Raport stiitific pe anul 2012

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

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

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

Aceasta din urma a fost gasita prin folosirea programului/algoritmului BLASTp din baza de date non-redundanta pentru
proteine NCBI utilizdnd secventa de la PAL provenita de la Photorhabdus luminescens (PIPAL) (Duchaud et al. 2003,
Williams et al. 2005) (Uniprot cod: Q7N4T3). in urma rezultatelor favorabile (cod: YP_644511.1, care codifica 540 AA)
se presupune faptul ca aceasta poate fi fenilalanina/ histidin amoniac liaza care provine de la bacteria termofila
Rubrobacter xylanophilus DSM 9941.

Gena care codificd PAL provenita de la Rubrobacter xylanophilus a fost optimizata la nivelul codonului pentru a putea fi
exprimatd in Escherichia coli. Folosind tehnica PCR, gena nou sintetizatd — formatd din 1632 perechi de baze — aflaté in
vectorul de clonare pMK  si clonatd in vectorul de expresie pBAD-HisB, are o etichetd de 6 histidine la capatul N-
terminal, astfel incat poate fi purificatd cu usurintd din lizat cu cromatografie Ni-NTA. Alte avantaje oferite de noul vector
sunt reglarea exprimarii si inductia dependenta de concentratie, care permite modularea nivelelor de exprimare. Primul pas
n purificarea plasmidelor a constat in obtinerea celulelor competente de XL1Blue care au fost transformate si selectate
prin insdmantare pe mediu LB solid cu tetraciclind, rezistentd corespunzdtoare tulpinei, respectiv carbenicilind, pe baza
genelor de rezistenta la antibiotic codate in plasmide. Vectorul rezultat a fost confirmat prin secventiere folosind
promotorul pBAD si amorsele (primerii) “forward” si “reverse” (5’~-CCTGACGCTTTTTATCGCAACTC-3’ si respectiv
5'-GAGGCATCCTGGTACCCCAG-3’).

Dupa optimizarea expresiei, RXPAL a fost supraexprimatd in E. coli TOP 10 intr-o forma solubila cu capatul N-
terminal care contine His6-tag (RXPAL). Proteina recombinata RXPAL a fost purificatd prin cromatografie de afinitate
folosind Ni-NTA. Pentru a analiza exprimarea (probele: nainte de inductie, inainte de lizare, resturile celulare si
supernatantul dupa sonicare) si purificarea s-a folosit electroforeza in gel de poliacrilamida (SDS-PAGE). Dupa cum se
poate vedea si in imaginile gelurilor (Figura 1.), enzima RXPAL, cu masd moleculara de 58.4 kDa, a fost produsa si
purificatd cu succes.

58 kDa

Figura 1. Verificarea exprimdrii (a) si purificarii (b) proteinei fenilalanin amoniac-liaza Rubrobacter xylanophilus (RXPAL) Tn tulpina E. coli TOP10a.
ProSieveTM QuadColor™ protein marker, 17 kDa — 250 kDa; A- culturd de celule inainte de inductie B- lizat bacterian; C-supernatant cu proteina
recombinatdb. A- ProSieveTM QuadColor™ protein marker, 17 kDa—250 kDa; B - F -fractiile dupa eluarea proteinei de pe coloana

Activitatea enzimei a fost urmaritd prin spectrofotometrie, la lungimea de unda de 290 nm, prin monitorizarea formarii
produsului ((E)-acid cinamic) din substratul natural, fenilalanina. In primul rand s-a pus accent pe determinarea pH-ului
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optim al enzimei, mdsuratorile au fost efectuate In solutii tampon pastrind tdria ionicd si temperatura constante, in
domeniul de pH 6.5-12, timp de 7 minute. S-a ajuns la profilul de pH din Figura 2. Tn reprezentarea pantelor in functie de
pH (graficul din partea dreaptd) se observa doua valori de pH optim, primul la 8.5, al doilea la 11,2. Datele gasite in
literatura de specialitate sunt similare cu primul pH optim, 8.5, insd in cazul acesta cea mai mare activitate a fost
inregistratd la pH 11.2.
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Figura 2. Profilul de activitate al RXPAL Tn conditii diferite de pH

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

Urmatoarele masuratori s-au facut in solutie tampon Tris-HCI, pH 8.5 la diferite concentratii de substrat (Figura 3.b), apoi
n prezenta unor ioni metalici (Mg®*, Zn*") sau fenilalanini (Figura 3.c). Temperatura de topire a fost citita din curba
negativa a derivatei de gradul Tntéi a curbei experimentale. Comparand rezultatele masuratorilor in prezenta substratului cu
cele Tn absenta acestuia se observa ca temperatura de topire (63°C) nu este modificata deprezenta fenilalaninei, Tn schimb,
ionul de Mg®* in concentratie de 0.3 mM mireste cu 1.9°C iar ionul de Zn®* in concentratie de 0.2uM mareste cu 1,4°C
temperatura de topire a proteinei.

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

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

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

Parcurgand etapele mai sus mentionate s-a caracterizat si PAL-ul eucariotic din Petroselinum crispum (patrunjel,
PcPAL). Tn contrast cu RXPAL, activitatea PcPAL e maxima la 37°C si pH 8.8. Mai mult, valorile Ky, 30mM si K 34571,
secondat de faptul ca PcPAL s-a dovedit un biocatalizator util in biotransformarea analogilor nenaturali ai fenilalaninei,
califica aceastd enzima cu un potential superior fatd de RXPAL. Totusi a fost evidetiata, prin masuratorile de activitate
enzimaticd, DC si termofluorometrie, o inactivare relativ rapida a PcPAL.

Comparand omologii eucariotic cu cei procariotici se poate afirma cd acestia din urma contin cu aproximativ. 20% mai
putini aminoacizi in structura lor. Bucla multihelix C-terminal de aproximatic 200 de aminoacizi, existenta in PAL-uri
eucariote, se situeazd in jurul situsului catalitic restrictionand atasarea substratului, respectiv decuplarea produsului de

MIO

Monomerul PAL in eucariote Monomerul PAL in procariote 7 L
Diferenta intre monomerul PAL din eucariote si cel din procariote ~ A. PCPAL B. P. luminiscens PAL  C. RxPAL (modelat)
Figura 5. Structuri PAL eucariotice si procariotice

Tn privinta termostabilitatii RXPAL au fost luati n considerare 2 factori: posibilitatea de formare de punti disulfurice si
CyS321-CYSa78, CYS21-CYSzg, Ultimul fiind cel intrahelical, cu cea mai mica importanta. Cysss si Cysyie Sunt plasate la
suprafata, Tn consecinta aceste cisteine au fost mutate la serine, pentru a Tmpiedica formare de agregate interproteice.
Celelalte cisteine sunt defavorizate in a forma agregate nu numai datorita numarului mare de aminoacizi superficiali
ionizabili (Glu 8.5%, Arg 8.32% raportate la intreaga secventd), dar si datoritd distributiei lor omogene pe suprafatd
(Figura 6).

b)

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

Desi posibilitatea de agregare a RxPAL a fost inlaturatd, parametri catalitici ai enzimei nu au fost imbunatétiti. Acest fapt
ne-a condus la concluzia ca, cel putin in cazul RxPAL, formarea puntilor disulfurice Tn procesul de expresie proteica este
esentiala. De vreme ce expresia in vector pBAD si E. coli TOP 10 nu permite acest lucru, ne-am focusat la proiectarea
genelor native exprimabile Tn vector pET19, compatibile cu celule competente E. coli Rosettagami care asista
posttranslationar la formarea puntilor disulfurice. Pe langa genele PcPAL si RxPAL au fost comandate Tn vectorii de
expresi pT19 o serie de fenialanin amoniac liaze native ca cea din Anabaena variabilis (wt-AvPAL), Streptomyces
maritimus (wt-SmPAL) si Rhodosporidium toruloides (wt-RtPAL), dar si fenialanin amoniac mutaze native ca cea din
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Taxus canadensis(wt-TcPAM) si Pantoea agglomerans (wt-PaPAM). Este de mentionat faptul cd, dupd caz, codonii
cisteinelor singulare din domeniul shielding (care nu sunt implicate in punti disulfurice) au fost schimbate cu codon
serinic. Redam Tn continuare secventa aminoacizilor din monomerul wt-PAL (cisteind schimbatd cu serind marcat cu
galben):

MENGNGATTNGHVNGNGMDFCMKTEDPLYWGIAAEAMTGSHLDEVKKMVAEYRKPVVKLGGETLTISQVAAISARDGSGVTVELSEAARAG

KASSDWVMDSMNKGTDSYGVTTGFGATSHRRTKQGGALQKELIRFLNAGIFGNGSDNTLPHSATRAAMLVRINTLQGYSGIRFEILEAITKFLN|
ONITPCLPLRGTITASGDLVPLSYIAGLLTGRPNSKAVGPTGVILSPEEAFKLAGVEGGFFELQPKEGLALVNGTAVGSGMASMVLFEANILAVLA
EVMSAIFAEVMQGKPEFTDHLTHKLKHHPGQIEAAAIMEHILDGSAYVKAAQKLHEMDPLQKPKQDRYALRTSPQWLGPQIEVIRSSTKMIEREI
NSVNDNPLIDVSRNKAIHGGNFQGTPIGVSMDNTRLAIAAIGKLMFAQFSELVNDFYNNGLPSNLSGGRNPSLDY GFKGAEIAMASYCSELQFLA

DREYIFAYIDDPCSATYPLMQKLRQTLVEHALKNGDNERNLSTSIFQKIATFEDELKALLPKEVESARAALESGNPAIPNRIEECRSYPLYKFVR

KELGTEYLTGEKVTSPGEEFEKVFIASKGEIIDPLLESLESWNGAPLPI§]

Plasmidele pET 19 contin o secventa His6-tag N-terminald cu un site de clivare cu enterokinazi, o gena rezistenta la
ampicilina, un promotor T7lac si genele PAL, respectiv PAM. Expresiile induse cu IPTG in E. coli Rosettagami au decurs
cu randamente bune, la purificarea proteinelor prin cromatografie Ni-NTA elutia decurgand cu o solutie de histidina 50
mM. Tn Figura 7 sunt redate harta genetica a plasmidelor si electroforegrama din diversele fractii obtinute dupa ruperea
peretelui celular, respectiv elfuenti de la purificarea cromatografica.
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Figura 7. Harta genetica a plasmidei pentru producerea Wt-PaPAM si electroforegrama ce certifica expresia si puritatea enzimei in diversele stagii de
purificare.

Liazele si mutazele astfel obtinute au prezentat parametri catalitici asemanatoare celor obtinuti de noi anterior (pentru
PcPAL) sau prezentate in literaturd pentru restul de proteine. Cum era de asteptat, activitatea RXPAL s-a imbunatitit, Ky,
5mM si ke 0.55, dar din pacate aceste valori nu sunt suficient de promititoare pentru a califica aceastd enzima in randul
biocatalizatorilor utili la scard preparativa. Stabilitatea enzimelor eucariotice a crescut cu aproximativ 10-15%, efectul
destabilizator al helixurilor din domeniul shielding persistand in continuare.

Tn concluzie, s-a demonstrat ci enzimele procariote sunt stabile, dar ineficiente catalitic, pe cand enzimele eucariote sunt
instabile structural, dar cu o capacitate biocataliticad insemnata.

Tn continuare s-a trecut la proiectarea unor mutanti hibrizi, imbinand domeniul catalitic al enzimelor eucariote cu domeniul
shielding al enzimelor procariote, Tn speranta producerii unor enzime stabile si eficiente catalitic.

realizarea unei singure intersectari inclusiv prin excizia ctorva aminoacizi din secventa gazdei (domeniul catalitic
eucariotic) sau a doua intersectdri prin inserarea buclei procariote intre domeniul catalitic si secventa scurtd C terminala,
ambele apartinind domeniului gazda. S-a ales a doua variantd, dat fiind faptul ca s-a evidentiat o interactic hidrofoba
importanta intre domeniul central si secventa scurtd C terminala la PCPAL. Mai mult, cele doua sectiuni de scindare sunt
bine conservate si apropiate de locul jonctiunii (Figura 8).
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Figura 8. Parti din alinierea de secvente din PCPAL si AvPAL. Domeniile conservate de intersectare sunt marcate cu verde

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



Designul genei si al plasmidei a decurs identic cu cele descrise anterior. Expresia si purificarea tuturor hibrizilor a fost
realizata cu succes utilizdnd metoda anterior descrisa. Primele determindri de activitate si stabilitate sunt promitatoare; mai
mult, hibridul mutant PcPAL(dc)-AvPAL(ds) accepta ca substrat si analogi nenaturali ai fenilalaninei. Estimdm cd pana la
sférsitul anului vom realiza caracterizarea completa a activitatii si stabilitétii hibrizilor mutanti.
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Figura 9. A. Structura primara al mutntului hibrid PcPAL(dc)-AvPAL(ds). B. Structura modelata al monomerului. C. Structura cuaternara al
homotetramerului

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

Masuritorile cinetice cu wt-PCPAL si PcPAL-MIO deficitar au evidentiat pe de o parte faptul ca wt-PcCPAL poate media
cu succes deaminarea tuturor nitrofenilalaninelor investigate, pe de alta parte faptul ca lipsa gruparii prostetice puternic
electrofile in PcPAL MIO deficitar este contrabalansata de caracterul puternic electronatragator al gruparii nitro, astfel
deaminarea acestor substraturi decurge cu parametri cinetici acceptabili daca este mediata de PAL cu capacitate catalitica
quasi inexistenta in raport cu substratul sau natural (Schema 3, Tabel 1).
Table 1. Constante cinetice pentru wt- Vit lati COOH
PAL Iteze refative ~ CooH wt- or MIO-less PAL R )/ —COOH Q/\R;_‘
— S o P z
K T Mge Vimax W-PAL / Vingy R pHSS R
(mM) (nm) PAL MIO-deficitar (B)-2a-c b-la-c

rac-la-c

Substrat

wt- or MIO-less PAL

I1-Phe 33.3 1 290 413 R@_/fCOOH COOH
— 6M NH3 pH 10.2 NH,

12 R

rac-la 268.1 0.57 243 244 %
rac-lb 646 021 260 52 E2ac e
rac-1c 295.5 0.86 340 411

Schema 3. Sinteza la scard preparativa a enantiomerilor nitrofenilalaninelor
0.53 mg PAL/ml solutie; 26.5 mg PAL/proba

PcPAL stabilizat prin inlocuirea cisteinelor singulare cu serine, respectiv prin formarea puntilor disulfurice (expresie in
Rosettagami E. coli), a permis investigarea interactiunii substraturilor nitrate cu mutantul MIO-deficitar, care pe langa
utilitatea practica a reactiilor enzimatice a folosit si la elucidarea mecanismului de interactiune PAL-substrat [2].
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