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Tartalmi 6sszefoglalo

Egy, a kdzelmultban megjelent kdzleményben egy 11j tipusi aromas ammonia-liazt mutattak be, az
AL, mely szokatlanul magas, 92%-os konverzioval alakitja at a 3,4-dimetoxi-transz-fahéjsavat 3,4-
dimetoxi-L-fenilalaninna.[1] Kutatdmunkank soran adatbanyaszati eszkdzoket felhasznalva, azonositottuk
az AL-11 egy kozeli rokonat, a Loktanella atrilutea-bol kinyert aromas ammonia-liazt (LaAAL). A két (j
fehérje katalitikus kozpontjaban fellelhetd egyedi motivumok alapjan feltételezhetd, hogy ezek egy uj PAL
alosztalyba tartoznak. Az evolucionaris kapcsolatok felderitésére filogenetikai analizist végeztiink a két
enzim ¢és hasonlosagvizsgalat soran kivalasztott homologjaik, valamint ismert fenilalanin-, hisztidin- és
tirozin ammonia-liazok szekvenciait felhasznalva. Emellett, a homologok katalitikus kodzpontjanak
Osszehasonlitdsa alapjan, az LaAAL szerkezetének raciondlis attervezését kiséreltiik meg, megfigyelve a
mutansok aktivitasat a 3,4-dimetoxi-transz-fahéjsav és a 3,4-dimetoxi-L-fenilalanin kozotti ammonia
addicios és eliminacios modell reakciok soran. Az enzim tovabbi karakterizalasa céljabol, meghataroztuk
ennek optimalis miikodési koriilményeit a modell folyamatban, valamint szubsztrattartomanyanak
feltérképezése céljabol ellendriztilk aktivitasat tobb mono-, di- és poli-szubsztitualt L-fenilalanin

szarmazékok szintézisében.
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1. Elméleti bevezeto

A 20 természetes o-aminosav a fehérjék felépitésében betdltott szerepiik mellett, tobb funkcioval is
rendelkezik a szervezetben, mint bioldgiailag aktiv anyag. Szerepkoriikbe tartozik példaul az optimalis
ozmotikus koncentracié fenntartasa, indirekt energiaforrasként szolgalnak egyes folyamatokban és értékes
anyagok kialakitasaban is részt vesznek kiilonb6z6 emésztési titvonalak soran.[2,3] Mivel az él61ényekben
fellépd emésztési €s szabalyozasi folyamatok érzékenyek a molekuldk kiralitasara, a glicinen kiviil, mely
nem rendelkezik aszimmetrikus kdzponttal, a legtobb természetes aminosav L-enantiomerként jelenik meg
az ¢lovilagban.

Bioldgiai aktivitasukbol kovetkezben, az enantiomertiszta L-aminosavak szintézise kiemelkedd
helyet foglal el a gydgyszeripar, az agrokémia és az ¢lelmiszeripar fejlodésében,[4] ugyanakkor ezen kiralis
molekulak épitéelemként szolgalnak a peptid alapu hatdéanyagok eldallitasaban. Azonban a mindossze 20
ezért elengedhetetlen a nem-kanonikus enantiomertiszta aminosavak készletének feltérképezése, mivel
magas foku diverzitasukkal hozzajarulnak az aktiv sszetevék szamanak bovitéséhez.[5]

A nem-kanonikus aminosavak koziil, nagymértékli jelentdségnek orvendenek az L-fenilalanin
elektrondonor szubsztituensekkel rendelkez6 poliszubsztitualt derivaltjai, kiilondsképpen a 3,4-dimetoxi-
L-fenilalanin, mely széles korben felhasznalhato tobb jelentds biologiai aktivitdssal rendelkezd molekula
szintézisében. Az emlitett molekula prekurzora a Parkinson-kor kezelésére kifejlesztett hatéanyagnak, az
L-DOPA-nak, emellett épitéelemként szolgal tobbek kozott izokinolin szarmazékok, kiralis katalizatorok,
bisz-amino-acilalt transzfer RNS-ek és egyes rak elleni dirddium-komplex molekulak el6allitasi
folyamataiban is.[6] Az emlitett aminosav eléallitasara egyelore a klasszikus kémiai szintézis modszereit
alkalmazzak. Magas hozammal érhet6 el az enantiomertiszta termék ruténium, rédium és nikkel komplexek
altal katalizalt aszimmetrikus hidrogénezés altal, viszont a tobb lépésbdl allo folyamatok soran
elkeriilhetetlen a szélsdséges nyomas ¢és homérséklet, illetve a gyulékony oldészerek (pl. toluol,
tetrahidrofuran)  hasznalata, valamint a  nemkivanatos melléktermékek  keletkezése.[3,7]
Kornyezetkiméldbb és nagyobb atomhatékonysaggal végbemend folyamatok kidolgozéasa céljabdl,
napjainkban egyre nagyobb figyelem irdnyul a nem-természetes, enantiomertiszta aminosavak
biokatalizatorok segitségével torténd eldallitdsara. Elterjedt modszer az acildz és protedz enzimek
felhasznalasa, azonban ezek kinetikus rezolvalason alapuld folyamatok, melyek maximalis elméleti
hozama 50%, hiszen a biokatalizatorok a racém elegybdl kiindulva allitjak eld szelektiven a hasznos

enantiomert.[8]



A biokatalizisen alapuld aszimmetrikus szintézis alkalmazasa egy 100%-os elméleti hozammal
rendelkez6 megoldast kinal az emlitett problémara.[9] Tébb enzimcsoport alkalmazhat6 katalizatorként az
emlitett folyamatban, igy példdul mutalt aszpartat aminotranszferdz enzimet felhasznalva 15 Oras
reakcioidé utan 95,4%-os konverzidval termeltek 99% feletti enantiomertisztasaggal rendelkezé 3,4-
dimetoxi-L-fenilalanint, 3,4-dimetoxifenil-pirosz6lésavbol és L-aszparaginsavbol kiindulva. Mivel a
sziikséges piroszoldsav szarmazék tiszta allapotban igen koltséges, szintézisét harom l€péses klasszikus
kémiai modszerrel helyben végzik el, mely 1ényegesen hosszabba teszi a folyamatot.[10]

Egy masik enzimcsalad, mely jovedelmezének mutatkozik aromaés L-fenilalanin szarmazékok
eléallitdsara az aromas ammonia-lidzok (AAL) csoportja. A csoport tagjai kozé tartoznak a fenilalanin
ammonia-lidzok (PAL), a hisztidin ammonia-lidzok (HAL) ¢és a tirozin ammonia-liazok (TAL). Az
ammonia-lidz enzimek ezen alosztilya az ammonia reverzibilis eliminacids reakcidjat katalizalja L-
fenilalanin, -hisztidin és -tirozin esetén transz-fahéjsavat, transz-urokansavat és transz-para-kumarsavat
eredményezve.[4] Megfelel6 mennyiségii ammonia felesleg (2-8 M ammonia oldat) mellett az egyensulyi
reakcio iranya eltolhaté az L-aminosavak eldallitasa felé, igy megalapozva a koriilményeket egy magas
sztereoszelektivitassal rendelkezd eldallitasi folyamathoz.

Mivel az L-aminosavak ammonia eliminacids reakcidja alacsony savassagl B-proton leszakitasaval
jar, ezen enzimek katalitikus szituszaban fellelheté egy hangsulyozott elektrofil jelleggel rendelkezd 5-
metilidén-1,5-dihidro-4H-imidazol-4-on (MIO) prosztetikus csoport, mely autokatalizalt moddon,
poszttranszlacios ciklizacié soran alakul ki az alanin-szerin-glicin (egyes esetekben treonin-szerin-glicin)
aminosav triadbodl két viz molekula kilépésével (1. abra - A). A prosztetikus csoport erds elektrofil jellegét
annak koszonheti, hogy a rajta 1év6 nitrogén szabad elektronparjainak delokalizacioja egy o,p-telitetlen-
karbonil rendszer kialakitasara blokkolva van, tovabba egy nukleofil addicidja soran az imidazolon aromas
jelleglivé valik. Az enzimatikus reakcid mechanizmusa soran a MIO csoport és az aromas-aminosav
szubsztrat amino csoportja nukleofil tdmadasa réven kialakul egy amino-MIO kovalens adduktum, igy
jelentdsen ndvelve a szubsztraton 1€vo leszakitando B-proton savassagat.

Két féle mechanizmussal magyarazhato a lejatszodo folyamat (1. abra - B). Az E1cB mechanizmus
alapjan az adduktum létrejottekor a MIO csoport benzil pozicioban kapcsolddik az aromas szubsztrathoz,
mely a katalitikus zsebben 1év6 mds aminosav végzddések hatdsara deprotondlodik. Egy karbanion-
intermedier allapot kialakuldsa utan az adduktum szétvalik és ammonia szabadul fel.[5,6] Egy masik,
alternativ megkozelités alapjan a MIO csoport a szubsztrdt amino-csoportjan keresztiil alakitja ki az
adduktumot, majd egy Friedel-Crafts tipusi tdmadas megy végbe a szubsztrat aromas gylrtjének orto

crer

amino-MIO adduktum létrejottét feltételezd, reakciomechanizmus az elfogadottabb.[4]



A Ser203 HO

HO e o Nj\fo LO' \ \JL’fo
=gt 2 4
~

~
MIO

B Arg354
Tryl10, H T
N._NH

L wr

o /L NH

' _.--H
pH HQ

Asn384

Friedel-Crafts

H.
ElcB Oﬁﬂ\ N NH
mechanizmus ~ I

mechanizmus
\(Nﬂ/ 07 “FAsn260
MIO 202-204
Arg354 Arg354
Try110 T
NH _N.__NH
NH o) SN
H HHWHO“,
---H-N._0O _,)‘O.,.--—foN o)
N S \
f H NH,
Ny, Asn3s4 ~ H. Asn384
NH NN NH
oy
o Asn260 J>,. o Asn260
MIO 202-204 MIO 202-204
Arg354 | Arg354
Try110
_N._NH
Hoar
OH / _NH
J..--H
H O 9y .,
H . \\
NH; . Asn384 Asn384
- “NH
o b
~ /N o Asn260 Asn260
NJ>/
s MIO 202-204
MIO 202-204
-NHs - NH3
Arg354
Try110 hoT
_N._NH
HSr
OH / _NH
Jo.-H

H O~

‘- H
X o\..-,---Hfoo
H AN

Asn384
HO
\QL,N ;\/Aqnzéo
N%/
MIO 202-204

TDK dolgozat

1. d@bra - (A) A MIO csoport kialakuldsa. (B) A MIO csaldd enzimeinek mechanizmusa a Petroselinum
crispumbol szarmazo PAL esetében bemutatva, az ammonia elimindcios reakcio iranyban.
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A PAL-ok az ammoénia nem-oxidativ, reverzibilis addiciojat katalizaljak kiilonb6zo
szubsztituensekkel ellatott transz-fahéjsav szdrmazékokbol megfeleld L-aminosavakat eredményezve. Az
elmult évtizedekben nagy figyelem iranyult ezekre a biokatalizatorokra, igy a szakirodalom részletesen
targyalja tobb eukaridta vagy bakteridlis forrdsbol szarmazdé PAL szubsztratspecificitdsat és
szubsztrattartomanyuk bovitésének lehetdségét a katalitikus kozpont felderitése és mutaciok bevezetése
révén.[11,12] Monoszubsztitualt aromas transz-fahéjsav szarmazékok esetén magas konverziokat értek el
a Petroselinum crispum-bol kinyert PCPAL raciondlis tervezése soran nyert biokatalizator segitségével,
valamint a fehérjemérnokség modszereinek alkalmazasaval kifejlesztett Arabidopsis thaliana-bol (AtPAL)
¢s a Rhodosporidium toruloides-bol (RtPAL) szarmazo mutans PAL enzimek hasznalata révén.[11]
Mindazonaltal, legfébb hianyossaga az emlitett enzimcsoportnak, hogy az eddigi kutatasok alapjan
alacsony aktivitast mutat az aromas gytriin di-, és tri-szubsztitualt elektrondonor szubsztituenseket
tartalmazd szubsztratok atalakitdsdra, mely problémat ez idaig nem sikeriilt kiki{iszobolni a
fehérjemérnokség modszertaraval. A fenntarthato fejlédés szempontjabol ezen molekulak AAL-okkal vald
biotranszformécidja nagy jelentdséggel bir, mivel épitdelemei a lignin természetes polimernek, mely a
novényi rostok stabilitasanak kialakulasban jatszik szerepet.[13] A lignin nagy mennyiségben fellelhet6 a
novényi biomasszaban, valamint a papirgyartaskor keletkez6 hulladék vizben is, tehat a PAL-ok
szubsztrattartomanyanak sikeres bdvitése révén lehetdvé valik értékes gyogyszeripari €s agrokémiai
alapanyagok eldallitasa, kornyezetkiméld €s koltséghatékony modon. Az eddigi legmagasabb hatasfokot
(18%) a 3,4-dimetoxi-transz-fahéjsav 3,4-dimetoxi-L-fenilalaninna val6 ammonia addicios reakcidja soran
az AtPAL L133A/1461V mutansaval érték el,[11] mely megegyezik a korabban publikalt Planctomyces
brasiliensis-bol kinyert POPAL F113Y/L1141 mutansa altal demonstralt konverzioval.[14] A racionalis
tervezési modszer a PAL-ok hidrofob kozpontjaban fellelhetd sztérikus gatlast okozé aminosavak cseréjén
alapult. A széles korben kutatott PCPAL katalitikus zsebében, a meta pozicidban szubsztitualt fenilalanin
szarmazékok esetén, a 134-es leucin, a para helyzetnél a 137-es fenilalanin és a 460-as izoleucin, mig az
orto pozicidban szubsztitualt szubsztratoknal a 259-es valin mutatkoztak befolyassal rendelkezé aminosav
végzddésnek.

A kozelmultban leirtak egy, 0j tipusti aromas ammonia-liazt az AL-11-et, mely szokatlanul magas,
92%-o0s konverzidval alakitja at a 3,4-dimetoxi-transz-fahéjsavat 3,4-dimetoxi-L-fenilalaninna.[1] Az AL-
11-hez hasonld, a di-, és tri-szubsztitualt transz-fahéjsav szarmazékok felé magas aktivitassal rendelkez6
biokatalizatorok felderitése érdekében adatbanyaszati eszkozoket felhasznalva a Babes—Bolyai
Tudomanyegyetem, Enzimologia és Alkalmazott Biokatalizis Kutatokdzpont munkatarsai talaltak egy, a
Loktanella atrilutea-bol kinyerhet6é ammonia-liazt (LaAAL), mely igéretesnek bizonyul ezen kutatas
céljabol.[15]
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Az AL-11 és az LaAAL Kkatalitikus kozpontjaban felfedezett egyedi motivumok alapjan
feltételezhetd, hogy egy j PAL alosztalyba tartoznak[15]. Annak érdekében, hogy fényt deritsiink ezen
enzimek pontos funkcidjara, valamint felderitsiik a fennalldé evolucionaris kapcsolataikat filogenetikai
analizist végeztiink el az LaAAL ¢és kivalasztott homolédgjai, valamint ismert PAL, TAL és HAL enzimek
aminosav szekvenciait felhasznalva. A filogenetikai analizis biologiai entitasok kozotti leszarmazasi
kapcsolatok feltérképezésére alkalmas modszer. Alapjaul kiilonbozé statisztikai szamitdsok szolgélnak,
melyek a vizsgalt informaciok Osszehasonlitasat, valamint az egyes hasonlo jelentdséggel rendelkez6
aminosav-elemek felcserélhetdségét veszik szamitasba.[16] A generalt modell minden adathalmazra egyedi
¢s az Osszefliggéseket a valoszinliség fliggvényében abrdzolja. Munkank soran, a kivalasztott fehérjék
aminosav szekvenciait gytijtottiik 6ssze adatbazisokbol és ezek dsszerendezése révén vizsgaltuk az LaAAL
¢s homologjai kozti evoluciondris kapcsolatokat, valamint a katalitikus kozpontban elhelyezkedd, a
szubsztratspecificitast befolyasold aminosavak valtozasat az egyes, vizsgalatban szerepld szekvencidkban.

Megfigyeléseink alapjan, harom mutans fehérjét terveztiink meg ¢és hoztunk létre iranyitott
mutagenézis révén, polimerdz-lancreakciot (angolul Polymerase Chain Reaction - PCR) és a megaprimer
modszert alkalmazva.[17] A PCR soran egy célzott DNS szekvencia sokszorositasa megy végbe, hoallo
DNS plimeraz altal katalizalt enzimatikus szintézis soran. Megfelelé6 hémérsékleten, a dupla szali DNS
denaturalodik és a lancokhoz két elére megtervezett komplementer oligonukleotid, ugynevezett primer
kapcsolodik. A primerpar kijel6li a polimeraz szamara a felsokszorositando DNS fragmentum hosszat,
melynek masolatait az enzim az oldathoz adagolt dezoxinukleotid trifoszfat (ANTP) készletbdl épit fel.[18]
A mutaciok bevitele a szekvencidba a primereken keresztiil torténik, a komplementer szakaszba tervezett
valtoztatas (kodon csere) segitségével. A megaprimer modszer az egyik legegyszeriibb és legflexibilisebb
modja a helyspecifikus mutagenézis megvalositasanak.[19] A hagyomanyos modszerekkel ellentétben,
kezdetben két nem atfedd primert haszndlunk fel, melyek koziil a kivant mutaciot csak az egyikbe sziikséges
bevinni (mutagén primer), mig a masik altalaban egy ugynevezett csendes (silent) primer, mely az adott
DNS-en beliil tervezéstdl fliggéen tobb pozicidban is odailleszthetd (ezaltal kiilonb6zo méretii
megaprimerparok generalhatok) és felhasznalhaté mas mutagén primerrel parositva tobb tipusi mutacio
bevitelére, ha ezek elhelyezkedése megfeleld. A PCR reakcid elsé 1épéseiben a két nem atfedd
oligonukleotidbdl 1étrejon a szensz €s antiszensz megaprimer, melyek a két kezdeti primer egymas kozotti
tavolsagatol fliggéen lehetnek kicsi, kdzepes vagy nagy méretlieck. A folyamat masodik felében a
keletkezett megaprimerek lehetévé teszik a plazmid DNS sikeres felsokszorositasat.[17] A kinyert
mutansok  konverzio-alapti  aktivitasdit a nativ enzimével szemben nagy teljesitményii

folyadékkromatografia (angolul Reverse Phase High Performance Liquid Chromatography - RP-HPLC)



segitségével mértiik és hasonlitottuk 6ssze a 3,4-dimetoxi-transz-fahéjsav és 3,4-diemtoxi-L-fenilalanin

kozotti ammonia addicios és eliminacios reakciokban (2. abra).

NH,
H | H
/OD/\/COO LaAAL /OD/YCOO
3,4-dimetoxi-transz-fahéjsav 3,4-dimetoxi-L-fenilalanin

2. abra - A 3,4-dimetoxi-transz-fahéjsav LaAAL dltal katalizalt 3,4-dimetoxi-L-fenilalaninnd valo
biotranszformacioja.

Az LaAAL karakterizalasanak érdekében, vizsgaltuk ennek optimalis mikodési koriilményeit a 3,4-
dimetoxi-transz-fahéjsav és 3,4-dimetoxi-L-fenilalalnin k6zotti modell reakcioban (2. abra), figyelembe
véve a pH és ammonia forras, valamint a hdmérséklet hatasat az enzim aktivitasara és stabilitasara, mind
az ammonia addiciés, mind az ammonia eliminacids irany esetében. A specifikus aktivitds meghatarozasara
spektrofotometrids modszert alkalmaztunk, emellett a konverzid-alapu aktivitdsat is monitorizaltuk RP-
HPLC-vel. A reakcié kdrnyezet a protein hajtogatott szerkezetére (angolul protein fold) gyakorolt hatasat
az olvadaspont (Tm) differencidlis pasztaz6 fluorimetridval (angolul differential scanning fluorimetry -
DSF) valdé mérésével kovettiikk. Egy fehérje olvadaspontja az a hémérséklet, melyen a protein 50%-ban
hajtogatott, 50%-ban kinyilt formaban van jelen. A DSF koltséghatékony és konnyen implementalhatd
modszer, mely sordn a minta fluoreszcencia-emissziojanak valtozasat mérjiik a hdmérséklet fiiggvényében.
A fehérje mintahoz kis mennyiségben hidrofob festékanyagot adagolunk, majd megfeleld energiaju fénnyel
sugarozzuk be. A novekedd homérséklet hatasara a festékanyag fluoreszcencias tulajdonsagi komplexet
képez a kibomlo protein belsejében fellelhetd hidroféb aminosav végzddésekkel, igy az emisszid
mértékének kovetésével meghatarozhato a protein olvadasi hdmérséklete.[20]

Az optimalis reakciokoriilmények meghatarozasat kovetden, az LaAAL szubsztrattartomanya kertilt
feltérképezésre a szintetikus szempontbdl kiemelkedo jelentdségnek 6rvendé ammonia addicios reakciout
esetében, ahol az enzim szamos, mono-, di- és poli-szubsztitualt, elektron-donor és elektron-akceptor
szubsztituensekkel ellatott transz-fahéjsav szarmazék felé mutatott konverzid-alapti aktivitasat
kvantifikaltuk. Tovabbi vizsgalatok soran a természetes AAL szubsztratok (L-fenilalanin, L-hisztidin és L-
tirozin), valamint a magas konverzi6 értéket eredményezd L-fenilalanin szarmazékok esetén a Michaelis-
Menten kinetikai paraméterek is meghatarozasra keriiltek. A Michaelis-Menten allanddé (Km) azon
szubsztrat koncentracio értéket hatdrozza meg, melyen a reakcio sebessége eléri a maximum sebesség felét,
igy az enzim affinitasrol ad informaciot az adott szubsztrat felé. Az atviteli szam (angolul turnover number

- Keat) adott egységnyi enzimmennyiség altal atalakitott szubsztratmolekulak maximalis szamat irja le, mig
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az atviteli szdm és a Michaelis-Menten alland6 hanyada informécidval szolgél a biokatalizator katalitikus

hatékonysagarol.[21]
2. Célkitiizések

A Babes—Bolyai Tudomanyegyetem, Enzimologia ¢és Alkalmazott Biokatalizis Kutatokozpontban
végzett kutatasunk célkitlizése a kozelmultban felfedezett Loktanella atrilutea-bol kinyert aromas-
ammonia-lidz karakterizalasa, valamint a hozza hasonld, elektron-donor szubsztituensekkel ellatott

szubsztratok atalakitasara alkalmas Gj AAL-0K feltérképezése és szerepiik vizsgalata.
3. Anyagok és médszerek

3.1 Filogenetikai analizis

A filogenetikai analizishez sziikséges adatbazis Osszeallitasahoz, elészor BLAST (Basic Local

Alignment Search Tool) hasonlosagvizsgalatot alkalmaztunk (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) az

LaAAL aminosav szekvenciajat 6sszevetve az NCBI (National Center for Biotechnology Information)
teljes szekvencia adatbazisaval és kivalasztottuk azokat a magas lefedettségli homologokat, melyek
legkevesebb 60%-0s azonossagot mutattak és E szam értékiik zéroval volt egyenld, tehat egyedi,
szignifikans talalatok voltak. Ezen enzimeket a MEGA-11 (Molecular Evolutionary Genetics Analysis)
programban vetettilk 0ssze a szakirodalombol kivalasztott HAL-, TAL- és PAL-okkal. Az aminosav
szekvencidk dsszerendezése a MUSCLE (MUItiple Sequence Comparison by Log-Expectation) mddszert
alkalmaztunk, mely kiilonb6z0 mérések alapjan a legnagyobb pontossdggal rendelkezik a tobbszords
aminosav szekvencia 0sszerendez6 modszerek koziil.[22] Az Gsszerendezett sorra modell optimalizalast
végeztiink el a MEGA-11 beépitett rendszere segitségével, mely alapjan a legnagyobb valoszinliségen
alapuld metodus keretein beliil, LG helyettesitési matrixot[23] alkalmaztunk (LG+F), ahol a poziciok
mutaciogyakorisaganak heterogenitasa gamma eloszlasu és invarians (G+I).

Az végrehajtott analizist 100-as boostrap értékekkel végeztiik el, mely alapjan 100 alkalommal kertil
megszerkesztésre a filogenetikai diagram és minden eldagazas esetén megjelenik azon alkalmaknak az
aranya, melyek sordn ugyanaz a varians jott létre, igy gyakorlatilag ezek az értékek bizonyitjak a generalt
diagram létezésének valosziniiségét. A kapott torzsfa optimalizalasanak érdekében Russo és Selvatti[24]

altal publikalt protokoll alapjan a RogueNaRok (https://rnr.h-its.org/) program segitségével kizartuk azokat

a szekvenciakat az adathalmazbdl, melyek pozicidja nem teljesen biztos (az alacsony valosziniiségi arany

miatt), igy negativan jarulnak hozza a torzsfa rendezettségéhez.
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3.2 Pontmutaciok bevezetése

Az LaAAL ¢és homologjai kozott szekvencia Osszerendezést végeztink a Clustal Omega

(https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) program segitségével és kiemeltiik a PAL-ok esetén mar széles

korben tanulmdnyozott aminosavakat, melyek nagy jelentdséggel birnak a katalitikus kozpont,
szubsztratspecificitasért felel6s, hidrofob részének kialakitasaban (4. tablazat).
A harom mutans enzim megvaldsitasat pontmutaciok révén értiik el, melyekhez sziikséges volt az 1.

tablazat-ban felsorolt primerek megtervezésére.

1. tablazat - A pontmutdciok végrehajtasahoz tervezett primerek.

Primer neve Szekvencia Tm (°C)
A81S F 5’-ATTGATGTGCAGAAAATTTCGCTGTGGC-3’ 65
Q84H_F 5’-TGTGGCACCATAAAAGCACCACCG-3’ 66
N199S F 5’-TAGCTCTGGTCAATGGAACCGGC-3’ 65,8
1400L_F 5’-AGCCTGCATCTTGGCATGAATCAGATG-3’ 66

Small LN_R 5’-ATCTGATCGCGCGCTAAGTTGGC-3’ 66

Small_IR_R 5’-TTGCCGCGGCTGCCAATATCC-3’ 66

A PCR reakciok elvégzéséhez Osszekevertink 100 ng templat DNS-t, 2,5 uL (500 nM
végkoncentracioban) mutagén primer part (forward és reverse primert), 0,1 uM dNTP-t, 1 U Phusion High
Fidelity DNS polimeraz enzimet és 2% DMSO-t (dimetil-szulfoxid) a polimeraznak megfelelé puffer
oldatban, feltoltve a keveréket 50 puL végtérfogatig steril vizzel. A PCR reakcid protokollja a 2. tablazat-

ban van Osszefoglalva.

2. tablazat - A PCR protokoll szakaszai.

T (°C) 1d6 Ciklusok szama Lépés
Kezdeti denaturalas 95 3 perc 1
. 1 95 30 mp . L
Primer kapcsolodas 64 1 perc 5 Megaprimer kialakitasa
Lanchosszabbitas 72 1 perc
’Kap csoloda§ . 95 30 mp 25 Kivant szekvencia
Lanchosszabbitas 72 8 perc amplifikaldsa
Végsé lanchosszabbitas 72 16 perc 1 p

3.3 Plazmidok transzformacioja kiilonb6zo gazdasejtekbe és kolonia PCR

A nativ LaAAL és a mutansok génjét kodold pET-15b plazmidokat két kiilonb6zé térzsbe tartozo,
kompetens, ujrakodolt Escherichia coli (E. coli) gazdasejtbe (BL21 Gold (DE3), illetve Rosetta (DE3)
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pLysS) transzformaltuk. A folyamat 0sszes 1épését steril fiilke alatt, sterilizalt felszereléssel végeztiik a
keresztszennyezddések elkeriilése érdekében.

A BL21 Gold (DE3) elektrokompetens gazdasejt esetében a transzformalasi folyamat elektroporalas
révén megy végbe, mely sordn a magas intenzitasu elektromos tér hatdséara a sejtfalon porusok keletkeznek
és a transzformalando6 plazmid DNS bejut a sejtfalon beliilre.[25]

A modszer alkalmazésakor el0szor 5 uL plazmidot adtunk az 50 pL gazdasejt oldathoz, majd 1 percig
jégen inkubaltuk. Ezt kdvetden a keveréket egy elohiitott elektroporalasra alkalmas, 1 mm-es kiivettaba
helyeztiik és az E. coli sejtmembranjanak permeabilizalasara legmegfelelébb 1800 V fesziiltségii
elektromos impulzus alé vetettiik. Az elektroporalas révén transzformalt baktériumokat 300 pL SOC (Super
Optimal broth with Catabolite repression) taptalajban ndvesztettiik 37 °C-on, 250 rpm-en 1 6rén keresztiil.

A Rosetta (DE3) pLysS gazdasejtek esetében hdsokkot alkalmaztunk a transzformalasra. A modszer
soran 100 uLL CaClz-al kezelt, kémiailag kompetens gazdasejt oldathoz 4 puL plazmidot adagolunk majd 20
percig jégen inkubaltuk. Az elegyet 45 masodpercig, 42 °C-os viz fiirdébe helyeztiik, végiil pedig jégen
regeneraltuk a transzformalt sejteket. A kapott elegyet 900 uL LB (Luria broth) taptalajjal 6sszekeverve az
el6z6 modszerhez hasonldan, 1 6ran keresztiil 37 °C-on és 250 rpm-en inkubaltuk.

Az inkubalast kovetden a transzformalt sejteket, 50 pg/mL karbenicillint (CAR) tartalmaz6 agar
lemezekre szélesztettiik, majd €jszakan at 37 °C-on novesztettiik. Masnap kolonia-PCR segitségével
hataroztuk meg a pozitiv telepeket.

A Petri-csészében novekedett koloniak koziil kivalasztottunk néhany konnyen elkiilonithet6 darabot,
ezeket felhasznéalva templat DNS-ként a Thermo Scientific DreamTaq Green PCR Master Mix protokollja
alapjan elvégzett PCR eljardsban, majd tovabbi agardéz gélelektroforézis segitségével azonositottuk a
plazmidot tartalmaz6 gazdasejt kolonidkat.

A PCR reakcid keverékben 20 pL végtérfogatba 1-1 pL (10 uM) T7 promoter és T7 terminator
primerpart, 10 uL DreamTaq Green PCR Master Mix oldatot (tartalmaz DreamTaq DNS polimeraz
enzimet, dNTP-ket, MgCl,-ot, szinezéket, valamint megfeleld puffert), 7 uL steril desztillalt vizet és 1 pulL-
nek szamito a kivalasztott kolonidkbol szarmazo templat DNS-t szuszpendaltunk. A reakci6 protokolljat a
3. tablazat mutatja be.

3. tablazat - A kolonia PCR protokollja.
\ Kezdeti denaturalas \ Denaturalas \ Kiterjesztés \ Végso lanchosszabbitas

T (°C) 95 50 ‘ 72 72
1dé 3 perc 30 mp 2 perc 16 perc
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3.2 Fehérje termelés

A kolonia PCR eredményei alapjan, kivalasztottunk egy-egy pozitiv telepet, ezeket alkalmaztuk egy
kisebb térfogata (10 mL) 50 pg/mL CAR-t tartalmaz6 LB taptalaj (elokultira) beoltasara. Az elékultirakat
¢jszakan at inkubaltuk 37 °C-on és 200 rpm-en.

A kovetkezd napon az inditott tenyészetet 2%-osra higitottuk, majd 37 °C-on és 200 rpm-en
inkubaltuk, amig a 600 nm-en mért abszorbancia (ODeoo) 0,6 €s 0,8 koz¢é esett. Ekkor, 0,5 mM izopropil-
-D-1-tiogalaktopiranoziddal (IPTG) indukaltuk a sejtkultarat és ¢jszakéan 4t ndvesztettiik 25 °C-on és 180

rpm-en.
3.5 Konverzié-alapu aktivitas vizsgalat egész-sejtes reakciékban

A kelléen megnovekedett nagy térfogatu sejtkultirakbol mintat vettiink és ODegoo-on vizsgaltuk a
sejtszamot  spektrofotométer segitségével, majd eppendorf csdvekbe helyeztik OJket kiilonbozo
végkoncentracidkban: ODegoo = 1, ODgoo = 2, ODsoo = 4 és ODeoo = 6. Az eppendorf cséveket 13300 rpm-
en, 3-percig, 4 °C-on centrifugéltuk, majd a feliiluszo tapoldatot lepipettaztuk a sejtekrdl.

Annak érdekében, hogy meghatarozzuk melyik az optimalisabb gazdasejt a Rosetta (DE3) pLysS és
a BL21 Gold (DE3) koziil, valamint mekkora az idedlis sejtszam, eldszor probat végeztiink a vad tipust
LaAAL-el, ahol 20 6ras addicios reakcioban figyeltiik a kapott konverzid értékeket a kiilonb6z6 enzim
koncentraciok és gazdasejtek esetén.

A leiilepedett sejtekre 200 pL reakcid elegyet adagoltunk, mely az ammonia addicios reakcid esetén
2 mM-os 3,4-dimetoxi-transz-fahéjsavat tartalmazott 4 M-os ammonium-karbamat oldatban, mig az
eliminacios reakcio esetén 2 mM 3,4-dimetoxi-L-fenilalanin volt feloldva TRIS pufferben (20 mM TRIS,
100 mM NacCl, pH 8,8). A reakciokat 18 oran keresztiil, 30 °C-on inkubaltuk, folyamatos razogatas mellett.
Minden vizsgalt minta esetén harom példanyban végeztiik el a mérést.

A konverziok meghatarozasat RP-HPLC segitségével, Agilent 1200 berendezést és Gemini NX-C18
(150 x 4,5 mm; 5 pm) oszlopot alkalmazva végeztiik el. A mintdkat 8 perces gradiens eliicios modban
kromatografaltuk 1 mL/perc aramlasi sebességgel, 25 °C-on. A mozgo fazis pH 9-es, 0,1 M-0s NH4OH (A)
oldatbol és metil-alkoholbol (B) all (%B: 20-t61 40-ig valtozott). A mintak 3,4-dimetoxi-transz-fahéjsav és

crer

hataroztuk meg, mely 0sszeéllitasara helyileg szintetizalt anyagokat hasznaltak.
3.6 A mutans és nativ LaAAL konverzio-alapu aktivitasanak vizsgalata

A mutans és nativ LaAAAL-t egész-sejtes katalizatorként alkalmazva vizsgaltuk a konverziot a 3,4-

dimetoxi-L-fenilalanin és 3,4-dimetoxi-transz-fahéjsav kozotti ammonia addicidos és  eliminacios
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reakcioban. A 200 pL végtérfogath reakciodelegybe spektrofotométer segitségével meghatéarozott,
ODsoo = 2 mennyiségii biokatalizatort és 2 mM szubsztratot adagoltunk. Az addici6 esetén a folyamat 4 M-
os ammonium-karbamat, oldatban, mig az eliminacié esetén TRIS pufferben (20 mM TRIS, 100 mM NaCl,
pH 8,8) ment végbe. A reakcidelegyeket 30 °C-on folyamatos rdzogatds mellett inkubaltuk, majd a kapott
konverzi6 értékeket RP-HPLC segitségével kovettilk. A méréseket minden vizsgalt minta esetén harom

példanyban végeztiik el.
3.7 A rekombinans LaAAL izolalasa és tisztitasa

A nativ LaAAL esetében sziikségesnek bizonyult a fehérje izolalasa és tisztitasa. Ehhez elsd 1épésben
az indukalt és ¢jszakan at ndvesztett sejtkulturat 4000 rpm-en, 4 °C-on, 20 percig centrifugaltuk. A
feliiluszot eltavolitottuk és a leiilepedett sejteket S0 mL lizis pufferben (50 mM TRIS, 300 mM NaCl, 0,5
mM EDTA, pH 8) reszuszpendaltuk, hozzdadva 4-5 mg lizozimot, mely a kémiai sejtfeltarast biztositja,
100 pL fenil-metil-szulfonil-fluoridot (PSMF) és egy fél proteaz inhibitor tablettat. Mechanikai
sejtfeltarasra ultrahangos szondat alkalmaztunk (4 mp pulzalas, 2 mp sziinet, 40%-os amplitado, 18 °C). A
lizatumot 25 percig, 10000 rpm-en és 4 °C-on centrifugaltuk, igy elvalasztva a sejtmaradvanyoktol az
enzimet tartalmazo feliiluszot.

A tovabbi 1épésekben, Ni-NTA (Ni-nitrilotriecetsav) affinitas kromatografias modszert alkalmaztunk
az LaAAL tisztitdsara. A centrifugalas soran nyert feliiliszot, perisztaltikus pumpa segitségével kétszer
atvezettiik a gravitacios oszlopba toltott 2 mL Ni-NTA-agar6z gyantan, mely soran a rekombinans fehérje
His-cimkéje segitségével kapcsolodik a gyantian megkotdtt Ni2* ionokhoz. Az oszlopot hasznalat el6tt
kétszer desztillalt vizzel, majd lizis pufferrel mostuk, a kotddési 1épést kdvetden pedig ujbol megmostuk
(50 mM HEPES, 300 mM KCl, pH 7,5) pufferekkel. A nem specifikusan kot6dd fehérjéket 25 mM
imidazolt tartalmazoé oldattal tavolitottuk el az oszloprol, mig a célfehérje elualasara 250 mM-os imidazol
oldatot hasznaltunk. A mosasi és elualasi 1épéseket Bradford-reagens segitségével kovettiik. Az oszlop
végsd mosasara 1 M-os imidazol oldatot, kétszeresen desztillalt vizet és 20%-os etanolt hasznaltunk.

Minden 1épés esetén mintat vettiink az adott frakciobol és natrium dedocil szulfat-poliakrilamid
gélelektroforézis (angolul Sodium Dodecyl Sulphate- PolyAcrylamide Gel Electroforesis, SDS-PAGE)
segitségével kovettiik a tisztitas sikerességét.

A tisztitott enzim sé6talanitdsara dializist alkalmaztunk. 5 L el6hiitott dializis pufferben (20 mM TRIS,

100 mM NaCl, pH 8) ¢jszakan at kevertettiik a dializis zsdkocskdkban 1év0 tisztitott enzimet.

14



3.8 Az LaAAL optimalis miikodési koriilményeinek meghatarozasa

3.8.1 Aktivitasvizsgalat spektrofotometrias moédszerrel

Az aktivitasvizsgalatokat UV-spektrofotometrids modszerrel végeztiik el egy TECAN Spark 10M
berendezés segitségével, 5 percen keresztiil, 30 °C-on. Mintatartoként UV-transzparens, 96 lyuku
mikrolemezeket alkalmaztunk, igy 200 uL végtérfogati mintaban a szubsztratkoncentracio 2 mM volt. A
mérési eredmények kvantifikdlasdnak érdekében kalibracids gorbe segitségével hataroztuk meg a molaris
extinkcios koefficiens és az optikai Githossz szorzattat (&-1), mely megtalalhato az 3. fiiggelékben.

Az 3,4-dimetoxi-L-fenilalanin és 3,4-dimetoxi-transz-fahéjsav k6zotti ammonia eliminacios reakciod
esetén vizsgaltuk a tisztitott enzim specifikus aktivitasat 0,41 uM végkoncentracid mellett, kiillonb6z6
kémbhatasu pufferoldatok esetén: pH 6-7, illetve 11-12 kdzott 100 mM-os foszfatpufferben, 7,5-9 kozott 20
mM TRIS, 100 mM NaCl-ban, pH 9,5-10,5 k6z6tt pedig 100 mM-0s NaHCO3-Na>COs-ban, 308 nm-en
kovetve a 3,4-dimetoxi-transz-fahéjsav keletkezésének atlagos sebességét.
forras: 4 M-os ammoénium-hidroxid (9-11,5 kozott valtozo pH-val, melyet COz segitségével allitottunk be)
¢s 2, illetve 4 M-os ammonium-karbamat (pH ~9,5) hatasat vizsgaltuk az enzim aktivitdsara. A tisztitott
enzimet 30 percen keresztil inkubdltuk a kiilonb6z6 ammoénia oldatokban, majd 0,82 pM
végkoncentracidban hozzaadtuk a reakcidelegyhez és 345 nm-en kovettiik az aktivitasat. Minden vizsgalt

minta esetén harom példanyban végeztiik el a mérést.

3.8.2 A protein olvadaspontjanak vizsgalata a reakciokozeg fiiggvényében

A reakciokornyezet hatdsat az enzim hajtogatott szerkezetének stabilitasara a protein
olvadaspontjanak kovetésével differencidlis pasztdzod fluoritmetrias moddszerrel (30-90 °C kozott)
vizsgaltuk, Bio-Rad CFX96 RT-PCR berendezés segitségével. Mintatartoként kemény fehér vazi 96
attetsz0 lyuka mikrolemezeket (angolul white-clear-Hard Shell 96-well microplate) alkalmaztunk,
melyeket Microseal B foliaval zartunk le. Az 50 puL végtérfogati mintaba 30 percig elokezelt 2,5 uM
LaAAL-t adagoltunk, 5 pL 250x-es higitasi SYPRO Orange festékkel. Az eldkezelésre a 3.8.1-es
fejezethez hasonloan kiilonb6z6 kémhatasu pufferoldatokat alkalmaztunk: pH 6-7, illetve 11-12 k6z6tt 100
mM-os foszfatpuffert, 7,5-9 kozott 20 mM TRIS, 100 mM NaCl-ot és pH 9,5-10,5 kézott 100 mM-0s

(pH 9-11,5 kozott) és 2, valamint 4 M-os ammonium-karbamat (pH ~9,5) oldatot.

3.8.3 Konverzid-alapu aktivitas vizsgalata a homérséklet fiiggvényében
Az idealis ammoniaforras kivalasztasat kovetden, a 3,4-dimetoxi-transz-fahéjsav és 3,4-dimetoxi-L-

fenilalanin kozotti, tisztitott enzim altal katalizalt ammonia addicids reakcidban vizsgaltuk 30-50 °C
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tartomanyban a hdmérséklet hatdsat az enzim konverzio-alapu aktivitasdnak valtozasara az idében. A 2 mL
végtérfogati, 2 mM szubsztratot és 0,41 uM enzimet tartalmazo reakcid oldatokat a meghatarozott
hémérsékleteken, folyamatos razogatas mellett inkubaltuk, majd a 0,5, 1, 2, 4, 6, 8 és 24 6ra reakci6idd
elteltével vett mintdk konverzid értékeit RP-HPLC segitségével hataroztuk meg. A méréseket harom

példanyban végeztiik el az 6sszes minta esetén.
3.9 Szubsztrattartomany feltérképezés

Az ammonia addicids reakciout esetén, alkalmazva a meghatarozott optimalis koriilményeket, mértiik
az LaAAL konverzié-alapﬁ aktivitasat a 3. abran bemutatott szubsztrat gyﬁjteménnyel szemben. A 0,41
RP-HPLC segitségével hataroztuk meg, a 4. fiiggelék-ben sszefoglalt metodusok alapjan. A 200 pL
végtérfogatt reakcidelegyben a legtobb szubsztrat esetében a hasznalt szubsztratkoncentracio 2 mM volt,
mig a nehezen oldo6do anyagok esetén (1k, 1r, 1x-y) 0,5 mM végkoncentraciot alkalmaztunk 5 % DMSO
hozzaadasa, az lae esetében pedig 20 % kolin-klorid:glicerin adagolasa mellett. A vizsgalatokat minden

esetben harom példanyban végeztiik el.

COOH
R X -COOH LaAAL R

B NH,

la-ae 2a-ae

R: 3 O
! o cl CF, NO, :
; g h i

k

©/\
Begiavy
pA

& & &
oo e
OO OO G
el calera

i o)
} y
Soaen
d 3 z O aa

3. dbra - Az LaAAL ammonia addicioban valo katalitikus alkalmazhatosaganak feltérképezése soran
ellendrzott szubsztrat konyvtar.

Az egyes folyamatokban mért enantiomer felesleg (angolul enantiomeric excess - ee) értékét RP-

HPLC segitségével mértiik, Crownpak CR-I (+) kiralis oszlopot (150 x 3 mm; 5 um) hasznalva. A mozg6
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fazis 1-es pH-ju HCLO4 (C) és acetonitril (D) keveréke volt, az alkalmazott metdédusokat a 5.fiiggelék

foglalja Gssze.
3.10 Kinetikai paraméterek meghatarozasa

Az enzim szubsztrattartomanyanak tovabbi vizsgalatara meghataroztuk a Michaelis-Menten kinetikai
paramétereket (Km, Keat és keat/Km) @ 2a, 2q, 2m, 2d, 2ab és 2ac szubsztratok ammonia eliminacios
reakcidja esetén, alkalmazva a meghatarozott idedlis pH ¢és homérséklet koriilményeket, 0,025-40 mM
szubsztratkoncentracid tartomanyban, kiinduldsi anyagtol fiiggden. A méréseket TECAN Spark 10M
berendezés segitségével végeztiik el, 15 perc alatt kovetve a megfelelé transz-fahéjsav szarmazék
keletkezésének sebességét az elnyelési maximumot mutatd hulldmhosszon (3. fiiggelék). Az eredmények
kvantifikalasara felhasznaltuk a kalibraciés gobrék segitségével meghatdrozott molaris extinkcios
koefficiens és az optikai uthossz szorzatanak értékét (3. fiiggelék). A 2b és 2ae szubsztratok esetén az
alacsony oldhatosag miatt nem volt lehetséges a Michaelis-Menten gorbéket felvétele, ezért alacsony

szubsztratkoncentracio mellett (25-50 pM) meghataroztuk Kcat/Km katalitikus hatékonysag értékét.

4. Eredmények

Kutatasunk kiindulépontja, az irodalomban nemrég leirt AL-11[1] biokatalizatorhoz hasonld, a 3,4-
dimetoxi-L-fenilalanin szintézisére alkalmas PAL enzimek fellelése volt. Miutan az AL-11 szekvencidja
alapjan kivalasztottuk az altalunk vizsgalt LaAAAL-t és ellendriztiik ennek katalitikus hatékonysagat a
céltermék szintézisével szemben, feltérképeztiink 16 homoldg enzimet, melyek aminosav szekvenciaja
jelentds hasonlosagokat mutat az LaAAL-lal.

Ezen homolog enzimek katalitikus kozpontjanak Osszehasonlitdsa soran észrevettilk olyan
aminosavak jelenlétét a hidrofob szubsztrat-koto zsebben, melyek teljesen egyediek, mind az LaAAL-lal,
mind az ismert PAL, TAL és HAL enzimekkel szemben. Ennek alapjan felmeriilt ezen aminosavak szerepe
a szubsztratspecificitds alakitasaban, ezért olyan muticiokat terveztiink, melyek altal ezen kiilonbozd
homoldgok aminosav oldallanc-mintazataval egyez6 hidrofob kozponttal rendelkezé LaAAL variansokat
kapunk. Tovabba vizsgaltuk, hogy ezen valtoztatadsok milyen hatassal vannak a nativ enzim aktivitdsara a
3,4-dimetoxi-transz-fahéjsav és 3,4-dimetoxi-L-fenilalanin reverzibilis ammonia addicios reakciojaban.

Az 1) enzim kiemelkedd katalitikus hatékonysaga aldtdmasztotta tovabbi karakterizalasanak
jelentéségét. Kivalasztva a szintetikus szempontbol jelentds reverzibilis 3,4-dimetoxi-transz-fahéjsav és
3,4-dimetoxi-L-fenilalanin kozott lejatszodd6 ammonia addicids reakciot, mint modell meghataroztuk az
enzim idealis mikodési koriilményeit a pH-t és a homérsékletet tekintve. Az enzim Kkatalitikus

alkalmazhatosdganak tovabbi felfedezése céljabol, alkalmazva a meghatirozott optimalis
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reakciokoriilményeket, az LaAAL konverzid-alapt aktivitasat vizsgaltuk egy széles korii, mono-, di- és
legjobban miikodé szubsztratok esetén a Michaelis-Menten kinetikai paraméretek is meghatarozasra

kertiltek.
4.1 Szekvencia osszerendezés és filogenetikai analizis

Az LaAAL aminosav szekvencidjara végzett BLAST hasonlosagvizsgalat alapjan kivalasztott
homologok (6. fiiggelék), illetve a szakirodalombdl osszegytijtott PAL, HAL és TAL biokatalizatorok (7.
fiiggelék) aminosav szekvencidinak tobbszords Osszerendezése soran a MIO csoportot alkotot alanin-
szerin-glicin (ASG) motivum minden esetben fellelheté volt, igy levonhaté a kovetkeztetés, hogy az

tjonnan fellelt LAAAL és homologjai a MIO enzimcsalad részét képezik (4. abra).

pozicid a MIO N347 Y
PcPAL-ban 134 137 138 202 - 204 259 60 'V L104

PcPAL .KE|[ L [IR|FL|NA . IT| ASG DL.AL| V NG.AE I |AM.. - & | F107
RcTAL .QON L |IY |HL|AT..IG ASG |DL.AL V NG.AQ| V [TA.. pa.o . N
PpHAL .RS| L |[VL |SH|AA.IG|ASG DL.AL L [NG.AQ V |TA.. L108
AL-11 . KI| A |LW|QH|KS.VG| ASG DL.AL| N [NG.LH I GM.

LaAAL .KI| A |LW|QH|KS. VG ASG DL.AL| N [NG..LH I [GM.. 5.

pozicidé az 81 84 85 144 - 146 199 400 Y314 MIO

LaAAL-ben

4. abra - Szekvencia dsszerendezés az LaAAL, PcPAL, RcTAL, PpHAL és AL-11 kozott, kiemelve az
elektrofil kozpontban kulcsszerepet jatszo aminosavakat, valamint a MIO prosztetikus csoportot
(tablazat). Az LaAAL katalitikus kozpontja az AvPAL (PDB: 5LTM) enzim kristalyszerkezete alapjan
modellezve (dabra).

A filogenetikai analizis eredménye az 5. abra 4ltal bemutatott leszdrmazasi kapcsolatokat
Osszefoglalo torzsfa. A magas bootstrap értékekkel, tehat nagy megbizhatosaggal (1, 1 és 0,82) rendelkezd
f6 elagazasok az analizis sikerességét igazoljak, ahol elsésorban a prokaridta és eukariota él6lényekbdl
szarmaz6 enzimek valnak el egymastol. A vizsgalt kiillonbodzo vizekbdl szarmazo, bakteridlis eredetli AAL-
ok inkadralodnak a tobbi eldsejtmagos ammonia-lidzok kozé, mig az eukariota forrasokbdl (ez esetben
novényekbdl 5. dbra - zolddel jelolt rész és gombakbdl 5. abra - pirossal jeldlt rész) szarmazo enzimek
elhatarolt egységet alkotnak (5. abra - kékkel jeldlt rész) a vizi baktériumokbol szarmazoé PAL-okkal,

valamint a tavi vizekben megtalalhaté Herpetosiphon aurantiacus-bol kinyert hisztidin ammonia-liazzal.
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Novényi eredetii Gomba eredetil Bakterialis eredetii Bakteridlis eredetii Bakterialis eredetii Bakterialis eredetii
PAL-ok PAL-ok AAL-ok HAL-ok TAL-ok PAL-ok

5. dbra - A generalt filogenetikai fa.
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A katalitikus kozpontban megtalalhaté MIO prosztetikus csoport jelenléte, valamint a filogenetikai
analizis soran megfigyelt kapcsolatok alapjan nagy valosziniiséggel kijelenthetd, hogy a vizsgalt AAL-ok
a MIO enzimcsaladd egy uj alosztalyat képezik, mely bakteridlis eredetli fenilalanin ammonia-lidzokbol
fejlédott ki az evoliciod soran.

Tovabbi kutatasaink soran, az emlitett kozvetlen k6zos felmendk rekonstrukcidjat és a katalitikus
kozpontjaikban fellelheté aminosavak vizsgalatat tervezziik, mely informéciok alapjan tisztabb képet

nyerhetiink a tanulmanyozott AAL-ok természetes funkciojaval kapcsolatban.
4.2 Mutagenézis

Az LaAAL ¢és homologjai aminosav szekvencidinak Gsszehasonlitasa soran kiilonbozé mértékii

valtozasokat vettiink észre, melyek a 4. tablazat-ban vannak kiemelve.

4, tablazat - A szubsztratspecificitast befolyasolo aminosavak valtozasa az LaAAL és homologjai kézott a
MIO csoport alosztdalyainak reprezentativ enzimeivel szemben (PcPAL, PPHAL és RcTAL).

Aminosav a megfeleld pozicioban
PCPAL
L134  F137L138 V259 1460 |\
Nr. | Révidités PpHAL LagA AL
L80 S83 L84 L195 vagr |
RCTAL
L87 HOOL91 V213 V410
1 | LaAAL A81 Q84 H85 | N199 1400
2 | AeAAL A QH N |
3 | AL11 A QH N |
4 | RhAAL; A HH N | RS
5 | SpAAL A HH N |
6 | ChAAL A HH N |
7 | HyAAL, S HH N |
8 | OrAAL A QH N Y, QRS
9 | MeAAL A HH N |
10 | RhAAL, A QH N |
11 | AIAAL A QH N |
12 | HyAAL, S HH S L A
13 | PsAAL S HH S L
14 | ParAAL A QH N v
15 | RhmAAL A QH N |
16 | ArAAL A TH N v =
17 | GsAAL A QH N |

Annak érdekében, hogy atiiltessiik ezen homologok szerkezetét az LaAAL elektrofil kdzpontjaba,

valamint noveljiik a szubsztrat rendelkezésére allo helyet a katalitikus szituszban, négy mutéaciot
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terveztiink: a 81-es pozicidban levé alanint szerinre, a 84-es glutamint hisztidinre, a 199-es aszparagint
szerinre, valamint a 400-as izoleucint leucinra cseréltilk. Ezek alapjan harom mutans enzim varianst
hoztunk 1étre, melyek kettd, harom és négy mutaciot tartalmaznak (5. tablazat).

A pontmutacidk bevezetéséhez tervezett primerek (6. abra - A) felhasznalasaval végzett PCR reakcid
végbemenetelét 1%-os agardz gélen valo elektroforézissel ellendriztiik (6. abra - C), valamint a mutaciok

sikeres bevitelét az LaAAL-t kodold génszekvenciaba szekvenalassal igazoltuk (6. abra - B).

5. tablazat - A mutans LaAAL variansok ésszefoglalasa.

LaAAL varidn sorszama ] Mutaciok
1 Q84H/1400L
2 A81S/Q84H/1400L
3 A81S/Q84H/N199S/1400L

TGTGGGACATAAAAGCACCACCG
ATCAGCTGATTGATGTGCAGAAAATTGCGCTGTGGCAGCATAAAAGCACCACCGGCCCGCGCCTGCCGGATGCGGATGTGCGCGCTGCGA
, ! 1 1 N 1 ! N 1 1

+ + t + + + + + + + + + + + - eee 5680
TAGTCGACTAACTACACGTCTTTTAACGCGACACCGTCGTATTTTCGTGGTGGCCGGGCGCGGACGGCCTACGCCTACACGCGCGACGET
LaPAL
D QI N D A D QI K A T EN W A H I K S S T T G P R L P D AT DV I RZITATEA
R L. R C 'G.'S K

K 1

GACCGCTATGGCATTCGCTGCCTGCCGCAGTTTTTTGGCCCGATTGTGGATGGCCTGAGCACCGCGGCGCBTCAGATTGAAACCGAAGCG
. 1 1 i 4 1 ! i

+ t fooee 6330
T + T + T + T + T T + T + T T
CTGGCGATACCGTAAGCGACGGACGGCGTCAAAAAACCGGGCTAACACCTACCGGACTCGTGGCGBCCBCGCAGTCTAACTTTGGCTTCGE

GTGGCIAGCIATAAAAGCACCA Eredeti DNS szekvencia
GTGGCIACCIATAAAAGCACCA Mutins DNS szek

—

l

6. dbra - Reprezentativ mutagenézis eredmények, a Q84H pontmutdcio esetében. (A) A mutagén primerek
szekvencidi atfedésben a komplementer LaAAL génszekvencia részletével. (B) A gén-szekvendalds
eredménye. (C) A PCR segitségével sokszorositott mutdns gén gélelektroforézis vizsgalata (1- a mutdns
gén ~ 7352 bp; M- FastRuler DNS létra).
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4.3 Transzformalas és fehérje termelés

A kolonia-PCR alapjan (7. abra), mind a BL21 Gold (DE3), mind a Rosetta (DE3) pLysS gazdasejtek
esetében is sikeres volt a rekombindns enzimet kodolo plazmidok transzformaléasa, igy mindkét expresszids
rendszer esetén végrehajtottuk a fehérje termelés 1épéseit, majd a kapott egész-sejtes biokatalizatorokat
probareakcioknak vetettiik ala.

1 2 3 4 5 6 7 8 M

~ 10000 bp
~5000 bp

Wiwiwiwwwiww 20000
~1000 bp

LaPAL_Small-I_R

LaPAL_Small_LN_R

LaPAL_I400L_F

~500 bp

LaAAL_N1S9V_F

LaAAL_Q84H_F

. Nade j
LaAAL_A81S_F

LaAAL_pET15b

\ac operato,-

(T7_prom g

1. abra - A kolonia PCR eredménye 1%-os agaroz gélen. (1-8- a transzformalt Rosetta (DE3) pLysS és
BL21 Gold (DE3) gazdasejt koloniak — a felsokszorositott DNS szekvencia hossza ~ 1870 bp; M-
FastRuler DNS létra.)

4.4 Konverzio-alapa aktivitas vizsgalat egész-sejtes reakciokban

A konverzid értékek meghatarozasa érdekében kalibracios gorbéket (1. fiiggelék és 2. fiiggelék)
allitottunk 6ssze, mind az addicids, mind az eliminacios reakcid esetében, melyek felvételekor kiilonbozo
molaranyu 3,4-dimetoxi-L-fenilalanin és 3,4-dimetoxi-transz-fahéjsav keverékét injektaltuk a HPLC
oszlopra a megfeleld elvalasztasi modszert alkalmazva (8. fiiggelék). A kalibracios gorbék segitségével
meghataroztuk a relativ valaszfaktor (Ry) értékét (6. tablazat) mindkét reakciout esetén, mely alapjan

kiszamithatoak a konverzid értékek.
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6. tablazat - Az alkalmazott HPLC metodus az ammonia addicios és eliminacios reakciok konverzio
ertékeinek meghatarozasara.

Retencios id6 (perc) Relativ valaszfaktor (Ry) Hull(z:]l:]lql;ossz
3,4-dimetoxi-L- 3,4-dimetoxi- . o e e,
. . iy Ammonia addici6 ~ Ammonia eliminacio
fenilalanin transz-fahéjsav 220

3,5 4,9 1,9 0,41

A vad tipust enzim esetében elvégzett probareakciok soran nyert konverzio értékeket a 8. abra
mutatja be. Az eredmények alapjan a tovabbi reakciok soran a BL21 Gold (DE3) gazdasejtbe transzformalt
biokatalizatorokat alkalmaztuk, ODeoo = 2 sejtstirliség koncentracié mellett, mivel ezen gazdasejt minden
esetben nagyobb aktivitast mutatott a Rosetta (DE3) pLysS-szel szemben. Tovabba ODeoo = 2 sejtstirliség
felett nagyon alacsony a konverzié novekedésének mértéke, igy koltséghatékonysagi szempontbol érdemes

ennél az egész-sejtes biokatalizator mennyiségnél maradni.

3

NH
/OWcOOH ToAAL /OD/—YCOOH
100 ~0 ~o NH,

3. 4-dimetoxi-fransz-fahéjsav 3 4-dimetoxi-L-femlalanin
80—
éi 60 —
= BL21 Gold (DE3)
=
=
’é 40 mmm Rosetta (DE3) PlysS
=]
o
20 =
0 I T T |
1 2 4 [
Sejtszam (ODgqq)

8. dbra - A vad tipusii LaAAL esetében elvégzett ammaonia addicids préobareakciok konverzié eredményei, a
kiilonboz6 gazdasejtek és az alkalmazott egész-sejtes LaAAL biokatalizator mennyiségének fiiggvényében, 20 oras
reakcio ido utan, HPLC-n mérve.

Az alkalmazott mutaciok az LaAAL esetében nem novelték az aktivitast a 3,4-dimetoxi-szubsztitualt
szubsztratokkal szemben (9. abra és 10. abra), ezért a tovabbiakban kérdéses marad, hogy ezen aminosav
oldallancok milyen szerepet toltenek be az Ujonnan azonositott PAL enzimek katalitikus kdzpontjanak
hidrofob zsebében. Ugyanakkor tovabbi fontos kérdés maradt, hogy ezen oldallanc mintdzat milyen eltérd
szubsztratspecificitast kolesondz a vizsgalt homoldg PAL enzimek szamara. Nem utolsé sorban, figyelemre

mélto az LaAAL kiemelkedd Kkatalitikus hatékonysaga a 3,4-dimetoxi-szubsztitalt szubsztratok
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atalakitasaban, mely megnyitja az utat a PAL enzimek alkalmazéasara a lignin bomlasa soran keletkez6

anyagok atalakitasaban.

Konverzio (%)

100 =

80 —

60 —

40—

80 %

NH;
/OWCOOH LaAAL /OD/YCOOH
~0 ~o NH2

3.4-dimetoxi-transz-fahéjsav 3 4-dimetoxi-L-fenilalanin

Mutans

9. dbra - Az egész-sejtes ammonia addicios reakciok konverzio értékei 18 oras reakcio idé utan HPLC-n

Konverzio (%)

100 =

80 =

97 %

meérve.

/OD/YCOOH . /OU“\\/COOH
NH
"-._0 2 ﬁ' ~

(8]

3 4-dimetoxi-L-femlalanin NHz 3 4-dimetoxi-transz-fahéjsav
60 52 %
40 %
40
20—
4%
0 T T T T
0 1 2 3
Mutans

10. abra - Az egész-sejtes ammonia eliminacios reakciok konverzio értékei 18 oras reakcio ido utan

HPLC-n mérve.

4.5 Rekombinans LaAAL izolalasa és tisztitasa

E. coli BL21 Gold (DE3) gazdasejtre alapozott expresszios rendszer alkalmazasaval végrehajtottuk

rekombinans célfehérje termelését, izolalasat és tisztitasat, a kiilonbozo tisztitasi 1épésekbdl vett mintakat

SDS-PAGE segitségével vizsgaltuk, illetve igazoltuk az LaAAL enzim jelenlétét az izolalt enzim

frakcioban a molekulatomege alapjan (11. abra). A dializist kovetéen a soOtalanitott, tisztitott enzim

koncentraciojat Bradford modszer segitségével kvantifikaltuk.
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E DS M

s ~ 250 kDa
W~ 130 kDa

S - 100 kDa

a- 70 kDa

S - 55 kDa

~ s ~35kDa
S~ 25 kDa
e

] e

TS - 10 kDa

11. abra - Az LaAAL tisztitasanak kiilonbozo szakaszaiban vett mintak SDS-PAGE analizise. L1Z-
lizatum,; FT- a Ni-NTA affinitdas kromatografids oszlopon 2x athalado nem kotédo frakcio (flow-trough);
LS- 25 mM KCl-al térténé mosas (low salt); 300 mM KCl-al térténé mosas (high salt); W- nem
specifikusan kétodao fehérjék mosdsa 25 mM-0s imidazol oldattal (wash); E- specifikusan kotédo His-
cimkével rendelkezd fehérje eludlasa 250 mM-0s imidazol oldattal; DS- dializis utdni minta;, M- Thermo
Scientific PageRuler Plus Prestained protein marker.

4.6 Az LaAAL optimalis miikodési koriilményeinek meghatarozasa

4.6.1 A pH hatasa

A 3,4-dimetoxi-L-fenilalanin és 3,4-dimetoxi-transz-fahéjsav kozotti LaAAL altal Kkatalizalt
ammonia eliminacids reakcid idealis kémhatast reakciokozegének kivalasztasakor figyeltik az enzim
aktivitasanak valtozasat a pH fiiggvényében (12. abra - A). Az eredmények alapjdn levonhato a
kovetkeztetés, hogy az enzim a legmagasabb specifikus aktivitast a 9,5-6s pH-ju 100 mM-0s NaHCOs3-
Na>COs pufferoldatban mutatta. Vizsgalva a protein olvadaspontjanak valtozasat kiilonbozé 6-12 pH
tartomanyban valtozo pufferoldatokban vald inkubalast kovetden (12. abra - B), megfigyelhetd, hogy az
idedlisnak bizonyult 9,5-6s pH nincsen negativ befolyassal az enzim hajtogatott szerkezetének stabilitdsara
és a protein olvadaspontja, a semleges pH-n inkubalt varianshoz hasonléoan ~80 °C maradt. Ezen
eredmények alapjan az ammonia eliminécids reakcio esetében optimalis reakciokozegként 9,5-6s pH-ju

100 mM-o0s NaHCO3-Na>COs pufferoldatot valasztottuk ki.
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NaHCO,-Na,CO,

100 - Tris. HC1

..............

80

___________
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=}
1
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Relativ aktivitis (%)

20+

el I

! . r 1 1 1.1 1. 1T 117171711
¥:5_ 100 1051110 115 120 55 60 65 70 75 80 85 9.0 95 10.010.511.0 115 12.0

H]
0 63 T.O,"C’\.S 8.0 835 9.0/
pH

12. d@bra - A pH hatasa az enzim aktivitasara és stabilitdsara az ammonia elimindcios reakcio esetén.
(A) Az LaAAL relativ aktivitasanak vailtozasa a 3,4-dimetoxi-L-fenilalanin és 3,4-dimetoxi-transz-fahéjsav
kozotti ammonia elimindcios reakcio soran kiilonbozo kémhatasu pufferoldatokban, UV-
spektrofotometrias modszerrel mérve 308 nm-en. (B) Az enzim olvadaspontjanak valtozasa valtozo
kémhatasu pufferoldatokban valo 30 perces inkubdlast kévetden.

A megfelel6 ammoniaforras kivalasztasa érdekében végzett aktivitdsvizsgalat eredményei alapjan, az
LaAAL legnagyobb mértékben a 4 M-os ammonium-karbamat (pH ~9,5) oldatban valo inkubalas utan
tartotta meg aktivitasat (13. abra - A). Az ammonia forras nem rendelkezett degradalé hatassal a protein
hajtogatott szerkezetének stabilitasara sem, az oldatban vald inkubalast kovetden is a fehérje kiemelkedden
magas, 85 °C-os olvadaspontot mutatott (13. abra - B). A kapott eredmények alapjan, az LaAAL altal
katalizalt, 3,4-dimetoxi-transz-fahéjsav és 3,4-dimetoxi-L-fenilalanin kozo6tti ammonia addicios reakcidban

idealis ammonia forrasként az ammonium-karbamatot valasztottuk ki, melynek nem igazitott pH-ja ~9,5.
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: | .
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§ 20 = i 65—
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13. d@bra - A pH az enzim aktivitasara és stabilitasara kifejtett hatisa az ammonia addicios kornyezet
szimuldcioja esetén (az enzim 30 perces inkubdkldsa utan kiilonbozé kémhatdasiu ammonia forrasokban).
(A) Az LaAAL relativ aktivitasanak valtozasa a 3,4-dimetoxi-L-fenilalanin és 3,4-dimetoxi-transz-fahéjsav
kozotti ammonia elimindcios reakcio sordan, UV-spektrofotometrids modszerrel mérve 345 nm-en. (B) Az
enzim olvadaspontjanak valtozasa.
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4.6.2 A hémérséklet hatasa

Alkalmazva az idealis 4 M-os ammoénium-karbamat ammonia forrast, kovettiikk a 3,4-dimetoxi-
transz-fahéjsav és 3,4-dimetoxi-L-fenilalanin k6zotti ammonia addicids reakcié idé-konverzid profiljat a
hémérséklet fiiggvényében (14. abra). Az eredmények alapjan kijelenthetd, hogy a reakcié megkozelitdleg
hat oran beliil eléri a maximalis konverzio értéket 30 °C-on, mely eredmény koltséghatékonysag

szempontjabol is jelentds.

== 30°C 35°C ¥ 40°C 45°C =~ 50°C

100 =

80—

60—

40—

Konverzié (%)

20—

t (6ra)

14. dbra - A 3,4-dimetoxi-transz-fahéjsav és 3,4-dimetoxi-L-fenilalanin kézotti ammonia addicios reakcio
idé-konverzioja profilja a homérséklet fiiggvenyében RP-HPLC-vel kévetve.

4.7 Szubsztrattartomany feltérképezés

A szubsztrattartomany-analizis az optimalizalasi 1épések soran meghatarozott reakciokoriilmények
alkalmazasaval ment végbe, tehat 30 °C-on, 4 M-os ammoénium-karbamat (pH ~ 9,5) oldatban. Az enzim
sz¢éles korli katalitikus felhasznalhatosdgot mutatott, szamos transz-fahéjsav szarmazék ammonia
értékek az Osszes termékre 99 % felettiek voltak, kivéve a 2w és 2p nitro-szubsztitualt aminosavak esetében,
melyeknél sorban 9 %-os és 20 %-0s eredményekhez jutottunk. A monoszubsztitualt transz-fahéjsav
szarmazékok esetében, a meta pozicioban elektron-donor szubsztituensekkel ellatott szubsztratok, igy
példaul a meta-metoxi-transz-fahéjsav (1m) és a meta-tirozin (1q) kiemelkedéen magas konverzid
értekeket mutattak, sorra 93 %-ot és 98 %-ot (reprezentativ HPLC kromatogrammok - 9. fiiggelék ¢és 10.
fiiggelék). Tobb nagy térkiterjedésii szubsztrat esetén is magas konverzio értékek megfigyelhetéek, példaul
a 3,4,5-trimetoxi-transz-fahéjsav (lab) atalakitasakor 90 %-0s, a 3-(2-naftil)-transz-akrilsav (1lae)

transzforméaciojakor pedig 74%-os eredményekhez jutottunk.
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15. dbra - Az LaAAL ammonia addicioban valo katalitikus alkalmazhatosaganak feltérképezése soran
ellenorzott szubsztrat konyvtar és a RP-HPLC-vel mért konverzio eredmények osszefoglaldsa.

4.8 Kinetikai paraméterek meghatarozasa

A Michaelis-Menten kinetikai paramétereket az eliminacios reakcio esetén, a meghatarozott idealis
reakciokoriilmények kozott, azaz 30 °C-on, 9,5-6s pH-ju, 100 mM-0s NaHCO3-Na>COz pufferben
vizsgaltuk (7. tablazat). Az ammonia addicios reakciok esetén az enzimkinetikai mérések nem voltak
abszorbanciajahoz, igy a mért érték a berendezés detektalasi hataran kiviil esett. Az eredmények alapjan a
természetes AAL szubsztratok koziil az LaAAL nem mutatott aktivitast az L-hisztidin irdnyéba, illetve az
L-fenilalanin felé is nagyon alacsony katalitikus hatékonysagot lehet megallapitani melyeket a magas K,
(5,88 mM) illetve az alacsony Keat (0,51 s2) és Keat /Km (0,09 st - mM) értékek is alatdmasztanak, ezzel
ellentétben az L-tirozin irdnydba 3,62 s mM-0s keat /Km értéket hataroztuk meg, mely eredmény az
LaAAL-t a természetes AAL-ok koziil a TAL-ok csoportjaba kategorizalja. Emellett az enzim
kiemelkedéen magas, 6,43 és 6,42 s"1-mM-os katalitikus hatékonysagot mutatott az L-2-naftilalanin (2ae)
és a meta-metoxi-L-fenilalanin (2m) felé (a mérési adatok alapjan felallitott Michaelis-Menten gorbe

megtekinthetd a 16. abran, valamint a kalibracios gorbe a 11. fiiggelékben, mely soran kiilonb6z6 meta-
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metoxi-transz-fahéjsav koncentraciok abszorbancia értékeinek kovetésével meghatarozasra keriilt az

extinkcids koefficiens és az optikai Githossz szorzata.

7. tablazat - A 3,4-dimetoxi-L-fenilalanin és 3,4-dimetoxi-transz-fahéjsav kozotti ammonia elimindcios
reakcio kinetikai paraméterei, kiilonbozo szubsztratok esetén.

Szubsztrat Km (MmM) Kcat (1) Keat/Km (s1-mM) ‘
L-fenilalanin (2a) 5,88 £ 0,55 0,51 £ 0,01 0,09
L-m-tirozin (2q) 0,29+ 0,03 0,63 +0,01 2,14
m-MeO-L-fenilalanin (2m) 0,27 £ 0,03 1,72 £ 0,04 6,42
3,4-diMeO-L-fenilalanin (2d) 1,11 +£0,08 1,14+ 0,03 1,02
3,4,5-triMeO-L-fenilalanin (2ab) | 2,59 +0,22 0,77 £ 0,01 0,30
3-F,4-MeO-L-fenilalanin (2ac) 6,26 0,78 0,14 + 0,02 0,02
L-2-naftilalanin (2ae) - - 6,43
L-tirozin (2b) - - 3,62
0.06 -
= 0.04 }
£ ¢
E °
> 0.02-
0.00— T I T 1
0 2 4 6 8
c (mM)

16. dbra - A meghatdrozott Michaelis-Menten gérbe a meta-metoxi-L-fenilalanin, LaAAL dltal katalizalt
ammonia elimindcios reakcidja esetén.

5. Osszefoglalé

Kutatasunk {6 célja 15, elektron-donor szubsztituensekkel szemben magas katalitikus hatékonysaggal
rendelkezd aromas ammonia-lidz enzimek feltérképezése volt. Az adatbanydaszati eszkdzok segitségével
kivalasztott, Loktanella atrilutea-bdl kinyert aromas ammonia-liaz kiemelkedéen magas aktivitast mutatott
a 3,4-dimetoxi-L-fenilalanin szintézisében, igy az aminosav szekvencidja alapjan hasonlosagvizsgalatot
végeztiink el, homoldg enzimek kivalasztasaval. Tobbszoros szekvencia Osszerendezés ¢és filogenetikai

analizis soran megallapitottuk, hogy a nemrég felfedezett enzimcsoport nagy valdsziniiséggel a MIO
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enzimcsalad egy alosztalyat képezi mely bakterialis eredetli fenilalanin ammonia-lidzokbol fejlodott ki az
evolucid soran.

Az LaAAL és homoldgjainak katalitikus szituszadnak vizsgalata alapjan, PCR révén a megaprimer
moddszerrel pontmutaciokat vezettiink be a cél enzim katalitikus kdzpontjaba, tikrozve a felkutatott
homologok katalitikus kozpontjanak elektrofil részében megjelend, az LaAAL-tol eltér6 aminosav
végzddéseket, valamint novelve a katalitikus zseb nagysagat. Az egész-sejtes biokatalizatorok tesztelése
soran felfedeztiik, hogy az alkalmazott muticidos modszer nem javitotta az LaAAL aktivitasat a 3,4-
dimetoxi-transz-fahéjsav felé a reverzibilis ammonia addicios reakcio esetén, sugallva, hogy ezen aminosav
oldallancok nem az elektrondonor szubsztituenseket tartalmazd szubsztratok irdnti specificitast novelik.
Ezért a kozeljovOben ezen homologok klonozasat és szubsztrattartomanyuk meghatarozasat is tervezziik.
Ugyanakkor, a kinyert LaAAL mutansok aktivitasanak tesztelése tovabbi szubsztratok esetén kiegészitd
informacioval szolgalhat a katalitikus kozpont hidrofob zsebének ezen 1 oldallanc-mintazatanak
szereperol.

A nativ LaAAL igéretes katalitikus alkalmazhatosdganak fényében célul tlztik ki az enzim
karakterizalasat is. A 3,4-dimetoxi-transz-fahéjsav és 3,4-dimetoxi-L-fenilalanin kozotti reverzibilis
ammonia addicids reakcid esetén meghatarozasra keriiltek az enzim optimalis miikodési koriilményei,
melyek 30 °C-on, az ammonia addicids Gt esetén 4 M-os ammonium-karbamat (pH ~ 9,5) reakcidoldat, az
eliminacios reakcio esetén pedig 100 mM-0s NaHCO3-Na,COz, pH 9,5 pufferoldat. Alkalmazva az
optimalis reakciokoriilményeket, a szintetikus szempontbdl értékes ammonia addicids reakcidoban
feltérképezésre keriilt az LaAAL szubsztrattartomanya, az enzim konverzid-alapu aktivitdsdnak
kovetésével szamos mono-, di- és poli-szubsztitualt transz-fahéjsav szarmazékkal szemben. Az enzim
széles korl katalitikus adaptabilitdst mutatott, magas konverzio értékek mellett atalakitva tobb mono-
szubsztitualt elektron-donor szubsutituensekkel ellatott szubsztratot (pl. meta-metoxi-transz-fahéjsav) és
nagyobb térkiterjedésii szubsztratot is (pl. 3-(2-naftil)-transz-akrilsav). Az enzimkinetikai paraméterek
meghatarozasat kovetden, kijelenthetd, hogy a MIO enzimcsalad tagjai koziil az LaAAL a tirozin ammonia-
liazok csoportjaba inkadralhat6, hiszen a harom természetes AAL szubsztrat esetében az L-tirozin
atalakitasaban rendelkezett a legmagasabb katalitikus hatékonyséaggal.

Az 1) AAL-ok természetes szerepének meghatarozasa érdekében tovabbi vizsgalatokra van sziikség,
igy példaul az enzimcsoport genomikus kontextusanak feltérképezése, valamint az LaAAL és

homologjainak kiilonbozd szubsztratokkal szembeni aktvitdsanak mérése.
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1. fiiggelék - Kidolgozott kalibracios gorbe 3,4-dimetoxi-transz-fahéjsav és 3,4-dimetoxi-L-fenilalanin
kozétti ammonia addicios reakcio konverzio értékeinek meghatarozasara, HPLC modszer segitségével.
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2. fiiggelék - Kidolgozott kalibraciés gorbe 3,4-dimetoxi-L-fenilalanin és 3,4-dimetoxi-transz-fahéjsav
kozotti ammonia elimindcios reakcio konverzio értékeinek meghatarozasara, HPLC modszer segitségével.

3. fiiggelék - Meghatarozott mérési hullamhosszok és a molaris extinkcios koefficiens és optikai uthossz
felhasznalt szorzata az enzim aktivitasi és kinetikai mérések esetén.

Szubsztrat Hullamhossz (nm) &1 (MMt-em?)
2a 290 6.27
2b 290 7.48
2d 308 10.9
2m 290 5.61
2q 310 2.32
2ab 308 6.96
2ac 308 7.39
2ae 310 9.48
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4. fiiggelék - Alkalmazott RP-HPLC metédusok és relativ valaszfaktorok a konverzio értékek
meghatarozasara. Agilent 1200 berendezés és Gemini NX-CI18 (150 % 4,5 mm; 5 um) oszlop. Mozgo fazis

pH 9-es, 0,1 M-0s NHsOH (A) oldatl és metil-alkohol (B).

Szubsztrat Eluens Aram Homérséklet | Hullamhossz Retenciés idé (perc) Véll; se;?ztill:,tor

(% B) (mL/perc) (°C) (nm) Aminosav  Akrilat (Ry)

1b 40 0,5 25 230 3,41 9,30 1,64

le 25-40,8 1 25 220 4,05 1,27 4,17
perc alatt

1f 25-32,8 1 25 220 3,55 6,17 4,16
perc alatt

1g 10-60, 9 1 20 220 6,33 9,63 3,48
perc alatt

1h 35-50, 8 1 30 220 3,89 5,87 2,12
perc alatt

Li 10 1 50 210 4,6 8,63 2,43

. 10—39, 12

1j perc alatt 1 20 220 4,58 9,41 7,16

11 25-40,8 1 25 220 4,36 7,60 4,20
perc alatt

im 25-32,8 1 25 220 3,30 5,83 2,87
perc alatt

1n 10-€0, 9 1 20 220 7.47 10,65 3,76
perc alatt

10 35-50,8 1 30 220 4,65 6,80 4,55
perc alatt

1p 10 1 50 210 4,95 9,79 5,76

1q 45 05 25 210 3,31 9,13 2,09

1lu 10--60, 9 1 20 220 7,70 10,77 1,31
perc alatt

1lv 35-50,8 1 30 220 4,93 7,12 1,65
perc alatt

1w 10-32,9 1 20 260 6,61 9,08 0,92
perc alatt

1y 40-70, 8 1 30 270 6,88 7.73 0,88
perc alatt

laa 20-40,8 1 25 220 5,44 7,79 311
perc alatt

1ab 20-40,8 1 20 220 5,13 6,54 225
perc alatt

lae 35-65,8 0,7 25 220 6,74 8,66 0,29

perc alatt
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5. fiiggelék - Alkalmazott HPLC metédusok beadllitasa az enantiomer felesleg meghatdarozdsa érdekében
Crownpak CR-I (+) kirdlis oszlopon (150 % 3 mm; 5 um) mérve. A mozgo fazis 1-es pH-ju HCLO4 (C) és
acetonitril (D) keveréke .

Retencios id6

Szubsztrit (CIEE%I;) ) H(’im(fés)éklet Hull(il:ql;ossz i (min) L
b 70:30 17 220 31 6,2
d 80:20 25 220 4,2 8,2
e 80:20 25 220 4,0 74
f 80:20 25 220 37 6.8
g 80:20 15 220 4,4 9,1
h 70:30 25 220 3,2 4,4
i 70:30 25 220 57 9,2
i 80:20 15 220 39 75
I 80:20 25 220 4,4 9,7
m 80:20 25 220 35 6,7
n 80:20 15 220 55 15,0
0 70:30 25 220 35 8,1
p 70:30 25 220 6,2 10,1
q 80:20 17 220 33 6,3
u 80:20 20 220 37 5,6
v 70:30 25 220 35 6,7
w 70:30 25 260 4,0 75
ab 80:20 25 220 37 6,5
ae 75:25 20 250 6,7 12,5
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6. fiiggelék - Az LaAAL kivalasztott homologjai a BLAST alapjan kapott szekvenciakbol, az E szam értéke
az osszes esetben zéroval egyenlo.

N Nr. NCBI Faj Csalad Rovidites | Lefedettség | Azonossig
% %
1 WP_178352722.1 Loktanella atrilutea Rhodobacteraceae LaAAL - -
2 | WP_212536965.1 Aesw;‘,r\'/l'ff_g‘gus P- | Rhodobacteraceae AeAAL 100 85,40
3 | QoOv091741 hultirdlatlan . AL-11 100 97,45
baktérium
4 MBO6716438.1 Rhizobiaceae Rhizobiaceae RhAAL, 100 64,48
5 PVE48351.1 Pararhodobacter Rhodobacteraceae PaAAL 100 56
aggregans
6 MBV9883721.1 Sphingomonadaceae | Sphingomonadaceae SpAAL 99 66,30
7 | WP_169285622.1 Che';t\'("F‘)?rggs SP- Phyllobacteriaceae ChAAL 99 65,20
8 MBV8104808.1 Hyphomicrobiales Hyphomicrobiaceae HyAAL; 99 64,29
9 MCI5076028.1 Oricola sp. Phyllobacteriaceae OrAAL 99 73,08
10 MCG6115566.1 Mesorhizobium sp. Phyllobacteriaceae MeAAL 99 65,75
11 MBL0935101.1 Rhizobiaceae Rhizobiaceae RhAAL, 98 67,61
12 WP_051375809.1 | Aliihoeflea sp. 2WW Phyllobacteriaceae AIAAL 98 67,65
13 KAB2913557.1 Hyphomicrobiaceae Hyphomicrobiaceae HyAAL; 98 62,73
14 MBZ0140868.1 Pseudorhodoplanes Hyphomicrobiaceae PsAAL 98 62,55
15 | WP_185801870.1 Parasghr'gﬁﬂ‘f'ﬁl’{x's P- | Sphingomonadaceae | ParAAL 08 60,07
16 WP_221123718.1 Rhizobium Rhizobiaceae RhmAAL 97 60,49
Arthrobacter sp. .
17 WP_104045095.1 2GTCA12 Microccocaceae ArAAL 99 61,17
18 WP_163479703.1 Geodermatophilus Geodermatophilaceae GsAAL 99 60,59

sabuli

36



1. fiiggelék - Kivalasztott TAL, HAL és PAL enzimek a filogenetikai analizis megvalositasahoz.

Csoport Nr. NCBI Faj Rovidités
Q7NCB3 Gloeobacter violaceus GVvHAL
Q8PAA7 Xanthomonas campestris XcHAL

P21310 Pseudomonas putida PpHAL
Q9HU85 Pseudomonas aeruginosa PaHAL
HAL Q8EKJ4 Shewanella oneidensis SoHAL
P10944 Bacillus subtilis BsHAL
Q81ACS6 Bacillus cereus BcHAL
AOA2H3LB72 Candidatus Chloroploca asiatica CcHAL
Q67JH4 Symbiobacterium thermophilum 1AM 14863 StHAL
BOUQ15 Methylobacterium sp. 4-46 MeHAL
Q3IWBO0 Cereibacter sphaeroides CsTAL
MCI10391353.1 Acidobacteriota bacterium AcTAL
TAL AOAIMANET9 Rhodobacter capsulatus RcTAL
WP_019449725.1 Cupriavidus sp. BIS7 CuTAL
ABX04526.1 Herpetosiphon aurantiacus HaTAL
KR095308.1 Herpetosiphon aurantiacus HaTAL:
P24481.1 Petroselinum crispum PcPAL
XP_003293982.1 Dictyostelium purpureum DpPAL;
F1A2T8 Dictyostelium purpureum DpPAL;
WP_144987405.1 Gimesia aquarii GaPAL
P45724 Arabidopsis thaliana AtPAL
FOSIS6 Rubinisphaera brasiliensis RbPAL
P11544 Rhodosporidium toruloides RtPAL
AOA4Y50QZX1 Angelica decursiva AdPAL
AYJ76815.1 Kitagawia praeruptora KpPAL
XP_017258532.1 Daucus carota subsp. sativus DcPAL
004058.2 Helianthus annuu HaPAL
XP_010515816.1 Camelina sativa CsPAL
NP_001303204.1 Brassica napus BnPAL
XP_006410883.1 Eutrema salsugineum EsPAL
XP_006290660.1 Capsella rubella CrPAL
BAA95629.1 Catharanthus roseus CroseusPAL
XP_011094662.1 Sesamum indicum SiPAL
PAL P45726.1 Camellia sinensis CsienensisPAL
CAL91169.1 Cynara cardunculus var. scolymus CcPAL
WP_012330172.1 unclassified Methylobacterium MxPAL
P10248.2 Rhodotorula mucilaginosa RmPAL
XP_023767814.1 Lactuca sativa LsPAL
KAA8518742.1 Nyssa sinensis NsPAL
AAK60275.1 Manihot esculenta MnPAL
ADY02661.1 Parrya nudicaulis PnPAL
AHB63479.1 Rhodotorula glutinis RgPAL
ADL09136.1 Brassica oleracea var. botrytis BoPAL
ABF50788.1 Isatis tinctoria ItPAL
TNY17356.1 Rhodotorula diobovata RAPAL
XP_018484019.1 Raphanus sativus RsPAL
POY71177.1 Rhodotorula taiwanensis RtwPAL
XP_644510.1 Dictyostelium discoideum AX4 DdPAL
WP_003337219.1 Brevibacillus laterosporus BIPAL
KEF02660.1 Streptomyces rimosus SrPAL
Q3M523.1 Anabaena variabilis AVPAL
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https://www.uniprot.org/taxonomy/3702
https://www.uniprot.org/taxonomy/756272
https://www.uniprot.org/taxonomy/5286
https://www.uniprot.org/taxonomy/52491
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=90675
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=5537
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8. fiiggelék - Reprezentativ HPLC kromatogram a konverzio értékek meghatdrozasara az ammonia

addicios és eliminacios reakciok soran.
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9. fiiggelék - HPLC kromatogram a konverzio értékek meghatarozdasara a meta-metoxi-transz-fahéjsav

LaAAL altal katalizalt, 20 oras ammonia addicios reakcidja esetében.
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10. fiiggelék - HPLC kromatogram a konverzio értékek meghatdrozdasdara a meta-hidroxi-transz-fahéjsav
LaAAL dltal katalizalt, 20 oras ammonia addicios reakcidja esetében.

Abszorbancia
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11. fiiggelék - 290 nm-en meghatarozott Kalibracios gorbe a molaris extinkcios koefficiens és optikai
uthossz szorzatanak meghatarozdasara a meta-metoxi-transz-fahéjsav esetén.
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