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

Stirenul si derivatii sai, monomeri valorosi din punct de vedere industrial, s-au dovedit recent
relevanti intr-o varietate de directii de cercetare in chimie si biochimie care vizeaza punerea in opera a
unor tehnologii durabile. Aceasta clasa de compusi isi gaseste utilitate in sinteza find de compusi cu
activitate biologica,? ori ca intermediari in sinteza organicd.>®

Asadar, dezvoltarea unor metode alternative, ecologice, de obtienere a stirenilor este justificata
de interesul pe care acestia 1l atrag in cercetarea stiintifica. Una dintre aceste metode este decarboxilarea
enzimatica a diferitilor acizi cinamici, varianta ce presupune o materia prima ieftina si nepoluanta, iar, ca
biocatalizator, decarboxilaza acidului ferulic (FDC1).

Etapa 2 - Optimizarea expresiei, producerea si purificarea SCFDC1, (t)PAD1 si holo-ScFDC1) si
cartografierea situsului activ a enzimei SCFDC1

Activitatea 2.1 - Optimizarea nivelurilor de expresie ale SCFDCT1 si (t)PAD1

In a doua etapi a proiectului de cercetare s-a plecat de la stocurile in glicerol de celule competente
obtinute anterior prin metoda transformarii si cotransformarii plasmidelor purtatoare de gene fdcl si
(t)padl, uzand dupa caz (in functie de tulpina E. coli folositd) de soc termic si electroporare.

Tabelul 1. Stocurile de tulpini E. coli cu vectorii:

Nr. | Tulpina (E. coli) Vectorul 1 Vectorul 2 Genal Gena 2

1 BL21 Gold PAD1-pET19b - pad -
2 BL21 Gold tPAD1-pET19b - tpad -
3 BL21 Gold - FDC1-pCDFDuet-1 - fdcl
4 BL21 Gold PAD1-pET19b FDC1-pCDFDuet-1 pad fdcl
5 BL21 Gold tPAD1-pET19b | FDC1-pCDFDuet-1 tpad fdcl
6 Rosetta DE3 pLysS PAD1-pET19b - pad -
7 Rosetta DE3 pLysS tPAD1-pET19b - tpad -
8 Rosetta DE3 pLysS - FDC1-pCDFDuet-1 - fdcl
9 Rosetta DE3 pLysS PAD1-pET19b FDC1-pCDFDuet-1 pad fdcl
10 | Rosetta DE3 pLysS tPAD1-pET19b | FDC1-pCDFDuet-1 tpad fdcl
11 | Rosetta DE3 pLysS PAD1- FDC1-pCDFDuet-1 pad-fdcl

12 | Rosetta DE3 pLysS tPAD1- FDC1-pCDFDuet-1 tpad-fdcl
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S-a studiat efectul diferitelor concentratii de inductor (0.1, 0.6 si I mM IPTG) si a temperaturii
asupra nivelurilor de expresie ale enzimelor in diferite tulpini gazda si vectori. Nivelurile de expresie ale
proteinelor au fost determinate prin metoda Western Blot si SDS-PAGE.

Gelul de SDS-PAGE a fost transferat pe 0 membrana de difluorura de poliviniliden (PVDF) si
supus migrarii (in camp electric) intr-un sistem vertical timp de 10 minute. Membrana a fost incubata intr-
un tampon de blocare timp de 1 ora, 50 rpm si 25 °C si apoi spalata de 3 x timp de 5 minute cu 10 mL de
PBS 1%.

Dupa aceea, a fost adaugat peste membrana anticorpul primar diluat, Anti His Ig Mouse, dupa
care s-a reluat 0 noua etapa de incubare (1 ora, 50 rpm si 25 °C) si o alta etapa de spalare (3 x pentru 5
min cu 10 mL de 1% PBS). O incubare finala cu anticorpul secundar Rb Anti-His Ig a avut loc in aceleasi
conditii ca si cel precedent, urmata de spalarea membranei.

In cele din urmi, membrana a fost incubati cu substrat Pierce ECL Western Blotting, urmata de
detectarea chemiluminiscentei cu ChemiDoc™ Imaging System.

In figura 1 si 2 sunt prezentate rezultatele cele mai bune, obtinute in urma mai multor incercari
de optimizarea a expresiei proteinelor in diferite conditii.
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Figura 1. Analiza Western Blot privind nivelul de expresie
a proteinelor tPAD si PAD in tulpina BL21 Gold folosind
0,6 mM IPTG, concentratia de inductor si temperatura de
expresie de 20 °C (probele 1 si 7), 25 °C (probele 2 si 8), si
30 °C (probele 3 si 9); 5. markerul de masa moleculara.

Rezumatul pentru activitatea 2.1:

Figura 2. Analiza Western Blot cu nivelul de expresie a
proteinelor tPAD, PAD si FDC1 folosind tulipina BL21
Gold cu vectorii tPAD/PAD1-pET19b + FDC1-pCDFDuet
folosind 0,6 mM IPTG, la 25 °C.

1. inainte de inductie tPAD+FDC1; 2. 3 ore dupa inductie tPAD+FDC1; 3.
14 ore dupa inductie tPAD+FDC; 5. 3 ore dupa inductie PAD+FDC1; 6.

14 ore dupa inductie PAD+FDCI,; 7. Rosetta DE3 pLysS FDC1-
pCDFDuet; 8. PAD in tulpina BL21 Gold; 4. markerul de masa moleculara.

Tn prezent, avem 5 stocuri de glicerol cu tulpina E. coli Rosetta DE3 pLysS a ciror vectori de
expresie contin dupa caz una sau ambele gene. 7 stocuri de glicerol cu tulpina E. coli BL21 Gold a caror
vectori de expresie contin dupa caz una sau ambele gene conform tabelului 1.

A fost realizatd cu success expresia celor trei proteine atat individual (in vectori de expresie cu un
singur situs de clonare) cat si in vectori cu situs de clonare multiplu (MCS).



Activitatea 2.2 - Productia si purificarea de holo-ScFDC1

S-a realizat purificarea individuala a enzimelor tPAD, PAD, FDCI1 cat si sub forma de construct
holo-ScFDC1 respectiv holo-ScFDC1 tindnd cont de analiza Western Blot si respectiv pentru comparatii
ulterioare in termeni de puritate, stabilitate si activitate bioctalitica.

Astfel pentru obtinerea acestora s-au testat mai multe metode de purificare si izolare iar
protocolul care a oferit cea mai mare cantitate de proteina a fost cel descris In 2015 de Marsh si
colaboratorii.”

Mediu LB steril (100 mL) suplimentat cu streptomicina (25 pg/mL) si cloramfenicol (30 pg/mL)
a fost inoculat cu celule Rosetta tPAD-pET19b + FDC1-pCDFDuet si incubat peste noapte (37 °C, 200
rpm). 6 x 0,5 L de mediu LB steril au fost inoculati cu 2% (v/v) din cultura peste noapte si crescuta la
37°C pana cand ODsoo a ajuns la 0,6 -0,7. Cultura celulara a fost indusa prin adaugarea a 100uL 0,6M
IPTG si crescuta la 25°C timp de inca 16 ore.

Celulele au fost recoltate prin centrifugare (30 min, 5000 rpm) si resuspendate in 50 mL tampon
de liza (20 mM NaH2PQO4, 500 mM NaCl, 20 mM imidazol, 5% glicerol, pH 7.5) si supuse unei etape de
distrugere prin ultrasonare (0.4 sec on/0.6 sec off) timp de 30 min. Tnainte de ultrasonare, in suspensia
celulara s-a mai adaugat: 1.14 mM PMSF, 0.015 mM Lysozyme, 0.003 mM RNAse si o tableta de
inhibitor de proteaza (cOmplete ™ Protease Inhibitor Cocktail). Lizatul a fost centrifugat la 15000 rpm
timp de 30 de minute iar supernatantul a fost utilizat pentru purificare ulterioara.

Purificarea enzimei holo-ScFDCI1 este o etapa esentiala in obtinerea de biocatalizatori catalitic
activi fapt pentru care enzimele marcate cu o eticheta de 6 Histidine au fost trecute printr-o coloana de
afinitate Ni-NTA.

Faza stationara a coloanei a fost prespalata cu solutia tampon de PBS (20 mM NaH>POa, 500
mM NacCl, 5% glicerol, pH 7.5). Spalarea fazei stationare dupa aplicarea supernatantului s-a facut cu 20
mL din solutia de mai sus, apoi cu 10 mL solutie de liza celulara. Enzima a fost eluata cu 20 mL de solutie
de imidazol (250 mM imidazol, 20 mM NaH2PO4, 500 mM NaCl, 5% glicerol, pH 7.5).

Enzima a fost dializata in 5L solutie de dializa (20 mM NaH2PO4, 500 mM NaCl, 5% glicerol,
pH 7.5).

Concentratia de proteine a fost determinata prin metoda Bradford. Puritatea enzimei obtinute a
fost verificata prin electroforeza SDS-PAGE iar pentru analiza profilului solutiei enzimatice, pentru
separarea formelor monomerice, tetramerice si agregate ale enzimelor s-a folosit cromatografia de
excluziune sterica (Superdex 200 10/300 GL si Superdex 200 5/150 GL).

Cu toate ca solutia proteica de FDCI a fost obtinutd cu puritate ridicata conform figurii 4, cu
masa moleculara de 57 kDa conform gelului de poliacrilamida (figura 3 si 6), spectrul UV-vizibil al
solutiei enzimatice cat si activitate specifici estimati a ~ 4,3+0,2 pmol stiren x min-1 x mg-1,” nu au putut
fi reproduse.

Problemele de stabilitate ale cofactorului prFMNS, ca unul dintre factorii majori care limiteaza
aplicabilitatea reactiilor FDC, pot fi atenuate prin utilizarea biocatalizatorilor FDC ca celule intregi® sau
lizate celulare.™
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Figura 5. Gelul de SDS-PAGE, 10%. Etapele de purificare a enzimei tPAD-ScFDC1_Rosetta DE3 pLysS.

1. lizat celular, 2. supernatant; 3. flow through 4. spalare cu solutie salina (20 mM NaH,PO4 and 250 mM NacCl); 10 markerul
de masa moleculard; 6. spalare cu solutie de 20 mM imidazol; 7. spélare cu solutie de 50 mM imidazol; 8. spélare cu solutie
salind (20 mM NaH>PO4 and 250 mM NacCl); 9. spalare cu solutie de 50 mM imidazol; 10. si 11. spalare cu solutie de 500
mM imidazol; 12. spalare cu solutie de 1000 mM imidazol; 13. markerul de masa moleculara; 14. solutia de tPAD-ScFDC1

dupa dializa.

Cu toate acestea amintim cateva dintre testarile realizate si rezultatele partiale obtinute.

Tntr-o placa Corning cu 96 de godeuri s-au pipetat pani la un volum final de 200 pL cteva probe
din etapele de purificare a enzimei ScFDC1. Tntervalul de scanare a fost 200-600nm folosind cititorul de
microplaci TECAN Spark 10M. Proba blank a constat din 200 pL de PBS (20 mM NaH2PO4, 500 mM
NaCl, 5% glicerol, pH 7.5), solutia folosita pentru dializarea enzimei.

Activitatea relativa a solutiilor eluate de pe coloana de afinitate cat si cinetica de reactie pentru
determinare parametrilor Vmax si Km au fost efectuate in acelasi tip de placi (figura 6).
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Figura 6. Spectrul UV-vizibil al solutiilor enzimatice de tPAD1_FDC1 care nu indica legarea cofactorul flavinic (prFMN) de
ScFDCL, o flavoproteind care este necesard pentru generarea de holo-FDC activ. Al. solutia PBS, B1. solutia de acid trans
cinamic de 0,1 mM, C1. flow through. D1. si E1. solutia de 50 mM imidazol holo-FDC, F1. Solutia de 250 mM imidazol
holo-FDC, G1. solutia de 50 mM imidazol holo-FDC dupa coloana HiSTRAP HP si concentrare, H1. solutia de 250 mM

imidazol holo-FDC dupa coloana HisTRAP HP.

In solutie, prFMNH2 poate fi convertit ireversibil in forme inactive, cum ar fi prFMN Cia-
OOH, prFMN-OH, prFMNiadical, PrFMNragicai-H, pPrFMNiminium-OH, C1-ene-prFMNiminium®, Tn timp ce
lumina a fost raportata ca fovorizand descompunerea acestuia, toate acestea impiedicand obtinerea holo-
FDC in forma activa pe o perioada de timp indelungata.
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Figura 7. Activitatea relativa a holo-FDC1 in reactia de decarboxilare a acidului trans cinamic.



Pentru a determina parametrii cinetici (Vmax, si Km), concentratia de substrat (acid trans cinamic)
folositd, a variat in intervalul 0.02 mM- 0.5 mM in prezenta a 5 pg de enzima. Mediul de reactie a fost o
solutie tampon de PBS (20 mM NaH2PO4, 500 mM NacCl, 5% glicerol, pH 7.5). Volumul de reactie este
de 200 pL. Reactiile au fost monitorizate spectrofotmetric la 280 nm timp de 15 minute la temperatura de
30 °C cu Tecan Microplate Reader Spark®. Masuratorile au fost realizate in triplicat.

Valorile vitezei maxime (Vmax) si ale constantei Michaelis-Menten (Km) au fost obtinute din
ajustarea regresiei neliniare a curbelor Michaelis-Menten cu programul MATLAB folosind ecuatia v =
vmax[S]/(KM + [S]). Valorile parametrilor cinetici au fost: Ky = 21,008 mM si Vimax =0,012 mM/sec

S-a recurs la reutilizarea placilor Corning cu 96 de godeuri, in etapele de scanare si cinetica
enzimatica prin curdtarea lor cu ajutorul unui spalator automat de microplaci (PW40 8-Channel Manifold
Microplate Washer) achizitionat cu suma de 13.923 de lei din proiectul in curs.

Rezumatul pentru activitatea 2.2:

Analiza SDS-PAGE si cromatografia de afinitate au evidentiat prezenta proteinei FDC1 dorite
cat si a enzimei tPAD/PAD (figura 5), insa nereusind momentan, izolarea si purificarea enzimei in forma
activa (holo-FDC1), eforturile investigatiilor s-au axat pe testarea mai multor protocoale de purificare
corelate fiind cu posibilele cauze ale inactivarii enzimei. Dar pentru faptul ca procesul in sine al purificarii
este unul costisitor, elaborios si un consumator mare de timp, ne-am indreptat atentia spre folosirea
sistemului enzmatic tPAD-ScFDCL1 la nivel de celule intregi.

Activitatea 2.3 - Mutageneza situs-directionata a aminoacizilor din situsul catalitic SCFDC1
Pe parcursul acestei activitati am avut in vedere realizarea mutatiilor proiectate rational cu scopul
de a extinde domeniul de substrat. S-au realizat modificari la nivelul buzunarului aromatic al sistusului de

legare cu obtinerea de mutatii unice si mutatii multiple prin inlocuirea unor resturi de aminoacizi precum
11e398, 11e189, 11e330, Leud4?2, Leul87, Met282, Phe440 cu reziduri mai putin voluminoase (Ala si Val).

Tabelul 2. Alinierea reziduurilor din site-ului activ (marcate cu galben) in SCFDC (albastru) si AnNFDC
(rosu). Trei reziduuri diferite ale situsului activ (marcate cu albastru) sunt: P319, F397 si 1398 de ScFDC,
care corespunde reziduurilor C316, Y394 si T395 din AnFDC.
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Tabelul 3. Lista mutantilor SCFDC obtinuti si primerii utilizati pentru mutageneza dirijata.

Tm pp Tm no Tm full

Entry Primer name Sequence (5°-3”) of primers used for mutagenesis C) C) (C)
1 1189A FP: 5 TCTGGTAGCTAAACCACAACATATTAGACAAATTGCTGACS3’ 52 62 75
RP: 5’ TGGTTTAGCTACCAGACCAGTGATATGCTTGTCATC3’ 52 61 77
2 1189V FP: 5’ GTCTGGTAGTTAAACCACAACATATTAGACAAATTGCTGACTCTTG3’ 53 61 70
RP: 5’GTGGTTTAACTACCAGACCAGTGATATGCTTGTCATCTACAAC3’ 53 61 71
3 Q192N FP: 5TTAAACCAAATCATATTAGACAAATTGCTGACTCTTGGG3’ 53 61 75
RP: 5’GTCTAATATGATTTGGTTTAATTACCAGACCAGTGATATGC3’ 53 61 73
4 01928 FP: 5’TTAAACCATCACATATTAGACAAATTGCTGACTCTTGGG3’ 54 61 76
RP: ’GTCTAATATGTGATGGTTTAATTACCAGACCAGTGATATGC3’ 54 61 74
5 Q192A FP: 5’TAAACCAGCACATATTAGACAAATTGCTGACTCTTGG3’ 51 61 75
RP: 5’CTAATATGTGCTGGTTTAATTACCAGACCAGTGATATGC3’ 51 61 74
6 M286A FP: 5’ GTGAGGCGCATGGATATGTTTTCAAAAGCCAAGGTCATCS3”’ 55 62 74
RP: 5’CCATGCGCCTCACCAAATGGGCCTTCCAGATGTG3’ 55 63 77
7 M286V FP: 5’>GGTGAGGTGCATGGATATGTTTTCAAAAGCCAAGGTCATC3’ 54 62 73
RP: 5’CCATGCACCTCACCAAATGGGCCTTCCAGATGTG3’ 54 62 77
8 1330A FP: 5’CCTTGGCTGGTTCACTAGTGGCTACTGAGGCC3’ 54 61 80
RP: 5’GAACCAGCCAAGGTATGTGTCTCATCCGTACAAAG3’ 54 62 79
9 1330V FP: 5’CCTTGGTTGGTTCACTAGTGGCTACTGAGGCCAAG3’ 56 65 80
RP: 5’GTGAACCAACCAAGGTATGTGTCTCATCCGTACAAAGAC3’ 56 64 80
10 1398A FP: 5’ GGTTTTGCAGTCCATGAAATAATTTTGGTGGCAGATG3’ 52 57 70
RP: S’ ATGGACTGCAAAACCAACTTTTGTCCTAAAGTAAATATCACS’ 52 57 69
1 1398V FP: S’GGTTTTGTAGTCCATGAAATAATTTTGGTGGCAGATGATATC3’ 52 59 69
RP: 5’TCATGGACTACAAAACCAACTTTTGTCCTAAAGTAAATATCACC3’ 52 59 69
12 F397V FP: S’GTTGGTGTTATAGTCCATGAAATAATTTTGGTGGCAGATG3’ 51 59 69
RP: 5’TGGACTATAACACCAACTTTTGTCCTAAAGTAAATATCACCTACC3’ 51 60 70
13 F397A FP: S’GTTGGTGCTATAGTCCATGAAATAATTTTGGTGGCAGATG3’ 52 60 70
RP: 5’GGACTATAGCACCAACTTTTGTCCTAAAGTAAATATCACCTACC3’ 52 60 70
14 F397Y FP: 5’'GTTGGTTATATAGTCCATGAAATAATTTTGGTGGCAGATGS3’ 51 56 75
RP: 5’CATGGACTATATAACCAACTTTTGTCCTAAAGTAAATATCACC3’ 51 56 72
15 F397V/I398A FP: ’GGTGTTGCAGTCCATGAAATAATTTTGGTGGCAGATGATATCG3’ 56 61 72
RP: 5’CATGGACTGCAACACCAACTTTTGTCCTAAAGTAAATATCACCTAC 3’ 56 61 72
FP: ’GGTGTTGTAGTCCATGAAATAATTTTGGTGGCAGATGATATC3’ 52 59 70
16 F397V/I398V RP: 5S’CATGGACTACAACACCAACTTTTGTCCTAAAGTAAATATCACC3’ 52 59 70
FP: 5’CTTCTGCTCCTGTGGCTCCCTTTGTTTCGCAGTC3’ 54 60 75
17 LA42VIFA40A RP: 5’CCACAGGAGCAGAAGTGACATCATCAAAAGCCATCTG3’ 54 60 73
18 Duet_ DOWN1 - sequencing primer S’GATTATGCGGCCGTGTACAA3’
19 T7promoter - sequencing primer 5’GTAATACGACTCACTATAGGG3’

Variantele mutante de FDC1 (Tabelul 3) au fost obtinute prin mutageneza directionata utilizand
metoda PCR descrisi de Liu si Naismith.!2

Prin urmare volumul total de 50 pL a reactiei de PCR, a continut 10 pL de tampon 5X Phusion
HF, 4 ng de ADN matrita (gena Scfdcl clonata in vectorul pCDFDuet), concentratia finala de 2 uM a
perechii de primeri corespunzatoare (Tabelul 3), dNTPs (200 uM) si 2 U de ADN polimeraza (Phusion
High-Fidelity DNA polymerase).

Protocolul PCR a constat in (1) predenaturarea matritei la 95 °C timp de 3 minute, in (2)
denaturarea la 95 °C timp de 1 minut, (3) atasarea primerilor la temperatura Tmno -5 °C timp de 1 min si
(4) extensia la 72 °C timp de 15 minute. Pasii 2, 3 si 4 au fost repetati sub forma a 20 de cicluri de
amplificare. Pasul (5) a constat in atasarea primerilor folosind Tm pp-5 °C timp de 1 minut si o (6) etapa
finala de extensie la 72 °C timp de 30 de minute. 8 pL din fiecare reactie PCR au fost introdusi intr-un gel
de agarozi (figura 8) pentru pentru a confirma succesul amplificarii ADN-ului. Tn continuare, 15 pL din
fiecare reactie de PCR au fost supusi digestiei cu 5 unitati de enzima de restrictie, Dpnl la 37 ° C timp de



1 orad pentru a indeparta ADN-ul sablon. 3-5 puL din produsul digestat au fost transformati in 50-100 pL
celule E. coli XL1-Blue competente din punct de vedere chimic prin soc termic. Deoarece primerii au fost
bine construiti si toate substraturile de reactie au fost proaspete, reactia de PCR nu a necesitat repetare sau
addugarea de aditivi. Introducerea muatiilor s-a realizat utilizdnd CFX96 Touch™ Real-Time PCR
Detection System (Manufacturer: Bio-Rad) in achizitionat in valoare de 100.000 de lei din care 26.077
de lei cota parte din proiectul PN-111-P1-1.1-PD-2019-1222/ PD 98.
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Figura 8 Gelul de agaroza de 1% pentru produsii de PCR ai mutantilor 1-14 conform tabelului 3,
L=DNA ladder: 10000, 4000, 2000, 1000, 500 bp). Detectarea produsilor s-a realizat cu ajutorul
instrumentului ChemiDoc™ Sistem de la Bio-RAD.

Pentru restul de 6 muatii duble: 1330V/I398A, 1330A/1398A, 1398V/I189A, I1398A/I189A,
F397Y/1189V, F397Y/I1189A, s-a utilizat constructul cu mutatie singulara ca rol de matrita.

Celulele transformate au fost raspandite pe o placa LB-agar (LB) cu continut de 25 pg/mL
streptomicina si 10 pg/mL tetraciclind si incubate la 37 °C timp de 16 ore. Pentru izolarea AND-ului
plasmidic au fost selectate doua colonii si respectiv multiplicate in mediu lichid LB (incubare la 37 °C/14-
16 ore, 200 rpm).

Prezenta mutatiilor a fost verificata prin secventierea ADN de catre firma Biomi Ltd. (G6doll6,
Ungaria) urmate de transformarea prin soc termic a plasmidelor corespunzatoare in gazda de expresie E.
coli Rossetta (DE3) pLysS respectiv E. coli BL21 (DE3) pLysS, utilizate ulterior in testele pe placi si in
biotransformarile cu celule intregi.

Rezumatul pentru activitatea 2.3:
Modificarile rationale au dus la obtinerea pand in prezent a unei colectii de enzime mutante sub
formad de celule in numar de 23.




Activitatea 2.4 - Screeningul de activitate biocatalitica al celulelor intregi de ScFDC1

Un aspect de maxima importantad in reusita acestui studiu a constat in dezvoltarea unui test de
activitate folosind celule intregi, un assay premergitor etapei de testare prin HPLC. Tn timp ce assay-ul
initial are un caracter calitativ, fiind util 1n a distinge mutantii inactivi de cei activi, deci de a alege mutantii
potriviti pentru analiza HPLC, aceasta din urma a fost de natura cantitativa, stabilind exact valoarea
conversiei in reactiile investigate.

A. Screaningul de activitate folosind metoda de testare de faza solida

Pentru toate experimentele de mai jos, au fost utilizate celule intregi de E. coli Rosetta (DE3)
pLysS ca celule gazda de expresie pentru plasmida pCDFDuet-1 purtand cele doua gene: fdcl si tpad.

2 uL de suspensie celulara din fiecare mutant au fost transferati cu atentie pe placi Petri LB-agar
care contineau doar cloramfenicol (34,0 ug/mL). Placile au fost incubate peste noapte la 37 °C. A doua
zi, coloniile formate, au fost transferate (sugativate) pe 0 membrana de Blotting PVDF, pregatitd in
prealabil (spalare cu metanol timp de 1 min si 2x tampon fosfat de sodiu 100 mM (PBS), pH=7, timp de
1 min).

De pe membrana cu coloniile dispuse pe fata superioara a acesteia, celulele au fost supuse
transferului pe o placa de inducere-LB agar (1 mM IPTG si cloramfenicol) timp de 8 ore la 30 °C pentru
exprimarea genelor mutante. Tn continuare s-a realizat permeabilizarea coloniilor intr-un mediu Tnchis
(desicatoare) sub vapori de cloroform timp de 45 de secunde. Aceasta a fost urmata de o etapa de dializa
pe placa de agaroza 0,4% in tampon fosfat de sodiu 100 mM, pH=7, la 4 °C, peste noapte.

A doua zi, membrana care contine coloniile dializate a fost transferata pe un mediu de reactie si
si incubata la 35 °C timp de 4 ore. Mediul de reactie consta dintr-o solutie de agaroza de 1% in PBS, ImM
de substrat (1a-p) dizolvat in DMSO, turnata intr-o placa Petri. Reactia finala s-a realizat prin aducerea in
contact a membranei cu o hartie de filtru umezita cu o solutie de 100 pM tetrazol in PBS, pH=7 si incubata
la intuneric, timp de 1 ora la 37 °C.

Pentru a detecta coloniile care prezintd activitate decarboxilazica pentru un anume substrat,
membrana a fost iradiata timp de 1 minut cu lumina UV la 302 nm, utilizand un sistem UVP Bioimaging
Analytik Jena.

Observatie! De la transferul coloniilor pe membrana PVDF panda in ultima etapa, membranele
S-au pdstrat cu coloniile in sus, in contact cu atmosfera de lucru. (figura 9)

Pentru analiza si interpretarea intensitati semnalelor furnizate de coloniile active s-a folosit
instrumentul ChemiDoc™ Imaging System, cu filtru UV din aplicatia Gel Green pentru acizi nucleici iar
cu programul Image Lab 5.2.1, a fost analizati o suprafati de 2,8 mm? din fiecare spot corespunzitor
coloniilor. Din valoarea intesitati coloniilor mutante s-a scazut valoarea intensitatii controlului negativ
(colonie de E. coli Rosetta lipsita de vector de exprimare a genei fdcl). Valoarea maxima obtinuta a fost
consideratd ca o activitate relativa de 100% si fatd de aceasta valoare au fost comparate restul rezultatelor
pentru un anumit substrat (Tabelul 4). Experimentele au fost realizate in duplicat pentru fiecare substrat
aflat in studiu.
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Figura 9. Etapele testului de faza solida (fluorescent cell-plate agarose assay) ce permite identificarea rapida a variantelor
de enzime cu activitate decarboxilazica imbunatatita unde stirenul produs fiind este detectat fluorescent la reactia sa cu o
sonda fluorogenica pe baza de tetrazol.



Figura 10. Exemplu reprezentativ al testului pe placa care prezintd activitatea relativd a 23 de mutanti de SCFDC (1 la 23)
proiectati rational pentru substratul 10 ((E)-3-(4-fenoxifenil)acrylic). CN= control negativ: colonie de E. coli Rosetta (DE3)
fara vectorul de expresie FDC, wt=wild-type (forma nativa). Imaginea colorati a fost obtinuta prin fotografiarea manuald a
membranei iradiate de un Transilluminator la 302 nm, aratdnd emisia cyan de fluorescenta a coloniilor active.

Figura 11. Exemplu reprezentativ al testului pe placa care prezinta activitatea relativa a 23 de mutanti de SCFDC (1 la 23)
proiectati rational pentru substratul 10 ((E)-3-(4-fenoxifenil)acrylic). CN= control negativ: colonie de E. coli Rosetta (DE3)
fara vectorul de expresie FDC, wt=wild-type (forma nativa). Imaginea a fost obtinuta folosind ChemiDoc™ Imaging System,
selectand filtrul UV si aplicatia Gel Green pentru acizi nucleici;
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Figura 12. Derivati de acizi cinamici, la-p, substraturi folosite in reactia de decarboxilare catalizata de biocatalizatorul
ScFDC1.
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Tabelul 4. Activitatile relative bazate pe intensitatea semnalului fluorescent, rezultate din testul pe placi
a bibliotecii de variante mutante de FDC1 in reactia de decarboxilare a substraturilor 1a-0.

Nr ScFDC Substraturile 1a-0

la 1b 1c 1d le 1f 19 1h li 1j 1k 1 im in lo

wt 35 61 47 33 0 60 32 34 0 66 78 51 59 11 10

2 M1-1398A 28 75 88 42 0 9 100 97 26 81 21 8 53 56 11
3 M2-F397A 9 84 90 100 0 1 42 0 1 90 31 28 61 48 43
4 M3-M286A 0 0 1 0 0 2 4 0 1 10 18 31 0 19 10
5 M4-M286V 19 28 14 1 0 3 39 53 0 100 37 2 11 20 11
6 M5-F397V/I398A 1 51 77 66 100 9 70 99 28 61 42 9 37 65 61
7 M6-L442V/F440A 0 0 3 0 0 3 5 0 1 8 9 70 1 43 27

8 M7-1330V/1398A 13 34 11 51 0 4 78 98 26 72 27 64 29 60 8
9 M8-Q192A 15 46 33 65 0 2 43 75 0 50 61 69 19 75 73
10 M9-Q192N 5 31 100 80 0 2 51 11 0 59 66 61 26 100 12
11 M10-Q192S 8 41 63 60 0 9 30 30 0 40 79 5 24 45 100

12 M11-1330A 20 21 16 28 0 12 33 100 16 89 40 8 21 47 5

13 M12-1330V 41 42 17 33 0 15 61 36 0 29 62 33 28 63 6
14 M13-1189A 100 100 18 34 0 57 92 95 12 57 100 28 53 37 11
15 M14-1189V 98 66 25 21 0 49 75 0 8 88 21 68 75 19 10
16 M15-F397Y 95 50 28 33 0 29 70 9 4 50 18 97 31 71 53
17 M16-F397V 11 1 0 0 0 9 8 0 0 3 89 5 9 12

18 M17-1398V 37 54 29 47 0 48 41 31 0 61 100 21 23 39

5
5

19 | M18-F397V/1398V 9 47 58 42 43 83 57 24 3 45 9 59 100 60 93
8

20 | M19-1330A/I398A 9 43 1 43 100 11 18 50 70 62 59 21 8

21 M20-1398V/1189A 99 53 21 11 55 64 68 18 77 34 61 35 51 9

22 M21-1398A/1189A 35 46 31 51 31 91 100 83 55 31 11 37 82 9

23 | M22-F397Y/1189V 100 48 35 35 40 96 99 12 62 30 13 37 59 12

o ol ol ol o

24 | M23-F397Y/I189A 31 47 26 9 95 48 100 100 61 45 60 27 15 2

Coloniile mutante de FDC1 cu proprietatile catalitice perfectionate au fost selectate din testul pe
placa si confirmate prin biotransformari la scara analitica.

Screaningul de activitate a muntantilor selectati s-a realizat fatd de biblioteca de substrat tinta
(figura 12) (disponibila in cadrul grupului de cercetare) sub forma de celule intregi prin metoda HPLC.
Astfel s-au monitorizat valorile de conversie in timpul biotransformarilor la scard analitica, conform
procedurilor noastre dezvoltate anterior >
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2. Biotransformari la scara analitica

Pregatirea culturilor-biocatalizator

In prima etapa s-a obtinut colectia de celule intregi SCFDC1 native si mutante, gata de utilizare
cu densitate optica (ODeoo) de 1, 2, 4 si 8 pentru biotransformarea la scara analitica.

Precultura, mediu LB steril (10 mL) suplimentat cu steptomicinad (25 pg/mL) si cloramfenicol
(30 pg/mL) a fost inoculat cu celule de wt-ScFDC1_E. coli BL21(DE3) si incubat peste noapte (37°C,
200 rpm). Cu 1-2 v% din precultura s-a inoculat mediul de lucru (100 mL) care dupa o incubare de 2 ore
la 37 ° C, 220 rpm, la un ODeggo ~ 0,6 a fost indus cu IPTG (la o concentratie finald de 0,2 mM), urmata
de incubare la 25 ° C, 220 rpm pana la o densitate celulara de ODeoo ~ 2.

Celulele au fost recoltate prin centrifugare si alicotate pe 4 categorii de densitate optica: ODeoo
de 1, 2, 4 si 8, gata de utilizare. Acelasi procedeu s-a realizat si pentru variantele celulare E. coli care

contin gena mutanta fdcl.

Decarboxilarile mediate de FDC la scara analitica

Solutiile stoc ale fiecarui substrat dizolvat in DMSO (50 mM) au fost diluate la 2 mM sau la 1
mM cu tampon fosfat (100 mM NaH.PO4, pH 7,0). Celulele de E. coli gata de utilizare, au fost
resuspendate in solutia de reactie la ODgoo final de 2, urmata de incubarea amestecurilor de reactie la 35
°C, 700 rpm, timp de 16 ore.

Monitorizare RP-HPLC

La finalul celor 16 ore, amestecul de reactie a fost supus lizei celulare prin ultrasonare, urmat de
indepartarea prin centrifugare a resturilor celulare (13000 rpm, timp de 10 minute). Peletul celular a fost
extras cu 500 uL MeOH si amestecat cu supernatantul etapei precedente de centrifugare.

100 pL din solutia de mai sus a fost diluata 1:1 cu o solutie de 100 mM NaH2PO4, pH 7,0,
acetonitril si benzalacetofenona, utilizate ca standard intern.

Toate analizele HPLC au fost efectuate la 25 °C folosind o coloana Phenomenex Kinetex NX-
C18 150x4,5 mm, o faza mobila de 30% H20 (0,1% v/v TFA) si 70% ACN (0,1% v/v. v TFA), un debit
de 1 mL/min, injectand 5 pL din probele obtinute anterior. Valorile de conversie au fost determinate prin
monitorizarea epuizarii concentratiei de substrat, utilizand benzalacetofenona ca standard intern.

VWD1 A, Wavelength=290 nm (FDC1-MUTANTS\DIFENILETER_SMARTIE001-0101.0)
..... 1 2
3
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Figure 13. Cromatograma reprezentativa privind separarea HPLC a benzalacetofenonei (standardul intern) si substratul 10
((E)-3-(4-fenoxifenil)acrylic)
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Tabelul 5. Un exemplu reprezentativ cu valorile de conversie ale decarboxilarii acidului (E)-3-(4-
fenoxifenil)acrilic (10) utilizand variantele FDC selectate din testul pe placa (figura 10 si 11).

Entry Conversion (%) Plate assay relative activity
Wild-type 3.1 10
M8 - Q192A 814 73
M15 - F397Y 65.3 53
M5 - F397V/I398A 64.3 61
M10 - Q192S 56.3 100
M2 - F397A 17.4 43
M18 - F397V/1398V 15.3 93
M17 - 1398V 12.2 39
M3 - M286A 10.8 10
M11 - I330A <1 5
M19 - I330A/I398A <1 8
R~ -COOH R
1a-p -CO, 2a-p
1a w62 | 1b w7 1c wt{39] 1d wt{22]
iBosv{ 71| 1189A >99 F3o7A{ 78 | Q192A{ 89 |
neoA{ o4 | 1189V >99 Fao7visesA{ o1 | Qio2N{ 45 |
sov{ @8 | 1398V/I189A >99 1398A] @3 | Fao7A{ 51 |
1e e 1f wt{ 86 ] 19 wt{14] 1h wt {337
rasrunssey | 1189A; 1398V{ 73 | 1398AN189A{ 60 | 1330A{ 73 |
rsrvnssea [ neev{ 76 | F397Y/189A1 65 | Fao7vnisov | 76 |
1330AN398A{ B4 | Is98vi18ov{ 67 | Fao7ymson{ 79 |
1i wt]<1 1j wt{ 29 ] 1k wt{ 39 ] 11 wt {13
1330A{ 86 | 1398v{ 89 | Qio2s{ 54 | F397v{ 28 |
1308AN189A{ 78 | 1330A{  e0 | aten] 59| Fao7Y{ 35 |
Fao7v/189A{ 83 | meov{  e0 | 1189A{ 63 | 1398v{ 43 |
im wt {23 in wt]<1 10 wt] 3 1p
Fao7v/39sV{ 65 | Fag7v/I398V{ 37 | Fao7Vi398A{ 64 | wrt
neov{ 74 ] F3o7v{ 42 | F397v{ 85 | mutant library J<1
Fao7A{ 79 | aten{ 51| Qie2a{ 81|

Figura 14. Valorile de conversie a panoului de substrat 1a-p cu primii 3 cei mai performanti mutanti in comparatie cu
enzima nativa wt-SCFDCL1.

Pentru 15 din cele 16 substraturi investigate au fost identificati mutanti cu activitate superioara
celei a SCFDC1, exceptie facand compusul 1p, acidul (E)-3-(10-metil-10H-fenotiazin-3-il)acrilic pentru
care nici enzima nativa i niciun mutant nu au prezentat activitate.

14



Rezumatul pentru activitatea 2.4:

Rezultatele obtinute confirma exiStenta unei ingustari la nivelul canalului de acces la situsului
cauzata de resturile 1330 si Q192, mutatii la nivelul acestora conducand la variante mutante mai active
fata de substraturile voluminoase. Mai mult, s-a aratat ca 1330 (dar si 1189) poate intra in conflicte sterice
cu substituenti Orto sau meta, in timp ce mutatii asupra lui Q192 cresc activitatea fata de analogi ai acidului
cinamic cu substituenti in pozitia para.

Compusii substituiti in pozitia meta au fost decarboxilati mai eficient de variante ce prezinta
mutatii ale 1189, in timp ce resturile din pozitiile 398 si 397 dicteaza (alaturi de Q192) masura in care
compusii para substituiti sunt acceptati ca substraturi. In mod neasteptat, mutatia F397Y a avut un efect
contraintuitiv, de multe ori servind la a imbunatati afinitatea mutantilor fata de unele substraturi.

Dezvoltarea metodei de screeaning (fluorescent cell-plate agarose assay) care a permis
identificarea calitativa a biocatalizatorilor SCFDC1 mutanti activi dintr-o paleta de 23 de mutanti folosind
un panou de 16 substraturi.

Tn urma prelucrarii datelor experimentale, rezultatele arati ci au fost identificati mutanti cu
activitate superioara formei native wt- SCFDCL1 pentru 15 din cele 16 substraturi testate. Prin analiza HPLC
s-a stabilit exact valoarea coversiei in reactiile de decarboxilare investigate.

Concluzie

Obiectivul principal al acestei etape, activitatea functionali a decarboxilazei cu un domeniu
larg de substrat, a fost atins cu succes prin folosirea ca biocatalizator, a variantelor mutante ale SCFDC1
sub forma de celule intregi.

REZULTATELE ETAPEI 2:

v' 4 sisteme de expresie optimizate in vederea obtinerii enzimei FDCI1, tPADI1, PADI si holo-
FDC1

v Probe de proteine recombinate cu puritate ridicatd: o sarja de tPDA-SCFDCI, o sarja de
SCcFDCI1, o sarja de PAD-ScFDC1 si respectiv o sarja de tPAD si PAD.

v O colectie de 23 de variante mutante simple si multiple ale SCFDC1

v O colectie de celule holo-ScFDC1 gata de utilizare cu densitate opticd (OD600) variata
folosite pentru biotransformarile la scara analitica si preparativa

v' Dezvoltarea metodei de screeaning (fluorescent cell-plate agarose assay) care a permis
identificarea calitativd a biocatalizatorilor SCFDC1 mutanti activi dintr-o paletd de 23 de
mutanti folosind un panou de 16 substraturi.

v' Diseminarea rezultatelor in cadrul Centrului de Cercetare Enzimologie si Biocataliza
Aplicata, respectiv sunt in curs de publicare in revista Scientific Reports, cu acces online,
avand factorul de impact in 2020 de 4,379.
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