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Cuvinte cheie: biocataliza, fenilalanind amoniac-liaza, fenilalanind, aminoacizi nenaturali,
inginerie proteica, proiectare rationala, mutageneza de saturatie, metoda de scanare de inalta

performanta, L-aminoacid oxidaza
OBIECTIVE

Obiectivul principal al tezei |-a reprezentat dezvoltarea unor biocatalizatori pentru sinteza
derivatilor de fenilalanina di-substituita, sintetic valorosi, concentrdndu-se pe imbunatatirea
potentialului catalitic al fenilalanina amoniac-liazilor (PAL-uri) prin aplicarea diferitelor tehnici de
inginerie proteica, inclusiv proiectarea rationala si mutageneza de saturatie semi-rationala, cu
perspective suplimentare obtinute prin metode scanare in baza de date a secventelor omoloage.
Teza descrie un set de obiective impartite in trei capitole distincte, fiecare indeplinind un aspect

diferit al scopului general:

OBIECTIV 1: Dezvoltarea de metode de inalta performanta pentru scanarea colectiilor de
fenilalanina amoniac-liaze obtinute prin mutageneza de saturatie

S-a avut in vedere dezvoltarea unei metode de scanare in fazd solida, de Tnalta
performanta, destinata scanarii pe baza reactiei de aditie a amoniacului, a colectiilor de
fenilalanina amoniac-liaze (PAL-uri) modificate prin inginerie proteica, respectiv o metoda de
scanare in faza lichida, vizand reactia de eliminare a amoniacului. Scanarea in faza solida a
implicat cuplarea bibliotecii PAL cu L-aminoacid oxidaza ancestrala (AncLAAO-N1), profitand de
producerea de apa oxigenata rezultata in timpul regenerarii cofactorului FAD, esential pentru
reactia catalizatd de LAAO. Sistemul a inclus si o peroxidaza, care in urma reactiei cu H,0,
generate permite oxidarea unui substrat organic, producand o modificare de culoare ce
marcheaza colonia contindnd mutantul PAL activ. Pentru implementare, a fost vizata evaluarea
compatibilitatii intre domeniul de substrat al enzimei PAL si L-aminoacid oxidazei ancestrala
AncLAAO-N1. In ceea ce priveste scanarea in faza lichida, s-au utilizat extracte celulare ca sursa
enzimatica, fiind esentiala optimizarea diferitelor conditii de reactie si liza celulara nainte de

validare.

OBIECTIVUL 2: Ingineria proteica a fenilalanina amoniac-liazelor pentru activitate
imbunatatita asupra substraturilor dificile

in acest caz, a fost vizata identificarea mutantilor de fenilalanind amoniac-liaza activi faté
de acidul 3,4-dimetoxi trans-cinamic si acidul 3-bromo 4-metoxi trans-cinamic pentru obtine
aminoacizii valorosi din punct de vedere sintetic, 3,4-dimetoxi L-fenilalanina si 3-bromo 4-metoxi
L-fenilalanina. Mutantii PAL au fost dezvoltati urmarind ca prima abordare proiectarea rationala,

respectiva intr-o a doua instanta scanarea unor colectii de mutanti PAL obtinute prin mutageneza



de saturatie, realizatd in runde iterative la resturi de aminoacizi cheie din situl catalitic al

fenilalanina amoniac-liazei din Petroselinum crispum.

OBIECTIVUL 3: Dezvaluirea potentialului biocatalitic al amoniac-liazei aromatice provenite
din Loktanella atrilutea

S-a vizat caracterizarea domeniului de substrat si a potentialului biocatalitic al amoniac-
liazei aromatice provenite din Loktanella atrilutea, care prezinta o activitate neobisnuita fata de
acidul 3,4-dimetoxi trans-cinamic. Scopul principal al acestei etape a constat in caracterizarea
acestei subclase distincte de amoniac-liaze aromatice, prin identificarea de omologi ai LaAAL,
investigand relatiile lor evolutive, respectiv comparand profilul de substrat al LaAAL cu cel al

fenilalanina amoniac-liazelor, tirozina amoniac-liazelor si histidina amoniac-liazelor cunoscute.

CAPITOL1
1. INTRODUCERE

Biocataliza se remarca drept una dintre principalele metodologii care respecta Principiile
Chimiei Verzi', utilizdnd enzime drept catalizatori pentru a crea procese chimice ecologice si
durabile, In special in industriile alimentara si farmaceutica. Progresele in descoperirea si
ingineria enzimelor au extins utilizarea biocatalizei spre sinteza unor molecule complexe, inclusiv
a ingredientelor farmaceutice active (API-uri).2 Amoniac-liazele, in special fenilalanind amoniac-
liazele, s-au evidentiat prin versatilitatea lor in producerea de aminoacizi enantiopuri naturali si
nenaturali, jucand un rol crucial in dezvoltarea unor noi rute sintetice pentru diversi compusi

farmaceutici.

Amoniac-liazele aromatice (AAL'Uri) JPE———— o ny|alanine ammonia-lyase (PAL)

utilizeaza un heterociclu extrem de electofilic : coon  PTAL (EC 431.25) S CO0H
| = PAL (E.C. 4.3.1.24) E}A/
l = NH, NHy =

pentru a-si transforma substraturile,

L-phenylalanine cinnamic acid | ]
reprezentat de gruparea prostetica 3,5-dihidro- E —— _ ”””””

PTAL (E.C. 4.3.1.25)

5-metiliden-4H-imidazol-4-ona (MIO) format | /@/\rCOOH TAL (£ 4515 /@A\/COOH
i NHp NHy
HO HO

post-translational.® Din aceasta categorie fac | Ltywosine p-coumaric acid

parte, histidind amoniac-liaza* (EC 4.3.1.3,

. . . . i COOH AL (ec. 431.9) Msscos S AEOOH
HAL) tirozind amoniac-liaza® (EC 4.3.1.23, Hﬁmz % SN]/\/

L-histidine uracanic acid

TAL), fenilalaning amoniac-liaza® (EC 4.3.1.24,

PAL) i fenilalanind amoniac-liaze cu Schema 1 Eliminarea reversibila non-oxidativa a

amoniacului catalizatd de fenilalanind amoniac-liaze
activitate dubla PAL/TAL’ (EC 4.3.1.25, PTAL), (violet), tirozina amoniac-liaze (turcoaz inchis), histidina
amoniac-liaze (roz) si fenilalanina/tirozina amoniac-liaza

catalizadnd eliminarea reversibilda a amoniacului L )
cu dubla activitate (gri).

din aminoacidul aromatic corespunzator,



rezultand acidul urocanic, acidul p-cumaric si acidul cinamic (Schema 1). In ultimii ani, amoniac-
liazele aromatice, in special PAL-urile, au castigat popularitate drept catalizatori versatili pentru
sinteza aminoacizilor substituiti sau ca enzime bioterapeutice. Au fost descrise o multitudine de
aplicatii®' care implica aceste enzime, atat in mod independent, cat si in cascade chemo-
enzimatice, potentialul lor biocatalitic fiind directionat spre sinteza derivatilor nenaturali ai

fenilalaninei.
1.1. Aminoacizi aromatici nenaturali

Aminoacizii nenaturali servesc drept elemente constitutive importante, oferind
constrangeri de conformatie, schele moleculare si compusi farmacologic activi.’®"” Aminoacizii
nenaturali sunt similar din punct de vedere structural cu cei proteinogenici; totusi, caracteristicile
lor chimice si biologice distincte, rezultate din gruparile grefate pe inelul aromatic si stereochimia

lor, Ti fac extrem de atragatori ca molecule biologic active..'?
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Figura 1. Exemple reprezentative de API-uri, medicamente si candidati pentru medicamente care contin derivati ai L-
fenilalaninei (componenta fenilalaninei este evidentiat in verde).

Utilizarea si productia de enantiomeri puri ai D- si L-fenilalanina, cat si ai analogilor

acestora, a devenit de real interes. Acest lucru se datoreaza in mod special rolului lor esentialin



sinteza de peptidomimetici'®***?', peptide si inhibitori care tintesc diverse interactiuni
bimoleculare®*?, cu API-uri reprezentative care utilizeaza derivati ai L-fenilalaninei prezentate in
Figura 1. Pentru sinteza de L-fenilalanine pure, hidroaminarea asimetrica a acidului trans-
cinamic, catalizata de fenilalanina amoniac-liaze, care este de asemenea obiectul principal al
tezei actuale, este una dintre cele mai atragatoare rute biocatalitice. Aceasta metoda ofera o
economie de atomi de 100%, un factor E imbunatatit, un randament spatiu-timp crescut si

eliminarea sistemelor de regenerare a cofactorilor.?*2®

1.2. Fenilalanina amoniac-liaze

Fenilalanina amoniac-liazele (PAL-uri, EC 4.3.1.24) catalizeaza conversia L-fenilalaninei
(L-Phe) la acidul trans-cinnamic (t-CA) printr-o reactie non-oxidativa de dezaminare. Reactia
reversibila, aditia de amoniac, este de asemenea posibila, utilizand amoniac Tn exces si un pH
ridicat, astfel, deplasand echilibrul catre formarea stereoselectiva de L-Phe.

PAL-urile alaturi de HAL-uri, TAL-uri si PTAL-uri (Schema 1) sunt larg distribuite in diverse
surse. Fenilalanind amoniac-liazele sunt prezente atatin eucariote, cat siin procariote. Desi sunt
in principal distribuite in plante superioare?%°, pot fi gasite de asemenea si in unii fungi®,
drojdii®"*2, cateva bacterii®*=%, anumite alge*® sau amibe®. Cele mai studiate enzime din aceasta
familie sunt PAL din Petroselinum crispum (PcPAL)**°, PAL din Arabidopsis thaliana (AtPAL)*'?,
PAL din Rhodotorula glutinis (RgPAL)*®, PAL din Rhodosporidium toruloides (RtPAL)** si PAL din

Anabaena variabilis (AvPAL)3337:45,
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fiecarei subunitati fiind inconjurat de alti trei monomeri PAL.* Fiecare dintre cei patru monomeri
PAL consta intr-un domeniu central rigid, un domeniu globular N-terminal si un domeniu C-
terminal alungit. Unele PAL-uri provenite din plante si fungi s-au dovedit a avea un domeniu C-
terminal aditional, multi-helicoidal, spre deosebire de omologii lor proveniti din bacterii. Acest
domeniu poate contribui la reglarea precisa a activitatii enzimei si la corelarea acesteia cu
biosinteza compusilor fenilpropanoidici in aceste organisme, prin mecanisme precum

canalizarea substratului sau destabilizarea generala a structurii proteinei.?®4°
1.2.1.1.  Situsul catalitic PAL-urilor

Situsul catalitic al enzimelor PAL este format din doua regiuni principale: o regiune
hidrofila si o regiune hidrofoba. Regiunea hidrofila include resturi precum Arg354, care formeaza
legaturi de hidrogen cu gruparea carboxilica a substratului, stabilizandu-l Tn situsul catalitic.
Regiunea hidrofoba gazduieste inelul aromatic al substratului, in principal prin interactiuni
hidrofobe intre acesta si resturile din aceastd regiune, resturi care influenteaza totodata
specificitatea de substrat. (Figura 3A). O trasatura cheie a situsului catalitic este gruparea MIO
(8,5-dihidro-5-metiliden-4H-imidazol-4-ona), esentiala pentru functia enzimei si formata post-
translational din cele trei lanturi laterale ale aminoacizilor Ala-Ser-Gly (ASG): Ala202-Gly204 in
PAL din Petroselinum crispum.®® (Figura 3B). Resturi specifice din apropierea inelului aromatic,
cum ar fi Phe137/Leu138 in PcPAL, determina specificitatea enzimei, iar mutatii precum His88in
Phe in RsSTAL si Phe136 in His in AtPAL1 schimba specificitatea enzimei de la TAL la PAL sau

invers.
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Figura 3. Situsul catalitic al enzimelor PAL reprezentat pentru PAL din Petroselinum crispum. (A) Situsul catalitic al
PcPAL, evidentiind regiunile hidrofile (albastru) si hidrofobe (mov) de legare a substratului, precum si gruparea
prostetica electofila MIO (rosu). Resturile marcate cu caractere ingrosate sunt situate sub planul substratului, resturile
neingrosate sunt situate deasupra planului substratului, iar resturile de culoare albastru deschis sunt reprezentate in
acelasi plan cu substratul. (B) Reprezentare schematica a formarii post-translationale a gruparii MIO, implicand
ciclizarea si deshidratarea dubla a secventei Ala202-Ser203-Gly204 din PcPAL.



1.1.1. Domeniul de substrat si ingineria proteica a PAL-urilor pentru sinteza derivatilor

nenaturali ai fenilalaninei

PAL-urile native din diferite organisme prezinta un domeniu larg de substrat, oferind astfel
accesibilitate sintetica pentru diversi derivati nenaturali ai L-fenilalaninei, care sunt dificil de
obtinut prin sinteza chimica. PAL din bacteria Anabaena variabilis®' sidin plantele Lactuca sativa®?
sau Petroselinum crispum?“°5 sunt cele mai promiscue. in plus, eforturi extinse au fost depuse
pentru a imbunatati aplicabilitatea PAL-urilor prin extinderea domeniului lor de substrat prin

inginerie proteica,%454% yizand utilizarea lor la scara industriala (Figura 4).
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Figure 4. Substraturi testate pentru PAL-urile de tip nativ si cele mutante, in reactiile de eliminare a amoniacului (violet)
si aditie a amoniacului (roz). Substraturile transformate de PAL-urile native sunt incadrate cu linii punctate negre, iar
cele transformate de PAL-urile mutante sunt evidentiate cu linii punctate rosii, in timp ce substraturile incadrate dublu
sunt transformate de PAL-uri de tip salbatic, activitatea lor fiind imbunatatita prin inginerie proteica. Conversiile pentru
fiecare reactie sunt clasificate astfel: ,,—” (0%), ,,+” (1-30%), ,,++” (31-70%), Si ,+++” (>70%).
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CAPITOLUL 2

2. METODE DE SCANARE DE INALTA PERFORMANTA PENTRU SCANAREA
COLECTIILOR DE FENILALANINA AMONIAC-LIAZELOR OBTINUTE PRIN
MUTAGENEZA DE SATURATIE

2.1. Rezultate si discutii

Au fost dezvoltate doua metode de scanare de inalta performanta pentru a analiza eficient
colectii extinse de PAL obtinute prin evolutie directionata si exprimate recombinat in E. coli. In
metoda in faza solida, colectiile de PAL sunt co-exprimate cu L-aminoacid oxidaza ancestrala
(AncLAAO-N1).)*¥, unde LAAO oxideaza derivatii de L-fenilalanina obtinuti din aditia de amoniac
la acidul cinamic, producand peroxid de hidrogen. Acesta este detectat printr-o reactie
colorimetrica mediata de peroxidaza de hrean (HRP), evidentiind mutantii activide PAL. (Schema
2A). In metoda in faza lichid&, celulele sunt lizate, iar extractul brut este utilizat pentru a
monitoriza reactia de eliminare a amoniacului din derivatii de fenilalanina, productia cinamatilor

fiind urmarita spectrofotometric. (Schema 2B).

A
0 0 0 0
A PcPAL AncLAAO-N1
OH OH OH OH
R
NH;
1 2 3 4
0, H,0, H,0 Hx0 NH3
organic substrate dye
COLOURLESS HRP  COLOURED
: o B
0 PePAL . 0 i 1 A-solid-phase high-throughput assay performed within cells
c : N |
OH i OH o . .
R " T’ : Rw i+ B-liquid-phase high-throughput assay performed using crude
2 : 1 celluar extracts
2 NH; : 1 Lo
! .

Scheme 2. Reactiile generale utilizate in metodele de scanare de Tnhalta performanta in faza solida bazate pe PAL-
LAAO-HRP (A) si testul de Tnalta performanta in faza lichida folosind extracte crude de celule PAL

in scopul de a testa cele doud metode de scanare de inaltd performanta pentru colectiile
de mutanti PAL, au fost selectate ca substraturi model cele care prezinta substituenti donori de
electroni atasati pe inelul aromatic al fenilalaninei, fiind substraturi slab transformate de
enzimele PAL native.®®% Tn acest caz, s-au utilizat acidul p-metoxicinamic (p-MeO-t-CA) si p-

metoxi-L-fenilalanina (p-MeO-L-Phe) ca substraturi model si mutantul obtinut prin proiectare
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rationala, 1460V-PcPAL, cu activitate fatd de aceste substraturi, drept control pozitiv in cadrul

etapelor de scanare ale librariei PAL.*®

2.1.1. Metoda de scanare in faza lichida pentru activitatea fenilalanina amoniac-
liazelor

2.1.1.1.  Evaluarea si optimizarea conditiilor de liza celulara pentru scanarea
eficienta al activitatii PAL
Pentru a induce liza celulara au fost utilizate o gama de agenti chimici, inclusiv Tween-20,
Triton X-100, lizozim, sulfat de polimixina B (PMBS), solutii de glucoza si glicerol. Eficienta fiecarei
solutii de liza a fost evaluata prin masurarea activitatii extractului celular brut, in cadrul reactiei

de eliminare a amoniacului din p-metoxi-L-fenilalanina, catalizata de 1460V-PcPAL (Figura 4A).

: /©/YCOOH 1460V-PcPAL /@/\/COOH {
E crude extract :
AT K ;) - |

' NHJ
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-\.’
<

== 800 rpm, 30 °C, 40 min; Triton+PMBS+Lysozyme

Figure 4. Activitati relative ale 1460V-PcPAL fata de p-MeO-Phe dupa liza celulara in prezenta a diverse solutii de liza (A)
colona 1 - Tween-20 / Lys (1% Tween-20, 10 mM imidazol, 0.5 mg/mL lizozim, 400 U/mL ADNaza |, 50 mM
NaH2P04-2H,0 pH 8.0, 300 mM NaCl); coloana 2 — solutie GTE (50 mM glucoza, 10 mM EDTA, 25 mM Tris.HCL pH 8);
coloana 3 - solutie GTE / Lys (50 mM glucoza, 10 mM EDTA, 0.5 mg/mL lizozim, 25 mM Tris.HCL pH 8.0); ) coloana 4 —
solutie de 5% glicerol (5 % glicerol, 100 mM NaCl, 1 mM DTT, 50 mM Tris pH 7.5); coloana 5 — solutie de 5% glicerol / Lys
(5 % glicerol, 0.5 mg.mL lizozim, 1 mM DTT, 50 mM Tris.HClLpH 7,5, 100 mM NaCl); coloana 6 - solutie de PMBS/ Lys (1
mg/mL PMBS, 0.5 mg/mL lizozim, 20 mM Tris pH 8.8, 50 mM NaCl); coloana 7 — solutie de Triton X-100 (2% Triton X-100,
20 mM Tris pH 8.8, 50 mM NaCl); coloana 8 — solutieT X-100 / PMBS / Lys (2% Triton X-100, 1 mg/mL PMBS, 0.5 mg/mL
lizozim, 25 U/mL Benzonaza, 20 mM Tris.HClpH 8.8, 50 mM NaCl). (B) Optimizarea solutiei de liza utilizdnd doua seturi
de agenti de liza: 1 mg/mL PMBS, 0.5 mg/mL lizozim si 0.36 mM PMBS, 0.07 mM lizozim, 2% Triton X-100, 25 U/mL
Benzonaza, respectiv diferite conditii de liza si pH. Abrevieri: Lys., PMBS, T X-100 si Benz. reprezinta lizozim, polymixin
B sulfat, Triton X-100 si Benzonaza.
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O solutie de lizd continand PMBS si lizozim a fost identificatad ca fiind optima in urma
scanarii initiale, iar eficienta acesteia a fost imbunatatita aditional prin optimizarea pH-ului, a
temperaturii de incubare si a vitezei de agitare (Figura 4B). Conditiile optime de liza au fost
stabilite folosind o solutie tampon de Tris.HCl cu pH 7,0, continand 0,5 mg/mL lizozim si 1 mg/mL
PMBS, incuband timp de 40 min la 800 rpm si 30 °C. Finalmente, s-a obtinut un lizat celular
omogen si limpede, cu un fundal UV scazut, care ulterior s-a dovedit a fi aplicabil pentru testele

de activitate PAL (Figura 4B, coloana 4).

2.1.1.2.  Validarea metodei de scanare UV pentru activitatea PAL

Dupa stabilirea conditiilor optime de liza, colectia obtinuta prin mutageneza de saturatie
la nivelul restului 460 al PcPAL, randomizat folosind degenerarea NNK (discutata in Capitolul 3,
Sectiunea 3.2.2.1.), a fost supusa unei scanari pentru a evalua activitatea sa de eliminare a
amoniacului fata de p-MeO-Phe.

in cadrul experimentelor de scanare a

Ammonia elimination

colectiei, PcPAL-ul nativ, inactiv fatd de PcPAL variant NHy
’ ’ CAOH whole cells é *x~CO0H
substraturile model, a fostinclus drept control \om2 N ~o

NH;

negativ, iar mutantul activ 1460V-PcPAL a fost (

Ammonia addition

utilizat drept control pozitiv. Rezultatele

PeRRL cel®) | cal%)
. A PR C s s yx variant
obtinute in urma scanarii in faza lichida,
. . . S 1460V 82 37
validate prin monitorizarea reactiei prin HPLC, 1460C 4 fiiai:
. . . l460W 4 n.a.
au relevat zece variante active, dintre care 1460L 8 5
) ) 5 ) 1460S 100 37
mutatia 1460V, proiectata rational, a fost 1460T 100 40

gasita in patru colonii selectate. De
asemenea, au fost descoperite cinci noi Figure 5. Eliminarea amoniacului din p-metoxi-l-

fenilalanind si aditia amoniacului la p-metoxi-trans-
mutatii benefice: 1460C, 1460L, 1460W, 1460T  ;inamic acid, folosind biocatalizatori sub forma de celule

si 14608 (Figura 5). intregi pentru mutantii PcPAL corespunzatoare, care au

Rezultatele au indicat limitari ale scanare a activitatii in faza lichida.
metodei de scanare in faza lichida, deoarece
eliminare a amoniacului, prezinta activitate scazuta sau sunt complet inactive in reactia inversa,
de aditie a amoniacului. Acest aspect subliniaza necesitatea unor metode de scanare specifice
care sa vizeze reactia de aditie a amoniacului. Cu toate acestea, mutantii identificati din colectia
I1460NNK-PcPAL ofera o colectie control bine caracterizata pentru validarea metodei de scanare

in faza solida.

12



2.1.2.Metoda de scanare in faza solida prin cuplarea enzimei PAL cu AncLAAO-N1

Odata implementata metoda de scanare UV, in faza lichida, a fost necesar sa se evalueze
si fezabilitatea metodei in faza solida. In acest caz, o serie de pasi initiali au fost esentiali. in
primul rand, exprimarea si purificarea L-aminoacid oxidazei ancestrale (AncLAAO-N1) au fost
optimizate, urmate de evaluarea compatibilitatii domeniului sau de substrat cu domeniul de
substrat al PAL-urilor. Tn continuare, determinarea constantelor catalitice ale AncLAAO-N1 a fost
importanta pentru a asigura ca factorul limitativ din sistem ramane aditia de amoniac catalizata
de PAL, nu oxidarea L-aminoacidului produs. in cele din urma, a fost implementata si optimizata
metoda de scanare in faza solida, iar validarea acesteia a fost realizata prin scanarea aceleasi
colectii I460NNK-PcPAL pentru activitate fata de substratul model, acidul p-MeO-cinamic, in

reactia de aditie a amoniacului.

2.1.2.1.  Exprimarea si purificarea AncLAAO-N1

Pentru productia AncLAAO-N1, au fost utilizate doua constructe plasmidice: unul in pET-
28a(+) care permite fuzionarea enzimei cu o eticheta Hisg la capatul C-terminal, iar celalaltin pET-
15b, care facilita exprimarea AncLAAO-N1 fuzionata cu o eticheta Hiss la capatul N-terminal.
Dupa mai multe etape de purificare a AncLAAO-N1, atat a variantei cu etichetata His la capatul
C-terminal, respectiv la cel N-terminal, folosind cromatografia de afinitate Ni-NTA, s-a obtinut

enzima AncLAAO-N1 omogena, cu Hise N-terminal si impuritati minime.
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Figure 10. (A) Cromatografia de excluziune sterica (SEC) a AncLAAO-N1 prezentand forma octamerica (1.23 mL) si cea
dimerica (1.65 mL); (B) Masurarea activitatii pentru L-Phe folosind fractiile dimerice si octamerice; (C) Profilele de
denaturare termica ale diferitelor forme oligomerice ale AncLAAO-N1.
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Cromatografia de excluziune sterica (SEC) a AncLAAO-N1 a relevat prezenta a doua stari
de oligomerizare (Figura 6A), asociate cu formele dimerica si octamerica. Forma octamerica a
prezentat o activitate specifica de 6,3 ori mai mare, masurata in cadrul oxidarii L-Phe (Figura 6B),
si o crestere a Tr, de aproximativ 8 °C (T, = 56 °C), comparativ cu forma dimerica (T, = 48 °C)

(Figura 6C).

2.1.2.2. Domeniul de substrat al AncLAAO_N1

Pentru a evalua compatibilitatea domeniului de substrat al AncLAAO-N1 cu cel al
fenilalanina amoniac-liazelor native si mutante, a fost realizat un profil detaliat al substraturilor
pentru AncLAAO-N1. Astfel, au fost testate in cadrul oxidarii mediate de AncLAAO-N1 o varietate
de fenilalanine orto-, meta- si para- mono-substitute, precum sifenilalanine di-, tri-substitute sau

analogi biarilici (Figure 7).
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};2 [ NH / ‘ (o]
L-2a-u 0, H,0, H0 NHy 43y
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N
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vanillic acid 4-aminoantipyrine quinoneimine dye

2a 2d 2e 2f 2i 25 21
S.A. (U/mg) 8.41£0.04 8.93 £0.07 14.42 £0.05 18.44 £0.04 7.61£005 5.050.04 n.a.
Kp (mM) 347¢0.27 3.54 £0.15 2.22+020 0.90%0.11 410¢0.22 nd nd
Keat (') 25.54 25.90 29.67 30.68 2511 nd nd.
KealKia 7.36 7.1 13.33 34.13 6.13 19.37 nd.
s xmMmy
& : % _O : % FC. : 5 F. : % Br. : by ‘\.)\O]l ) : 5
2m 2n 20 2r 2s u* 2v
S.A. (Umg)  10.40 £0.05 12.72 £0.03 13.15%0.01 10.63 +0.03 14.24 £0.03 4.45 £0.04 15.37 £0.02
Ky (mM) 2.55%029 2.86 £0.16 0.69£0.03 1.70 2013 0.59 £0.03 nd. 1.050.08
Keat (") 25.48 33.20 20.39 20.44 2547 nd. 26.32
KoK 9.96 1.61 29.55 11.96 42.60 23.31 25.91
(s"xmm ™)
CFy ~o 5
~
~o ~o o ~o (o]
_0o
2w 2y 2ad 2ae® 2ag 2ah 2ai
S.A. (Uimg) 0.13 £0.02 0.40 £0.02 2.90£0.05 na 14.31£0.03 19.232 0.0 0.95 £0.01
K (m) 530t0.28 414023 nd. na. 1.21t0m 1.25%0.10 8202042
Keat (s 6.14 0.98 nd. na. 26.55 32.00 12,12
Keat/Kn 115 0.24 0.78 na. 21.91 25.66 1.48
(s x mM)

Figure 7. Colectia de substraturi testatd pentru dezaminarea oxidativa catalizatda de AncLAAO-N1, parametrii cinetici
corespunzatori fiind determinati spectrofotometric prin cuplarea cu HRP. (a — Curbele complete Michaelis-Menten nu
au putut fi determinate din cauza solubilitatii scazute a substratului; in schimb, constantele kcat/Km au fost determinate
la concentratii de substrat de cel putin 10 ori mai mici decéat Km estimat; n.a. — nu a fost detectata activitate, nd.—nu a
putut fi determinata).

14



Parametrii cinetici ai AncLAAO-N1 in dezaminarea oxidativa a fenilalaninelor substituite
au relevat o eficienta catalitica ridicata pentru substraturi mono-, di- sau multiplu-substituite Tn
pozitiile meta- sau para-, in timp ce substraturile substituite in pozitia orto- au fost transformate

cu o eficienta scazuta sau nu au fost transformate deloc.

2.1.2.3. Validarea metodei de scanare in faza solida

Configurarea testului a fost initiata prin cuplarea oxidarii catalizate de AncLAAO-N1 cu
reactia de aditie a amoniacului mediata de PAL, folosind sistemul de detectie cu peroxidaza din
hrean (HRP) (Figura 8). In timpul initierii metodei, mutantii PAL activi identificati anterior din

colectia derivata prin mutageneza de saturatie I460NNK-PcPAL au fost utilizate drept controale
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Figura 8. Procedura generala pentru testarea activitatii PAL, bazata pe metoda de scanare in faza solida, cuplata cu

AncLAAO-N1.

Utilizand metoda de scanare in faza solida pe colectia PAL obtinuta, evaluarea calitativa
a activitatii la nivelul fiecarei colonii a putut fi realizata usor, prin inspectie vizuala, permitand

identificarea si selectarea celor mai performanti mutantiin functie de intensitatea culorii lor brun-
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1460V, 1460T, 1460S si 1460L (Figura 9B), corespund tuturor mutantilor anterior identificati prin
metoda in faza lichidad din aceeasi colectie PAL. Aceste rezultate demonstreazd cd metoda
scanare in faza solida subliniaza potentialul AncLAAO-N1 si ajuta la identificarea mutantilor PAL
cu activitate superioare. In plus, in timp ce majoritatea metodelor de scanare PAL utilizate in
prezent se bazeaza pe reactia de eliminare a amoniacului, procedura dezvoltata in faza solida
permite identificarea directd a mutantilor cu activitate imbunatatita in cadrul reactiei de aditie a

amoniacului, reactia valoroasa din punct de vedere sintetic.

A B
Ammonia elimination W
P ——— Figura 9. Rezultatele obsinute
7 @ D’Ycoo“ whole cells 4._’ mmm in urma scanarii colectiei
- NH, \ ~
) o e, O 1460NNK-PcPAL. (A) Membrane

y { obtinute din scanarea colectiei
1460NNK, folosind metoda de

Hit  PcPAL o 0 - = s
% %
GiREeE Tt ce(%) | cal%) scanare in faza solida
‘@ AncLAAO-PAL; (B) Valorile
. 1 1460V 80 38 - -
3 . 2 T80l o 5 conversiei pentru  mutantii
) 3 1460T 98 37 identificati, in cadrul reactiilor
@ 4 1460V 80 37 . . .
e 5 14603 96 10 de eliminare si aditie ale
6 1460V 80 35 amoniacului mediate de PAL.
7 14608 95 12

2.2. Concluzii

Au fost dezvoltate si comparate douad metode de scanare pentru activitatea PAL, utilizand
colectia I460NNK-PcPAL obtinute prin mutageneza de saturatie si substraturile model, p-metoxi-
L-fenilalanina si acidul p-metoxi-trans-cinamic. Metoda de scanare in faza lichida a vizat reactia
de eliminare a amoniacului catalizata de PcPAL, iar metoda de scanare Tn faza solida, rezultata
prin cuplarea PAL cu o L-amino acid oxidaza ancestrala (AncLAAO-N1), s-a concentrat pe reactia
inversa, aditia de amoniac.

Metoda in faza lichida a identificat sase variante cu activitate imbunatatita in eliminarea
amoniacului: 1460V, 1460T, 1460S, 1460L, 1460W si 1460C, cu 1460W si 1460C fiind complet inactivi
in reactia de aditie a amoniacului, subliniind o limitare a metodei in faza lichida. Spre deosebire
de aceasta, metoda in faza solida, folosind AncLAAO-N1, s-a dovedit eficienta pentru scanarea
la scara larga a reactiei de aditie a amoniacului. Variantele PAL Tmbunatatite au fost identificate
si validate cu succes, corespunzand celor gasite Tn metoda in faza lichida, avand avantajul
suplimentar al tintirii directe a reactiei de aditie a amoniacului, reactie valoroasa din punct de
vedere sintetic. Aceasta abordare subliniaza utilitatea AncLAAO-N1 in identificarea mutantilor

PAL pentru reactii cu importanta sintetica.
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CAPITOLUL 3

3.

INGINERIA PROTEICA FENILALANINA AMONIAC-LIAZELOR PENTRU ACTIVITATE

TMBUNATATITA FATA DE SUBSTRATURILE DIFICILE

3.1. Rezultate si Discutii

In ceea ce priveste ingineria fenilalanind amoniac-liazelor (PAL-uri) fatd de substraturi

dificile, cum ar fi 3,4-dimetoxi-L-fenilalanina si 3-bromo-4-metoxi-L-fenilalanina, esentiale pentru

sinteza L-DOPA®® si Simplocamida A% (Schema 3), strategiile initiale s-au concentrat pe versiunile

mono-substituite ale acestor substraturi. Aceste rezultate preliminare au permis identificarea

ulterioara a mutantilor PAL activi fata de substraturile di-substituite vizate. Au fost utilizate si

comparate atat proiectarea rationala, cat si mutageneza de saturatie, pentru a evalua eficienta

acestora.

Ammonia addition

' - '
R/\/COOH Engineered PAL R COOH T o Nz
1 N\, {
N 1 O -
NH, : ad : \o L-DOPA

1ad, 1ag NH3 L-2ad, 2ag : |
1 Bl'j@)\ — Br
L :
: 0 | 9
: ag | oS i
_____________________ N WIN

H
o N~" 0 H !
Ammonia elimination /\i 9 | HN"TO
H ) H H W 07 "NH,
R/YCOO Engineered PAL R/\:/COO e B o
NH, ~ NHQ HO
rac-2ad, 2ag NH, D-2ad, 2ag 1ad, 1ag HN\(O
Symplocamide A NH
2

Scheme 3. Activitatea PAL {intita fatd de substraturile 3,4-dimethoxy- (1ad, 2ad) si 3-bromo 4-methoxy- (1ag, 2ag)-
substitute, generdnd compusi de mare valoare sintetica, cu 2ad si 2ag servind drept sintoni pentru sinteza diversilor

API.
3.1.1.

Cercetéarile anterioare au extins
domeniul de substrat al PcPAL pentru a
include derivati de fenilalanind cu mono-
substituenti mai voluminosi, obtinandu-se
mutanti obtinuti prin substitutia unor resturi
specifice, incluzand L134A, 1460V si F137V,
care ating conversii moderate.*®*° Pe baza
acestor rezultate, resturile L134, F137 si 1460
au fost selectate pentru mutageneza, in

vederea imbunatatirii activitatii fata de cele

Proiectarea rationala pentru substraturi dificile

doua substraturi di-substituite.
L134A/1460V-PcPAL /O X ~COOH

_o cooH L134AMEOV-PePAL D/\/

o NH, F137V/1460V-PcPAL 1ad

,,,,,,,,,,,,,,, -

2ad

BrD/\(COOH L134A/1460V-PcPAL
o NH, F137V/1460V-PcPAL Br. X~COOH
\o: C

1ag

2ag NHj

Schema 4. Reactiile de eliminare si aditie ale amoniacului
pentru 1ad,2ad si 1ag,2ag utilizand dubli
L134A/1460V-PcPAL si F137V/1460V-PcPAL.

mutantii
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Dubli mutantii L134A/1460V si F137V/1460V au prezentat o activitate imbunatatita atat in
reactiile de eliminare, cat si in cele de aditie ale amoniacului fatd de substraturile 3,4-dimetoxi-
(1ad, 2ad) si 3-bromo 4-metoxi-(1ag, 2ag) (Schema 4), cu L134A/1460V atingadnd pana la 17%
conversie si F137V/1460V ajungand la 15% conversie in reactia de aditie a amoniacului pentru
acidul 3,4-dimetoxi trans-cinamic si acidul 3-bromo 4-metoxi trans-cinamic. in ciuda acestor
imbunatatiri, reactia de aditie a amoniacului a atins conversii moderate. Astfel, a fost
implementata o a doua abordare, care a implicat mutageneza de saturatie la aceleasi resturi de

aminoacizi din situsul catalitic, selectate pentru proiectarea rationala.
3.1.2. Mutageneza de saturatie

Luand in considerare faptul ca proiectarea rationala a fost validata anterior pe PAL-uri de
diferite origini,*®* stabilirea in prima instanta a unei metodologii robuste pentru mutageneza de
saturatie a fost necesara. In consecintd, optimizarea mutagenezei de saturatie a fost initial
realizatd pe baza colectiei 1460NNK-PcPAL, urmata de implementarea Testului de Saturatie
Combinatorie a Sitului Activ (CAST-ing)®® si de mutageneza de saturatie iterativa (ISM)®"¢2 pentru

a croi mutanti PAL cu activitate fata de substraturile 3,4-di-substituite.

3.1.2.1. Mutageneza de saturatie situs-directionata

Pentru o mutageneza eficienta, s-au utilizat doua protocoale, unul bazat pe primeri partial

suprapusi® (Figura 10A) si unul bazat pe metoda Megaprimerilor® (Figura 10B).

WP
)

PET19b_PcPAL_I460
7817 bp

Figure 10. Saturation mutagenesis using the (A) Partially overlapping procedure (B) Megaprimers procedure,
representing the gene encoding PcPAL (green) the pET19b-vector backbone (black), and the megaprimers of different,
small, medium, large lengths (blue). In the first PCR stage the forward mutagenic primer (red) and the reverse, non-
mutagenic, primer anneal to the template resulting the amplified sequences of the corresponding, large, medium and
small-sized megaprimers. In the second PCR stage through annealing the two single stranded DNA of the megaprimers
the mutated plasmid products are amplified.
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Abordarea ce utilizeaza primeri partial suprapusi a demonstrat o eficienta imbunatatita
fata de metoda traditionala QuickChange. Cu toate acestea, metoda Megaprimerilor, in special
cu megaprimeri de dimensiuni scurte, a generat o colectie PAL care prezinta o distributie a
nucleotidelor mai apropiata de valoarea teoretic asteptata a degenerarii NNK si implicit, o
reprezentare mai echilibratd a aminoacizilor. In consecintd, metoda megaprimerilor de
dimensiuni scurte a fost selectata pentru experimentele ulterioare.

3.1.2.2. Mutageneza de saturatie pentru substraturi dificile

Utilizarea tehnicii CAST-ing, combinata cu mutageneza de saturatie iterativa (ISM), a fost
conceputa in incercarea de a surclasa limitarile identificate Tn cadrul proiectarii rationale
abordate anterior, vizand trei resturi catalitice cheie din PcPAL: L134, F137 si 1460, impreuna cu
L138. in ciuda tuturor incercérilor (Figura 11), combinarea celor patru resturi catalitice in runde

iterative nu a relevat aceeasi mutanti obtinuti prin proiectare rationala.

7 \\
! Mutant Cul%) Cy(%) Step 11 ISM __ Mutant | Cal%) Co(%) Y
L134A/1460V 15 65 F137V 15 ,
L134A/F137C 15 6 F137V/1460V 0 p
L134A/F137C/1460V| 10 2 LI34A/F137CI460V| 44 .
0 XX XX Br
[(0)) ®)
0 134NNK 134NNK ~o
1ad 2ad L134A/F137V/I460V L134A/F137C/1460V s
T L134A/F137C/1460V  F137V/I460V L134A/F137C/1460V ag2ag
(L) (K)
A60NNK AGONNK
L134A/1460V L134A/F137C F137V L134A/1460V
G) [4) m (H) (A)
%,  HOUNNE 134/138 || 22c-rick 137138 |[22camick 139NN 134NNK
A L134A 1460V 60T 14608
K — \\‘
L134NNK F137 L138 [460NNK

Mutant | Cy (%) C4(%)

Mutant | Co(%) €, (%)

WtPcPAL 1460V 81 195
L134A* 98 8O m—— 1460T 100 20
L134A**| 48 71 14608 100 5
B"\(‘\\[}'& /O\U/ﬁ /@)ﬁ
J ~
\ = e o [0} A
‘\\ 15,28 1n,2n Step I CAST tng 1e2¢ /'
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Figure 11. Strategia de mutageneza de saturatie utilizatd pentru generarea activitatii PAL imbunatatite fata de 3,4-
dimetoxi-L-fenilalanina (2ad) si 3-metoxi-4-bromo L-fenilalanina (2ag). Figura a fost adaptata din Tomoiaga et.al. 2023°%°

Pentru cele doua substraturi di-substituite, mutantii proiectati rational L134A/1460V si
F137V/1460V s-au dovedit a fi cei mai active, mutageneza de saturatie nereusind sa depaseasca

performantele acestor variante proiectate rational. Aceste rezultate subliniaza faptul ca, desi
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mutageneza de saturatie poate genera colectii diverse de mutanti totodata, prezinta o diversitate

mutationala limitata pentru resturile modulatoare ale specificitatii in PcPAL (L134, F137 si 1460).

3.1.3. Combinarea ingineriei proteice cu diversitatea naturala

In studiile anterioare, menite s& extindd strategia proiectarii rationald pentru
imbunatatirea activitatii PAL fata de substraturile mono-substituite, in PAL-uri de diferite origini,
s-a observat ca gradul de eficienta catalitica fata de un anumit substrat variaza chiar si intre PAL-
uri care au acelasi situs catalitic.*> Aceasta variatie ilustreaza faptul ca activitatea PAL este
influentata de factori care depasesc diferentele in situsul catalitic si subliniaza importanta testarii
mutatiilor si implicit a activitatii la nivelul PAL-uri din diverse origini, in vederea dezvoltarii unor
biocatalizatori PAL eficienti. In consecinta, in urmé&toarea noastra incercare de a genera PAL-uri
active pentru substraturile vizate, a fost evaluat efectul aplicarii mutatiilor benefice identificate in
PcPAL, asupra diferitelor PAL-uri provenite din diverse origini.

in timp ce mutantii cei mai performanti din PcPAL, L134A/1460V si F137V/I460V, au
demonstrat o activitate imbunatatita, eficienta catalitici a acestora a rdmas moderata. Prin
urmare, aceste mutatii benefice au fost transferate la PAL-uri din diferite origini pentru a investiga
posibile imbunatatiri suplimentare ale activitatii PAL fata de substraturile 3,4-dimetoxi-(1ad, 2ad)
si 3-bromo-4-metoxi-(1ag, 2ag). Mutantii corespunzatori ale PAL-urilor din Arabidopsis thaliana
(AtPAL) si din Anabaena variabilis (AvPAL) au demonstrat o eficienta catalitica superioara

comparativ cu omologii lor din PcPAL (Figura 12).

A Ammonia addition Ammonia elimination Ammonia addition Ammonia elimination
PAL variant 3 e PAL variant
3MHNCOONH, ~ O~y ~CO0H ACOOH oo, B COOH
=" //‘ NH, - —— NH
0mMTrispHEs O 7 20mMTris pH88 ™o 2
1ad 100 mM NaCl 2ad 100 mM NaCl 2ag
L134A/1460V-PcPAL 7 5 F137WI460V-PcPAL s I >
L133A/1461V-AtPAL 14 78
e F136V/1461\-ALPAL s |
L115A/1472V PzaPAL 0
a F88VW/1390V-KkPAL 0
g L134A/H137F/Q138L/ 1472V-RIPAL [s] £
o =
E L134A714T2V-RIPAL a 3 M115V/1472V-PzaPAL 0
é L104A/1423V AVPAL o [ 54 B F107W/1423V-AvPAL I 6
Rerd 3oV It 8 QBAVIA00V-LaAAL 0
1400V LaAAL 0 I e
LaAAL - 21
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Figure 12. Conversii obtinute utilizand mutantii PAL proveniti din diferite origini, sub forma de celule intregi, testati in
reactiile de aditie si eliminare a amoniacului din (A) 1ad, 2ad si (B) 1ag, 2ag.

in plus, PAL-urile mutante au fost comparate cu o noud amoniac-liazd aromatica

provenita din Loktanella atrilutea (LaAAL), un omolog al

amoniac-liazei aromatice AL-11,
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identificata in urma unor experimente metagenomice®. AL-11 a fost recent raportata ca avand o
activitate neobisnuit de mare fata de substraturile cu substituenti donori de electroni grefati pe
inelul aromatic. In urma testarii, LaAAL a depasit activitatea mutantilor PcPAL, AtPAL si AvPAL in
obtinerea de 3,4-dimetoxi-L-fenilalaning, fiind inactiva fata de derivatii 3-bromo-4-metoxi.

in timp ce mutantii PcPAL, AtPAL si AVvPAL au prezentat conversii comparabile, ridicate,
pentru eliminarea amoniacului din 2ad, LaAAL a prezentat o performanta catalitica superioara in
mai multe instante. in mod specific, LaAAL a atins o conversie semnificativ mai mare pentru aditia
amoniacului la acidul 3,4-dimetoxi trans-cinamic 1ad, comparativ cu cel mai performant mutant,
L133A/1461V-AtPAL, in ciuda afinitatii mai scazute fata de substrat, asa cum indica valorile LaAAL
mai mari ale Kv. Constantele catalitice mai mari ale LaAAL sugereaza faptul ca substraturile se
acomodeaza intr-un mod care imbunatateste conversia catalitica, rivalizand cu eficientele
catalitice naturale observate in PAL-urile native, evidentiind potentialul enzimei LaAAL ca
biocatalizator extrem de eficient pentru substraturile 3,4-dimetoxi-substituite. incercérile de a
transfera resturile modulatoare ale selectivitatii de la LaAAL la PAL-urile bine caracterizate nu au
reusit sa imbunatateasca activitatea acestor PAL-uri fata de substraturile vizate. Totodata,
activitatea LaAAL a fost redusa atunci cand proiectarea rationala dovedita a fi eficienta pentru
PAL-urile cunoscute a fost aplicata. Aceste rezultate indica faptul ca alte strategii de mutageneza
sunt necesare pentru amoniac-liazele aromatice omoloage LaAAL, acestea putand reprezenta o
subclasa diferita de amoniac-liaze, evoluate in mod natural pentru o reactie si un domeniul de
substrat distincte.

3.2, Concluzii

Ingineria PcPAL, utilizdnd mutageneza de saturatie si proiectarea rationald, a dus la
obtinerea de mutanti cu activitate imbunatatita fata de substraturi dificile pentru PAL-urile native,
cum ar fi 3-bromo-4-metoxi-L-fenilalanina si 3,4-dimetoxi-L-fenilalanina. Cei mai performanti
mutanti, L134A/1460V si F137V/1460V, au prezentat o eficienta catalitica moderata. Introducerea
acestor mutatii la PAL-uri de origine diferita a demonstrat ca mutantii corespunzatori din
Arabidopsis thaliana (AtPAL) si Anabaena variabilis (AvPAL) au avut o eficienta mai mare
comparativ cu cele din PcPAL. Cu toate acestea, amoniac-liaza aromatica din Loktanella
atrilutea (LaAAL), omolog al AL-11, a demonstrat o performanta superioara fata de 3,4-dimetoxi-
L-fenilalanina, fiind inactivé in prezenta derivatilor 3-bromo-4-metoxi-substituiti. incercarile de a
transfera situsul catalitic al LaAAL la alte PAL-uri sau de a aplica strategia rationala a PAL-urilor
cunoscute la LaAAL nu au generat mutanti cu activitate imbunatatitd fatd de cele doua

substraturi di-substituite.
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CAPITOLUL 4

4. DESCOPERIREA POTENTIALULUI BIOCATALITIC AL AMONIAC-LIAZEI AROMATICE
DIN LOKTANELLA ATRILUTEA: IDENTIFICAREA OMOLOGILOR SI ANALIZA
RELATIILOR ANCESTRALE

4.1. Rezultate si Discutii

Caracterizarea domeniului de substrat si a potentialului biocatalitic al amoniac-liazei
aromatice din Loktanella atrilutea au fost realizate, concentrandu-se pe utilitatea acesteia in
reactia de aditie a amoniacului, folosind ca substrat model acidul 3,4-dimetoxi-trans-cinamic. in
dorinta de a extinde cunostintele despre aceasta posibila subclasa distincta de amoniac-liaze
aromatice si de a spori aplicabilitatea lor in productia de compusi chimici valorosi, au fost
explorate domeniul sau de substrat, respectiv au fost investigate relatiile evolutive ale acesteia
in cadrul familiei enzimelor MIO.

4.1.1. Scanarea initiala a amoniac-liazei din Loktanella atrilutea

Testarea activitatii LaAAL a implicat determinarea vitezelor initiale ale enzimei purificate
fata de substraturile naturale ale amoniac-liazelor aromatice, L-Phe, L-Tyr si L-His, precum si fata
de 3,4-dimetoxi-L-fenilalanina (2ad), ales ca substrat model, si compararea acestor activitati cu
cele ale PAL-urilor cunoscute (Figura 13). Dupa cum s-a observat anterior in Capitolul 3, LaAAL a
demonstrat o activitate neobisnuit de mare pentru 3,4-dimetoxi-L-fenilalanina, in comparatie cu
substraturile naturale ale amoniac-liazelor aromatice, avand o activitate mult mai mica pentru L-

Phe, L-Tyr si fiind inactiva fata de L-His.

s —— Phenylalanine ammonia-lyase (PAL) Aromatic ammonia-lyase (AAL)
PTAL (EC 431.25) o~ COOH \ COOH 3
N __COOH AL (EC st O s o /\]/COOH oy ,,-0\[/§\ g
| = NH; -NH T = \on NH, N T N
\ L-phenylalanine trans-cinnamic acid .} 3,4-dimethoxy L-phenylalanine 3,4-dimethoxy trans-cinnamic acid |
AT Tyrosine ammonia-lyase (TAL)
PTAL (EC. 4.31.25) | 100 - LPhe
‘ . /\I/coon it /@,"\\;/CODH o =L
—_— H T
Yo = NH, - NHy HO = g 80| B 3,4-diMeO L-Phe
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Figure 13. Testarea initiala pentru evaluarea reactiilor naturale ale LaAAL fata de reactiile naturale ale PAL-urilor, TAL-
urilor si HAL-urilor, precum si reactia model utilizata pentru determinarea conditiilor optime pentru reactiile catalizate
de LaAAL; Activitatile relative ale LaAAL si ale altor PAL-uri bine caracterizate fata de substraturile naturale L-Phe, L-Tyr,
L-His si substratul model 3,4-dimetoxi L-Phe.
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4.1.2. Efectul pH-ului asupra reactiei de eliminare a amoniacului catalizata de LaAAL
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Figura 14. pH-ul optim al reactiei de eliminare a amoniacului catalizatd de LaAAL din 2ad: (A) Vitezele initiale relative
ale reactiei de eliminare a amoniacului catalizatd de LaAAL in solutii tampon de diferite pH-uri; (B) Curbele si
temperaturile de topire (Tm) ale LaAAL Tn solutiile tampon de diferite pH-uri (in toate cazurile deviatiile standard ale
masuratorilor efectuate in duplicat au fost < 0,4 °C).

LaAAL, exprimat si purificat recombinat, a prezentat o activitate optima pentru reactia de
eliminare a amoniacului din 2ad la pH 9,5 (Figura 14A). Acest pH optim este comparabil cu cel al
unor TAL-uri recent identificate.®”® fiind mai ridicat decat pH-ul optim al unor PAL-uri provenite
din plante*®®2% sji bacterii’’, dar mai mic decat pH-ul optim al PAL-ului provenit din bacterii
termofile, ca RxPAL®. In plus, LaAAL isi mentine impachetarea proteica si stabilitatea termica pe

o0 gama larga de pH-uri (6,5-11,0), cu denaturarea semnificativa si activitatea redusa aparand

doar la valori ale pH-ului mai mari de 11,5. (Figura 14B).

4.1.3. Efectul sursei de amoniac

LaAAL prezinta activitate optima in aditia de amoniac la acidul 3,4-dimetoxi trans-cinamic
(1ad) la pH 9,0 in solutie de 4 M NH,OH, cu o scadere semnificativa a activitatii la valori mai mari
ale pH-ului, in special peste pH 10,0 (Figura 15A). Pe de altd parte, LaAAL demonstreaza o
stabilitate superioara si o activitate maritd in solutia de 4 M carbamat de amoniu la pH 9,5

comparativ cu solutia de 4 M NH,OH.
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Figura 15. Determinarea pH-ului optim pentru reactia de aditie a amoniacului mediata de LaAAL din 1ad: (A) Activitatile
initiale relative pentru reactiile de aditie a amoniacului realizate in solutii de hidroxid de amoniu 4 M la diferite pH-uri si
carbamat de amoniu la pH-ul neajustat (~9,5) si la pH 9,0. (B) Temperatura de topire (Tm) a LaAAL in solutii tampon de
amoniu la diferite pH-uri. (C) Profilurile de degradare termica ale LaAAL si PcPAL in solutii de carbamat de amoniu 1 M
- 4 M pH neajustat (~9,5), comparativ cu cele inregistrate in solutia tampon 20 mM Tris.HCL, pH 8,5. (D) Variatia
temperaturii de topire (Tm) @ LaAAL si PcPAL in solutii tampon de carbamat de amoniu (1 M-4 M) si solutie tampon
Tris,HCl pH 8,5. Toate deviatiile standard pentru valorile Tm determinate in duplicate au fost < 0.3 °C.

4.1.4. Efectul temperaturii asupra activitatii LaAAL

Evaluarea termostabilitatii si activitatii LaAAL a relevat faptul ca, desi activitatea enzimei
creste odata cu temperatura pana la 65°C, in reactia de eliminare a amoniacului (Figura 16A),
stabilitatea sa operationala este cruciala pentru aplicatii sintetice de lunga durata, in special
atunci cand vizeaza reactia inversa, de aditie a amoniacului. LaAAL mentine aproximativ 80% din

activitatea sainitiala dupa 4 ore de incubatie in 4 M carbamat de amoniu, la temperaturi sub 45°,

cuo Tégo mn

de 55.6°C (Figura 16B). Cu toate acestea, temperaturile mai ridicate conduc la o
pierdere rapida a activitatii, astfel incat 30°C a fost determinatad temperatura optima pentru
obtinerea unor conversii ridicate in reactiile de aditie a amoniacului (Figura 16C). Aceasta
sugereaza ca, desi LaAAL este mai activ la temperaturi usor mai ridicate, 30°C ofera cel mai bun

echilibru intre stabilitatea si eficienta enzimatica, pentru aplicatiile sintetice.
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Figura 16. Efectul temperaturii asupra activitatii si stabilitatii operationale a LaAAL: (A) activitatile relative pentru
eliminarea amoniacului din 3,4-dimetoxi-L-Phe (2ad) realizate la diferite temperaturi fara perioada prealabila de
incubare; (B) activitatea reziduald a LaAAL dupa 2 h-si4 h—perioada de incubare in 4 M carbamat de amoniu la diferite
temperaturi, variind intre 30-80 °C; (C) profilurile de conversie in timp ale reactiilor de aditie a amoniacului mediate de
LaAAL pentru 1ad, realizate la temperaturi de 30, 35, 40, 45, 50 °C in 4 M carbamat de amoniu.

4.1.5. Domeniul de substrat al LaAAL in reactia de aditie de amoniac

Versatilitatea catalitica a LaAAL, in reactia de aditie a amoniacului, prezinta o variabilitate
semnificativa in functie de natura si pozitia substituentilor pe inelul aromatic al acidului cinamic.
In general, substraturile cu grupéri donoare de electroni, in special in pozitia para, prezinta
conversii mai scazute, indicand ca astfel de substituenti afecteaza negativ eficienta catalitica a
enzimei. Pe de altd parte, substraturile cu grupari atragatoare de electroni tind sa prezinta
conversii mai mari, in special atunci cand exista multipli-substituenti, desi nu s-a observat o
corelatie clara intre efectele electronice ale substituentilor si eficienta catalitica (Figura 17).
Efectele sterice ale substituentilor au fost analizate pentru unele substraturi, anumiti acizi
cinamici orto- si meta-substituiti, aratand interactiuni favorabile in cadrul situsului activ,
conducand astfel la conversii mai mari. Cu toate acestea, influenta proprietatilor electronice
ramane mai putin Inteleasa, evidentiind necesitatea abordarii modelarii moleculare avansate

pentru a elucida pe deplin mecanismele care stau la baza acestor reactii.
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Figura 17. Colectia de substraturi evaluata in cadrul reactiei de aditie a amoniacului catalizata de LaAAL.

Datele cinetice sugereaza ca reactia
de eliminare a amoniacului este cea
favorizata de LaAAL, prezentand constante
catalitice si de specificitate mai mari
comparativ cu reactia de aditie de amoniac,
asa cum s-a observat pentru acidul 3,4-
dimetoxicinamic (1ad) (Tabel 1). Aceasta
preferinta se aliniaza cu observatiile facute
la alte amoniac-liaze aromatice (AAL-uri),
complicand si mai mult eforturile de a defini

substratul natural al LaAAL.

Tabel 1. Parametrii cinetici ai enzimei obtinuti in reactia

COOH
R/\I/

2a-2h,2k,21-2q,2t,2u,2w-2aj

] —————— ————— -

i R R S e ——

B e e e e o

de eliminare a amoniacului catalizata de LaAAL.

Substrate Kv(mM) l(‘:f)‘ (sk::‘g;’f‘)
L-Phe 2a 5.88 +0.55 0.51 £0.01 0.09
L-m-Tyr 2t 0.29+0.03 0.63 £0.01 2.14
3-MeO-L-Phe 2n 0.27 0.03 1.72x0.04 6.42
3,4-MeO-t-CA 1ad 4.75+0.80 0.81 £0.09 0.17
3,4-MeO-L-Phe 2ad 1.11=0.08 1.14 +0.03 1.02
3,4,5-MeO-L-Phe 2ai 2.59=x0.22 0.77 =0.01 0.30
3-F-,4-MeO-L-Phe 2ah 6.26+0.78 0.14 £0.02 0.02
L-2-naphtylalanine 2aj - - 6.43
L-Tyr2b - - 3.62

Printre substraturile testate, LaAAL a demonstrat cea mai mare specificitate pentru 3-

methoxy-L-phenylalanine (2n) si L-2-naftilalanina (2aj), cu constante de specificitate (kqa/Km) mult
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mai mari decat pentru substraturi precum L-phenylalanine. In mod specific, LaAAL prezinta o
specificitate mai mare pentru L-Tyr comparativ cu L-Phe si demonstreaza o activitate
semnificativa in reactiile de aditie de amoniac cu acidul p-cumaric, fiind inactiva fata de acidul

trans-cinnamic si L-His.

4.1.6. Clasificarea LaAAL

Caracterizarea specificitatii de substrat a LaAAL, impreuna cu datele cinetice, sugereaza
ca LaAAL este probabil sa faca parte din subclasa enzimelor TAL (E.C. 4.3.1.23) a amoniac-
liazelor aromatice. Totusi, gama unica de substraturi si amprenta sa catalitica, in special
specificitatea sa ridicata pentru substraturi meta-substituite, indica faptul ca aceasta enzima ar
fi putut evolua pentru a acomoda substraturi dincolo de cele tipic catalizate de TAL-urile
cunoscute.

Resturile distincte ale situsului catalitic si versatilitatea catalitica sugereaza ca LaAAL,
alaturi de noile AAL-uri omoloage, cu amprente catalitice diverse (Tabelul 2), ar putea reprezenta

o ramura evolutiva distincta a amoniac-liazelor cu functionalitati noi.

Tabel 1. Alinierea secventelor multiple ale resturilor situsului catalitic al LaAAL cu AAL-uri omoloage releva resturile
conservate evidentiate cu caractere ingrosate, in timp ce amprentele catalitice distincte sunt evidentiate cu diverse
culori. Resturile implicate in formarea MIO sunt marcate cu un fundal roz, iar cele distincte in regiunea hidrofoba sunt
marcate in gri. Microorganismele din filul Proteobacteria sunt indicate cu verde, iar cele din filul Actinobacteria sunt
evidentiate cu galben.

NCEl acces ID Origin "’T;;""

LaAAL 55 Bl a5 1ad 148 186 18% 88 791 294 3id 396 400 A4Z5 4IZ§
WP ITEIEITI2  Loktanedsalriulen 100 ¥, .ALWgH. LASGCL.  JLALM,  (QUEYSLR. N, JKSLII.  EMYNQ.
QOVOB1T4.4  unculiured bactedum 4745 .¥. .ALWQH. .ASGCL. .LAN. .QDRYGIR. .N. .KSLIiI. .EMYNQ.
WP 212536065 Thetidibecter halocols ga40 Y. LALWGH. .ASGLL. .LATN. .QCRYGIR. .N. .KSLiI. .EMYNQ.
W 1ETOT03  Geodsrmatophius ssbul 6058 .¥. L.ALWGR. .ASGDL. .LATN, .QDRYSIR. .M. .KSLOI. .EMYNQ.
MBEL0G3S 101 Fimihiscess 6761 .¥. _AVNGA. .ASGDL. .LATN. _QUDRYSIR. _N. _KSLOI. _EQFNQ.
WP 051375808 Afitcefies sp 20 B765 LY. L.AVWGH. .ASGDL. .LATN. .QUARYSLR. .N. _.KSLOI. .EQFNQ.
WP 311507619 ?ﬁzf"”ﬁ”’”*‘m‘m" 8525 .¥. L.ALWQH. .ASGUL. .L&A.N. .QUEYSLR. .N. .KSLOI. L.EQNNQ.
HARBEH1 Sesidobsciaracess 8427 .¥. .ALWQH. .ASGLL. .LALN. .QUAY¥SLR. .N. .KSLOL. .EQFNQ.
MCISOTAOZA Oncata 7308 .¥. LALWQH. .ASGDL. .LATM. .QDEYSLR. .N. .K3LIV. .EMYNG.
MOGERSSAS  Sabaquimovas 44 Y. LATNGH., _ASGDL. .LATN. .QDRYSIR. .N. L K3LIV. .EMYNQ.
WP_{BSBOMBT0  Parssphingopyas sp. GroMeff 6007 ¥, L ATMQHA, .ASGIL. .LATH, .QDRYSTR. .M, .K5.Qv., .EQFNQ.
FING1218 Pesudomenadota 6312 ¥, LAVWQH, .ASGDL. .LALN, ,QDRYSLR, .M., ,KSLOV, _EBONNQ.
MBOGTI6438  Rimbiacess 6458 Y. _BMWHA_ .ASGDL. _LATN. _.QDRYSLR. .W. _KSLOT. _BOFNQ.
MOGETISEEE  Mesorhizobitm §585 .Y¥. .BMWHH. .ASGDL. .LALN. .QUKYSLR. .N. .KSLOT. .DOFNQ.
WP 169205622 Chelalivorrns sp, 2753 8575 LY. LAMWHH. LASGDL. .LALN, .QURYSLR. .N. .K3LOT. .DOSNQ.
MCBI344270  Paseneraress 6102 ¥, .ALWHE, .ASGDL. .LALN. .QDREYSLR. .N. .KsloL. .EQFNQ.
WP_0BB297293  Perarhcdabacisr 5641 Y. .ALWHA. .ASGLL. _LAMN. .QUAYSLE. .N. _KSLOL. _E{QENQ.
WP 225204365 Coraibagiir sphaarides 5804 .¥. LALWHH. .ASGDL. .LALN, .QDRY¥SLR. .N. .KSLOL. .EQFNQ.
PVE4BA51 Pararhodohanter SeyEgans ss00 ¥, .ATNHA, ASGRL, . LATH, ,QPRYSIR, N, KS70L, EQFNQ,
MEVORAAT 2 Sohingenorsiateas 6630 Y. .ALWHE, _ASGDL. _LATN, .QDRYSIR, .N. _K31LJL. .BOFNQ.
WP 104046085 Artheobecter sp. ZGTE41 §170 .¥. .ALWTH. . ASGDL. .LATH. .QDRYCIR. .N. _KSLGV. .EOYNQ.
MBVE104808 Hyphomicrohiates 6429 .¥. .SLWin. (ASGDL. .LALY. .QDEYSLR. .M. .KSLOl. .BOEFNQ.
KABZ91355T Hyphomicmbislas g273a  .¥. .SLWHA. .ASGDL. .LATW. .QUR¥ZLR. .N. .K3L)L. .EQFNQ.
MR 406RE Predtrhediplans f255 .¥. .SLWHH. .ASGOL. .LALM. .QDRYSLR. .N. .KSLOL. .EQFNQ.

Aceste caracteristici, impreuna cu distributia AAL-urilor in bacterii din medii marine si
simbiotice, sugereaza un rol specializat pentru LaAAL si enzimele inrudite, potential contribuind

la cai metabolice unice si oferind noi perspective asupra biocatalizei si evolutiei enzimelor. Tn mod
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notabil, AAL-urile de origine bacteriana se grupeaza in aceeasi ramura cu PAL-urile de origine
bacteriana. Aceasta grupare indica o relatie evolutiva mai stransa cu PAL-urile cianobacteriene,
in special AvPAL si NpPAL, ceea ce sugereaza ca aceste AAL-uri au evoluat cel mai probabil din
PAL-urile bacteriene decat din TAL-urile de origine bacteriana, cum ar fi RcTAL, al carei ramura
este distantata (Figura 18). Cu toate acestea, sunt necesare studii suplimentare, inclusiv deletie

de gene si profilare metabolomica, pentru a intelege pe deplin substratul natural si rolul biologic

al LaAAL.
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Figura 18. Dendrograma pentru analiza filogenetica a diferitilor reprezentanti ale PAL-urilor, PTAL-urilor, TAL-urilor, HAL-
urilor si AAL-urilor. Valorile bootstrap pentru ramurile principale sunt colorate in albastru si au fost marite pentru

claritate.
4.2, Concluzii
in acest studiu, domeniul de substrat si potentialul biocatalitic al amoniac-liazei
aromatice din Loktanella atrilutea (LaAAL) au fost caracterizate. Enzima a demonstrat o activitate
redusa fata de substraturile canonice ale amoniac-liazelor aromatice, cum ar fi L-Phe, L-Tyr si L-
His, Tn timp ce a aratat o eficientd semnificativa fata de 3,4-dimetoxi-L-fenilalanina. Utilizand
acidul 3,4-dimetoxi trans-cinamic ca substrat model, LaAAL a prezentat o activitate optima la un
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pH mai ridicat, de 9,5, in solutie de carbamat de amoniu 4 M. Pe baza valorilor de conversie si a
stabilitatii operationale a LaAAL pe parcursul mai multor ore de reactie, 30 °C a fost identificata
catemperatura optima pentrureactie. Analiza domeniului de substrat a evidentiat adaptabilitatea
catalitica a LaAAL in hidroaminarea diversilor acizi cinamici, in special pentru analogii mono-, di-
si multi-substituiti In pozitia meta, modelarea structurald dezvaluind coliziuni sterice intre
substraturile orto-substituite si resturile situsului catalitic. Datele cinetice au relevat o predilectie
a LaAAL pentru eliminarea amoniacului, sustindnd clasificarea sa ca o tirozind amoniac-liaza
(TAL, E.C. 4.3.1.23) in cadrul familiei existente de amoniac-liaze aromatice. Cu toate acestea,
analiza filogenetica sugereaza ca LaAAL a evoluat din PAL-uri bacteriene, iar specificitatea sa de
substrat si contextul genomic indica un rol functional nou, potential extinzdnd diversitatea

cunoscuta a AAL-urilor.

5. CONCLUZII GENERALE

Aceasta teza aduce contributii semnificative in domeniul fenilalanind ammoniac-liazelor
(PAL-uri) prin dezvoltarea unui set de instrumente de inginerie proteica, care include atat tehnici
de proiectare rationala, cat si de mutageneza de saturatie, impreuna cu metode de scanare de
inalta performanta a colectiilor mutante PAL. Rezultatele obtinute includ totodata si identificarea
de noi omologi PAL cu activitate imbunatatita fatd de substraturi dificile pentru PAL-urile native,
evidentiind potentialul acestora pentru aplicatii biocatalitice care depasesc reactiile canonice
ale enzimelor din familia MIO.

Una dintre realizarile majore a fost dezvoltarea unor metode de scanare de inalta
performanta, inclusiv un test UV in faza lichida, vizand reactia de eliminare a amoniacului si o
metoda care cupleaza PAL cu AncLAAO, in faza solida, orientata catre reactia de aditie a
amoniacului. Ambele metode s-au dovedit eficiente in identificarea mutantilor PAL cu activitate
imbunatatita fata de substraturile model utilizate. Existenta acestor metode de scanare a fost
esentiala pentru explorarea si optimizarea activitatii PAL-urilor fata de substraturilor dificile di-
substituite, cum ar fi 3-bromo-4-metoxi-L-fenilalanina si 3,4-dimetoxi-L-fenilalanina.

Eforturile de inginerie proteica, utilizand atat mutageneza de saturatie, cat si proiectarea
rationala au revelat mutatii specifice in PAL-urile din Petroselinum crispum (PcPAL), Arabidopsis
thaliana (AtPAL) si Anabaena variabilis (AvPAL), care au sporit activitatea acestora pentru cele
doua substraturi di-substituite, desi cu anumite limitari. PAL-urile modificate au demonstrat o
eficienta catalitica imbunatatita, dar totusi moderata, sugerdnd ca modelul de substitutie al

resturilor cheie din situsul activ al PAL-urilor este puternic constrans.
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Identificarea si caracterizarea ammoniac-liazei aromatice din Loktanella atrilutea (LaAAL)
au relevat potentialul sdu biocatalitic unic, Tn special pentru substraturi cu grupari donatoare de
electroni, precum 3,4-dimetoxi-L-fenilalanina si acidul trans-3,4-dimetoxicinamic, LaAAL
depasind PAL-urile mutante in reactia de aditie a amoniacului la acidul 3,4-dimetoxicinamic,
reactie valoroasa din punct de vedere sintetic.

Desi caracteristicile sale functionale sugereaza ca LaAAL ar putea apartine subclasei TAL-
urilor, analiza filogenetica a plasat LaAAL si omologii sai mai aproape de PAL-urile bacteriene,
sugerand o legatura evolutiva cu PAL-urile cianobacteriene, mai degraba decat cu TAL-uri.
Atributele distincte ale LaAAL, inclusivdomeniul larg de substrat, contextul genomic si omologii
sai diversi, indica un potential pentru descoperirea unor AAL-uri noi, cu functii dincolo de
clasificarile actuale.

in concluzie, aceastd cercetare avanseaza intelegerea PAL-urilor si a AAL-urilor inrudite,
oferind noiinstrumente pentru ingineria proteinelor sideschizand calea pentru descoperirea unor
noi biocatalizatori cu capacitati imbunatatite. Lucrarea evidentiaza atat posibilitatile, cat si
limitarile abordarilor actuale de inginerie, pregatind terenul pentru inovatii viitoare in acest

domeniu.
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