Raport stiintific sintetic al proiectului (2012-2016)
AMONIAC LIAZE SI AMONIAC MUTAZE NATIVE SI MUTANTE IMOBILIZATE
PENTRU OBTINEREA ANALOGILOR DE ALFA- SI BETA-FENILALANINA

1.PAL si PAM native si mutante

Fenilalanin amoniac liazele (PAL; EC 4.1.3.24) catalizeazd deaminarea non-oxidativd a L-fenilalaninei in acid (E)-
cinamic, iar fenilalanin 2,3-aminomutazele (EC 5.4.3.x) catalizeazd izomerizarea L-fenilalaninei la L- sau D-B-
fenilalanine, in functie de originea enzimei (Schema 1.1.). Tn timp ce PAL sunt frecvente in plante, unde au un rol esential
in formarea fenilpropanoidelor, au fost identificate pana in prezent doar cateva PAL bacteriene. PAL si PAM sunt
folosite ca biocatalizatori pentru sinteza L-o-amino acizilor din acrilati (PAL), in procese de rezolutie cinetica cu formarea
D-a-aminoacizilor din racemati (PAL), sau pentru sinteza L- sau D-B-arilalaninelor (PAM).
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Schema 1.1. Reactii catalizate de PAL si PAM. Formarea posttranslationara a gruparii puternic electrofile MIO.

PAL este un homotetramer alcatuit din subunititi monomerice care pot fi Impartite in trei domenii. Primul este domeniul
MIO catalitic, in care se afla gruparea prostetica. Secventa de aminoacizi care codifica aceastd grupare prostetica este strict
conservatd. Al doilea domeniu este domeniul central, iar al treilea domeniu este domeniul cunoscut sub numele de
“shielding-domain” care se presupune a avea un rol de aparare si/sau regulator (Figura 5.). Domeniile sunt conectate cu
bucle mobile. Gruparea MIO se formeaza in urma ciclizdrii posttranslationale, autocatalitice a unei tripeptide interne Ala-
Ser-Gly, prin eliminarea a doud molecule de apa.

Initial am exprimat in E. coli PAL din patrunjel PcPAL(eucariotic) si PAL dintr-o bacterie termofild Rubrobacter
xylanophilus RXPAL radiotoleranta (NCBI cod: YP_644511.1, Uniprot cod: Q1AV79, care codificd 540 AA) cu crestere
optima la 65°C si am investigat proprietitile acestora.

Aceasta din urma a fost gasita prin folosirea programului/algoritmului BLASTp din baza de date non-redundanta pentru
proteine NCBI utilizdnd secventa de la PAL provenita de la Photorhabdus luminescens (PIPAL) (Duchaud et al. 2003,
Williams et al. 2005) (Uniprot cod: Q7N4T3). in 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
exprimatd in Escherichia coli. Folosind tehnica PCR, gena nou sintetizatd — formata din 1632 perechi de baze — aflata in
vectorul de clonare pMK si clonatd in vectorul de expresie pBAD-HisB, are o etichetd de 6 histidine la capatul N-
terminal, astfel Tncat poate fi purificata cu usurinta din lizat cu cromatografie Ni-NTA. Alte avantaje oferite de noul vector
sunt 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 corespunzatoare tulpinei, respectiv carbenicilind, pe baza
genelor de rezistentd la antibiotic codate Tn plasmide. Vectorul rezultat a fost confirmat prin secventiere folosind
promotorul pBAD si amorsele (primerii) “forward” si “reverse” (5>-CCTGACGCTTTTTATCGCAACTC-3’ si respectiv
5’-GAGGCATCCTGGTACCCCAG-3’).

Dupa optimizarea expresiei, RXPAL a fost supraexprimata in E. coli TOP 10 intr-o forma solubila cu capatul N-
terminal care contine His6-tag (RxPAL). Proteina recombinatd RXPAL a fost purificatd prin cromatografie de afinitate
folosind Ni-NTA. Pentru a analiza exprimarea (probele: Tnainte de inductie, inainte 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 in imaginile gelurilor (Figura 1.1.), enzima RXPAL, cu masd moleculard de 58.4 kDa, a fost produsi si
purificata cu succes.
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Figura 1.1. Verificarea exprimarii (a) si purificarii (b) proteinei fenilalanin amoniac-liaza Rubrobacter xylanophilus (RXPAL) 1n tulpina E. coli TOP10a.
ProSieveTM QuadColor™ protein marker, 17 kDa — 250 kDa; A- cultura de celule inainte de inductie B- lizat bacterian; C-supernatant cu proteina
recombinatdb. A- ProSieveTM QuadColor™ protein marker, 17 kDa—250 kDa; B - F -fractiile dupa eluarea proteinei de pe coloana

Activitatea enzimei a fost urmaritd prin spectrofotometrie, la lungimea de unda de 290 nm, prin monitorizarea formarii
produsului ((E)-acid cinamic) din substratul natural, fenilalanina. Tn primul rand s-a pus accent pe determinarea pH-ului
optim al enzimei, masuratorile au fost efectuate in solutii tampon pastrand taria ionicd si temperatura constante, in
domeniul de pH 6.5-12, timp de 7 minute. S-a ajuns la profilul de pH din Figura 1.2. Tn reprezentarea pantelor in functie
de pH (graficul din partea dreaptd) se observa doua valori de pH optim, primul la 8.5, 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.
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Figura 1.2. Profilul de activitate al RXPAL in conditii diferite de pH
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Stabilitatea termica 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), masurétorile au fost efectuate in solutii
tampon 100 mM, ih domeniul de pH 6-12. Din profilul de pH (Figura 1.3.a) se observa ca temperatura de topire maxima
se atinge in domeniul pH 8- 8.5 si este aproximativ 63°C.

5 : e

o
- @ v o e \ "
&0 ° . g % :’.' i ot
* ? 0 JM v gl‘ fa
» i} | | .
-0 = ; -
C ‘ fus :
» ) *oﬂ -
v * . s
-
45 om0
n
I W0
2 N N @ W o M W AT o o
55 65 75 RS 55 WS 113 128 -2 AR S TR e T
s
pi
b C

a
Figura 1.3. Profilul de temperatura de topire al RXPAL in conditii diferite de pH

Urmitoarele masuratori s-au facut in solutie tampon Tris-HCI, pH 8.5 la diferite concentratii de substrat (Figura 1.3.b),
apoi in prezenta unor ioni metalici (Mg?*, Zn?*) sau fenilalanina (Figura 1.3.c). Temperatura de topire a fost citita din
curba negativa a derivatei de gradul Intdi a curbei experimentale. Comparand rezultatele masuratorilor in prezenta
substratului cu cele in absenta acestuia se observa ca temperatura de topire (63°C) nu este modificata deprezenta
fenilalaninei, Tn schimb, ionul de Mg?®* in concentratie de 0.3 mM mareste cu 1.9°C iar ionul de Zn®* i
0.2uM mareste cu 1,4°C temperatura de topire a proteinei.

Tn scopul de a analiza stabilitatea structurii enzimei s-au efectuat masuritori de spectroscopie de dicroism circular DC n

prezenta produsului natural al reactiei enzimatice, acidul cinamic, deoarece spectrul fenilalaninei se suprapune peste cel al

2

n concentratie de



proteinei. Masuratorile au fost efectuate in solutii tampon pastrand temperatura constanta (20°C), in domeniul de pH 6.5-
12, 1a o concentratie RxPAL de 2 mg/mL.
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Figura 1.4. Spectrele de DC ale RXPAL in UV indepartat si UV apropiat la diferite valori ale pH-ului

Spectrele de DC (Figura 1.4.) indica faptul cd enzima nu prezintd modificdri semnificative in ceea ce priveste structura
secundara, tertiara 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.
A ctivitatea enzimatica a fost determinata prin monitorizarea formarii acidului (E)-cinamic din fenilalanind in
UV la 290 de nm, la diferite concentratii ale substratului (10-40 mM). Masuratorile 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 posibild explicatie pentru aceste valori ar putea fi faptul ci nucleofilul 2-sulfaniletanol folosit la
purificare reactioneazi cu gruparea prostetici MIO puternic electrofild formand un aduct ce inhiba ireversibil enzima. Tn
lipsa agentului reductiv gruparile tiolice interactioneaza intermolecular formand agregate enzimatice (cross-linked enzyme
aggregates-CLEA), ceea ce duce la precipitare [1].

Parcurgind 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, 30mM si
ke 345, secondat de faptul ca PcPAL s-a dovedit un biocatalizator util Tn biotransformarea analogilor nenaturali ai
fenilalaninei, calificd aceasta 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 PcPAL.

Comparand omologii eucariotic cu cei procariotici se poate afirma cé acestia din urma contin cu aproximativ
20% mai putini aminoacizi in structura lor. Bucla multihelix C-terminal de aproximatic 200 de aminoacizi, existentd in
PAL-uri eucariote, se situeazd in jurul situsului catalitic restrictionind atasarea substratului, respectiv decuplarea
produsului de reactie de enzima (Figura 1.5). Mai mult, se presupune ca aceste bucle destabilizeaza structural enzimele.
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Diferenta intre monomerul PAL din eucariote si cel din procariote ~ A. PCPAL B. P. luminiscens PAL ~ C. RxPAL (modelat)
Figura 1.5. Structuri PAL eucariotice si procariotice

In privinta termostabilititii RxPAL au fost luati in considerare 2 factori: posibilitatea de formare de punti
Cy535-CySi16, CyS321-CySaze, CyS231-CySaog, Ultimul fiind cel intrahelical, cu cea mai mica importantd. Cysgs si CySyie Sunt
plasate la suprafatd, in consecintd 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 secventd), dar si datorita distributiei lor omogene pe
suprafata (Figura 1.6).



Figura 1.6. (a) Cisteinele proximale in structura RXPAL (domenni galbene) unul din cei patru situsuri catalitice marcat cu rosu. Modelul suprafetelor
(b) PcPAL 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 inlaturatd, parametri catalitici ai enzimei nu au fost
imbunatatiti. Acest fapt ne-a condus la concluzia ca, cel putin in cazul RXPAL, formarea puntilor disulfurice Tn procesul de
expresie proteica este esentiald. De vreme ce expresia in vector pBAD si E. coli TOP 10 nu permite acest lucru, ne-am
focusat la proiectarea genelor native exprimabile Tn vector pET19, compatibile cu celule competente E. coli Rosettagami
care asistd posttranslationar la formarea puntilor disulfurice. Pe 14ngd genele PcPAL si RXPAL au fost comandate n
vectorii de expresi pT19 o serie de fenialanin amoniac liaze native ca cea din Anabaena variabilis (wt-AvPAL),
Streptomyces maritimus (wt-SmPAL) si Rhodosporidium toruloides (wt-RtPAL), dar si fenialanin amoniac 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. Reddm in continuare secventa aminoacizilor din monomerul wt-PAL (cisteind schimbata cu serind marcat

cu galben):
MENGNGATTNGHVNGNGMDFCMKTEDPLYWGIAAEAMTGSHLDEVKKMVAEYRKPVVKLGGETLTISQVAAISARDGSGVTVELSEAARAG

QNITPCLPLRGTITASGDLVPLSYIAGLLTGRPNSKAVGPTGVILSPEEAFKLAGVEGGFFELQPKEGLALVNGTAVGSGMASMVLFEANILAVLA
EVMSAIFAEVMQGKPEFTDHLTHKLKHHPGQIEAAAIMEHILDGSAYVKAAQKLHEMDPLQKPKQDRYALRTSPQWLGPQIEVIRSSTKMIEREI
NSVNDNPLIDVSRNKAIHGGNFQGTPIGVSMDNTRLAIAAIGKLMFAQFSELVNDFYNNGLPSNLSGGRNPSLDY GFKGAEIAMASYCSELQFLA
NPVTNHVQSAEQHNQDVNSLGLISSRKTSEAVEILKLMSTTFVGLCQAIDLRHLEENLKSTVKNTVSSVAKRVLTMGVNGELHPSRFCEKDLLR
VVDREY IFAY IDDPCSATYPLMQKLRQTLVEHALKNGDNERNLSTSIFQKIATFEDELKALLPKEVESARAALESGNPAIPNRIEECRSYPLYKFVR
KELGTEYLTGEKVTSPGEEFEKVFIASKGEIIDPLLESLESWNGAPLPIS]

Plasmidele pET 19 contin o secventad His6-tag N-terminald cu un site de clivare cu enterokinaza, o gena
rezistentd la ampicilind, un promotor T7lac si genele PAL, respectiv PAM. Expresiile induse cu IPTG in E. coli
Rosettagami au decurs cu randamente bune, la purificarea proteinelor prin cromatografie Ni-NTA elutia decurgind cu o
solutie de histidind 50 mM. Tn Figura 1.7 sunt redate harta genetica a plasmidelor si electroforegrama din diversele fractii
obtinute dupa ruperea peretelui celular, respectiv elfuenti de la purificarea cromatografica.
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Figura 1.7. Harta genetica a plasmidei pentru producerea wt-PaPAM si electroforegrama ce certifica expresia si puritatea enzimei in diversele stagii de
purificare.

Analiza SDS-PAGE a enzimei PaPAM purificate

Puritatea PaPAM s-a verificat prin analizi SDS-PAGE. Probele s-au fiert timp de 5 minute in solutie tampon
Laemmli si s-au incarcat pe SDS-PAGE de 12% (Fig. 1.8).
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Figura 1.8. Purificarea PaPAM cu Ni-NTA. Banda A: marker de masa, Banda B: supernatant, Banda C:efluent,
Banda D: pelet, Banda E: LS1, Banda F: HS, Banda G:LS2, Banda H: 20 mM Imidazol, Banda I: 350 mM
Imidazol, Banda J: 1 mM Imidazol.

Liazele si mutazele astfel obtinute au prezentat parametri catalitici asemanatoare celor obtinuti de noi anterior (pentru
PcPAL) sau prezentate in literaturd pentru restul de proteine. Cum era de asteptat, activitatea RXPAL s-a imbunatatit, K,
5mM si ke 0.5, dar din pacate aceste valori nu sunt suficient de promititoare pentru a califica aceastd enzima in randul
biocatalizatorilor utili la scard preparativa. Stabilitatea enzimelor eucariotice 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 catalitic, pe cind enzimele eucariote sunt

instabile structural, dar cu o capacitate biocatalitica insemnata.

2. Sinteza chimica a a- si B-arilalaninelor nenaturale racemice si a acizilor acrilici

corespunzatori

Tn vederea investigarii activitatii enzimelor fenilalanin amoniac-liaza (PAL), respectiv fenilalanin aminomutaza
(PAM), au fost sintetizate prin procese chimice conventionale (Figura 1.) o serie de a- si B-aril- si heteroarilalanine
racemice, analogi nenaturali ai a- si B-fenilalaninei.

Sinteza compusilor porneste de la (hetero)aril-aldehidele corespunzitoare. in prima fazi, pentru obtinerea
acizilor 2-amino-3-((hetero)aril-2-il)propionici aldehidele au fost supuse unei etape de reducere cu NaBH, in MeOH
fa alcoolii corespunzatori. Halogenarea alcoolilor cu clorura de tionil in CH,Cl, si in prezentd de benzotriazol
conduce la formarea cloroderivatiilor, care printr-o etapa de cuplare cu dietil-2-acetamido-malonat produc dietil-2-
acetamido-2-(aril-metil)-malonati. Prin hidroliza bazica in solutie de 10% NaOH, urmata de decarboxilare in toluen
la reflux se obtin acizii 2-acetamido-3-(hetero)aril-propionici. Deprotejarea gruparii amino are loc in solutie de 18%
HCI la reflux (Figura 2.1, Calea 1.).

Acizii 3-amino-3-((hetero)aril-2-il)propionici au fost obtinuti prin reactie Rodionov modificat. Cuplarea
aldehidelor cu acetat de amoniu si acid malonic are loc in prezentd de acetat de sodiu si o cantitate catalitica de apa.
Drept solvent se foloseste 2-propanol (Figura 2.1, Calea 2.).

Sinteza acizilor (E)-3-(hetero)aril acrilici consta in 2 etape (Figura 2.1, Calea 3.). Aldehidele corespunzétoare se
transforma in acizi acrilici etil esteri printr-o reactie de cuplare cu esterul etilic ai acidului trifenil-A>-fosfaniliden
acetic. Esterii astfel obtinuti sunt hidrolizati intr-o urmatoare etapa in solutie de 10% KOH, obtinand acizii acrilici

corespunzatori.
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Figura 2.1. Sinteza substraturilor racemice
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Sinteza chimica a acizilor 2-amino-3-(benzofuran-2-il) propionici

s-a realizat printr-o metoda dezvoltata anterior (Schema 2.1).
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Schema 2.1. Sintezaf 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 in Schema 2.2.
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Schema 2.2. Sinetza chimica a feniltiofenalaninelor
Sinteza chimica a (E)-5-feniltiofen-2-il- si (E)-5,7-benzofuran-2-il-acrilatilor

s-a realizat pornind de la aldehidele corespunzatoare, prin reactiile prezentate in Schema 2.3.
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Schema 2.3. Sinteza chimica a acizilor acrilici
Sinteza compusilor nearomatici, potentiali substraturi pentru reactii catalizate de PAL

Rezultatele preliminare arata ca enzima PCPAL accepta o gama larga de substraturi noi care contin legaturi
m-conjugate. Printre acestea propargil glicina are importanta deosebita, deoarece este un aminoacid nearomatic, dar
cu legaturi conjugate si cu aplicatie largd in chimia peptidelor. Astfel a fost elaboratd sinteza enantioselectiva a
propargil glicinei prin intermediul afenilalanin amoniacliazei.

Conform strategiei de sinteza a fost realizata sinteza acidului acrilic 2 si a aminoacidului racemic rac-1
(Fig.2.4). Acidul acrilic 2 a fost sintetizat din alcoolul propargilic (Fig. 2.4a), printr-o reactie one-pot: oxidare cu
PDC si reactie Wittig cu trifenilfosfinilida a aldehidei produsa in-situ, obtinindu-se esterul corespunzator. Hidroliza
esterului a fost optimizata, optdndu-se pentru hidroliza enzimatica catalizata de PLE (pig liver esterase), din cauza
conditiilor blande de reactie necesare si a cauza stabilitatii scazute a acrilatului.
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Figura.2.4. Strategia de sinteza a noilor potentiale substraturi nearomatice ale enzimei PCPAL

Toti compusii sintetizati au fost purificati si caracterizati complet din punct de vedere spectral.

3. INTERACTIA UNOR HETEROARILALANINE CU ENZIMELE PAL

Sinteza aminoacizilor naturali si nenaturali in forma homochirala constituie o provocare a chimiei
preparative. Spre exemplu, farmacoforii inhibitorilor proteazei, o clasa importanta de compusi farmaceutici care
actioneaza impotriva virusului HIV, influenza, a citomegalovirusului, contin in structura lor o entitate analoaga
fenilalaninei.

In principiu, amoniacliazele pot fi folosite in acest sens in doua moduri distincte:

1. Utilizarea reactiei inverse stereoconstructive, adica aditia amoniacului la un precursor nesaturat achiral
cu formarea L-amino acidului

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. (Fig. 1.2).

R2 R2
COOH
R, R, _IN_COOH + NH,
NH,
AL (EC 4.3.1.x)  o.p-unsaturated acid
+ —_— +
R, Ry
__COOH __COOH
R1 T R1 z
NH, NH,
rac-Amino acid D-Amino acid

Fig. 3.1. Natura stereoconstructiva si stereodistructiva a amoniacliazelor

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
inregistrarea absorbantelor specific timp de 5 minute la interval de 1 minut pentru enzima PAL nativa (wt-PAL). In
prealabil s-au determinat coeficientii de extinctie (¢) ai acrilatilor in tampon 0.1 m Tris (pH 8.8) la lungimi de unda



(») la care aminoacidul corespunzator nu prezinta absorbtie (Tabelul 1). Datele calculate, viteza maxima (Vi)
relativ la cea a derivatului nesubstituit si constanta Michaelis sunt prezentate in Tabelul 3.1.

Tabel 3.1. Datele cinetice ale wt-PAL (din Petroselinum crispum) la 30°C in prezenta unor benzofuran-2-il-alanine

Nr. Substrat € A(nm) | CwpcL (ug) Km (uM) Vinax(BM/s/ u8) | Vimax!Vimaxar
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 | 8¢ 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 observa viteze scazute in cazul rac-8b-f, respectiv afinitatea acestor substraturi pentru wt-PAL (K,,) intre 123-

8000 mM. Cea mai redusa afinitate s-a determinat pentru rac-8b-c, g. Valoarea mare a K, in cazul rac-1b-c

substituit in pozitia 7 a inelului benzofuranic demonstreaza ca apare un impediment steric la atasarea substratului in

situsul catalytic al enzimei. Afinitatea enzimei pentru rac-8d-g care contin substitueni in pozitia 5, depinde de natura

acestora, respective de efectele lor electronice.

Comparativ cu PAL din patrunjel, PALurile din Rhodosporidium toruloides si Anabaena variabilis prezinta o

toleranta mai redusa la alte substraturi, conform datelor din Tabelele 3.2 si 3.3.

Tabel 3.2. Datele cinetice ale PAL din Rhodosporidium toruloides la 30°C in prezenta benzofuran-2-il-alaninelor

Nr. Substrat & A (nm) cwrTL (1g) Km (uM) V max 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 3.3. Datele cinetice ale PAL din Anabaena variabilis la 30°C in prezenta benzofuran-2-il-alaninelor

Nr. Substrat € A (nm) CwavL (llg) Km (HM) Vmax Vmax/VmaXBF
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 diagrama 3.1 .



4-Nitrofeniltiofen-alanini

Vmax/Vmax30

25 30 35S 40 45 50 55 60 65 25 3 1S 40 4 50 55 60 65

Temperatura Temperatura

Diagrama 3.1. VariatiaKp, si Vinax/Vmaxso CU temperatura

Tn paralel s-a realizat un sir de experimente utilizand substraturi nenaturale nitrofenilalaninice cu wt-PcPAL cu stabilitate
crescutd in care cele 2 cisteine singulare (care nu sunt implicate in punti disulfurice) din domeniul shielding au fost
schimbate cu serinie. Mai mult, prin mutarea Ser143—Alal43, s-a creat un mutant in care formarea posttranslationara a
gruparii prostetice MIO devine imposibila (PcPAL MIO deficitar). Sinteza substaturilor este redata in Schema 2.

1,2 R
REN 0 R cooH [
L COOH Caleal. R\ 4 Calea Il. AN\ / g 2.NO,
— — 3-NO
HoN ¢ 4-NO.
rac-la-c (E)-2a-c

Calea I. a. NaBH, / CH30H; b. SOCI,/CH,Cl,, 0-5°C- r.t.; c. NaH, CH3CONH(COOEt), / DMF, 60°C; d. 18% HCI-dioxan 1:1 (V/V), reflux, 12h; Calea Il. a.
Ph3sP=CHCOOEt/ toluen, reflux, 2 h; b. 10% KOH, reflux.

Figura 3.2. Sinteza nitrofenilalaninelor si a acrilatilor corespunzatori

Masuritorile cinetice cu Wt-PcPAL si PcPAL-MIO deficitar au evidentiat pe de o parte faptul cd wt-PcPAL poate media
cu succes deaminarea tuturor nitrofenilalaninelor investigate, pe de alta parte faptul ca lipsa gruparii prostetice puternic
electrofile in PcPAL MIO deficitar este contrabalansata de caracterul puternic electronatragator al gruparii nitro, astfel
deaminarea acestor substraturi decurge cu parametri cinetici acceptabili daca este mediatd de PAL cu capacitate catalitica
quasi inexistenta in raport cu substratul sau natural (Schema 3.1, Tabel 3.1).

Table 3.1. Constante cinetice pentru - . COOH
WEPAL Viteze relative - COOH o hodess PAL R /coon Q/n
Viad T O :
Substrat nove Myaz Vinax WE-PAL / Vinax R pHSS R
(mM) P::X (nm) PAL MIO-deficitar racdac (E)-2a-c p-la-c
wt- or MIO-less PAL
I-Phe 333 1 290 413 R@fcow e Q/\(COOH
— NH.
rac-la 2681 057 243 244 6M NH; pH 10.2 Y
-2a- -la-
rac-lb 646 021 260 52 ®)-2acc e
rac-1c 2955 0.86 340 411

Schema 3.1 Sinteza la scard preparativa ai ambilor enantiomer ai nitrofenilalani
0.53 mg PAL/ml solutie; 26.5 mg PAL/proba

PcPAL stabilizat prin inlocuirea cisteinelor singulare cu serine, respectiv prin formarea puntilor disulfurice (expresie in
Rosettagami 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].

4. INTERACTIA UNOR HETEROARILALANINE CU ENZIMELE PAM

Specificitatea de substrat a PaPAM (Fig.4.1a) s-a testat cu o gama larga de (S)-a-arilalanne aromatice si
heteroaromatice. Efectele sterice si electronice ale substiuentilor inelului aromatic au avut o influentd semnificativa
atat asupra eficientei catalitice cit si asupra formdrii arilacrilatilor, produsi secundari. S-a observat ca (S)-a-
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fenilalaninele 3-substituiti s-au transformat mai rapid dect izomerii 2- sau 4 substituiti. Pentru explicarea acestor
observatii s-au efectuat analize computationale ale interactiunilor substatrt — PaPAM prin studii de docking de
substrat. Recent s-a aratat ca celulele intregi recombinante de E. coli din care se exprimda PaPAM pot deasemenea
produce (S)-p-arilalanine enantiopure din (S)-a-arilalanine. Insi PaPAM nu a catalizat transformarea mai multor (S)-
a-fenilalanine 2-substituiti studiati.

Profilul de timp al reactiilor a aratat ca dupd un timp relative scurt (2-6 ore) o stare de echilibru se atinge n
cazul ambilor reactii enzimatice, folosind rac-B-fenilalanine (Fig. 4.1C) sau rac-a-fenilalanine (Fig. 4.1B) ca si
substrat.

Prin urmare, rezultate obtinute dupa 20 de ore aratd distributia finald de produs aproape de starea de
echilibru, dupa timpi de reactie mai lungi formarea de produs nu s-a mai observat.

Transformarea (+)-a-arilalaninelor (rac-1a-1) cu PaPAM

In conformitate cu rezultatele anterioare PaPAM nu a catalizat transformarea (S)-a-fenilalaninelor 2-
substituiti cu grupari atragatoare de electroni. Studiul nostru, pornind de la (£)-a-arilalanine rac-1a-1 (Fig. 4.2A) a
confirmat validitatea acestor observatii si pentru amestecuri racemice (Tabel 4.1).

A) (S)-a—phenylalanine (S)-B-phenylalanine

Tyry-0 Tyr;-O
HoH H H
“ooc,\ -
? ooc ™
® -cinnamate @
_ N (E) NH;
2 -
Tyr,-0O~ e Tyry-O
10 ooc H e
N Q Yy NS
N N
M Tyry: Tyrzg
1L Tyry: Tyrapg ] 1L 1L
Tyr-0 Tyr,-OH Tyr-0~
- n H i - Ho oy
ooc 6
ooc \" L = ooc ™
SHN® H NH, < “NH,
Tyr,-OH - Tyr,-OH - Tyr-OH
o o
N N0 N <
N LN N
B) PaPAM ®
c NH,
coo coo 3
Ar I Ar (EC 5.4.3.11) coo”
*NH, *NH, Ar
(S)-a-arylalanine (R)-a-arylalanine (S)-p-arylalanine
[®) . o
A ceo Ecpsa ZZ'\/: 1 Y Ve
| J(EC5431) coo . I coo
NH; Ar Ar

(S)-a-arylalanine

(R)-p-arylalanine

(S)-p-arylalanine

Figura 4.1 Mecanismul de actiune a PaPAM ( (B) transformarea a-arilalaninelor racemice (C

transformarea B-arilalaninelor racemice

In prezenta de PaPAM produsul nu a putut fi detectat cu (+)-a-(2-chlorofenil)alanine (rac-1g) sau ()-o-(2-
nitrofenil)alanine (rac-1j), in timp ce cu (z)-a-(2-fluorofenil)alaninele (rac-1d) substituite cu cel mai mic atom de
halogen, s-a observant activitate modreata de mutaza in formarea (S)-B-(2-fluorofenil)alanine (S)-2d enantiopure.

Conversia (%) a-fenilalaninelor 3 substituiti (rac-1e,h,k) cu PaPAM dupa 20 de ore a fost moderat mai
rapid decét substraturilor 2-substituiti rac-1d, dar totusi mai lent decét cu (+)-a-fenilalanine (rac-1a).

Comparatia conversiile (+)-a-fenilalaninelor 4-substituiti (rac-1c,f,i,I) cu PaPAM dupa 20 de ore au
indicat faptul ca folosind (+)-4-fluoro- (rac-1f) si (+)-4-bromo-a-fenilalanine (rac-1c) s-au atins conversii
cu aproximativ 1.2 mai mari decat cu (£)-4-cloro-(rac-1i) sau (x)-4-nitro-a-fenilalanine (rac-1l).

Deasemenea s-au investigar si reactiile () a-arilalaninelor suportand grupari tiofen-2-il (rac-1b) catalizate
de PaPAM. Conversia ()-a-(tiofen-2-il)alaninelor (rac-1b) a fost similar cu cele ale (x)-a-fenilalaninelor (rac-1a).

11



NH,

A) - _COOH PaPAM - _COOH I coon . _COOH
R Y R - + R - + R -
100 mM (NH,),CO4
NH, pH 8.0 NH,
rac-1a-l (R)-1a-l (S)-2a-l 3a-l
B) NH, NH,
COOH PaPAM - COOH - COOH - COOH
R R + RT + RO
100 mM (NH,4),CO4 NH
pH 8.0 2
rac-2a-l (S)-1a-l (R)-2a-l 3a-l
a: R = phenyl d: R = 2-fluorophenyl g: R = 2-chlorophenyl j: R = 2-nitrophenyl
b: R = thiophen-2-yl e: R = 3-fluorophenyl h: R = 3-chlorophenyl k: R = 3-nitrophenyl
c: R = 4-bromophenyl f: R = 4-fluorophenyl i R =4-chlorophenyl I: R = 4-nitrophenyl

Figura 4.2 Transformarea (x)-a-arilalaninelor rac-1a-1(A) si ) (x)-p-arilalaninelor rac-2a-l (B) catalizate de PaPAM

Tntr-un studiu anterior s-a observant o activitate neglijabili de ammoniac lizaza cu (S)-1a la temperature

reduse (sub 30 °C). Totusi, intr-un alt studiu, ca si in cel prezent, s-a observat formarea unei cantitéti substantiale de
(E)-arilacrilati in mai multe cazuri (3a,b,d,e,f,h,I Tabel 1), indicand o activitate substantialda de PaPAM.
Folosind (%)-4-bromo- (rac-1c), (x)-4-cloro (rac-1i) si (#)-3-nitro-a-fenilalanind (rac-1k) ca si substrat nu s-a
observant astfel de activitate. O cantitate relative mare de arilacrilati s-au format in reactiile folosind substrauri cu
grupari aromatice mai mici, cum ar fi (£)-a-fenilalanine (rac-1a), (z)-a-(tiofen-2-il)alanine (rac-1b) si (+)-2-fluoro-
a-fenilalanine (rac-1d).

Rezultatele cu (+)-a-arilalanine (rac-1a-l) au demonstrat ca activitatea de mutaza si/sau mutaza a PaPAM a
fost afectata de natura componentei aromatice a substrarului. Enantiopuritatea ridicatd a produsilor [ee >98% pentru
(S)-2a-f,h,i,k,lI] a indicat enentioselectivitate ridicatda a izomerizarii catalizate de PaPAM in directia a—p.
Stereoselectivitaeca mare a izomerizarii catalizate de PaPAM a arilalaninelor (S)-a- si (S)-p a fost un avantaj major in
comparatie cu stereoselectivitatea izomerizarii catalizate de SMPAM.

Transformarea (z)-p-arilalaninelor (rac-2a-1) cu PaPAM

Pentru a explora potentialul rezolutiilor cinetice enzimatice a (+)-o- si B-arilalaninelor pentru prepararea produsilor
antipodali, am extins acest studiu spre reactii ale (+)-B-arilalaninelor rac-2a-1 (Fig. 4.2B si Tabel 4.2). Profilul de
timp similar a formarii de produs in reactiile catalizate de PaPAM din (S)-B-fenilalanine si rac-p-fenilalanine a aratat
ca (R)-B-fenilalaninele nu actionezai ca si inhibitor semnificatic.

Spre deosebire de (¥)-a-fenilalaninele 2-substituiti su substituenti largi (rac-1g,j), care aparent nu sunt acceptati ca
si substrat de PaPAM, toate (+) B-fenilalaninele 2 substituiti din acest studiu (rac-1d,g,j) au fost usor transformati.
Pe de alta parte nu s-a observant conversii cu PaPAM folosind B-fenilalanines (x)-3- si  (¥)-4 substituiti cu
substituenti cu grupari voluminoase de atragatori de alectroni ca si substrat (rac-2c,h,i,k,l).

Conversia (+)-B-(tiofen-2-il)alaninelor (rac-2b) si a (£)-3-fluoro-p-fenilalaninelor (rac-2e) catalizate de PaPAM au
fost superioare celor de (+)-B-fenilalaninelor (rac-2a). (x)-4-fluoro-B-fenilalaninele (rac-2f) au fost convertite
similar cu (+)-p-fenilalanine (rac-2a), pe cand (+)-4-bromo-p-fenilalaninele (rac-2c) au fost transformate la izomerul
o (S)-1c si p cantitate redusa de 4-bromocinnamat (3¢) la o conversie inferioara decat rac-2a. In toate cazurile, cu
exceptia (+)-2-nitro-B-fenilalaninei (rac-2j), reactiile catalizare de PaPAM s-a observant formatia izomerului (S)-o
enantiopur [(S)-3a-g] si a unor arilacrilati (3a-g).

Transformarea (¥)-2-nitro-p-fenilalaninelor (rac-2j a prezentat o exceptie datorata absentei produsului secundar (3)
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Efectul pH-ului si al concentratiei amoniacului asupra izomerizirii catalizate de PaPAM a ()-a-si p-(tiofen-2-
il)alaninelor racemice (rac-1b si rac-2b)c

Deoarece conversiile (£)-a- si (x)-p-(tiofen-2-il)alanine (rac-1b si rac-2b) au fost similare cu cele obtinute din
substraturile naturale, dar s-a format mai mult produs secundar, (Tabel 4.1 si 4.2), transformarea acestor substraturi
s-a studiat mai detaliat prin varierea pH-ului sau a concentratiei de amoniac. Modificarea pH-ului solutiei tampon in
intervalul 7-9 (at 100 mM (NH,4),CO;3) nu a dus la modificarea conversiilor, spre deosebire de varierea concentratiei
de (NH,),COs n intervalul 50-1000 mM (la pH 8), care a influentat semnificativ compozitia de produsi (Tabel 4.3).
Analiza reactiilor (+)-a-(tiofen-2-il)alaninelor (rac-1b) mediate de PaPAM la diferite concentratii de (NH,;),COs
(timp de incubare 20 h) a aratat cad (NH,),CO; peste 100 mM concentratie rezultd in descresterea conversiei atit a
(S)-p-(tiofen-2-il)alaninei (S)-2b cat si a produsului de eliminare 3b. La concentratia de 1000 mM (NH,4),CO; atat
formarea de (S)-B-(tiofen-2-l)alanina (S)-2b cat si de arilacrilat 3b a scdzut la 12%. Pornind din ()-p-(tiofen-2-
il)alanina (rac-2b), cea mai buna conversia s-a obtinut la concentratia solutiei tampon de 100 mM. La concentratii
mai mici de (NH4),COj3 s-au obtinut conversii mai mici. Studiul dependentei de concentratia (NH,4),COs a reactiilor
catalizate de PaPAM a (%)-a- and B-(tiofen-2-il)alaninei (rac-1b si rac-2b) a indicat faptul ca la concentratii ridicate
de amoniac atat rata de izomerizare cat si eliminarea de amoniac au scazut.

Tabel 4.2 Compozitia amestecului obtinut din (+)-B-arilalanine rac-2a-1 cu PaPAM (dupa 20 de ore)

Substrat (AI’) X2 X(s)_la X3

rac-2a (fenil) 0.70 0.29 0.01

rac-2b (tiofen-2-il)

0.73 0.22 0.04
rac-2c (4-bromofenil)

0.91 0.08 0.01
rac-2d (2-fluorofenil)

0.63 0.35 0.02
rac-2e (3-fluorofenil)

0.67 0.25 0.08
rac-2f (4-fluorofenil)

0.76 0.23 0.01
rac-2g (2-clorofenil) 0.54 0.40 0.06
rac-2h (3- clorofenil) 1.00° b b
rac-2i (4- clorofenil) 1.00° b b
rac-2j (2-nitrophenyl) 0.85 0.15° d
rac-2k (3-nitrophenyl) 1.00° b b
rac-2l (4-nitrophenyl) 1.00° b b

%ee >98% daca nu se statueaza altfel in tabel; ® nu decurge reactia; “ee= 92% “ nu s-a observat
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Tabel 4.3 Compozitia amestecului de ractie obtinut din (%)-a- sau (z)-B-(tiophen-2-il)alanine

(rac-1b sau rac-2b) catalizate de PaPAM la concentratii diferite de carbonat de amoniu

(duop 20h)
Substrate CS‘“EH;‘}\ZAC)O X1p Xab Xap
rac-1b 50 0.68 0.17 0.15
rac-1b 100 0.68 0.17 0.15
rac-1b 200 0.72 0.16 0.12
rac-1b 1000 0.76 0.12 0.12
rac-2b 50 0.19 0.76 0.05
rac-2b 100 0.27 0.69 0.04
rac-2b 200 0.23 0.75 0.02
rac-2b 1000 0.13 0.84 0.03

X1b, X2p $1 X3p reprezinta fractia molara a compnentilor de reactie determinate cu 'H-RMN

5. BIOTRANSFORMAREA SUBSTRATURILOR CU PAL SI PAM NATURALE SI
MUTANTE

Fenilalanin amoniac liazele (PAL; EC 4.1.3.24) catalizeaza deaminarea non-oxidativa a L-fenilalaninei in
acid (E)-cinamic, iar fenilalanin 2,3-aminomutazele (EC 5.4.3.X) catalizeaza izomerizarea L-fenilalaninei la L- sau
D-B-fenilalanine, Tn functie de originea enzimei (Fig.5.1.). PAL si PAM sunt folosite ca biocatalizatori pentru
sinteza L-a-amino acizilor din acrilati (PAL), in procese de rezolutie cineticd cu formarea D-a-aminoacizilor din
racemati (PAL), sau pentru sinteza L- sau D-B-arilalaninelor (PAM).

NH,
L-alanin acid trans-cinamat
NH,
b). R/\rCOOH PaPAM R COOH
NH, -
L-alanin D-alanin

Fig.5.1. Reactii catalizate de PAL (a).) si PAM (b).).

Enzimele PCPAL si PaPAM purificate au fost utilizate pentru obtinerea ambilor enantiomeri ai unor analogi
nenaturali ai o- si B-arilalaninei.
Initial am monitorizat efectul inhibitor al concentratiei substratului, fenilalanina, si al acidului cinamic asupra
activitatii enzimei PaPAM (Fig.5.2.).

30 1 50 - # (3)-alpha-Phe
. # rac-beta-Phe
40 - _40 L * .
) i
= 20 &30
.E 8
| | o
g 20 * . E20 + * *
g ¢ ¢ g .
10 10 -
D D T T T T 1
] 20 4 60 a 10 20 30 40 50
Concentratia (mM) Concentratia (mM)

Fig.5.2. a) Efectul concetratiei de substrat asupra conversiei. b) Efectul concentratiei de acid cinamic asupra
conversiei
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Rezultatele obtinute au scos in evidenta faptul ca nici concentratia substratului, nici prezenta acidul cinamic
nu influenteaza semnificativ mersul reactiei.

Pentru obtinerea celor doi enantiomeri (R) si (S) ai B-arilalaninei am propus doua metode. Astfel, (R)-B-
fenilalanina a fost obtinutd pornind de la B-fenilalanina racemica, folosind PaPAM si PCPAL 1in tandem. Enzima
PaPAM transforma (S)-B-fenilalanina in (S)-a-fenilalanina, care in prezenta de PCPAL este convertita in acid

cinamic (Fig.5.3.b.).

a).

R COOH

NH,
(S)-a-arilalanina

PAL r Etapa II.

R\ ~COOH

acid trans-arilacrilic

NH,
PaPAM b).
COOH
-~ R/'\/
Etapa I.

(S)-p-arilalanina

Cl
: %, oS >,
UTR e OO
“ S ON A .
Nogloaha ool o4

NH,
COOH

(S)-p-arilalanina

NH;

r~~-COOH

(R)-B-arilalanina

PaPAM, PcPAL

R\ COOH

acid-trans-arilacrilic

NH;
R~~~ COOH

(R)-B-arilalanina

Fig.5.3. Sinteza de (S)-p-arilalanina (a).) si sinteza de (R)-B-arilalanina (b).)

(R)-B-fenilalanina enantiopura a fost izolatad prin cromatografie, folosind schimbatori de ioni cationic.
Monitorizarea reactiilor a avut loc cu ajutorul cromatografiei lichide de inaltd performantd (HPLC) folosind, coloana
CHIRALPACK ZWIX(+), respctiv MeOH(50mM FA+ 100mM DEA):ACN:H,0 in raport de 49:49:2 drept solvent

(Fig.5.4.).
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Fig.5.4. Rac-B-fenilalanina transformata de PaPAM. A.dupa 2h, B.dupa 24h, C.dupa 48h

In vederea extinderii metodei la alanine nenaturale, am considerat necesara in prealabil analizarea reactiilor
catalizate de PaPAM (Fig.5.5.). Am constatat faptul cd natura si pozitia substituentilor modifica semnificativ
activitatea enzimei. Compardnd cu rac-p-fenilalanina nesubstituitd, fenilalaninele orto- substituite respectiv
heteroaril-alaninele sunt substraturi bune pentru PaPAM, spre deosebire de fenilalanine para- substituite asupra
carora enzima nu prezinta activitate.
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B-Fenilalanina :*

2-NQ; -B- Fenilalanina
4-NQ; -B- Fenilalanina
2-Cl -B- Fenilalanina
4-Cl -B- Fenilalanina
B- (Furan-2-iljalanina

B- (Tiofen-2-il)alanina
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ee (%) h
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10-30 3045 4565 6570  70-85 B5<
Fig.5.5. Rac-B-arilalanine transformate de PaPAM

Aplicand metoda descrisa mai sus la diferiti analogi nenaturali ai rac-p-arilalaninei, s-a observat faptul ca

viteza de transformare a (S)-B-fenilalaninei in acid acrilic depinde de comportarea enzimei PaPAM discutatd mai sus
(Tabel 5.1.).

Tabel 5.1. Analogi nenaturali transformati cu PaPAM-PcPAL in tandem

Substraturi T(h) eeg (%0)

B- (Tiofen-2-il)alanina 35 86
B- (Furan-2-il)alanina 48 66

2-Cl-B-Fenilalanina 16 99

4-Cl-p-Fenilalanina 48 -
2-NO,-B-Fenilalanina 98 77
3-NO,-p-Fenilalanina 98 51
4-NO,-p-Fenilalanina 48 -

4-Br-B-Fenilalanina 98 10

Obtinerea (S)-B-arilalaninei porneste de la (S)-a-arilalanind, care a fost preparatd prin aditia amoniacului
(6M NHg solutie apoasd) la acidul acrilic corespunzitor catalizata de catre PCPAL.

Metoda presupune doui etape. In prima etapa, PaPAM catalizeaza transformarea (S)-o-arilalaninei in (S)-B-
arilalanind, insa reactia se opreste la concentratiile de echilibru ale acestora. Din aceastd cauza enzima PaPAM a fost
inactivatd, indepartatd din mediul de reactie si PCPAL a fost adaugat pentru a transforma (S)-a-arilalanina
nereactionata in acidul acrilic (Fig.5.3.). Au fost utilizati si in acest caz schimbatori de ioni pentru a izola (S)-p—
fenilalanina sub forma optic pura.

In ceea ce priveste reactiile catalizate de PaPAM (Fig.5.6.), numai tiofen- respectiv para-Cl-fenilalanini au
fost transformate cu excese enantiomerice acceptabile. Alaninele meta- si para-substituite au dat rezultate moderate,
in timp ce compusii orto-substituiti nu au prezentat activitate. In cazul furil-2-alaninei PaPAM prezinti activitate
liazica semnificativa, astfel transformarea a-alaninei decurge cu o viteza mai mare spre formarea acidului furil-2-
acrilic.
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a-Fenilalanina [

2-NO;: -a- Fenilalanina

4-NQ; -a- Fenilalanina

2-Cl -a- Fenilalanina

A4-Cl -at- Fenilalanina
a- (Furan-2-il)alanina
o- (Tiofen-2-il)alanina

8 16 24 32 40 48 56 64 72 8O

10-30  30-45 45-65  65-70 70-85 85«
Fig.5.6. Rac-a-arilalanine transformate de PaPAM

ee (%) h

Monitorizarea reactiilor a avut loc cu ajutorul cromatografiei lichide de inaltd performantd (HPLC),
folosind, coloana CHIRALPACK ZWIX(+), respctiv MeOH(50mM FA+ 100mM DEA):ACN:H,O in raport de
49:49:2 drept solvent (Fig.5.7.).
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Fig.5.7. (S)-a-fenilalanina transformata de PaPAM. A.dupa 2h, B.dupa 24h, C.dupa 48h

6. Imobilizarea covalenti a PAL si PAM pe nanoparticule magnetice functionalizate (MNP)
cu grupiri epoxi pe SWCNTcoon prin linker de tip GDE

Immobilizarea PCPAL pe MNPs

Intr-o solutie tampon TRIS (3 mL, 0.1 M, pH 8.8) s-au adiugat epoxi-MNPs [MagneCat-250GP14 (nanoparticule
magnetice functionalizate cu grupari epoxi cu un diametru mediu de 250nm) 108 mg] si s-au dispersat prin
ultrasonare (35 kHz, 20 min). Suspensia de MNP s-a adaugat la o solutie de PcPAL (3 mg mL™, in solutie tampon
TRIS: 4mL, 0.1 M, pH 8.8) iar amestecul de reactie s-a agitat timp de 24 h (25 °C, 450 rpm). Nanoparticulele
invelite cu PAL s-au fixat pe fundul balonului cu un magnet iar supernatantul s-a decantat. Preparatul de MNP
s-a spalat cu solutie tampon TRIS (3 x4 mL, 0.1 M, pH 8.8) si cu etanol (4 mL). Biocatalizatorul obtinut s-a uscat
la temperatura camerei timp de 2 ore. Dupd imobilizare in supernatant s-a determinat o cantitate neglijabila de
proteind, determinata prin metoda Bradford.
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Immobilizarea PcPAL pe pe SWCNTcoon prin linker de tip GDE

SWCNTcoon (carboxi nanotuburi de carbon cu un sigur perete) s-a incubat cu carbonildiimidazol (CDI) sub agitare
la 1350 rpm timp de 12 ore, cu ultrasonare ocazionald pentru a evita formarea conglomeratelor de nanotub (Figura
11 b etapa i). Dupa activarea cu CDI proba a fost filtratd. La suspensia apoasa a nanotubului activat s-a adaugat
propan-1,3-diamina (etapa ii). Dupa cuplarea cu propan-1,3-diamina proba a fost filtrata si spalata cu apa. Glicerol
diglicidil eterul (GDE) s-a adaugat peste suspensia nanotubul cuplat cu diamind in diclorometan(etapa iii). Dupa
incubare proba a fost filtratd si spalatd cu CH,Cl,. La nanotubul activat s-a addugat PCPAL 1in solutie tampon TRIS
(iv). Dupa imobilizare biocatalizatorul rezultat (SWCNTcoon-PAL) a fost filtratd si spélatd cu apa. Cantitatea de
PcPAL imobilizat s-a estimat din diferenta concentratiei enzimei inainte si dupa imobilizare, care a fost masurat
spectrofotometric prin metoda Bradford.

a. Immobilizarea PaPAM pe MNPs

Tntr-o solutie tampon TRIS (3 mL, 0.1 M, pH 8.8) s-au adaugat epoxi-MNPs [MagneCat-250GP14 (nanoparticule
magnetice functionalizate cu grupdri epoxi cu un diametru mediu de 250nm) 108 mg] si s-au dispersat prin
ultrasonare (35 kHz, 20 min). Suspensia de MNP s-a adaugat la o solutie de PaPAM (3 mg mL™, in solutie tampon
TRIS: 4mL, 0.1 M, pH 8.8) iar amestecul de reactie s-a agitat timp de 24 h (25 °C, 450 rpm). Nanoparticulele
Tnvelite cu PAL s-au fixat pe fundul balonului cu un magnet iar supernatantul s-a decantat. Preparatul de MNP
s-a spalat cu solutie tampon TRIS (3 x 4 mL, 0.1 M, pH 8.8) si cu etanol (4 mL). Biocatalizatorul obtinut s-a uscat la
temperatura camerei timp de 2 ore. Dupa imobilizare in supernatant s-a determinat o cantitate neglijabild de proteina,

determinata prin metoda Bradford.

b. Imobilizarea covalenti a PaPAM pe SWCNTcoon prin linker de tip GDE

SWCNTcoon (carboxi nanotuburi de carbon cu un sigur perete) s-a incubat cu carbonildiimidazol (CDI) sub agitare
la 1350 rpm timp de 12 ore, cu ultrasonare ocazionald pentru a evita formarea conglomeratelor de nanotub (Figura
11 b etapa i). Dupa activarea cu CDI proba a fost filtratd. La suspensia apoasd a nanotubului activat s-a adaugat
propan-1,3-diamina (etapa ii). Dupa cuplarea cu propan-1,3-diamina proba a fost filtrata si spalatd cu apa. Glicerol
diglicidil eterul (GDE) s-a adaugat peste suspensia nanotubul cuplat cu diamina in diclorometan(etapa iii). Dupa
incubare proba a fost filtrata si spalatd cu CH,Cl,. La nanotubul activat s-a adaugat PaPAM in solutie tampon TRIS
(iv). Dupa imobilizare biocatalizatorul rezultat (SWCNTcoon-PAL) a fost filtratd si spilatd cu apa. Cantitatea de
PaPAM imobilizat s-a estimat din diferenta concentratiei enzimei inainte si dupa imobilizare, care a fost masurat
spectrofotometric prin metoda Bradford.

Folosind ambele tipuri de PaPAM imobilizate s-a trecut la determinarea activitatii lor. Folosind tehnicile analitice
prezentate in continuare, s-a demonstrat ca activitatea enzimatica (raportata la masa proteica) este similara cu cea a
enzimei native.
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Figura 6.1. a. Imobilizarea enzimei PCPAL pe nanoparticule magnetice functionalizate cu grupari epoxi. b.
Immobilizarea PcPAL pe SWCNT ooy prin linker. Reactanti si solventi: i) CDI in CH,Cly; ii) H,N(CHy)3NH, in
apa; iii) glicerol diglicidil eter in CH,Cl,; iv) PcPAL in Tris (0.1M, pH 8.8
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Imagine TEM dupa activarea
nanotubului functionalizat

Imagine TEM dupa imobilizarea
enzimei

Imagine TEM dupa reactie

Fig. 6.2. Imagini TEM utilizate in observarea procesului de imobilizare a PAL pe SWNT

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
dintr-un solvent in absenta oricarui suport, dar in prezenta unui agent de reticulare cum ar fi glutaraldehida (GA).
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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 inca utilizati la obtinerea CLEAs.

Studiul efectuat de noi a demonstrate pentru prima data posibilitatea de utilizare a 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.

Prepararea si morfologia unor CLEAs din lipase si PAL
Au fost preparate agregate de enzime reticulate ale fenilalaninamoniac-liazelor (Schema 6.1).

O O O O precipitating O
Q solvent %& - cross-linker
0 o \ O

: Q9

Q9 Q@ 9 o . O :

; i o) Q precipitated cross-linked enzyme!

. | solution aggregate aggregate (CLEA)
Individual CROSS-LINKER: NH,

N N
enzyme(s) e HoN N~~~
o” "0 » ]
y NH, NH,
NH, Shiff's base bonds

NH, \
OH OH OH H
on N0 L0 AN, NH,
GDE . !

. NH,
NH2  stable covalent C-N bonds

Schema 6.1. Prepararea CLEAs

A fost comparata stabilitatea mecanica a diferitelor agregate. In figura 6.2. este prezentata distributia dimensiunii
particulelor agregatelor de PAL dupa ultrasonare timp de 300 si 600 secunde.
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Figura 6.3. 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 um) si o rezistenta superioara
la ultrasonare decat 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 6.4).
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A .'\ .‘ - - -

Figura 6.4. Imaginile SEM ale coprecipitatului PAL- BSA (A), PALsi BSA co-agregat si reticulat cu GDE (B)
respectiv GA (C)

Pentru fiecare tip de enzima a fost studiata eficienta catalitica (Schema 6.2) si s-a incercat corelarea acesteia cu
morfologia preparatului enzimatic.

NH, PAL (-NH3)
@\/K ~— @\/A + (R)3

COOH pH 8.8 COOH
3 4

PAL (6M NHa) NH;

COOH pH 10.0 COOH
4 (S)-3

Schema 6.2. Biotransformari realizate cu biocatalizatorii preparati

Agregatele preparate cu PAL pur recombinant din P. crispum au fost testate in 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.

A7 A Desi ambele tipuri de agregate s-au dovedit active
pentru reactia de eliminareaa amoniacului din L-
Phe sau acid 2-amino-3-(tiofen-2-il)propionic

"1 rac-3, in reactia inversa de aditie toate au fost
2] lipsite de activitate. In schimb coagregatele cu
I BSA reticulate atat cu GA cat si cu GDE au fost

!L; 2 ]

Cowwses (%)

active atat in reactia de eliminare din 3 (Figura

6.5A) cat si in cea de aditie la 4 (Figura 3.3B).
Cych 10 In ceea ce priveste recircularea s-a observat o
ac0E a4 diferenta mare intre stabilitatea coagregatelor
reticulate (Figura 6.5). Produsele obtinute cu
2 GDE ca agent de reticulare isi mentin activitatea
aproape nealterata chiar si dupa 3 recirculari,
chiar si in mediu puternic bazic (Figura 6.5B; 6
' M NHs;, pH 10.0), in timp ce cele preparate cu
I I GDE sunt complet inactivate deja dupa prima

utilizare.

Cyehe i Astfel putem afirma ca reticularea cu GDE
Figura 6.5. Recircularea coagregatului PAL-BSA reticulat cu mareste nu soar stabilitatea meanica, ci si cea
GDE si GA in reactia de eliminare din rac-3 (A) si in reactia de
aditie la 4 (B) a amoniacului

Coomrnn (%)

operationala.
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7. Platforma Magne-Chip pentru biotransformarea analogilor de fenilalanina utilizind
PAL/PAM imobilizati covalent pe nanoparticule magnetice

n cazul fenilalaninamoniacliazei (PAL) imobilizata pe nanopartlcole magnetlce (MNPs), nanopartlculele magnetlce
se pot deplasa n sistemele microfluidice impreund cu lichidul sau pot fi ancorate in pozitii predefinite, astfel Tncét
debitul de fluid Tn sistem sa poate fi ales liber fatd de biocatalizator. Se creeaza astfel 0 oportunitate unicd pentru
dezvoltarea microsistemelor modulare cu posibilitatea variatiei flexibile a biocatalizatorului.

Magne-Chip este o platformda microfluidicd care cuprinde actuatorii (ex. Pompe, valve, termostat) si senzorii
necesari (ex. senzor de presiune), o unitatea de control si un chip microfluidic care contine un mumér de camere de
reactie de ordinul microlitrilor. Camerele sunt adresabile selectiv de un cdmp magnetic directionat care face posibil
acumularea de MNP, de la o suspensie de MNP selectata anterior, in camera respectiva.

Unul din obiective a fost studierea proprietitilor si parametrilor de setare a unui sistem Magne-Chip in
biotransformari cu enzima PAL, folosind substratul natural L-fenilalanina (L-1a) si cinci aminoacizi nenaturali (rac-
1b-f), inclusiv acidul D, L-2-amino-3-(4-bromofenil)propanoic (rac-1b), care nu a mai fost testat ca si substrat
pentru PcPAL neimobilizat.

A fost analizata experimental fiabilitatea si reproductibilitatea experimetelor efectuate cu platforma Magne-Chip pe
substratul natural fenilalanina, fiind obtinute astfel bazele studiilor ulterioare a biotransformarii in chip cu MNP
derivatizat cu PAL (MNPs) actionand pe substraturi nenaturale (rac-1b-f, in Schema 7.1). Tn primul rand s-a studiat
si s-a optimizat debitul si concentratia folosind L-fenilalanina ca si substrat. Apoi s-a determinat activitatea
biocatalitici a biotransformarii in chip a fiecarui aminoacid nenatural in parte, comparandu-se cu activitatea
biocataliticd a L-fenilalaninei.

5. COOH COOH 4

L- Phe(L-1a
@ CooH PAL COOH ® COOH
D + NH, + E
rac-1b-f 2b-f D-1b-f

Cl
x, &, &,
® T 0, Oy OO
b c d e f

Schema 7.1-Eliminarea de amoniac din aminoacizi diferiti (1a-f) catalizata de PAL imobilizat pe MNP

La umplerea chipului, suspensia de MNP s-a condus prin chip prin aplicarea unei presiuni de aer (0.2-0.3 bar) asupra
fiolei suspensiei conectata la racordul de intrare al Magne-Chipului printr-un tub de PTFE, in timp ce temparatura
chipului s-a pastrat la 25 °C. In timpul procesului de umplere MNPs acestea s-au acumulat in celulele de reactie cu
ajutorul unor magneti. Odata cu umplerea unei celule (Figura 1), magnetul celulei din amonte s-a amplasat sub
celuld. Procedura s-a repetat pana la umplerea numarului de celule dorite. Fiecare celelda de Magne-Chip poate capta
cca. 250 pg de PAL-MNPs.
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Efectuarea experimentelor cu parametri variabili Tn Magne-Chip

Odata cu umplerea Magne-Chipului cu PAL-MNPs, dozarea lichidului ce curge prin chip poate fi controlata intr-o
maniera programatd. Din moment ce biocatalizatorii MNPs sunt reutilizabili, chipul poate fi reinitializat prin spalare
dupa fiecare experiment de biotransformare. Acest fapt a permis schimbarea substratului sau schimbarea
parametrilor de lucru pentru fiecare ciclu, fira a inlocui biocatalizatorul din sistem.

Manipularea fluidului in timpul experimentelor

O siringd (“siringa de substrat”) s-a umplut prin valva de comutare (Figura 7.1, pozitiile S-A, S-B, ...S-F) cu
substratul adecvat din stocurile de substrat A-F. Odati ce siringa ce contine substratul (volum de 1 mL) era complet
incarcat valva s-a comutat pe pozitia S-1. Substratul, solutia tampon de spalare sau um amestec al acestora s-a
condus prin chip la un debit determinat. Presiunea interioara a circuitelor de fluid s-a monitorizat continuu. Chipul s-
a mentinut la o temperatura constanta in timpul masuratorilor.

Efectuarea experimentelor cu parametri multipli in Magne-Chip

Substrate Washing Buffer
(1 ml) (10 ml)
Detector
Thermostat
Bypass
Optical
Inspection Z-Cell
T=30°C
Magne-Chip —
CU=CU=C—&
/ . Deuterium
Light
Substrate stocks & [#2 & 24 Source

MNP suspension .1 t—
Magnet drawers

Reaction Re-init

I

#4 #3 #2 #1 Cycle Cycle Cycle Cycle Cycle
S I - M #n-1  #n .
Chip filling Calibration Experiment cycles Chip

Cleaning

Figura 7.1. Diagrama schematica a sistemului de control a fluidelror

Experimetele cu Magne-Chip au implicat patru etape: 1) umplerea chipului cu MNPs, 2) calibrarea absorbantei, 3)
cicluri de experimente, 4) curatarea chipului

Evaluarea fiabilitatii masuratorilor

Evaluarea fiabilitatii masuratorilor se bazeaza in general pe urmatorii parametri:

1) SC - Peste SC > 4000 masuratoarea s-a respins
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2) Masura de control — Peste o eroare de 5% masuratoarea s-a respins.
Tn tabelul 1 sunt sumarizate evaludrile fiabilititii masuritorilor.

Inspection window

Chip holder

E
E 1
----- S
..... %-; OL
=4
s 1
é 2! 28.61 pl min*
a) e) o5 1 15
Velocity (mm s")
18.56
2t
£ e
E |
_S 7.95 ul min’?
- 0 . u It
S’ 1 20.66 pl minT
=
<
of
b) |SC=5073 “§) 05 1 15

Velocity (mm s™")

Figura 7.2 Dispozitiv Magne-Chip cu patru microcamere incarcate cu MNPs. Imagini SEM al stratului de MNP

(dreapta). a)-f): Efectul bulelor de aer a) fotografie inainte de trecere b) imaginea diferentiald (scor de diferenta

SC=5073), dupa trecere c)viteza calculatd a debitului 1nainte si d) dupa trecere, e) profilul vitezei in sectiunea de
mijloc al camerei inainte si f) dupa trecere

Tabel 7.1 — Sumarul evaludrii fiabilitatii masurétorilor

Experiment % Eroare din SC SC maxim Evaluare
masuratoarea de medie
control (%)
Umpleri multiple, incércare cu _ )
MNP 31 Acceptat
ParaAmetru unic ciclic 14 1322 1609 Acceptat
(incercarea 1)
Parametru unic ciclic 320 4158 5742 Respins
(incercarea 2)
Optimizare debit 3.2 196 338 Acceptat
15 1691 2000 Acceptat

Screening de substrat
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Omogenitatea suspensiei si efectul umplerii camerelor cu MNP
Biotransformarea L-fenilalaninei (L-1a) la acid (E)-cinamic (2a) mediatd de suspensia de biocatalizator MNP
(Schema 1) s-a realizat in sistem batch in trei cazuri independente, rezultand Ug= 2.91+0.08 umol g min™ ceea ce
demonstreaza omogenitaea corespunzitoare a suspensiei de MNP.

O camera a Magne-Chipului s-a umplut prin aplicarea unui cdimp magnetic a unui magnet permanent mic, cu aceeasi
suspensic de MNP si aceeasi reactie s-a efectuat in curgere continua si s-a monitorizat prin UV-VIS on-line.
Magnetul camerei s-a deconectat ulterior, iar MNP-ul s-a colectat in urmatoarea camerd. Experimentul s-a repetat de
trei ori, rezultand Ug= 8.01+0.14 umol g min™.,

Rezultatele sugereazad cd nici omogenitatea suspensiei de MNP nici procedura de umplere a camerelor nu a avut

reactie mai eficienta in Magne-Chip.

Productivitatea biocatalizatorului MNP in chip a depasit de mai mult de trei ordini de marime productivitaca reactiei
batch (8.82 g L hvs. 3.13 mg L™ h%).

Determinarea debitului optim pentru biotransformarea cu L-1a

Magne-Chipul s-a umplut cu biocatalizatorul MNP iar biotransformarile L-1a la 2a s-au realizat la debite diferite in 7
cicluri consecutive, Tn timp ce chipul s-a reinitializat la sfarsitul fiecarui ciclu, fiind apoi stabilit un nou debit de
substrat. Cel mai mic debit ales a fost de 3.6 uL min™ care s-a mdrit in ciclurile urmitoare pana la 28.6 uL min™*
(Figura 6). Diferentele intre activitatea biocatalitica specifica (Ug) a masuratorilor de referinta si de control au fost
de doar 3%, ceea ce arata ca nici cel mai mare debit nu determina schimbari ireversibile ale activitatii enzimatice.
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Figura 7.3 Dependenta de debit a vitezei de ractie in Magne-Chip la transformarea L-Phe n acid (E)-cinamic acid
mediata de MNP-PAL.

S-a calculat pentru fiecare ciclu viteza de reactie. Prin cresterea debitului a crescut si viteza de rectie, pana s-a ajuns
la saturatie la cca. 25 pL min™.

Determinarea concentratiei de substrat de saturatie pentru L-1a

Magne-Chipul s-a umplut cu biocatalizatorul MNP iar biotransformarile L-1a la 2a s-au realizat la concentratii
diferite de L-1a, Tn 10 cicluri consecutive, in timp ce chipul s-a reinitializat la sfarsitul fiecarei ciclu si s-a stabilit o
noud concentratie de substrat (Figura 7.4). S-a constatat ca reactia urmeaza o cineticd de ordinul intdi pana la [S]= 3
mM, si se satureaza la [S]= 20 mM.
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Figura 7.4 Dependenta vitezei de reactie de concentratia de substrat Tn Magne-Chip la transformarea L-1a la 2a
catalizatd de MNPs . Valoarea saturatiei s-a atins la 20 mM
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Screening-ul de substrat cu biocatalizatorul MNP in sistemul Magne-Chip

Experimentele de screening s-a realizat cu substratul natural (L-1a), patru analoguri de fenilalanind cunoscuti ca si
substrat pentru PcPAL (rac-1c-f) si un npu substrat, 4-bromofenilalanina (rac-1b), care nu s-a mai testat pentru
PcPAL (Schema 7.1). Tn primul rand s-au determinat coeficientii de extinctie pentru produsii de eliminare (2a-f,
Schema 7.1), la lungimile de unda selectate (Figura 7.5).
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Figura 7.5 Spectrele de absorbtie ale L-1a si rac-1b-f (linii verzi) si ale acizilor acrilici corespunzatori 2a-f (linii
mov punctate). Coeficientii de extinctie s-au determinat la lungimile de unda indicate de liniile albastre.

8. Procese biocartalitice pentru sinteza enantiopura a derivatilor alaninici nearomatici cu
ajutorul sistemului Magne-Chip

Folosind sistemul anterior descris s-a realizat sinteza stereoselectivd a D si L-propargilglicinei (Schema 8.1.) cu
randamente bune.

©
co,
&/?‘/ PAL

NH3 —

D,L-propargylglycine

co, COe

2 2

/?( PAL /\/ >
HN — NH,

NH3
L-propargylglycine (E)-pent-2-en-4-ynoate

Schema 8.1. Sinteza D si L-propargilglicinei cu PAL-MNPs.
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Schema dispozitivului este redata in Figura8.1.
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Figura 8.1. Conversia D,L-propargilglicinei in reactor microfluidic cu celule magnetice multiple umplute cu PAL
imobilizat pe nanoparticule magnetice.

Editura revistei CHEMBIOCHEM a invitat autorii publicatiei rezultate din datele prezentate anterior sa elaboreze
grafica copertei volumului in care a aparut articolul.

9. Sinteza preparativa biocatalitica a derivatilor L, D benzofuranici mediatia de PAL
imobilizat pe nanotuburi de carbon

Benzofuranil alaninele si acrilatii corespunzatori sintetizate anterior au fost supusi biotransformarii in vas de reactie
cu amestecare perfectd cu PAL imobilizat (Schema 9.1). S-a constatat cd analogul nesubstituit, respectiv cei
substituiti cu grupari electronatragatoare s-au dovedit a fi substraturi ai fenilalanin amoniac liazei (Tabel 9.1), Tn
timp ce structurile care poseda grupari electron respingatoare s-au dovedit a fi inhibitori ai enzimei.

COOH
PcPAL R 1,200 X
X ~COOH A /\&4 20 X
. lp 2 -
COOH (E)-29-] 3 , bO| 5-Br
RTY _ PoPAL N L-19 cO| 5-Cl
NH; pH 8.8 cooH dd| 5-NO,
N el| 5-CH
rac-1g-m R ; . 3
J : RO fO | 7-Ethyl
N2 1 § g |7-OCH
. = e} 3
D-19-
\\ (E)-2k-m

Schema 9.1. Biotransformari catalizate de PAL imobilizat covalent pe nanotuburi de carbon.
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Tabel 9.1. Excesul enantiomeric si valoarea rotatiilor optice ai aminoacizilor L si D sintetizati.

20

Substrat ~ Produs  ee (%) (10 rr[13]>?mL'1)a
rac-8g D-8g >908 +14,4
rac-8h D-8h >99 +31,0
rac-8i D-8i >99 +29,3
rac-8j D-8j >99 +21,2
(E)-11g L-8g >99 -14,5
(E)-11h L-8h >99 -30,8
(E)-11i L-8i >99 -29,1
(E)-11j L-8j >99 -21,3

#n CH3COOH, la 20°C

10. Biotransformarea substraturilor cu PAL si PAM imobilizate pentru sinteza ambilor
enantiomeri ai a- si p-arilalaninelor

Fenilalanin amoniac liazele (PAL; EC 4.1.3.24) catalizeaza deaminarea non-oxidativa a L-fenilalaninei in
acid (E)-cinamic, iar fenilalanin 2,3-aminomutazele (EC 5.4.3.X) catalizeaza izomerizarea L-fenilalaninei la L- sau
D-B-fenilalanine, in functie de originea enzimei (Fig. 10. 1). PAL a fost folosit ca biocatalizatori pentru sinteza L-o-
amino acizilor din acrilati si in procese de rezolutie cineticd cu formarea D-a-aminoacizilor din racemati, iar
tandemul PAL-PAM pentru sinteza L- sau D-B-arilalaninelor (PAM).

a). R/YCOOH PcPAL RN COOH NH,

NH,
L-alanin acid trans-cinamat
NH,
b. R COOH  papam R/k/COOH
NH,
L-alanin D-alanin

Figura. 10.1. Reactii catalizate de PAL (a).) si PAM (b).).

Enzimele PCPAL si PaPAM cele mai active, stabile si selective enzime in forma lor purificata si imobilizata cu
cele doua forme mentionate au fost utilizate ata in reactoare cu amestecare perfecta, dar si in reactoare tubulare cu
deplasare totala, pentru obtinerea ambilor enantiomeri ai unor analogi nenaturali ai a- si B-arilalaninei. Astfel, am
propus doud metode. (R)-B-fenilalanina a fost obtinuta pornind de la B-fenilalanina racemica, folosind PaPAM si
PcPAL in tandem. Enzima PaPAM transforma (S)-B-fenilalanina in (S)-a-fenilalanina, care in prezenta de PCPAL
este convertitd in acid cinamic (Fig. 10.2.b.). Obtinerea (S)--arilalaninei presupune doui etape. in prima etapa,
PaPAM catalizeaza transformarea (S)-a-arilalaninei, obtinutd prin reactia de aditie de amoniac la acidul cinamic
corespunzitor, in (S)-P-arilalanind, insa reactia se opreste la concentratiile de echilibru ale acestora. Din aceasta
cauza enzima PaPAM imobilizata a fost indepartatd din mediul de reactie si PCPAL a fost adaugat pentru a
transforma (S)-o-arilalanina nereactionata in acidul acrilic (Fig. 10.2.a.). Aminoacizii enantiopuri au fost purificati
pe schimbatori de ioni.
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Fig. 10.2 Sinteza de (S)-B-arilalanina (a).) si sinteza de (R)-B-arilalanina (b).
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Monitorizarea reactiilor si determinarea conversiilor a avut loc cu ajutorul cromatografiei lichide de inalta
performantd (HPLC) folosind coloana achirala GEMINI NX-C-18 (150 x 4.6 mm x 5 pm)., respectiv solutie de
NH,OH (0.1 M, pH 9.3) si metanol drept fazi mobila, debit ImL min™. Conditiile de separare, respectiv coeficientii
de extinctie sunt prezentate in tabel 1. Enantiopuritatea compusilor a fost determinatd in conditii chirale, folosind
coloana chirald Crownpak CR-I(+) (150 x 3.0 mm x 5 pm) si solutie de HC1O,4 (pH 1.5):acetonitrile 70:30 drept faza
mobila, debit: 0.4mLmin™.

Tabel 10.1.Conditiile de separare si coeficientii de extinctie ai compusilor

Eluent* A Coeficient de extinctie**
Compusi [% B] [nm]

2 vsl 3vsl 3vs2
Phenil dela101a39in 12 min 220 1.988 0.161 0.084
Tiofen-2-il dela101a39in 12 min 250 1.146 0.413 0.387
2-Fluorofenil de la101a39in 12 min 220 1.249 0.139 0.119
3-Fluorofenil de la101a39in 12 min 220 3.039 0.156 0.05
4-Fluorofenil de la101a39in 12 min 220 1.388 0.123 0.095
2-Clorofenil de la101a39in 12 min 220 - - 0.386
3-Clorofenil de la 15 1a 50 in 15 min 220 0.817 0.265 -
4-Clorofenil de la 15 1a 50 in 15 min 220 0.948 0.679 -
2-Nitrofenil de la 10 la 50 in 15 min 260 - - 0.019
3-Nitrofenil de la 10 la 50 in 15 min 260 2.238 0.144 -
4-Nitrofenil de la 10 1a 50 in 15 min 220 1.138 1.228 -

*Eluent A: NH,OH (0.1 M, pH 9.0); B: MeOH

** 1 rac-a-arilalanine;2— rac-B-arilalanine; 3 — acizi arilacrilici

Sinteza (R)-p-arilalaninelor
S-Aminoacidul racemic (2 mg) se dizolva in (NH4),CO3 (0.1M, pH 8.8, 1 mL), se adauga enzimele PaPAM
(0.6 mg) si PcPAL (0.4 mg) ambele imobilizate iar amestecul astfel format se incubeazd la 30°C sub agitare
continua. In diferite intervale de timp se ia 70 pL de proba din reactie, se adauga 70 pL de metanol in vederea
precipitdrii enzimei. Solutia se filtreaza, se dilueaza cu fazd mobila (160 pL) si se injecteazd la HPLC. Rezultatele
sunt prezentate in Tabelul 10.2.
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Tabel 10.2. Rac-B-arilalanine transformate de PaPAM si PCPAL

Substrat timp (h) Conv. (%)

4 15.56
(z)-p-fenilalanina

19 22.41

4 4.78
(z)-p-tiofen-2-il alanina

19 5.69

4 18.22
(%)-2-fluoro-f-fenilalanina

19 23.55

4 13.68
(%)-3-fluoro-p-fenilalanina

19 14.35

4 7.28
(x)-4-fluoro-p-fenilalanina

19 10.34

4 18.81
(x)-2-cloro-p-fenilalanina

19 24.65

Rezultatele obtinute indica faptul ca natura si pozitia substituentilor modifica semnificativ activitatea
enzimei PaPAM, si in consecintd, viteza si eficienta reactiei in tandem. Astfel, S-fenilalaninele orto-substituite
respectiv heteroaril-alaninele sunt substraturi bune pentru PaPAM, spre deosebire de S-fenilalanine meta- si para-
substituite (cu exceptia fluoroderivatilor) in cazul carora nu am obtinut conversii multumitoare.

Sinteza (S)-p-arilalaninelor

Obtinerea (S)-B-arilalaninei porneste de la (S)-a-arilalanina, care se prepara prin aditia amoniacului (6M
(NH,),COs solutie apoasd) la acidul acrilic corespunzitor catalizata de catre PCPAL.

Acidul cinamic corespunzator (2 mg) se dizolva in solutie de (NH4),CO3; (6M, pH 10, 1 mL, se adauga
PcPAL (0.4 mg) iar amestecul se incubeaza la 30°C sub agitare continud. Dupa terminarea reactiei, enzima se
inactiveaza prin incalzirea solutiei la 95°C timp de 5 minute, dupa care enzima denaturatd se indeparteazd prin
filtrare. Solutia obtinutd se ingheata la -80°C (30 min) si se pune la liofilizat peste noapte. Rezultatele sunt
prezentate in Tabelul 10.3.

Tabel 10.3. Sinteza (S)-a-alaninelor prin reactia de aditie de amoniac catalizatda de PCPAL

Substrat timp (h) eep (%) Conv. (%)
acid cinamic 48 99 91
acid tiofen-2-il acrilic 48 99 97
acid 2-fluoro acrilic 48 99 98
acid 3-fluoro acrilic 48 99 95
acid 4-fluoro acrilic 48 99 92
acid 3-cloro acrilic 48 99 95
acid 4-cloro acrilic 48 99 91
acid 3-nitro acrilic 48 93 96
acid 4-nitro acrilic 48 85 99
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In a doua etapa (S)-o-arilalanina obtinuta anterior se dizolvi in solutie de (NH,),CO; (0.1M, pH 8.8, 1 mL,
se adaugd PaPAM (0.6 mg) iar amestecul se incubeaza la 30°C sub agitare continud. Dupa atingerea echilibrului,
PaPAM se indeparteaza prin filtrare si apoi PcPAL (0.4 mg) se adaugd in masa de reactie. Amestecul format se
incubeaza la 30°C. Progresul reactiei se monitorizeaza cu ajutorul cromatografiei.

Trebuie mentionat faptul cd in acest caz enzima PaPAM nu transforma a-alaninele substituite n pozitia
orto cu Cl-, respectiv cu NO,-, dar alaninele meta- si para-substituite sunt acceptate drept substrat.

Tabel 10.4. Sinteza (S)-g-alaninelor pornind de la (S)-a-alanine catalizatd de PaPAM si PCPAL

Substrat timp (h) eep (%) Conv." (%) Conv.? (%)
17 99 47.74 2.52
(S)-a-fenilalanina
48 99 57.95 5.48
17 99 24.52 13.5
(S)-tiofen-2-il a-alanina
48 99 26.42 14,51
17 99 2.77 32.30
(S)-2-fluoro- a-alanina
48 99 2.92 43.65
17 99 6.68 65.54
(S)-3-fluoro- a-alanina
48 99 7.06 69.94
17 99 28.68 11.94
(S)-4-fluoro- a-alanina
48 99 34.46 14.50
17 99 9.71 6.47
(S)-3-cloro- a-alanina
48 99 9.81 6.56
17 99 13.16 10.87
(S)-4-cloro- a-alanind
48 99 13.32 10.87
(S)-3-nitro- a-alanina 17 - - -
(S)-4-nitro- a-alanina 17 - - -

'Conversia transformirii (S)-a in (S)-5;
“Conversia transformarii (S)-a in acid acrilic

Folosind sistemul de reactie MagneChip s-au optimizat procedurile in flux continuu pentru sintezele ambilor
enantiomeri ai a- si B-arilalaninelor; concentratia substraturilor a fost reglata astfel incat sa se atinga conversiile

maxime admisibile.

Realizari stiintifice:

Au fost realizate urmatoarele activitati principale, fiind obtinute rezultatele aferente:

- 0 bibliotecd de 10 gene PAL si PAM native si mutante
- protocoale de exprimare si caraterizare a enzimelor
- sinteza diverselor substraturi potentiale nenaturale ale enzimelor

- protocoale de imobilizare a enzimelor
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- investigarea interactiunii potentialelor substraturi cu toate enzimele

- alegerea celor mai eficiente PAL si PAM

- elaborarea proceselor biocatalitice cu enzime solubile, respectiv biotransformari celulare
- testarea eficientei enzimelor imobilizate

- procese continue cu PAL si PAM imobilizate covalent pe nanoparticule magnetice si nanotuburi de carbon divers
functionalizate

- sinteza eficientd in regim discontinuu si continuu a enantiomerilor a- si B-aminoacizilor cu stucturi diverse
Diseminarea rezultatelor cercetarii:

Au fost publicate 8 articole stiintifice in reviste cotate ISI si rezultatele au fost diseminate prin 16 participari la
conferinte internationale de specialitate.

Dezvoltarea resursei umane:

Tinerii cercetatori membri ai echipei de realizare a proiectului care au finalizat teza de doctorat in tematica
proiectului: Alexandra Mantu, Andrea Varga.

Cecetatorul postodctoral Brem Jurgen a obtinut, inclusiv pe baza experientei acumulate in perioada in care a fost
activ in cadrul proiectului, o bursa de cercetare postdoctorala la Universitatea din Oxford.
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