.005
70

..|I| J;‘ Jj g

Number of cycles
Figura 6. Conversiile obtinute dupa 4 ore de reactie utilizind UtDAADH imobilizat fie prin legare covalentd
(PLCP), fie prin adsorbtie (PLA), avand raporturile enzima-suport maxime si la cele optime (acestea din urma
determinate pentru preparatul PLCP).
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Utilitatea sintetica a DAADH-ului imobilizat a fost demonstratd prin aminarea reductiva a
fenilpiruvatului la scard de 100 mg, obtindndu-se D-fenilalanind cu un randament global de
86%.



CAPITOLUL 5

Cele mai robuste strategii de imobilizare se bazeaza pe atasarea covalentd a enzimei pe
suporturi solide; totusi, legaturile covalente nespecifice in mai multe pozitii pot rigidiza
structura flexibila a biomoleculelor, conducand adesea la pierderi semnificative de activitate in
comparatie cu enzima liberd.’®?° Astfel, intr-un studiu paralel, am investigat efectul
imobilizarii situs-specifice in cazul biocatalizatorilor bazati pe enzimele PAL si DAADH.
Avand la dispozitie un biocatalizator PAL robust, imobilizat covalent, am testat si comparat
eficienta variantei sale imobilizata situs-specific prin cuplare de tip maleimida/tiol, folosind de
resturile de cisteind expuse la suprafata enzimei. Metoda respectivd de imobilizare a permis
modularea activitdfii enzimatice prin selectarea adecvata a situsului de atasare, controland
astfel orientarea enzimei legate de suport. Biocatalizatorii rezultati au fost evaluati in reactia
de aditie a amoniacului, o transformare dificila din punct de vedere sintetic (Capitolul 5). Au
fost optimizate atat conditiile de imobilizare, cat si cele de reactie, iar cel mai performant
biocatalizator, SWCNTNH-SS-PcPAL, a demonstrat o eficienta catalitica ridicata, furnizand
o conversie excelentd (~90% in 10 ore) a acidului trans-cinamic n L-fenilalanind si mentinand
aceste valori de conversie pe parcursul a >7 cicluri de reactie. In plus, variante mutante ale
enzimei PCPAL imobilizate situs-specific au fost utilizate cu succes in sinteza a mai multor
derivati de L-fenilalanind de valoare sintetica ridicata (Figura 7).
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Figura 7. Conversiile reactiilor de aditie a amoniacului la derivatii acidului cinamic, dupa 4 ore (bare pline) si
dupa 20 de ore de reactie (bare goale), catalizate de variante mutante ale enzimei PcPAL L134A si 1460V,
imobilizate situs-specific sau nespecific.

Avand la dispozitie procedura optima de imobilizarea covalentda a DAADH-ului si
conditiile optime pentru imobilizarea situs-specifica, am implementat imobilizarea situs-
specifica si in cazul enzimei UUDAADH (Capitolul 5). Mutatia individuala a serinelor expuse



la suprafata enzimei la cisteine in pozitiile 2, 58, 92, 185, 192 si 317 ale UIDAADH-ului a
permis imobilizarea situs-specificd a mutantelor pe risina metacrilici Purolite® ECR8415F
functionalizat cu maleimida. Cele mai mari activitati specifice au fost obtinute in cazul
preparatelor imobilizate prin cisteina din pozitia 2 si prin cisteina din pozitia 192, prezentand
activitati de 2,1-, respectiv 2,2-ori mai mari comparativ cu UtDAADH imobilizat covalent,
nespecific. Reciclabilitatea preparatelor imobilizate a fost evaluata pe parcursul a 10 cicluri de
aminare reductiva. Pe baza conversiilor de reactie si ale activitatilor specifice reziduale,
UtDAADH imobilizat prin S2C s-a dovedit a fi cel mai performant biocatalizator, mentinand
65-70% din conversia initiald si 50% din activitatea specifica initialda dupa cel de-al 10-lea
ciclu. Dupa determinarea raportului optim intre enzima si substrat, UUDAADH imobilizat prin
S2C a fost testat in trei reactii consecutive preparative, la scara de 200 mg, furnizand D-
fenilalanind 1n forma enantiopura, cu conversie completa si randamente de izolare excelente,
de peste 88% (Figura 8).

PPA mp.ppe (mg) 1 (%) D-Phe
[mCOOHJ . 50 ©/\:/COOH
o 195.5 88.6 NH,

204.4 92.3 A

50 mM PPA cation exchange product

Figura 8. Schema reprezentativa a celor trei cicluri consecutive de aminare reductiva la scara preparativa,
utilizdnd fenilpiruvat (PPA) ca substrat. Reactiile au fost catalizate de variant S2C a UtDAADH imobilizata situs-
specific. D-Fenilalanina obtinuta a fost izolata prin schimb cationic, utilizind rasina AmberChrom™ 50WX2,
obtindndu-se aminoacidul in forma enantiopura cu randamente ridicate ().
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