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Abstract: according to the proposed plan, during the entire financial period all activities of
the project have been implemented. During the implementation of Activity 1.1, 1.2, 1.3 as well
as Activity 2. no PAL variants with significant D-selectivity have been obtained, reported data
from literature found to be irreproducible, causing the appereance of additional risks, for which
the corresponding back-up solutions, through a redression plan have been activated. The
mentioned redressal activities focused on obtaining a suitable PAL-structure for the
identification of D-selectivity modulator residues (modification of Activity 3.3) and on the
redesign of PAL through site-directed mutagenesis (completing Activities 1.1, 1.3) for other
challenging substrates of industrial interest (completing Activities 2.1 and 2.2), following by
the functional/structural characterization of these novel PALs (Activities 3.1, 3.2) and their
employment within engineered PAL biotechnologies (Activities 4.1, 4.2)

Rezumat: conform planului propus, in intreaga perioada financiard au fost implementate
toate activititile propuse ale proiectului. Tn timpul implementarii Activitagiilor 1.1, 1.2, 1.3
precum si a Activitatii 2. nu s-au obtinut variante mutante ale enzimei PAL cu D-selectivitate
semnificativa, iar datele raportate din literatura s-au dovedit ca fiind ireproductibile, provocand
aparitia unor riscuri suplimentare, astfel au fost activate solutiile de rezerva corespunzatoare
bazandu-se pe un plan de remediere. Activitatiile de redresare s-au concentrat pe obtinerea unei
structuri a proteinei PAL, potrivita pentru identificarea resturilor de aminoacizi modulatoare a
D-selectivitatii (modificarea Activitatii 3.3) si pe reproiectarea enzimei PAL prin mutageneza
situs-directionata (completarea Activitatilor 1.1, 1.3) in privinta acceptarii altor substraturi
provocatoare de interes industrial (completarea Activitatilor 2.1 si 2.2), urmata de caracterizarea
functionald/structurala a acestor PAL-uri noi (Activitatile 3.1, 3.2) si utilizarea lor in noile
biotehnologii proiectate bazate pe PAL (Activitatile 4.1, 4.2).

Raport integral

Activitate 1. Rational design driven site-directed mutagenesis for identification of D-
selectivity modulating residues (Mutageneza situs-directionata bazatdi pe proiectare rationali
pentru a identifica resturi modulatoare a D-selectivititii)

Subactivitatea 1.1. Mutageneza situs-directionatd bazata pe concepte de proiectare rationala
(luniile 1-3)

Pe baza abordarii de proiectare rationald propusd pentru inversarea selectivitatii enzimei
PcPAL, au fost introduse urmatoarele mutatii Tn gena proteinei: H396K, H396Y, N384A
(aminoacizii respectivi fiind implicati in formarea retelei de legaturi de H care include si restul
R354 responsabil pentru fixarea grupului carboxilic al substratului). Mutatiile respective au fost
introduse Tn combinatie sau fara mutatiile resturilor hidrofobe L206, L134, L.256 la fenilalanina
(F) voluminoasa, astfel incercand restrictia acomodarii substratului in conformatia care
favorizeaza formarea enantiomerului L-fenilalaninei. Aceste mutatii vor fi testati in combinatie
sau fara mutatiile resturilor F137, 1460, K456 la aminoacizi mai mici (alanina sau valind), care
ar oferi mai mult spatiu pentru acomodarea substratului Intr-o conformatie care rezulta
enantiomerul D a fenilalaninei ca si produs de reactie. Resturile de aminoacizi din situsul activ
sunt prezentate pe Figura 1, iar mutantii obtinuti sunt enumerati in Tabelul 1.
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Mutatiile propuse au fost introduse aplicand protocolul de mutageneza situs-directionata
dezvoltat de Naismith si colab.! Prin urmare, perechile de amorse (primeri) au fost proiectate
astfel Incat sd contine o secventd care nu se suprapune si o secventa care se suprapune, adica
este complentara pe un segment al secventei cu perechea ei de primer (complementaritate
primer-primer), temperatura de topire a secventei nesuprapuse (Tmno) fiind cu 5 - 10 °C mai
mare decat cea a secventei suprapuse (Tm pp), astfel incat secventele care nu se suprapun sa
poate etansa discontinuitatea (nick) in secventa si sa se lege eficient de ADN-ul nou sintetizat.

In general, reactiile PCR folosind acesti primeri au fost realizate cu succes/s-au desfisurat
cu eficienta ridicata (Figura din Tabelul 1), doar in unele cazuri a avut loc o amplificare cu
eficientd mai scizuti. In aceste cazuri, optimizarea conditiilor de reactie (addugarea de DMSO,
modificarea concentratiei de ADN matrita si de primeri) a asigurat efectuare cu success a
reactiilor de PCR.

Reactiile PCR au fost realizate intr-un volum final de 50 pl, utilizand 2 ng de ADN matrita
(plasmide care codificd gena enzimei wild-type, disponibile Tn cadrul grupului de cercetare), 1
puM primeri, 200 uM dNTP si 3 unitati de ADN polimeraza Phu Hot-Start. Protocolul reactiei
de PCR a implicat urmatorii pasi: denaturare initiald la 95 °C timp de 5 minute, urmata de 20
de cicluri de amplificare, fiecare ciclu constand din denaturare la 95 °C timp de 1 minut,
alinierea primerilor la Tmno-5 °C timp de 1 minut si extensia la 72 °C timp de 10 minute (500
pb/min). Ciclurile au fost finalizate cu o etapa de aliniere finala la Tmpp-5 °C timp de 1 minut
si de extensie finald la 72 °C timp de 30 de minute. Produsii de PCR au fost digestati, in
continuare, cu 5 unitati de enzima de restrictie Dpnl la 37 °C timp de 2 ore, dupa care 10 ul din
fiecare produs de PCR a fost analizat prin electroforeza in gel de agaroza. 3 ul din fiecare produs
de PCR a fost transformat prin soc termic in celule competente E.coli XL-1 Blue. Celulele
transformate au fost dispersate pe placi Luria-Bertani (LB) suplimentate cu antibioticele
corespunzatoare, iar placile au fost incubate la 37 °C peste noapte. Doua dintre coloniile de pe
fiecare placa au fost crescute si ADN-ul plasmidic a fost izolat. Pentru a verifica prezenta
mutatiilor dorite, 300 ng de ADN plasmidic a fost amestecat cu 50 pmol primer T7, sau primeri
de secventiere proiectati catre grupul de cercetare, Intr-un volum final de 12 pl si a fost trimis
la secventiere de ADN, folosind serviciile de secventiere ale firmei Biomi (G6d6116, Ungaria).

Tn continuare, plasmidele continand genele mutante au fost transformate cu succes in
diferite celule gazda E.coli (E. coli Rossetta DE3, pLysS) potrivite pentru exprimarea proteinei.

G\u484 Lys456

Livrabile: a fost obtinuta cu succes colectia de mutanti a enzimei PCPAL (Tabelul 1) care
poate fi utilizatda mai departe n testarea D-selectivitatii.



. Electroforeza in gel
N, Mutantii PcPAL Nu’;n;t’:;.lide Stadiul de agarozi
propusi intro tiusi experimentului reprezentativd a
’ produsilor de PCR
1 H396K 1
2 H396Y 1
3 N384A 1
4 Q488N 1
5 E484D 1
6 K457S 1
7 K457A 1
8 H396K/F137V 2
9 H396Y/F137V 2 Mutatii
10 H396K/F137A 2 introduse cu
11 H396Y/F137A 2 succes & Control .
. Control negativ,
15 t;gg:z i amestecul de PCIg Tpaj nte
de efectuare a reactiei de
14 L256F 1 PCR, 1. Mutantul PcPAL
15 L134F/F136A 2 L134FV, 2. Mutantul
16 E484D/H396K 2 " tPCI:AI\II_D 1?5%3%4,0\
utantul Pc :
7 | EssaDILLMF : ol AL
19 | E484DIKA456S 2 QUB8N, L Marker ADT

Tabelul 1. Produsii reactiilor de PCR efectuare pentru obtinerea mutantiilor PCPAL, prin mutageneza situs-
directionata a resturilor de aminoacizi din situsul catalitic al enzimei, selectate prin proiectare rationald. Plasmidele
cu genele PAL mutante, obtinute in urma amplificarii, migreaza conform marimii lor de 8700 pb.

Subactivitate 1.2. Testul de alanina (Ala-scan) al resturilor din situsul activ combinat cu
fixarea monodentald (Ala-scan of active site residues combined with monodental
substrate fixation)

Folosind variantele mutante H396K, H396Y ca ADN matritd in reactiile de PCR au fost
introduse mutatii aditionale ale celorlalte resturi din situsul activ al enzimei PcPAL (Fig. 1. —
situsul activ al enzimei PCPAL). Mutatiile resturilor R354, F440, Y110, Y354 nu au fost
realizate, aceste resturi fiind cunoscute a fi esentiale activitatii enzimatice, mutatiile lor la
alanini inactivand enzima.?

Mutatiile au fost realizate prin metoda megaprimerilor® obtinAndu-se colectia de mutanti
din Tabelul 2. In cadrul planului initial am propus si folosirea mutantului N384A ca ADN
matritd pentru introducerea unor mutatii aditionale, insa aceasta variantd a enzimei s-a dovedit
a fi inactiva pe parcursul masuratorilor de activitate din cadrul Activitatii 1.3. Interesant, datele
din literatura arata acest rest ca fiind unul conservat, iar mutantul echivalent N347A din AvPAL
este raportat ca fiind unul activ, cu selectivitate D marita*, astfel ca o etapa aditionald am propus
obtinerea acestui mutant folosind clona enzimei AVPAL disponibild in cadrul centrului de
cercetare gazda.

Gel de agaroza reprezentativa
Nr. | Mutanti PcPAL Numc“?'ul St_agiul care aratd mdrimea fzorectd de
’ mutatiilor | experimentelor 8700 pb a plasmidelor
mutagenici
1 H396K/L256A 2 Mutations
2 H396K/L206A 2 succesfully
3 H396K/L134A 2 performed




4 H396K/L138A 2 o "~ =

5 H396K/F137A 2 : e

6 H396K/1460A 2 M1 2 3¢ la]

7 H396K/1460V 2 000 I U

8 H396K/E484A 2 0 u “

9 | H396K/K456A 2 "

10 H396Y/L256A 2 2000 |

11 H396Y/L206A 2 ,

12 H396Y/L134A 2 1000 |4 ;

13 | H396Y/L138A 2 . weww

14 H396Y/F137A 2 00 e

15 H396Y/1460A 2

16 H396Y/1460V 2

17 H396Y/E484A 2

18 H396Y/K456A 2 M. Marker ADN, 1. Mutantul PcPAL

19 | AvPAL N347A 1 H396K/L256A, 2. Mutantul PcPAL

20 | AVPAL H359K 1 H396K/K456A, 3. Mutantul PcPAL
H396Y/1460V, 4. Mutantul PcPAL

21 | AVPAL H359K 1 206y /E484A.

Tabel 2. Variantele mutante de PCPAL si AVPAL obtinute in cadrul Activitatii 1.2.

Prezenta mutatiilor a fost confirmatd prin secventiere (Figura 2.), folosind serviciile de
secventiere Sanger ale firmei Biomi (G6d6ll6, Ungaria).
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FigUra 2. Rezultatul de secventiere al mutantului PcCPAL H396Y/L134A, care aratd in zonele marcate prezenta
codonilor mutanti TAT 1n loc de CAT (pentru mutatia H396Y) si GCG in loc de CTG (pentru mutatia L134A).

Livrabile: a fost obtinuta colectia de mutanti propusa, in urma unui mutageneze tip Ala-
scan, efectuate la nivelul situsului catalitic a enzimei PCPAL (Tabelul 1), colectie care poate
fi utilizata mai departe Tn testarea D-selectivitatii.



Subactivitatea 1.3. Determinarea D-selectivitatii (D-selectivity measurements)
Variantele mutante ale enzimei au fost testate atat in reactia de aditie a amoniacului la
acidul cinamic cat si in reactia de eliminare a D - si/sau L -Phe (Flgura 3).
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Figura 3. Reactiile de eliminare si de aditie a amoniacului catalizate de enzimele PAL.

In primul rand, am urmirit activitatea si selectivitatea variantelor mutante obtinute n
biotransformari, folosindu-le sub forma de biocatalizatori de tip celule ntregi. Reactia de
eliminare a amoniacului a fost realizata pornind de la D-, respectiv L-fenilalanina (D-Phe, L-
Phe); in cazul reactiilor de aditie la acidul trans-cinamic a fost folosit ca substrat, intr-o solutie
amoniacala de 6 M, n timp ce peletul celular bacterian care continea plasmidele variantelor
mutante a fost resuspendat Tn amestecul de reactie corespunzator. Conversiile
biotransformarilor au fost determinate prin metode HPLC dezvoltate in prealabil in grupul
nostru®®(Figura 4). Interesant variantele mutante H396K si H396Y, folosind celule intregi ca
si biocatalizatori, prezinta conversii slabe (<5%) in reactia de eliminare din substratul natural
L-Phe, conversii similare fiind obtinute si cu D-Phe, ceea ce ar indica o selectivitate D crescuta
al enzimei, dar datorita conversiilor mici, acesta nu este folosibil pentru scopuri sintetice. Totusi
in reactiile de aditie a amoniacului variantele H396K si H396Y au rezultat conversii practice
de 38%, respectiv 27%, insa in toate cazurile s-a obtinut enantiomerul L a fenilalaninei cu un
exces enantiomeric de > 99%. Celulele Tntregi cu gena variantei mutante N384A PcPAL nu au

produs conversii detectabile, rezultat ce indicad esentialitatea restului N384 pentru activitatea
enzimatica.
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Figura 4. Conversiile reactiilor de eliminare a amoniacului din L-Phe si D-Phe, si ale reactiilor de aditie a
amoniacului la acidul trans-cinamic (TCA), folosind variantele PCPAL H396K, H396Y si N384A, respectiv wild-
type (varianta originala) sub forma de biocatalizatori de tip celule intregi.



Variantele mutante H396K, H396Y si N384A au fost deasemenea purificate, obtinute sub
forma de enzima izolata in cadrul Activitatii 3.1, iar activitatea lor relativa a fost comparata cu
activitatea prezentata de enzima nativa (Wt-PCPAL) in reactia de eliminare a amoniacului din
D- si L-fenilalanina in faza initiala a reactiei (Figura 5).

Rezultatele au fost asemanatoare cu cele obtinute folosind celule intregi: PCPAL N384A si
PcPAL H396Y nu au fost eficiente in reactiile de eliminare, PCPAL H396K a rezultat conversie
detectabild, dar numai in reactia enantiomerului L, prezentand astfel L-selectivitate, asemanator
enzimei wild-type (Figura 5).
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Figura 5. Activitatea initiala relativa a variantelor mutante, masurata in reactia de eliminare a amoniacului din L-
Phe si D-Phe, folosind ca si biocatalizator variantele PCPAL H396K, H396Y si N384A, respectiv wild-type
(varianta originald) sub forma de enzime izolate.

In lipsa unei imbunatatiri ale D-selectivitatii in cazul PCPAL, a fost testat efectul celor trei
mutatii aduse direct enzimei AVPAL. Mentiondm ci Turner si colab’ prin evolutia directionat
a AVPAL au identificat mutantii H359K, respectiv H359Y (analogii mutantilor H396K si
H396Y PcPAL), cu activitate imbunatatita fata de o serie de analogi ai D-Phe, totodata Zhu si
colab. 4 prin introducerea mutatiei N347A (analog cu mutatia N384A) au produs o crestere
aditionald a D-selectivitatii enzimei AVPAL. In obtinerea acestor mutanti AVPAL, mutatiile am
introdus prin aceeasi metoda a megaprimerilor folosit anterior. Tntr-o prima instanti, enzimele
mutante N347A, H359Y s1 H359K au fost utilizate sub forma de celule intregi in reactiile de
eliminare ale amoniacului din cei doi enantiomeri L si D ai fenilalaninei, respectiv in reactia de
hidroaminare a acidului trans-cinamic. Similar PCPAL, N347A a dus la inactivarea enzimei
AVPAL (nefiind detectate conversii in nici una dintre biotransformarile realizate in prezenta
acestei variante), in timp ce mutatiile din pozitia H359 au permis obtinerea de conversii
semnificative pentru eliminarea din L-Phe, insa nici pentru H359Y, dar nici pentru H359K nu
au fost observate imbunatatiri majore ale enantioselectivitatii (Figura 6), reactiile de eliminare
din D-Phe au decurs cu conversii mici, in timp ce enantiomerul produs prin reactia de aditie la
acidul cinamic este exclusiv L-Phe.
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Figura 6. Activitatea mutantilor AVPAL 1in reactiile de eliminare si aditie a amoniacului. Conversii determinate
prin HPLC dupa 20 h, coloana Gemini NX-C18 (150 x 4.5 mm; 5 pm), faza mobild A: NH4OH (0.1 M, pH 9.0) /
B: MeOH, debit: 1 mL / min. Reactiile au fost realizate la 30 °C, 800 rpm, utilizand celule intregi (ODggo=2) n
volum final de 200 uL cu 20 mM Tris.HCI, pH 8.8, 2 mM L/D-Phe, respectiv cu 6 M NHsOH pH 9,5, 2 mM TCA.

Conform literaturii*’ cei doi mutanti au fost testati si In reactiile de aditie a amoniacului
utilizand derivati nenaturali ai acidului trans-cinamic, cu grupdri electron-atragatoare grefate
pe inelul aromatic si anume acidul p-bromo-trans-cinamic (p-Br TCA) si p-trifluorometil-
trans-cinamic (p-CFs TCA). In ciuda faptului ca reactiile au decurs cu o conversie ridicati
(Figura 7), nici n acest caz nu s-a observat crestere a D-selectivitatii, ambii mutanti ducand la
producerea exclusiva a enantiomerului L. (Figura 8, Figura 9) Totodata in testele pentru D-
selectivitatea dublu mutantilor 1-18 din Tabelul 2, obtinute Tn Activitatea 1.2, nici un mutant
bazat pe templatii H396Y sau H396K nu a prezentat o activitate D crescutd, toate operand la
conversii/activitati mai scazute decat varianta nativa, wild-type PCPAL, cu selectivite exclusiva
pentru productia enantiomerului L.
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Figura 7. Mutantii AVPAL in reactia de aditie, utilizdnd substraturi nenaturale. Conversii determinate prin HPLC
dupa 20 h timp de reactie, coloand Gemini NX-C18 (150 x 4.5 mm; 5 um), faza mobild A: NH4sOH (0.1 M, pH
9.0) / B: MeOH, debit: 1 mL / min. Reactiile au fost realizate la 30 °C, 800 rpm, utilizand celule intregi (ODgoo=2)
in volum final de 200 pL cu 6 M NH4OH pH 9,5 si 2 mM p-Br TCA, respectiv p-CFs TCA.
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Figura 8. Cromatograma reprezentativa, care aratd semnalele ambelor enantiomeri L si D a amestecului racemic
rac-p-CFs-Phe, obtinutd pe coloana chirald Crownpak CR-l (+) (faza mobila: A: HCIO4 pH 1.5 / B: ACN,
masuratori realizate la 25 C), cu enantiomerul D la timp de retentie de 3,5 min, respectiv enantiomerul L la timp
de retentie de 7,2 min.
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Figura 9. Cromatograma HPLC reprezentativa obtinutd pe coloana chirald Crownpak CR-I (+) pentru reactia de
aditie a amoniacului la p-CFs TCA, utilizadnd celule intregi H396Y-AvPAL, dupi 20 ore, cu semnale specifice
pentru enantiomerul L-p- CF3-TCA (tr=7,3 min) si pentru p-CF; TCA netransformat (tr=16,9 min).

Livrabile: Tn testele pentru D-selectivitatea a colectiilor de mutanti obtinute in cadrul
activitatilor A1.1 si A1.2 (Tabelul 1, 2), nici un mutant bazat pe templatii H396Y sau H396K
nu a prezentat o activitate D crescutd, toate operand la conversii/activitati mai scazute decat
varianta nativa, wild-type PCPAL, cu selectivite exclusiva pentru productia enantiomerului L.

Activitatea 2. Mutageneza de saturatie iterativi — CASTing la pozitiile modulatoare ale D-
selectivitatii

Sub-activitatea 2.1. Mutagenezd de saturatie si Sub-activitatea 2.2 testele de activitate ale
transformantilor obtinuti prin mutageneza de saturatie.

In cadrul acestei activitati au fost generate colectii de mutanti folosind codonii degenerati
NNK (codifica toti cei 20 aminoacizi naturali si codonul STOP) la nivelul resturilor N260,
Q348, N384, H396 si combinatia lor, rezultand colectiile de variante mutante: N260NNK,
Q348NNK, N384NNK, H396NNK, respectiv Q348NNK/N384NNK.

Metoda de introducere a degenerarii de codoni s-a bazat pe utilizarea de megaprimeri n
reactia de PCR, conform metodei? dezvoltat in grupul nostru. Obtinerea unei degeneriri reusite
necesita optimizarea reactiei de PCR 1n majoritatea cazurilor. Pana la momentul actual a fost
confirmata generarea urmatoarelor librarii: N384NNK, H396NNK, N260NNK (Figura 10).
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Figura 10. Verificarea produsilor de PCR prin electroforeza in gel de agaroza. (M - marker, numerele 1-3 - produsi
de PCR: 1 - PcPAL N384NNK, 2 - PcPAL H396NNK, 3 - PcCPAL N260NNK).

Coloniile crescute dupa transformarea colectiilor de ADN au fost verificate folosind
metoda de screening cu randament ridicat dezvoltat in prealabil®. Mediul de cultura lichid a fost
inoculata cu celule din coloniile obtinute, iar dupa crestere, inducere si exprimare, distrugerea
membranelor celulare s-a realizat chimic, folosind detergentul PMBS. Reactia de eliminare a
NH3 din D-Phe a fost initiata prin addugarea lizatului celular cu continut enzimatic Tn mediul de
reactie, dupa care activitatea initiala enzimei a fost urmarita spectrofotometric la 280 nm, unde
produsul, acidul cinamic are absorbanta maxima specifica. S-au identificat 4 colonii cu
activitate enzimatica mai mare decat a controlului negativ, colonia cu plasmida enzimei
originale wt-PcPAL. Aceste hit-uri, colonii pozitive, au fost mai departe testate sub forma de
celule intregi, in reactiile de aditie si eliminare a amoniacului, desfasurarea reactiilor fiind
monitorizata prin HPLC, determinand valoriile conversiilor (Figura 11.). Dupa 16 ore timp de
reactie, raportul conversiilor enantiomerului D- si L-Phe in reactia de eliminare a amoniacului a
fost cel mai mare in cazul coloniei C26 (deriva din colectia de mutanti generata prin mutageneza
de saturatie H396NNK), urmata de colonia C15 (din colectia de mutanti generata prin
mutageneza de saturatie N384NNK). Produsul reactiilor de aditie a fost analizat pe o coloana
chirala (Crownpak CR-I(+)) si a revelat faptul ca si in aceste cazuri s-a format exclusiv
enantiomerul L al fenilalaninei.

Reactii cu celule intregi

0 Eliminare din L-Phe (16 h)

50 Eliminare din D-Phe (16 h)

Conversie (%)

Aditie 1a TCA (16h)
40

30

wiPcPAL N384NNK-c2 N384NNK-c5 N384NNK-cl5 H396NNK-c26
Mutant
Figura 11. Conversiile reactiilor de eliminare a amoniacului din L- Phe sau D-Phe, si ale reactiilor de aditie a
amoniacului la acidul trans-cinamic (TCA), folosind coloniile ¢2, ¢5, c15, ¢26, identificate prin testarea initiale a
colectiilor de mutanti obtinuti prin mutageneza de saturatie N384NNK, H396NNK. Enzima wild-type (varianta
originald) este folositd ca si termen de comparatie, toate variantele de biocatalizatori fiind folosite sub forma de
celule intregi.
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Cele doud variante mutante C26 si C5 au fost exprimate, izolate si purificate conform
protocolului® optimizat al grupului de cercetare, iar biotransformirile au fost investigate si cu
folosirea enzimelor purificate ca biocatalizatori. Pe 1anga reactiile de eliminare a amestecului
racemic D,L-Phe, si reactia de aditie a acidului trans-cinamic, au fost testati si reactii ale
substraturilor nenaturale substituiti pe scheletul aromatic, derivatii orto-bromo si orto-metoxi
corespunzitori (Figura 12.). In cazul reactiilor de eliminare a amoniacului, ale amestecurile
racemice, pe langa conversiile prezentate in Figura 13, au fost monitorizate si excesele
enantiomerice a produsilor de reactie. In cazul celor trei substraturi investigate, acesta a indicat
transformarea enantiomerului L, si imbogatirea amestecului de reactie cu enantiomerul D,
netransformat prin reactie, ceea ce indica selectivitatea L a proceselor. Reactiile de aditie in
cazul celor trei substraturi au decurs cu conversii ridicate ( > 60%), analiza pe coloana chirala
a produsilor rezultand intr-un exces enantiomeric >99% pentru enantiomerul L.

Prin secventierea plasmidelor extrase din coloniile N384NNK-c5 si H396NNK-c26 au fost
identificate: mutantul N384Q 1n cazul c¢5 din colectia N384NNK, respectiv mutantul PCPAL
H396C 1n cazul c26 din colectia H396NNK

Din colectia de mutanti obtinutd prin mutageneza de saturatie N260NNK nu au fost
identificate colonii cu activitate D-PAL imbunatatita fata de varianta originald a enzimei.

Reactii cu enzime izolate
100

Q0

80

B Eliminare D L-Phe
Eliminare D L-oCH3

B Eliminare D L-oBr

Aditie TCA

40 Aditie oCH3-TCA
30 Aditie oBr-TCA
20
10

0

N384NNK-c5 H396NNK-c26

Mutant
Figura 12. Conversiile reactiilor de eliminare a amoniacului din amestecurile racemice L,D -Phe, L,D-0-CHs-Phe,
si L,D -0-Br-Phe si ale reactiilor de aditie a amoniacului la acidul trans-cinamic (TCA), respectivi analogii 0-CHs
si 0-Br substituiti, folosind ca si biocatalizator variantele c2, ¢26 sub forma de enzima izolata.

Conversie dupd 18 h (%)
]

Livrabile: Aceste rezultate arata ca mutantii identificati N384Q si H396C nu poseda D-
selectivitate in cazul reactiei de aditie a amoniacului (directia de reactia care este de interes
industrial®*® pentru sinteza analogilor de fenilalanind optic puri).

Totodata, rezultatele obtinute cu variantele AvPAL mutante H359Y, H359Y, N347A4 in
cadrul Activitatii 1 nu se coreleazd cu datele din literaturd, rezultatele raportate®’ fiind
ireproductibile dupa numeroasele noastre incercari. Bazandu-ne pe expertiza vasta a echipei
proiectului in enzimele PAL, excludem varianta lipsei de competenta a echipei proiectului ca
sl motiv al acestei necorelari. Astfel, abordarea proiectului, care partial s-a bazat pe aceste
date din literaturd, trebuia reconsideratd, reproiectatd, Activititile 1.1, 1.2, si 2.1. fiind
modificate. Deoarece prin activitatile propuse nu au fost identificate resturi modulatoare ale
D-selectivitatii enzimei PAL, totodata datele referitoare la existenta unor asemenea resturi fiind
ireproductibile, a fost activata urmatorul plan de redresare, in care scopul este folosirea
strategiilor de mutageneza dezvoltate pentru obtinerea unor variante PAL, respectiv
biotehnologii PAL eficiente in sinteza unor analogi de fenilalanina de interes industrial.
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e Plan de redresare, completarea/modificarea subactivitatilor propuse:

Activitate 1. Mutageneza situs-directionata bazata pe concepte de proiectare rationala pentru
substraturi care nu sunt acceptate de enzimele PAL

Activitate 2. Mutageneza de saturatie iterativa — CASTIng la resturi modulatoare de
selectivitate cu scopul obtinerii unor PAL-uri cu activitate fatd de aminoacizi de interes
industrial

Subactivitate 3. Caracterizarea functionald a noilor variante PAL si obtinerea unei structuri
cristaline potrivite pentru predictia D-selectivitatii

Sub-activitate 1.1 si sub-activitate 1.3 Mutageneza situs-directionati bazatd pe concepte de
proiectare rationald pentru alte substraturi care nu sunt acceptate de enzimele PAL (1.1)
combinatdi cu testele de activitate PAL (1.3)

Ca produse dorite/tintite am selectat doi analogi disubstituiti ai fenilalaninei, 3,4-dimetoxi-
L-fenilalanina, un element cheie n sinteza medicamentului anti-Parkinson L-DOPA si L- sau D-
3-bromo-4-metoxi-fenilalanina, intermediar important in sinteza Symplocamidei A (Figura 13).
De remarcat, PAL-urile cunoscute sunt inactive in transformarea substraturilor corespunzitoare.

Procese industriale utilizand PAL Activitate PAL tintitd pentru susbtraturi disubstituite
: an Ph
ﬂ,ﬂ:\[,ﬁ:L/CDDH PAL ﬂ/\r-\ COOH (o [\ﬂ\\II\ H ‘? AL L o | Etiminare de amaniac
e 2 cooH | . b - "
LA, 7 A ﬂ)_. i "O\ﬂ/ :T/ S 0000 “D‘]'I’L\T\rww PAL
s H N . - - mutant o
. - : Lz NH; L NH R \l/COOH g COOH R C00H g~ .COOH
H Pt : o NH; NH NHy NHz
e pe P 4
[ b=coon g H Ph Novartis | +~~ L4 D1 2 o1
SN Pt H N P
Fl=o [ L “=CooH H ? SIS | Aditie de amoniac
SN N en PO A k000 g T .
NH a b i PN PAL : - \
— N om COsEt H -5 COOH mutant R COOH O /:T A E‘f\]/\/\
F4 Indolapril | PR Ph NH, EH- \,O,E\ & ~o* o
Perinclopril DSM ; olodanrigan (EMAAD1) 2 N H‘

Figura 13. Exemple de procese industriale bazate pe PAL si produsele vizate in cadrul procesului de inginerie
proteica.

Prin urmare, am incercat sa aplicim metoda rationald de inginerie proteica dezvoltata de
grupul nostru, eficienta in cazul substraturilor monosubstituite®!! | pentru a genera activitate
PAL fati de cele doud substraturi disubstituite mentionate mai sus (Figura 13). In primul rand,
variantele L134A si 1460V, cu activitate cataliticd ridicatd fatd de analogii meta- si para-
monosubstituiti ai substratului natural, au fost combinate in varianta L134A/1460V, a carui
activitate a fost evaluata in eliminarea amoniacului din 1a, 1b si in aditia amoniacului la 2a,
2b. A fost observat un efect usor sinergic al mutatiilor L134A cu 1460V in ceea ce priveste
cresterea activitatii catre substraturile 1a si 2a, cu conversii de 14%, respectiv 6% Tnregistrate
Tn comparatie cu lipsa de activitate a variantelor cu o singura mutatie L134A, 1460V, respectiv
a variantei originale, wild-type PcPAL. In schimb, folosind dublu mutantii sub forma de enzima
izolati, in conditiile de reactie PAL optimizate anterior de citre noi'?, aditia amoniacului la 2a
a atins o conversie de 17%, in timp ce in reactia de eliminare valoarea conversiei a ajuns la
aproximativ 50%, valoarea maxima teoreticad pornind de la amestecul racemic rac-la. Mai
departe, a fost testata varianta PCPAL F137V/I460V, cu mutatii combinate la celelalte resturi
de aminoacizi care impiedica steric substituentii in pozitiile meta si para, dezvaluind astfel
activitate fata de 1b si 2b, reflectata in conversii de 25%, respectiv 6%, care poate fi crescuta
pana la o valoare ridicata a conversiei de 76%, respectiv una moderata de 15% folosind
biocatalizatorii sub forma de enzima purificata, in conditii optime de reactii.

Este de remarcat faptul, cad modelul restrans al mutatiilor benefice in pozitiile L134 si 1460,
dezvaluit prin strategiile de mutageneza, este in conformitate cu natura foarte conservatd a
acestor resturi in randul PAL-urilor, Tn timp ce n pozitiile F137 si L138 (PcPAL) se poate
observa un grad ridicat de evolutie (Tabel 3), aceste resturi fiind cunoscute a fi implicate si in
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schimbarea selectivitatii intre amoniac-liaze aromatice, familie care include pe langa enzimele
PAL si, tirozina- si histidina-amoniac liazele (TAL-uri si HAL-uri). Recent grupul nostru a
extins cu succes strategia mutationald aplicata la PCPAL pentru mai mult enzime PAL de
origine diferiti, fati de substraturi monosubstituite,'* observand intrucat eficienta catalitica fati
de un anumit substrat variaza chiar si intre PAL-urile cu situs-catalitic identic/similar, fapt care
ilustreaza ca activitatea PAL este influentata si de alti factori in afara de diferentele la nivelul
structurii situsului catalitic. Acest studiu a evidentiat ca testarea activitatii a PAL-urilor de
origine/provenienta diferita este recomandat a fi inclusa in procesul de dezvoltare de noi
biocatalizatori PAL eficienti. Astfel, am pregatit omoloagele celor mai performante variante
L134A/1460V (pentru substraturi 1a, 2a) si F137V/I460V (pentru 1b, 2b) PcPAL in cazul mai
multor enzime PAL cunoscute si disponibile in cadrul grupului de cercetare, atat de origine
eucariotd, precum plante (Arabidopsis thaliana) si ciuperci (Rhodosporidium toruloides,
Pseudozyma antarctica), cat si de origine procariota (Anabaena variabilis, Kangiella koreensis).
Dintre proteinele selectate, AtPAL are acelasi situs-catalitic si cea mai mare identitate cu
PcPAL, in timp ce PAL-urile bacteriene si cele provenite din fungi prezinta o identitate mai
mica de 40% cu PCPAL si 0 varietate mai mare la resturile modulatoare a selectivitatii (Tabelul
3).

Tabel 3. Alinierea resturilor din regiune hidrofoba de legare a substratului din situsul catalitic a enzimelor PAL.

Identitat  Identitat

Cod Uniprot Tip Origine Familie Resturi din situsul catalitic ecu e cuAL-
PCPAL 1
P24481 E Petroselinum PAL L134 F137 L1388 V259 1461 100 30
crispum
P45724 E Arabidopsis PAL L133  F136  L137 V260 1460 81 305
thaliana
Rhodosporidium TAL/
P11544 E oot oAl L1 HIT Qi3 V268 1472 38 33
MIMOD4 E Pseudozyma PAL  L115 MI118 Q19 L265 1472 37 30
antarctica
Q3M523 P Anaeba variabilis PAL  L104 F107 L108 M222 1423 36 495
C7R9W9 P Kangiella koreensis PAL L86 F89 H90 M201 1390 32 32
F0S1S6 P Planctomyces PAL L111  F113  L114 V208 1401 33 40
brasiliensis
AOAIMAXLIZ P Loktanella atrilutea  AAL A8L Q84  H85  N199 1400 30 975
| i PAL 29. 1
QOV09174 P z'lci f“rEd bacteria A8L Q84  H85  NI99 1400 95 00

Dublu mutantii de AtPAL, RtPAL, PzaPAL, AvPAL si KKPAL obtinuti, omologi al
mutantiillor PCPAL L134A/1460V si F137V/1460V, au fost testati in eliminarea amoniacului
pornind de la 1a, 1b si in reactia de aditie a amoniacului la 2a, 2b (Figura 14). Dintre aceste
PAL-uri, mutantii de AtPAL au prezentat cele mai semnificative imbunatatiri ale conversiilor
in toate reactiile testate (Figura 14.), depasind inclusiv variantele PCPAL corespunzatoare. Prin
urmare, biocatalizatorii L133A/1461V-AtPAL sub forma de celule intregi au prezentat conversii
ridicate de 78%, respectiv 74% in reactia de eliminare a amoniacului pornind de la 1a si 1b, in
comparatie cu conversia de 15%, respectiv 50% obtinuta cu variantele PCPAL corespunzitoare.
Conversiile obtinute in cazul reactiilor de aditie a amoniacului au ardtat imbunatatiri doar pentru
2a, conversia ajungand la valoarea moderata de 18% dupa 20 de ore timp de reactie, in timp
ce in cazul 2b conversia a ramas la 0 valoare similara cu cea inregistrata utilizand
L134A/1460V-PcPAL (Figura 14.).

In ceea ce priveste PAL-urile de origine fungica, variantele L115A/1472V-PzaPAL si
M118V/1472V-PzaPAL nu au prezentat activitate catalitica nici in reactia de eliminare a
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amoniacului pornind de la 1a, 1b si nici in reactiile de aditie la 2a, 2b. Mutatiile responsabile
pentru posibila transformare a derivatilor dimetoxi 1a, 2a au fost introduse Tn varianta original
de RtPAL (wild-type), precum si in varianta RtTAL care “arata” ca PCPAL (PcPAL-like, cu
aminoacizii din situsul catalitic identic cu cele din PCPAL), generand variantele L134A/1472V-
RtPAL si L134A/H137F/Q138L/1472V-RtPAL. Niciunul dintre mutanti nu a prezentat o
eficienta catalitica imbunatatita fata de rac-1a sau 2a, sustinand cele observate in studiul nostru
anterior'!, mai exact activitatea scizutd RtPAL-ului in urma mutatiei 1472V de RtPAL. Cand
biocatalizatorii au fost folositi sub forma de celule intregi in reactia cu rac-1b, F107V/1423V-
AVPAL a prezentat o conversie <5%, in timp ce nu s-a obtinut L-1b Tn reactia de aditie de
amoniac la 2b. Mutantul L104A/1423V-AvPAL a furnizat conversii de 54% si 6% in cazul rac-
la, respectiv 2a, cu toate acestea valorile conversiilor in toate cazurile au fost mai mici in
comparatie cu cele furnizate de variante omoloage de AtPAL. Variantele L86A/I390V-KKkPAL
si F89V/1390V-KKPAL ale enzimei KKPAL (descrisd recen’?, proveniti din bacteria extremofila
marind Kangiella koreensis, cu substratul natural inca neexplorat), nu au prezentat activitate
catalitica fata de substraturile disubstituite testate (Figura 14.).

Mutant PAL
a 20 mM Tris pII 8.8
HiCO GCOOH 100 mM NaCl HSCOWCOOH
H3C0m2 am ncooNt,  HaCo
L-la 2
L134AM460V-PcPAL 7 Il 15
LI33AT461V-APAL 14 W 78
= LITSA/472V PraPAL 1]
g LI34A/N37EQI38LA4T72V-RIPAL 0
E LI134A/472V-RIPAL 0
E LI04A/M23V AVPAL 6 NI 4
LETA/I3HV KkPAL 1]
400V LaAAL 30 DN 03

LaAAL 7 I —— 96
100 50 0 50 100

Conversii (%)

® Eliminarc = Aditic
b Mutant PAL
200mM Iris pll 8.8
Br COOH 100 mM NaCl BrDA\/COOH
Haf.TC;©/j\f'—(2 aMTNcoont, HsCO
L-1b 2Zh
FI37V/1460V-PcPAL 3 K
F136V/1461V-AtPAL o NI 4
= F8YV/1390V-KKPAL 0
E- MILI5V/1472V-PzaPAL )]
é L 107VA423V-AvPAL B
QB4V/1400V-LaAAL )]
TaAAL Bl 21
100 50 0 50 100

Conversii (%)

B |‘liminare m Aditie

Figura 14. Conversiile obtinute in reactiile de eliminare a amoniacului (albastru) si de aditie a amoniacului (rosu)
n cazul substraturilor a) 1a, 2a si b) 1b, 2b, folosind PAL-uri mutante de origine diferita.
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In timp ce se desfasurau experimentele noastre, in literaturd a aparut o noua amoniac-liaza
aromatica (AL-11)', provenita dintr-o bacterie necultivati, care prezinti activitate remarcabila
fata de acizii cinamici di- sau trimetoxi-substituiti, ajungand la o conversie excelenta de 92%
in cazul transformarii acidului 3,4-dimetoxicinamic 2a. In ceea ce priveste situsul catalitic,
particularitatea enzimei AL-11 constda in diferentele observate la nivelul resturilor de
aminoacizi din regiunea hidrofoba: leucina din pozitia 134 - rest foarte conservat in PCPAL -
corespunde cu A81 din AL-11, alanina permitand probabil acomodarea substituentului
voluminos de m-MeO in situsul catalitic al acestuia. Fapt similar cu ceea ce am observat in
prealabil/deja la introducerea unei mutatii punctuale prin care leucina din pozitia mentionata
este schimbati la alanini in structura PCPAL-ului/AtPAL-ului®!. Cu toate acestea, AL-11,
avand resturile de aminoacizi Q84, H85 si N199 polare (omoloage cu resturile F137, L138 si
V259 din structura PCPAL-ului), prezinta un model unic si polar in ceea ce priveste regiunea
de legare a inelului aromatic al substratului, care este in mare masura hidrofoba in structura
altor PAL-uri (Tabel 3). Bazandu-se pe aceste date, am incercat sa ”imprimam” situsul hidrofob
al enzimei AL-111n structura PAL-urilor disponibile Tn grupul de cercetare, selectand ca matrita
genele enzimelor PcPAL, AtPAL si AVPAL, pe baza rezultatelor anterioare privind activitatea
ridicatad fata de 2a a variantelor acestora, obtinute prin proiectare rationald. RtPAL a fost, de
asemenea, luat In considerare datorita polaritatii similare cu AL-11, dar pozitiondrii deplasate
a resturilor modulatoare de selectivitate, H137 si Q138, in comparatie cu omologul Q84 si H85
din AL-11 (Tabel 3). Prin urmare, au fost obtinute patru variante noi:
L134A/F137Q/L138H/V259N-PcPAL, L133A/F136Q/L137H/V260N-AtPAL,
L104A/F107Q/L108H/M222N-AvPAL si L134A/H137Q/Q138H/V269N-RtPAL, insa toate
cele patru ”AL-11-like” PAL-uri erau complet inactive fata de ambele substraturi disubstituite.

Avand in vedere eficienta catalitica impresionantd a AL-11 si eforturile ineficiente de a
transfera activitatea catalitica a acestuia la alte PAL-uri, ne-am directionat spre identificarea
noilor enzime PAL, omoloage cu AL-11. Cautand in baza de date secvente de protein omoloage
cu AL-11, am selectat amoniac-liaza aromatica provenita din Loktanella atrilutea, avand cea
mai mare identitate de secventa, de 97,5%, cu AL-11 si resturi identice din situsul catalytic. Tn
timp ce Uniprot clasifica enzima ca fiind o histidina-amoniac liaza, particularitatea sa catalitica
arata/expune diferente importante fatd de toti reprezentantii PAL/TAL/HAL, avand o amprenta
unica a situsului catalitic format din resturile A81, 084, H85 si N199 (Tabel 3). Astfel, in
absenta oricaror informatii suplimentare cu privire la rolul natural a enzimei, o0 vom considera
0 amoniac-liaza aromatica, denumit in continuare ca LaAAL. Enzima recombinata LaAAL a
satisfacut asteptarile in reactia de aditie a amoniacului la 2a, ajungand la conversii de 68%
folosind celule intregi si 82% utilizadnd enzima izolata (Figura 15).

Activitatea slabd, respectiv inactivitatea LaAAL-ului fata de 1b si 2b poate sa fie asociat
cu existenta posibilelor impedimente sterice intre substituentul bromo mai voluminos si
resturile din regiunea hidrofoba sau cu probleme derivate/provenite din proprietatile electronice
diferite ale substituentului bromo fata de cele ale gruparii metoxi din 2a. Pentru a
clarifica/lamuri problema, s-a ales un substituent electronoatragator mai putin voluminos, F in
loc de Br. Faptul ca LaAAL a asigurat o conversie de 83% 1n transformarea acidului 3-F,4-
MeO-cinamic 2f, similar cu conversiile obtinute in cazul subtratului 2a, a sustinut ipoteza
impedimentului steric existent in timpul acomodarii substratului 2b in situsul catalitic. Este de
remarcat faptul ca, folosind varianta originala a Pc/At/AvPAL-ului s-au obtinut conversii foarte
slabe sau deloc detectabile in reactia de aditie a amoniacului la 2f, in timp ce variantele mutante
de PcPAL si AtPAL au prezentat conversii apropiate de 63%, cea furnizata de LaAAL (Figura
15.), sustinand totodata faptul ca abordarea de proiectare rationala poate fi folosita cu succes la
aceste PAL-uri, cu exceptia substraturilor cu substituenti electrondonor.
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Completare Activitate 2 (include subactivitatile 2.1 si 2.2): Mutageneza de saturatie iterativi
— CASTing la resturi modulatoare de selectivitate cu scopul obtinerii unor PAL-uri cu
activitate pentru aminoacizi de interes industriala si teste de activitate

In continuare, am aplicat metoda saturatiei combinatoriale a situsului activ (combinatorial
active-site saturation test - CAST)*® efectudind mutagenezi de saturatie iterativd (ISM)*° la
resturile modulatoare ale specificitatii de substrat, identificate prin abordarea de proiectare
rationald mentionata mai sus, mai exact L134, F137 si 1460 din regiunea hidrofoba a situsului
activ din PCPAL, impreuna cu restul L138 invecinat. Acesta din urma a fost inclus in procesul
de randomizare in ciuda faptului ca In urma cartografierii/maparii situsului activ al enzimei
PcPAL pozitia L138 nu a fost printre resturile identificate a fi modulatoare a specificitatii de
substrat®, insa mutantul F113Y/L114I al enzimei PAL din Planctomyces brasiliensis (analog
cu varianta F137Y/L138I - PCPAL) a asigurat cea mai mare imbunatatire de activitate fata de
2a, asigurand o conversie de 18% in reactia de aditie a amoniacului®’.

Similar cu abordarea de proiectare rationald, a fost aplicat o strategie de mutageneza de
saturatie secventiala/in trepte, identificind mai 1intdi hit-uri pentru fiecare substrat
monosubstituit (m-bromo-, m-metoxi- si p-metoxi fenilalanina 1c, 1d, 1e) din colectiile obtinute,
care in a doua etapd au fost utilizate ca matrita pentru runde iterative de mutagenza de saturatie
la pozitiile ramase, evaluand activitate fata de substraturile disubstituite vizate (Figura 16.).
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Figura 16. Strategia de mutageneza de saturatie aplicatd pentru a genera activitate PAL fatad de 3,4-dimetoxi-
fenilalanind si 3-metoxi-4-bromo-fenilalanina.
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Dat fiind faptul ca, randomizarea anterioarda aplicatd in pozitia 1460 a dezvaluit deja
mutantii 1460T, 1460S, 1460V ca variante cu activitate crescuti fati de p-metoxifenilalanini®,
am continuat cu efectuarea mutagenezei de saturatie la restul L134, aplicand degenerarea de tip
NNK. Evaluand activitatea colectiilor de mutageneza fata de m-bromo-fenilalanina si m-
metoxi-fenilalanina nu a fost evidentiat nicio varianta cu activitate mai ridicata decat mutantul
L134A, obtinut in urma proiectarii rationale, sustinand inca odata eficienta abordarii rationale,
analog cu rezultatele obtinute in cazul randomizirii in pozitia 14603,

Mai departe, in al doilea ciclu de mutageneza, folosind ca matrita variantele cu cea mai
mare activitate fata de p-metoxi-Phe, 1460V, 1460T si 1460S (desi in cazul celui din urma s-au
evindetiat problemele de stabilitate in prealabil®), degenerarea NNK a fost aplicati in celelalte
trei pozitii de secventa, 134, 137 si 138 din structura PCPAL. Cele sase colectii A, B, C, D, E,
F (Figura 16) derivate din variantele 1460T si 1460S nu au furnizat hit”-uri in cadrul testelor
de activitate folosind ca substrat fenilalaninele disubstituite 1a sau 1b. Colectia H, cérei punct
de pornire a fost varianta 1460V, a livrat hit-uri numai cu activitate fata de 1a, dintre care toate
s-a dovedit ca fiind mutantul L134A/1460V, aceeasi varianta obtinuta si prin abordarea rationala.
Tn mod similar, colectia G, obtinuta din degenerarea NNK 1in poiztia 1460 folosind varianta
L134A ca matrita, a furnizat hit-uri pentru substratul 1a, identificate in urma ca L134A/1460V.
In mod surprinzitor, in cazul ambelor colectii G si H nu s-a identificat alte variante avand
activitate fata de la, iar in cea ce priveste scanarea activitatii pornind de la substratul 1b nu s-
au gasit niciun hit in cadrul acestor biblioteci. In mod neasteptat, in timp ce singura varianti cu
activitate fata de 1a, L134A/1460V, identificata in colectiile H si G, coincide cu varianta care
s-ar obtine aplicand abordarea permutationald, variantele L134A/I460T sau L134A/1460S
obtinute intr-o maniera similara nu au fost identificate ca fiind hit-uri din colectia A sau D, n
ciuda faptului ca variantele 1460T, respectiv 1460S prezinta o eficienta catalitica imbunatatita,
similard cu cea a mutantului 1460V in reactia p-metoxi-fenilalaninei.

Tn continuare, am incercat randomizarea simultana a pozitiilor omoloage F137 si L138 din
PcPAL prin mutageneza de saturatie (colectia I, Figura 16). Datorita faptului ca, mutageneza
de saturatie bazata pe degenerarea NNK in doua pozitii necesita un efort semnificativ de scanare
(fiind necesar scanarea a 3065 de colonii pentru o acoperire de 95%, in comparatie cu cele 96
de colonii scanate in cazul SM-ului intr-o singura pozitie), am folosit degenerarea de tip 22c-
trick®, care pe langa diminuarea efortului de scanare (1450 de colonii pentru o acoperire de
95%) ofera o distributie mai echilibrata a codonilor pentru toti aminoacizii naturali, reducand
caracterul redundant in comparatie cu degenerarea NNK. Prin scanarea colectiei I, pentru
activitatea fata de substraturile 1a si 1b, a fost evidentiat un singur mutant F137V cu o conversie
usor crescutd de 7,5% in cazul substratului 1b, conversie care este mai mica decét cele obtinute
cu varianta F137V/1460V proiectata rational.

O noua abordare a constat in aplicarea mutagenezei de saturatie Tn pozitiile combinate
L134-F137 si L134-1460. In ciuda numeroaselor incercari de a optimiza reactia PCR, nu s-a
obtinut nicio colectie n cazul combinatiei L134-1460 folosind metoda 22c-trick. Randomizarea
simultana in pozitiile L134-F137 (colectia J) a fost cu succes, dezvaluind din nou acelasi mutant,
F137V in cadrul scanarii de activitate fata de 1b, in timp ce pentru substratul 1a singurul hit
descoperit a fost L134A/F137C, care a avut o activitate similard cu cea a mutantului proiectat
rational, L134A/1460V (Figura 16). Hit-urile, F137V si L134A/F137C, descoperite in
colectiile | si J, au fost folosite ca matritd in al doilea ciclu de mutageneza de saturatie, aplicata
n pozitia 1460, rezultand astfel colectiile K si L, carei activitate a fost evaluata pornind de la
subtraturile 1a si 1b. In mod surprinzitor, toate hit-urile din colectia K s-au dovedit ca fiind
varianta F137V/1460V, care coincide cu varianta obtinuta prin abordarea rationala, similar cu
cele cazuri mentionate mai sus. Prin scanarea colectiei L, folosind 1a sau 1b ca substrat, a fost
identificat triplu mutantul L134A/F137C/1460V ca o varianta activa, cu toate acestea valorile
de conversie atinse cu aceasta varianta (5 % pentru 1a si 20% pentru 1b) au fost similare cu
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valoriile de conversii obtinute folosind variantele L134A/1460V si F137V/I1460V, obtinute prin
modelul proiectarii rationale. Toate aceste rezultate sugereaza faptul cad mutatia suplimentara
F137C nu ofera un efect benefic suplimentar asupra activitatii enzimelor PAL. Ca o ultima
incercare, mutageneza de saturatie a fost combinata cu abordarea proiectarii rationale, astfel
variantele L134A/1460V si F137V/1460, cu cea mai mare activitate fatd de 1a si 1b, obtinute
atat prin proiectare rationala, cat si prin mutageneza de saturatie, au fost utilizate ca punct de
porninre Tn ciclurile SM ulterioare la celelalte doua resturi (L134 si L138, respectiv F137 si
L138). Cu toate acestea, colectiile M, N, O, P generate (Figura 16.) nu au furnizat variante cu
activitate Tmbunatatita.

Rezultatele obtinute aplicand mutageneza de saturatie sugereaza cd mutatiile proiectate
rational, pentru Tnlocuirea resturilor modulatoare de specificitate L134, F137 si 1460 cu resturi
mai mici de alanina si valind, sunt alegerea potrivita, sustinut si de faptul ca nicio altda mutatie
nu ofera o eficienta catalitica similara in cee ace priveste biotransformarile substraturilor 1a si
1b. In timp ce rezultatele valideaza eficienta abordarii de proiectare rationald, pe de alta parte,
ilustreaza si o eficientd redusd a abordarii mutagenezei de saturatic in ceea ce priveste
modularea/schimbarea specificitatii de substrat a enzimei PCPAL. Modelul de substitutie al
resturilor cheie din situsul activ este puternic limitat si determinat in principal de probleme
sterice.

Activitatea 3. Caracterizarea functionala si structurala a noilor variante de PAL
Sub-activitatea 3.1. Exprimarea, izolarea si purificarea enzimelor recombinate

Proteinele recombinate L134A/1460V, F137V/1460V-PcPAL, respectiv L133A/1460V
F136V/1461V-AtPAL, L107A/1400V AvVPAL, variantele tip wild-type si LaAAL, toate cu
etichetda Hisex N-terminala au fost supraexprimate in celulele gazda E. coli Rosetta(DE3)pLysS.
Izolarea enzimelor a fost efectuatd prin cromatografie de afinitate Ni-NTA, urmarind pasii
descrisi in lucrarea noastri anterioari®. Puritatea fractiilor de enzimi izolati a fost evaluati prin
metoda SDS-PAGE (Figura 17.).

Celule Lizat LS1 HS LS2 W Eluat Dializat M Figura 17: Rezultat de electroforeza
250 reprezentativ, gelul de poliacrilamida (SDS-
130 PAGE) obtinut contindnd probe din etapele
100 de purificare a proteinei mutante PcPAL
70  F137V/1460V; Celule — proba de celule
55 intregi (16 ore dupd inductie); Lizat —
supernatantul obtinut dupa liza celulara;
LS1, LS2 si HS — fractiile obtinute dupa
spalarea coloanei Ni-NTA cu solutii tampon
25  contindnd 30 mM sare (LS), respectiv 300
{ mM sare (HS);W (washing) — fractia eluati
cu solutia de 25 mM imidazol, E — fractia de
elutie cu 250 mM imidazol a proteinelor
15 legate Tn mod specific; Dializat — fractia
obtinutd dupa dializa, M — marker proteic.
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Sub-activitatea 3.2. Caracterizarea functionala a noilor variante de PAL

Variantele mutante ale enzimei au fost purificate si testate in reactii la scard analiticd, in
ambele directii al reactiei catalizatd de PAL. Activitatea operationald a diferitelor variante a
fost evaluata atat prin monitorizarea valorilor de conversie, cat si prin determinarea parametrilor
cinetici ale acestora in reactia de eliminare a amoniacului (Tabelul 4).

Pe langa acestea, stabilitatea termica/profilul de denaturare a PAL-urilor purificate a fost,
de asemenea, evaluata (Figura 18a) dezviluind 0 temperatura de topire ridicata de 82 °C in
cazul LaAAL-ului, in comparatie cu AVPAL de origine procariota similar. Tm-ul masurat pentru
LaAAL a depasit si pe Tm-urile enzimelor Pc/AtPAL, de origine eucariotd, care poseda un
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domeniu de extensie C-terminal, reducandu-le stabilitatea termica. In mod surprinztor, in cazul
variantelor L133A/1460V PcPAL proiectata si omologul ei L133A/1461V AtPAL, se poate
observa, pe langa temperatura de topire de 81 °C si 80 °C, modificari conformationale la 45 °C,
respectiv 52 °C. Cu toate acestea, evaluarea activitatii lor la diferite temperaturi intre 30-65 °C
a sustinut faptul ca nu are loc inactivarea enzimei la aceste temperaturi.
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Figura 18. (A) profilul de denaturare termica a varientelor PAL cele mai eficiente, in comparatie cu varianta lor
original (wild-type) si LaAAL. (B) Monitorizarea absorbantei specifice (Aspec) la 310 nm a 2a in cadrul reactiei
de eliminare a amoniacului pornind de la 1a; C) Curbele Michaelis-Menten pentru reactia de eliminare a
amoniacului pornind de la 1a, utilizand variantele proiectate Pc/At/AvPAL si LaAAL.

Tn timp ce formele izolate ale variantelor proiectate de PcPAL, AtPAL, AvPAL au atins
conversii la fel de mari ca LaAAL in reactia de eliminare a amoniacului (Tabelul 4), in cazul
reactiei de aditie a amoniacului la 2a, conversia de 82% atins de LaAAL a fost mult peste
nivelul conversiilor moderate/reduse de 18%, obtinute cu cele mai performante variante
proiectate L133A/1461V-AtPAL.

Referitor la cinetica enzimatica, valoarea Km a LaAAL-ului, in reactia de eliminare pornind
de la 1a, a fost semnificativ, de ~13 ori, mai mare decét Ku-ul obtinut folosind L133A/1461V-
AtPAL (Tabelul 4). In cazul reactiei de aditie de amoniac la 2a, valoare de Ky pentru LaAAL
a fost chiar si mai mare, ajungand la valoarea de 4,74 mM, de ~ 22 de ori mai mare fata de cea
obtinutd folosind PCPAL in reactia de aditie a amoniacului la a acidul trans-cinamic. Aceste
valori Kw ridicate, prezentate de LaAAL sugereaza o afinitate mai scdzuta a enzimei fata de
aceste substraturi, care impreuna cu valorile ridicate de ket (Tabelul 4) sugereaza o orientare
mai relaxatd a substraturilor 1a si 2a in situsul catalitic al LaAAL-ului in comparatie cu
Pc/At/AVPAL. Este de remarcat faptul ca, valorile numerelor de turnover (Kea) in cazul
substratului 1a sunt de 7-11 ori mai mari comparativ cu variantele Pc/AtPAL, iar mutantul
L104A/1472VV-AVPAL deasemena prezintd o crestere de ~2,6-4 ori a valorilor de ket in
comparatie cu omologii lui eucarioti PC/AtPAL. Totodata important de evidentiat ca, valorile
Keat de 0,64 s si 0,82 st atinse de LaAAL in cazul 1a si 2a, se apropie de eficienta catalitici a
wt-PAL-urilor, in cadrul reactiei lor naturale.

Inactivitatea LaAAL-ului in reactiile substraturilor substituite cu 3-bromo-4-metoxi 1b, 2b,
a fost confirmata si in cadrul masuratorilor cinetice, care In acord cu conversiile obtinute a
sustinut eficienta catalitica superioara a celui mai performant mutant, F136V/1461V-AtPAL (C1p
= 82%, Cap = 30%, kcat = 0,178 s1) fatd de omologul sau PCPAL (Cib = 76%, Con = 15%, Kcat =
0,049 s1).

Pentru a dobandi mai multe informatii despre comportamentul cinetic atipic al LaAAL-
ului, evaluarile/testele de activitate folosind enzime izolate au fost, de asemenea, extinse catre
substraturile substituite cu 3-fluor-4-metoxi 1f, 2f, substraturi pentru care biocatalizatorii
LaAAL sub forma de celule ntregi au prezentat activitate. Valoarea de Kwm ridicata, de ~3,4
mM, prezentatd de LaAAAL in reactia cu 1f, a relevat din nou o afinitate scazuta fata de substratul
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respectiv, cu toate acestea numarul de turnover, Kcat, Th acest caz a fost mult mai mic, de 0,022
s1, decat cel obtinut in cazul reactiei 1a (0,64) si 2a (0,81). Aceasti valoare este, de asemenea,
de ~12 ori mai mica decat cea obtinuta folosind cea mai performantd variantda F136V/I461V-
AtPAL, care avand o afinitate ridicata fata de acest substrat (valoarea Kw fiind de 25 de ori mai
mica in cazul reactiei cu 1f), prezinta 0 constanta de specificitate de ~333 de ori mai mare, fapt
care nu se reflectd in valorile de conversie similare furnizate de cele doua enzime in reactiile cu
1f sau 2f. Printre PAL-urile proiectate de provenientd/origine diferita, F137A/1460V PcPAL si
variantele omologi corespunzatori de AtPAL au depasit mutantul L134A/1460V PcPAL si
variantele sale omoloage de At/AVPAL in ceea ce priveste eficienta cataliticd bazatd pe
conversiile obtinute (in cazul 1f, 2f) si pe numerele de turnover in cazul 1f (Tabelul 4).

Valorile de Kw atipic ridicate ale LaAAL-ului, obtinute in toate reactiile testate, pot fi
asociate in cazul substituentilor electronodonori - cu numere de turnover mari, in timp ce
prezenta unui substituent aromatic electronoatragator in pozitia meta- afecteaza aparent in sens
invers numarul de turnover al enzimei LaAAL, observat in cazul derivatilor 3,4-dimetoxi. Desi
sunt necesare studii suplimentare cu accent marit pe caracterizarea cinetica a LaAAAL-ului sau/si
a PAL-urilor asemandtoare cu AL-11 in reactii cu alte substraturi, rezultatele noastre sugereaza
ca aceste enzime S-ar putea sa reprezinta o subclasa distinctd a amoniac-liazelor aromatice cu
reactie naturala si domeniu de substrat modificat prin procese evolutive.

Conversie*

Substrat Enzimi PAL (:1\“;) (ph\;r/”:;in) (I,(;i; (S,If;atr/nK,\;f,l) ) 1(%) , (SZ )
L133A/1461V-AtPAL 201.4 1.071 0.057 0.286 92 18 >99
L134A/1460V-PcPAL  560.1 1.621 0.086 0.154 9% 17 >99

1 L104A/I472V-AVPAL  216.0 5.372 0.228 1.056 % 15 >99
LaAAL 2548.0 15.080 0.638 0.250 98 82 >99

LaAAL 2a 4740 243 0.8st

mM/h

F136V/1461V-AtPAL 102.4 3.318 0,178 1.751 82 30 >99
1 F137V/1460V-PcPAL  100.8 0.935 0.049 0.497 76 15 >99
LaAAL 3396.0 0.566 0.022 0.006 94 83 >99
F136V/1461V-AtPAL 134.5 4.994 0.268 1,999 100 86 >99
L133A/1461V-AtPAL 126.8 2.086 0.113 0.894 % 62 >99
1f F137V/1460V-PcPAL 95.8 3.007 0.166 1.739 90 49 >99
L134A/1460V-PcPAL  278.1 1.084 0.058 0.195 40 35 >99
L104A/I472V-AVPAL  540.8 3.930 0.165 0.310 70 4 >99
AL-11 like AVPAL 471 3.298 0.140 2.932 9% 52 >99

Tabelul 4: Valoriile parametrilor cinetici si conversiie obtinute in reactiile catalizate de noile biocatalizatori.

Subactivitate 3.3. Caracterizarea structurald a noilor variante de PAL/ Obtinerea unei
structuri cristaline potrivite pentru predictia resturilor de aminoacizi modulatoare D-
selectivitatii.

Avand 1n vedere rezultatele mai putin pozitive ale experimentelor desfasurate cu scopul de
a gasi resturile de aminoacizi prin schimbarea careia se poate inversa Stereoselectivitatea
enzimei PCPAL, am ipotezat ca modelul/structura cristalina a proteinei, pe care se bazeaza
proiectarea rationald, nu este adecvatd scopului. Din punct de vedere al obtinerii de D
aminoacizi, cu ajutorul enzimelor PAL, reactia de aditie a amoniacului la diferiti acizi cinamici
este directia de reactie de exploatat. Acesta utilizeaza ca si substrat acizii cinamici si se decurge

20



la concentratii semnificative ale amoniacului. Rezultatele noastre anterioare® indici clar o
conformatie diferita a enzimei PCPAL intr-o solutie de Tris.HCI, in care se decurge reactia de
eliminare a amoniacului, fata de conformatia acesteia in solutii cu continut ridicat de amoniac,
in care se decurge reactia de aditia a amoniacului catalizatd de PAL. Astfel, pentru a studia
asezarea substratului Tn situsul catalitic al enzimei Tn cazul reactiei de aditie, este nevoie ca
cristalizarea PCPAL-ului sa se realizeze din mediu amoniacal, in prezenta unui ligand care
mimeaza substratul de tip acid cinamic, corespunzator directiei de reactic de aditie a
amoniacului. Mentionam ca toate structurile PCPAL existente (PDB ID: 6RGS, 1W27, 6HQF,
6F6T) au fost obtinute in absenta de amoniac, iar numai structura 6RGS, obtinuta recent de
citre noi®, contine un ligand de tip acid cinamic (p-metoxi-acid cinamic n acest caz). Deoarece
acidul trans-cinamic in prezenta de 0.1 M amoniac este transformata in L-Phe de catre enzima
PcPAL, am propus cautarea unor analogi ai acidului trans-cinamic, care sunt inhibitori
competitivi ai enzimei PAL si in prezenta careia impreund cu amoniacul, proteina poate
fi “inghetata”, cristalizata intr-o conformatie, pe care 0 gasim si in faza lichida a reactiei de
aditie a amoniacului.

Astfel, structura unui PAL in prezenta unui analog de acid cinamic si amoniac ar
ajuta identificarea resturilor de amoniacizi care determind stereoselectivitatea
biocatalizatorului in reactiile de aditie a amoniacului, ruta importanta din punct de vedere
sintetic.

Compusii alesi ca si inhibitori potentiali sunt reprezentate in Figura 19. Initial a fost
testat efectul de inhibitie in reactia de interes, de aditia a amoniacului la acidul trans-cinamic,
urmdrind conversiile reactiilor realizate in absenta si in prezenta inhibitorilor prin HPLC.
Deoarece Tn numeroase cazuri semnalul inhibitorului s-a suprapus cu cel al substratului sau al
produsului numai n cazul inhibitorilor 11, 12 si 16 s-au putut determina valorile de conversie
prin metode HPLC (Figura 20.). Rezultatele arata ca in cazul compusilor 12 si 16 nu avem o
scadere semnificativa a valorilor de conversie fatd de reactia control (cel realizat in absentd
potentialilor inhibitori), iar in cazul compusului 12, conversia este de 30% fata de 78% a reactiei
control (Figura 20), ceea ce indica prezenta unei inhibitii a activitatii enzimatice.

H 0O o o} ?H O
o) A
©/N\)J\OH ©/ \)J\OH ©/\)‘\OH ©/\/B\OH ©/\)‘\OH
14 |2 |6 |14 TCA

N’N

\\ || _OH ©i><
©/\/ PzO
HO OH

l1g
known PAL inhibitor - Phe-analog
Figura 19. Analogi ai acidului cinamic alesi testati ca si inhibitori al enzimei PcPAL, folosind ca si compusi de
referintd TCA si acidul fosfonic aminoindan (118), un analog de Phe, cunoscut cu efect de inhibitie puternica
asupra activitatii PAL.
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©/\/ COOH 6M NH,OH
PcPAL
[S] = 1 mM; [E] = 0.625 uM

1. ammonia addition without inhibitor
2. 2 mM Inhibitor 11
3. 2 mM Inhibitor 12
4. 2 mM Inhibitor 16

COOH

Inhib. Conv.(%) r:;:::ri’ed(i)
16
12
11
- 86.2 | 2
16 87.0 | 2
12 83.8 | 2
11 394 | 2

Figura 20. Efectul de inhibitie ale compusilor 11,12, 16 asupra transformarii acidului cinamic in L-Phe catalizate

de PcPAL.

In celelalte cazuri nu am reusit dezvoltarea unor metode HPLC care ar permite
determinarea valorilor de conversii ale acestor reactii, astfel am urmarit efectul de inhibitie ale
compusilor in reactia naturala a enzimei PcPAL, cel de eliminare a amoniacului din L-Phe,
urmarind vitezele initiale ale activitatii enzimatice, determinand cinetica Michaelis-Menten Tn
prezenta si in absenta diferitelor inhibitori (Figura 21a). Tipul inhibitiei a fost determinata
folosind reprezentarile Lineveawer-Burk a curbelor MM de inhibitie (Figura 21b — exemplu
reprezentativ ilustrat in cazul rezultatelor obtinute cu I1), dupd care folosind ecuatiile
Michaelis-Menten specifice tipului de inhibitie, au fost determinte parametrii de inhibitie

enzimatica (Tabel 5).

- 0
& 0.04

initial rate

[s]

Figura 21. a) curbd Michaelis-Menten de inhibitie
in cazul reactiei de eliminare a amoniacului din L-
Phe catalizata de wt-PCPAL in prezenta diferitelor
concentratii de 11 (N-fenilglicina).

-4 0.075

1finitial rate

18]

*non inh.

[11=0.04 mit
= [[]=0.075 mM
&[1=0.15 mh
* [1]=0.3 MM

b) Reprezentarea Lineweaver-Burk Th cazul curbelor MM
obtinute 1n prezenta diferitelor concentratii de 11. Profilul
reprezentarii indicad un model de inhibitie linear mixta.

Valorile constantelor de inhibitie determinate (Tabel 5) arata ca N-fenilglicina 11 este cel
mai potent inhibitor cu o constanta de inhibitie de 0,00093, apropiandu-se de eficienta de
inhibitie a celui mai puternic inhibitor PAL cunoscut la ora actuald, compusul 118, si depasind
efectul de inhibitie ale acidului cinamic (TCA).

Inhibitor Vmax (sect) | Km™ (mMM) | Ki(mM)
Firai inhibitor | 2.88-10* 0.15 -

11 2.5-10* 0.3 0.0093
12 2.3-10* 0.51 0.39

16 2.2:10* 0.45 0.97
114 2.3-10* 0.47 3.50
115 2.5-10* 0.41 0.40
116 2.2:10* 0.49 0.56
117 2.2:10* 0.44 1.08
118 2.13:10* 0.52 0.00064
TCA 2.23:10* 0.43 0.076

Tabel 5. Rezultatele masuratorilor de cinetica pentru determinare constantelor de inhibitie K, ale inhibitorilor 11-

118
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Astfel dintre analogii de acid cinamic testati, compusul N-fenilglicina 11 s-a dovedit a
fi inhibitorul cel mai puternic atar in reactiile de aditie a amoniacului, cdt si in reactiile de
eliminare.

Folosind N-fenilglicina 11 si forma purificatd a enzimei PCPAL, obtinut de grupul
proiectului, Tn grupul colaborator a Prof. Dr. Cristopher Schoefield de la Universitatea Oxford
a fost obtinuta structura cristalind a enzimei PCPAL in prezenta N-fenilglicinei, solutia enzimei
folositd in procesul de cristalizare continand 0.1 M NHz. Mai departe, am propus si obtinerea
unei structuri PAL care contine un analog de D -fenilalanina ca ligand, astfel am avea si o
structura care reprezinta stadiului final al reactiei de aditie a amoniacului. In aceste experimente
cu aceasi grup colaborator, a fost deasemenea obtinuta si structura cristalind a variantei mutante
1460V PcPAL cu D-meta-trifluorometil-fenilalanina.

Rezolvarea optima a ambelor structuri inca este in proces, dar situsul activ al enzimei din aceste
structuri (Figura 22) a fost deja analizata.

Figura 22. Situsul catalitic al enzimei PcPAL cu N-fenilglicina 11 ca si ligand.*Structura
obtinuta Tn cadrul proiectului — manuscris in pregatire

Pe baza analizei comparative a noilor structuri cu alte structuri PcCPAL deja existente (PDB
ID: 6RGS, 1W27, 6HQT, 6F6T) au fost proiectate urmatoarele amorse pentru a introduce
modificarile L256M, N260A, N260Q, Q348N, N384Q, Q488N separate si in diferite
combinatii. Schimbul de codoni s-a realizat folosind metoda de megaprimeri, iar ih majoritatea
cazurilor a fost si inca este necesara optimizarea conditiilor de reactie in lant a polimerazei.

Nr. Pri _ Twm
ort rimer name Sequence (min-max; °C)
1 | PcPAL_L256M F 5°-AGCCCAAGGAAGGAATGGCCTTG-3 65
2 | PcPAL _N260A F 5°-CCTTGGTAGCCGGAACTGCC-3’ 63
3 | PcPAL_N260Q F 5°-GCCTTGGTACAGGGAACTGCCG-3’ 65
4 | PcPAL_Q348N F 5°-AAGCCCAAGAACGACAGATACGCC-3’ 65
5 | PcPAL_N384Q F 5>-AACTCCGTAAACGACCAGCCCTTGATTG-3’ 67
6 | PcPAL Q488N F 5°-AACAGCATAACAACGACGTAAACTCCTTGGG-3’ 67

Prezenta mutatiilor au fost confirmata prin secventiere pentru urmatoarele variante: L256M,
N260A, N260Q, L256M/N260Q, L256M/N260A, L256M/N260Q/Q348N, N384Q si Q488N.
Genele pcpal mutante au fost transformate in celule gazda BL21 Gold (DE3), insa in testele
pentru selectivitate D-PAL nici una dintre variante nu a aratat selectivitate D-crescutd, m
ajoritate lor fiind inactivata in urma mutatiilor.
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Din rezultatele de inhibitie enzimatici si din noile structuri cristaline obtinute este in
pregitire un manuscris, data de trimire a articolului fiind estimat luna octombrie 2022,
jurnalul vizat fiind Biochimica Biophysica Acta: General Aspects de la editura Springer.

Activitatea 4. Dezvoltarea biotehnologiilor bazate pe enzime PAL pentru obtinerea
aminoacizilor nenaturali de importanta industriala

Tn cadrul experimentelor din planul de redresare s-a observat eficienta catalitica superioara
a variantelor AtPAL, depasind inclusiv variantele PCPAL corespunzitoare in ceea ce priveste
conversiile de reactie obtinute. Pe baza acestor rezultate, atentia noastra s-a indreptat catre
utilizarea mutantilor AtPAL Tn proiectarea noilor tehnologii bazate pe PAL, oferind astfel
proceduri biocatalitice cu eficienta ridicata si cu impact redus asupra mediului.

Sub-activitatea 4.1. Ingineria reactiilor folosind noile biocatalizatori sub forma de celule
ntregi

In etapa initiald am testat eficienta catalitca a variantelor AtPAL in comparatie cu cea a
variantelor PCPAL corespunzatoare in biotransformarea mai multor acizi cinamici
monosubstituiti (2a-1) (Figura 23), folosind conditiile optime de reactie determinate pentru
procesele catalizate de PcPAL. Pe langa monitorizarea conversiilor finale si a valorilor
excesului enantiomeric (ee), s-a investigat, deasemenea, efectul concentratiei de substrat asupra
conversiilor de reactie, deoarece in cazul mai multor variante corespunzatoare de PCPAL s-a
observat aparitia inhibitiei de substrat. In continuare, s-a studiat efectul mediului de
reactie/sursei de amoniac si al temperaturii asupra valorilor de conversie si timpului de reactie.
Dupa determinarea conditiilor optime de reactie, acestea au fost aplicate in cadrul
biotransformarilor la scara preparativa, concentrandu-se si pe reglarea find a procesului de

izolare a produsului.
(S)
: ACOOH (o COOH
R - = R
AtPALs C NH;

2a-l L-1a-l
Br CF
"5 & oo OO,
2a 2b . 2e 2 B 2z € 2
. meta- ara-
ortho CH H,CO P
HyC HsCO
2c 2d 2g 2h 2k 21
AtPAL
e L257V L133A 1461V

Figura 23. Reactiile de aditie de amoniac ale acizilor cinamici 2a-l substituiti in pozitiile orto-, meta- si para-,
catalizat de enzime PAL, supusi ingineriei de reactie.

Efectul concentratiei de substrat

S-a monitorizat conversia obtinutd in urma reactiilor de aditie a amoniacului pornind din
substraturile 2a-1, folosind conditiile optime determinate in cazul mutantilor PcCPAL (6 M
NH4OH cu pH 9,5, 30 °C si un raport de biocatalizator:substrat de 1 (ODgoo:mM)) si variind
concentratia substraturilor in limita solubilitatilor acestora.
Utilizand variantele enzimei PcPAL, reactia s-a incetinit semnificativ odata cu cresterea
concentratiei de substrat, sustinand aparitia inhibitiei de substrat. Spre deosebire, variantele
AtPAL au furnizat conversii ridicate chiar si la concentratii de substrat apropiate de valoarea de
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100 mM (Figura 24). Proprietatea biocatalizatorului de a fi activ la concentratii ridicate de

Pe langa conversiile ridicate si excesele enantiomerice excelente obtinute in cazul reactiilor
efectuate folosind mutantii AtPAL, majoritatea acestor reactii s-a desfasurat in timp mai scurt
in comparatie cu reactiile catalizate de mutantii PCPAL (Tabelul 6). Este de remarcat faptul ca,
reactiile de aditie de amoniac la substraturile 2g si 2| folosind PCPAL L134A si 1460V au
rezultat in conversii scazute de 26,4% respectiv 19,1% (Tabelul 6), in timp ce utilizarea
mutantilor AtPAL corespunzatoare a rezultat in conversii ridicate de 86,3% pentru 29 si 63,4%
pentru 2I. Imbunatatiri semnificative (> 25%) ale conversiei finale la utilizarea mutantilor
AtPAL au fost observate si in cazul substraturilor 2j, 2i, 2d substituite cu p-CFs-, p-Br-, 0-OCHs.
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Figura 24. Efectul concentratiei de substrat asupra conversiilor obtinute in reactia de aditie de amoniac pornind
din derivati de acizi cinamici 2a-2l, folosind cei mai performanti mutanti de AtPAL (L257V, L133A sau 1461V).
Rezultatele sunt comparate cu valorile de conversie obtinute folosind variantele PCPAL corespunzatoare (L256V,

L134A sau 1460V - coloane cu model gri 2z).

Tabelul 6. Valorile de conversie si exces enantiomeric (ee) ai produsilor L-1a-1 obtinute in reactiile de aditie de
amoniac efectuate in conditiile optime mentionate anterior.

mutant AtPAL mutant PcPAL
Substrat Substituent (m[ﬁll])* T('E;p ¢ (%) (%ZL) (rLSI\]/I) T(lrr]r;p ¢ (%) (%ZL)
2a 0-Br 100 3 91.7 >99 70 24 81.6 >99
2b 0-CF3 100 3 75.9 >99 20 24 73 >99
2c 0-CHs 100 8 87.6 >99 70 24 91.5 >99
2d 0-OCHj3 50 24 92.5 >99 10 24 425 >99
2e m-Br 20 8 91.5 93 5 24 70.1 98
2f m-CF3 10 8 89.9 >99 2 24 77.5 >99
29 m-CHs 20 48 86.3 >99 2 48 26.4 >99
2h m-OCHjs 100 3 83.3 >99 50 48 71 >99
2i p-Br 15 6 88.1 >99 10 24 61.6 >99
2j p-CFs 20 48 91.3 >99 2 48 42.2 >99
2k p-CHjs 30 24 72.6 >99 30 48 59.9 >99
2l p-OCH3s 30 48 63.4 >99 30 48 19.1 >99
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Efectul sursei de amoniac si/sau al pH-ului

Mediul de reactie, care in cazul de fata este atat sursa de amoniac, cat si solutie tampon
pentru reactie, poate sa influenteze semnificativ conversia reactiei de aditie de amoniac. Efectul
sursei de amoniac a fost testat efectuand reactia de aditie Tn solutii de NH4OH de diferite
concentratii (2, 3, 4, 6 M), pH 9,5 (ajustat cu CO.) sau carbamat de amoniu (2, 3, 4, 6 M), pH
~ 9,5 (fara ajustare); folosind ca substrat doi derivati parasubstituiti ai acidului cinamic, 2j si
2k, iar raportul biocatalizator: concentratie de substrat de 1 (OD600: mM). Conversiile cele
mai ridicate au fost observate la utilizarea solutiei de NHsOH 6 M, respectiv carbamat de
amoniu de 3-6 M (Figura 25a). Deoarece carbamatul de amoniu furnizeaza doua molecule de
amoniac, in timp ce NH4OH numai una, puterea ionica globala este mai mica in cazul solutiei
de NH4[H2NCOz].

Pentru selectia finala a sursei optime de amoniac, Tn continuare a fost investigata impactul
pH-ului asupra conversiilor obtinute, folosind cele doua surse diferite de ammoniac
(NH4[H2NCO-] 3 M, sau NH4sOH 6 M) si alte doud substraturi (acizi cinamici substituiti cu m-
OCHzs si p-Br, 2i si 2h). Rezultatele arata o scadere semnificativa a valorilor de conversie pentru
ambele substraturi la valori de pH >10, iar valoarea optima s-a dovedit ca fiind ~9,5, indiferent
de utilizarea NH4[H2NCO-] (3 M) sau NH4OH (6 M) (Figura 25b).

Desi reactia de aditie a amoniacului ofera conversii similare cu ambele surse de amoniac,
bazata pe puterea ionica globald mai scazuta a solutiei de carbamat si luand in considerare
componentele economice avantajoase, am selectat NH4[H2NCO:] de 3 M ca sursa optima de
amoniac pentru experimentele ulterioare.

a) 100 2 100 - AMNIOM b)
3M NIT,OM 100+
~ 80 = 804
® = 4M NH4OH 3 80
e e E-’
g 604 g 604 mm 6M NH4OH = 60
2 < g 4
o - Ny ‘®
S 40 S 40- 2M NH4[H>NCOs) E ol
E 5 3M NH,[H,NCO,] E
20+ 20+ AMNH,[HNCO,) & 204 - 2 .
0 0 6M NH,[H;NCO,] 0 , . , ,
Ammonia source Ammonia source 9 10 11 12
pH

Figura 25. a) Conversiile reactiilor de aditie de amoniac la p-CF3-acid cinamic (2j) si la p-CH3-acid cinamic (2k)
dupa 24 de ore timp de reactie, folosind diferite surse de amoniac si muntatul AtPAL 1461V ca biocatalizator. Tn
toate cazurile valorile excesului enantiomeric (ee) au fost >99%. b) Profilul de conversie - pH al reactiilor de aditie
de amoniac pornind din 2h si 2i, folosind mutantii AtPAL L133A si [461V.

Efectul temperaturii

In continuare, am studiat efectul temperaturii asupra valorilor de conversie a
biotransformarilor, folosind ca substrat metil-fenilalanina substituita in diferite pozitii 0-, m-,
p- (2c, 2g, 2K). Reactiile au avut loc la temperaturi diferite (de la 15 °C la 45 °C), utilizand doua

concentratii de substrat (2 mM si 20 mM) (Figura 26), conversiile obtinute indicand o
temperaturi optima de 25 °C.
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Figure 26. Efectul temperaturii asupra valorilor de conversie obtinute in urma biotransformarilor a 2c, 29 si 2k,
catalizata de celule intregi cu PAL.

Scard preparativa

Avénd n vedere conditiile optime de reactie, ne-am indreptat catre producerea de Phe
enantiopure cu valoare sintetica ridicata in industria farmaceutica. Reactiile de aditie de
amoniac pe substraturile 2a, 2c, 2g, 2h, 2i, 21 au fost efectuate la scara preparativa de 1 gram,
obtinand cu randamente competitive analogii de fenilalanind de puritate optica ridicata
(Tabelul 7).

Tabelul 7. Reactiile de aditie de amoniac la scara preparativa de 1 g, pornind din substraturile 2a, 2c, 2g, 2h, 2i,
21, folosind ca biocatalizator AtPAL sub forma de celule intregi si carbamat de amoniu 3 M ca mediu de reactie.

L-amino acid product | [S] (MM) | 1 (%) ee (%) E factor” R.t. (h) Enzime
L_o'_‘éllr{_’lph . 50 64 >99 39.3 4 APAL L257V
L_O_(L:'Hlf_Ph . 100 66 >99 32.3 4 AtPAL L257V
L_m_éﬁgs_Ph . 50 65 >99 50.2 22 | APALLI33A
L—m—CI)_-ClIl—Ph . 100 66 >99 28.4 3 APAL L133A
L_p_LI;_iPh e 100 56" >99 33.9 24 AtPAL 1461V
L-p-oLélHI3-Phe 30 59 >99 84.6 48 APAL 1461V

Livrabile: Proceduri biotehnologice de scara preparativa pentru obtinerea in forma enantiopura
a unor fenilalanin analogilor de interes industrial

Sub-activitatea 4.2. Proiectarea biotransformarilor folosind noile biocatalizatori sub
forma de enzime izolate

Au fost studiate diferentele dintre valorile de conversie obtinute in biotransformari folosind
biocatalizatorii PAL sub forma de celule intregi si enzime izolate. Rezultatele obtinute in urma
reactiilor de aditie a amoniacului pornind de la substraturile 2i-2| parasubstituite si folosind
enzimele mutante AtPAL 1461V si F136V si variantele PCPAL omoloage ale acestora 1460V si
F137V sub forma de celule intregi, respectiv enzime izolate, sunt trecute in Tabelul 8.
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Tabel 8. Conversiile obtinute in urma reactiilor de aditie de amoniac pe substraturile 2i-21 utilizand biocatalizatorii
sub forma de enzime izolate (ei) si celule Tntregi (cT).

PcPAL AfPAL
Substrat
Mutant cei (%) ¢ (%) Mutant cei (%) ¢ (%)
. _COOH wild-type 80.2 7.1 wild-type 82.1 84.7
/©/\/ F136V 82.3 71.6 F137V 80.7 89.4
Br N 1460V 84.0 74.7 1461V 91.6 90.6
x. _COOH wild-type 52.5 5.7 wild-type 34.6 48.9
J@N F136V 87.4 73.9 F137V 83.9 92.7
FaC 2 1460V 89.5 62.5 1461V 97.7 88.7
. _COOH wild-type 55.8 6.0 wild-type 29.8 36.9
J@N F136V 35.9 16.6 F137V 16.0 33.3
HsC 2k 1460V 76.5 46.1 1461V 74.7 53.7
X _COOH wild-type 2.4 <1 wild-type 0.0 <1
@N F136V 19.2 5.4 F137V 44.6 23.7
HsCO 21 1460V 4622 10.6 1461V 39.6 30.1

In cazul tuturor reactiilor catalizate de PCPAL izolat s-a observat conversii semnificativ
mai mari dupa 17 ore de reactie in comparatie cu cele obtinute utilizdnd PCPAL sub forma de
celule intregi in 24 de ore (Tabelul 8). Spre deosebire, in cazul enzimei AtPAL
biotransformarile mediate de celule intregi si cele mediate de enzime purificate au prezentat in
unele cazuri conversii similare (reactia cu 2i catalizata de wt si 1461V), insa Th mai multe cazuri
conversiile obtinute folosind celule intregi au fost mai ridicate decat cele obtinute cu AtPAL
izolat (reactiile cu 2i catalizat de mutantul F136V; 2j , 2k catalizata de varianta wt si de mutantul
F136V).

Avand in vedere costurile de productie scazute Tn cazul biocatalizatorilor PAL sub forma
de celule intregi in comparatie cu costurile de productie ale enzimelor izolate si valorile
competitive in ceea ce priveste conversiile obtinute in cadrul biotransformarilor mediate de
celule intregi cu AtPAL, pana la stadiul de finalizare a proiectului ingineria reactiilor s-a realizat
exclusiv folosind noile biocatalizatori sub forma de celule intregi, descris Tn cadrul Activitatii
4.1.

Rezultatele cuprinse din raportul stiintific integral au fost/sunt in curs de diseminare prin
urmatoarele participari la conferinte, respectiv publicatii stiintifice.

e Conferinte:

1. Bencze L&szl6-Csaba, prezentare orala cu titlul ”Substrate-specific tailoring approach
of phenylalanine ammonia-lyases: towards a general approach”, la conferinta 13"
International Symposium of The Romanian Catalysis Society (RomCat 2022), 22-24
iunie 2022, Baile Govora, Romania

2. Tork Souad Diana, poster cu titlul ”Engineered AtPALSs for the production of L- and D-
arylalanines”, la conferinta 13" International Symposium of The Romanian Catalysis
Society (RomCat 2022), 22-24 iunie 2022, Baile Govora, Romania
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3. Boros Krisztina, poster cu titlul ”PETases: activity assessment, issues and solutions”, la
conferinta 13" International Symposium of The Romanian Catalysis Society (RomCat
2022), 22-24 iunie 2022, Baile Govora, Romania

4. Boros Krisztina, prezentare orala cu titlul ,,Incorporation of non-canonical amino acid
into recombinant phenylalanine ammonialyase” la conferinta The National Scientific
Students’ Associations Conference, 17-19 mai 2021, Budapesta, Ungaria (premiul 1. in
sectia de Biochimie).

e Publicatii stiintifice:

1. R.B.Tomoiaga, S. D. Tork, A. Filip, L. C. Nagy, L. C. Bencze, Phenylalanine ammonia
lyases: battle between protein engineering and natural evolution for activity towards
challenging substrates, Applied Microbiology and Biotechnology — manuscris sub
evaluare, trimis la jurnalul Applied Microbiology and Biotechnology in data de
14.09.2022 (I.F. 5,560) - articol bazat pe rezultatele obtinute din Activitatea 1 si
Activitatea 2 modificata conform planului de redresare

2. S. D. Tork, E. Z. A. Nagy, R. B. Tomoiaga, L. C. Bencze, Engineered, scalable
production of optically pure L-phenylalanines using phenylalanine ammonia-lyase from
Arabidopsis thaliana - manuscris sub evaluare, trimis la jurnalul ACS Sustainable
Chemistry & Engineering in data de 15.09.2022, transfer editorial catre Journal of
Organic Chemistry in data de 31.08.2022 (l.F. 4,198) - articol bazat pe rezultatele
obtinute in cadrul Activitatii 4

3. K. Boros, P. Lang P., A. Filip, C. Schoefield, J. Brem, L. C. Bencze, Structural aspects
of phenylalanine ammonia lyase redesign — manuscris in pregatire, jurnal vizat:
Biochimica et Biophysica Acta - General Subjects (I.F. 4,117) - articol bazat pe
rezultatele obtinute in cadrul Activitatii 3 modificatd conform planului de redresare

o Totodata rezultatele de cercetare obtinute in cadrul proiectului au contribuit/ vor
contribui la:
- doud teze de doctorat al membrilor echipei:

1. drd. Souad Diana Tork — sustinere estimata in octombrie 2022
2. drd. Boros Krisztina — sustinere in 2024
- teza de habilitare a directorului de proiect — data estimativa, primul semestru 2023

- 6 lucrari de licenta si 4 lucrari de disertatie in perioada 2020-2022

Date: 14.09.2022 Signature: Dr. Laszlo Csaba Bencze

AU )L
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