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Cuvinte cheie: biocatalizd, aminoacizi nenaturali, fenialanin amoniac-liaza, decarboxilaza

acidului ferulic, metode de activitate enzimatica high-throughput

1. Introducere

1.1. Aminoacizi optic puri

Aminoacizii enantiopuri nenaturali (ee>99%) sunt elemente importante pentru sinteza
multor medicamente, pentru prepararea de noi medicamente peptidice ciclice si liniare*prin
incorporarea lor in peptide non-ribozomale (PNR).L- si D-biarilalaninele sunt elemente cheie
importante pentru prepararea mai multor inhibitori si @ compusilor farmaceutic active (API),
ambele cu implicatii in dezvoltarea medicamentelor?. Aminoacizii heterociclici foarte
imbogatiti enantiomeric sunt, de asemenea, frecvent implicati pentru prepararea substantelor
utile. D-arilalaninele sunt intermediari importanti in sinteza medicamentelor antivirale, cum
ar fi Fosamprenavirul si Saquinavirul, sauClientide cu efect antineoplazic, Nateglinida
antidiabetica si anticoagulantul Melagatran. L-sau D-fenilalanine para-substituite cu grupari
electron-atragatoare, cum ar fi fluoro-, cloro- si nitro- sunt precursori ai Aprepitantului
antiemetic, Abarelix antineoplazic si Zolmitriptan analgesic.®Incorporarea L-4-F-, 4-Br-, 4-
Me- sau 4-MeO-fenilalaninelor in diferite structuri a condus la patru noi analogi de
sansanmicini, care sunt membri ai antibioticelor uridil-peptidice (UPA).* (Figura 1.).

Teza actuala se concentreaza pe utilizarea fenilalanina amoniac-liazelor (PAL) ca

biocatalizatori utili pentru producerea derivatilor optici puri ai D- si L-fenilalaninei.®
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Figura 1. Aminoacizi non-naturali optic puri ca elemente de constructie chirale



1.2. Fenilalanina amoniac liaza dinPetroselinum crispum (PcPAL)

Fenilalanina amoniac liaza (PAL), sub forma de diferite izoenzime, se gaseste pe
scard largi in plante, precum si in drojdii si ciuperci®.Datoriti tolerantei largi a substratului,
fenilalanina amoniac liaza din Petroselinum crispum (PcPAL) este cea mai performanta
amoniac liaza MI1O-dependenta.

PCPAL poate fi utilizat pentru sinteza stereoselectivd a aminoacizilor. In conditii
naturale de reactie, pornind de la aminoacizi racemici ca substraturi, prin eliminarea
amoniacului L-selectiv, D-aminoacizii nereactivi pot fi obtinuti cu un randament teoretic
maxim de 50%. Dimpotriva, in prezenta unei concentratii mari de amoniac, aceleasi enzime
pot media reactia inversd, si anume aditie de amoniac pe acizi acrilici a, B-nesaturati,

producéand L-aminoacizi cu un randament teoretic maxim de 100%(Figura 2.).

aa b)

F{/\_/COOH E R/\_/COOH E

NH, LONH, R \

\ D-o-amino acid ! PcPAL i COOH
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¥ —_— + ! NH» :

COOH o,B-unsaturated acid ' L-a-amino acid !

R/\{ R/\/COOH + NH,3 (SRR

NH,

rac-o-amino acid o,B-unsaturated acid

Figura 2. a) Eliminarea stereoselectiva catalizata de PCPAL cu un randament teoretic maxim de 50%.

b) Adaugare stereoselectiva catalizatda de PCPAL cu un randament teoretic maxim de 100%.

Situsul activ al enzimei PCPAL contine o regiune de legare hidrofoba (marcata cu
violet) si o regiune polara, de legare a gruparilor carboxil si amin0O (marcatd cu rosu), precum
si gruparea MIO (marcata cu verde) (Figura 3.)’.

Studiile mutationale in regiunea de legare a grupdrilor carboxilice si amino in situsul
activ al enzimei au relevat lanturile laterale esentiale ale aminoacizilor. De asemenea, s-au
efectuat studii mutationale in regiunea de legare hidrofoba (marcata cu violet) a enzimei, ceea
ce duce la cresterea activitatii enzimei in comparatie cu enzima salbatica. Mutatia restului
Phel137 la Val a aratat cresterea vitezei de reactie in reactia de dezaminare si aminare a
substraturilor L-Phe si L-p-NO-Phe’.

Cu toate acestea, era Inca discutabil daca in timpul acomodarii fragmentelor aril ale
substraturilor in buzunarul de legare hidrofob al situsului catalitic, existd vreo corelatie intre
pozitia (orto-, meta-, para-) substituentilor inelului aril ai substraturilor si anumite resturi

specifice de aminoacizi ale proteinei.
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Figura 3.Situl activ al enzimei PcPAL Tn conformitate cu modelul sitului activ al PcPAL (PDB ID

1W27) cu acid trans-cinamic modelat®

1.3. Cuplarea reactiilor catalizate de PAL cu decarboxilarea catalizatd de FDC1

Biotransformarile in cascada castigd teren in ultimul deceniu. Eficacitatea cuplarii
transformarilor catalizate de PAL cu alte reactii enzimatice, cum ar fi decarboxilarea mediata
de decarboxilaza acidului ferulic (FDC1), au fost demonstrate pentru producerea mai multor
substante chimice valoroase folosind biocatalizatori de celule intregi care contin atat gene pal
cat si fdc1>1%1, Studiile primare s-au concentrat pe productia de stiren de citre tandemul
PAL-FDCL1 pornind de la L-fenilalanina biosintetizata de aceeasi celula din glucoza printr-0
cale shikimat intensificata!?*2,

Pe de alta parte, studii recente au aratat ca diariltetrazolul poate fi utilizat pentru

sensibilitatea ridicatid la detectarea alchenelor!*1>16

, generand produsi fluorescenti printr-0
cicloaditie 1,3-dipolard fotoactivatd. Mai mult, compatibilitatea detectarii in cazul sistemelor
biologice a fost demonstratd si de expresia cu succes a proteinelor care contin alchend in
E.coli’®.

Conoscand acestea, am propus dezvoltarea unei noi analize de activitate fluorescenta
high-throughput cu enzima cuplatapentru reactiile catalizate de PAL utilizand decarboxilaza
acidului ferulic (FDC1) pentru decarboxilarea acidului cinamic, produsul / substratul reactiei
naturald/inversa catalizatd de PAL, urmata de reactia de cicloaditie intre stirenul produs si o
proba fluorogena de tetrazol (Figura4.).

Prin urmare, in cadrul analizei activitatii PAL,decarboxilaza acidului ferulic (FDC1)

din Saccharomyces cerevisiae a fost prevazuta a fi utilizata ca enzima cuplata. Prin urmare, a
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trebuit evaluata compatibilitatea domeniului de substrat, cat si conditia de reactie a celor doua

enzime, PCPAL si ScFDCL.

COOH
X COOH ; PAL
LI N NH,
_ + NH3
a,B-unsaturated acid L-amino acid
R/\:/COOH R/\;/COOH
NH, NH, FDC1
D-amino acid D-amino acid N O/
PAL ~ N
— > + N=N /
g~ -COOH NHS coor | FDCA fluoroprobe /N‘N@’O
/\f PR 3 —_— R
NH, UV light R
L-amirto acid o,B-unsaturated acid styrene fluorescence product

Figura 4. Testul de fluorescenta propus pentru PAL si FDC1 cuplate

1.3.1.Decarboxilaza acidului ferulic (FDC1) dinSaccharomyces cerevisiae

Reactia de decarboxilare catalizatd de SCFDC1 este prima reactie enzimatica
descoperita care implica initial o cicloaditie 1,3-dipolard intre prFMN si dubla legatura a
acidului fenilacrilict’.

e Domeniul de substrat
Utilitatea biocataliticd a acestei enzime a fost demonstratd doar pe putini acizicinamici

para-substituiti, asa cum se arati in Figura5*’.

R/\/COOH FDC1 RN

0H0/©/\ HN” : HO/©)\ HaCO™ : HyC” : H,CO0C” :
HyCO ozN\©)\

Figurab. Regiunea substratului studiat a enzimei ScFDC1
Cu toate acestea, sfera mai larga a substratului enzimei SCFDC1 era incad neexplorata.
Pentru dezvoltarea unui test de activitate versatil si de incredere, a enzimei PAL asistata de
FDCI, valabil pentru o gama larga de substrat, este obligatorie verificarea suprapunerii

domeniilor substratului celor doua enzime.



2. Scopurile studiului
Scopul principal al tezei este dezvoltarea biocatalizatorilor PAL utili pentru sinteza mai
multor analogi non-naturali ai fenilalaninei. Pentru indeplinirea obiectivului vizat, au fost

avute Tn vedere rezultatele de succes ale urmatoarelor obiective:

Obiectiv 1. Sinteza chimica a substraturilor si dezvoltarea metodelor analitice utilizate
pentru monitorizarea reactiilor enzimatice. Sinteza analogilor fenil, heteroaril voluminos
sau biaril ai fenilalaninei si acid cinamic diferit substituiti (orto-, meta-, para-) , servind drept
substraturi pentru reactiile PAL (Ob. 2. si 3.1.), dar si pentru decarboxilari mediate de
decarboxilaza acidului ferulic (Ob. 3.2.).Pentru fiecare reactie enzimatica vor fi dezvoltate
metode HPLC pentru monitorizarea activitatilor enzimatice prin determinari de conversie si /

sau stereoselectivitate, prin determindrarea excesului enantiomeric.

Obiectiv 2. Ingineria proteinei bazati pe design rational a PAL din Petroselinum
crispum. Pe baza informatiilor structurale existente ale enzimelor PAL, am avut in vedere
cartografierea situsului activ al PCPAL prin analiza mutationald, pentru a identifica posibile
corelatii sterice dintre substituentii atasati in diferite pozitii (orto-, meta-, para-) la inelul aril
a substratului si resturilor specifice ale sitului activ din regiunea de legare hidrofoba a

enzimei(Figura 6.).

Ammonia addition reaction Ammonia elimination reaction
_NLCOOH  _PePAL g\ 000N RN OO PPAL _COOH |, g~ -COOH
. H
R 4 M NH,OH NH Tris buffer N
H 10 NHo 2 pH 8.8 2
1a-l P L-2a-1 rac-2a-l 1a-l D-2a-l
"""""""""""""""""""""" o

Asn384 :
FaN (Leu2s6) :
w/\ Val259 B Electron donating substrates Electron accepting substrates

[o}
Gln348/\)x\NH2
L o | CH, CFy
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A Ty oo ot oot o
NH, : HsC F4C
Voa b c g9 h i

) Leu138 :
I ST e :
N MIo ~ @A H3°°\©)\ /@/\ @/\ B\@/\ /©/\
202-204 ’z/ oo o
pod e f i k |
s

Tyr351 o

@®
HsN
Asn487 C

Glu4ss Lys456

Figura 6. Redesign rationalda a PCPAL si aplicabilitatea sa pentru sinteza fenilalaninei si a analogilor

acidului cinamic de mare valoare sintetica



Obiectivul 3. Dezvoltarea unei noi analize de activitate high-throughput a enzimei PAL,
aplicabili pentru ingineria proteici bazati pe evolutie directionati. In timp ce s-a
dezvoltat analiza de activitate high-throughput a enzimei PAL®, aplicabilitatea lor generald
era inca limitata. In consecintd, ne-am propus si dezvoltim o analizi fluorescenti cu enzima
cuplata, aplicabila pentru screening-ul de activitateal enzimei PAL la nivelul celulei intregi,
care implicd decarboxilarea acidului trans-cinamic (produsul reactiei PAL) prin
decarboxilaza acidului ferulic (FDC1) si o reactie fotochimicd a stirenul produs 3a‘'cu un

diariltetrazol 4, care genereaza un produs detectabil, fluorescent de pirazolina 5 (Figura 7.).

OO

COOH PAL l N /©/0M
~ NH; N\ COOH ey N Q Ny
NH, —— —_— _—
2a’ +NH; 1a 3a’ UV light 5 O

Figure 7.Test fluorescent propus cu enzima cuplata aplicabil pentru screening de activitate PAL

Obiectivul 3.1. Explorarea si extinderea domeniului de substrat al decarboxilazei
acidului ferulic pentru asigurarea compatibilitatii sale cu domeniul de substrat al
enzimei PAL.Domeniul substratului SCFDC1 a fost testat folosind analogi de acid cinamic
care pot fi obtinuti din reactiile PAL. Un domeniu larg de substrat al SCFDC1 ar oferi
aplicabilitate generala a analizeicu enzima cuplata fata de activitatile PAL pentru diferite

substraturi(Figura 8.).

e cooH FRCL
. PH 7.0 .
1df ’Co, 3d

3

@H3°°©* J@A@A\QAJ@A@@A@A
W@MW@LQ\%@HCS isss

«‘.’”@«w Q%ﬁ cto, o

Figura 8.Explorarea domeniului de substrat al SCFDC1 folosind analogi de acid cinamic care pot fi

obtinuti din reactiile PAL



Obiectivul 3.2, Organizarea si validarea testului de activitate high-
throughputfluorescent al enzimei cuplate pentru reactia PAL naturala. Testul cuplurilor
enzimatice dezvoltat a fost folosit in cadrul analizelor de activitate ale marilor biblioteci
mutante de PAL-uri (obtinute in cadrul Obiectivului 1) in prezenta substraturilor nenaturale
de interes. Mai mult, a fost studiatd si aplicabilitatea generald a testului fluorescent pentru
PAL-uri de origine diferita, precum si versatilitatea sa pentru detectarea activitatii tirozin

amoniac-liazei (TAL).
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3. Rezultate si discutii
3.1. Sinteza chimica a substraturilor si dezvoltarea metodelor analitice utilizate pentru
monitorizarea reactiilor enzimatice

3.1.1. Sinteza chimica a aminoacizilor racemici rac-2a-I

Aminoacizii racemici rac-2a-l au fost obtinuti printr-o cale de sinteza pornind de la
aldehidele disponibile in comert 6a-l. Aldehidele 6a-l au fost reduse la alcooli primari 7a-I
folosind NaBH4. Alcoolii primari 7a-1 au fost halogenati, iar din compusii bromurati 8a-I
prin cuplare cu acid malonic s-au obtinut dietil acetamidomalonatii 9a-l. Printr-o hidroliza
alcalina usoara a 9a-1, urmata de o reactie de decarboxilare, s-au obtinut aminoacizii N-acilati
rac-10a-l. in cele din urma, aminoacizii racemici rac-2a-l au fost obtinuti prin deprotejarea
rac-10a-l utilizand hidroliza acidd (Figura 9.). Compusii sintetizati rac-2a-l au fost

caracterizati prin masuratori 'H RMN si*3C RMN.

EtOOC

. . Iv. COOH V. COOH
R Yo 1. R OH N R COOEt R RA{
X =Br NHCOCH; NHCOCH3 NH,
6a-l 7a-l 8a-l 9a-l rac-10a- rac-2a-l
CH, OCH;
@)\ H30\©)\ /@)\ @)\ HaCOO)\ /@)\
HsC H,CO
a b c d e f

CF3 Br
salacalNcal oAl A oL
F3C Br
g h i j k |

I. NaBH,, MeOH, r.t; Il. N-bromosuccinimide, PPhs, CH,Cl,, r.t; lll. NaH, CH;CONH(CO,Et),, DMF, 60°C; IV. a)10%
NaOH, MeOH, reflux; b) toluene, reflux; V. 18% HCI, 1,4-dioxane, reflux

Figura9. Sinteza aminoacizilor racemicirac-2a-I

3.1.2. Sinteza chimica a acizilor acrilici

Sinteza derivatilor acrilici 1a-z, 1a’ fost realizatd folosind aldehidele corespunzatoare
6a-a’ ca material de pornire, prin reactia Knoevenagel-Doebner (Figura 10.). Compusii

sintetizati 1a-z, 1a’ au fost caracterizati prin masuritori *H RMN si*3*C RMN.
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Figura 10. Sinteza derivatilor acidului acrilicla-z, 1a’

3.1.3. Sinteza probei fluorogenicede diariltetrazol

Proba fluorogenica tetrazol 4, utila pentru dezvoltarea testului fluorescent al activitatii
PAL (Obiectivul 3), a fost obtinutd printr-o cale de sintezd pornind de la aldehida 6a’
disponibila comercial. Aldehida 6a’ din reactia cu fenilsulfonilhidrazind rezulta
fenilsulfonilhidrazona 11, care la reactia cu sarea de 4-metoxifenildiazoniu 13 a rezultat
produsul tetrazol, 2-(4-metoxifenil)-5-fenil-2H-tetrazol 4 (Figura 11.). Derivatul de tetrazol 4

a fost utilizat n continuare ca proba fluorogena in cadrul testului fluorescent.

O
@NICl OMe

o
MeO |
S < K 13 I N
O PhSO,NHNH, NI o N
_ 0~ ~0 L
EtOH pyridine

6a’ 1 4

NH, S

@ N]Cl

NaNO, /©/N ’
_—
MeO

OMe
12 13

Figure 11.Calea sinteticd pentru 2-(4-metoxifenil)-5-fenil-2H-tetrazol (4)
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3.1.4. Metode HPLC pentru determinarea conversiei biotransformirilor mediate de
PAL

Ammonia addition reaction ; Ammonia elimination reaction
COOH : COOH PcPAL COOH
X, -COOH PcPAL R/\‘/ 5 R/\r ¢ R NCOOH N
4 M NH4OH NH ' NHZ Tris buffer NH
pH 10 2 pH 8.8 2
1a-l L-2a-l ' rac-2a-l 1a D-2a-l

Figura 12. Reactii de aditie si eliminare a amoniacului catalizate de PCPAL

Pentru a investiga conversiile reactiilor de eliminare a amoniacului catalizate de
PCcPAL si reactii de aditie a amoniacului (Figura 12.), s-a determinat factorul de raspuns
relativ al produsului si substratului, dar si derivatii acidului cinamic raportati la aminoacizi.
In acest scop, amestecul aminoacidului racemic corespunzitor, de compozitie cunoscut,rac-
2a-| si derivatul acrilic corespunzator la-l a fost injectat pe coloana Gemini NX-C18 (150 x
4,5 mm; 5 pm) si eluat cu conditii diferite (asigurand separarea fenilalaninei racemice si a
derivatilor corespunzitori ai acidului cinamic), in timp ce raporturile ariilorpicurilor
corespunzatoare au fost corelate cu raporturile molare ale reactantului si ale produsului.

Pentru a determina valoarea excesului enantiomeric (ee) a D-2a-1 obtinuta din reactiile
de eliminare a amoniacului si a L-2a-1, produsul reactiilor de aditie a amoniacului, au fost
dezvoltate metode de separare HPLC chirale ale rac-2a-1 folosind Coloana chirala Crownpak
CR-I1 () (150 x 3 mm; 5 um) si HCIO4 (pH = 1,5): ACN ca faza mobila, la diferite debite.

3.1.5. Metode HPLC pentru determinarea conversiei biotransformarilor mediate de
FDC1

Pentru a explora domeniul de aplicare al substratului SCFDC1 (Obiectivul 3.1), au fost
dezvoltate metode HPLC pentru determinarea conversiei reactiilor enzimatice catalizate de
FDC1. Cuantificarea conversiilor s-a bazat pe consumul de substraturi ale acidului cinamic
1d-z, a', monitorizat prin RP-HPLC, folosind anisol ca standard intern si coloane Gemini
NX-C18 150 x 4,5 mm sau Zorbax SB-C8 50 x 2,1 mm, la debit: ImL / min in diferite
conditii de eluare. Curbele de calibrare au fost obtinute prin injectarea de amestecuri de
diferite concentratii de derivati ai acidului cinamic si concentratie fixa (5 mM) a standardului

intern.
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3.2. Inginerie proteica bazata pe design rational a PAL din Petroselinum crispum

3.2.1.Generarea unei biblioteci de mutanti PCPAL prin design rational

Prin inlocuirea individuala prin mutageneza situs directionata a fiecarui rest de
aminoacid din buzunarul de legare hidrofob al situsului activ PCPAL la Ala (A) si Val (V),

mai putin voluminoase, a fost obtinuta o biblioteca concisd de mutanti unici (Figura 13.).

Entry PcPAL mutants : Tyr110
H Asn384
1 L134A : HoN
2 L134V E o (?/B/

3 FI37A G'”S“S/\)\\NHZ

: OH

4 FI137V : ? \g
\ H 7N\ Leu134
' Arg354 N 0 X
: A/ o ) )

5 LI138A \@NHZ . W’
! g X
6 L138V : NH2 T~ m- >\>/
: o
: - X
8 L206V : }\N _N mio N
v Tyr351 ?
H H3N
10 L256V 5 R T N ’
' lle460
n 1460A ;
H Asn487

12 1460V ; Gluss Lys456

Figura 13. Lista bibliotecii mutante PCPAL, obtinuta prin inlocuirea resturilor buzunarului de legare

hidrofob (violet) al sitului activ al enzimei la Ala (A) si Val (V), mai putin voluminoase

3.2.2. Screening-ul activititii si selectivitatii bibliotecii mutante PCPAL

Am testat biblioteca mutantului PCPAL in reactiile de aditic a amoniacului si de
eliminare a amoniacului, folosind ca substraturi analogi ai acidului cinamic si fenilalaninei,
mono-substituiti in toate pozitiile (0-, m-, p-) inelului aromatic, cu ambii substituenti
electrono-donor (-CHs, -OCHa) si electrono-atragator (—CFs, -Br) (Figura 14.). Primele
activitdti initiale relative ale enzimei au fost masurate pentru a identifica cele mai bune
variante mutante cu cele mai mari activitifi enzimatice atat In reactiile de eliminare a
amoniacului, cat si in cele de aditie (Figura 15., Figura 16.). Mutantii cu cele mai bune
performante, cu cele mai mari trei conversii si activitati relative, au fost folosite in continuare
n screening-urile de selectivitate si, pe langa valorile de conversie ale substraturilor, au fost

de asemenea determinate excesele enantiomerice (eep) ale produsilor (Tabelul 1-3.).
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Ammonia addition reaction : Ammonia elimination reaction

COOH : COOH  pePAL COOH
A COOH  _PcPAL R/\r : R/\( PePALL A COOH | N
R 4 M NH,OH H Tris buffer =
oH 10 NH, H NH, pH 8.8 NH,
1a-l L-2a-l rac-2a-| 1a-l D-2a-l

Electron donating substrates Electron accepting substrates

CH3 CFs3
@)\ H30\©)\ /@)\ @)\ Fsc\©)\ /@)\
H,C F3C
a b c g h i
OCHj

Br
@/\ Haco\©/\ /@/\ @/\ Br\@/\ /@)\
HyCO Br
d e f i k |

Figura 14. Analogi ai acidului cinnamic si fenilalaninei, monosubstituiti in toate pozitiile(o-, m-, p-)
cu substituenti electrono-donori (-CHs, -OCH3) si electron-atragatori (—CFs, -Br) folositi in reactiile

de aditie si eliminare de ammoniac a mutantilor PCPAL

a) b) ©)
oy 50100 50 100 E Relative activity (%)* |50
W Cunoic cois (%0)**
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<&
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* reactions were measured by UV microplate reader monitoring the production of cinnamic acid analogue through absorbance at 290 nm;
** reactions were analyzed after 16 h reaction time by reverse phase HPLC

Figura 15. Screening reprezentativ al activitatii pentru reactiile de eliminare a amoniacului folosind

analogi ai fenilalaninei metil-substituitarac-2a, 2b, 2c

a) b) )
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PcPAL

Figura 16. Valorile de conversie a reactiilor de aditie a amoniacului a derivatilor acidului acrilic
metil-substituit 1a, 1b, 1c dupa 16 h
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Mutantii cu cele mai bune performante, cu cele mai mari trei conversii si activitati
relative, au fost folosite in continuare in screening-urile de selectivitate si, pe langa valorile
de conversie ale substraturilor, au fost de asemenea determinate excesele enantiomerice (eep)
ale produsilor (Tabelul 1-3.).

Tn ambele reactii de aditie si eliminare a amoniacului, mutatii similare au oferit
proprietati catalitice sporite, in ciuda diferentelor dintre mediul de reactie pentru aditic de
amoniac (4-6 M NHzs, pH 10, tamponat cu CO>) si cel de eliminare a amoniacului (Tris.HCI,
pH 8,8), sugerdnd cd buzunarul hidrofob al sitului activ adopta o pliere similard fata de
substrat in ambele cai de reactie.

In cazul analogilor de substrat o-substituiti, wt-PCPAL si varianta L256 au oferit cele
mai mari conversii atat in reactiile de aditie, cat si de eliminare a amoniacului, cu exceptia in
cazul substraturilor substituite cu o-metoxi rac-2d si 1d in care mutantii L256 si PCPAL de
tip salbatic au furnizat un nivel scazut activitate (0-1% conversie), in timp ce mutantul
L134A, la fel ca in cazul substraturilor care contin meta-substituenti liniari (1b, e, k,rac-2b,
e, K), au prezentat o conversie semnificativ crescuta (29,3% pentru rac- 2d si 47,9% pentru

1d), sustinand o orientare spatiald a gruparii metil spre restul L134 (Tabelul 1.).

Tabel 1. Conversia si valorile exceselor enantiomerice ale celor mai buni mutanti PCPAL si PCPAL
de tip salbatic in reactiile de aditie si eliminare a amoniacului pe substraturi orto-substituite dupa 16

ore de reactie

Grupare electron-atragator Grupare electron-donor
. -Br -CFs -CHs -OCHs
Substituent -orto
E c ee E c ee E c ee E c ee
(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
1j 19 la 1d
.. L256V 915 >99 | L134A 784 >99 | L256V 62.1 >99 | L134A 47.9 >99
Aditie de
amoniac* L256A 89.8 >99 | L256V 77.6 >99 wt 543 >99 | L134v 185 >99
o wit 89.0 >99 wt 76.2 >99 | L134A 524 >99 | L206V 57 >99
5 F137v 859 >99 | L206V 76.1 >99 1460V 474 >99 wt <1 -
i rac-2j rac-29 rac-2a rac-2d
= L256V 49.1 97.2 { L2566V 50.8 >99 | L256V 54.9 >99 | L134A 293 411
Eliminare de
. L256A 44.8 84.8 | L206V 51.8 >99 wt 52.8 >99 1460v 1.3 1.3
amoniac*
1460V 447 79.3 { L256A 50.0 >99 1460V 50 >99 wt 1.0 11
wit 420 724 wit 49.0 94.0 | 460A 38.6 62.8 | L256A <1 -

*reactiile au fost efectuate In conditiile screening-urilor initiale
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Tn cazul substraturilor meta-substituite, mutatiile L134A si [460V au oferit conversii
mai mari atat in reactiile de aditie, cat si de eliminare a amoniacului (Tabelul 2.), in
conformitate cu modelul propus de legare a substratului (Figura 13.), deoarece mutatia
ambelor resturi L134, 1460 la Ala (A) si Val (V) mai putin voluminoase ar putea oferi mai

mult spatiu pentru meta-substituenti ai substratului.

Tabel 2. Conversia si valorile exceselor enantiomerice ale celor mai buni mutanti PCPAL si PCPAL
de tip salbatic in reactiile de aditie si eliminare a amoniacului pe substraturi meta-substituite dupa 16

ore de reactie

Grupare electron-atragator Grupare electron-donor
) -Br -CFs -CHz -OCHs
Substituent -meta
E c ee E c ee E c ee E c ee
(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
1k 1h 1b le
Aditic de L134A 79.6 >99 | 460V 36.9 >99 | L134A 227 >99 | L134A 73.0 >99
amoniac* 1460V 68 >99 | L134A 175 >99 | 1460V 12,7 >99 | F137v 245 >99
) 1460A 29.6 >99 | L138Vv 11.1 >99 | L134v 9.8 >99 wt 16.9 >99
é wt 28.9 >99 wt <1 - wt 49 >99 1460V 42 >99
'qi rac-2k rac-2h rac-2b rac-2e
= L134A 489 94.1 | 1460V 31.4 495 | L134A 238 31.2 | L134A 512 >99
Eliminare de
. 1460V 424 77.8 i L134A 26.2 385 | 1460V 146 204 | L134Vv 295 40.3
amoniac*
wt 314 47.0 wt 9.1 9.9 | L134v 91 10.2 wt 16.1  20.2
F137v 245 330 | F137v 6.9 7.5 wt 7.1 7.7 1460V 7.9 8.7

* reactiile au fost efectuate 1n conditiile screening-urilor initiale

In mod asteptat, s-au obtinut conversii scizute cu wt-PcPAL in cazul substraturilor
para-substituite (cu exceptia conversiei moderate de 34,2% pentru rac-2l substituit cu p-
brom), iar mutantii F137V si [460V au oferit o activitate mai mare. Pentru unele substraturi
precum 11 si 1i, conversiile cu varianta F137V au fost mai mari (¢ = 61,2% pentru 1l si ¢ =
73,9% pentru 1i) decét cele cu mutant 1460V (c = 51,1% pentru 1l si ¢ = 20,4% pentru 1i),
dar enantioselectivitatea a fost mai mare pentru 1460V (eeL2i si eeLoide 99% cand se
utilizeaza 1460V, eeL2i= 97% si eeL2= 91,0% cand se utilizeaza F137V) (Tabelul 3.).
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Tabel 3. Conversia si valorile exceselor enantiomerice ale celor mai buni mutanti PCPAL si PCPAL

de tip salbatic in reactiile de aditie si eliminare a amoniacului pe substraturi para-substituite dupa 16

ore de reactie

Grupare electron-atragator Grupare electron-donor
] -Br -CFs -CHs -OCHj3
Substituent -para
E c ee E c ee E c ee E c ee
(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
1l 1i 1c 1f
. F137v 612 97 | F137v 739 910 | F137V 16.6 >99 1460V  11.8 >99
Aditie de
amoniac* 1460V 51.1 >99 | 1460V 20.4 >99 | 1460V 16.2 >99 | F137v 54 >99
© L138V 132 >99 | F137A 16.6 >99 wit 6.0 >99 | L138A 29 >99
§ wit 7.6  >99 wit 57 >99 | L134v 3.7 >99 wt <1 -
i rac-2l rac-2i rac-2c rac-2f
= 1460V  49.8 >99 | F137V 48.8 815 | 1460V 22.1 258 { F137v 21  26.1
Eliminare de
] F137v 450 959 { l460v 36 517 | F137v 10.7 23.8 { 1460V 16.8 19.1
amoniac*
wt 342 543 | FI37A 30.1 422 wt 3.0 3.1 { 1460A 12.0 15.1
L256vV 7.9 8.6 wit 59 6.3 | 1460A 1.9 1.9 wt <1 -

* reactiile au fost efectuate 1n conditiile screening-urilor initiale

3.2.3. Masuratori cinetice ale enzimelor

Mai mult, parametrii cinetici ai enzimei, cum ar fi constanta Michaelis (Kwm),

activitatea moleculara (turnover number,kcat), constanta de specificitate (Kca/Km) au fost

determinati folosind ca substraturi model 0-, m-, p-CF3-fenilalanine (rac-2g, h, i) PCPAL de

tip salbatic purificata si variantele cele mai performante ca biocatalizatori in cadrul reactiilor

de eliminare a amoniacului (Tabelul 4.).

Tabel 4. Parametrii cinetici pentru reactiile de eliminare a amoniacului arac-2g,h,i

rac-2g (0-CF3) rac-2h (m-CFs) rac-2i (p-CFs)
PcPAL
Wt 1206V L256V | wt 1460V L134V | wt F137V 1460V
Km (rM) 523 743 2733 533 163 912 2490 151 901
-1
Keat (8 7) 0.042  0.041 0.148 | 0.057  0.200 0203 | 025 0.42 0.55
ket K 6 MY | 617 648 542 | 1032 12270 2228 | 1004  278L4 6111
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Conform clasificarii bazate pe valoarea de conversie a variantelor mutante, obtinute
cu biocatalizatori PAL cu celule intregi, valorile kcat obtinute cu enzima purificata au fost, de
asemenea, semnificativ mai mari pentru mutantii cu cele mai bune performante decat cele
pentru wt-PcPAL. Valorile Ky mai mari in cazul o- si m-CF3-fenilalaninelor (rac-2g,h),
sugereazd o afinitate mai micd si sunt in conformitate cu studiile anterioare'®, unde a fost
sugeratd o dispunere mai relaxata a substratului in cadrul situsului catalitic pentru variantele
mutante testate. Ca exceptie, pentru m-CF3-fenilalanina (rac-2h) mutantul 1460V prezinta
activitate crescuta, dar si afinitate, sustindnd interactiunea propusa a substituentilor electrono-
atragatori cu restul K456 (Figura 13.). Valorile kca/Km au crescut in cazul celor mai
performanti mutanti pentru substraturile modelului In masuratorile cinetice in comparatie cu
valorile kcat/Km pentru wt-PcPAL (Tabelul 4.), sustindnd cresterea eficientei catalitice

observata si in biotransformarea cucelule intregi.

3.2.4. Aplicabilitatea sintetica a variantelor PCPAL proiectate.

Biotransformarile la scara preparativa au fost efectuate pe scara de 500 mg. Analogii
(S)-2k si (R)-2c¢ de fenilalanind enantiopura au fost izolati utilizind cromatografie de schimb
ionic cu randamente ridicate: 94% si 60%. Puritatea optica a produsilor a fost: ee(s)-2k> 99% si
eer)2c=97% (Figura 17.).

-NH; ! ee: =97% Oe :

/@/\(COOH 1460V PcPAL | /@/\@«COOH Ve 47% e NH._(CH2),COH

H —_— ! - . ] .

HsC NF2 | HyC Nz [a]p:+0.7 (CL !

1 C H'J
rac-2¢ i (R)-2¢ Pinl inhibitor
I

+NH; NH,

Br % _COOH L134A PcPAL | Br 5 COOH  ee:>99% o o
! Y:60% e NH
- NH NH Ay
; 2 [ap: -39 N

2k 5 (5)-2k Cmpd-15

Figura 17. Biotransformarile la scara preparativa pentru reactiile de aditie a amoniacului la acidul m-
bromo-cinamic 1k folosind L134A PcPAL si pentru reactiile de eliminare a amoniacului din p-metil-

fenilalanina racemica rac-2c folosind 1460V PcPAL
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3.2.5. Studii de cristalizare

Studiile de cristalizare au fost, de asemenea, efectuate pentru a sustine in continuare
orientareasubstituentilor(orto-, meta-, para-) pozitionati diferit pe inelul aril al substratului in
partea hidrofoba a situsului activ al PCPAL (Figura 13.), oferitd de analiza mutationala.
Proba variantei purificate 1460V PcPAL, acidul p-MeO cinamic, au fost preparate in cadrul
Centrului de cercetare pentru biocataliza si biotransformare, in timp ce studiile de cristalizare
au fost efectuate de grupul colaborator al prof. Cristopher Schofield de la Universitatea din
Oxford, Departamentul de Chimie, Laboratorul de Cercetare in Chimie. Structura cristalina
rezultata aratd mutantul 1460V al PCPAL cu substratul acid p-metoxi cinamic 1f in situsul
activ (Figura 18.) si a fost depusa in cadrul Protein Data Bank (PDB ID: 6RGS).

Resturile situsurilor active ale structurii cristalografice sunt in conformitate cu
modelul nostru obtinut din analiza mutationald. Analizele modului de legare a substratului
arata pozitia para a inelului aromatic in imediata apropiere a restului substituit 460. O
suprapunere cu structura raportati a wt-PCPAL°relevi o potentiald ciocnire stericd cu lantul
lateral 1460 (Figura 18.). Celelalte resturi din situl activ hidrofob sunt in pozitii foarte
asemanatoare cu cele din modelul nostru (Figura 18.). O exceptie este K456, care se afla

ntre resturile F137 si 1460.

Leu134

Leu256
u""\“ 6 Leu138 L\ I Phe137

Val259_& SN
A 384\<, .- ‘% ’\
sn vv"" s

Lys456

wt: lle460
mutant; 460V

Figura 18. Structura cristalina a mutantului PCPAL 1460V (PDB ID 6RGS) (lantul 1460 este
magenta) suprapus cu Wt-PcPAL (lantul lateral 160 este gri), cu acidul p-metoxi-cinamic 1f la

situsulactiv
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3.2.6. Concluzii

S-a dezviluit corelatia dintre pozitia (0rto-, meta-, para-) substituentului inelului aril
al substratului si resturile specifice ale situsului activ din regiunea de legare hidrofoba a
enzimei PcPAL. Folosind initial analogii sintetizati ai fenilalaninei si ai acidului cinamic,
mono-substituiti in toate pozitiile (orto-, meta-, para-) ale inelului aromatic cu substituenti
electrono-donori (-CHs, -OCHas) si electrono-atragatori (-CFs, -Br), am monitorizat
biotransformarile mediate de PAL in ambele directii de reactie, ale eliminarii de amoniac si
adaugarii de amoniac. Clasamentele activitatii enzimei obtinute din valorile de conversie ale
biotransformarilor cu celule intregi au fost sustinute in continuare de parametrii cinetici (Kw,
Keat, Kcat/Km) obtinuti cu biocatalizatori enzimatici purificati. In conformitate cu modelul creat
din strategia mutationald, analiza cristalografica a modului de legare a acidului p-metoxi
cinamic, la locul activ al PcCPAL 1460V, sustine orientarea propusd a gruparii metoxi catre
restul 460V si ofera prima structurd a unei enzime PAL active cu un analog de substrat
substituit cu inel legat la situsul activ (PDB ID: 6RGS).

Pentru a demonstra aplicabilitatea sintetica a Vvariantelor de PCPAL proiectate,
producerea la scara preparativa a analogilor enantiopuri de fenilalanind cu valoare sintetica
ridicata, cum ar fi (S)-m-bromo-fenilalanina (S)-2k si (R)-p-metil-fenilalanina (R)-2c, au fost
obtinute cu randamente mari.

In consecinti, am demonstrat ci abordarea noastri de design rational a PAL din
Petroselinum crispum este extrem de eficienta in furnizarea variantelor PAL cu eficienta

catalitica semnificativ crescuta pentru producerea de analogi de fenilalanina valorosi sintetic.

3.3. Dezvoltarea testului de activitate high-throughput a enzimei PAL aplicabil pentru

ingineria proteica bazata pe evolutie directionata

Ingineria proteica prin evolutie directionatd este cea mai eficientd procedurd pentru
extinderea domeniului de aplicare al substratului enzimelor si / sau pentru a creste activitatea
lor catalitici?>?1?2, Cu toate acestea, sunt generate biblioteci mutante de dimensiuni mari (>
103-10* clone), din care trebuie efectuati selectia corecti a variantelor cu proprietiti
imbunatatite prin teste de activitate high-throughput. Tn timp ce au fost dezvoltate teste de
activitate high-throughput pentru PAL'®, aplicabilitatea lor general este inci limitata.

In scopul nostru de a dezvolta o analizi cu enzimi cuplati pentru misurarea activitatii

PAL folosind decarboxilaza acidului ferulic (FDCI1) ca enzima cuplatd, mai Intdi a fost
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crucial sd investigdm compatibilitatea dintre domeniul substratului enzimei FDCI si cel al
enzimei PAL.
3.3.1. Explorarea si extinderea domeniului substratului decarboxilazei acidului ferulic

pentru asigurarea compatibilitatii cu domeniul substratului enzimei PAL

Pentru a explora domeniul substratului SCFDC1, mai intai activitatea de decarboxilare
a enzimei a fost testata folosind o biblioteca de substrat de dimensiuni mari (Figura 19.),
contindnd derivati ai acidului cinamic, care pot fi produsi prin eliminarea amoniacului
catalizata de PAL a analogilor fenilalaninei corespunzatori. Rezultatele au aratat ca FDC1 a

transformat eficient o mare varietate de analogi ai acidului cinamic (Tabelul 5.).

QN cooH _ FoCl N
. pH 7.0 .
1d-z, a -CO, 3d-z, a

@”““@A ﬁ@*@@@@@
W@MWC@C&CWCS ey

t‘ﬁ‘@“&@* oo, o

Figura 19. Reactia de decarboxilare catalizata de FDC1 a analogilor acidului cinamicld-z, a’

22



Tabel 5. Biotransformari ale 1d-a’cu celule intregi SCFDC1: A) conversii de la screeningul initial,
dupa 24 ore timp de reactie B) conversii maxime obtinute in conditii optimizate: tampon fosfat de

sodiu 100 mM pH 7,0, ODeoo de ~ 1, 35°C.

Substrat A B
c* (%) | t(h) | c* (%)
Acid (E)-3-(2-methoxyfenil)acrilic 1d 82 48 92lal
Acid (E)-3-(3-methoxyfenil)acrilic le 92 48 >99
Acid (E)-3-(4-methoxyfenil)acrilic 1f 86 72 >99
Acid (E)-3-(2-(trifluorometil)fenil)acrilic 1g 42 72 620
Acid (E)-3-(3-(trifluorometil)fenil)acrilic 1h 80 48 g7l
Acid (E)-3-(4-(trifluorometil)fenil)acrilic 1i 69 48 g2l
Acid (E)-3-(2-bromofenil)acrilic 1j 80 48 83t
Acid (E)-3-(3-bromofenil)acrilic 1k >99 8 >99
Acid (E)-3-(4-bromofenil)acrilic 1l >99 24 >99
Acid (2E,4E)-5-fenilpenta-2,4-dienoic Im 95 48 >99
Acid (E)-5-fenilpent-2-enoic 1n <1 72 <1
Acid (E)-3-(naftalen-2-il)acrilic 1o 96 48 >99
Acid (E)-3-(chinolin-2-il)acrilic 1p 31 8 390k
Acid (E)-3-(chinolin-4-il)acrilic 1q 33 8 28]
Acid (E)-3-(benzofuran-2-il)acrilic 1r >99 8 >99
Acid (E)-3-(benzofuran-3-il)acrilic 1s 75 30 79l
Acid (E)-3-(5-clorobenzofuran-2-il)acrilic 1t 93 8 >99
Acid (E)-3-([1,1'-bifenil]-4-il)acrilic 1u 26 30 59l
Acid (E)-3-(4'-fluoro-[1,1'-bifenil]-4-il)acrilic 1v 48 48 700
Acid (E)-3-(5-feniltiofen-2-il)acrilic 1w 82 72 g5l
Acid (E)-3-(5-(4-bromofenil)furan-2-il)acrilic 1x <1 72 <1
Acid (E)-3-(2-feniltiazol-4-il)acrilic ly <1 72 <1
Acid (E)-3-(10-metil-10H-phenothiazin-2-il)acrilic 1z <1 72 <1
Acid cinamic 1a’ 75 24 >99

[a]-conversie completd atinsd dupa 24 de ore suplimentare cu un lot de celule proaspete; [b]-nicio
crestere a conversiei dupa un timp de reactie suplimentar de 24 de ore cu un lot de celule proaspete;

*Determinata prin monitorizarea HPLC a epuizarii substratului.

3.3.1.1. Optimizarea conditiilor de reactie ale biotransformarilor mediate de FDC1
Dupa screening-urile initiale s-a realizat optimizarea biotransformarilor cu celule

intregi SCFDC1. Optimizarea a constat in urmatoarele: efectul pH-ului, temperaturii si al

raportului biocatalizatori/substrat asupra valorilor de conversie ale biotransformarilor cu

celule ntregi, utilizand ca model substrat acidul (E)-3-(3-(trifluorometil)fenil) acrilic (1h).

Efectul pH-ului asupra biotransformarilor

Influenta pH-ului (6,0, 6,5, 7,0, 7,5, 8,0) asupra reactiei de decarboxilare catalizata de

FDCI a fost testatd cu acid 3- (3- (trifluormetil) fenil) acrilic (1h) folosind tampon fosfat de
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sodiu 100 mM la pH 6,0, 6,5, 7,0, 7,5, 8,0. Cele mai mari valori de conversie au fost obtinute
la valori de pH de 6,0-7,0 (Figura 20.), in conformitate cu pH-ul optim raportat pentru enzima
FDC1 purificati®,

DAY

M1l

My
wéé%ém

Figura 20. Efectul pH-ului asupra decarboxilarii catalizatd de FDC1 dupa 1h

Efectul temperaturii asupra biotransformdrilor

Influenta temperaturii (30, 35, 40, 45°C) asupra reactiei de decarboxilare
catalizata de FDC1 a fost testata cu acid 3-(3-(trifluormetil)fenil) acrilic (1h). Cele mai

mari valori de conversie au fost obtinute la 35°C (Figura 21.).
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Figura 21. Efectul temperaturii asupra decarboxilarii catalizata de FDC1 dupa 1h

Efectul cantitatii de celule asupra biotransformarilor

Mai mult, efectul raportului biocatalizator/substrat asupra valorilor de conversie a fost
testat cu acid 3-(3-(trifluorometil)fenil) acrilic (lh) utilizdnd cantitati diferite de

biocatalizatori cu celule intregi (ODegoo de 1, 2 sau 3).
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Crescand cantitatea de biocatalizator cu celule intregi, s-a realizat o conversie mai
mare dupa acelasi timp de reactie. Utilizarea densitatii celulare ODgoo=1 asigurd o conversie
de 42%, in timp ce utilizarea densitatilor celulare mai mari de 2 si 3 ofera conversie de 76%
si, respectiv, conversie completd, care au fost inregistrate dupa 4 ore de reactie. Pentru a evita
timpi de reactie prea scurti, care ar perturba precizia monitorizarii timpului de reactiei, in
urmatoarele experimente, compararea activitatii SCFDC1 cu diferite substraturi a fost

efectuata la densitati celulare moderate (ODgo<2).

Profilul de conversie in timp a biotransformdarilor mediate de FDCI efectuate cu

procedura optimizata

In cele din urmi, pentru a realiza profiluri de conversie in timp, reactiile enzimatice
catalizate de SCFDCI au fost efectuate in conditiile optime de reactie (tampon fosfat de sodiu
100 mM pH 7,0, ODeoo de ~ 1, 35°C) pentru intregul panou de substrat (1d-a ") si valorile de
conversie au fost monitorizate pe o perioada mai lunga de timp (Figura 22a, b.; Figura 23a,
b.), iar probele au fost prelevate dupa 1, 2, 3, 4, 8, 24, 30, 48 si 72 de ore.

Reactiile de decarboxilare folosind conditiile de reactie optimizate ale FDC1 cu
celule Tntregi au atins conversii complete in cazul substraturilor 1a’, k, 1, r, t intr-un
timp de reactie relativ scurt (<24h, Figura 22a., Tabelul 5B.). Pentru substraturile
le,f, m, o conversiile s-au finalizat Tntr-un timp de reactie mai lung (<72h, Figura
22b., Tabelul 5B.).

a) b)
100~ " —o
. . 80
X X
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Figura22. Profilurile de conversie in timp pentru reactiile de decarboxilare catalizate de
ScFDCI folosind celule intregi si conditiile de reactie optimizate: a) substraturi 1a ', k, I, r, t
cu conversii complete in timp de reactie relativ scurt (sub 24 h), b) substraturi 1e, f, m, o cu

conversii complete in timp de reactie mai lung (24-72 h)
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Substraturile 1d, h, i, j, s, v, w au atins conversii mari, dar incomplete dupa 72 h
(Figura 23a., Tabelul 5B.), iar pentru substraturile 1g, p, g, u s-au inregistrat conversii
moderate sau scazute dupa 72 de ore (Figura 23b., Tabelul 5B.). Folosind substraturile 1n, X,
Y, Z nu s-au detectat conversii (Tabelul 5B.).
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Figura23. Profiluri de conversie in timp pentru reactiile de decarboxilare catalizate de
ScFDCI1 folosind celule intregi si conditiile de reactie optimizate: a) substraturi 1d, h, 1, j, s, v,
W cu conversii mari, dar incomplete si; b) substraturi 1g, p, g, U cu conversii moderate sau

reduse pana la 72 h timp de reactie.

3.3.1.2. Studii computationale

Valorile de conversie/viteza de reactie sunt influentate de mai multi factori legati de
substrat, cum ar fi efectele inductive ale substituentilor, prezenta conjugdrii extinse,
orientarea substratului asociatd cu prFMN si orientarea in cadrul sitului catalitic, ultimele
fiind influentate atat de dimensiunea, cat si de planitatea substratului (Figura 24.).

Astfel am efectuat studii de calcul pentru a determina orientarea substratului in si de-a
lungul sitului activ al FDCI pentru a explica diferentele in valorile de conversie ale
substraturilor 1d-z, a’.

Studiile computationale arata ca, in cazul acidului 5-(4-bromofenil)furan-2-il) acrilic
1x, s-a observat o orientare a substratului favorizatd energetic, inactiva, legata de prFMN si
de resturile cheie ale enzimei (R175, E280, E285) si probabil lungimea substratului
depdseste, de asemenea, limitele situsului catalitic pentru pozitia de legare activa (Figura
25a.). Volumul sitului activ este, de asemenea, o problema in cazul substratului 1z, unde
pozitia favorizatd din punct de vedere energetic a substratului nu permite acomodarea
substratului in centrul catalitic, in schimb se observa o alta pozitie de legare a substratului

superficiala in apropierea situl catalitic (Figura 26.).

26



Figura 24. Compararea conformatiilor ligandului (a-metil trans-cinamat) preluate din structura
cristalind 4ZA7 (violet) cu pozitia de andocare cu cea mai mica energie (verde) si cu geometria
raportata a starii de tranzitie (portocaliu) a cicloaditiei 1,3-dipolare. I. - vedere de sus - alinierea
legaturii duble fata de cofactorul prFMN in conformatia de andocare este in acord cu geometria starii
de tranzitie obtinuta prin studiul QM / MM; I1. - vedere frontala - orientarea substratului legata de
prEMN si resturile cheie R175, E280 si E285

Figura 25. a)Orientarea favorizata energetic, inactiva a 1x (violet) comparativ cu orientarea activa a
1a’ (verde); b) Pozitia inactiva a 1y (magenta) si 1n (albastru) in cadrul sitului catalitic al FDC1, cu
dubla legdtura situatd intr-un aranjament fata de prFMN, ceea ce este nefavorabil pentru 1,3-

cicloaditie in comparatie cu orientarea productiva a 1w (verde) voluminos
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Figura 26. Pozitia favorizata energetic a substratului 1z pe suprafata cavitatii (de culoare roz) situat

deasupra buzunarului de legare (de culoare albastrd) a enzimei FDC1

In cazul acidului (2-feniltiazol-4-il) acrilic 1y pozitia dublei legaturi o, a fost
nefavorabild pentru atomii C1’ si C4a ai cofactorului prFMN. in cazul substratului acid 5-
fenilpent-2-enoic 1n pentru care nu s-a detectat nici o conversie (Tabelul 5.), absenta
sistemului 7 si dispunerea nefavorabild a dublei legdturi acrilice conduc la dispunerea
moleculara plana care nu permite formarea 1,3-cicloaditiei (Figura 25b.).

Pentru a extinde studiile de calcul si pentru a demonstra ca putem prezice, sau chiar
mai mult, pentru a imbunatati situl activ enzimatic pentru substraturile in care nu au fost
detectate conversii, s-au investigat intermediarii substrat-cofactor (prFMN) care rezulta dupa

1,3-cicloaditie si au fost calculati in faza gazoasa (Figura 27.).

Figura 27. a) Conformatia la baza a substratului 1X in cicloduct este impiedicata de apropierea

atomului de brom si a carbonilului restului K394; b) Ciocnirile sterice intre atomul de sulf al
intermediarului covalent, format din 1y si prEMN si restul 1330 sunt evidentiate prin linii punctate

violete

28



Tabel 6. Valorile conversiilor cuScFDC1 de tip salbaticsi mutantiiSCFDC1 pentru
substraturilela’,x,y,zdupa 24h

ScFDC1 mutant
wt-ScFDC1
Substrat 1330A 1330V Q192N
Conversie (%)
Acid cinamic (1a”) >99 >99 >99 92
Acid (E)-3-(5-(4-bromofenil)furan-2-il)acrilic (1x) <1 <1 <1 <1
Acid (E)-3-(2-feniltiazol-4-il)acrilic (1y) <1 15 5 0
Acid (E)-3-(10-metil-10H-fenotiazin-2-il)acrilic (1z) <1 <1 <1 <1

Resturile de aminoacizi 1330 si Q192 au fost Tnlocuite cu resturi mai mici Ala (A),
Val (V) folosind mutageneza situs directionata si variantele mutante obtinute au fost testate in
reactia de decarboxilare a substraturilor voluminoase care prezintd repulsie stericd cu
cavitatea delimitatd de resturile 1330 si Q192 (Tabelul 6.). Tn conformitate cu rezultatele de
calcul 1330A si 1330V au imbunatatit eficienta catalitica in cazul substratului 1y, in timp ce
activitatea scazuta a variantei Q192N sustine ca restul Q192 este implicat in legarea

cofactorului prFMN.

3.3.1.3. Concluzii

Domeniul substratului SCFDC1 a fost explorat folosind analogi ai acidului cinamic
fenil,heteroaril voluminos sau biaril substituiti in mod diferit (orto, meta-, para- ), produsi ai
biotransformarii mediatd de PAL de tip salbatic sau de proiectare. Rezultatele demonstreaza
ca FDC1 are un domeniu larg de substrat cu suprapunere semnificativd cu domeniul
substratului PCPAL permitand aplicarea cascadei enzimatice PAL-FDC1 pentru diferiti
analogi ai substratului. Andocarea moleculard a fost efectuatd pentru a marca corelatiile
dintre valorile de conversie si natura substraturilor. Pe baza studiilor computationale, au fost
identificate obstacole sterice pentru acomodarea substratului in cadrul sitului catalitic al

SCFDCl, iar studiile mutationale au oferit variante SCFDC1 cu domeniu extins al substratului.

29



3.3.2. Configurarea si validarea testului de activitate high-throughput fluorescent al

enzimei cuplate

3.3.2.1. Configurarea reactiei fluorogene

Tn primul rand, ne-am concentrat asupra selectirii mediului de reactie pentru reactiile
combinate PAL-, FDC1- si 1,3-cicloaditie dintre fluoroproba de tetrazol si stiren (Figura
28.).

OMe
Q\(N\
2

N

!
N=N

4

PAL l /©/°Me
COOH N
- NH; N-C00H  Epey N Q /N
NH, —_— —_ —_—
22’ +NH; 1a 3a’ UV light 5 O

Figura 28. Testul fluorescent cuPAL si FDC1 cuplate

In consecintd, solventii organici miscibili cu apa (acetonitril, metanol) si/sau solventii
care sunt capabili sa extraga stirenul din mediul apos (n-hexan) au fost incercati in reactia de
decarboxilare a acidului cinamic 1a’ mediata de FDCI1. Cele mai bune intensitdti ale
semnalului de fluorescenta si raportul semnal: zgomot au fost observate cand s-a utilizat n-
hexan pentru extractia stirenului.

Apoi efectul concentratiilor de stiren 3a’ si tetrazol 4 asupra activarii semnalului de
fluorescenta pentru produsul 5 au fost determinate folosind scanari 3D de excitatie-emisie
(Figura 29.). Folosind aceeasi concentratie pentru ambii parteneri de reactie (stiren 3a’ si
fluoroproba de tetrazol 4) semnalul de fluorescenta a fost cel mai mare.

Mai mult, a fost necesard investigarea limitei de detectie pentru determinarea

activitatilor PAL. Prin urmare, s-au efectuat curbe de calibrare (Figura 30.).
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Figura 29. Efectul diferitelor concentratii de stiren 3a’si fluoroproba 4. Maximele corespunzatoare de

excitatie si emisie determinate de scanarile 3D de excitatie-emisie
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Figura 30. a) si b)limita de detectie (definita ca medie a controalelor negative plus de trei ori deviatia
standard a controalelor negative) a 25 uM stiren a fost obtinuta sub un raspuns liniar pana la 1 mM

stiren utilizand 0,5 mM de proba fluorogena 4

3.3.2.2. Cuplarea reactiilor PAL-, FDC1- si fluorogene

In continuare am testat cuplarea etapelor de reactie PAL-, FDC1- si fluorogena.
Aplicabilitatea analizei activitatii PAL la nivelul celulei intregi sau a lizatelor celulare,
potrivite pentru analiza activitdtii bibliotecilor de clone obtinute din experimente de evolutie
directionatd. Amestecuri de celule intregi induse de E. coli care adipostesc genele pcpal®*si
scfdc12® recombinate au fost testate drept catalizatori pentru eliminarea amoniacului dinL-Phe
si decarboxilarea ulterioard a acidului cinamic. Pentru a exclude problemele de penetrare
celulard a substraturilor sau produsilor, pe langad biocatalizatorii celulari intregi, au fost de
asemenea testate lizatele celulare ale celulelor intregi PAL- si FDC1 induse.

Cele mai mari intensitati ale semnalului s-au obtinut atunci cand am folosit sistemul

de reactie combinat (s-au adaugat celule intregi PAL- si FDCI1 1in acelasi timp, Figura 31.).
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Mai mult, utilizarea lizatelor celulare nu a crescut intensitatea semnalului, ceea ce sugereaza

ca nu apar probleme de penetrare a celulelor.

113y negative control

10—Al negative control: PAL-cell lysate?
9N negative control: PAL-cell lysate®
8-N negative control: PAL cells

PAL cells+FDC1 cells-comb. ad.®
0 50000 100000 150000

RFU

aliza cu sulfat de polymyxin B; P liza cu Triton X-100; cadiugarea combinati a biocatalizatorilor PAL- si
FDCI1 in amestecul de reactie; %adiugarea secventiald a celulelor intregi FDC1 (dupi 12 ore de reactie cu

biocatalizator PAL) in amestecul de testare.

Figura 31. Intensitatea semnalului fluorescent pentru reactiile PAL-, FDC1- cuplate diferit
Mai mult, genele care codifica PCPAL si SCFDC1 au fost sub-clonate in vectorul
pCDFDuet-1, pentru coexprimarea lor, oferind un biocatalizator de celule intregi PAL-FDC1
combinat pentru a exclude ca utilizarea a doua sisteme separate de celule intregi pentru PAL

si FDCI sa impiedice eficienta testarii activitatii. Cele doud sisteme au fost comparate si au

oferit rezultate similare (Figura 32a, b.).
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Figura32. a)sistemPcPAL si FDC1 separateb) sistem combinatPcPAL-FDC1
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3.3.2.3. Optimizari de testare

Efectul pH-ului in biotransformari

Am testat efectul pH-ului asupra intensitatilor semnalului de fluorescentd pentru
reactiile combinate PAL-FDC1, deoarece pH-ul optim pentru decarboxilarea mediata de
FDC1 este la 6,5-7,0, iar pentru reactiile de eliminare a amoniacului catalizate de PAL este la

8,0-8,5. Cele mai mari intensitati ale semnalului au fost obtinute la pH 7,5-8,0 (Figura 33.).
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Figura33. Determinarea pH-ului optim al biotransformarilor cu celule intregi PAL-, FDC1-
cuplate in comparatie cu pH-ul optim al enzimei izolate PCPAL de tip sélbatic si a biotransformarilor

cu celule intregi FDC1

Efectul cantitatii de celule asupra biotransformarilor

La un pH optim de 8,0, a fost studiat efectul densitatii celulare a biocatalizatorilor
asupra intensitdtilor semnalului de fluorescentd pentru reactiile combinate PAL-FDC1

(Figura 34.).
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Figura 34. Efectul diferitelor densitati celulare ale FDC1 (ODswo ~ 1,2,3,5,10) asupra
intensitatilor semnalului de fluorescenta utilizand concentratii constante de celule PCPAL de ODggo ~
1 in testul activitatii fluorescente al PAL-FDC1 combinate. Controalele negative au fost efectuate fara

celule intregi PcPAL
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3.3.2.4. Validarea metodei

Pentru a explora aplicabilitatea testului, am analizat procedura utilizand fenilalanina
amoniac-liaza cu diferite activitati cunoscute fatd de substraturi nenaturale. Mutantii PCPAL
cu activitate ridicata s-au dezvoltat prin proiectare rationald in cadrul acestui studiu (descris
la capitolul 3.2.), Iar enzima de tip sdlbatic a fost testata folosind ca substrat model p-metoxi-
fenilalanina. In primul studiu, cele mai mari activitati PAL au fost obtinute pentru mutantii
PCPAL 1460V, I460A si F137V. In testul de fluorescentd, intensititile cele mai mari au fost

inregistrate in cazul acelorasi mutanti (Figura 35.)

—  WtPcPAL/FDC1/4 F137V PcPAL/FDC1/4
—— 1460V PcPAL/FDC1/4 —— |460A PcPAL/FDC1/4
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0.01— r . —
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emission spectra (nm)

Figura 35. Intensitatea semnalului de fluorescenta utilizand diferiti mutanti PCPAL p-MeO-

Phe ca substrat

Pentru a sustine In continuare aplicabilitatea generala a procedurii, testul a fost
realizat folosind celule intregi care adapostesc gene ale diferitelor amoniac-liaze: PAL din
Arabidopsis thaliana (AtPAL) (Figura 36a.), Tirozina amoniac-lizi (TAL), PAL din
Rhodotorula sp.2®, histidina amoniac-liaza (HAL) dinPseudomonas fluorescens?’cunoscuti ca

inactiva fata de L-tirozina, a furnizat semnale la nivelul controalelor negative (Figura 36b.).
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Figura36. a)Test fluorescent cu PAL din Arabidopsis thaliana (AtPAL) b) Test fluorescent cu PAL
din Rhodotorula toruloides (RtPAL) pentru detectarea activitatii TAL
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3.3.2.5. Concluzii

Tn acest studiu s-a dezvoltat o noud analiza fluorescentd high-throughput cu enzima
cuplatd, pentru determinarea activitatilor PAL folosind enzima FDC1 cu o gama largd de
substrat. Testul dezvoltat a fost optimizat si validat cu succes folosind diferiti mutanti ai
PcPAL. Aplicabilitatea generala a testului a fost, de asemenea, demonstrata folosind diferite
tipuri de amoniac-liaze, cum ar fi PcCPAL din Petroselinum crispum, AtPAL din Arabidopsis
thaliana si RtPAL din Rhodotorula toruloides. Aceasta analiza a activitatii high-throughput
permite testarea bibliotecilor mutante de dimensiuni mari generate de evolutia directionata si

deschide calea catre ingineria proteinelor PAL.
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4. Concluzii generale

Scopul principal al studiului a fost de a dezvolta biocatalizatori PAL proiectati, care
sunt utili pentru sinteza mai multor analogi valorosi de fenilalanina non-naturali.

Pe baza informatiilor structurale existente ale PAL-urilor, in primul rand s-a dezvoltat
cartografierea situsului activ al PcCPAL prin analiza mutationald, care a relevat o corelatie
intre resturile sitului de legare a substratului hidrofob al enzimei PcPAL si pozitia (orto-,
meta-, para- ) substituentului inelului aril al substratului.

Deoarece pentru evolutia directionatd a enzimelor PAL sunt necesare teste de
activitate high-throughput, in teza ne-am concentrat si asupra dezvoltarii unei analize
fluorescente cu enzima cuplatd, aplicabila screening-urilor de activitate PAL la nivelul
intregii celule. Testul dezvoltat implica decarboxilarea enzimaticd a acidului trans-cinamic
(produsul reactiei PAL) prin decarboxilaza acidului ferulic (FDC1) urmata de o reactie
fotochimica a stirenului produs. Prin urmare, initial, a fost necesar sa se exploreze domeniul
substratului decarboxilazei acidului ferulic pentru a asigura compatibilitatea acestuia cu
domeniul substratului PAL-urilor. Rezultatele obtinute demonstreazd ca FDC1 are un
domeniu larg de substrat cu suprapunere semnificativdi cu domeniul substratului PCPAL,
sustinand astfel organizarea cu succes a unei cascade de enzime PAL-FDC1 pentru diferiti
analogi de substrat.

Dupa mai multe etape de optimizare, testul de activitate high-throughput fluorescent
cu enzime cuplate a fost configurat si validat cu succes pe bibliotecile mutante PCPAL,
precum si pe PAL-uri cu origini diferite. Astfel, testul dezvoltat al activitatii high-throughput
ofera screening-uri de activitati usoare pentru bibliotecile mutante de dimensiuni mari
generate de evolutia directionatd si deschide calea cétre ingineria eficienta a proteinelor din

fenilalanind amoniac liazele.
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