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Obiectivele tezei de doctorat

Scopul principal al tezei este dezvoltarea unei proceduri biotehnologice extrem de eficiente
pentru sinteza la scara preparativa a unor analogi nenaturali de fenilalanina cu aplicatii industriale
semnificative, folosind ca si biocatalizator fenilalanin amoniac-liaza (PAL) modificata prin inginerie
proteica. S-a identificat un set de obiective, care au fost categorizate in trei capitole distincte, fiecare
capitol reprezentand un aspect diferit al obiectivului general:

Obiectivul 1: Dezvoltarea unei proceduri extrem de eficiente pentru sinteza de derivati de
fenilalanina folosind PcPAL-uri, pentru a furniza dovezi empirice pentru utilitatea sintetica a
variantelor mutante de PCPAL in aplicatii practice in sinteza de compusi cu valoare industriala
ridicata.
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Obiectivul 2: Evaluarea transferabilitatii modelului de proiectare rationala care a fost utilizat
pentru producerea variantelor mutante eficiente ale PcPAL-ului, prin examinarea modalitatii in care
aceasta metoda poate fi aplicata la alte PAL-uri din aceeasi familie enzimatica, pentru a furniza o
gama de biocatalizatori disponibili pentru sinteza de derivati valorosi de fenilalanina.
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Obiectivul 3: Folosirea variantelor mutante de AtPAL pentru a permite dezvoltarea unei
proceduri biocatalitice care permite obtinerea unor aminoacizi valorosi, utilizati ca building blocks in
diverse industrii si respecta principiile chimiei verzi.

Aqueous phase

with productand
ammonium salt

Ammonia addition

COOH AtPAL ~
NS wet whole-cells 7 g:CO0H g
R~ _ —— Ry~ NH, / \
+NH, Z Pee oo

CH3 Br

f 5 % HiC : 3, HaCO. : S :}z C)a product
HyCO Br L-amino acid
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Cuvinte cheie: aminoacizi nenaturali, fenilalanin amoniac-liaza, scara preparativa, biotransformare,
derivati de fenilalanina, inginerie proteica, proceduri sintetice verzi.
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Capitolul 1. Introducere: Biotransformari mediate de PAL

1.1 Aminoacizi nenaturali utilizati ca building blocks

Companiile farmaceutice si de produse chimice sunt implicate activ in productia de
aminoacizi optic puri datoritd rolului lor central ca building blocks in sinteza diferitelor produse
farmaceutice, cosmetice, hormoni si produse agrochimice.l 2 Incorporarea aminoacizilor non-
proteinogenici in aceste produse a castigat o atentie semnificativd in cercetarea moderna de
descoperire a medicamentelor, datoritd diversitatii lor structurale, dar si a versatilitatii lor
functionale.” * Peptidomimeticele, in particular, au utilizat pe scari largd aminoacizii nenaturali
pentru a reglementa raspunsul natural sau activitatea biologici a produselor vizate.? Tn plus,
aminoacizii nenaturali au fost incorporati in diferite produse, inclusiv inhibitori de proteaza pentru
prevenirea HIV, antibiotice, peptide antimicrobiene, conjugate anticorpi-medicament, liganzi ai
receptorilor neuronali si medicamente anticancer.? 4°

Exista mai multe abordari pentru sinteza de aminoacizi non-proteinogenici, cum ar fi sinteza
chimici, o metoda larg utilizata. Insd aceasta se finalizeazi cu obtinerea unui amestec racemic de
enantiomeri D si L, iar separarea lor este o sarcind provocatoare..> ’ In contrast, procedurile chimice
si biocatalitice stereoselective ofera o alternativa atractiva pentru sinteza aminoacizilor optic puri,
inclusiv a aminoacizilor nenaturali. Abordarea, utilizand metode biocatalitice este de mare interes
datorita numeroaselor avantaje.

De exemplu, metodele biocatalitice folosesc adesea conditii de reactie blande si prietenoase
cu mediul inconjuritor, permitand utilizarea de materii prime disponibile achirale. In plus, biocataliza
elimind necesitatea etapelor de protectie si / sau deprotectie, care sunt frecvent necesare n sinteza
organica.l’ 2 7 Aceste avantaje au dus la cresterea interesului in abordarea biocatalitici pentru sinteza
de aminoacizi optic puri pentru diverse aplicatii in industria farmaceutica si de produse chimice.

De un interes particular sunt aminoacizii aromatici, precum derivatii de fenilalaninad
(obiectivul tezei), cu diverse aplicatii industriale: aditivi alimentari® °, cosmetice!®, medicina!* 3 si
aplicatii farmaceutice.

1.2 Fenilalanin amoniac-liaza (PAL)

PAL catalizeaza deaminarea reversibila a L-fenilalaninei la acid trans-cinamic, fiind prima
etapd in biosinteza unui spectru larg de compusi fenilpropanoidici. Cele mai studiate fenilalnin
amoniac-liaze sunt: RgPAL (Rhodotorula glutinis - PAL din drojdie)!*, RtPAL (Rhodosporidium
toruloides - PAL din drojdie)'®, PcPAL (Petroselinum crispum - PAL din plante)!® 17 si AVPAL
(Anabaena variabilis - PAL din bacterii)*.

Domeniul de substrat al PcPAL-ului a fost explorat pe larg, dezvaluind o tolerantd larga a
enzimei fatd de diverse substraturi, dar si potentialul valoros al acesteia in sinteza biocatalitica
industriald a aminoacizilor nenaturali. Cercetarile anterioare ale lui Rétey, Paizs si colegilor lor au
aratat ca sinteza mai multor acizi 5-fenilfuran-2-il-acrilici si a aminoacizilor lor corespunzatori este
posibila utilizdnd enzima PcPAL wild-type purificata, obtinand conversii mari si un exces
enantiomeric ridicat (ee> 99%).° Enzima PcPAL wild-type a fost de asemenea testati cu sisteme de
furan si tiofen, inclusiv cu inele aromatice mai mari, convertind eficient multe dintre aceste substraturi
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cu randamente de izolare bune (49-89% in cazul reactiilor de aditie de amoniac si 43-45% in cazul
reactiilor de eliminare de amoniac) (Figura 1.1), cu toate ca o parte din aceste substraturi au aratat
anterior o activitate slabd sau nuld cu PAL-urile fungice?®®. Cu toate acestea, s-a constatat ci
substraturile care contin furani si tiofeni substituite in pozitia 3 adopta o conformatie de legare
nefavorabila in situsul activ, ducand la o lipsa de activitate, sustinand mecanismul de tip Friedel-
Crafts.

Prin explorarea riguroasa a situsului activ al PcCPAL-ului si demonstrarea tolerantei sale largi
pentru substraturi, acest studiu a deschis calea pentru dezvoltarea de rute sustenabile, potentiale
pentru productia unei game largi de derivati de aminoacizi nenaturali. Recent, modificarea situsului
catalitic al fenilalanin amoniac-liazei din Petroselinum crispum prin ingineria genetica a furnizat noi
variante mutante cu activitate biocataliticd imbunatatita. Prin urmare, mutantul F137V s-a dovedit a
fi eficient in cazul analogilor voluminosi precum stirilalaninele, impedimentati steric de inelul
aromatic al fenilalaninei din pozitia 137%%, in timp ce alti analogi valorosi ai fenilalaninei, cum ar fi
(4-metoxifenil)-, (naftalen-2-il)-, ([1,1'-bifenil]-4-il)-, (4'-fluoro-[1,1'-bifenil]-4-il)- si (5-feniltiofen-
2-il)alanine, au fost sintetizati cu randamente relativ bune (19-65%) utilizand mutatia combinata a
reziduurilor F137 si 1460%2 (Figura 1.1). Prin modificarea buzunarului de legare hidrofob al PcPAL-
ului si evaluarea unui set de variante mutante singulare, s-a obtinut o activitate si selectivitate
imbunatatita catre fenilalanine si acizi cinamici substituiti cu grupari electron-donoare sau electron-
acceptoare in toate pozitiile (orto, meta, para) de pe inelul lor aromatic.?

Ammonia addition reaction Ammonia elimination reaction

PAL COOH COOH PAL

R/\/COOH R/Y R/\r R/\/COOH R/\;/COOH
ammonia sorce NH, NH, Tris buffer + NH,
pH=10 pH 8.8
‘Ref93 Ref94 | Ref96\ ””””
n, o OO o™
X X
R fe) R:H; F
X:0; 8
W,
R
|
X X HaCO |/ Nﬁ

R: H; 4-Br; 4-Cl; 2-Cl *R: H: CI
yieldaggiton: ~ 49-89% yieldaggition: ~ 49-89% yieldaggiton:  19-65%, with the exception of *
yieldeiimination: 43-45% Yieldgjimination: 43-45% yieldeimination: 39-47%
from 0.5 mmol substrate from 0.5-0.675 mmol substrate from 2.5 mmol substrate

Figura I.1. Reactii de aditie si eliminare la scara preparativa raportate in literatura utilizaind enzima PcPAL.

|.3 Starea actuala a biotransfomarilor mediate de PAL la scara preparativa

Unul dintre avantajele semnificative ale utilizarii fenilalanin amoniac-liazelor (PAL, EC
4.3.1.24/25) in sinteza chimica este capacitatea lor de a cataliza aditia de amoniac la acizii trans-
cinamici, chiar si la concentratii ridicate de amoniac. Aceastd proprietate unica permite sinteza
asimetrica a analogilor optici puri ai L-fenilalaninei, facand din PAL un biocatalizator atractiv pentru
productia de aminoacizi chirali.

Cu toate ca PAL-urile au aratat ca au potential in sinteza chimica, exista un numar limitat de
exemple de reactii de aminare la scara industriala de succes utilizand acesti biocatalizatori. Compania
Royal DSM, a dezvoltat o reactie de aminare la scara industriala eficienta pentru producerea acidului
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(S)-2,3-dihidro-1H-indol-2-carboxilic, un intermediar cheie utilizat in sinteza inhibitorilor ACE,
pentru tratarea hipertensiunii arteriale. Reactia implica aminarea selectiva a acizilor 2-Cl- sau 2-Br-
cinamici utilizand o enzima PAL din Rhodotorula glutinis (RgPAL) si inchiderea inelului catalizata
de cupru rezultand acidul (S)-2-indolin-carboxilic. Reactia produce 18,1 g (100 mM) de 2-CI-(S)-a-

fenilalanini cu o conversie de 91% in 8,5 ore (Figura 1.2).%
H

mCOOH
=N H
DSM A N\(\/
X -COOH COOH i’ 777777777777777777777777777 3 O)\f CO,Et
. N ' ey intermediate for:
X N x 2 H,0 ! H ;

H ' '
X=ClI, Br : ' (S)-indoline-2-carboxylic acid ‘

Ph

COOH

Perindopril
Figura 1.2. Productia la scara preparativa a acidului (S)-2,3-dihidro-1H-indol-2-carboxilic de catre DSM.

O alta enzima, AvPAL, obtinuta prin inginerie proteica (PAL-130 SEQ ID NOs 987/988,
dezvoltata de Codexis, utilizand platforma lor de inginerie proteicd CodeEvolver) a fost folosita in
sinteza Olodanrigan-ului (EMAA401), un antagonist de tip 2 al angiotensinei Il utilizat pentru tratarea
durerii neuropatice. Novartis a dezvoltat o abordare sintetica pentru EMA401 care implica
hidroaminarea acidului (E)-3-(2-(benziloxi)-3-metoxifenil)acrilic la acidul (S)-2-amino-3-(2-
(benziloxi)-3-metoxifenil)propanoic ca etapa cheie. Enzima PAL-130 a fost aplicata in conditii
optime pentru biotransformarea unui derivat de acid cinamic, rezultand productia intermediarului
tetrahidroizochinolinic cu un randament de 68% dupi patru zile?® (Figura 1.3).

¢ ¢ ¢ Ly
_o coo g
0 o PAL 0 o CH0 (o 0 m’ Na
/OwOH Vel /OWOH /OWOH I f I
NH3 NH, NH O O

Figura 1.3. Ruta biocatalitica pentru sinteza EMA401 de catre Novartis.?
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Capitolul Il. Productia de L- si D-fenilalanine utilizdnd fenilalanin
amoniac-liaza din Petroselinum crispum

11.1 Background (date din literatura)

11.2 Rezultate si Discutii

Productia unor analogi importanti de (S)-a-fenilalanina si (R)-a-fenilalanina utilizand variante
mutante de PcPAL (L256V, L134A si 1460V) raportate in literaturd® (Figura 11.1), ne-a determinat
sa stabilim conditiile optime pentru biotransformari la scara preparativa. Astfel, o serie de parametri
de reactie au fost optimizati atat pentru reactiile de eliminare, cat si pentru cele de aditie: raportul
biocatalizator: substrat, sursa de amoniac, mediul de reactie si concentratia de substrat.

H CHy H,CO
T | Substrates HsC Hico
Ammonia elimination ! .
| with EDG*
HyC HyCO
a b c d e f

L1 o1 1a: L256V 1b: L134A 1c: 1460V 1d: L134A 1e: L134A 1f: 1460V

variants

T d |
@ArCOOH COOH oo R©N\COOH R©NCOOH :
R * R N e + NH.. H
NH2 Nz NH, NH, ! Tailored PcPAL
2 -1
! re i

racemic DL-phenylalanine 2a:L256V  2b:L134A  2c: 1460V 2d: L134A  2e:L134A 2f: 1460V

Ammonia addition

! r
| Br. F3C.
coon  Tolma _cook L substrates @A o o @A o o
R NH, - R H with EWG* Br F3C
L1 i

+NH; |
2 | 9 h i i k |
Tailored PcPAL 1g:L256V  1h: 1460V 1i: 1460V 1j:L256V  Tk: 1460V 11: 1460V
! variants
! (red -ammonia elimination, 2g: 256V  2h: 1460V 2i: 1460V 2j: L1256V 2k: 1460V 21: 1460V
*EDG = electron-donating group; EWG = electron-withdrawing group i blue - ammonia addition)

Figura I1.1. Substraturi testate in reactiile de aditie si de eliminare a acizilor cinamici si a fenilalaninelor
monosubstituite cu grupari electron-donoare (-CHs, -OCHs) sau electron-acceptoare (-CFs, -Br), catalizate de
variantele mutante PCPAL corespunzitoare®®.

11.2.1 Optimizarea reactiilor de aminare catalizate de PCPAL

11.2.1.1 Efectul mediului de reactie/sursa de amoniac

Influenta mediului de reactie utilizat si ca sursa de amoniac asupra valorilor de conversie si
excesul enantiomeric al reactiilor de hidroaminare a fost studiata folosind doi derivati de acid cinamic
para-substituiti ca substraturi model si anume, acidul p-metil-cinamic 2c si acidul p-trifluorometil-
cinamic 2I. Aditiile de amoniac au fost efectuate la o concentratie fixa (2 mM substrat), cu celule
intregi de PCPAL 1460V de densitati celulare de ODgoo~ 1 (~ 6 mg celule umede/mL), variind diferite
concentratii de solutii tampon de amoniac (2, 4, 6 M NH4OH pH 10,0 ajustat cu COy) si solutii de
carbamat de amoniu (2, 4, 6 M NH4[H2NCO2] pH ~10,0 fara ajustare).

Rezultate obtinute in urma reactiilor de aditie pe substraturile 2c si 2| indica ca cea mai mare
conversie a fost obtinuta utilizind 6 M NH4OH, cu valori de conversie de 30,2% si respectiv 60,3%,
dupa 24 ore (Figura 11.2). Cu toate acestea, utilizarea a 4-6 M NHs[H2NCO>] a rezultat in valori de
conversii semnificativ mai mici (11,1-20,6% pentru 2c¢ si <1-17,6% pentru 2I) dupa 24 ore, contrar
cu rezultatele raportate n literatura pentru alte PAL-uri®® 27, Rezultatele din Figura 1.2 indica ca
prin utilizarea solutiei de 2 M carbamat de amoniu au rezultat valori de conversii similare cu cele
obtinute cu solutia de amoniac 6 M. Acest rezultat se datoreaza cel mai probabil faptului ca
NHs[H2NCO:] elibereaza doua molecule de amoniac si are o tarie ionica mai mica fata de NH4sOH.
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Figura I1.2. Valorile de conversie obtinute la aminarea a) acidului p-CHs-cinamic 2c si b) acidului p-CFs-

cinamic 2l, utilizdnd NH4OH si NH4[H2NCO;] ca sursa de amoniac. €e>99% 1in toate probele colectate din
reactie.

11.2.1.2 Efectul densitdtii celulare

Efectul diferitelor densitati celulare asupra valorilor de conversie si excesului enantiomeric
(ee) a fost testat pentru aceleasi substraturi model: acidul p-metil-cinamic 2c si acidul p-
trifluorometil-cinamic 2l, utilizand celule intregi de PcPAL 1460V de ODeowo ~ 1, 2, 4 si 8,
corespunzand unei concentratii de celule umede de ~ 6, 12, 24 si 48 mg/mL. La o concentratie fixa a
substratului de 2 mM, raportul biocatalizator: substrat (ODeoo: mMM) a variat de la 0,5 la 4. Utilizarea
unor densitati celulare de ODgoo ~2 a condus la valori ridicate ale conversiei (Figura 11.3), in timp ce
cresterea densitdtii celulare la ODgoo ~4 sau 8 a condus doar la o crestere a vascozitdtii mediului de
reactie, facand dificila pregatirea probelor si monitorizarea prin HPLC. Prin urmare, un raport
biocatalizator: substrat (ODsoo: mMM) de 1 a fost ales pentru optimizarile ulterioare.

e ODgg ~ 1 ODggo ~ 2 + ODggo ~ 4 - ODggo~8
80+ 1004 . .

2 & ) . . Figura 11.3. Valorile de
& 607 g ¥ conversie obtinute la aminarea
c c - - - - .
2 40l g 607 a) acidului p-CHs-cinamic 2c si
% % 40- b) acidului p-CFs-cinamic 2l,
o 207 S 20 variind raportul biocatalizator:

0-1 T T T T 1 0-t T T T T 1 SUbStrat (OD600: mM)
20 40 60 80 100 0 20 40 60 80 100
Time (h) Time (h)
substrate: 2¢ substrate: 2|

11.2.1.3 Efectul concentratiei de substrat

Efectul concentratiei substratului asupra performantei catalitice a variantelor mutante PCPAL
(L134A, L256V si 1460V) a fost testat in aditia de amoniac pe toti analogii acidului cinamic 2a-1n
limita solubilitatii acestora timp de 48 de ore, folosind 6 M NH4OH ca mediu de reactie si sursa de
amoniac si un raport optim biocatalizator: substrat (ODggo: mM) de ~1.
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Rezultatele arata ca substraturile orto-substituite (cu exceptia acidului 0-CHz-cinamic) au fost
obtinute cu conversii mari chiar si la concentratii mari de substrat de pana la 70 mM dupa 48 de ore,
cu valori de conversie de 91,8% pentru 2a, 81,0% pentru 2g, si 66,0% pentru 2j (Figura 11.4). Cu
toate acestea, valorile de conversie pentru acidul 0-OCHz-cinamic 2d au scazut de la 44,4% la 19,9%
la dublarea concentratiei substratului de la 10 mM la 20 mM (Figura 11.4).

Tn cazul substraturilor meta-substituite care poartd grupari atrigitoare de electroni -CFs si -
Br, conversia stationard maxima s-a apropiat de ~80% dupd 24 de ore la o concentratie scazutd de
substrat de 2 si, respectiv, 5 mM (Figura I11.5). Reactia de aditie de amoniac pe acidul m-CHzs-cinamic
2b s-a oprit la 26,4% la o concentratie de substrat de 2 mM dupa 48 de ore. Cu toate acestea, valoarea
de conversie stationara pentru acidul m-OCHs-cinamic 2e nu a fost afectata de cresterea concentratiei
substratului si a atins 71% la 50 mM dupa 48 de ore (Figura I1.5).

m2mM ™ 10mM B 20mM I 30mM M 50mM I 70mM

a) 100 b) 50
g 8 g 4
: 60 : 30 . . .
B ; v Figura I1.4. Profilul de conversie
@ : @ : ~ . .
g g % in timp pentru a) acidul 0-CHa-
C H o : . . .
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0 I. I — . 0 . — . ; : ;
3 6 24 43 3 6 24 48 cinamic 2d, c¢) acidul o-Br-
Time (h) Time (h) cinamic 2g si d) acidul o-CFs-
Substrate: 2a Substrate: 2d R . . N .
100 » cinamic 2j utilizdnd variante
c 7 : d -
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[ : ® a0
" il il
o RER I ! AR RON olREE | ! ! '
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57 5
: s ¢ Figura I1.5. Profilul d i
2 g igura I1.5. Profilul de conversie
Q s . -
o ||II | I © 20 ||I | in timp pentru a) acidul m-CHs-
ollln.n RVUNL, VAR, DFRRN, o2k, ' : ' cinamic 2b, b) acidul m-OCHs-
3 6 24 48 3 6 24 48 ) ) .
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Substrate: 2b Substrate: 2e CinamiC 2h Si aCidUI m'CFS'
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, |I| o LT AT | ||,|..= [T
3 6 24 48 3 6 24 48
Time (h) Time (h)
Substrate: 2h Substrate: 2k
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O situatie similara a fost observata pentru acidul p-OCHzs-cinamic 2f, unde reactia de aminare
s-a oprit la o conversie de numai 19,1% la o concentratie de substrat de 30 mM dupa 48 de ore (Figura
11.6). Exceptie este cazul acidului p-CHz-cinamic 2c, unde valorile moderate de conversie (~55-60%)
au fost obtinute la o concentratie de substrat de pana la 50 mM.

M 2mM 10mM B 20mM B 30mM B 50mM 70 mM

a) 807 b) 251
£ 60 g
§ § 15 Figura I1.6. Profilul de conversie
404 14 ~ . .
% % 101 |r? tlmp pentru a) §C|dul p-CHs-
o 201 |I I © 5 II I | cinamic 2c, b) acidul p-OCHs-
o TR I , , oAl |,III| , Il , | cinamic 2f, c) acidul p-Br-
3 6 24 48 3 6 24 48 . . . . .
_ cinamic 2i si d) acidul p-CFs-
Time (h) Time (h) ; . S ;
substrate: 2¢ substrate: 2f cinamic 2l utilizand variante
801 i d 504 -
° ' ) corespunzitoare de PCPAL.
—_ — 404
g 605 g
k £ 307
£ 404 14
3 2 20
5 s I
O 204 o 104
0- 0-
3 6 24 48 3 6 24 48
Time (h) Time (h)
substrate: 2i substrate: 21

11.2.1.4 Inhibitia de substrat/produs

Folosind parametrii optimi determinati pentru reactiile de aditie a amoniacului pe derivatii de
acid cinamic 2a-l, s-au inregistrat conversii mari sau moderate cu enantioselectivitati excelente,
exceptand substraturile 2b si 2f, pentru care s-au unde s-au inregistrat conversii stationare
semnificativ scazute de 26,4 % si 19,1%. Efectul inhibitor al produsului a fost demonstrat prin
monitorizarea productiei de derivati de fenilalanind in prezenta diferitelor concentratii de rac-1b si
rac-1f (0-1.5 mM), folosind conditiile optime si o concentratie fixa de substrat de 2b si 2f de 1 mM.
(Figura 11.7). In plus, efectul inhibitor al produsului in reactiile de aminare a acidului p-CH3O-
cinamic 2f a fost de asemenea investigat utilizind masuratori cinetice, monitorizand formarea
derivatului de fenilalanina L-1f la 316 nm prin varierea diferitelor concentratii de rac-1f (0-2 mM)
(Figura 11.8).

Aparitia inhibitiei de substrat a fost investigata pentru 2l, care a prezentat conversii stationare
reduse la concentratii mai mari de substrat. Inhibitia a fost confirmata prin monitorizarea UV a
productiei de L-11 la 316 nm in prezenta diferitelor concentratii de 21 folosind enzima 1460V PcPAL
purificata (Figura 11.8).

Figura I1.7. Influenta cresterii
a

—

b

_—

1.5 concentratiei de produs asupra
s g 10 valorilor de conversie ale
% § 05 aditiei de amoniac pe a) acidul
‘é 'é 0.2 m-CHs-cinamic 2b si b) acidul
= = 041 p-CHsO-cinamic 2f, utilizand

0.0 celule intregi de L134A si

0 3 6 9 12 15 18 21 0 1 2 3 4 5 & 7 8 |460V PcPAL.
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Figura I11.8. Influenta cresterii a) concentratiei de produs asupra activitatii relative a aditiei de amoniac pe 2f
si b) concentratiei de substrat asupra vitezei de reactie a aditiei de amoniac pe 2l, folosind enzima 1460V
PcPAL purificata.

11.2.2 Optimizarea reactiilor de deaminare mediate de PAL

11.2.2.1 Efectul sistemelor de solutii tampon utilizate ca mediu de reactie

Influenta diferitelor sisteme tampon asupra valorilor de conversie si de exces enantiomeric
(eep) au fost studiate in reactiile de eliminare a amoniacului pe substraturile model rac-p-CHs-
fenilalanina (rac-1c) si rac-m-CFs-fenilalanina (rac-1Kk), la o concentratie fixa de substrat de 2 mM.
Sistemele tampon apoase testate, cum ar fi Tris (20 mM Tris.HCI, 120 mM NacCl, pH 8,8), NHsOH
(0,1 M NH4OH, pH 9,5, ajustat cu COy), fosfat (0,1 M NaaHPO4-NaH2POg4, pH 8,8), borax (0,1 M
Naz[B4Os(OH)4], pH 9,5), acetat de amoniu (0,1 M CH3COONHq4, pH 9,5) si carbonat de sodiu (0,1
M Na2CO3/NaHCOs3, pH 9,0) sunt pozitionate in domeniul pH-ului optim al enzimei PAL care variaza
in general intre 8,2-9,5.1% 2829 profilul de pH al biotransformarii mediate de celule intregi 1460V
PcPAL a fost determinat Tn deaminarea rac-1Kk, utilizdnd solutie tampon Tris ca mediu de reactie
avand diferite valori de pH (pH 7,5-10,0). Cele mai mari valori de conversie (~50%) au fost obtinute
dupa 20 de ore la un pH cuprins ntre 8,8-9,7 (Figura 11.9).

60
S
£ 40 Figura 11.9. Valorile de conversie obtinute in reactia de
g deaminare mediatd de celule Tntregi PcCPAL 1460V a rac-
% 20- m-CFs-fenilalaninei rac-1k utilizand solutie tampon Tris
e ca mediu de reactie (valoarea pH-ului variaza de la 7,5 la
0 10,0).

S O A D P H QA D

pH
substrate: rac-1k

Sistemul tampon optim pentru care s-au obtinut cele mai mari valori de conversie si exces
enantiomeric pentru ambele substraturi model, a fost cel pe baza de borax, fiind utilizat mai departe
n reactiile la scara preparativa (Figura 11.10).
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Figura 11.10. Valorile de conversie obtinute in deaminarea mediata de celule Tntregi PCPAL 1460V pentru a)

rac-p-CHs-fenilalanina rac-1c si b) rac-m-CFs-fenilalanina rac-1k folosind diferite sisteme tampon ca mediu
de reactie.

11.2.2.2 Efectul raportului biocatalizator: substrat

Efectul raportului biocatalizator: substrat (ODeoo: mM) a fost testat pe aceleasi substraturi
model. Prin mentinerea unei concentratii fixe de substrat de 2 mM in tampon borax (0,1 M
Naz[B4Os(OH)s], pH 9,5), densitatea celulard (ODeoo) a fost variata de la 1 la 4. Cresterea raportului

biocatalizator: substrat la 2, a condus la timpi de reactie mai scurti pentru realizarea conversiei optime
de 50% (Tabelul 11.1).

Tabel 11.1. Efectul cresterii densitatii celulare asupra valorilor de conversie si exces enantiomeric ale rac-p-
metil-fenilalanina rac-1c si rac-m-trifluorometil-fenilalanina rac-1k.

(ODsoo: mM) =0,5 (ODsoo: mM) =1 (ODeoo: mM) =2
Substrat €ep-1 €€theorD-1 €eD-1 €€theorD-1 €ep-1  E€theorD-1
% % %

O o) ) | ) ) O ) )
rac-p-CHs- 381* 633 61,7 39.9° 66,3 665 | ~50* 941  >99
fenilalanina (rac-1c)
rac-m-CF- 273%* 375 375 | 456% 888 840 | ~50%  >99 99
fenilalanina (rac-1k)

Conditii de reactie: testele au fost efectuate in tuburi de polipropilena de 1,5 ml la 30 °C, 250 rpm, in 500 pL volum de reactie, utilizand
2 mM concentratie de substrat, diferite rapoarte (ODesoo: mMM) si 0,1 M Naz[B4Os(OH)s], pH 9,5 ca solutie tampon.
#dupa 24 ore; *dupi 5 ore;

11.2.2.3 Efectul concentratiei de substrat

Influenta concentratiei substratului asupra conversiei si valorilor ee ale substraturilor model
rac-1c si rac-1k a fost testata in limita solubilitatilor acestora. Reactiile de deaminare au fost efectuate
in solutie tampon 0,1 M Naz[B4Os(OH)s], pH 9,5 cu un raport ODgoo: mM de 0,5 (pentru a reduce
vascozitatea mediului de reactie), variind concentratia substratului.

Conversia optima de 50% a fost atinsa pentru rac-1c indiferent de concentratia substratului
(Figura 11.11), dar s-a observat o scadere a valorilor excesului enantiomeric odata cu cresterea
concentratiei de substrat (89% la concentratia de substrat de 15 mM) (Figura 11.12). Pentru rac-1k,

16|Page



s-au obtinut conversii scazute sau nule la concentratii mari de substrat (>10 mM) (Figura 11.13) cu o
scadere semnificativa a excesului enantiomeric.

m2mM ™ 5mM @ 10mMM M 15mMM B 20mM I 30 mM

a b
) 60 : : : ) 60 i ‘ i
50 . _ 50
s P T E &2 I ;
g 40 TH1 11 T e 40 |
® 30 f 1111 1 ® 30 : : :
g : g :
(§ 20 ; ﬁ é 20 :
ol M BVW SO0 UCR BN NOW RO RO o LU, LUy D00 DURND DORR.NENE, BV, D
6 8 10 12 16 20 24 30 48 3 5 8 12 17 24 30 48
Time (h) Time (h)
Substrate: rac-1c Substrate: rac-1k

Figura 11.12. Influenta cresterii concentratiei de substrat asupra valorilor de conversie ale eliminarii

amoniacului din a) rac-p-metil-fenilalanina rac-1c si b) rac-m-trifluormetil-fenilalanina rac-1k, folosind
celule intregi de 1460V PcPAL.
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Figura 11.13. Profil de progresie in timp (conversie si exces enantiomeric) pentru reactiile de eliminare de
amoniac din p-CHs-fenilalanina rac-1c folosind celule intregi de 1460V PcPAL ca biocatalizator si a) 2 mM,
b) 5 mM si c) 15 mM concentratie de substrat.
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Figura I1.14. Profil de progresie in timp (conversie si exces enantiomeric) pentru reactiile de eliminare de
amoniac din m-CFs-fenilalanina rac-1k folosind celule intregi de 1460V PCPAL ca biocatalizator si a) 2 mM,
b) 20 mM concentratie de substrat.
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11.2.2.4 Inhibitia de substrat

Scéderea valorilor de conversie odata cu cresterea concentratiei substratului a sugerat aparitia
inhibitiei de substrat, Tn mod similar cu aminarea acidul m-CFs-cinamic 2K. Inhibitia de substrat in
reactia de eliminare a amoniacului din rac-1k a fost confirmata spectrofotometric prin monitorizarea
UV a productiei de acid m-CFz-cinamic 2k la 290 nm in prezenta a diferitelor concentratii de rac-1k
(0,1-50 mM), folosind 1460V PcPAL ca biocatalizator. [n acest caz, scaderea semnificativa a valorilor
vitezelor de reactie a fost inregistrata la 0 concentratia de substrat >10 mM (Figura 11.14).
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11.2.3 Reactiile preparative de aditie si eliminare de amoniac

11.2.3.1 Conditiile optime

In cazul reactiilor de aminare, conditiile optime determinate au fost un raport biocatalizator:
substrat (ODegoo: mM) de 1, 6 M NHsOH pH 10 (ajustat cu CO2) ca mediu de reactie, in timp ce
cresterea concentratiei substratului a avut un efect major asupra valorilor de conversie, pentru
majoritatea Substraturilor, din cauza aparitiei inhibitiei de substrat sau de produs. Prin urmare,
concentratiile optime de substrat au fost alese tindnd cont de cele mai mari valori de conversie si
exces enantiomeric (ee) obtinute in cel mai scurt timp (Tabel 11.2). Tn cazul analogilor acidului
cinamic care poarta substituentul donor de electroni -OCHgs, s-au obtinut conversii si valori eeL
superioare celor raportate pentru wild-type PcPAL? (c<1% pentru 2d, 2f si c=1% pentru 2e),
AVPAL® (c=25% pentru 2e si c=2% for 2e) si PbPAL F133A3L:32 (c=30% pentru 2d). Tn cazul acizilor
cinamici metil-substituiti, ee. si valori de conversie mai mici sunt raportate pentru wt-AvPAL* (ee,-
1d=90%, c=64% pentru 2d, ee(-1e=94%, c=58% pentru 2e si c=59% pentru 2f). Tn cazul substraturilor
cu grupdri electron-acceptoare, valorile ee. au depisit pe cele raportate pentru wild-type AvPAL®
pentru 21 (eeL-u=76% si c=65%), in timp ce valorile de conversie sunt superioare celor raportate
pentru AvPAL wild-type®® (c=66% pentru 2g, c=55% pentru 2h si c=42% pentru 2i), comparabile cu
cele obtinute pentru mutantii AVPAL F107L, F1071 si F107A% (c=72-80% pentru 2i), dar inferioare
fatd de cele raportate pentru mutantul RgPAL 31E%8 (c=94% pentru 2i).

In cazul reactiilor de eliminare a amoniacului, conditiile optime determinate au fost un raport
biocatalizator: substrat (ODeoo: mM) de 0,5, solutia tampon 0,1 M Naz[B4Os(OH)4], pH 9,5 ca mediu
de reactie, in timp ce cresterea concentratiei substratului a scazut semnificativ valorile de conversie
la fel ca si in cazul reactiilor de aminare, dar au avut si un impact asupra valorilor de exces
enantiomeric. Prin urmare, eliminarea amoniacului din rac-1c si rac-1k a fost efectuata la concentratii
relativ scazute de substrat (5 mM si respectiv 2 mM) pentru a obtine valoarea optima de conversie de
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50%, la valori eep relativ mari (95% si respectiv 93%) (Tabelul 11.2). Substraturile marcate cu fundal
gri au fost selectate in continuare pentru biotransformari la scara preparativa.

Tabel 11.2. Valori de conversie si excess enantiomeric (ee) obtinute in reactiile de aditie si de eliminare a
amoniacului in conditii optime.

Reactia Substrat | Substituent | Varianta PcCPAL | [S](mM) | Timp (ore) | c (%) | ee (%)*
2a 0-CHj3 L256V 70 24 91,5 >99
2b m-CHzs L134A 2 48 26,4 >99
2c p-CHs 1460V 30 48 59,9 >99
2d 0-OCHs L134A 10 24 425 >99
2e m-OCHs L134A 50 48 71,0 >99

Aditie de 2f p-OCHj3 1460V 30 48 19,1 >99
amoniac 29 0-Br L256V 70 24 81,6 >99
2h m-Br 1460V 5 24 70,1 98,3
2i p-Br 1460V 10 24 61,6 >99
2j 0-CFs L256V 20 24 73,0 >99
2k m-CFs 1460V 2 24 77,5 >99
2l p-CF3 1460V 2 48 42,2 >99
Eliminare de rac-1c p-CHs 1460V 5 48 ~50 95
amoniac rac-1k m-CF3 1460V 2 23 ~50 93

Conditii de reactie pentru aminarea 2a-1: testele au fost efectuate in tuburi de polipropilena de 1,5 ml la 30 °C, 250 rpm, Tn 500 pL
volum de reactie, utilizand 2-70 mM concentratie de substrat, un raport (ODsoo: mMM) de 1 si 6 M NH4OH pH 10 (ajustat cu CO2).
Conditii de reactie pentru deaminarea rac-1c si rac-1f: testele au fost efectuate in tuburi de polipropilena de 1,5 ml la 30 °C, 250 rpm,
n 500 pL volum de reactie, utilizdnd 2-70 mM concentratie de substrat, un raport (ODeoo: mM) de 0,5 si 0,1 M Naz[B4Os(OH)4], pH
9,5 ca solutie tampon.

*eeL (reactie de aditie) si eep (reactie de eliminare)

11.2.3.2 Utilizarea PAL in biotransformadrile la scard preparativd

Folosind conditiile optime de reactie, au fost efectuate biotransformari la scara preparativa
(500 mg) pentru a confirma aplicabilitatea sintetica a PCPAL-urilor proiectate. Substraturile model
(2e, 2i si 2k pentru reactiile de aditie de amoniac si rac-1c, rac-1k pentru reactiile de eliminare a
amoniacului) au fost selectate pentru producerea de analogi enantiopuri de L- si D-Phe de mare interes
industrial, cum ar fi: acidul (S)-2-amino-3-(3-metoxifenil)propanoic (S)-1e, acidul (S)-2-amino-3-(4-
bromfenil)propanoic (S)-1i, acidul (S)-2-amino-3-(3-(trifluormetil)fenil)propanoic (S)-1k, acidul (R)-
2-amino-3-(p-tolil)propanoic (R)-1c si acidul (R)-2-amino-3-(3-(trifluormetil)fenil)propanoic (R)-1k.
Valorile de conversie si excesul enantiomeric au fost similare cu cele inregistrate la scara analitica,
cu randamente bune de izolare si puritati optice ridicate (Tabelul 11.3).

Tabel 11.3. Productie la scara preparativa. Valori de conversie si exces enantiomeric obtinute in reactiile de
aditie si eliminare a amoniacului in conditii optime la scara de 0,5 grame.

Tip de Timp de Y* ee 274 o
reactie Produs reactie (h) (%) (%) [a]p Utilizare
(S)-1e 42 59 >99 -66,4 | inhibitor de proteazi HIV®®
Aditie de . . Cae L —_—
am(;niac (S)-1i 48 82 >99 -47,6 analogi de sansamicina®, biarilalanine
(S)-1k 48 52 >09 -35,2 inhibitori KIFC?¥
Elimina_re (R)-1c 30 49 95 457 inhibit(_)ri _Pin138_, ;ntagonisti ai receptorului 1
de amoniac al peptidei formil
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| (R-1k | 30 | 39 | 93 | +315 | inhibitori (R)-PFI-2%
*Y = randamentul de reactie determinat din reactia la scara preparativa incluzand izolarea produsului, etapele de purificare;
#masuritorile au fost efectuate in MeOH cu o concentratie de substrat de 10 mg/mL.

11.3 Concluzii

Studiul prezent demonstreaza aplicabilitatea sintetica de succes a mutantilor PCPAL anterior
generati (L256V, L134A, 1460V)? pentru sinteza biocatalitici eficientd a derivatilor de enantiomeri
de L- si D -Phe de inalta valoare industriala. Reactiile de aditie a amoniacului au avantaje notabile fata
de reactiile de eliminare a amoniacului in ceea ce priveste potentialul sintetic. Aspectul constatat se
datoreaza faptului ca aceste reactii de aditie oferd un randament teoretic de 100% pentru analogii de
L-Phe si utilizeaza materiale de pornire achirale, accesibile din punct de vedere sintetic. Tn contrast,
reactiile de eliminare a amoniacului produc D-fenilalanine cu un randament teoretic maxim de 50%,
care este realizat prin intermediul unui proces de rezolutie enzimatica pornind de la aminoacizi
racemici.

Conversiile finale in reactiile de aditie a amoniacului sunt afectate semnificativ de
concentratia substratului, In special pentru substraturile care contin grupuri pozitionate meta sau
substituenti electron-atragatori, cum ar fi -Br sau -CFs. Conditii de reactie specifice sunt necesare
pentru fiecare substrat in parte in cazul reactiilor de eliminare a amoniacului, inclusiv utilizarea
diferitelor sisteme tampon ca medii de reactie, variatia pH-ului si ajustarea raportului (OD: mM),
deoarece acesti factori pot influenta conversia si valorile excesului enantiomeric. Cu toate acestea,
trebuie remarcat faptul cd concentratiile ridicate de substrat pot inhiba atat reactiile de aditie, cat si
cele de eliminare a amoniacului, ducand la o conversie si o enantioselectivitate redusa in procesul de
rezolutie.
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Capitolul I1l. Catre o abordare generala pentru adaptarea situs-ului de
legare hidrofob al fenilalanin amoniac-liazelor

111.1 Background (date din literatura)

111.2 Rezultate si Discutii

Dezvoltarea de noi PAL-uri de diferite origini este in continua expansiune 232334 Regiunea
de legare hidrofoba responsabild pentru acomodarea usoara a inelului aromatic al substratului in
situsul activ prezinta, de asemenea, o similitudine ridicata intre PAL-uri, cu toate ca, in mai multe
cazuri, apar si resturi de aminoacid polare. Un rest de aminoacid polar, cum ar fi histidina la pozitia
analoaga cu 137 in PCPAL, ofera, de asemenea, o activitate TAL (tirozin amoniac-liaza). Acesta este
motivul pentru care enzimele PAL din Rhodotorula glutinis (RgPAL) si Rhodosporidium toruloides
(RtPAL), au o activitate PAL/TAL si sunt capabile de deaminarea/aminarea aminoacizilor aromatici
fenilalanina si tirozina. Alinierea secventei PAL-urilor de diferite origini a aratat ca AtPAL-ul este
foarte asemanator cu PCPAL-ul, cu o identitate de secventa de 81%, in timp ce RtPAL-ul impartaseste
doar o identitate de secventa de 38% cu PCPAL, dar un situs catalitic aproape identic, cu exceptia
pozitiilor analoage cu 137 si 138 din PcCPAL (Tabelul 111.1).

Tabel I111.1. Resturile de aminoacizi ale regiunii de legare a substratului hidrofoba si polard ale AtPAL si
RtPAL pe baza alinierii secventelor cu PCPAL. Resturile de aminoacizi supuse mutatiilor sunt marcate cu
albastru (orto), portocaliu (meta), verde (para), in timp ce diferentele majore dintre PAL sunt marcate cu
culoare rosie.

Enzimi PcPAL AtPAL RtPAL Enzimi PcPAL AtPAL RtPAL

L206 L207 L215 Y110 Y109 Y110
g L256 L257 L266 N384 N385 N397
%” 5 V259 V260 V269 g Q348 Q349 Q360
; g § Y351 Y352 Y363
€< L138 L137 Q138 E N487 N488 N499
3 F137 F136 H137 g‘;” E484 E485 E496

1460 1461 1472 K456 K457 K468
MIO 202-204 203-205 211-213 R354 R355 R366

111.2.1 Generarea de noi enzime PAL mutante

Mutatia individuald a resturilor de amoniacizi L134, F137, L256 si 1460 din buzunarul de
legare hidrofob al PcPAL-ului a condus la obtinerea unei librarii de variante PAL focalizata, cu
activitate catalitica si selectivitate crescuta fatd de fenilalanine si acizi cinamici monosubstituiti cu
grupuri donoare si atragatoare de electroni in toate pozitiile (orto, meta, para) ale inelului lor
aromatic®®. Aceleasi resturi de aminoacizi care actioneazi ca modulatori ai specificititii substratului
au fost Tnlocuite in AtPAL si RtPAL, obtinandu-se opt noi variante PAL (L257V, L133A, F136V,
1461V AtPAL si L266V, L134A, H137V, 1472V RtPAL) (Figura 111.1). Tn screening-urile initiale,
varianta mutanta H137V RtPAL a aratat o activitate biocatalitica redusa, spre deosebire de omologul
sau F137V PcPAL. Cauza s-a datorat probabil prezentei reziduului Q138 in apropierea sa, cu care
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este implicat in crearea unei retele de legaturi de hidrogen. Prin urmare, noi mutanti RtPAL au fost
proiectati prin adaptarea strategiei mutationale si crearea unei librarii RtPAL ,, PCPAL-like” care
seamdnda mai mult cu situsul catalitic al PcPAL-ului: H137F/Q138L, H137F/Q138L/L266V,
H137V/Q138L si H138V/IQ41 omologi la wild-type, L256V, F137V si 1460V PcPAL. Din pacate,
nu am reusit sa obtinem mutantul H137F/Q138L/L134A prin mutageneza Situs-directionata, in ciuda
aplicarii diferitelor protocoale optimizate.

Polar binding Hydrophobic binding
pocket of PcPAL pocket of PcPAL
Tyr11 0
Leu257 Leu266
— )\ (Couzse) -

G\n?>48§§\ /H\‘NHy

AA

Leu207 Leu215
Leu206 Val260 Val269
\? \T\ Val259 \?

Arg354 !
f’g 0 3 >\>/ >/>/
>\>/ 1 Leu137 1 G|n138
ﬁ Leu138 H @\y '
Tyrssw \(< NS y | 3 ﬂ
MIO ! . 1 -Phe136 : -H|5137
O% NH, 202 204 ® ! ‘: Phe137 3 3
> H-N : . ' i
) o, aNC ‘ ‘
_J \ 0° oo ; : lle461 : lled72
As,n487gé ‘ (o lle4s0 3 3
}"’t ‘\\ ' '
Glu4s4 Lys456 *- ‘ ‘

Figura 111.1. Modelul situsului catalic al PcPAL-ului®® cu amplasarea substratului -acidul trans-cinamic-,
central. Interactiunea dintre resturile de aminoacizi din buzunarul de legare hidrofob si substituentii inelului
aril este marcata cu albastru (orto), portocaliu (meta) si verde (para). Resturile de aminoacizi care moduleaza
specificitatea substratului omologi in AtPAL si RtPAL sunt prezentate pe baza alinierii secventei lor cu PCPAL.
Reziduurile plasate Tn dreptunghiuri au fost inlocuite cu alanina sau valind pentru acomodarea substituentilor
inelului aromatic.

111.2.2 Domeniul de substrat — screening

Activitatea noilor mutanti AtPAL si RtPAL a fost caracterizata prin valorile de conversie ale
reactiei de aditie si eliminare a amoniacului utilizdnd ca substraturi derivati de fenilalanina si acid
trans-cinamic monosubstituiti, rac-1a-l si respectiv 2a-1 (Figura I11.2). Mai mult, in cazul reactiilor
de deaminare, au fost determinati si parametri cinetici (Kwm, Keat si Keat/ Km) pentru a oferi o perspectiva
mai bund asupra efectului mutatiilor omoloage asupra performantei catalitice a enzimelor PAL de
origine diferitd. Mutantii PCPAL raportati anterior?®
atat in reactiile de aditie a amoniacului, cat si de eliminare a amoniacului, ale substraturilor cu inel
aromatic substituit rac-1a-l si 2a-l au fost utilizate ca termen de comparatie.

cu cea mai mare conversie si activitdti relative
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Ammonia elimination

COOH COOH
R Y COOH Tailored PAL X ~COOH Y
NH TR ¥ ~ R + R NH
2 NH; ~ NH, 2

D-1a-1
L-1a-1 D-1a-1 2a-l
T mioed PAL | ey
orto-
) . 6M NH, : .
Ammonia addition g 2-Br- j 2-CF3- d 2-OCH3- a 2-CHj;-
PAL mutant
Substituent PcPAL AtPAL2 RtPAL ‘PcPAL-like’ RtPAL : 3-Br- k 3-CF3- e 3-OCHj3- b 3-CH3-
ortho position | L256V | L257V | L266V | L266V/H137F/Q138L : para-:
meta position | ! i
ara position | F137v | F136V | HI137V H137V/Q138L i4-Br- 14-CF5- f4-OCHj;- ¢ 4-CHj;-
parap | 1460V | 161V | 1472V 1472V/H137F/Q138L

Figura I11.2. Reactiile de eliminare si de aditie a amoniacului mediate de PAL pentru substraturile rac-1a-l si
2a-l.

111.2.2.1 Cazul 1: Substraturi cu un inel fenil orto-substituit

Biotransformarile mediate de celule intregi de PAL ale substraturilor orto-substituite au aratat
ca variantele AtPAL au dat valori de conversie mai mari in comparatie cu variantele PCPAL. Chiar si
AtPAL nativ a avut rezultate mai bune decat PCPAL nativ, atat in reactiile de aditie a amoniacului,
cat si de eliminare a amoniacului din 2a,d,g,j si respectiv rac-1a,d,g,j. Tn schimb, RtPAL wild-type a
avut performante slabe in ambele cai de reactie. AtPAL L257V si L133A au prezentat eficiente
catalitice mai mari decat variantele corespunzatoare PCPAL L256V si L134A, asa cum este indicat
de valorile de conversie si kcat (Tabelul 111.2).

In experimentele care utilizeazi AtPAL wild-type si varianta mutanti L257V, ambele
substraturi, acidul o-Br-cinamic 2g si o-Br-fenilalanina rac-1g, au prezentat conversii stationare mari
de 94,3% si, respectiv, 47,6%, intr-un interval scurt de reactie. Cu toate acestea, valoarea kcat mai
mare a L257V (0,435) in comparatie cu AtPAL nativ (0,210) sugereaza ca mutatia a crescut eficienta
catalitica. Rezultate similare au fost observate pentru substraturile 2j si rac-1j substituite cu 0-CFs,
L257V prezentand o crestere de 5,5 ori a valorii keat in comparatie cu varianta wild-type. PCPAL wild-
type a avut, de asemenea, rezultate bune cu aceste substraturi, prezentand conversii mari de 86,6%
(pentru 2g dupa 6 ore) si 75,4% (pentru 2j dupa 6 ore), iar conversii moderat imbunatatite au fost
obtinute cu varianta L256V. Cu toate acestea, n cazul o-CFs-fenilalaninei, toate PAL-urile mutante
au aratat o afinitate scazuta pentru substrat in comparatie cu variantele lor native, asa cum este indicat
de valorile Ky ridicate, sugerand o acomodare mai putin favorabild a substratului in situsul catalitic
modificat.

Efectul benefic al mutatie1 L266V RtPAL a fost confirmat si de conversiile mai mari in aditia
de amoniac pe 29 (¢=94,2% dupa 6 ore) si 2j (c=82,2% dupa 24 de ore) prin comparatie cu RtPAL
nativ, in timp ce mutantul triplu H137F/Q138L/L266V RtPAL nu a oferit o imbunatatire
semnificativa in ceea ce priveste conversiile (Tabelul 111.2).

Tn timp ce substraturile substituite cu 0-OCHs au fost slab transformate de toate enzimele
RtPAL, reflectate si in valorile K ridicate si imbunatatirea neglijabila a kcat de catre mutantul L134A,
AtPAL L133A a furnizat o conversie semnificativ crescutd, pana la 95,5% in aminarea 2d si 0
cresterea de 3,5 ori a eficientei catalitice (keat). Studiile computationale sugereaza ca hidrofobicitatea
crescutd in regiunea reziduurilor H137F si Q138L este favorabila pentru acomodarea si transformarea
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substratului datoritd pozitiei gruparii metil in apropierea ambelor reziduuri L134 si L266 (Figura
111.3). Tn cazul eliminarii amoniacului din rac-0-CHs-fenilalanina rac-1a, s-a observant o crestere
mai putin semnificativa a valorilor keat i Kim pentru L266V RtPAL, L256V PcPAL si L257V AtPAL
in comparatie cu variantele corespunzatoare wild-type, rezultdnd constante de specificitate
comparabile.

Tabel 111.2. Reactiile de aditie si eliminare a amoniacului din substraturile orto-substituite 2g,j,a,d si rac-
19,j,a,d, catalizate de diferite variante de PAL.

Enzima PcPAL AtPAL RtPAL
Varianta wt L256V wt L257V wt L266V H137F/Q138L/L266V
Substrat 0-Br/ rac-1g, 29

88,6 (0,5 82,1 (0,5

Aditie de amoniac* 86,6 (6ore) 89,6 (6 ore) ore) ore) 4,2 (1 ore) 55,0 (1 ore) 49,7 (1 ore)
(c%, timp de reactie) 95,7 (24 ore) 32)’7 (24 94,3 (1ore) 92,7 (Lore) | 29,6 (6 ore) 94,2 (6 ore) 94,3 (6 ore)
Eliminare de amoniac 319 @ore) 459 Bore) | 36,7 Bore) 48,6 Bore) | 13,5 (60re) 19,5 (6 ore) 24,9 (6 ore)
(c%, timp de reactie) | 42,4 (24 ore) 52)6 (a4 476 6ore) 50,3 (6 ore) 23;1)(24 41,3 (24 ore) 42,4 (24 ore)

= Kwm (uM) 153 110 199 184 662 254 59

E % Keat (s1) 0,157 0,365 0,210 0,435 0,094 0,079 0,046

g c

=5 Keat/ K

g ° e 1,02:10%  3,31-10° | 10510  2,36:10° | 1,42:10¢  3,11-10% 7,78:104

(sHuM™)
Enzima PcPAL AtPAL RtPAL
Varianta wt L256V wt L257V wt L266V H137F/Q138L/L
266V
Substrat 0-CF3/ rac-1j, 2j
41,4 (05 51,1 (05

Aditie de amoniac* 31,2 (3ore) 35,2 (30re) ore) ore) 9,0 (6 ore) 69,2 (6 ore) 69,6 (6 ore)

(c%, timp de reactie) 75,4 (24 ore) 83,8 (24 86,2 (30re) 83,7 (30re) 34,8 (24 82,2 (24 ore) 83,2 (24 ore)

ore) ore)

37,5 @ore) 49,8 (60re)

Eliminare de amoniac 37,105 50,6 (0,5

(c%, timp de reactie) | 49,7 (24 ore) 50,2)(24 ore) ore) 24,7 (6 ore) 34,8 (6 ore) 43,9 (6 ore)
ore
= Kwm (uM) 523 2733 240 2911 92 1225 103
g g Keat (51) 0,042 0,148 0,032 0,177 0,004 0,019 0,117
S5 kK
ge oo 803105 541105 | 133-10% 608105 | 434105  15510° 1,14-103
(suM)
Enzima PcPAL AtPAL RtPAL
s H137F/Q138L/L
Varianta wt wt wt 266V
Substrat 0-OCHj3/ rac-1d, 2d
" T
Adltl? de amonlac. 5,5 (24 ore) 40,8 (24 19,3 (24 95,5 (24 <1 s 2,7 (16 ore) 17,4 (16 ore)
(c%, timp de reactie) ore) ore) ore) ore)
Elimi i
Iminare de amoniac | _, aorey  1P0@ g4 eoe 226 13160 <1 (60me) 19,3 (16 ore)
(c%, timp de reactie) ore) ore)
= Km (M) 3351 403 4752 326 2580 6552 n,d,
g 9 Keat (s1) 0,019 0,134 0,019 0,058 0,014 0,016 n,d,
S5 kK
g ° N 567:10%  3,32:10% | 399:10%  1,7810% | 543:10°  244-10% n,d,
(suM™)
Enzima PcPAL AtPAL RtPAL
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Varianta wt L256V wt L257V wt L266V H137F/Q138L/L
266V
Substrat 0-CHa/ rac-1a, 2a
Aditie de amoniac* 61,7 6ore) 42,9 (6ore) | 53,8 (1ore) 54,9 (1ore) | 30,4 (30re) 55,3 (3 ore) 60,7 (3 ore)
(c%, timp de reactie) | 75,8 (24 ore) 74(;3;)(24 83,0 3ore) 83,5 (30re) 78¢;r5e)(24 85,7 (24 ore) 86,6 (24 ore)
imi i 3291 36,1 1
Ellmln:are de amon!ac 34,4 6ore) 35,0 (6ore) (o) (o) 29,5 (6 ore) 27,3 (6 ore) 20,7 (6 ore)
(c%, timp de reactie) 48,8 6ore) 47,7 (6ore)
= Kwm (uM) 59 128 46 n,d, 663 760 96
“‘E_S 2 Keat (s1) 0,211 0,282 0,119 0,226 0,252 0,268 0,115
S5 kK
g ° N 358:10°  2,20-10% | 2,58:102 nd, 3,80-104  353:10% 1,19:103
(sYuM1)

n.d. — nedeterminabil, Tn timpul cineticii enzimatice, intervalul neliniar al curbei Michaelis-Menten nu a fost obtinut utilizind concentratia de
substrat permisd de solubilitatea compusilor testati. # ee,>99% in reactiile de aditie de amoniac

1460

Figura 111.3. Docking molecular flexibil si rigid al acidului 0-OCHs-cinamic 2d: a) situl catalitic al PcCPAL
wild-type (verde, -7,3 kcal/mol) si L134A PcPAL (portocaliu, -7,7 kcal/mol); b) situl catalitic al RtPAL wild-
type (verde, -4,2 kcal/mol), L134A RtPAL (portocaliu, -6,9 kcal/mol) si H137F/Q138L/L266V RtPAL (gri, -
8 kcal/mol). Ciocnirile sterice intre substituentul 0-OCHs si lanturile laterale ale resturilor L266, L134 din
RtPAL si L134 din PcPAL sunt marcate cu linii punctate roz.

111.2.2.2 Cazul 2: Substraturi cu un inel fenil meta-substituit

Pentru seria meta de acizi cinamici 2h,k,b si rac-fenilalanine rac-1h,k,b, s-a observat o
performanta catalitica crescutd cu RtPAL nativ in comparatie cu wt-PCPAL si wi-AtPAL, sustinuta
de valorile keat si valorile de conversie (Tabelul 111.3). Substraturile 2e si rac-1e substituite cu m-
OCHg3 au fost cel mai bine transformate cu varianta L133A AtPAL, cu o conversie de 87,0% Tn aditia
de amoniac si o conversie de 49,1% 1n eliminarea amoniacului. Valori similare au fost obtinute cu
mutantul PCPAL L134A (Caditic = 74,8% $i Celiminare = 47,7% dupa 24 de ore), in timp ce pentru RtPAL,
mutatia echivalenta nu a imbunatatit conversia. Aceeasi tendinta de conversie a fost observata pentru
toate cele trei enzime PAL pentru substraturi substituite cu m-CHa.

Performanta catalitica inferioara nregistrata cu 1472V RtPAL, precum si cu varianta ,,PCPAL-
like” 1472V/H137F/Q138L RtPAL, se datoreaza probabil prezentei resturilor polare la pozitiile 137
(histidina) si 138 (glutamind), care joaca un rol important in acomodarea substraturilor purtand
grupari atragatoare de electroni (-Br, -CF3) ca substituenti. Docking-ul molecular sugereaza ca
prezenta reziduurilor polare Q138 si H137 schimbad oarecum orientarea meta-substituentilor din
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situsul catalitic de la pozitiile prezise si explorate anterior in cazul PCPAL-ului, catre reziduul L134.
Acest lucru este sustinut de rezultatele experimentale, in care varianta L134A a furnizat date de
conversie si cinetice care au fost in concordantd cu cele observate pentru Wt-RtPAL pentru toate
substraturile testate. Din pacate, mutageneza directionata pe situs nereusitd pentru varianta ,,PCPAL-
like” L134A/H137F/Q138L nu a permis testarea efectului combinat de Tnlocuire a resturilor de
aminoacizi polari H137, Q138 si L134 (Figura 111.4).

Tabel 111.3. Reactiile de aditie si eliminare a amoniacului din substraturile orto-substituite 2h,k,e,b si rac-
1h,k,e,b, catalizate de diferite variante de PAL.

Enzima PcPAL AtPAL RtPAL
L H137F/Q13
Varianta wit 1460V wt 1461V wt 1472V 8L/1472V
Substrat m-Br/ rac-1ore, 2ore
» 131 517 514 | 220 705 g6 a5 117 733 <1
Aditie de amoniac (3 ore) (3 ore) (3 ore) (()ré) (()ré) (0,5 ore) (3 ore) (6 ore) (3 ore) (6 ore)
(c%, timp de 844
reactie) 2;1 90,8 89,6 77,9 87,3 87,5 83,8 39.1 (24 88.2 4.1
cEre) (24 ore) (24 ore) (3 ore) (3 ore) (3 ore)* (6 ore) ore) (6 ore) (24 ore)
Eliminare de
ammoniac (c%, timp 31,8 30,4 37,2 33,6 26,6 47,7 40,0 319 (4 37.1 <1
. (6 ore) (6 ore) (6 ore) (1 ore) (1 ore) (1 ore) (3 ore) ore) (3 ore) (24 ore)
de reactie)
_ Km (uM) 153 51 - n,d, 55 76 363 n.d. 409 n.d.
E 3 Keat (s1) 0,095 0,154 - 0,07 0,197 0,395 0.343 n.d. 0.288 n.d.
S S Keat/Km 6,21° 3,021 3,58 519-10" | 9.45- 7.04-
s © ) 4 M 3 - nd, 3 3 4 n.d. " n.d.
a (sHuM1) 10 0 10 10 10
Enzima PcPAL AtPAL RtPAL
L H137F/Q138
Varianta wt 1460V wt 1461V wt 1472V L/1472V
Substrat m-CF3/ rac-1k, 2k
18 33,5 8,9 6,0 73,6 17,1 18,0 <1 16.0 <1
Aditie de amoniac* | (6 ore) (6 ore) (6 ore) (6ore) (6 ore) (6 ore) (6 ore) (6 ore) (6 ore) (6 ore)
o F
(c%, timp de 202 ggg 127 | 184 866 35 1 402 .5 5 <1
reacgle) (24 (24 ore) (24 ore) (24 ore) (24 (16 ore) (a4 (24 ore) (24 ore) (24 ore)
ore) ore) ore)
Elimi q 2,2 26,1 19,9
iminare de
R (ore)  (Bore)  (Bo®) | 134 504 355 | 341 48 261 <1
ammoniac (c%, timp 74
. ! 46,6 44,0 (3 ore) (3 ore) (3 ore) (6ore) (24 ore) (6 ore) (24 ore)
de reactie) (24 » »
ore) (24 ore) (24 ore)
_ Km (uM) 533 163 912 217 112 - 1369 2505 1573 -
é 2 Keat (51) 0,057 0,2 0,203 0,04 0,272 - 0.11 0.013 0.085 -
g % Keat/ Km 1,07- 1,23- 2,23- 1,84 2,43 8.03- 5.19- 5.40- i
a (sYuM1) 104 103 104 104 108 10 106 10
Enzima PcPAL AtPAL RtPAL
Varianta wit wit wit
Substrat m-OCHz3/ rac-1e, 2e
Aditie de amoniac* 5,9 (3 ore) 42,0 3ore) | 11,0 (6ore) 87,0 (3 ore)
(c%, timp de 17,5 (24 ore) 14,0 (24 ore)
. 31,9 (240re) 74,8 (240re) | 52,1 (24 ore) 87,7 (24 ore)
reactie)
Eliminare de
ammoniac (c%, timp | 18,9 (24ore) 47,7 (240re) | 47,0 (240re) 49,1 (24 ore) 22,6 (16 ore) 33,3 (16 ore)
de reactie)
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_ Km (uM) 378 170 297 49 2971 4291
*a‘g S Keat (s1) 0,011 0,431 0,095 0,213 0,078 0,07
= Kcat/Km
S5 105 103 104 105 105
8 (s VM) 2,91-10 2,53-10 3,19-10 4,35-10° 2,62-10 1,63-10
Enzima PcPAL AtPAL RtPAL
Varianta wt wt wt
Substrat m-CHa/ rac-1b, 2b
Aditie de amoniac? 7,4 (6 ore) 74,8 (3 ore)
% . ti 2,3 (24 ore 26,4 (24 ore 25,7 (16 ore 29,1 (16 ore
(c%, tII’T.'Ip de ( ) ( ) 23,7 (160re) 80,2 (24 ore) ( ) ( )
reactie)
Eliminare de
ammoniac
(c%, timp de 10,8 (240re) 28,9 (240re) | 22,9 (6 ore) 45,5 (6 ore) 45,0 (16 ore) 50,5 (16 ore)
reactie)
= Km (uM) 55 115 n,a, 63 333 338
E % Keat (s1) 0,014 0,1 na, 0,113 0,153 0,146
£5  kea/Ku 2,54-10 8,69-10 na 1,79-10° 4,59-10 43210
[a (S_l/llM_l) ’ ’ 1Ay ’ ’ ’

n.d. — nedeterminabil, Tn timpul cineticii enzimatice, intervalul neliniar al curbei Michaelis-Menten nu a fost obtinut utilizdnd concentratia de
substrat permisa de solubilitatea compusilor testati; n.a. — nici o activitate detectatd; “-“~ nu a fost ficutd nici o masuritoare
# ee, >99% in reactiile de aditie de amoniac, cu exceptia L-1h (ee = 93.6%) produs in cadrul reactiei de aditie a amoniacului pe 2h catalizata de

L134A AtPAL

a) " Y110 b)

R354 R366

N499 MIO E496

E484 1460

Figura I11.4. Acomodarea substraturilor meta-substituite acid m-Br-cinamic 2h (galben), acid m-CF3-cinamic
2k (portocaliu), acid m-OCH3-cinamic 2e (albastru) si acid m-CH3- cinamic 2b (gri) in situsul catalitic al a)
PcPAL wild-type si b) RtPAL wild-type. Resturile de aminoacizi din regiunea de legare hidrofoba sunt marcate
cu verde, in timp ce resturile din regiunea de legare polara sunt marcate cu cyan.

111.2.2.3 Cazul 3: Substraturi cu inel fenil para-substituit

Conversiile scazute obtinute cu PCPAL nativ Tn cazul substraturilor p-substituite (Tabelul
I11.4) se datoreaza impedimentelor sterice dintre substituentul din pozitia para si resturile de
aminoacizi din situsul activ, asa cum este descris in raportul nostru anterior?, Acest lucru s-a dovedit
a fi adevarat in cazul RtPAL nativ, dar nu si in cazul AtPAL-ului, desi acesta are o identitate de
secventa de 81% in comparatie cu PAL din Petroselinum crispum. AtPAL wild-type a furnizat o
valoare maxima de conversie in cazul elimindrii amoniacului din p-Br- si p-CHs-fenilalanina rac-1i,c
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valoare maxima de conversie in cazul elimindrii amoniacului din p-Br- si p-CHs-fenilalanina rac-1i,c
(c~50% dupa 6 si, respectiv, 16 ore) si o conversiec moderata in cazul p-CFz-fenilalanina rac-1l
(c=40% dupa 6 ore). In cazul substraturilor substituite cu -OCHs, wt-Pc/RtPAL s-au dovedit a fi
ineficiente, in timp ce wt-AtPAL a Tnregistrat un comportament similar.

Mutantii 1461V si F136V AtPAL au prezentat valori mari de conversie, prezentand parametri
cinetici crescuti in reactiile de eliminare a amoniacului (Tabelul 111.4). Cu toate acestea, F136V
AtPAL, ca si omologul sau din PcPAL, au afectat enantioselectivitatea reactiilor de aminare.
Biotransformarea bazata pe 1461V AtPAL a produs valori ee mai mari in comparatie cu F136V
AtPAL.

Tn general, RtPAL nativ s-a dovedit a fi ineficient In transformarea substraturilor para-
substituite, iar mutatii precum 1472V sau ,,PcCPAL-like” H137V/Q138L/1472V RtPAL nu au
imbunatatit performanta catalitica. Prezenta reziduului polar Gln la pozitia 138, aproape de V137,
poate fi responsabil pentru performanta cataliticd slaba a HI137V. Cu toate acestea, varianta
H137V/Q138L RtPAL a aratat o eficienta catalitica imbunatatita fatd de toate substraturile in
comparatie cu varianta singulara H137V, iar valorile de conversie au fost similare cu cele observate
cu echivalentii AtPAL si PCPAL. Datele experimentale au fost sustinute de rezultate computationale,
indicand o mai buna acomodare a substraturilor para-substituite Tn situsul catalitic al mutantului
H137V/Q138L, comparativ cu RtPAL nativ (Figura 111.5)

Figure 111.5. Acomodarea acidului m-CFs-cinamic 2k n situsul catalitic al a) PCPAL wild-type si b) RtPAL
wild-type, cu orientare activa marcata cu galben pentru wt-PcPAL (-4,8 kcal/mol) si wt-RtPAL (-5,5 kcal/mol),
portocaliu pentru 1460V PcPAL (-6,4 kcal/mol) si 1472V RtPAL (-5,5 kcal/mol), albastru pentru F137V
PcPAL (-8,9 kcal/mol) si H137V RtPAL (-6,9 kcal/mol), violet pentru H137V/Q138L RtPAL (-7,5 kcal/mol).
Resturile de aminoacizi din regiunea de legare hidrofoba sunt marcate cu verde, in timp ce resturile din
regiunea de legare polard sunt marcate cu cyan.

Tabel 111.4. Reactiile de aditie si eliminare a amoniacului din substraturile orto-substituite 2i,l,f,c si rac-
1i,1,f,c, catalizate de diferite variante de PAL.

Enzima PcPAL AtPAL RtPAL
H137F/ H137V/
Varianta wt 1460V F137V wt 1461V F136V wt 1472V H137V  Q138L/I
Q138L
472V
Substrat p-Br/ rac-1i, 2i
7,1 58,8 71,6 84,7 90,5 89,4 <1 <1 18,5 <1 84,3
(24 ore) (24 ore) (24 ore)* (16 ore) (16 ore) (16 ore)* (16 ore) (16 ore) (16 ore) (16 ore) (16 ore)
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Aditie de
amoniac” (c%,
timp de reactie)

Eliminare de
ammoniac 499 51,5 59,8 51,5 53,4 61,8 <1 <1 23,1 <1 50,3
(C%, timp de (24 ore) (24 ore) (24 ore)** (6 ore) (6 ore) (6 ore)** (16 ore) (16 ore) (16 ore) (16 ore) (16 ore)
reactie)
= Km (uM) | 269 71 - 73 61 - 621 2120 - n,a, n.a,
22 ka(s!) | 0165 0,259 - 0085 0,245 - 0,005 0,008 - na, na,
8 kal/Km | 613 3,65 ) 1160 4,01 ) 805 377 - na, na
& (sYuM?Y) | 104 103 103 108 106 106
Enzima PcPAL AtPAL RtPAL
H137F/ H137V/
Varianta wt 1460V F137VvV wt 1461V  F136V wt 1472V H137VvV  Q138L/
Q138L
1472V
Substrat p-CFa/ rac-1l, 21
Adigie de 57 (?éi}g éif) 48,9 (iirle) (2%3) 1 1 105 1 82,8
iac# (00, ) ) < < ) < )
e.lmomac (c /.0, (60re) 625 65,3 (16 ore) 88,7 93,8 (160re) (16 ore) (16 ore) (16 ore) (16 ore)
timp de reactle) (24 ore) (24 ore)* (24 ore) (16 ore)*
Eliminare de
ammoniac (%, 9,3 373 50,2 400 507 80,8 <1 <1 7,9 <1 50,8
timp de reacgie) (24 ore) (24 ore) (24 ore)** (6 ore) (6 ore) (6 ore)** (16 ore) (16 ore) (16 ore) (16 ore) (16 ore)
- Km (uM) 2490 901 151 1467 275 - 6381 n,a, 3231 n,a, n,a,
E % Keat (s1) 0,25 0,55 0,42 0,127 0,428 - 0,004 n,a, 0,032 n,a, n,a,
€5 ka/Km | 1,000 610 2,78 | 866- 1,55 627 9,90: na na
& (sYuM?Y) | 10 10 107 10° 107 107 o 10 o o
Enzima PcPAL AtPAL RtPAL
L H137F/ H137V/
Varianta wt 1460V F137V wt 1461V F136V wt 1472v  H137VvV  Q138L/
Q138L
1472V
Substrat p-OCHa/ rac-1f, 2f
Aditie de
amoniac’ (c%, <1 118 41 <1 245 23,7 <1 <1 <1 <1 (16 16,9
. . (24 ore) (24 ore) (24 ore) (24 ore) (24 ore) (24 ore)* (16 ore) (16 ore) (16 ore) ore) (16 ore)
timp de reactie)
Eliminare de
ammoniac (c%, <1 17,0 1544 | 141 42,0 38,4 <1 <1 <1 <1 25,3
timp de reacgie) (24 ore) (24 ore) ore) (16 ore) (16 ore) (16 ore) (16 ore) (16 ore) (16 ore) (16 ore) (16 ore)
= Km (uM) 1858 265 - 1048 132 - 3219 n,d, n,d, - -
E % Keat (1) 0,009 0,10 - 0,007 0,112 - 0,036 n,d, n,d, - -
€5 ka/Km | 484 388 6,68 848 1,12
g - nd nd - -
(sYuM1) 106 104 106 104 10 o o
Enzima PcPAL AtPAL RtPAL
H137F/ H137V/
Varianta wt 1460V F137Vv wt 1461V  F136V wt 1472v  H137VvV ~ Q138L/
Q138L
1472V
Substrat p-CHs/ rac-1c, 2¢
Sy e Gan 056 | thy  fom (os 1 1 1 1 610
P 0, ore ore ] ore ore ore < < < < 0
ETIBITEE ({70, 40 341  (40r) | 133 546 333 | (16ore) (16ore)  (160r)  (16ore)  (16ore)
timp de reactle) (24 ore) (24 ore) (24 ore) (24 ore) (24 ore)
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Eliminare de

ammoniac (c%, | 6,0 10,7 22,1 500 50,1 36,2 <1 <1 <1 <1 9,6
timp de reacgie) (16 ore) (16 ore) (16 ore) (16 ore) (16 ore) (16 ore) (16 ore) (16 ore) (16 ore) (16 ore) (16 ore)
= Km (nM) 208 107 - 191 144 - 9902 na, 7080 na, n,a,
22 ka(sh) | 0026 0092 - 0,018 01 - 0,003 nga, 0,003 na, na,
€5 ka/Km | 125 859 9,42 6,94 3,03 4,24-
g - - n,a, n,a, n,a,
(sYuMY) 104 104 105 104 107 107
n.d. — nedeterminabil, in timpul cineticii enzimatice intervalul neliniar al curbei Michaelis-Menten nu a fost obtinut folosind concentratia de substrat
permisa de solubilitatea compusilor testati; n.a. — nicio activitate detectatd; ,-* — nu a fost efectuata nicio determinare/masurare;

# 6,>99% in reactiile de aditie de amoniac, cu exceptia cazului de * 1. In cazul 2i: L-1i cu ee = 97% (PcPAL F137V); L-1i cu ee = 93% (AtPAL
F136V); 2. in cazul 2I: L-1I cu ee = 82% (PcPAL F137V); L-1l cu ee = 83% (AtPAL F136V); 3. in cazul 2f: L-1f cu ee = 97% (AtPAL F136V); ** In
timpul eliminarilor de amoniac de tip rezolutie cinetica in cazul enantioselectivititii mari valorile maxime de conversie ale rac-fenilalaninelor sunt de
50%, conversiile depasind aceasta valoare, sustin enantioselectivitatea scazuta a procesului.

111.3 Concluzii

Tn acest studiu, ne-am propus si dezvoltim o strategie generald de proiectare rationala pentru
crearea de PAL-uri adaptate substratului de diverse origini si domenii de substrat. Pentru a realiza
acest lucru, am utilizat strategia mutationald dezvoltatd pentru PAL din Petroselinum crispum pe
AtPAL si RtPAL, care sunt PAL-uri bine caracterizate, cu diferite niveluri de identitate de secventa
fata de PCPAL. RtPAL, despre care se stie ca are o activitate dubla PAL/TAL, a aratat o specificitate
distincta de substrat in comparatie cu wt-Pc/AtPAL. Strategia mutationala aplicata pe RtPAL, care a
inclus nlocuirea reziduului Q138 langa pozitia 137 cu reziduuri hidrofobe, s-a dovedit ca
imbundtdteste semnificativ proprietatile catalitice ale H137V RtPAL, facandu-l o varianta ,,PcCPAL-
like”. Acest lucru sustine ideea cad pot fi facute mutatii suplimentare pe baza unor consideratii
rationale pentru a imbunatiti in continuare proprietatile enzimei. In cadrul variantelor noi de PAL,
variantele AtPAL (cu unele exceptii) au depasit omologii PCPAL corespunzatori in ceea ce priveste
conversia si eficienta cataliticd, chiar daca au un nivel ridicat de identitate de 81%.

Studiul demonstreaza ca abordarile mutationale pot fi utilizate pentru a imbunatati eficienta
catalitica a variantelor de fenilalanin amoniac-liaze (PAL) fatd de substraturi nenaturale cu modele
de substitutie diferite. Rezultatele sugereaza ca aceasta abordare este aplicabila in PAL-uri de diferite
origini si poate fi rafinati in continuare prin modificari rationale bazate pe alinierea de secvente. In
general, constatarile contribuie la dezvoltarea unei strategii generale de proiectare rationald pentru
clasele PAL (E.C. 4.3.1.24) si PAL/TAL (E.C. 4.3.1.25) si ofera o baza pentru cercetarile viitoare in
acest domeniu.
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CAPITOLUL IV. Productie proiectata, scalabila, de L-fenilalanine
optic pure folosind fenilalanin amoniac-liaza din Arabidopsis thaliana

V.1 Background (date din literatura)
V.2 Rezultate si discutii

Bazindu-ne pe rezultatele anterioare®?, am evaluat eficienta cataliticdi imbunatititi a
variantelor AtPAL L257V, L133A si 1461V in comparatie cu echivalentii lor din PCPAL prin
efectuarea amindrii mai multor acizi cinamici monosubstituiti 2a-l, in aceleasi conditii optime
raportate pentru aditiile de amoniac catalizate de PCPAL* (Figura 1V.1). Evaluarea noastri a inclus
monitorizarea conversiilor stationare finale si a valorilor ee ale produsilor (L-1a-l), precum si a
impactului concentratiei substratului asupra valorilor de conversie, deoarece inhibitia substratului a
fost observati anterior in unele variante de PCPAL*,

In incercarea noastra de a dezvolta un proces biocatalitic optimizat la scara preparativa pentru
producerea de aminoacizi nenaturali enantiopuri de valoare industriala ridicata, am evaluat efectul
mai multor parametri asupra timpului de reactie si a valorilor de conversie. Acesti parametri includ
mediul de reactie/sursa de amoniac, raportul biocatalizator: substrat, temperatura, concentratia
substratului si tipul de biocatalizator utilizat. Scopul a fost identificarea conditiilor optime pentru
realizarea unui proces de biotransformare extrem de imbunatatit si sustenabil din punct de vedere al
mediului.

COOH ammonia COOH
R~ source R
—_—
2a-l AtPALs NH, | .1a.
R CHs} HsCO HiC i 3\ Hyc0 : 5, : By : 5,
[ ) H3C H;CO
2a 2d 2b 2e 3! 2 3 .
ortho- meta- para-
iy GFs Br. : b FsC : 5 C BN : >,
B FiC
2g ©); 2h 2K r i 3 ,l
AtPAL
variant L257V L133A 1461V

Figura IV.1. Reactiile de aditie a amoniacului catalizate de AtPAL pe acizii cinamici 2a-I substituiti in pozitiile
orto-, meta-, para- cu grupari electron-donoare si electron-acceptoare.

IV.2.1 Optimizarea reactiilor de aminare mediate de AtPAL

1V.2.1.1 Efectul concentratiei de substrat

Efectul concentratiei substratului asupra performantei catalitice a variantelor mutante AtPAL
modificate (L133A, L257V si [1461V) a fost testat in aditia de amoniac pe toti analogii acidului
cinamic 2a-l in limita solubilitatii acestora timp de 48 de ore. Profilurile de conversie in timp sunt
prezentate in Figurile 1V.2-4.
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B 3h B 8h B 24h B 48 h ES 24 h L256V or L134A PcPAL

a) 100 b) 100
g 80 g 80
§ 60 f 5 60
n f [
g a0 : 2 40
c I c H
<] :: o
" ={L o ki
0 i I 0 E Al
2 5 10 20 30 50 70 100 2 5 10 20 30 50 70 100
2a [mM] (L257V AtPAL) 2d [mM] (L133A AtPAL)
c) 100 d 100
g 80 ;\; 80
& 60 5 60
n i
g 40 g a0
=1 c
[=] [=]
© 2 © 2
0 o4 : 1 : 1 : : :
2 5 10 20 30 50 70 100 2 5 10 20 30 50 70 100
29 [mM] (L257V AtPAL) 2j [mM] (L257V AtPAL)

Figura IV.2. Profiluri de conversie in timp pentru reactiile de aditie a amoniacului pe a) acidul 0-CHs-cinamic
2a b) acidul 0-OCHza-cinamic 2d c) acidul o-Br-cinamic 2g si d) acidul 0-CFs-cinamic 2j utilizand variantele
AtPAL corespunzatoare. Pentru comparatie, valorile de conversie date de varianta corespunzatoare PCPAL
L256V sau L134A dupa 24 de ore sunt marcate cu model de caramida albastra E=.

B 3h W 8h BN 24h W 48h B3 24h 460V PcPAL =3 48 h L134A PcPAL

a) 1001 b) 100
s 807 < 80
S 607 5 60
[4 4
g 401 2 40
c c
=] [=]
© 20 | | © 2
) a1 3100 T |
L L T T T L T L T 0 T T
2 5 10 20 30 50 70 100 2 5 10 20 30 50 70 100
2b [mM] (L133A AtPAL) 2e [mM] (L133A AtPAL)
¢ 1007 a 100
= = 80
= =
s G 60
[4 [4
g 2 a0
c c
[=] [«]
[&] o 20 E |
, il e allle
5 10 20 2 5 10 20 30 50 70
2h [mM] (1461V AfPAL) 2k [mM] (1461V AfPAL)

Figura IV.3. Profiluri de conversie in timp pentru reactiile de aditie a amoniacului pe a) acidul m-CHs-cinamic
2b b) acidul m-OCHzs-cinamic 2e c) acidul m-Br-cinamic 2h si d) acidul m-CFs-cinamic 2k utilizand variantele
AtPAL corespunzatoare. Pentru comparatie, valorile de conversie date de varianta corespunzatoare PCPAL

sunt marcate cu model de caramida albastrd E2 (valori inregistrate dupd 24 ore cu I460V) si mov B3 (valori
inregistrate dupa 48 ore cu L134A).
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Figura IV.4. Profiluri de conversie in timp pentru reactiile de aditie a amoniacului pe a) acidul p-CHs-cinamic
2c b) acidul p-OCHzs-cinamic 2f c¢) acidul p-Br-cinamic 2i si d) acidul p-CFs-cinamic 2l utilizand variantele
AtPAL corespunzatoare. Pentru comparatie, valorile de conversie date de varianta corespunzatoare PCPAL

Conversion (%)
Conversion (%)

(=]

sunt marcate cu model de caramida albastra B2 (valori inregistrate dupa 24 ore cu 1460V) si mov &3 (valori
inregistrate dupa 48 ore cu [460V).

Studiul nostru anterior*® a aritat ci, pe masurd ce concentratiile de substrat au crescut,
progresia reactiei catalizata de varianta PCPAL L256V, L134A sau 1460V a fost incetinita
semnificativ (cu unele exceptii), implicand aparitia inhibitiei de substrat. Pe de altad parte, variantele
corespunzatoare AtPAL L257V, L133A si 1461V au prezentat performante robuste, atingand
conversii stationare ridicate chiar si la concentratii de substrat apropiate de valoarea relevanta
industrial de 100 mM (dupa cum este ilustrat in Figurile 1V.2 pana la 1V .4).

1V.2.1.1.1 AtPAL versus PcPAL

Reactiile de aditie de amoniac efectuate cu mutantii AtPAL au dus la conversii mari si au
furnizat L-1a-1 cu excese enantiomeric (eeL) excelente la timpi de reactie semnificativ mai scurti
comparativ cu cei observati in cazul variantelor PCPAL n aceleasi conditii optime. Concentratiile
optime de substrat au fost selectate pe baza celui mai scurt timp de reactie care a condus la cele mai
mari valori de ee. si de conversie (Tabelul 1V.1).

Raportate anterior®®, reactiile de aditie de amoniac pe 2b si 2f folosind variante mutante
PcPAL au inregistrat conversii stationare scazute de 26,4% si, respectiv, 19,1%, in timp ce utilizarea
mutantilor AtPAL a dus la conversii mult mai mari de 86,3% in cazul 2b si 63,4% in cazul 2f, dupa
48 de ore de reactie. In plus, variantele AtPAL 1257V, L133A si 1461V au aritat o capacitate
operationala crescutd la concentratii semnificativ mai mari de substrat in toate cazurile, comparativ
cu omologii PCPAL corespunzatori. Rezultatele obtinute din reactiile de hidroaminare a derivatilor
acidului cinamic 2a, 29, 2j si 2h demonstreaza capacitatea de a atinge o conversie stationara maxima
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la concentratii mari de substrat de 100 mM (Tabelul 1V.1). Acesta este un factor critic in ceea ce
priveste fezabilitatea industriald si evidentiaza potentialul acestui sistem biocatalitic in aplicatii
practice.

Tabel 1V.1. Valori de conversie si exces enantiomeric (ee.) obtinute in reactiile de aminare a 2a-l utilizand
variante mutante de AtPAL. Date comparative Tnregistrate cu variantele PCPAL* sunt de asemenea prezentate.

. Varianta S Tim c ee. i Varianta S Tim c ee.

Substrat | Substituent | o o\ (n[1l\]/l) (oreg) %) | (%) | APAL (rT[1I\]/I) (oreF)) %) | (%)
2a 0-CH; L256V 70 24 91.5 >99 L257V 100 8 87.6 >99
2b m-CHs L134A 2 48 | 264 i >99 | L133A | 20 48 | 86.3 | >99
2c p-CHs 1460V 30 48 | 59.9 | >99 | 1461V 30 24 | 726 | >99
2d 0-OCHs L134A 10 24 | 425 | >99 | L133A | 50 24 | 925 | >99
2 m-OCHs; | L134A 50 48 | 710 { >99 | L133A | 100 3 {833 >99
2f p-OCHs 1460V 30 48 | 19.1 | >99 | 1461V 30 48 | 634 | >99
29 0-Br L256V 70 24 | 816 | >99 | L257V | 100 3 1917 | >99
2h m-Br 1460V 5 24 | 701 | 983 | 1461V 20 8 | 915 | 934
2i p-Br 1460V 10 24 | 616 | >99 | 1461V 15 6 | 881 | >99
2j 0-CFs L256V 20 24 | 730§ >99 | L257V | 100 3 | 759 | >99
2k m-CFs 1460V 2 24 | 775 | >99 | 1461V 10 8 | 89.9 | >99
21 p-CFs 1460V 2 48 | 422 1 >99 | 1461V 20 48 | 91.3 | >99

Conditii de reactie pentru aminarea 2a-l: testele au fost efectuate in tuburi de polipropilena de 1,5 ml la 30 °C, 250 rpm, Tn 500 pL
volum de reactie, utilizdnd 2-100 mM concentratie de substrat, un raport (ODeoo: mM) de 1 si 6 M NH4OH pH 10 (ajustat cu CO2) ca
mediu de reactie.

IV.2.1.1.2 Inhibitia de produs

Dupi cum s-a raportat anterior*®, varianta 1460V PcPAL a dat valori scizute de conversie
stationara de 26,4% si 19,1% in timpul reactiilor de aditie cu amoniac pe acidul m-metil-cinamic 2b
si, respectiv, acidul p-metoxi-cinamic 2f, datorita inhibitiei de produs. In comparatie, varianta 1461V
AtPAL a prezentat valori de conversie stationara semnificativ mai mari de 86,3% in cazul 2b si 63,4%
n cazul 2f, dupa acelasi timp de reactie de 48 de ore (Figura I1V.5).
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Figura IV.5. a) Influenta cresterii concentratiei de produs asupra activitatii relative a aditiei de amoniac pe
acidul p-CHsO-cinamic 2f utilizand enzima purificata 1461V AtPAL; b) Depletia comparativa a acidului p-
CHsO-cinamic 2f, la diferite rapoarte substrat: produs, utilizand forme purificate ale variantelor 1461V AtPAL
si 1460V PcPAL.
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1V.2.1.2 Efectul formei biocatalizatorului

Pentru a compara performanta catalitica a celulelor intregi umede PAL cu enzimele izolate,
biotransformarile derivatilor de acid cinamic para-substituiti 2¢, 2f, 2i si 2| (alesi ca substraturi
model) au fost efectuate folosind variantele 1461V si F136V AtPAL, respective echivalentii lor 1460V
si F137V PcPAL, in ambele forme (Figura 1V.6). Aceasta abordare si-a propus sa evalueze
amploarea diferentelor in eficienta biotransformarii dintre biocatalizatorii PAL ca celule Intregi si
enzime purificate.

W wild-type AtPAL wild-typePcPAL B F136V AtPAL
71 F137V PcPAL M 1461V AtPAL 1460V PcPAL

80+ . 50
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= é = 40
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S 20- Z m 38 : i L
a g é ,.; é 10 conversie ale hidroaminarii
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Spre deosebire de PcPAL, care a dat conversii semnificativ mai mari folosind enzime
purificate decat celule intregi (Figura 1V.6), AtPAL nu a prezentat o tendinta similara. Mai exact,
doar forma purificata a variantei 1461V a dus la conversii superioare, in special in cazul substraturilor
purtatoare de grupari electron-donoare, 2f si 2c, unde s-a inregistrat o crestere de 1,3 si, respectiv, de
1,4 ori in comparatie cu valorile de conversie furnizate folosind celule intregi. Biocatalizatorii PAL
ca celule intregi liofilizate au fost de asemenea evaluati, iar celulele Intregi umede ale variantei AtPAL
1461V au demonstrat o eficienta catalitica superioara prin conversie mai mare (91%) comparativ cu
forma liofilizata (80,5%). (Tabelul 1V.2). Pe baza costurilor de productic mai mici pentru
biocatalizatorii PAL ca celule intregi si a valorilor competitive de conversie obtinute, AtPAL-urile
sub forma de celule intregi au fost selectate ca forma de biocatalizator optima pentru reactiile la scara
preparativa.

Tabel 1V.2. Valori de conversie comparative obtinute pentru L-1h in reactiile de aminare utilizand celule
ntregi liofilizate sau umede AtPAL 1461.

1461V AtPAL Timp (ore) ¢ (%)
- _ 24 91,3
celule Intregi umede ODgoo ~100 48 88,5
24 80,5

lule liofilizat 20 mg/mL ’
celule liofilizate mg/m 48 80,0

Conditii de reactie: testele au fost efectuate in tuburi de polipropilend de 1,5 ml la 30 °C, 250 rpm, in 500 pL volum de reactie, timp
de 24-48 ore utilizadnd 100 MM concentratie de substrat (2h) si 6 M NH4OH pH 10 (ajustat cu CO2) ca mediu de reactie.
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1V.2.1.3 Efectul densitdtii celulare

Pentru a confirma ci raportul biocatalizator: substrat optim pentru PcPAL*, este, de
asemenea, optim si pentru biotransformarile mediate de AtPAL, am efectuat experimente
suplimentare care au implicat varierea densitatilor de celule intregi (ODsoo de ~ 1, 2, 4, 8 care
corespund cu ~ 6, 12, 24 si, respectiv, 48 mg/mL celule umede), mentinand in acelasi timp o
concentratie fixa de substrat de 2 mM pentru substraturile model 2j, 2e si 2i (Figura IV.7).

In toate cazurile, cresterea densititii celulare (ODgoo™>2) nu a imbunitatit semnificativ valorile
de conversie, in timp ce utilizarea unui ODeoo >4 a dus la scaderea valorilor de exces enantiomeric
pentru L-1j (de la >99% la 88,2%) si L- le (de la >99% la 96,0%) (Figura IV.7). Prin urmare,
rezultatele sustin ca raportul optim biocatalizator: substrat utilizat pentru biotransformarile mediate
de PcPAL este optim si pentru reactiile de aminare catalizate de AtPAL.

* conversion (%) enantiomeric excess (%)
a) b)
1001 - 100 - ¢ 100+
*——o +— —— —*8 0 1 8 ——
80 F 804 F 80-
=~ 60 =~ 60 - 60
= 2 8
° a0 ¢ 40 3 © 40+
20 r 204 3 20+
0 o
v T T T v T T T v T T T T
0 1 2 3 4 0 1 2 3 4 0 1 2 3 4
{ODggo: mM) ratio (ODgge: mM) ratio (ODgpo: mM) ratio
substrate: 2j substrate: 2e substrate: 2i

Figura IV.7. Valori de conversie si exces enantiomeric (ee.) obtinute la cresterea densitatii celulare la
hidroaminarea a) acidului o-CFs-cinamic 2j, b) acidului m-OCHs-cinamic 2e si c) acidului p-Br-cinamic 2i.

IV.2.1.4 Efectul sursei de amoniac/mediului de reactie

Tn rapoartele noastre anterioare*®, am demonstrat ci conversiile reactiilor de aminare pe baza
de PCPAL sunt influentate semnificativ de mediul de reactie. In acest studiu, influenta solutiei tampon
utilizat si ca sursa de amoniac, asupra conversiei si excesului enantiomeric al reactiilor de
hidroaminare catalizate de AtPAL a fost investigata folosind doi derivati ai acidului cinamic para-
substituiti, acidul p-metil-cinamic 2c si acid p-trifluormetil-cinamic 2l ca substraturi model (Figura
1V.8).

Aditiile de amoniac au fost efectuate la o concentratie fixa de substrat de 2 mM si utilizand
AtPAL 1461V cu celule intregi cu densitati celulare de ODeoo ~ 2 (~6 mg celule umede/mL), variind
diferite concentratii de solutii tampon de amoniac (2, 4, 6 M NH4OH pH 9,5 ajustat cu COz) si solutii
tampon de carbamat de amoniu (2, 4, 6 M NH4[H2NCO2] pH ~9,5 fara ajustare). S-au obtinut
conversii mai mari cu 6 M NH4OH (66,3% pentru 2c si 84,1% pentru 2I) sau carbamat de amoniu 3-
6 M pentru ambele substraturi (Figura 1V.8). Mai mult, spre deosebire de varianta PCPAL 1460V*,
celulele intregi de AtPAL 1461V au prezentat o stabilitate operationald mai mare in prezenta
concentratiilor mari de amoniac (¢>74% pentru 2C si ¢>92% pentru 2l).
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Figura IV.8. Valorile de conversie obtinute in reactia de aditie a amoniacului pe a) acidul p-CHs-cinamic 2c
and b) acidul p-CFs-cinamic 2I, utilizand solutii de NH4OH si NH4[H2NCO;] ca sursi de amoniac. In toate
cazurile ee>99%.

1V.2.1.5 Efectul pH-ului

Am comparat utilizarea solutiilor NH4OH si NH4[H2NCO?] in reactiile de aminare a doua
substraturi model, si anume m-OCHs-acid cinamic 2e si p-Br-acid cinamic 2i, pentru a selecta sursa
optima de ammoniac. Mai exact, am examinat impactul pH-ului asupra valorilor de conversie (Figura
1VV.9), la o concentratie fixa de substrat de 2 mM, folosind celule intregi de AtPAL 1461V si L133A
intr-un raport biocatalizator: substrat de ~1.

Dintre concentratiile de amoniac testate, 3 M NH4[H2NCO2] s-a dovedit a fi concentratia
optima datorita pH-ului sau neajustat de ~9,5, in timp ce 6 M NH4OH a necesitat ajustarea cu CO>
pentru a ajunge la un interval de pH de la 8,85 la 11,5. La valori de pH peste 10,0, am observat o
scadere semnificativa a valorilor de conversie pentru ambele substraturi, in timp ce la un pH de ~9,5,

am obtinut valori maxime de conversie pentru ambele substraturi, indiferent de sursa de amoniac
utilizata

optimal pH
100~
s 807 Figura IV.9. Valorile de conversie obtinute in
g 604 reactia de aminare mediatd de celule intregi de
® AtPAL 1461V si L133A a acidului m-OCHs- cinamic
E 40+ 2e si a acidului p-Br-cinamic 2i (valoarea pH-ului
3 20- variaza de la 8,85 la 11,5).
0 1 I 1 1 I 1

pH

1V.2.1.6 Efectul temperaturii
Am explorat efectul temperaturii asupra valorilor de conversie ale biotransformarilor cu celule
intregi folosind 2a, 2b si 2¢ ca substraturi model. Reactiile de aditie de amoniac au fost efectuate la

diferite temperaturi (15-45 °C), la doud concentratii de substrat (2 mM si 20 mM), asa este prezentat
in Figura 1V.10.
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Figura 1V.10. Influenta temperaturii asupra valorilor de conversie ale reactiilor de aminare mediate de 4/PAL
ale acizilor metil-cinamici substituiti (o-, m-, p-) 2a, 2b si 2¢ (concentratia de substrat este indicatd in
paranteze).

Dupa cum este prezentat in Figura 1V.10, o scadere a valorilor de conversie stationara a fost
observata la temperaturi de 40 °C sau 45 °C pentru toate cele trei substraturi, ceea ce a cauzat
inactivarea biocatalizatorilor sub forma de celule intregi. Desi celulele intregi AtPAL au demonstrat
eficienta si stabilitate chiar si la temperaturi mai scazute, in functie de substrat, intervalul de
temperaturd de 25-30 °C a fost ales datoritd eficacitatii sale cu toate substraturile testate si a usurintei
de mentinere.

1V.2.2 Utilizarea AtPAL la scara preparativa

Biotransformarile la scara preparativa au fost efectuate la scara de 1 gram utilizand celule
intregi AtPAL, in conditii optime de reactie.

Substraturile model 2a, 2b, 2e, 2f, 2g si 2i au fost selectate pentru a produce analogi de L-
fenilalanine enantiopuri importanti pentru industrie (Figure 1VV.11).
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Figura IV.11. Productia la scara a analogilor de fenilalanind cu valoare sintetica ca building blocks pentru
ingrediente farmaceutice active (API), utilizand variante mutante de AtPAL celule Tntregi.

1V.2.2.1 Rezultatele la scara preparativa si procedurile bazate pe PAL raportate anterior

Dupa optimizarea conditiilor de reactie, am efectuat reactiile de aditie de amoniac pe derivatii
de acid cinamic 2a, 2g, 2b, 2e, 2f si 2i la o scara preparativa de 1 gram (Tabelele 1V.3 si 1V.4).
Produsii de L-fenilalanina rezultati au prezentat puritati optice ridicate si randamente competitive de
reactie variind intre 56-66% (Tabelul 1V.3).

De remarcat in mod deosebit a fost randamentul de 66% obtinut pentru L-m-OCHjs-Phe L-1e,
care a depisit valorile raportate pentru reactiile PCPAL L134A* si PbPAL3! efectuate la o
concentratie mai mici de substrat de 30 mM (500 mg) si 50 mM (89 mg). In comparatie cu reactia la
scard semipreparativa (randament 36%, 89 mg substrat) mediati de mutantul PoPAL F113Y*, s-a
observat o crestere cu 23% a randamentului de reactie (59%) la o scara preparativa de 1 g pentru L-
p-OCHzs-Phe L-1f cand s-au utilizat celule Tntregi umede de AtPAL 1461V (Tabelul 1V.4).

In ciuda atingerii unor valori stationare de conversie ridicate in cazul L-1a si L-1g (88% si
95%), randamentele totale (66% si 64%) au fost limitate de randamentele de izolare a produsului,
care au fost calculate avand in vedere produsul derivat din valoarea de conversie ca cantitate maxima.

Tabel 1V.3. Caracterizarea derivatilor de L-fenilalanind obtinuti in biotransformari la scard preparativa cu
AtPAL celule intregi.

Nr Derivat de L- Varianta . Npurificare | Mreactic” -
% ~ 25 |
ort fenilalanini AtPAL conversie[%] [%] %] [elp Utilitate produs
receptori H-opiozi*;
1 L-0-CH3-Phe (L-1a) L257V 88 75 66 38 inhibitori de catepsina B%
2 L-0-Br-Phe (L-1g) L257V 95 67 64 -37  peptide macrociclice*®
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inhibitori de catepsini B*;
inhibitori LAT14
inhibitori de proteaza HIV®;

3 | L-m-CHs-Phe (L-1b) | L133A 78 83 65 -35

L-m-OCHzs-Phe (L-

4 L133A 87 76 66 -187 | oxazolidinona antidiabetica®!
le) e < 18
inhibitor de caspaza
L-p-OCHjs-Phe (L- . L
5 p-OCH.-Phe ( 1461V 72 82 59 -80  tamsulosina®; L-tironin®

1f)
biarilalanine®*; analogi de

6 L-p-Br-Phe (L-1i) 1461V 81 69 56 -27 | sansamicine3®; antagonisti
hexapeptidici®

*Randament de purificare, considerand produsul derivat din valoarea de conversie ca cantitate maxima; # Randamentul reactiei calculat
din reactia la scara preparativa incluzand etapele de izolare si purificare a produsului; Masuratorile rotatiilor optice au fost efectuate la

temperatura camerei in MeOH cu o concentratie de substrat de 10 mg/mL.

Tabel 1V.4. Productia la scard preparative a L-1a,g,b,e,f,i,l si comparatie cu rezultatele procedurilor PAL
raportate anterior. Rezultatele acestei lucrari sunt marcate cu fundal gri.

Nr Scalia . [S] Mreacie €L Factor Rt 5 .
ort Produs L-Phe © Enzima (mM) (%) (%) - (ore) Sursi de amoniac
1 L-0-CHs-Phe (L-1a) 1 APAL 100 66 >99 323 4 3 M NHJH.NCO;]
L257V
AtPAL
2 L-0-Br-Phe (L-1g) 1 Loary 50 64 >99  39.3 4 3 M NHJH.NCO;]
3 L-m-CHjs-Phe (L-1b) 1 APAL 50 65 >99 50.2 22 3 M NH4[H2NCO;]
L133A
0.5% iiz;?: 30 59 >09 79.9 42 6 M NH,OH
-m-OCH3-Ph
4 L-m ((L)_Cle):" ® 0089 POHPAL 50 61 599 . 24 4 M NH4[H.NCO]
AtPAL
1 L133A 100 66 >909 28.4 3 3 M NH4[H2NCO3]
1 ?;:f\\l; 30 59 >99 84.6 48 3 M NH4[H2NCO3]
5 L-p-OCHa-Phe (L-1f) PbPAL 12
52 -
0.089% o 50 36 >99  nr. 16 4MNHJ[HNCO]
PcPAL
43
0.5 1460V 10 82 >99 121.8 48 6 M NH,OH
6 L-p-Br-Phe (L-1i) 1 ﬁ:’f\'; 100 56 >99 339 24 3 M NH4[H:NCO;]
AVPAL
34 _
0.022 F107A 10 62 n.r. 24 5 M NH,OH

* Randamentul reactiei calculat din reactia la scara preparativa, inclusiv etapele de izolare si purificare ale produsului.

IV.2.2.2 Factori E simplificati (sEF) si randamente spatiu-timp (STY)

Factorii E simplificati (sEF) au fost calculati pentru reactiile de aminare pe baza de AtPAL
ale 2a, 2b, 2e, 2f, 29 si 2i (Tabelul 1V.5). Valorile obtinute pentru acizii m-MeO-cinamic 2e si p-Br-
cinamic 2i aratd o scadere de 2,8 si, respectiv, de 3,6 ori a SEF-urilor comparativ cu cele observate
in procese similare la scard preparativd bazate pe celule intregi umede PCPAL pentru aceleasi
substraturi. In general, concentratiile mai mici de substrat au condus la valori mai mari ale sEF, care
este atribuita cresterii volumului de reactie care necesita utilizarea unor cantitati mai mari de solutii
tampon de carbamat de amoniu. De exemplu, cu acidul p-MeO-cinamic 2f la pentru o0 concentratie
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de substrat de 30 mM, s-a obtinut o valoare sEF de 84,7, in timp ce cu acidul m-MeO-cinamic 2e
folosind o concentratie de substrat de 100 mM s-a obtinut o valoare SEF de 28,4 (Tabelul 1V.5).

Tabel 1V.5. Factorii E simplificati (SEF) si randamentele spatiu-timp (STY) calculate pentru productia de
derivati de L-fenilalanina folosind celule intregi umede AtPAL. Aceste rezultate au fost comparate cu cele
obtinute prin reactiile de aditie de amoniac catalizate cu PCPAL raportate anterior*® (colorate in portocaliu).

Produsii din reactiile de aditie cu amoniac la scara preparativi

L-0- L-0-Br- L-m-CHs- L-m- L-p- L-p-Br- L-m- L-p-Br-

Materiale (kg) ~ CHs-Phe Phe Phe OCH3-Phe | OCHs-Phe Phe OCHzs-Phe Phe

(L-1a) (L-19) (L-1b) (L-1e) (L-1f) (L-1i) (L-1e)* (L-1i)
Acid acrilic 1.44 1.50 1.37 1.39 1.66 2.03 1.71 1.24
L-aminoacid 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00
[NH4][CO2NH:] 20.77 30.90 10.14 18.26 72.72 20.9 67.23" 114.80*
Celule PAL 11.10 7.90 39.69 9.80 11.30 11.06 12 6.75
sEF 32.3 39.3 50.2 28.4 84.7 33.9 79.9 121.8
STY
(g*L*d ) 66.2 44.3 6.4 101.3 1.6 10.9 1.7 0.9

*Calculate din procedurile PcPAL raportate anterior*3; #solutie tampon 6 M NH4OH (pH 9.5 ajustat cu COz) ca mediu de reactie.

Valorile randamentului spatiu-timp (STY) au fost calculate pentru reactiile de aditie de
amoniac pe 2a, 2b, 2e, 2f, 29 si 2i (Tabelul 1V.6) catalizate de variantele AtPAL mutante si au fost
comparate cu alte tehnologii bazate pe PAL raportate anterior utilizate pentru sinteza diferitilor
derivati de L-fenilalanini, inclusiv acidul (R)-2-amino-3-(2-(benziloxi)-3-metoxifenil)propanoic?®, L-
3-fluor-fenilalanina®’ si L-2-clor-fenilalanina®* %,

Tabel 1V.6. Valorile de randament spatiu-timp ale unor tehnologii bazate pe PAL raportate Tn literatura.

Materiale DSM% Novartis?® Grupul lui N.J. Turner?
Material de start (g) 28.0 20.0 1.0

Conversie (%) 91.0 76.0 92.0

Produs (g) 18.0 16.1 1.0

Timp (ore) 8.5 96.0 6.0

Volum (mL) 1000.0 170.0 17.0

STY (g*L1*d?) 51.227 23.7 237.6

V.3 Concluzii

Acest studiu prezinta proceduri biocatalitice extrem de eficiente pentru sinteza analogilor de
L-fenilalanina semnificativi din punct de vedere industrial prin utilizarea variantelor mutante ale
fenilalanin amoniac-liazei derivate din Arabidopsis thaliana. Rezultatele noastre indica faptul ca
celulele intregi de variante mutante de AtPAL utilizate ca si biocatalizatori sunt superioare fata de
echivalentii din PCPAL studiati anterior in ceea ce priveste inhibitia de substrat si produs, furnizand
conversii si valori de exces enantiomeric mai mari si timpi de reactie mai scurti chiar si la concentratii
mari de substrat (pana la 100 mM).

Prin utilizarea diferitelor strategii de optimizare, cum ar fi mediul de reactie, cresterea
concentratiilor de substrat, scurtarea timpilor de reactie si obtinerea de conversii stationare mai mari,
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am dezvoltat un protocol scalabil pentru sintetizarea mai multor analogi ai L-fenilalaninei relevanti
industrial, cum ar fi (S)-0-CHzs-fenilalanina, (S)-o-Br-fenilalanina, (S)-m-OCHas-fenilalanina, (S)-m-
CHas-fenilalanina, (S)-p-OCHs-fenilalanina si (S)-p -Br-fenilalanina.

Rezultatele din abordarea noastra depasesc performanta biotransformarilor raportate anterior
folosind PAL si au ca rezultat un randament imbunatatit spatiu-timp (STY) si un impact redus asupra
mediului. Implementarea cu succes a procedurilor bazate pe PAL descrise in acest studiu ar putea
contribui in mod substantial la dezvoltarea proceselor de sinteza a ingredientelor farmaceutice active
(API).
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Concluzii generale

Variantele mutante ale fenilalanin amoniac-liazei din Petroselinum crispum (PcPAL) au fost
utilizate ca si biocatalizatori pentru sinteza biocatalitica a analogilor de L- si D-fenilalanina cu valoare
sintetica ridicata. Acesti mutanti PCPAL au fost proiectati special pentru fenilalanine si acizi cinamici
monosubstituiti. Studiul si-a propus sa optimizeze performanta catalitici a variantelor PCPAL
proiectate, prin investigarea reactiilor de eliminare si aditie a amoniacului si examinand impactul
variabilelor cheie, cum ar fi concentratia substratului, raportul biocatalizator: substrat, tamponul de
reactie si timpul de reactie asupra conversiei si excesului enantiomeric. Rezultatele au demonstrat ca
o procedurd biocatalitica eficientd la scard preparativda ar putea fi dezvoltatd in conditii optime.
Derivati valorosi de fenilalanind au fost sintetizati cu succes folosind aceasta abordare, inclusiv (S)-
m-OCHz-fenilalanina (randament 40%, ees> 99%), (S)-m-CFs-fenilalanina (randament 26%, ees>
99%), (S)-p-Br-fenilalanina (randament 82%, ees > 99%), (R)-m-CFz-fenilalanina (randament 34%,
eer = 93%) si (R)-p-CHs-fenilalanina (randament 49%, eer = 95%).

Am investigat transferabilitatea modelului de proiectare rational pentru fenilalanin amoniac-
liaze de diferite origini, inclusiv Arabidopsis thaliana (AtPAL) si Rhodosporidium toruloides
(RtPAL), care poseda o identitate de secventa de 81% si, respectiv, 38%, cu PCPAL. Rezultatele
noastre sugereazd ca, cu unele exceptii, pozitiile resturilor de aminoacizi care moduleaza
specificitatea substratului sunt conservate printre PAL-urile testate, permitand predictia mutatiilor
care imbunatatesc activitatea PAL catre un substrat nenatural tintit. Prin urmare, studiul nostru sustine
utilizarea unei abordari generale pentru a modifica PAL-uri din diferite surse cu diferite domenii de
substrat. Descoperirile noastre aratd, de asemenea, ca alti factori decat diferentele de situs catalitic
pot influenta activitatea PAL. De exemplu, variantele AtPAL L257V, L133A si 1461V au prezentat 0
eficienta cataliticd mai mare decat omologii lor PCPAL, in ciuda faptului ca au situsuri catalitice
identice.

Prin utilizarea variantelor mutante ale fenilalanin amoniac-liazei din Arabidopsis thaliana
(AtPAL), am dezvoltat o procedurad de sinteza preparativa extrem de eficienta pentru derivatii de L-
fenilalanina, cu randamente imbunatatite de factor E si STY, care se aliniaza cu principiile chimiei
verzi. Biotransformarile pe baza de AtPAL ale derivatilor de acizi cinamici au produs diversi
aminoacizi nenaturali care au potential semnificativ ca building blocks pentru ingredientele
farmaceutice active (API), inclusiv (S)-o-CHzs-fenilalanina, (S)-o-Br-fenilalanina, (S)-m-OCHa-
fenilalanina, (S)-m-CHzs-fenilalanina, (S)-p-OCHs-fenilalanina si (S)-p-Br-fenilalanina.
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Capitolul V. Sectiunea experimentala: Materiale si Metode
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