Raport stiintific sintetic al proiectului

AMONIAC LIAZE SI AMONIAC MUTAZE NATIVE SI MUTANTE IMOBILIZATE
PENTRU OBTINEREA ANALOGILOR DE ALFA- SI BETA-FENILALANINA

pentru perioada 2012-2013

Fenilalanin amoniac liazele (PAL; EC 4.1.3.24) catalizeazd deaminarea non-oxidativd a L-fenilalaninei cu
formarea acidului (E)-cinamic, in timp ce fenilalanin 2,3-aminomutazele (EC 5.4.3.X) catalizeazd izomerizarea L-
fenilalaninei la L- sau D-B-fenilalanina, in functie de originea enzimei (Schema 1.). In timp ce enzimele PAL sunt
frecvente Tn plante, unde au un rol esential in formarea fenilpropanoidelor, au fost identificate pand in prezent doar
cateva enzime PAL de origine bacteriena. PAL si PAM sunt folosite ca biocatalizatori pentru sinteza L-a-aminoacizilor
din acrilati (PAL), Tn procese de rezolutie cineticd cu formarea D-a-aminoacizilor din racemati (PAL), sau pentru
sinteza L- sau D-B-arilalaninelor (PAM).
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Schema 1. Reactii catalizate de PAL si PAM. Formarea posttranslationara a gruparii puternic electrofile MIO.

PAL este un homotetramer alcituit din subunitiati monomerice. Fiecare subunitate poatefi impartita in trei
domenii. Primul domeniu este reprezentat de gruparea prosteticda MIO care are rol catalitic. Secventa de aminoacizi care
codifica aceasta grupare prostetica este strict conservata. Al doilea domeniu este domeniul central, iar cel de-al al treilea
domeniu este cunoscut sub numele de “shielding-domain” care se presupune a avea un rol de aparare si/sau regulator
(Figura 5.). Domeniile sunt conectate prin intermediul buclelor mobile. Gruparea MIO ia nastere in urma ciclizarii
posttranslationale, autocatalitice a unei tripeptide interne Ala-Ser-Gly, prin eliminarea a doud molecule de apa.

Prima etapd a constat in exprimarea Tn E. coli PAL din patrunjel PcPAL(eucariotic) si PAL dintr-o bacterie
termofila Rubrobacter xylanophilus RxPAL radiotoleranta (NCBI cod: YP_644511.1, Uniprot cod: Q1AV79, care
codifica 540 AA) cu crestere optima la 65°C si ulterior a urmat investigarea proprietatile acestora.

Aceasta din urma a fost gasitd prin folosirea programului/algoritmului BLASTp din baza de date non-
redundantd pentru proteine NCBI utilizdnd secventa de la PAL provenitd de la Photorhabdus luminescens (PIPAL)
(Duchaud si colab. 2003, Williams si colab.. 2005) (Uniprot cod: Q7N4T3). Tn urma rezultatelor favorabile (cod:
YP _644511.1, care codifica 540 AA) se presupune faptul ca aceasta poate fi fenilalanina/ histidin amoniac liaza care
provine de la bacteria termofila Rubrobacter xylanophilus DSM 9941.

Gena care codifica PAL provenita de la Rubrobacter xylanophilus a fost optimizata la nivelul codonului pentru
a putea fi exprimata in Escherichia coli. Folosind tehnica PCR, gena nou sintetizatd — formata din 1632 perechi de baze
— aflata Tn vectorul de clonare pMK si clonata in vectorul de expresie pPBAD-HisB, are o etichetd de 6 histidine la
capatul N-terminal, astfel Tncat poate fi purificatd cu usurinta din lizat cu ajutorul cromatografie Ni-NTA. Alte avantaje
oferite de noul vector consta in reglarea exprimarii si inductia dependentd de concentratie, care permite modularea
nivelelor de exprimare. Primul pas n purificarea plasmidelor a constat in obtinerea celulelor competente de XL1Blue
care au fost transformate si selectate prin insamantare pe mediu LB solid cu tetraciclind, rezistentd corespunzitoare
tulpinei, respectiv carbenicilina, pe baza genelor de rezistenta la antibiotic codate in plasmide. Vectorul rezultat a fost
confirmat prin secventiere folosind promotorul pBAD si amorsele (primerii) “forward” si “reverse” (5'—
CCTGACGCTTTTTATCGCAACTC-3’ 5i respectiv 5>-GAGGCATCCTGGTACCCCAG-3").

Dupa optimizarea expresiei, RXPAL a fost supraexprimata in E. coli TOP10 Tntr-o forma solubila cu capatul N-
terminal care congine His6-tag (RXPAL). Proteina recombinatd RXPAL a fost purificatd prin cromatografie de afinitate
folosind Ni-NTA. Pentru a analiza exprimarea (probele: Tnainte de inductie, Thainte de lizare, resturile celulare si
supernatantul dupa sonicare) si purificarea s-a folosit electroforeza in gel de poliacrilamida (SDS-PAGE). Dupa cum se
poate vedea si Tn imaginile gelurilor (Figura 1.), enzima RXPAL, cu masi moleculard de 58.4 kDa, a fost produsa si
purificata cu succes.

Activitatea enzimei a fost urmarita prin spectrofotometrie, la lungimea de unda de 290 nm, prin monitorizarea
formarii produsului (acidul (E) cinamic) din substratul natural, fenilalanina. Tn primul rand s-a pus accent pe
determinarea pH-ului optim al enzimei. Astfel, masuratorile au fost efectuate in solutii tampon pastrand taria ionica si
temperatura constante, in domeniul de pH 6.5-12, timp de 7 minute. S-a ajuns la profilul de pH din Figura 2. Tn
reprezentarea pantelor in functie de pH (graficul din partea dreaptd) se pot observa doua valori de pH optim, primul la
8.5, iar al doilea la 11.2. Datele gasite in literatura de specialitate sunt similare cu primul pH optim, 8.5, insd in cazul
acesta cea mai mare activitate a fost Inregistrata la pH 11.2.



Figura 1. Verificarea exprimarii (a) si purificarii (b) proteinei fenilalaninamoniac-liaza Rubrobacter xylanophilus
(RXPAL) 1n tulpina E. coli TOP10a. ProSieveTM QuadColor™ protein marker, 17 kDa — 250 kDa; A- cultura de celule
Tnainte de inductie B- lizat bacterian; C-supernatant cu proteina recombinata b. A- ProSieveTM QuadColor™ protein
marker, 17 kDa—250 kDa; B - F -fractiile dupa eluarea proteinei de pe coloana
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Figura 2. Profilul de activitate al RXPAL in conditii diferite de pH.

Stabilitatea termicid a enzimei s-a determinat prin masuratori termofluorometrice la o concentratie de 2
mg/mL RxPAL. La Tnceput, pentru a determina pH-ul optim in privinta temperaturii de topire (Tm), masuratorile au fost
efectuate n solutii tampon 100 mM, Th domeniul de pH 6-12. Din profilul de pH (Figura 3.a) se observa ca temperatura
de topire maxima se atinge in domeniul pH 8- 8.5 si este aproximativ 63°C.
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Figura 3. Profilul temperaturii de topire al RXPAL Tn conditii diferite de pH.

Urmatoarele masuratori au fost efectuate in solutie tampon Tris-HCI, pH 8.5 la diferite concentratii de substrat
(Figura 3.b), apoi Tn prezenta unor ioni metalici (Mg?*, Zn?*) sau fenilalanina (Figura 3.c). Temperatura de topire a fost
determinata prin citirea valorii derivatei de ordinul intdi din curba negativd obtinutd pe baza valorilor experimentale.
Comparand rezultatele masuratorilor in prezenta substratului cu cele Tn absenta acestuia se observa ca temperatura de
topire (63°C) nu este modificata de prezenta fenilalaninei. Tn schimb, ionul de Mg®" in concentratie de 0.3 mM mareste
cu 1.9°C, iar ionul de Zn** in concentratie de 0.2 uM mireste cu 1.4°C temperatura de topire a proteinei.

Cu scopul de a analiza stabilitatea structurii enzimei s-au efectuat masuratori de spectroscopie de dicroism
circular DC in prezenta produsului natural al reactiei enzimatice, acidul cinamic, deoarece spectrul fenilalaninei se
suprapune peste cel al proteinei. Masurétorile au fost efectuate Th solutii tampon pastrand temperatura constanti (20°C),
n domeniul de pH 6.5-12, la o concentratie RXPAL de 2 mg/mL.
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Figura 4. Spectrele de DC ale RXPAL in UV indepartat si UV apropiat la diferite valori ale pH-ului

Spectrele de DC (Figura 4.) indica faptul ca enzima nu prezintd modificdri semnificative in ceea ce priveste
structura secundard, tertiard si cuaternard a enzimei in intervalul de pH 6.5-11.2, ceea ce inseamna ca structura este
foarte bine pastrata in acest interval de pH. De asemena se poate observa ca, la valori mai mari de 11.5 ale pH-ului, o
parte a structurii enzimei se deterioreaza.

Activitatea enzimatica a fost determinatd prin monitorizarea formarii acidului (E)-cinamic din fenilalanina n
UV la 290 de nm, la diferite concentratii ale substratului (10-40 mM). Masuritorile au fost efectuate in solutie CAPS de
concentratie 100 mM cu pH 11.4 concentratia enzimei fiind 2 uM. Constantele Michaelis-Menten rezultate au fost K, 1
mM iar ke 10 s™. O posibila explicatie pentru aceste valori ar putea fi faptul ca nucleofilul 2-sulfaniletanol folosit la
purificare reactioneazi cu gruparea prostetica MIO puternic electrofila formand un aduct ce inhiba ireversibil enzima. Tn
lipsa agentului reductiv gruparile tiolice interactioneaza intermolecular forménd agregate enzimatice (cross-linked
enzyme aggregates-CLEA), ceea ce duce la precipitare.

Parcurgand etapele mai sus mentionate s-a caracterizat si PAL-ul eucariotic din Petroselinum crispum
(patrunjel, PcPAL). Tn contrast cu RXPAL, activitatea PCPAL e maxima la 37°C si pH 8.8. Mai mult, valorile K, 30 mM
Si kgt 34 5, secondat de faptul ca PcPAL s-a dovedit un biocatalizator util Tn biotransformarea analogilor nenaturali ai
fenilalaninei, calificd aceastd enzima cu un potential superior fatd de RXPAL. Totusi a fost evidetiata, prin masuratorile
de activitate enzimatica, DC si termofluorometrie, o inactivare relativ rapida a PcCPAL.

Comparand omologii eucariotici cu cei procariotici se poate afirma ci acestia din urma contin cu aproximativ
20% mai putini aminoacizi in structura lor. Bucla multihelix C-terminal de aproximatic 200 de aminoacizi, existenta in
PAL-uri eucariote, se situeaza in jurul situsului catalitic restrictionand atasarea substratului, respectiv decuplarea
produsului de reactie de enzima (Figura 5). Mai mult, se presupune ca aceste bucle destabilizeaza structural enzimele.

Monomerul PAL in eucariote Monomerul PAL in procariote 0 s
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Figura 5. Structuri PAL eucariotice si procariotice

Tn privinta termostabilitatii enzimei RXPAL, au fost luati in considerare 2 factori: posibilitatea de formare de
(Figura 6a): Cysss-CySi16, CYS321-CYSazs, CYS231-CYSa2s, Ultimul fiind cel intrahelical, cu cea mai micad importantd. Cysgs
si Cysyi6 sunt plasate la suprafata, ih consecinta aceste cisteine au fost mutate la serine, pentru a Tmpiedica formare de
agregate interproteice. Celelalte cisteine sunt defavorizate in a forma agregate nu numai datoritd numarului mare de
aminoacizi superficiali ionizabili (Glu 8.5%, Arg 8.32% raportate la intreaga secventa), dar si datorita distributiei lor
omogene pe suprafata (Figura 6).



Figura 6 (a) Cisteinele proximale Tn structura RxPAL (domenii galbene) unul din cele patru situsuri catalitice marcat cu
rosu. Modelul suprafetelor (b) PcCPAL si (c) RXPAL. Resturi acide (rosu) cele bazice (albastru). Sarcini izolate pentru
PcPAL si distributie omogena de sarcini, dar acida pe suprafata RXPAL.

Desi posibilitatea de agregare a RXPAL a fost inlaturata, parametrii catalitici ai enzimei nu au fost imbunatatiti.
Acest fapt ne-a condus la concluzia ca, cel putin n cazul RXxPAL, formarea puntilor disulfurice in procesul de expresie
proteica este esentiald. De vreme ce expresia in vector pBAD si E. coli TOP10 nu permite acest lucru, ne-am focusat la
proiectarea genelor native exprimabile Tn vector pET19, compatibile cu celule competente E. coli Rosetta-gami care
asistd posttranslationar la formarea puntilor disulfurice. Pe 1anga genele PCPAL si RXPAL au fost comandate Tn vectorii
de expresie pET19 o serie de fenialaninamoniac-liaze native ca cea din Anabaena variabilis (wt-AvPAL), Streptomyces
maritimus (wt-SmPAL) si Rhodosporidium toruloides (wt-RtPAL), dar si fenialaninamoniac-mutaze native ca cea din
Taxus canadensis (Wt-TcPAM) si Pantoea agglomerans (wt-PaPAM). Este de mentionat faptul ca, dupa caz, codonii
cisteinelor singulare din domeniul shielding (care nu sunt implicate in punti disulfurice) au fost schimbate cu codon
serinic. Redam in continuare secventa aminoacizilor din monomerul wt-PAL (cisteina schimbata cu serina — marcat cu
galben):
MENGNGATTNGHVNGNGMDFCMKTEDPLYWGIAAEAMTGSHLDEVKKMVAEYRKPVVKLGGETLTISQVAAI
SARDGSGVTVELSEAARAGVKASSDWVMDSMNKGTDSYGVTTGFGATSHRRTKQGGALQKELIRFLNAGIFGNG
SDNTLPHSATRAAMLVRINTLQGYSGIRFEILEAITKFLNQNITPCLPLRGTITASGDLVPLSYIAGLLTGRPNSKAVG
PTGVILSPEEAFKLAGVEGGFFELQPKEGLALVNGTAVGSGMASMVLFEANILAVLAEVMSAIFAEVMQGKPEFT]
DHLTHKLKHHPGQIEAAAIMEHILDGSAYVKAAQKLHEMDPLQKPKQDRYALRTSPQWLGPQIEVIRSSTKMIER
EINSVNDNPLIDVSRNKAIHGGNFQGTPIGVSMDNTRLAIAAIGKLMFAQFSELVNDFYNNGLPSNLSGGRNPSLD
YGFKGAEIAMASYCSELQFLANPVTNHVQSAEQHNQDVNSLGLISSRKTSEAVEILKLMSTTFVGLCQAIDLRHLE
ENLKSTVKNTVSSVAKRVLTMGVNGELHPSRFCEKDLLRVVDREYIFAYIDDPCSATYPLMQKLRQTLVEHALKN
GDNERNLSTSIFQKIATFEDELKALLPKEVESARAALESGNPAIPNRIEECRSYPLYKFVRKELGTEYLTGEKVTSPG
EEFEKVFIASKGEIIDPLLESLESWNGAPLPIS

Plasmidele pET19 contin o secventd His6-tag N-terminald cu un situs de clivare recunoscut de catre
enterokinazd, o gena rezistentd la ampicilind, un promotor T7lac si genele PAL, respectiv PAM. Expresiile induse cu
IPTG in E. coli Rosetta-gami au decurs cu randamente bune, n urma purificarii proteinelor prin cromatografie Ni-NTA.
Elutia proteinelor de inetres a fost efectuata cu o solutie de 500 mM imidazol. Tn Figura 7 sunt redate harta genetici a
plasmidelor si electroforegrama din diversele fractii obtinute dupa ruperea peretelui celular, respectiv fractii rezultate in
urma purificarii cromatografice.
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Figura 7. Harta genetica a plasmidei pentru producerea Wt-PaPAM si electroforegrama care certifica expresia si gradul de
puritate al enzimei in diversele stagii de purificare.

Liazele si mutazele astfel obtinute au prezentat parametri catalitici asemanatori celor obtinuti de noi anterior

(pentru PcPAL) sau prezentate Tn literaturd pentru restul de proteine. Cum era de asteptat, activitatea RxPAL s-a
Tmbunatatit, K, 5mM si ke 0.5 5™, dar din pacate aceste valori nu sunt suficient de promititoare pentru a califica aceasta
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enzima n randul biocatalizatorilor utili la scard preparativa. Stabilitatea enzimelor de origine eucariotd a crescut cu
aproximativ 10-15%, efectul destabilizator al helixurilor din domeniul shielding persistand in continuare.

Tn concluzie, s-a demonstrat ci enzimele procariote sunt stabile, dar ineficiente din punct de vedere catalitic, in
timp ce enzimele eucariote sunt instabile structural, dar cu o capacitate biocataliticd insemnata.

Urmatoarea etapd a constat in proiectarea unor mutanti hibrizi care Tmbina domeniul catalitic al enzimelor
eucariote cu domeniul shielding al enzimelor procariote, in speranta producerii unor enzime stabile si eficiente din punct
de vdere catalitic.

Sectiunea de scindare s-a determinat prin alinierea secventelor si inspectia vizuald, tindndu-se cont de doud
catalitic eucariotic) sau a doua intersectari prin Tnserarea buclei procariote intre domeniul catalitic si secventa scurtd C-
terminald, ambele apartindnd domeniului gazda. S-a ales a doua varianta, dat fiind faptul ci s-a evidentiat o interactiune
hidrofoba importanta intre domeniul central si secventa scurta C-terminala la PCPAL. Mai mult, cele doua sectiuni de
scindare sunt bine conservate si apropiate de locul jonctiunii (Figura 8).
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Figura 8. Fragmente rezulate Tn urma alinierii de secvente din PcPAL si AVPAL. Domeniile conservate de intersectare
sunt marcate cu verde

Astfel s-a trecut la evaluarea posibililor hibrizi si s-au proiectat secventele de aminoacizi pentru mutantii
PcPAL(domeniu catalitic)-AvPAL(domeniu shielding), TcPAM(dc)-AvPAL(ds), RtPAL(dc)-AvPAL(ds) si AvPAL(dc)-
PcPAL(ds). Pentru cea din urma se asteapta o scadere a stabillitatii datorita asamblarii domeniul catalitic procariotic din
AVPAL si domeniului shielding puternic destabilizator din PCPAL. Secventa de aminoacizi pentru unul din monomerii
din tetramerul hibrid PcPAL(dc)-AvPAL(ds) este redatd in Figura 9a. Tn Figura 9b, ¢ apar monomerul, respectiv
tetramerul modelat al mutantului hibrid, unde cu albastru Tnchis apare domeniul catalitic din PcPAL, cu albastru deschis
domeniul de intersectare pastrat din PCPAL, cu rosu domeniul de shielding din AvPAL, iar cu galben serine care
nlocuiesc cisteine singulare, neimplicate Tn legaturi disulfurice.

Designul genei si al plasmidei a decurs identic cu cele descrise anterior. Expresia si purificarea tuturor
hibrizilor a fost realizata cu succes utilizind metoda anterior descrisa. Primele determinari de activitate si Stabilitate sunt
promitatoare; mai mult, hibridul mutant PcPAL (dc)-AvPAL(ds) accepta ca substrat si analogi nenaturali ai fenilalaninei.
Estimam ca pana la sfarsitul anului vom realiza caracterizarea completa a activitatii si stabilitatii hibrizilor mutanti.
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FLANPVTNHVQSAEQHNQDVNSLGLISS
RKTSEAVEILKLMSTTFLVGLC[®JA{|P]IE3

A B C

Figura 9. A. Structura primara a mutantului hibrid PcPAL(dc)-AvPAL(ds). B. Structura modelatd a monomerului. C.
Structura cuaternara a homotetramerului



Tn paralel s-a realizat un sir de experimente utilizand substraturi nenaturale nitrofenilalaninice cu wt-PcPAL cu
stabilitate crescuta in care cele 2 cisteine singulare (care nu sunt implicate Tn punti disulfurice) din domeniul shielding
au fost schimbate cu serine. Mai mult, prin mutarea Serl43—Alal43, s-a creat un mutant in care formarea
posttranslationara a gruparii prostetice MIO devine imposibila (PcCPAL MIO deficitar). Sinteza substraturilor este redata
in Schema 2.
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Calea I. a. NaBH, / CH30H; b. SOCI,/CH,Cl,, 0-5°C- r.t.; c. NaH, CH;CONH(COOEt), / DMF, 60°C; d. 18% HCl-dioxan 1:1 (V/V), reflux, 12h; Calea I1. a.
Ph3sP=CHCOOETt/ toluen, reflux, 2 h; b. 10% KOH, reflux.

Schema 2. Sinteza nitrofenilalaninelor si a acrilatilor corespunzatori

Masuratorile cinetice cu wt-PcPAL si PCPAL-MIO deficitar au evidentiat pe de o parte faptul ca wt-PcPAL
poate media cu succes deaminarea tuturor nitrofenilalaninelor investigate, pe de altd parte faptul cd lipsa grupdrii
prostetice puternic electrofile in PcCPAL MIO deficitar este contrabalansata de caracterul puternic electronoatrigator al
grupdrii nitro, astfel deaminarea acestor substraturi decurge cu parametri cinetici acceptabili daca este mediatd de PAL
cu capacitate cataliticd cvasi inexistenta in raport cu substratul sau natural (Schema 3, Tabel 1).

Table 1. Constante cinetice
pentru wt-PAL

Viteze relative

COOH

V ~ COooH - or MIO-less PAL R /—COOH Q/V

Substra Km /r{]/al by Vinax WE-PAL / L - pHES o ’ R "
. (mM X (nur;é) Vinax PAL MIO- ' 200 .
) max deficitar rac-la-c
Phe wt- or MIO-less PAL 12 R
R/\, \_/ COOH COOH
l-Phe 333 1 290 413 O o Q/\NVH 2
rac-la zig' 0%5 243 244 €20 L
racib 646 O 260 52
295. 08 Schema 3. Sinteza la scard preparativa a ambilor enantiomer ¢
rac-1c 5 ’ 6 340 411 nitrofenilalaninei
0.53 mg PAL/ml solutie; 26.5
mg PAL/proba

PcPAL stabilizat prin Tnlocuirea cisteinelor singulare cu serine, respectiv prin formarea puntilor disulfurice
(expresie in Rosetta-gami E. coli), a permis investigarea interactiunii substraturilor nitrate cu mutantul MIO-deficitar,
care pe langa utilitatea practica a reactiilor enzimatice a folosit si la elucidarea mecanismului de interactiune PAL-
substrat [2].
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1. INTERACTIA UNOR HETEROARILALANINE CU ENZIMELE PAL
Liazele sunt enzime care rup legaturile C—C, C-0O, C-N, etc. prin eliminare, cu formarea unei legaturi duble
sau a unui ciclu sau pot cataliza aditia legaturilor duble. Amoniac liazele, care actioneaza asupra legaturii C—N,
catalizeaza formarea prin eliminare de amoniac a unei legaturi o,- nesaturate (Fig. 1.1).
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Figura 1.1. Reactia naturala catalizatia de PAL
Sinteza aminoacizilor naturali si nenaturali in forma homochirald constituie o provocare a chimiei
preparative. Spre exemplu, farmacoforii inhibitorilor proteazei, o clasa importanta de compusi farmaceutici care
actioneaza impotriva virusului HIV, a citomegalovirusului, contin Tn structura lor o entitate analoaga fenilalaninei.
Tn principiu, ammoniac liazele pot fi folosite in acest sens n doua moduri distincte:
1. Utilizarea reactiei inverse stereoconstructive, adica aditia amoniacului la un precursor nesaturat achiral
cu formarea L-aminoacidului.



2. Utilizarea reactiei stereodistructive de eliminare a amoniacului dintr-un amestec racemic al
aminoacidului, cu obtinerea D-enantiomerilor datorita transformarii selective a enantiomerilor L din
racemat. (Figura. 1.2).
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Figura. 1.2. Natura stereoconstructiva si stereodestructiva a amoniac liazelor

Sinteza chimica a acizilor 2-amino-3-(benzofuran-2-il) propionici
- s-arealizat printr-o metoda dezvoltata anterior (Schema 1.1).
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Schema 1.1. Sinteza benzofuran-alaninelor
Sinteza chimica a acizilor 2-amino-3-(feniltiofen-2-il) propionici
Sinteza feniltiofenalaninelor depinde de natura substituentilor prezenti pe inelul furanic, in conformitate cu
reactiile prezentate Tn Schema 1.2.
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Schema 1.2. Sinetza chimica a feniltiofenalaninelor
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Sinteza chimici a (E)-5-feniltiofen-2-il- si (E)-5,7-benzofuran-2-il-acrilatilor
- s-arealizat pornind de la aldehidele corespunzitoare, prin reactiile prezentate ih Schema 1.3.
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Schema 1.3. Sinteza chimica a acizilor acrilici
Toti compusii sintetizati au fost purificati si caracterizati complet din punct de vedere spectral.

Determinarea constantelor cinetice pentru reactia enzimatica a heteroarilalaninelor Determinarile
cinetice au fost efectuate cu un spectrofotometru Agilent 8453 in cuve de 1 mL la 30°C prin Tnregistrarea
absorbantelor specific, timp de 5 minute la interval de 1 minut pentru enzima PAL nativa (wt-PAL). Tn prealabil s-au
determinat coeficientii de extinctie (¢) ai acrilatilor in tampon 0.1 M Tris (pH 8.8) la lungimi de unda (A) la care
aminoacidul corespunzator nu absoarbe (Tabelul 1). Datele calculate, viteza maxima (Vnax) relativ la cea a
derivatului nesubstituit si constanta Michaelis sunt prezentate in Tabelul 1.1.

Tabel 1.1. Datele cinetice ale wt-PAL (din Petroselinum crispum) la 30°C in prezenta unor benzofuran-2-il-alanine

Nr. Substrat € A (nm) CwectL (1g) Km (uM) Vinax(UM/s/ pg) V max/V maxer
1 | 8aH-BF 19226 310 6.85 248 1.61E-02 1.000
2 | 8b 7Et-BF 21821 311 6.9 8000 2.90E-03 0.181
3 | 8c 7TMeO-BF 32267 305 16.9 1770 2.96E-04 0.018
4 | 8d 5Me-BF 6318 311 28.68 133 1.48E-04 0.009
5 | 8f 5Br-BF 2180 310 9.64 882 2.92E-03 0.182
6 | 8e 5CI-BF 15038 310 6.85 903 1.74E-04 0.011
7 | 89 5NO,-BF 405 400 14.5 3240 5.19E-03 0.323

Se pot observa viteze scazute In cazul rac-8b-f, respectiv afinitatea acestor substraturi pentru wt-PAL (Ky,)
ntre 123-8000 mM. Cea mai redusa afinitate s-a determinat pentru rac-8b-c, g. Valoarea mare a K, in cazul rac-1b-
¢ substituit in pozitia 7 a inelului benzofuranic demonstreaza ca apare un impediment steric la atasarea substratului
n situsul catalitic al enzimei. Afinitatea enzimei pentru rac-8d-g care contin substituenti in pozitia 5, depinde de
natura acestora, respectiv de efectele lor electronice.

Comparativ cu PAL din patrunjel, PAL-urile din Rhodosporidium toruloides si Anabaena variabilis
prezinta o toleranta mai redusa la alte substraturi, conform datelor din Tabelele 1.2 i 1.3.

Tabel 1.2. Datele cinetice ale enzimei PAL din Rhodosporidium toruloides la 30°C in prezenta benzofuran-2-il-

alaninelor
Nr. Substrat € A (nm) CwrrL (1) Km (uM) Vmax V max! V maxgr
H-BF 19226 310 6.85 2670 8.0E-03 1.000
5Br-BF 21821 311 6.9 123 8.9E-04 0.111
TEt-BF 32267 305 16.9 22200 8.0E-04 0.100
Tabel 1.3. Datele cinetice ale enzimei PAL din Anabaena variabilis la 30°C in prezenta benzofuran-2-il-alaninelor
Nr. Substrat € A (nm) CwavL (ng) | Km (uM) V max V max! V maxgr
1 H-BF 19226 310 6.85 101 7.6E-03 1.000
2 5Br-BF 21821 311 6.9 389 3.0E-02 3.947




A fost studiata influenta temperaturii asupra interactiunii fenil-tiofen-2-il-alaninelor cu PAL din patrunjel si
s-au obtinut rezultate neasteptate, prezentate in Tabelul 1.4 si Diagrama 1.1.

Tabel 1.4. Datele cinetice obtinute in urma interactiunii fenil-tiofen-2-il-alaninelor cu PAL din Petroselinum

crispum
Nr. Substrat € A (nm) CwecL (Hg) Km (HM) Vmax ("M/S) VmaX/VmaxFT
H-FT (30°C) 97 0.0033 1
H-FT (40°C) 35.9 0.0033 1
. H-FT (45C) L4601 238 51 221 0.01 3.03
H-FT (50C) 423 0.01 3.03
H-FT (55C) 85.9 0.016 4.85
H-FT (60C) 61 0.05 15.15
NO,-FT (30C) 181 0.1 1
NO,-FT (40C) 150 0.14 1.40
2 | NOSFT(45C) | 4005 290 43.2 170 0.2 2
NO,-FT (50C) 195 0.16 1.6
NO,-FT (55C) 134 0.25 2.50
NO,-FT (60C) 97 0.33 3.3
3 MeO-FT (60C) 120608 349 30 303 0.001 1
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Diagrama 1.1. Variatia Ky, 1 Vmax/Vmaxso CU temperatura

2. IMOBILIZAREA FENILALANINAMONIAC-LIAZEI (PAL) PE NANOTUBURI DE CARBON CU UN
SINGUR PERETE (SWNT)

Pentru activarea nanotubului de carbon, 20 mg de SWNT-COOH a fost incubat timp de 5 ore sub agitare la
1350 rpm la temperetura camerei, in 3 mL de 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida clorohidrat 200 mM
(EDAC) in solutie de tampon Tris (0.1M, pH 8.8).

Dupa incubare, proba a fost filtrata si spalatd cu solutie tampon Tris. La nanotubul astfel activat s-au
adaugat 2 mg PAL fintr-un mililitru de solutie tampon, iar amestcul a fost supus agitarii (1350 rpm) peste noapte la
temperatura camerei.

Dupa imobilizarea enzimei, proba a fost filtrata si spalata cu apa distilata (3x10 mL). Concentratia enzimei
a fost masurata la spectrofotometru atat n filtrat cat si Tn apa de spalare folosind metoda Bradford.

Pentru reactia de eliminare, 1 mL de acid 2-amino-3-(tiofen-2-il) propanoic 5 mM (in tampon Tris 0.1M,
pH 8.8) a fost incubat cu 3 mg de enzima imobilizata timp de 22 de ore, la temperatura camerei, la 150 rpm. Dupa
22 de ore, amestecul de reactie a fost filtrat, iar filtratul obtinut a fost concentrat. Enzima imobilizata a fost
reutilizata, Tn aceleasi conditii, de mai multe ori. Conversia rectiilor nu s-a modificat semnificativ in urma reutilizarii
enzimei imobilizate.

In Figura 2.1-2.2 sunt prezentate spectrele 'H-RMN ale amestecurilor obtinute, folosite pentru
determinarea eficacitatii reactiei.
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Figura 2.1. Spectrul "H RMN: reactia de aditie. 22 de Figura 2.2. Spectrul *H RMN: reactia de aditie. 22 de
ore, 40°C ore, 50°C

Conversia depinde semnificativ de temperatura, conform datelor reprezentate in Figura 2.3. Astfel, se poate
observa o scadere drastica a conversiei odata cu cresterea temperaturii la utilizarea enzimei imobilizate pe SWNT.
Figura 2.3. Variatia conversiei in functie de
. temperatura
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Pentru evidentierea structurii microscopice a enzimei si suportului folosit la imobilizare in Figura 2.4 sunt
prezentate imaginile TEM.

Wad

Imagine TEM dupa reactie

Imagine TEM dupa activarea Imagine TEM dupa imobilizarea
nanotubului functionalizat enzimei
Figura 2.4. Imagini TEM utilizate Tn observarea procesului de imobilizare a PAL pe SWNT

3. OBTINEREA UNOR NOI BIOCATALIZATORI SELECTIVI: AGREGATE RETICULATE DE TIP
BIS-EPOXIDIC
Agregatele de enzime reticulate (Cross-linked enzyme aggregates=CLEASs) se formeaza prin precipitarea
lor intr-un solvent, Tn absenta oricarui suport, dar n prezenta unui agent de reticulare cum ar fi glutaraldehida (GA).
Optimizarea metodei de obtinere presupune modificarea solventului sau a cantitatii de GA (cel mai adesea), dar si
folosirea altor aldehide reticulante sau coimobilizarea cu o alta proteina ca de exemplu BSA.

Pe de alta parte, poliglicidileterii ca si glicerol-diglicidileterul (GDE) sau polietilenglicol-diglicidileterul
(PEGDGE) sunt utilizati pe scara larga ca si aditivi pentru reticularea unor polimeri cu grupari aminice, hidroxilice
sau carboxilice. Cu toate acestea ei nu au fost nca utilizati la obtinerea CLEAs.

Studiul efectuat de noi a demonstrat pentru prima data posibilitatea utilizarii GDE ca si reticulant ieftin de tip
bisepoxidic pentru obtinerea CLEAS si a unor co-CLEAs a unor enzime in scopul utilizarii lor ca si biocatalizatori cu
proprietati catalitice superioare.
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Prepararea si morfologia unor CLEAs din lipaze si PAL
Au fost preparate agregate de enzime reticulate ale fenilalaninamoniac-liazelor (Schema 3. 1)
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Schema 3.1. Prepararea CLEAs
A fost comparatd stabilitatea mecanica a diferitelor agregate. In Figura 3.1. este prezentata distributia
dimensiunii particulelor agregatelor de PAL dupa ultrasonare timp de 300 si 600 secunde.
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Figura 3.1. Modificarea distributiei dimensiunii particulelor agregatului de PAL obtinut prin reticulare cu GDE (A) si

GA (B) dupa ultrasonare timp de 300 si 600 s

Se observa ca CLEAs obtinute cu GDE prezinta o distributie mai uniforma (cca 16 pum) si o rezistenta superioara
la ultrasonare n raport cu cele obtinute cu GA (cu o dimensiune de cca. 19 um). Prin compararea imaginilor SEM

ale coagregatelor nereticulate PAL-BSA cu cele reticulate cu GDE si GA, se observa de asemenea diferente
remarcabile (Figura 3.2).

<.,., HEE 1m

Flgura 3.2 Imaglnlle SEM ale copreupltatulw PAL- BSA (A) PAL si BSA co-agregat si reticulat cu GDE (B)
respectiv GA (C)
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Pentru fiecare tip de enzima a fost studiatd eficienta catalitici (Schema 3.2) si s-a Tncercat corelarea
acesteia cu morfologia preparatului enzimatic.
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Schema 3.2. Biotransformari realizate cu biocatalizatorii preparati

Agregatele preparate cu PAL pur recombinant din P. crispum au fost testate Tn reactia de eliminare a
amoniacului din tiofen-2-il-alanina racemic rac-3, reactia de eliminare fiind mai rapida decat pentru substratul
natural, L-Phe.

A ® S5O R Desi ambele tipuri de agregate s-au dovedit active
pentru reactia de eliminarea a amoniacului din L-
40 Phe sau acid 2-amino-3-(tiofen-2-il)propionic rac-
3, In reactia inversa de aditie toate au fost lipsite de
= 55 activitate. Tn schimb coagregatele cu BSA
5 reticulate atat cu GA cét si cu GDE au fost active
§ atat in reactia de eliminare din 3 (Figura 3.3A) céat
g ¥ si an cea de aditie la 4 (Figura 3.3B).

Tn ceea ce priveste recircularea s-au observat o
10 1 diferenta mare Tintre stabilitatea coagregatelor
reticulate (Figura 3.3). Produsele obtinute cu GDE
(- ca agent de reticulare isi mentin activitatea aproape
L Cycfe(n) 4 nealterata chiar si dupa 3 recirculari, chiar si in
B mediu puternic bazic (Figura 3.3B; 6 M NH3, pH
=GDE GA 10.0), In timp ce cele preparate cu GDE sunt

complet inactivate chiar dupa prima utilizare.
Astfel putem afirma ca reticularea cu GDE
2 mareste nu doar stabilitatea mecanica, ci si cea

g operationala.
S 10 +
0 _— I I
1 2 3
Cycle (n)

Figura 3.3. Recircularea coagregatului PAL-BSA reticulat cu
GDE si GA n reactia de eliminare din rac-3 (A) si Tn reactia
de aditie la 4 (B) a amoniacului

4, MODELAREA PRIN OMOLOGIE A AMONIACLIAZELOR SI 2,3-AMINOMUTAZELOR MIO-
DEPENDENTE. COMPARATII MECANISTICE

Alaturi de amoniacliazele PAL si HAL, si 2,3-aminomutzele (PAM si TAM) care catalizeaza formarea
selectiva a B-aminoacizilor (Figura 4.1A) contin ca grupare prostetica 3,5-dihidro-5-metiliden-4H-imidazol-4-ona
(MI10), un electrofil puternic, format prin ciclizarea intramoleculara a unei tripeptide Ala-Ser-Gly (Schema 4.1B).

Banca de Date pentru Proteine (PDB) contine structurile determinate prin difractie de raze X a 10 enzime
diferite in care a fost identificata aceastd grupare prostetica: HAL din Pseudomonas putida, PAL din
Rhodosporidium toruloides, Petroselinum crispum, Anabaena variabilis si Nostoc punctiform, TAL din Rhodobacter
sphaeroides, TAM din Streptomyces globisporus si PAM din Taxus canadensis, Taxus chinensis si Pantoea
agglomerans.
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COOH AL (EC 4.3.1.x) 7\ COOH

Ar + NH;3
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AM (EC 5.4.3.x) .
Ar/\‘/COOH Ar)\/COOH *(R) or (S)
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A

Schema 4.1. A. Schema reactiilor catalizate de liaze (AL) si 2,3-mutaze (AM); B. Formarea gruparii prostetice M1O
commune enzimelor

Au fost analizate secventele enzimelor alese, prezentate Th Tabelul 4.1. Au fost comparate nu numai
enzime care catalizeaza acelasi tip de reactii, ci si enzime care catalizeaza reactii diferite. Analiza a condus la o serie
de observatii interesante. De exemplu, prin suprapunerea situsului activ al PIHAL si AvPAL (Figura 4.1 A) se

observi ca resturile GIn452 si Glu412 sunt localizate in aceeasi pozitie, aproape de Tyr314. GIn411 din PIHAL este
n aceeasi pozitie ca si Asn451 in AvPAL.

GLuse

Figura 4.1. Situsul catalitic al amoniac-liazelor si amino-mutazelor aromatice (verde) comparativ cu situsul activ al
AVPAL (3CZO, colorat In roz). a. Modelul de omologie al PIHAL b. Structura cristalina a TCPAM c. Modelul de
omologie al SMPAM d. Structura cristalind a RSTAL e. Structura cristalind a SgTAM.
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