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Introducere

minoacizii sunt componente ale proteinelor, clasa de biomacromolecule cu

functionalitatea cea mai extinsa. Totodatd, participarea lor la diferite secvente

metabolice 11 implicd In procese fundamentale ale organismului precum crestere,
dezvoltare, reproducere, protectia imuna si homeostazia celulard si a intregului organism. 2
Aceste ratiuni justifica numele de caramizi ale vietii atribuit aminoacizilor.

Utilizarea practicd a aminoacizilor naturali sau nenaturali, in directii legate de
obtinerea de produse utile biologic sau de intermediari in industria organica de sinteza fina,
reprezintd o continua provocare orientata in prima instantd pe obtinere.

Aminoacizii naturali pot fi accesibili prin izolarea lor din surse biologice sau prin
sinteza chimica ori biochimica. Alternativa de obtinere este cea determinata economic, si de
duratd. Aminoacizii nenaturali pot fi obtinuti numai prin sintezd. Existenta asimetriei
moleculare, complexitatea structurii, dar si similaritatea cu aminoacizii naturali orienteaza
sinteza catre etape biocatalitice mai active, mai selective si mai compatibile cu ambientul si cu
sigurantd mai eficiente.

Utilizarea preparatelor enzimatice mai mult sau mai putin purificate, s-a impus ca
practicd atat in laboratoare de cercetare, dar si la scara industriald. Ea se bazeazd pe
capacitatea acestora de a asista catalitic reactii, activ selectiv si curat o etapa de sinteza.
Folosirea acestor biocatalizatori se bazeaza pe compromisul dihotomic dintre selectivitate si
promiscuitate. Functionarea unei anume enzime a fost optimizata de-a lungul milioanelor de
ani/generatii prin secvente repetitive mutatie/selectie. O astfel de enzima functioneaza perfect
pentru substratul sdu natural. Evident, performantele actiunii sale asupra unui analog
nenatural vor fi inferioare. In conditiile in care utilizarea alternativei enzimatice se impune,
acest biocatalizator trebuie sa fie adaptat noului substrat. Aceasta adaptare poate fi realizata
fie prin mijloace rationale, utilizate n aceasta teza, fie prin mijloace evolutive. Fiecare dintre
acestea prezintd plusuri si minusuri. Datd fiind complexitatea tabloului variabilelor
independente, electia este specifica.

Intreprinderea realizatd a urmarit adaptarea, prin mijloace rationale, a functionarii
fenilalanin amoniac-liazei (PAL) izolata din Petroselinum crispum la substraturi
voluminoase. Initial, paleta de substraturi acceptate de aceastd enzima, altele decat
aminoacidul natural L-fenilalanina, era una modesta si cu randamente mici. Modificarile de
natura genetica aduse genei pcpal, reflectate in structura situsului catalitic au crescut toleranta
enzimei pentru sinteza de L- si D -aril-alanine voluminoase si nu numai. 34

Mutantii de fenilalanin amoniac-liaza, ca F137V/A, 1460V/A (mutanti singulari),’
mutantii ~ multipli ~ precum  F137V/L138V,  F137V/I1460V, F137A/1460V  sau
F137V/L138V/1460V au imbunatatit substantial proprietatile catalitice comparativ cu enzima
naturald.®

Substraturile voluminoase precum stiril-alaninele, (4-metoxifenil)-, (4'-fluoro-[1,1'-
bifenil]-4-il)-, ([1,1-bifenil]-4-il)-, (naftalen-2-il)- si (5-feniltiofen-2-il)-alanine au fost
acceptate 1n reactiile de eliminare sau aditie de amoniac, producand o gama larga de L- si D-
aril-alanine.®

Pe langa operatiile specifice sintezei organice a substraturilor, a proceselor
biocatalitice, pe langd procesele de inginerie geneticd si de microbiologie aplicatd, in scopul
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intelegerii efectelor obtinute s-au utilizat si instrumente dedicate precum modelarea
computationald, obtinerea de difractograme X ale cristalelor unor mutanti in prezenta
diferitelor substraturi.

Datele obtinute completeaza informatiile disponibile si deschid noi perspective
privind zona de legare hidrofobd a enzimei PCPAL si corelarea intre resturile de aminoacizi
modificati si pozitia substituentului voluminos.

Prin aceste rezultate, teza contribuie la cunoasterea enzimei fenilalanin amoniac-
liazei (PAL) izolata din Petroselinum crispum, la extinderea spectrului de utilizare a acesteia,
aducand contributii metodologice particulare la ntreg procesul de utilizare si adaptare a
enzimei la structura substratului impus de utilizator.
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Obiectivele tezei

Prezenta teza este structuratd pe doua mari capitole: Sisteme de exprimare si purificare,
respectiv (I) Sinteza chimica a stiril-alaninelor si biotransformari mediate de PCPAL nativ si
variantele mutante ale acesteia (I1). Fiecare capitol este structurat pe trei subcapitole. Fiecare
subcapitol este structurat in: studiu de literaturd, materiale si metode, rezultate si discutii,
respectiv concluzii.

1. Modificarea situsului catalitic al fenilalanin amoniac-liazei din Petroselinum crispum prin
tehnici de inginerie geneticd in vederea obtinerii unor mutanti cu activitate biocatalitica
superioara (Subcapitol | A).

2. Indepartarea etichetei 6xHis in cazul a mai multor enzime mutante de PcPAL (1460V,
F137A, F137A/1460V si Y110F/F137/1460V) folosind endopeptidaza TEV (Tobacco Etch
Virus), in scopul obtinerii de proteine cu grad mare de puritate pentru studii de cristalizare
(Subchapter I B).

3. Exprimarea, izolarea si purificarea a trei noi enzime MIO: fenilalanin 2,3-amino-mutaza
(PfPAM), fenilalanin/histidin/tirozin amoniac-liaza (PfXAL) si histidin amoniac-liaza
(PfHAL) identificate Tn genomul bacteriei Pseudomonas fluorescens R124 (Subcapitol |
C).

4. Sinteza chimica a stiril-alaninelor, noi substraturi pentru fenilalanin amoniac-liaza
(Subcapitol 11 A).

5. Dezvoltarea rationald cu ajutorul mutagenezei situs-directionate a unor mutanti de PCPAL
(F137/G/A/V-PcPAL) utili pentru sinteza L-stiril-alaninelor (Subcapitol 11 B).

6. Sinteza L- si D-arilalaninelor valoroase sintetic, folosind mutanti de PCPAL proiectati
rational, care poartd mutatii singulare sau multiple Tn regiunea hidrofoba de legare a
substratului (Subcapitolul 11C).
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CAPITOLUL I. Sisteme de exprimare si purificare

Subcapitol A. Exprimarea si purificarea fenilalanin amoniac-liazelor
recombinate, native si mutante din Petroselinum crispum

I. A.2. Rezultate si discutii
I. A.2.1. Mutageneza situs-directionata

Mutageneza situs-directionatd este o metoda rapida si sigura, folositd pentru a
modifica o gena la nivelul codonului dorit. Tnlocuirea unui aminoacid cu unul dorit se
realizeaza prin schimbarea unei nucleotide (doua sau trei nucleotide) din codonul original cu
o/unele nuclotida/nuclotidele corespunzatoare noului codon ce codifica aminoacidul dorit.

Alterarea de secventa este realizata prin reactii de PCR (reactia in lant a polimerazei),
folosind o pereche de amorse mutagenetice special concepute, care contin nucleotida
modificatd.®

Figura 1 prezinta gelul de agaroza de 1% in care se pot observa spoturile
corespunzatoare unor produsi de polimerizare (conform descrierii), la aproximativ 8000 de
perechi de baze.

Figura 1. Electroforeza produsilor PCR in gel de
agaroza din experimentele de mutagenezad situs-
directionatd: 1 — vectorul pET-19b care contine gena
pentru wt-PcPAL (7817 kpb), 2 — reactia de PCR
pentru mutantul F137V-PcPAL, 3 — reactia de PCR
pentru mutantul F137A-PcPAL, 4 — reactia de PCR
pentru mutantul F137G-PcPAL, L — ADN de control.

Produsii de polimerizare au fost transformati cu succes in celule competente E.coli
XL1Blue pentru stocarea de plasmida, urmand apoi extractia acesteia.

Confirmarea prezentei mutatiei dorite s-a realizat apeland la servicii externe de
secventiere @ ADN-ului. Dupa ce mutatiile au fost confirmate, plasmidele corespunzatoare au
fost transformate cu succes in celule gazda de exprimare E.coli Rossetta (DE3) pLysS.

I. A.2.2. Exprimarea si purificarea proteinelor

Pentru exprimarea fenilalanin amoniac-liazelor native si mutante s-au folosit celule
gazda Escherichia coli cu tulpina Rosetta (DE3) pLyS, utilizand ca vector de exprimare pET-
19b PcPAL (Figura 2a si 2b).’

12
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Figura 2a. Harta vectorului pET-19b- Figura 2b. Secventa de aminoacizi a wt-PcPAL-ului cu
PcPAL. eticheta N-terminala 6xHis (verde) si situsul de scindare

enterokinazic (albastru).

Exprimarea proteinei a fost indusa cu IPTG (izopropil B-D-1-tiogalactopiranozida) la
ODeoo 0.7-0.8, fiind urmata de perfectarea fermentatiei peste noapte la 25 °C.

Purificarea s-a realizat prin cromtografie de afinitate Ni-NTA conform protocolului
descris de producator. Proteina PCPAL etichetata cu secventa 6xHis la capatul N-terminal a
fost eluata cu o solutie de imidazol de 250 mM.

I. A.2.2.1. Analiza SDS-PAGE

Etapele de exprimare si purificare a enzimei au fost monitorizate prin SDS-PAGE si
vizualizate cu Coomassie Blue R 250.

In coloana 13 a gelului de poliacrilamida 10% (Figura 3) se poate observa o bandi
pronuntata de puritate ridicatd cu masa aproximativa de 80 kDa corespunzatoare monomerului
PcPAL F137V.

&

-

LS—

Figura 3. Gelul SDS-PAGE 10% al probelor din etapele de purificare a F137V-PcPAL. 1 — preinductie celulara
2 — postinductie celulara, 3 — lizat celular, 4 — reziduu lizat celular, 5 — supernatant dupa centrifugarea lizatului,
*6 — proba dupa trecerea supernatantului prin coloana de Ni-NTA, *7 — eluare cu solutie slab salina (30 mM KCI
si 50 mM HEPES), *8 — eluare cu solutie puternic salina (300 mM KClI si 50 mM HEPES), *9 — eluare cu solutie
slab salina (30 mM KCl si 50 mM HEPES), *10 — markeri moleculari (control), *11 — fractia eluata cu imidazol
25 mM, *12 — fractia eluatd cu imidazol 50 mM, *13 — fractia eluatd cu imidazol 250 mM (fractie proteica pura),
*14 — fractia eluata cu imidazol 1 M, 15 — solutie enzimatica dupa dializa si 16 — markeri moleculari (control).

* probe din etapa de purificare folosind cromatografia de afinitate Ni-NTA
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. A.2.2.2. Cromatografia de excluziune sterica

Fiecare enzima obtinutd a fost analizata prin cromatografie de excluziune sterica
(utilizdnd o coloana analitica Superdex 200 5/150 GL). S-a recurs la purificarea la scara
preparativa a enzimelor (cu o coloana preparativa Superdex 200 10/300 GL) in vederea
efectuarii studiilor cinetice ce impun utilizarea biocatalizatorilor cu un grad de puritate ridicat.

Majoritatea mutantilor PCPAL obtinuti au avut un grad ridicat de puritate asa cum
reisese din cromatogramele de excluziune sterica a mutantilor PCPAL 1460V si PcPAL
F137A/L138A/1460A prezentate in Figura 4.

Conform ecuatiei dreptei a curbei de calibrare determinatd in prealabil, semnalul
dintre 1.3-1.6 mL cu o intensitate maxima la 1.48 mL, corespunde formei tetramerice a
enzimelor PCPAL, cu masa moleculara de aproximativ 320 kDa.

Figura 4. Cromatograme reprezentative obtinute la analiza pﬁj'fitégii‘.'si stéf'ii”de oligomerizare a enzimelor
folosind coloana de excluziune stericd Superdex 200 5/150 GL: A. 1460V-PcPAL, B. F137A/L138A/1460A-
PcPAL purificate prin cromatografie de afinitate Ni-NTA, dupa dializa si concentrare (3 mg/mL).

I. A.2.3. Analiza denaturirii termice a mutantilor PCPAL folosind Prometheus NT.48

Pentru determinarea stabilitatii proteinei native Wt-PCPAL si a mutantilor acesteia a
fost utilizatd fluorimetria de scanare diferentiald (NanoDSF)8, care permite determinarea
temperaturii de denaturare (Tm) a proteinelor. Ca urmare a mutatiei, enzimele pot suferi
schimbari structurale semnificative care pot fi evidentiate prin compararea valorii Tm
specifice mutantilor cu cea a enzimei native.
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Tabelul 1. Temperatura de denaturare (Trm) a variantelor de PCPAL.

Nr. Crt. PcPAL Tm (°C)
1 nativ 75.1+0.2
2 L134A 70.2+0.5
3 L134V 72.6+0.2
4 F137G 74.2+0.3
5 F137A 76.240.2
6 F137Vv 73.5+0.4
7 L138A 72.310.2
8 L138V 68.4+0.3
9 L206A 72.6+0.8
10 L206V 74.4+0.5
11 L256A 72.9+0.7
12 L256V 73.1+0.5
13 1460A 51.3+0.8
14 1460V 74.2+0.2
15 F137A/1460V 74.4+0.4
16 F137A/1460A 51.8+0.9
17 F137V/1460A 51.8+0.8
18 F137V/1460V 71.7+0.3
19 F137A/L138V 70.9+0.4
20 F137A/L138A 75.3+0.3
21 F137V/L138A 73.0+0.3
22 F137V/L138V 71.1+0.5
23 L134V/F137A 73.840.2
24 F137V/L138V/1460V 70.7+0.6
25 F137A/L138V/1460V 72.310.2
26 F137A/L138A/1460V 69.8+0.5
27 F137A/L138A/I1460A 62.1+0.7
28 F137A/L138V/1460A 52.2+0.9
29 F137A/S203A/1460V 72.240.2

Conform datelor din Tabelul 1, mutantii au prezentat diferite grade de stabilitate
termica. Temperatura de denaturare a enzimei native s-a inregistrat la 75 °C. F137A-PcPAL a
prezentat o depliere la o temperatura putin mai ridicata in comparatie cu enzima nativa (76 °C
vs. 75 °C), insa nesemnificativa din punct de vedere statistic.

Valorile Ty ale mutantilor F137V-, F137A-, 1460V- si F137A/1460V- PcPAL au fost
mai scazute doar cu 2-3 °C decét cea a wt-PcPAL-ului, acestea fiind si cele mai active enzime
n transformarea substraturilor testate.

Tn schimb mutantii 1460A-, F137A/I460A-, F137V/I460A- si F137A/L138V/I460A
PCPAL, caracterizati de o stabilitate termica redusa, respectiv scaderea Tm cu 23-24 °C fata de
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wt-PcPAL (Figura 5), s-au dovedit a fi mai putin eficienti in biotransformarea analogilor
nenaturali ai fenilalaninei.

0002 mrrpvemseme.

0.000 B ,-’
30 35 40 45 50 58560 65 70 75 80 8 90 95

— 0014 eseee PCPAL 1460A
= 0.012 e PCPAL F137A 1460A

§ : == « PCPAL F137V 1460A

% 0.010 PcPAL F137A L138V 1460A
S 0.008

T)

2 0.006 Y

: ° N

5 0004

5

=

[+

=

S

A

-0.002
Temperatura (°C)

Figura 5. Denaturarea termica a variantelor de PCPAL ce contin mutatia 1460A. Temperatura de denaturare (Tm)
variaza de la 51 la 52 °C.

Alte mutatii singulare ale resturilor L134, L138, L206, L256 nu au provocat probabil o
schimbare conformationald globala a proteinei; valorile T cuprinse intre 69-74 °C fiind doar
putin scazute fata de enzima nativa.

I. A.3. Concluzii

S-a obtinut 0 colectie de 28 forme mutante ale fenilalanin amoniac-liazei originara din
Petroselinum crispum, prin mutageneza situs-directionata. Toti mutantii au fost exprimati si
purificati cu puritate si omogenitate ridicata, asa cum s-a demonstrat prin SDS-PAGE si
cromatografie de excluziune sterica.

Masuratorile de fluorimetrie diferentiala ale mutantilor singulari sau multipli ce contin
restul 1460A, au evidentiat o scadere semnificativa a Tm (51 °C) in comparatie cu PCPAL
nativ (75.1 °C = 0.2). Cele mai active variante mutante ale PCPAL-ului prezinta o valoare de
Tm cupinsa intre 72-76 °C.

Subcapitol B. Obtinerea mutantilor PCPAL fara eticheta de hexa-histidina
pentru cristalizarea proteinei in forma cea mai apropiata de cea naturala

I. B.2. Rezultate si discutii
I. B.2.1. Mutageneza situs-directionata, izolarea si introducerea plasmidelor in celule
competente

Plecand de la sablonul pET15b_PcPAL, care contine un situs de scindare pentru
endopeptidaza TEV, am incercat sd obtinem patru tipuri diferite de mutanti. Primerii
mutagenetici utilizati au fost aceiasi ca si in cazul sablonului pET19b_PcPAL.

Scopul a fost obtinerea enzimelor mutante PCPAL, cu eticheta His detasabila.
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Gena pcpal recombinata introdusa in constructul plasmidic pET19b_PcPAL, contine
la capatul N-terminal o secventa aditionald, lunga de 21 aminoacizi incluzand eticheta 6xHis,
care ar putea afecta plierea proteinei. Astfel, pentru studiile de cristalizare, am inlaturat cei 21
de aminoacizi de la capatul N-terminal al enzimei PcPAL, ca sa o aducem mai aproape de
structura originala a proteinei.

Dupa expresia, purificarea si indepartarea etichetei 6xHis din PCPAL nativ si respectiv
din PcPAL-urile mutante folosind endopeptidaza TEV, enzimele vor fi utilizate pentru
cristalizarea lor in prezenta mai multor analogi sintetici ai fenilalaninei sau a cinamatilor
corespunzatori (de exemplu: stiril-, 4-metoxifenil-, 4-nitrofenil-, naftalen-2-il- sau bifenil-4-
i), care au fost acceptate ca substraturi de catre mutanti, dar nu au fost transformate de catre
wt-PcPAL, ceea ce ne poate oferi informatii despre interactiunile enzima-substrat.

I. B.2.3. Exprimarea si purificarea enzimei TEV S219V

Exprimarea si purificarea enzimei a fost studiata prin tehnica SDS-PAGE.
Enzima TEV, avand 0 masa moleculara de aproximativ 29 kDa, a fost eluata cu o solutie de
imidazol (300 mM-1M) de pe coloana de afinitate Ni-NTA cu o puritate mare (~ 90% pe
SDS-PAGE, coloana 9 — Figura 6).

1 2 3 4 5 6 7,8 9
—130 Figura 6. Etapele de eluare (optimizarea eluarii) a
‘ =l enzimei TEV S219V. 1 — fractie eluatd cu o solutie de
ae -0 imidazol de 100 mM, 2 — fractie eluatd cu o solutic de
oy 55 imidazol de 200 mM, 3 — fractie eluatd cu o solutie de
- i 80 imidazol de 300 mM, 4 — fractie eluata cu o solutie de
TEV S219V (29 kDa ) P Ig&’k%zal)gv imidazol de 400 mM, 5 — fractie eluata cu o solutie de

.-m imidazol de 500 mM, 6 — fractie eluata cu o solutie de
-w y imidazol de 1M, 7 — marker (control), 8 — amestecul
fractiilor 3, 4 si 5 inainte de dializa, 9 — amestecul

— ool e fractiilor 3, 4 si 5 dupa dializa.

Enzima a fost exprimatd intr-0 cantitate mare (2 mg/mL) si utilizatd imediat la
indepartarea etichetelor histidinice a wt-PcPAL-ului sau a fost stocata la -80 °C in 20%
glicerol.

I. B.2.4. indepirtarea capitului 6xHis a enzimelor PcPAL prin digestie cu TEV S219V
Eliminarea etichetei de afinitate a fost efectuata la 4 °C, folosind 2 mg de solutie de
enzimd PCPAL si 0.2 mg de solutie de enzima TEV aduse la un volum final de 2 mL cu
solutie Tris (50 mM Tris si 300 mM NaCl, 20% glicerol, pH 8.0) fara agitare.
Solutia enzimatica de PCPAL fara eticheta 6xHis a fost purificatd folosind o coloana
de afinitate Ni-NTA, cu un randament de 50-55%, urmata de dializa acesteia intr-0 solutie de
Tris 20 mM si NaCl 100 mM la pH 8.0.
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I. B.2.5. Analiza starii de oligomerizare si cromatografia de excluziune sterici

Starea de oligomerizare® a enzimelor obtinute a fost verificatd pe o coloand Superdex
200 5/150 GL. Profilul de elutie a proteinelor mutante poate fi observat in cromatogramele
din Figura 7. Conform ecuatiei din curba de calibrare, semnalul cuprins intre 1.4-1.6 mL, cu
intensitatea maxima la 1.49 mL, corespunde formei tetramerice a enzimei PCPAL cu o masa
moleculara de 320 kDa.

WT without HIS TAG con_§

A ;; B |

Figura 7. Cromatograma reprezentativa a enzimei dupa etapa de dializa si cea de concentrare utilizand coloana
de excluziune sterica Superdex 200 5/150 GL: A). wt-PcPAL fard eticheta 6xHis (10 mg/mL) si B)

F137A/1460V-PcPAL fara eticheta 6xHis (8 mg/mL).

I. B.2.6. Analizarea denaturirii termice a mutantilor PCPAL lipsiti de eticheta 6xHis

Tabelul 2. Temperaturile de denaturare
(Tm) ale wt- si 1460V-, F137A-,

S-au determinat temperaturile de denaturarea a F137A/1460V- si

enzimei native PCPAL si a mutantilor 1460V-, F137A-, Y110F/F137/1460V-PcPAL.
F137A/1460V- si Y110F/F137/1460V-PcPAL lipsiti de ' PCPAL Tm (°C)

ich 6xHis in int lul 73-74.6 °C. Se ob . 1 nativ (wt) 73.0+0.2
eticheta 6xHis in Intervalu -74. . Se observa o 5 1460V 74.9+0.5
scadere cu 2 °C pentru PCPAL nativ si F137A- PCPAL 3 F137A 74.6+0.5
fata de omologii lor cu capatul hexa-histidinic (Tabelul 4 F137A/1460V 73.720.2
2). 5 | Y110F/F137A/1460V | 73.5+0.2

I. B.3. Concluzii
Expresia, purificarea si indepartarea etichetei 6xHis de la capatul N-terminal a fost

realizatd cu succes in cazul mai multor PCPAL-uri mutante, obtindndu-se sarje de solutii
proteice cu grad ridicat de puritate si omogenitate. Nu au fost semnalate schimbari
semnificative in stabilitatea termica a enzimelor dupa inlaturarea etichetei de afinitate.

Enzimele PcPAL lipsite de eticheta 6xHis au permis initierea experimentelor de
cristalizare a proteinelor cu diferiti liganzi.
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Subcapitol C. Exprimarea si purificarea de noi enzime MIO din
Pseudomonas fluorescens R124

I. C.2. Rezultate si discutii

I. C.2.1. Exprimarea si purificarea fenilalanin 2,3-aminomutazelor aromatice (PAM),
fenilalanin/histidin sau tirozin amoniac-liazelor (XAL) si histidin amoniac-liazelor
(HAL) din Pseudomonas fluorescens R124

I. C.2.1.1. Exprimarea si purificarea enzimelor PAM, XAL si HAL

Folosind metoda generald pentru fermentatia, izolarea si purificarea enzimelor MIO-
dependente, dar usor adaptata, proteinele PfHAL, PfXAL si PIPAM cu capatul N-terminal
His au fost obtinute si depozitate in solutie apoasa cu un continut de 15% glicerina la -20 °C
fara pierderea activitatii. Puritatea tuturor enzimelor a fost verificata pe gel de poliacrilamida
12% (Figura 8).

Pentru fiecare enzima fractiile eluate de pe coloana Ni-NTA corespunzatoare benzilor
pronuntate cu masa de 60 kDa au fost analizate si prin eluarea lor pe o coloana cromatografica
de excluziune sterica, pentru a verifica omogenitatea proteinelor (Figura 9). Toate enzimele
exprimate si izolate au prezentat un grad inalt de puritate si omogenitate ~ > 85%.%!

Masa moleculara a enzimelor MIO a fost determinata pe baza curbei de calibrare
determinata in prealabil (Tabelul 3).
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Figura 8. Gel SDS-PAGE al probelor din etapele de Figura 9. Cromatogrami reprezentativa a
purificare a enzimei PfXAL. 1 — supernatant dupa enzimei PfHAL, folosind coloana de excluziune
centrifugarea lizatului celular, 2 — proba dupa trecerea stericd Superdex 200 5/150 GL. Fractia cu
supernatantului prin coloana de Ni-NTA, 3 — eluare cu volumul de retentie de 1.2-1.5 mL reprezintd
solutie slab salina (30 mM KCI si 50 mM HEPES), 4 — forma agregata a enzimei, iar fractia cu volum de
fractie eluatd cu o solutie de imidazol 300 mM, 5 — fractie retentie de 1.5-1.8 mL reprezintd forma nativa,
eluatd cu o solutie de imidazol 50 mM, 6 — prima sarja de tetramerica.

proteina dializata, 7 — a doua sarja de preoteina dializata,

8 — fractie eluata cu imidazol 1 M, 9 — marker (control).

19



Tabelul 3. Rezultatele analizei cromatografice de excluziune sterica folosind coloana Superdex 200 150/5 GL
pentru determinarea masei moleculare a enzimelor Pf -MIO.

Masa moleculara 9 «
Masa moleculara calculata

Masa moleculara determinata «
Cod . . calculata a .
experimental (Daltoni) . a monomerului
tetramerului (Daltoni)
(Daltoni)

PfHAL 204046 222000 55500

PfXAL 211948 228000 57000

PfPAM 228681 233600 58400

I. C.2.2. Temperatura de denaturare (Tm) a enzimelor PfHAL, PfXAL si PfPAM

Tabelul 4. Temperatura de topire (Tm) a PfTHAL, PfXAL si PfPAM-ului

Enzima Tm (°C)

PfPAM 81.8 +0.3

PfXAL 87.0+0.4

PfHAL >90 nu poate fi determinat

I. C.3. Concluzii
Enzimele MIO: fenilalanin 2,3-aminomutaza (PAM), fenilalanin/histidin sau tirozin

amoniac-liaza (XAL) si histidin amoniac-liaza (HAL) identificate Tn genomul bacteriei
Pseudomonas fluorescens R124 au fost exprimate si izolate cu succes folosind celule

Escherichia coli, tulpina Rosetta (DE3) pLyS.
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CAPITOLUL II. Sinteza chimica si biotransformari mediate de
wt-PcPAL si variante mutante ale acesteia

Subcapitol A. Sinteza chimica a stiril-alaninelor racemice ca substraturi noi
pentru fenilalanin amoniac-liaze

1. A.2. Rezultate si discutii
Il. A.2.1. Sinteza chimica a substraturilor stiril-alaninice rac-1a-d si 2a-d

Aldehidele disponibile comercial 11a-d au fost transformate prin reactia Wittig in
esterii acrilici 10a-d. Prin reducerea lor cu DIBAL-H s-au obtinut (E)-3-fenilprop-2-en-1-olii
8a-d care au fost oxidati cu dioxid de mangan la stirilaldehidele 6a-d. Din acestia, cu ajutorul
reactiei Wittig S-au sintetizat esterii etilici ai stirilacrilatilor 4a-d. Hidroliza alcalind a
acestora, urmata de acidifierea mediului de reactie a permis izolarea acizilor stiril acrilici 2a-
d.

Compusii bromurati 9a-d obtinuti din alcoolii stirilici 8a-d au servit ca agenti de
alchilare a 2-N-acetamido-dietil-malonatului. Prin hidroliza chemoselectiva bazica a
produsilor de cuplare formati 7a-d s-au pus in liberate acizii malonici 2-disubstituiti 5a-d, din
care prin decarboxilare termica s-au format racematii stirilalaninelor N-acilate rac-3a-d. in
final, stirilalaninele racemice rac-la-d au fost obtinute prin hidroliza acida a gruparilor
amidice din rac-3a-d. (Schema 1)

N PSS
ANy Ve A NN CO0BE Ve | NS CO0H Ar
6a-d 4a-d 2a-d
rac-la-d

””””””” A
Ar/\/\OH | 11 Ar/\/COOEt - | A0
l 8a-d i 10a-d 11a-d X.
VI
EtOOC HOOC
N COOEt COOH
A p, VL Ar VIL N COOH  IX. A
9a-d NHCOCH;, NHCOCH, NHCOCH;
Ta-d 5a-d rac-3a-d

Ar: .
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cl O,N

Schema 1. Sinteza acrilatilor (2E,4E) stirilici 2a-d. Reactivi si conditii: 1. PhsP=CH-CO-Et, toluen,
reflux, 24 ore; 1l. DIBAL-H/CH.CI; la - 60 °C, 1 ore; 111. MnO,/CHClIy, 25 °C, 48 ore; IV. PhsP=CH-CO,Et,
toluen, reflux, 24 ore; V. 10% KOH, reflux, 20 ore, cu acidifiere la pH 1.0. Sinteza stiril-alaninelor racemice
rac-la-d. Reactivi si conditii: VI. PhsP=CH-CO.Et, CsHiBrNO,/CH:Cl,, 25 °C, 2 ore; VII. NaH,
CH3CONHCH(COOEL),/DMF, 60 °C, 3 ore; VIII. 10% NaOH in apa/MeOH, 60 °C, 5 ore; IX. toluen, reflux,
20 h; X. dioxan/18% HClI, reflux, 4 ore.
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I1. A.3. Concluzii

A fost realizata sinteza chimica a acrilatilor stirilici 2a-d si a aminoacizilor racemici
corespunzatori rac-la-d, care au fost apoi testati ca substraturi potentiale in reactiile de
eliminare si de aditie a amoniacului catalizate de wt-PcPAL si formele mutante F137X-
PcPAL.

Subcapitol B. Includerea stiril-alaninelor in domeniul de substraturi al
PcPAL-ului prin modificarea structurii native a enzimei prin tehnici de
mutageneza situs-directionata

I1. B.2. Rezultate si discutii

1. B.2.1. Studii initiale ale interactiei wt- si F137X-PcPAL-ului cu stiril-alanine

Datorita abilitatii enzimei PCPAL de a transforma o gama larga de aril-alanine si
hetero-arilalanine, in vederea extinderii domeniului de substrat al acestei enzime si pentru
compusii cu substituenti voluminosi si cu lungime extinsa, s-a testat in prima etapa interactia
stiril-alaninelor (rac-1a-d) cu wt-PcPAL.

Mai intéi s-au efectuat studii de cinetica Michaelis-Menten pentru reactia de eliminare
a amoniacului din L-stiril-alanina L-1a catalizata de wt-PAL. S-a monitorizat viteza de
formare a produsului obtinut (acidul (2E, 4E)-5-fenilpenta-2,4-dienic (2a)) prin spectroscopie
UV, dar si prin cromatografie HPLC. Mai mult, prezenta produsului 2a in mediul de reactie a
fost evidentiata si prin spectrometrie *H-RMN.

Pentru reactia de eliminare a amoniacului din L-1a valoarea kcat a fost de 14 ori mai
micad decat cea obtinuta in prezenta substratul natural L-Phe, in timp ce valoarea raportului
Keat/Km pentru transformarea L-1a a fost de 777 de ori mai mica decat cea calculata pentru
deaminarea L-Phe (Tabelul 5).

AN PcPAL X o0 X coon
A) - :
Tris, pH 8.8 =

- NH, NH,
rac-1la-d 2a-d D-la-d

X _COOH N COOH
B) ./w _ ./\/\r
. Q 6M NH4, pH 10 Q

NH,
2a-d L-la-d

oo B

Schema 2. (A) Sinteza enantiomer selectiva a D-stiril-alaninelor (D-1a-d) prin reactia de deaminare a rac-1a-d si
(B) a L-1a-d prin aditia amoniacului la acrilatii stirilici 2a-d, mediata de PCPAL nativ si mutanti.

34

Datele de modelare moleculard au oferit o explicatie pentru activitatea enzimatica
scazutda in prezenta noului substrat, respectiv interactiunea dezavantajoasa dintre inelul
aromatic al intermediarului de reactie N-MIO-L-1a si gruparea fenil a fenilalaninei F137,
parte a buzunarului hidrofob al situsului catalitic din wt-PcPAL.
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Imaginile A si B din Figura 10 ilustreaza trei aranjamente posibile ale intermediarului
N-MIO-L-1a, dintre care doua sunt aparent active si amintesc de legarea substratului natural,
fenilalanina, la situsul activ al PcPAL-ului.®

Astfel, produsul (2E,4E)-dienic se poate obtine din doi conformeri ai intermediarului
N-MIO si anume, din cel s-cis [denumit pro-s-cis (psc)] - abreviat L-1apsc respectiv din cel s-
trans [denumit pro-s-trans (pst)] - abreviat L-1apst.

Din al treilea conformer (L-lau) ilustrat in imaginea B, care adopta o aranjare mai
relaxata, restul stirilic al substratului fiind mai indepartat de F137 s-ar obtine acidului (2Z,
4E)-5-fenilpenta-2,4-dienic, produs care nu a fost insa detectat in amestecul de reactie. Astfel,
L-1au poate fi considerata o stare neproductiva.

] \ A

Figura 10. Modelul celor trei conformeri ai intermediarului de reactie L-1a-N-MIO in situsul catalitic al wt-
PcPAL. Culorile ilustreazd contributia diferitilor atomi la energia totald a sistemului: culoarea verde indica o
contributie benefica (< -5 kcal mol?), iar culoarea rosie denoti o contributie defavorabild (> 2 kcal mol?). (A)
Cei doi conformeri productivi: L-lapsc adoptd un aranjament sinperiplanar, iar L-laps adoptd un aranjament
antiperiplanar. Din ambii conformeri se poate obtine produsul 2a “all-trans”. (B) Conformerul neproductiv L-1a,
este cel mai favorizat energetic prin comparatie cu conformerul L-1apsc tensionat.

Se poate concluziona ca repulsia dintre inelul aromatic al intermediarului N-MI1O-L-
la si restul F137 al enzimei este responsabil de scaderea vitezei reactiei mediatda de wt-
PcPAL.

Pentru largirea cavitatii buzunarului hidrofob si implicit pentru detensionarea
interactiei intermediarului L-1a-N-MIO cu F137 din wt-PcPAL s-a propus Tnlocuirea acestui
aminoacid cu alti trei aminoacizi si anume, Val, Ala si Gly care poseda resturi hidrofobe de
dimensiuni mai mici in comparatie cu restul benzilic din F137. Crearea mutantilor F137V-,
F137A- si respectiv F137G-PcPAL a fost justificata si de faptul ca enzimele F137X-PcPAL
s-au dovedit biocatalizatori eficienti Tn aditia amoniacului la cinamatii para-substituiti.*

I1. B.2.2. Cinetica enzimatica

Eficacitatea catalitica sau constanta de specificitate a unei enzime este data de raportul
Kea/Km care indica eficienta biocatalizatorului in  transformarea unui  substrat
(natural/nenatural) sau a unui anume substrat Tn cazul substraturilor concurente.?
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este prezentata in Tabelul 5.

Eficienta catalitica a enzimei native si a formelor sale mutante fata de L-Phe si L-1a

Se observa o eficientd cataliticd remarcabild in cazul transformarii L-1a catalizata de

F137V-PcPAL, keat/Kwm fiind de 240 de ori mai mare decét cel calculat pentru wt-PcPAL.

Tabelul 5. Parametrii cinetici pentru reactiile de eliminare a amoniacului cu wt-PCPAL si mutantii F137X-
PcPAL pentru L-fenilalanina si pentru L-stiril-alanind (L-1a).

PcPAL L- fenilalanina L-stiril-alanina
Kw (LM) Keat X 1073 (s1) ‘ Keat/Km % 1023 (nM 1 s1) Kwm (LM) Keat X 1072 (s Keat/K % 103 (nM 1 s1)
wt 83+5 694 + 20 8361 + 291 4384 + 158 47.1+03 10.7+04
F137Vv 86 + 10 1731 \ 2011 +131 186 6 422 +28 2269+ 168
F137A 1732 £ 15 283+1 163 +2 1173 £ 70 132+2.6 1125+7.2
F137G | 4969 + 153 52+3 \ 10.4+0.9 4120 + 270 345+38 83+0.2

Tabelul 6. Parametrii cinetici pentru reactiile de eliminare a amoniacului cu wt- si F137V-PcPAL pentru stiril-
alaninele racemice rac-1a-d.

Substrat wt-PcPAL F137V-PcPAL
Ky (uM) ‘ Keat X 107 (s1) Keat/Km % 102 (nM 1 s1) Ky (uM) Keat X 1072 (s Keat/ K % 1073 (nM 5%
rac-la 395+6 6.2+0.7 15.6 £0.9 201+ 12 276 £ 13 1373+ 97
rac-1b 154 +7 ‘ 0.24 £ 0.01 15+0.03 7832 78.6+4.4 1004 + 86
rac-1c 28+1 0.34 £0.02 12.1+£0.6 94.7+2 156.7 £0.02 1667 + 10
rac-1d 287+ 3 ‘ 3.2+0.03 11.1+05 326 £10 9.9+0.01 302+19

Pentru eliminarea amoniacului din L-1a, mutantul F137V-PcPAL a avut un ke de 9
ori mai mare, iar mutantul F137A-PcPAL unul de 2.8 ori mai mare decéat cel al wt-PAL-ului.
Mutatia F137G s-a dovedit ineficientd din punct de vedere al capacitatii catalitice a enzimei.

Asa cum se poate observa in imaginea A din Figura 10, in situsul activ al enzimei
native, fragmentul aromatic al intermediarului N-MIO-L-1aps: este deplasat in directia restului
1460, ceea ce determind schimbarea conformationald a acestuia. La randul sdu aceasta
schimbare conformationald locala se poate propaga asupra arhitecturii intregului situs
catalitic, si poate conduce la scaderea nivelului energetic al intermediarului de reactie N-MI10-
L-lapsc. Datorita mutatiei F137V, restul stirilic este mai relaxat si nivelul energetic al
intermediarului va fi implicit mai scazut. Mutatia F137V nu influenteaza dispunerea spatiala a
restului alanil din L-1a in situsul catalitic al F137V-PcPAL comparativ cu cel din wt-PAL.

II. B.2.3. Rezolutia cinetica si aplicatiile sintetice

Atat datele obtinute in studiile cinetice pentru deaminarea L-1a, cét si rezultatele
studiilor de modelare moleculara referitoare la energetica intermediarului L-1a-N-MIO au
calificat mutantul F137V-PcPAL ca si biocatalizator eficient pentru obtinerea la scard
preparativa a stril-alaninelor enantiopure (Panoul A, Figura 10).

Stiril-alaninele rac-1a-d au fost substraturi in reactiile de eliminare a amoniacului
atat in prezenta wt-PcPAL-ului cat si cu F137V-PcPAL. Din nefericire, aceiasi biocatalizatori
au fost inactivi in reactiile inverse, de aditie a amoniacului la stiril-acrilatii 2a-d. n
consecintd, experimentele s-au limitat numai la investigarea reactiilor de eliminare a
amoniacului folosind stiril-alaninele racemice ca substraturi.

Utilizdnd metodele dezvolate de detectiec UV selectiva a acumularii n timp a
produsilor stiril-acrilici, s-au determinat parametrii cinetici ai eliminarii amoniacului asistata
de wt-PcPAL si F137V-PcPAL prin incubarea acestor enzime cu rac-1a-d (Tabelul 7).
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Tn toate cazurile, mutantul F137V-PcPAL s-a dovedit a fi o alternativa superioara
fatda de enzima nativa, turnover number (Kcat) si constanta specificitatii (keat/Km) fiind
semnificativ imbunatatite in cazul utilizarii mutantului (Tabelul 7).

Pentru a confirma utilitatea sintetica a mutantului F137V-PcPAL in rezolutia cinetica
a stiril-alaninelor racemice rac-la-d, reactiile de deaminare au fost efectuate si la scara
semipreparativa pornind de la 0.1 mmol substrat racemic la 0 concentratie de 5 mM 1in
prezenta a 0.5-1 mg de wt- si F137V-PcPAL purificate (Tabelul 7).

Tabelul 7. Conversia stiril-alaninelor rac-1a-d si excesele enantiomerice ale produsilor D-1a-d in reactia de
eliminare a amoniacului catalizatd de variantele PCPAL.

Nr. Crt. PcPAL Substrat Timp (ore) ¢ (%) eeteor (%0)? €eobs (%0)
1 rac-la 24 50 100 >09
2 rac-1b 274 50 100 >99
3 rac-1c 134 50 100 >09
4 F137V rac-1d 300 50 100 >99
5 rac-la 274 50 100 >98
6 rac-1b 504 29 41 41
7 nativ (wt) rac-1c 600 36 56 55
8 rac-1d 600 31 45 41

2 eereor = €/(1-C) pentru o rezolutie cineticad ideala

Tn Figura 11 sunt prezentate variatiile conversiilor in timp pentru transformarea stiril-
alaninelelor racemice rac-1a-d; valorile exceselor enantiomerice (ee) pentru compusii D-1a-d
obtinuti prin eliminarea amoniacului din L-1a-d catalizata de cele doua PCPAL-uri sunt redate
in Tabelul 7.

Pentru a compensa inactivarea In timp a enzimei din cauza conditiilor de reactie
folosite, la intervale de 48 de ore s-a addaugat o noua sarja de enzima in amestecurile de
reactie. In toate cazurile, progresul reactiilor a fost monitorizat prin metode HPLC.

60
50 —8— rac-1a F137V
—~ = B~ -rac-lawt
S 40
é e [3C- 10 F137V
-% 30 = &= -rac-1bwt
E» rac-1c F137V
g 20 rac-1c wt
@] @ ac-1d F137V
10 = @= -rac-1d wt

0 25 50 75 100 125 150 175 200 225 250 275 300

Timp de reactie (h)

Figura 11. Profilul variatiei conversiilor in timp pentru transformarea enzimatica a rac-1a-d in prezenta
enzimelor wt-PcPAL (linii intrerupte) si F137V-PcPAL (linii continue).

Profilul conversiilor rac-1a-d in timp (Figura 11) a evidentiat superioritatea catalitica

a mutantului F137V-PcPAL fata de wt-PcPAL, confirmat de altfel si de masuratorile cinetice
Michaelis-Menten.
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In prezenta F137V-PcPAL-ului, s-a realizat rezolutia cinetici total enantioselectiva a
rac-la cu o conversie de ~ 50% in 24 de ore, a rac-1c dupa 134 ore si a rac-1b,d dupa o
perioadd mai lunga din timp (274, respectiv 300 ore).

Wit-PcPAL s-a dovedit eficientd numai pentru rezolutia cinetica a rac-1la (Tabelul 7,
Nr. Crt. 5). Tn cazul stiril-alaninele substituite rac-1b-d activitatea acestei enzime a fost mult
mai mica, inregistrandu-se valori reduse ale conversiilor chiar si dupa timpi lungi de reactie
(Figura 11, Tabelul 7, Nr. Crt. 6-8).

Este important de mentionat caracterul stereoselectiv total al biotransformarii L-1a-c,
valorile masurate ale exceselor enantiomerice ale D-la-c la o conversie data fiind n
concordantd cu valorile teoretice calculate a ee-rilor corespunzatoare conversiei masurate n
raport cu concentratiile rac-1a-d initiale.

Tn cazul sintezei asistate de wt-PAL, puritatea enantiomericd a D-1d a fost mai mica
decat valoarea sa teoreticd, calculatd din conversia masuratd, de altfel in concordatda cu
rezultatele obtinute care demostreaza stereoselectivitatea redusd a diverselor fenilalanin
amoniac-liaze n sinteza ambilor enantiomeri ai nitrofenilalaninelor.

Trebuie subliniat faptul ca procesarea substraturilor rac-la-d mediata de F137V-
PcPAL a permis izolarea compusilor D-1a-d cu excese enantiomerice mai mari de 99%.
Aceast rezultat este in acord cu profilurile variatiei conversiilor in timp, care tind asimptotic la
valoarea de 50%.

Tn conclzie, F137V-PcPAL s-a dovedit un biocatalizator activ si stereoselectiv pentru
sinteza enantiomerilor D ai stiril-alaninelor.

Comparind datele cinetice obtinute pentru reactia mediata de wt-PcPAL si F137V-
PcPAL utilizand ca substrat L-1a (Tabelul 5), respectiv rac-1a (Tabelul 6), se poate observa
ca eliminarea amoniacului din stiril-alanina L-1a este inhibata de prezenta D-stiril-alaninei.

Daca D-la nu ar fi un inhibitor competitiv al enzimelor, atunci constanta K
determinata pentru rac-1a ar fi comparabila ca valoare cu cea obtinuta pentru L-1a, iar Keat
calculat pentru ambele cazuri ar trebui sa fie similare, insa datele cinetice Tnregistrate in
prezenta Wt-PCPAL certifica o sciadere cu un ordin de marime a valorii Kwm, respectiv o
scadere de 7.6 ori a Vmax si implicit a Keat, atunci cand enzima e incubata cu rac-1a in loc de L-
la.

In cazul incubarii F137V-PcPAL-ului cu racemat s-a observat o scadere de numai 1.5
ori a valorii keat in comparatie cu cel determinat in prezenta L-la. Datele experimentale
obtinute Tn cazul sintezei la scard semipreparativa mediate de F137V-PcPAL a D-1a-c cu ee>
99% la conversii de ~50% 1n raport cu substantele de pornire rac-la-c (Tabelul 7) certifica
faptul ca D-1a-c nu sunt procesati de catre enzima. Acest fapt sugereaza ca D-1a, dar probabil
si D-Ib-d, actioneaza ca inhibitori reversibili, formand intermediari neproductivi de tipul D-
la-d-N-MIO-F137V-PcPAL.

Calculele de modelare moleculard certifica posibilitatea de formare a intermediarului
D-1la-N-MIO. Structurile suprapuse a intermediarului L-laps—N-MIO cu intermediarul
covalent neproductiv D-1a-N-MIO 1n situsul catalitic al wt-PcPAL-ului sunt prezentate in
imaginea B din Figura 12.
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Figura 12. Dispunerea spatiala a intermediarilor covaleti 1a-N-MIO 1n situsul catalitic al variantelor PCPAL. (A)
Conformerul L-lapse-N-MIO 1n situsul catalitic al wt-PcPAL si F137V-PcPAL. Se pot observa diferentele
conformationale a restului 1460 in cele doud enzime. (B) Diferenta de dispunere spatiala dintre intermediarul

covalent neproductiv D-la-wt-PcPAL (verde) si cel al intermediarului covalent productiv L-lags-wt-PcPAL
(mov).

I1. B.2.5. Studiul aditiei amoniacului la stiril-acrilatii 2a-d mediata de PcCPAL in scopul
sintezei L-aril-alaninelor

Nici una din enzimele wt- si F137V/A/G-PcPAL nu s-au dovedit potrivite pentru
aditia amoniacului la stiril-acrilatii 2a-d. Potentialii produsi de reactie la-d nu au putut fi
detectati prin metode HPLC nici dupa 20 de zile de reactie.

Studiile de modelare moleculara nu au putut oferi o explicatie univoca a rezultatelor
experimentale. Motivele plauzibile ar fi: afinitatile slabe a stiril-acrilatilor 2a-d fata de enzima
sau ancorarea lor de situsul catalitic in stari neproductive.

Legarea slaba a stiril-acrilatilor de situsul catalitic al enzimei wt-PcPAL, dar mai
puternica in cazul F137V-PcPAL-ului a fost confirmata prin calcularea energiilor relative de
legare.

I1. B.3. Concluzii

Cinetica Michaelis-Menten a aratat ca valoarea Kcat pentru reactia de eliminare a
amoniacului din L-stiril-alanina L-1a folosind enzima wt-PcPAL a fost de 14 ori mai mica fata
de keat obtinut in prezenta substratului natural L-fenilalanina, Tn timp ce valoarea Keat/Kwm
pentru transformarea L-1a a fost de 777 de ori mai mica decat cea calculata pentru deaminarea
L- fenilalaninei.

Datele de modelare moleculara au ilustrat trei aranjamente posibile (L-1apsc, L-1apst —
stari productive si L-1au - stare neproductiva) a intermediarului N-M10O-L-1a in situsul activ al
wt-PcPAL-ului si au permis evidentierea repulsiei dintre inelul aromatic al intermediarului de
reactie N-MIO-L-1a si gruparea fenil a fenilalaninei F137 din buzunarul hidrofob al situsului
catalitic al wt-PcPAL-ului.

S-a concluzionat ca aceasta interactiune este responsabild pentru activitatea scazuta
afisatia de wt-PcPAL fata de L-1a. Inlocuirea restului F137 cu aminoacizi hidrofobi mai mici
(valina, alanina si glicina) a condus la largirea buzunarului de legare hidrofob al enzimei si Tn
consecinta, la cresterea afinitatii mutantilor fata de L-1a.

Mutantul F137V-PcPAL s-a dovedit a fi cel mai eficient biocatalizator pentru
eliminarea amoniacului din stiril-alanina L-1a, precum si din rac-1a-d.
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Cu toate acestea, nici enzima nativa, nici variantele mutante nu au fost active in
reactiile de aditie a amoniacului la (E)-stiril-acrilatii 2a-d. Se presupune ca motivul principal
pentru acest inconvenient este formarea unor stari de legare neproductive ale compusilor 2a-d
n situsul catalitic al enzimei.

Subcapitol C. Mutanti ai fenilalanin amoniac-liazei din Petroselinum
crispum croiti pentru sinteza L- si D-aril-alaninelor voluminoase

I1. C.2. Rezultate si discutii
Il. C.2.1. Proiectarea rationala , stabilitatea si activitatea de noi mutanti PCPAL

Unele substraturi, mai exact acizii stiril- (2a), 4-metoxifenil (2e), naftalen-2-il- (2f) si
bifenil-4-il (2g) acrilici prezentati in Schema 3, au fost testati initial cu enzima wild-type
PcPAL, dar s-au obtinut conversii fie foarte mici, nule sau compusii tinta s-au dovedit a fi
inhibitori enzimatici.4 > 1415

COOH m()u

NH,
D-1a-i PAL
+ - NH; +
COOH
COOH X _COOH @
PAL '/Y
NH, +NH; NH,
L-1a-i 2a-i L-1a-h

O o oo
SogioontaSe RraSes
a e f g h
i j k 1

Schema 3. Reactiile de eliminare (A) si aditie (B) a amoniacului testat de variantele PCPAL.

In al doilea subcapitol am vizut ci nu se cunoaste nici o variantd mutanti de PCPAL
care sa prezinte activitate cataliticd in reactia de aditie a amoniacului, exceptand cazul
dezaminarii stiril-alaninelor, unde mutantul F137V a prezentat activitate.®

Pentru a obtine biocatalizatori PAL capabili sa transforme a serie de L- si D-aril-
alanine voluminoase si cu impedimente sterice valoroase, am urmarit in continuare analiza
mutationala si design-ul rational al buzunarului hidrofobic de legare al PcPAL-ului.

Tn conformitate cu extinderea domeniului de substrat al enzimelor PAL raportat initial,
bazat pe conceptul reducerii impedimentelor sterice,*> am selectat cateva resturi de
aminoacizi din situsul hidrofobic de legare al PAL-ului din Petroselinum crispum, si anume
resturile L134, F137, L138, L206, L256 si 1460 (foarte conservat), pe care le-am schimbat cu
aminoacizi mai mici precum valina sau alanina, pentru a obtine atadt mutanti singulari, cat si
mutanti dubli/tripli ai PcCPAL-ului (Figura 13).
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Il. C.2.2. Testarea variantelor mutante singulare ale PcCPAL-ului in reactiile de
eliminare a aril-alaninelor rac-1a,e-I

Activitatea mutantilor PCPAL generati a fost testata atat in reactiile de eliminare a
amoniacului din aril-alaninele racemice rac-1a,e-1 (Schema 3A), cat si in reactiile de aditie a
amoniacului la cinamatii 2a,e-l (Schema 3B). Pe langa efectele benefice cunoscute ale
mutatiei F137/A,V3 ° in reactiile de deaminare a rac-la,e-l, s-a demonstrat si importanta
schimbarii restului de izoleucind puternic conservat din buzunarul hidrofob (pozitia 460 in
PcPAL) cu aminoacizi apolari mai putin voluminosi V si A.

Prin urmare, in comparatiec cu Wt-PcPAL, 1460V-PcPAL a prezentat o activitate
catalitica semnificativ imbunatatita fata de toate substraturile testate (Tabel 8).

Astfel, mutantii F137V/A- si 1460V-PcPAL s-au dovedit a fi biocatalizatori eficienti
in procesarea aminoacizilor racemici (c=35% pentru rac-1g; ¢c=50% pentru rac-1a,j,k dupa
16 ore timp de reactie; Tabel 8). Asemanarea structurald dintre rac-11 si benzo[b]furan-3-il-,
respectiv benzo[b]tiofen-3-il-alanind, inhibitori cunoscuti ai wt-PAL-ului,*® a calificat acest
aminoacid ca inhibitor competitiv al enzimei wt-PcPAL, dar si a mutantiilor F137V- si
1460V-PcPAL.

In mod surprinziator F137A-PcPAL s-a dovedit activ in reactia de eliminare a
amoniacului din rac-1l, dar conversia a fost foarte scazuta (c=6%), chiar si dupa un timp lung
de reactie.
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Tabelul 8. Biotransformarea rac-1a,e-l asistata de wt-, F137V/A- si [460V-PcPAL

Substrat Gruparea Ar. P'zg;nﬁa] c (%) Substrat Gruparea Ar. pEgrAT_ffm ¢ (%)
rac-la stiril wt <1 rac-1i 5-feniltiofen-2-il wt <1
rac-la stiril 1460V ~50 rac-1i 5-feniltiofen-2-il F137Vv 35
rac-la stiril F137Vv ~50 rac-1i 5-feniltiofen-2-il F137A 44
rac-le 4-metoxi wt 3 rac-1j 5’-(2-clorofenil)-tiofen-2-il wt <1
rac-le | 4-metoxi F137V | 37 rac-1j | o ~(2-clorofenil)-tiofen-2-il | p159, | 19
rac-le | 4-metoxi 1460V | 39 rac-1j | o ~(2-clorofenil)-tiofen-2-il | 1375 | 50
rac-1f naftalen-2-il wt 6 rac-1k 5’-(4-clorofenil)-tiofen-2-il wt <1
rac-1f | Maftalen-2-il 1460V | 37 rac-1k | 5'-(4-clorofenil)-tiofen-2-il | 1460V | 10
rac-1f | Maftalen-2-il F137V | 39 rac-1k | 5'-(4-clorofenil)-tiofen-2-il | F137A | ~50
rac-1g bifenil-4-il wit <1 rac-1l 2-feniltiazol-4-il wt <1
rac-1g | Pifenil-4-il 1460V | 8 rac-1l | 2-feniltiazol-4-il FI37A | 6
rac-1g | Pifenil-4-il F137A | 15
rac-ith | 4'-fluorobifenil-4-il ), <1 [a] Conditii: 50 pig enzim in 500 pL tampon Tris (100 mM
T bifernlAil Tris.HCI, pH 8.8, 20 mM p-ciclodextrind, 1 mM substrat, timp
rac-1h -fuorobrientl=2-1T 1 p137v | 37 de reatic16 ore.
rac-1h 4’-fluorobifenil-4-il F137A | 39

Il. C.2.3. Testarea variantelor mutante singulare ale PcCPAL-ului in reactiile de aditie la
acizii cinamici 2a,e-l

Mutantii singulari de PCPAL au fost in general catalizatori putin activi in reactiile de
aditie a amoniacului la cinamatii 2a,e-k. Au existat douad exceptii, si anume amindrile 4-
metoxicinamatului 2e catalizatda de 1460V-PcPAL (c=29%) si a naftalen-2-il-acrilatului 2f
asistata de F137V-PcPAL (c=55%, Tabelul 9).

Este de mentionat faptul ca mutatile individuale ale resturilor L138, L134, L206, L256
la valina sau alanind, nu au imbunatatit performanta catalitica a enzimei native Tn nici unul din
cazurile investigate (Tabelul 9).
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Tabelul 9. Valorile conversiei in reactiile de aditie a amoniacului la substraturile 2a,e-1 dupa 20 ore.

NI PCPAL® Conversie (%)
_ 2a 2e 2f 29 2h 2i 2] 2k 2l
1 wild-type <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1
2 F137A <1 <1 <1 <1 <1 4 <1 <1 <1
3 F137V <1 26 55 <1 <1 2 <1 <1 <1
4 1460V <1 29 50 <1 <1 <1 <1 <1 <1
5 F137A/1460V 4 4 9 27 8 6 3 2 <1
6 F137A/1460A <1 <1 <1 8 <1 <1 <1 <1 <1
7 F137V/1460A <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1
8 F137V/1460V 22 32 39 9 <1 3 <1 <1 <1
9 F137A/L138V <1 <1 <1 <1 <1 2 <1 <1 <1
10 | F137Vv/L138V/1460V | 14 27 21 4 <1 <1 <1 <1 <1
11 | F137A/L138V/I460V | <1 3 <1 8 <1 3 <1 <1 <1

@ Mutatiile singulare L134A, L134V, F137G, L138A, L138V, L206A, L206V, L256A, L256V, 1460A, duble F137A/L138A,
F137V/L138A, F137V/L138V, L134V/F137A si triple F137A/L138A/1460V, F137A/L138A/1460A, F137A/L138V/I460A s-
au dovedit total ineficiente Tn transformarea substraturilor 2a,e-1.

Il. C.2.4. Testarea variantelor mutante duble si triple ale PCPAL-ului in reactiile de
eliminare (rac-1a,e-1) si aditie (2a, e-1)

In reactiile de eliminare ale rac-1a,e-l mutantii dubli si tripli ai PCPAL au imbunatatit
conversia numai in cazul a doua substraturi : 4’-fluorobifenil-4-il-alanina, rac-1h (de la 15%
cu F137A-PcPAL (Tabelul 8) la 39% cu mutantul F137A/1460V) si 5-feniltiofen-2-il-alanina
rac-1i (de la 44% cu F137A-PcPAL (Tabelul 8) la 48% cu F137A/L138V)

In cazul reactiilor de aditie a amoniacului la acrilatii 2a,e-1 mutantii dubli F137V-
A/l1460V au prezentat activitate crescuta in cazul transformarii 2a si 29 (Tabel 10) fata de
care toti mutantii singulari s-au dovedit a fi inactivi (Tabelul 9). Acest rezultat se poate
explica printr-un efect cooperativ puternic, non-aditiv al mutatiilor singulare a resturilor
invecinate F137 si 1460.
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Tabel 10. Compararea activitatii wt-PCPAL cu cei mai performanti mutanti in reactiile de aditie a
amoniacului la 2a,e-I.

Substrat Grupare R Pl(::g',’é\nlﬁa] ¢ (%) Substrat Grupare R Pltz:gl;\nl]_?a] ¢ (%)
2a stiril wt <1 2h 4’-fluorobifenil-4-il wit <1
2a stiril F137V/1460V 22 2h 4’-fluorobifenil-4-il F137A/1460V 8
2e 4-metoxi wt <1 2i 5-feniltiofen-2-il wit <1
2e 4-metoxi F137V/1460V 32 2i 5-feniltiofen-2-il F137A/1460V 6
2f naftalen-2-il wt <1 2j 5’-(2-clorofenil)-tiofen-2-il wit <1
2f naftalen-2-il F137v 55 2j 5’-(2-clorofenil)-tiofen-2-il F137A/1460V 3
29 bifenil-4-il wt <1 2k 5°-(4-clorofenil)-tiofen-2-il wit <1
29 bifenil-4-il F137A/1460V 27 2k 5°-(4-clorofenil)-tiofen-2-il F137A/1460V 2

[a] Conditii: 50 pg enzima in 500 pL tampon reaction: 6 M NH3 (pH 10, ajustat cu COg); concentratia de substrat: 1 mM; reactia a avut loc in sticlute
inchise etans de 1.5 mL la 30 °C, 200 rpm, timp de 20 ore.

Din pacate enzima F137A/I460V s-a dovedit prea putin activd in prezenta
substraturilor 2h-k (c=3-8% dupa 20 ore, (Tabelul 9). Mai mult, utilizarea de enzime PcPAL
cu mutatii multiple nu a determinat nici o crestere semnificativa a conversiei fatd de mutantii
singulari PcPAL in cazul acrilatilor 2e si 2f (Tabelul 9), iar acidul 2-feniltiazol-4-il-acrilic 2I
(Tabelul 9) nu a fost transformat de nici una dintre enzime.

Combinarea mutatiei L138V/A cu FI137V/A sau/si cu [460A/V pentru a da nastere
unor mutanti dubli si tripli, nu a determinat Cresterea activitatii catalitice in niciuna din
reactiile de eliminare sau aditie a amoniacului. Aceste rezultate subliniaza importanta restului
1460 in obtinerea unui mutant PCPAL cu activitate catalitica ridicata, iar combinarea acestuia
cu mutatia aminoacidului F137, a generat biocatalizatori valorosi pentru reactiile de aditie a
amoniacului cu obtinerea L-arilalaninelor importante in sinteza produsilor biolog activi.

Dupa selectia celor mai performati mutanti (conversii si excese enantiomerice
ridicate), s-a trecut la optimizarea conditiilor de reactie, utilizand ca substrat model bifenil-4-
il-alanina rac-1g in reactiile de eliminare a amoniacului si acidul naftalen-2-il-acrilic 2f in
reactiile de aditie a amoniacului.

I1. C.2.7. Rezultatele computationale si profilul deplierii termice a PCPAL-ului nativ si a
F137A/1460V-PcPAL-ului in prezenta concentratiilor mari de amoniac

Potrivit analizelor computationale anterioare, rezultatele mai bune obtinute pentru
substraturile L-1a,e-k in ceea ce priveste conversia si ee sunt posibile datoritd unei afinitati
imbunatatite a variantelor corespunzatoare mutantilor PCPAL fata de acesti compusi, dar si
datorita unei stabilizari mai bune a starilor de tranzitie caracteristice reactiilor, aspecte
observabile prin obtinerea unor turnover number mai mari.> Aceastd crestere a afinitatii
pentru substrat a fost confirmatd/analizatd prin modelarea moleculara a intermediarilor de
reactie covalenti N-MIO enzima-substrat.

In Figura 14 sunt ilustrate trei situatii pentru vizualizarea afinititii marite a L-1h fata
de F137A/1460V-PcPAL in comparatie cu wt-PAL. Sunt prezentate atasarea substratul L-1h
de situsul catalitic a enzimei native (Figura 14A) si de F137A/1460V-PcPAL (Figura 14C).
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Mutatia dubla a determinat largirea buzunarului hidrofob al situsului catalitic cu formarea
unui intermediar N-MIO mai relaxat steric.

Figura 14B ilustreaza o suprapunere a celor doud situatii descrise anterior, fiind
vizibila 0 deplasare semnificativa a restului biarilic in buzunarul hidrofob largit al
F137A/1460V-PcPAL-ului fata de pozitia acestuia impiedicata steric in situsul catalitic al wt-
PAL-ului.

Aceeasi analiza in cazul L-aril-alaninele L-1f-g,i-k a condus la situatii similare cu
exceptia L-le, a cdrui afinitate fatd de enzima a fost mai putin modificata ca urmare a

mutatiilor.
L-1h VAL-460
ILE-460 \ N
‘ LEU-206 7
ARG-354 / > o ARG-354
LEU-138 2 il o

L-1h

ILE-460 \
LEU-206

LEU-134 '> B)

Figura 14. Modelul intermediarului de reactie L-1h-N-
MIO, in situsul catalitic al enzimei native (panoul A)
si in situsul catalitic al mutantului F137A/1460V-
PcPAL (panoul C). Este vizualizata suprafata cavitatii
din situsul catalitic al enzimelor. Tn imaginea B se
observd o combinatie a imaginilor A si C, fiind
reprezentatd doar cavitatea enzimei native. Situsurile
mutationale si aranjamentele substratului sunt ilustrate
cu violet pentru enzima nativd si cu albastru pentru
F137A/1460V-PcPAL. Partile colorate ale retelei
indica regiunile steric impedimentate.

Prin analiza profilelor de depliere termica ale PCPAL nativ-ului si ale mutantilor
F137A/1460V-PcPAL, se poate observa scaderea temperaturii de denaturare odatd cu
cresterea concentratiei amoniacului (Figura 15 si 16). S-a constatat o scadere a temperaturii
de denaturare cu pana la 20 °C pentru enzima nativa si o scadere de 13 °C pentru mutantul
dublu, comparativ cu temperaturile de 74-75 °C masurate pentru enzime in solutie tampon 0.1
M Tris (Tabelul 11).

Enzimele adopta, cel mai probabil, o altd conformatie, motiv pentru care rezultatele
computationale obtinute nu pot fi corelate cu experimentele de termostabilitate a proteinelor.
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PePAL F137A 1460V Tris Buffer
— PcRAL F137A 14600 1M NH3
—— PcRAL F137A 1460\ 2M NH3
— PCPAL F137A 1460V 4M NH3
— PePAL F137A 1460V 6M NH3

s “ PcPAL wt in Tris Buffer
PcPAL wt in 1M NH3
PCPAL wt in 2M NH3
1054 PcPAL wt in 4M NH3
PCPAL wt in 6M NH3

Figura 15. Deplierea termica a F137A/I1460V-PcPAL  Figura 16. Deplierea termica a Wt-PCPAL in solutii cu
in solutii cu diferite concentratii de amoniac. diferite concentratii de amoniac.

Tabelul 11. Temperatura de denaturare (Tm) a PCPAL nativ si a mutantilor
F137A/1460V-PcPAL in solutii cu diferite concentratii de amoniac.

Solutia tampon  Tm (°C) wt-PcPAL Tm (°C) F137A/1460V-PcPAL
0.1 M Tris 75.1£0.2 74.41£0.4
1M NHs 68.9+0.2 67.0£0.2
2 M NH3 64.7+0.5 65.1+0.2
4 M NH3 55.1+0.5 63.4+0.3
6 M NH3 54.4+0.9 61.9+0.7

Il. C.3. Concluzii

Schimbarea unui aminoacid voluminos (F137 sau 1460) cu un aminoacid hidrofob de
dimensiuni mai mici a condus la cresterea activitatii catalitice a PCPAL-ului in reactiile de
deaminare.

Inlocuirea simultand a F137 si 1460 cu alanina si valina, cu efect favorabil non-aditiv,
a permis crearea de biocatalizatori eficienti pentru reactiile de aditie stereoselectiva a
amoniacului la aril-acrilatii voluminosi.

In timp ce importanta aminoacidului F137 si a variantelor modificate ale acestuia
asupra tolerantei enzimei fata de diverse substraturi nenaturale a fost investigata anterior, S-a
pus in evidentd efectul cooperativ, non-aditiv a mutatiei restului 1460, ceea ce a permis
imbunatatirea activitatii catalitice a PCPAL-ului pentru analogii de fenilalanina investigati.

Noii mutanti F137V/A- si [460V/A- PcPAL sunt biocatalizatori remarcabili, care
permit sinteza enantiomerilor D- si L- ai analogilor mai voluminosi ai fenilalaninei, precum
(naftalen-2-il)-alanina 1f si 4-metoxi-fenil-alanina 1e.
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Concluzii generale

S-a utilizat mutageneza situs-directionata pentru a obtine un numar considerabil de
variante mutante ale PCPAL-ului. Masuratorile de stabilitate termica au demonstrat ca
temperatura de topire (Tm) a enzimelor mutante a fost influentata doar de mutatia
1460A (Tm = 74 —51 °C), fara repercursiuni asupra activitatii sale catalitice.

Clivarea etichetei 6xHis N-terminale in cazul Wt-PcPAL si a variantelor sale mutante
(F137A, 1460V, F137A/1460V si Y110F/F137A/1460V) a fost realizata cu ajutorul
endopeptidazei TEV S219V. Enzimele lipsite de eticheta 6xHis au fost utilizate in
studii de cristalografie proteica.

Colectia de enzime MIO-dependente relevante din punct de vedere biocatalic, a fost
extinsa cu o fenilalanin 2,3-aminomutaza (PAM), o fenilalanin/histidin sau tirozin
amoniac-liaza (XAL) si o histidin amoniac liaza (HAL), originale din Pseudomonas
fluorescens R124.

A fost realizata sinteza chimica a unor noi substraturi pentru PCPAL de tipul acizilor
stiril-acrilici 2a-d si stiril-alaninelor racemice, rac-1a-d.

Datele de modelare moleculara au statuat interactiile de respingere intre restul F137 al
PCcPAL si inelul aromatic al L-stiril-alaninei L-1a in cazul formarii intermediarului N-
MIO-L-1a. S-a creat o0 colectie de mutanti F137X-PcPAL (X reprezentand valina,
alanina sau glicina), dintre care mutantul F137V-PcPAL s-a dovedit eficient in reactia
de deaminare a L-1a, dar si a stiril-alaninelor racemice rac-la-d. Spre deosebire de
enzima nativa, mutantul F137V-PcPAL s-a dovedit un biocatalizator util pentru
sinteza preparativa a D- stiril-alaninelor cu puritate enantiomerica ridicata.

S-au utilizat mutatii singulare pentru a favoriza crearea intermediarilor enzima-
substrat mai relaxati energetic Tn cazul analogilor voluminosi ai fenilalaninei. S-a
demonstrat ca inlocuirea resturilor F137 si 1460 cu aminoacizi hidrofobi cu dimensiuni
mai reduse a facilitat eliminarea amoniacului din aril-alanine voluminoase intr-o
manierd stereoselectiva. Pentru a facilita aditia stereoselectivdi a amoniacului la
cinamatii voluminosi corespunzatori a fost necesara inlocuirea simultand a resturilor
F137 si 1460. Astfel s-au dezvoltat biocatalizatori activi si stereoselectivi pentru
sinteza a D- si L-([1,1’-bifenil]-4-il)-alaninei si D-(5-feniltiofen-2-il)-alaninei,
intermediari cheie in sinteza unor compusi cu activitate farmaceutica.
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