RAPORTARE STIINTIFICA

01.09.2020 — 31.12.2020

Cod proiect PN-111-P1-1.1-PD-2019-1222/ PD 98
Titlul proiectului Ingineria proteica a decarboxilazei acidului ferulic din Saccharomyces
(in romana) cerevisiae
Titlul proiectului Protein ENgineering of Ferulic acid DeCarboxylase from Saccharomyces
(in engleza) cerevisiae
Acronimul proiectului PEN-FDC

Etapa 1. Crearea unui sistem de expresie bacterian heterolog pentru ScFDC1
Activitatea 1.1 Clonarea moleculari a SCFDCL si (t)PAD1 in diferiti vectori de expresie

Tn procesul de decarboxilare al derivatiilor de acid ferulic, acid p-cumaric sau al altor substraturi
similare precum derivatii de acizi cinamici, sunt necesare o decarboxilaza a acidului ferulic din
Saccharomyces cerevisiae (SCFDCL1) si 0 decarboxilaza a acidului fenil acrilic (PAD1) care furnizeaza
flavin nucleotida prenilata (prFMN).®2

Pentru obtinerea acestor enzime s-a recurs la crearea unui sistem de expresie bacterian holo-
ScFDC1 prin clonarea separata sau impreuna a genelor (t)padl si fdcl in diferiti vectori de expresie.

Gena trunchiata tpadl deriva din gena padl in urma eliminarii unei secvente semnal de la capatul
N-terminal (aminoacizii 1-69).%) Conform literaturii de specialitate forma tunchiatd este mai activa n
comparatie cu proteina de lungime complet3.®

Strategiea de clonare a avut ca si scop obtinerea a trei vectori de expresie: pCDFDuetl cu gena
fdcl, pCDFDuetl cu genele fdcl+padl si pPCDFDuetl cu genele fdcl+tpadl.

Vectorul pCDFDuet-1 continand doua situri multiple de clonare (MCS) precum si genele fdcl,
padl si tpadl au fost disponibile Tn cadrul centrului de cercetare Biocataliza si Biotransformari celulare.
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Figure 1. Hartiile vectorilor de expresie: a) vectorul pPCDF-  b) vectorul pCDF-Duetl cu gena fdcl si gena tpadl si pozitia
Duetl vector avand gena pentru fdcl si pozitia situsurilor situsurilor de restrictie a genei tpadl, respectiv primeri de
de restrictie a genei, respectiv primeri de verificare a verificare a insertului tpad1l.

insertului fdcl.

Gena fdcl a fost introdusa n situsul de multiclonare (MCS1) a vectorului pCDFDuetl prin tehnica
clonarii directionate. Compozitia sistemului de ligare a fost: 8 uL din solutia de vector pPCDFDuet1 de 15



Mg/l cu situsurile de restrictie Sall si Hindlll, 16 pL insert de 28 pg/uL, 3 uL ADN T4 ligaza, 5 pL solutie
tampon de ligare; reactia de ligare s-a desfasurat la 4 °C, peste noapte.

Pentru verificarea clonarii, 3 pL din reactia de ligare, a fost introdusi, prin soc termic in celulele
bacteriene chemocompetente E. coli XL-1 Blue. Cateva dintre coloniile obtinute peste noapte la 37 °C, pe
0 placa LB-agar tratata in prelabil cu streptomicina 30 pg/mL (STR) si tetraciclina 12,5 pg/mL (TC) pentru
selectie, au fost verificate prin tehnica PCR (figura 3) folosind ca si primeri de amplificare, T7_for si
Duet_ DOWNT1 (tabel 1.)

Pentru introducerea genei padl respectiv tpadl in al doilea sistus de clonare (MCS2) s-au parcurs
urmatoarele etape:

» cu o colonie pozitiva din etapa de mai sus, s-a inoculat 5 mL de mediu suplimentat cu STR 30 pg/mL
si TC 12,5 pg/mL si carbenicilind 50 pg/mL (CAR), iar dupa 6 ore de la incubarea la 37 °C, 200
rpm s-a realizat extractia plasmidei pCDFDuetl- FDC1.

> genele padl si tpadl au fost amplificate prin tehnica PCR (figura 3B.) pentru obtinerea situsurilor
de restrictie Ndel si Xhol folosind primeri PAD1_forl, tPADI1 for2 si tPAD1 rev2 (tabel 1.)

» enzimele de restictic Ndel si Xhol au fost folosite pentru a creea capete coezive atat in cazul
vectorului CDFDuet1-FDC1, actionand in regiunea MCS2 cat si asupra genelor padl si tpadl.

» S-a continuat cu extractia vectorului si insertului din gelul de agaroza urménd etapa de ligare si
transformare Tn celulele bacteriene chemocompetente E. coli XL-1 Blue conform paragrafelor 6-7.

» s-a verificat reactia de ligare prin tehnica colony PCR folosind primerii de amplificare Duet-UP1 si
T7-rev (tabel 1).

Vectorii obtinuti: pCDFDDuetl- FDC1, pCDFDDuetl- FDC1-PAD1 si pCDFDDuetl- FDC1-
tPADI1 au fost introdusi prin soc termic in celulele competente E. coli Rosetta si BL21(DE3), BL21 Gold
C41(DE3), Rosetta DE3 pLysS Tn vederea etapei de optimizare a exprimarii enzimelor.

O alta strategie de clonare a avut ca scop obtinerea de vectori pET19b-PADI1 si pET19b-tPAD1
(figura 2B.), pentru a urmarii si nivelul de expresie a enzimelor PADI1 si tPAD1. Deoarece vectorul
PCDFDuetl contine eticheta de 6 Histidine® doar la capitul N-terminal - MCS-1, purificarea proteinei
folosind cromatografia de ion imobilizati (Ni-NTA)® se poate realiza doar pentru enzima FDCI, nu si
pentru enzimele tPAD1 si PADI.
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Figura 2. Caracteristicile vectorului pET19b b) wvectorul pET19b vector

a) Reginea His-tag, MCS, situsurile de restrictie Ndel si Xhol din vectorul gol de pET19b.  purtdnd gena pad. si pozitia
situsurilor de restrictie a genei

Tn prima etapa vectorul expresie pET19b (+) a fost digerat cu enzimele de restrictie Ndel si Xhol si
introdus in amestecul de ligare urmat de genele padl si tpadl avand situsurile de restrictie Ndel si Xhol
obtinute de la clonarea anterioara.



Dupa etapa de transformare a produsului in celulele bacteriene chemocompetente E. coli XL-1
Blue si crestere pe un mediu LB-agar suplimentat de data aceasta cu tetraciclina 12,5 pg/mL si carbenicilina
50 pg/mL, un numar de 4 colonii au fost verificate prin metoda colony PCR folosind primerii T7 prom si
AVPAL seq3R (T7-rev).

Gelurile de agaroza de 1% (figura 3) confima clonarea cu succes a genelor (t)padl si fdcl in diferiti
vectori de expresie.
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Figura 3. Gelul de agaroza de 1%. A. Se confirma prezenta genei fdcl (1757 bp) in vectorul de pCDFDuet-1, L — markerul,
a, b, ¢ si d = colonii pozitive; B. gena PAD si tPAD in urma introducerii sistusurilor de restrictie Ndel si Xhol cu primeri
corespunzatori, in vederea izolarii din gel si ligérii in vectorul de pPCDFDuet-1. C. Se confirma prezenta genei tpad (801 pb)
n vectorul de pCDFDuet-1, L — markerul, a si b colonii pozitive; ¢ = colonie pozitiva ce confirma prezenta genei fdcl cu T7-
for si Duet-DOWNL. D. Se confirma prezenta genei pad (963 bp) pCDFDuet-1 prin coloniile a, b, c; d si e = gena tpad si gena
fdcl ca si control dupa extractia din gel; f = vectorul pET19b-PAD, g = pCDFDDuet1- FDC1vectorul, L — markerul.

Tabel 1. Lista de primeri folositi in etapele de introducere a situsurilor de restrictie si a verificarii inserturilor prin
amplificare acestora.

Primer Secventa 5’ - 3’

T7-for (prom) 5’AATACGACTCACTATAGGGGAATTG3’
Duet-DOWN1 5’GATTATGCGGCCGTGTACAA3’

Duet-UP2 S"TTGTACACGGCCGCATAATC3’

T7-rev 5’TGCTAGTTATTGCTCAGCGG3

PAD1_forl 5’CTAGGACATATGATGCTGCTGTTCC3’

tPAD1_for2 5S’CTGTACATATGAAACGTATTGTGGTTGCG3’
tPAD1_rev2 5’AATACTCGAGACCGTCCTATTTGCTTTTGATACC3".
T7 promoter 5’-TAATACGACTCACTATAGGG GC-3’

AVPAL_seq3R (T7-rev) 5’-CTCAAGACCCGTTTAGAGG-3’

Plasmidele himerice obtinute, pET19b-PADI1 si pET19b-tPAD1 au fost introduse in celulele
competente E. coli Rosetta si BL21 (DE3), BL21 Gold C41(DE3), Rosetta DE3 pLysS atat separate cat si
in combinatie cu plamida pCDFDDuet1- FDC prin metoda co-transformarii in vederea etapei de optimizare
a exprimarii enzimelor.

Rezultate: la finalul activitatii 1.1. s-au obtinut cu success doua clone pentru co-exprimarea
enzimelor FDC1 si (t)PAD1 folosind vectorul pPCDFDDuetl si doua clone pentru co-exprimarea enzimelor
FDC1 si (t)PAD1 folosind vectorul pET19b. Rezultatele obtinute in aceasta etapa de clonare a genelor in
diferite sisteme de expresie reprezinta punctul de start pentru Optimizarea exprimarii SCFDC1 si a (t)PAD1
prin tehnica western-blot, folosind anticorpul ani-His-IgG, care va permite detectia benzilor
corespunzatoare unei enzime ce contine ancora His, prin analiza de chemoluminescenta.
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Rezultatele obtinute au fost diseminate momentan in cadrul centrului de cercetare Biocataliza si
Biotransformari celulare, urménd a fi valorificate ulterior prin publicatii relevante.
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