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.LOBIECTIVELE STIINTIFICE ALE TEZEI DE DOCTORAT

Obiectivul major al tezei, utilizarea tehnicilor de inginerie geneticd pentru imbunatatirea
performantelor B-glucozidazei izolatd de la Saccharomycopsis fibuligera si transferul ei la drojdii
din genul Saccharomyces, in vederea eficientizarii fermentatiei substraturilor celobiozice si a
celodextrinelor este de mare actualitate si importanta stiintifica.

Pentru atingerea acestui obiectiv major au fost urmarite si concretizate anumite obiective
specifice:

1. Constructia si analiza unor gene hibrid STA1/bgl1, clonarea si exprimarea lor in tulpina
de laborator Saccharomyces cerevisiae BY4741,

2. Analiza biochimica a enzimelor hibrid obtinute prin interschimbul domeniilor non-
catalitice: domeniul serina-treonina (STRD) din structura glucoamilazei si domeniul cu
structura, B-sandwich, de la capatul carboxil-terminal al B-glucozidazei (domeniul
fibronectin-like);

3. Elucidarea functiilor biologice ale acestor domenii non-catalitice din structura
glucoamilazei si B-glucozidazei;

4. Exprimarea genei codificatoare a enzimei heteroloage, selectatd ca avand cea mai
buna activitate, in diferite tulpini de drojdii industriale;

5. Testarea tulpinilor industriale, obtinute prin transformare, in fermentatia alcoolica cu
substrat celobiozic.

Hidroliza enzimatica a celulozei in scopul producerii de bioetanol implicad actiunea unei baterii de
enzime, precum: endoglucanaze, celobiohidrolaze si B-glucozidaze. Beta-glucozidazele nu numai
ca sunt importante in ultima etapa a procesului hidrolitic dar cresc si eficienta procesului, deoarece
acumularea celobiozei in cadrul sistemului Tnhibd actiunea endoglucanazelor si
celobiohidrolazelor. Cu toate ca, B-glucozidaza (Bgl1) si glucoamilaza (Sta1) sunt enzime de
interes biotehnologic, din punct de vedere functional, ele prezintd anumite blocaje care le
restrictioneaza potentialul fermentativ. Din punct de vedere structural, glucoamilazele codificate de
genele STA ale drojdiei Saccharomyces cerevisiae var. diastaticus sunt proteine care au doua
domenii: unul amino-terminal, bogat in serina si treonind (STRD) si unul carboxil-terminal,
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domeniul catalitic, ce are o structura tipica proteinelor familiei 15 a glicozid hidrolazelor. Existenta
unor domenii similare cu domeniul STRD si in alte proteine extracelulare de la drojdii a condus
catre ideea implicarii acestui domeniu Tn secretie (Adam si colab., 2004; Latorre-Garcia si colab.,
2005). Combinand secventele si datele cristalografice ale exoglucanazelor si B-glucozidazelor din
cadrul acestei familii s-a evidentiat faptul ca, domeniul catalitic al acestor enzime prezinta la
capatul carboxil-terminal o structurd de tipul B-sandwich a carui functie este inca necunoscuta
(Pozzo si colab., 2010). De asemenea, Saccharomyces cerevisiae nu poate secreta Bgl1 iar
utilizarea acesteia la nivel industrial nu poate fi realizata (Machida si colab., 1988). Astfel, tehnicile
biologiei moleculare devin instrumentele care au stat la baza atingerii obiectivelor mentionate
anterior.

STRUCTURA TEZEI DE DOCTORAT

Teza de doctorat este prezentata pe 184 de pagini si se compune din doua parti: o parte de studiu
documentar care contine 3 capitole si o parte de cercetéri originale, structurate pe 5 capitole.
Lucrarea contine 77 figuri si 20 de tabele. Pentru elaborarea tezei s-au utilizat 247 referinte
bibliografice din literatura de specialitate si 6 site-uri web.

ILSTUDIU DOCUMENTAR

Studiul documentar s-a realizat cu scopul de a se evidentia importanta utilizarii drojdiei
Saccharomyces cerevisiae in procesele de clonare precum si Tn procesele fermentative.
Obtinerea unei tulpini de drojdie, din genul Saccharomyces, capabila sa metabolizeze o gama
larga de substraturi constitue interesul multor cercetatori din Tntreaga lume. Astfel, capitolul 1 al
studiului documentar, Progrese ale ingineriei metabolice la Saccharomyces cerevisiae, enumera
motivele pentru care aceasta drojdie este preferata in cercetare precum si caile prin care se poate
modifica nivelul celular al unei anumite proteine.

in capitolul 2 sunt prezentate informatii referitoare la modalititile de mbunétatire prin metode
genetice ale proprietatilor fermentative ale drojdiei Saccharomyces cerevisiae pentru ca, in
capitolul 3, sa se aduca informatii referitoare la clasificarea B-glucozidazelor microbiene, a
surselor si caracteristicilor acestora pentru utilizarea in procesul de clonare, precum si a modului
lor de actiune.

Saccharomyces cerevisiae este fara indoiala cel mai investigat microorganism eucariot care a
permis nu numai Tintelegerea biologiei celulei eucariote, ci si pe cea a celulei umane.
Saccharomyces cerevisiae reprezintd un microorganism preferat in cercetare deoarece este
nepatogen, usor de cultivat in laborator, implicat in obtinerea unor numeroase produse alimentare
pe cale fermentativa (vin, bere, paine, etanol), definit drept GRAS (Generally Recognized as Safe)
adica ca un organism sigur, netoxic, de catre U.S. Food and Drug Administration (Byrne si colab.,
2005; Hahn-Hagerdal si colab., 2001). Un alt motiv important al aplicabilitatii sale in afara de cel
biotehnologic, il constitue susceptibilitatea la modificari genetice prin tehnologia ADN-ului
recombinant, proprietate care a fost facilitata si de cunoasterea intregului sau genom (Goffeau si
colab., 1996). Baze de date precum  Saccharomyces  Genome  Database
(http://www.yeastgenome.orq) si Comprehensive Yeast Genome Database
(http://mips.gsf.de/genre/proj/yeast) contin o cantitate enorma de informatii referitoare la cadrele
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deschise citirii (Open Reading Frames) ale drojdiei Saccharomyces cerevisiae sau despre produsii
de expresie ai genelor. Ca o completare, bazele de date oferad accesul la rezultatele studiilor de
DNA microarray (http:/transcriptome.ens.fr'ymg/index.php) si la informatiile legate de relatiile
dintre retelele proteice. Totodatd Saccharomyces cerevisiae are un rol major in cercetarea aplicata
datorita remarcabilei sale capacitati de a produce etanol si dioxid de carbon din glucoza. Aceasta
drojdie este relativ tolerantad la valori scazute ale pH-ului si la concentratii inalte de glucide si
etanol, aspect pozitiv pentru industria fermentativa prin riscul scazut de contaminare. Mai mult
decéat atat, aceastd drojdie este extrem de rezistentad la inhibitorii prezenti in biomasa vegetala
hidrolizata si este capabila de a creste In conditii anaerobe realizand astfel fermentatia. Aceste
elemente constitue principalele motive pentru care Saccharomyces cerevisiae a fost explorata si la
nivel industrial, accentul fiind pus pe obtinerea prin fermentatie a unor importanti compusi
biochimici precum: glicerolul, propandiolul, acizii organici, alcoolii steroizi sau izoprenoizi. Aceste
substante sunt utilizate fie direct in industria farmaceutica sau chimica, fie reprezinta precursori
pentru viitoarele sinteze chimice sau enzimatice. Ingineria genetica a tulpinilor de drojdii utilizate Tn
diferite industrii a ridicat numeroase provocari pentru cercetatori deoarece calitatea senzoriala a
painii sau a bauturilor alcoolice este determinata de numerosi compusi, care trebuie sa fie prezenti
in cantitati foarte bine echilibrate. Optimizarea anumitor cai metabolice sau trasaturi fenotipice,
fara sa fie afectat acest echilibru, devine o provocare a acestui domeniu.Pe de alté parte, ingineria
genetica aplicata pentru sectorul industrial se confrunta cu tulpini de drojdii care au blocate
anumite caracteristici comparativ cu tulpinile de laborator. Totodata, tulpinile modificate genetic
utilizate in tehnologia produselor alimentare sau a bauturilor alcoolice, pot fi incluse in alimentatie
sau eliberate in mediul inconjurator. De aceea, aceste produse pentru a caror preparare a fost
necesara utilizarea organismelor modificate genetic (GMO-Genetically Modified Organisms)
trebuie sa treaca evaluarea riscurilor pentru sanatate. La nivel international Codex Alimentarius
Commission a stabilit principii pentru evaluarea securitatii produselor care au la baza organismele
modificate genetic (http://www.who.int/foodsafety/biotech/codex taskforce/en/). Saccharomyces
cerevisiae este capabila sa fermenteze glucoza, manoza, fructoza, maltoza si zaharoza, dar nu
poate fermenta celobioza, xiloza, sau arabinoza, principalele glucide din resursele lignocelulozice
derivate din plante. Extinderea gamei de substraturi asupra carora poate actiona Saccharomyces
cerevisiae reprezintd o optiune importanta in utilizarea materialelor neprelucrate, precum produsii
nefolositori din agriculturd sau pentru sinteza unor compusi biotehnologici la scalé industrialad. Un
organism optim pentru producerea de etanol din biomasa lignocelulozica ar trebui sa fie capabil sa
hidrolizeze poliglucide si sa utilizeze toti compusii fermentabili pe care sa-i transforme in etanol.
Nici un microorganism cunoscut pana in prezent nu prezinta toate aceste caracteristici. De
exemplu, Saccharomyces cerevisiae nu poate utiliza celuloza sau hemiceluloza. Mai mult decat
atat, nu poate utiliza multe din componentele rezultate in timpul hidrolizei biomasei lignocelulozice
precum xiloza, arabinoza, acid glucuronic sau alte oligozaharide. Asadar, avand Tn vedere rolul
carbohidratilor din hidrolizatele biovegetale in circuitul carbonului in naturd, in producerea de
combustibili si respectiv in economie, obtinerea unei tulpini care sa transforme eficient in etanol
toate substraturile fermentescibile din biomasa vegetala este poate singura mare provocare a
inginerie genetice la drojdii. B-D-Glucozid glucohidrolazele (3.2.1.21) sau [-glucozidazele
constitue un grup de enzime important din punct de vedere biologic, bine caracterizat, care
hidrolizeaza legatura B-glucozidica dintre carbohidrati ducand la formarea de grupari aril-, amino-
sau alchil-B-D-glucozidice, de glucozide cianogenice, de scurte lanturi oligozaharidice sau de
dizaharide. Genele pentru B-glucozidaze au fost izolate de la bacterii, mucegaiuri, drojdii, plante
sau animale, clonate si exprimate in Escherichia coli sau gazde eucariote precum Saccharomyces

6
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cerevisiae sau fungi filamentosi.Saccharomyces cerevisiae nu prezinta activitate B-glucozidazica si
ii lipseste sistemul de metabolizare a celobiozei.

lll. STUDIU EXPERIMENTAL

Experimentele tezei de doctorat sunt prezentate in 5 capitole, astfel:

Sub denumirea "Materiale si metode experimentale”, capitolul 4 marcheaz& materialele,
echipamentele si metodele de analiza care au fost folosite n diversele experimente.

in capitolul 5, "Clonarea genei bgl1 si a secventelor ADN codificatoare a domeniilor non-catalitice,
SPS-STRD si FLD, in vectorul de exprimare pEMBLYex4":

. sunt descrise particularitatile clonarii genei codificatoare a -glucozidazei cu sau fara
propria secventa semnal in vectorul de exprimare pEMBLYex4,

. este prezentatd constructia unor gene heterologe pornindu-se de la bgl/7T — gena
codificatoare a p-glucozidazei izolata din ADN-ul genomic al drojdiei
Saccharomycopsis fibuligera si de la STA1 — gena codificatoare a glucoamilazei
izolata de la S. cerevisiae var. diastaticus.

. este evidentiata exprimarea fragmentelor genice hibrid ST-Bgl1, SPS-Bgl1, SPS-Bgl1-
DO si SPS-Bgl1-D1 in tulpina de laborator Saccharomyces cerevisiae BY4741 prin
cresterea transformantilor pe mediu cu celobioza.

Descrierea modelului structural al B-glucozidazei, purificarea si determinarea maselor moleculare
ale enzimelor chimere obtinute, constitue particularitdtile capitolului 6, intitulat sugestiv
”"Caracterizarea biochimica si moleculara a beta-glucozidazei native de la Saccharomycopsis
fibuligera si a enzimelor heteroloage create la Saccharomyces cerevisiae”.

Capitolul 7, denumit "Studiul activitatii B-glucozidazei hibrid obtinuta in tulpini de drojdii industriale
din genul Saccharomyces”, se remarca prin comparatia activitatii B-glucozidazei hibrid in diferite
tulpini de drojdii industriale, activitate enzimatica evidentiatd pe substratul p-nitrofenil-B-D-
glucopiranozid si care, la nivel genic se afla sub influenta fie a promotorului inductibil CYCGAL, fie
a promotorului constitutiv Actp.

in capitolul 8, "Fermentatia alcoolica pe substrat celobiozic realizata de tulpinile industriale din
genul Saccharomyces transformate cu pACT-SPS-BGL1-3003”, sunt prezentate rezultatele
experimentelor de fermentatie alcoolica realizatd de tulpinile de drojdii industriale capabile sa
exprime fragmentul genic SPS-Bgl1 sub influenta promotorului constitutiv, Actp.

Capitolul 4
Materiale
Tulpinile bacteriene utilizate ca celule gazda in experimentele de clonare genica,
precum si caracteristicile lor genetice sunt descrise in tabelul 4.1:

Tabelul 4.1. Tulpini bacteriene

Tulpina Escherichia coli Caracteristici genetice
B20 DH5a F' Phi 80d, lacZ Delta M15, Delta (lacZYA-argF)U169, deoR, recA1,
endA1, hsdR17(rK-mK+), phoA, supE44, lambda- thi-1
B73 XL1-BLUE recA1 endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relA1 lac [F° proAB
(Stratagene) laclgZAM15 Tn10 (Tetr)]
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Tulpinile de drojdii (de laborator si industriale) utilizate, precum si caracteristicile lor
sunt prezentate in tabelul 4.2:

Tabelul 4.2. Tulpini de drojdii

Tulpina Specia Caracteristici Sursa
ATCC 9947  Saccharomycopsis Colectia laboratorului “Enzyme
fibuligera Structure and Function”, IATA, Spania.
BY4741 Saccharomyces cerevisiae MATa his3 leu2 Brachmann si colab. (1998).
met15 ura3
FJF135 Saccharomyces cerevisiae drojdie de vin Benitez si colab., 1983
FJF305 Saccharomyces cerevisiae drojdie de vin Colectia “J. Conde”.
Y370 Saccharomyces cerevisiae drojdie de Colectia laboratorului “Enzyme
panificatie Structure and Function”, IATA, Spania.
Y 28 Saccharomyces drojdie de bere NCYC: National Colection of Yeast
carlsbergensis Cultures, Norwich, UK.
NYCY 512 Saccharomyces drojdie de bere Colectia laboratorului “Enzyme
pastorianus Structure and Function”, IATA, Spania.
Y111 Saccharomyces boulardii tulpina probiotica Bristol Myers, Edwards-Ingram si
colab. 2007.
NYCY 519 Saccharomyces drojdie de bere Colectija laboratorului “‘Enzyme
pastorianus Structure and Function”, IATA, Spania.
NYCY 1324  Saccharomyces bayanus drojdie de vin Colectia laboratorului “Enzyme
Structure and Function”, IATA, Spania.
HY48 Saccharomyces unisporus drojdie de kefir Colectia laboratorului “Enzyme
Structure and Function”, IATA, Spania.
NYCY 491 Saccharomyces cerevisiae - Colectia laboratorului “Enzyme
Structure and Function”, IATA, Spania.
NYCY 499 Saccharomyces cerevisiae petite Colectia laboratorului “Enzyme

Structure and Function”, IATA, Spania.

Primeri utilizati

Tabelul 4.4. Designul secventelor oligonucleotidice utilizate ca primeri in amplificarea domeniilor de
interes

Oligo Secventele oligonucleotidice Endonucleaza Scop
(SIGMA) 5°-3 de restrictie
cu situsurile endonucleazice inserate
JM 583 AGCACCGCTAGCAACCTTTTTTCTGTCG Nhel Amplificd vectorul pS2 cu
CTGGAGCCAC domeniul Ser-Thr din STA1,
antisens.
GP571 GTICTAGAGTCGACCTGCAGGC Xbal Amplifica vectorul pS2, sens
SA 639 GCTGGTGCTAGCGGTGTCCCAATTCAA Nhel Amplificd domeniul catalitic al
AACTATACCCAG Bgl1, sens.
SA640 ACCTCTAGATCAAATAGTAAACAGGACA Xba | Amplificd domeniul catalitic al
GATGTC Bgl1, antisens.
JM700 CGAGTGTCTAGATTAAATAGTAAACAGG Xbal Amplifica domeniul catalitic al
CAGATGTC Bgl1, sens.
SA641 GCTGGATCCATGTTGATGATAGTACAGC BamH| Amplifica gena Bgl1 cu propria
TTTTGGTC secventa semnal, sens
JM699 GTCCCAATTCAAAACTATACCCAG - Amplificda gena Bgl1, fara
secventa semnal, sens.
LG679 TTCGAGCTCTTTCCAACTGCACTAGTTC Sacl Amplifica STD-Bgl1 din ADN
CTAGAG genomic, sens
LG685 GCTTAAATGCGTACTTATATGCGTC - Secventierea vectorului
pEMBLYex4, sens
LG686 GCAACTTTAGTGCTGACACATACAG - Secventierea vectorului

pEMBLYex4, antisens
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LG689 ACCTCTAGATTATTAGGTAGCTGGTTCA Xbal Amplifica SPS-Bgl1-DO0,
GGCAACTC antisens
JM737 GACCTCCCACAAAGCATCGTTG - Amplifica SPS-Bgl1-D1,
antisens
JM741 TGATCTAGAGTCGACCTGCAGG - Amplifica pEMBLYex4,
antisens
JM696 ACCCAAAGCTGAGTTAAATAGAAGC Amplificd secventa semnal din
Sta1 (SPS), antisens
JM701 CGTGACGAGCTCATGGTAGGCCTCAAA Sacl Amplifica Sta1-sens
AATCCATATAC
JM702 CGTCTGGCGGCCGCTCAAACTCTGTAA Notl Amplifica Sta1-antisens
AACTTCTTGTC
JM692 CTACTACGGTTTGCTCTACAGG - Secventierea STD-Bgl1, sens
JM693 TTGGCAATTAGATCCATGTGTTGG - Secventierea STD-Bgl1,
antisens
JM697 CGTCTGICTAGAATGGTAGGCCTCAAA Amplificda  SPS-BGL1 din
AATCCATATAC Xba l pEMBLYex4, sens
JM698 GCTACCGTCGACTCAAATAGTAAACAG Amplifica SPS-BGLA1 din
GACAGATGTC Sal | pEMBLYex4, antisens
JM703 CGTCTGGCGGCCGCTTTGGTAAAGCAA Notl Amplifica Fibronectin-Like

CCCATCAGG

Domain (FLD), sens.

Vectori utilizati in procesul de clonare

Plasmidele utilizate ca vectori ai genelor de interes, in procesul de clonare sunt
prezentate in tabelul 4.5:

Tabelul 4.5. Plasmide utilizate

Plasmid

pCR-TOPO 2.1
PEMBLYex4

PS>

Cesareni si Murray, 1987

Garcia si colab., 2007

Sursa Utilizare

Invitrogen Clonarea genei bgl1 amplificata cu SA639/SA640
si SA640/ SA641.

Exprimarea genei bgl1 in Saccharomyces
cerevisiae BY4741.

Constructia plasmidului pSTA-FLD

pKS2

Garcia et all., 2007

Constructia  plasmidelor  pGal-SPS-Bgl1-3003,
pAct-SPS-Bgl1-3003.

Prin studii proprii, ca demersuri pentru atingerea obiectivelor stabilite au fost construiti 9 vectori
plasmidiali care sunt prezentati in tabelul 4.6:

Tabelul 4.6. Vectori plasmidiali construiti

Plasmid

pBgl1
pST-Bgl1
pSPS-Bgl1
PEMBLYex4
pSPS-Bgl1-D0
pSPS-Bgl1-D1
pSTA1-FLD

pGal-SPS-Bgl1-3003

Scop

Exprimarii genei bgl1 in S. cerevisiae BY4741.

Eficientizarea exprimarii genei bgl/1 in S. cerevisiae BY4741

Evidentierea rolului domeniului serina-treonina (STRD).

Utilizat drept control in cadrul experimentelor.

Elucidarea rolului domeniului fibronectin-like (FLD).

Elucidarea rolului domeniului fibronectin-like (FLD).

Exprimarea genei STA71 in S. cerevisiae BY4741 si elucidarea rolului
domeniului fibronectin-like (FLD).

Exprimarea genei hibrid SPS-Bgl1 in S. cerevisiae BY4741 si in tulpinile
de drojdii industriale sub promotor inductibil.

pAct-SPS-Bgl1-3003

Exprimarea genei hibrid SPS-Bgl1 in S. cerevisiae BY4741 si in tulpinile
de drojdii industriale sub promotor constitutiv.
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Echipamente

Echipamentele utilizate in cadrul experimentelor sunt echipamente moderne, specifice
biologiei moleculare si se gasesc in dotarea laboratorului "Enzyme Structure and Function”, IATA,
Spania.

Tabelul 4.8. Echipamete utilizate

Echipament

Utilizare

Termocicler Gene Amp PCR System 2400

Spectrofotometru UV/Vis DU530, Beckman

Nanodrop Spectrofotometru ND-1000

Aparat de electroforeza pentru

geluri de agaroza, orizontal.

Sistem vertical de electroforeza
pentru proteine

Sistem cromatografic AKTA- purifier
(GE-Healthcare)

Sistem cromatografic de inaltd performanta DIONEX
ICS 3000 DC

Fuijifilm LAS 1000PIlus IDX2

Inteligent Dark Box Il (Pfizer)
Secventiator ADN (Applied Biosystem,
model 373A)

Thermoblock

Amplificare genelor de interes;

Ligarea fragmentelor genice.

Masurarea absorbantei la diferite lungimi de unda
(600 nm, pentru densitatea celulara; 410 nm pentru
determinarea concentratiei

p-nitrofenolului;450 nm  pentru  orto-dianizidina
oxidata).
Cuantificarea acizilor nucleici (concentratie si
puritate).
Separarea si identificarea fragmentelor ADN
amplificate.

Separarea si identificarea proteinelor exprimate in
Saccharomyces cerevisiae.

Purificarea proteinelor heteroloage exprimate 1in
Saccharomyces cerevisiae.
Identificarea produsilor rezultati
alcoolica.

Fotografierea gelurilor de agaroza.

din fermentatia

Secventierea genelor si a plasmidelor construite.

Incubarea tuburilor de reactie la o temperatura

constanta.

Transiluminator cu UV Vizualizarea benzilor ADN din gelurile de agaroza.

Termostat (Raypa) Cultivarea microorganismelor.
Citometru Thoma Numararea microorganismelor.
Autoclav (Raypa) Sterilizarea mediilor de cultura.

Balanta analitica AGN200C Determinari gravimetrice.

Metode de analiza
Pentru realizarea experimentelor au fost utilizate:

» Tehnici de manipulare si analiza ADN: tratamentele enzimatice ale moleculelor ADN,
electroforezele ADN in geluri de agaroza, reactiile de polimerizare in lant (PCR), secventierea
fragmentelor ADN.

» Tehnici de transformare a microorganismelor:
transformarea tulpinilor de Saccharomyces cerevisiae.

» Metode de caracterizarea biochimica si moleculara a f—glucozidazei: determinarea structurii
conformationale a B-glucozidazei, determinarea activitatii enzimatice a f—glucozidazei hibrid.

» Dializa si deglicozilarea proteinelor, separarea proteinelor in geluri denaturante de
poliacrilamida (SDS-PAGE).

» Cromatografia de excludere moleculara, purificarea proteinelor, determinarea maselor
moleculare.

transformarea celulelor bacteriene,

10
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» Metode de evaluare a fermentatiei alcoolice: fermentatia alcoolica in mediu YP+6%

celobioza, fermentatia alcoolica Tn mediu YP cu 28% celobioza, determinarea concentratiei de
etanol, analiza mediului de fermentatie cu sistemul cromatografic DIONEX HPAEC-PAD.

Capitolul 5

Avand ca obiectiv obtinerea de gene hibrid pornindu-se de la bgl7 (gena codificatoare a -
glucozidazei) s-au construit o serie de vectori plasmidiali care au fost ulterior utilizati pentru
transformarea tulpinii de laborator Saccharomyces cerevisiae BY4741, in vederea exprimarii
genelor inserate.

Clonarea Abgl1 si a bgl1 in vectorul pCR2.1-TOPO. Secventa nucleotidicad a genei bgl/1 a fost
descoperita si declarata public de catre Machida M., Ohtsuki I., Fukui S. and Yamashita I, in anul
1988 si se afla in baza de date a NCBI (U.S. National Library of Medicine si National Institutes of
Health), nr. M22475. Gena bgl1 prezinta o regiune codificatoare a secventei semnal a [-
glucozidazei, de 51 pb, si doua regiuni care contin informatia genetica pentru domeniul catalitic
respectiv pentru domeniul fibronectin-like (FLD) al aceleiasi enzime (figura 5.1).

ap SAG39

I Domeniul catalitic FLD:
frm— —
SAG41 SAG40

Figura 5.1. Reprezentarea schematica a structurii bgl1 de la Saccharomycopsis fibuligera; SP-
regiunea codificatoare a secventei semnal a B-glucozidazei; FLD-regiunea codificatoare a domeniului fibronectin-
like a B-glucozidazei

Gena codificatoare a B-glucozidazei (Anexa 1) a fost amplificatd din ADN-ul genomic al drojdiei
Saccharomycopsis  fibuligera  utilizdndu-se  oligonucleotidele = SA641/SA640, respectiv
SA639/SA640. Acest produs de amplificare a fost notat Abgl1. De asemenea, oligonucleotidele
SA641/SA640 in reactia de amplificare determina formarea unui amplicon cu masa moleculara de
2631 pb, care s-a notat bg/1. Produsii amplificati au fost clonati in vectorul pCR2.1-TOPO la nivelul
situsurilor EcoRlI.

Constructia vectorului plasmidial de exprimare pST-Bgl1. Vectorul plasmidial de exprimare,
pS2 (Garcia si colab. 2005) a fost construit pe baza pEMBLYex4 si are ca insert gena STA1,
codificatoare a glucoamilazei de la Saccharomyces cerevisiae var. diastaticus. Gena STA1 contine
alaturi de regiunea codificatoare a domeniului catalitic si a secventei semnal a glucoamilazei
(SPS) si o regiune codificatoare a aminoacizilor serind si treonina, denumita, domeniul serina-
treonina (STRD). Adaugarea segmentului nucleotidic codificator al secventei semnal de la STA1 la
gena Abgl1 s-a realizat prin restrictia enzimatica a pS, cu Nhel/Xbal, enzime care inlatura din pS,
segmentul codificator al domeniului catalitic 1dsand astfel in vector doar secventa semnal a
enzimei Sta1. La acest nivel a fost ulterior ligata gena Abgl/1.

Constructia vectorului plasmidial de exprimare pBgl1. Pentru realizarea unei comparatii intre
nivelul exprimarii genei bgl/1 si cel realizat de aceeasi gena care contine segmentul nucleotidic
codificator al secventei semnal de la STA1, s-a construit pBgl1. Pentru obtinerea acestui vector
plasmidial, gena bgl/1 a fost extrasa din pCR2.1-TOPO-bgl1 cu enzimele de restrictie Xhol/HindlIl
(figura 5.4) si ligata in vectorul de exprimare pEMBLYex4, de asemenea restrictat la nivelul
Sall/Hindlll. Tn figura 5.8 este configurat modul de insertie a genei codificatoare a B-glucozidazei in
vectorul de exprimare pEMBLYex4, la nivelul Sall/Hindlll.
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Figura 5.8. Reprezentarea schematicé a locului de insertie a bgl1 in pPEMBLYex4 si a endonucleazelor de restrictie
existente in acest vector de exprimare

Constructia vectorului plasmidial pSPS-Bgl1. Scopul construirii pSPS-Bgl1 a fost acela de a
obtine un vector plasmidial de exprimare care sa contina ADN-ul heterolog codificator al (-
glucozidazei cu secventa semnal a glucoamilazei de la S. cerevisiae var. diastaticus, putandu-se
astfel evidentia dacad domeniul Ser-Thr eliminat este sau nu implicat in secretia enzimatica. Astfel,

plasmidul pSPS-Bgl1 contine doar gena bg/7 cu segmentul codificator al secventei semnal din
STA1 (SPS).

PEMBL Yexd EPS bglt

Figura 5.10. Reprezentarea liniard a vectorului pST-Bgl1 si a locului de atasare a oligonucleotidelor
JM696 si IM699 utilizate in amplificare pentru obtinerea pSPS-Bgl1

Constructia vectorilor pSPS-Bgl1-D0 si pSPS-Bgl1-D1. Domeniul fibronectin-like (FLD) este
situat la nivelul COOH-terminal al B-glucozidazei de la Saccharomycopsis fibuligera si este
codificat de secvente nucleotidice care determina conformatii de tip B-sandwich la nivel
proteic.Pornindu-se de la pSPS-Bgl1, pentru evidentierea rolului acestui domeniu proteic, s-a
construit plasmidul pSPS-Bgl1-DO0 (care a pierdut intreaga secventa nucleotidica codificatoare a
domeniului fibronectin-like) si plasmidul pSPS-Bgl1-D1 (prin deletia partiala a secventelor
nucleotidice care codifica doar ultimele 6 conformatii B-sandwich). In figura 5.13 este reprezentata
directia de amplificare a oligonucleotidelor primer in scopul eliminarii totale (LG689/JM741) sau
partiale (JM737/JM741) a secventelor acestui domeniu. Procesul de amplificare este urmat de
autoligarea vectorului cu T4 ADN ligaza (Fermentas).

12
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JMT4

LG689 M737

Figura 5.13. Reprezentarea structurala a locului de atasare a oligonucleotidelor-primer LG689,
JM737 si IM741 la nivelul secventelor nucleotidice FLD,; (SPS-segment codificator al secventei semnal din STA1;
CD-segment codificator al domeniul catalitic al Bgl1; FLD- segment codificator al domeniului fibronectin-like)

Constructia vectorului plasmidial pSTA1-FLD. Pentru evidentierea posibilei implicari a
domeniului fibronectin-like in adeziunea celulara s-a construit vectorul plasmidial de exprimare
pSTA1-FLD. in acest scop s-a realizat amplificarea prin PCR a fragmentului nucleotidic codificator
al domeniului FLD din genei bgl/1 cu oligonucleotidele JM703/JM700 (figura 5.15 A), restrictia
enzimatica cu Notl/Xbal si ligarea sa la gena STA1, de asemenea amplificatad cu oligonucleotidele
JM701/JM702 (figura 5.15 B) si supusa restrictiei enzimatice cu Notl/Sacl.

A STA1 FLD
STA1 B
STRD h' cD — pS:
701 — 2 45kb—»

809pb

FLD PBgl1

.
JM703  JMT00

Figura 5.15. A. Directia de amplificare a oligonucleotidelor IM701/JM702 si JM703/JM700.
B. Migrarea in gel de agaroza 0.7% a produsilor amplificati

Verificarea ligarii s-a realizat prin digestia enzimatica cu Pstl/Hindlll si Sall/Hindlll. in figura 5.16
sunt localizate situsurile acestor endonucleaze de restrictie in cadrul vectorului plasmidial pSTA1-
FLD cét si lungimea fragmentelor formate dupa restrictie.

g g -
< e 1901pb 5
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-« 1458pb STA 1626ph 4’—1\—'7 pEMBLYexd

<
| | 3060 2 16p0

! T

Pt (1644) _ ‘ :
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Figura 5.16. Reprezentarea schematica a situsurilor de restrictie pentru principalele endonucleaze de la nivelul
genei STA1 si pEMBLYex4
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1

Toate plasmidele recombinate construite au fost secventiate cu scopul verificarii
aparitiei eventualelor mutatii. Tulpina de laborator Saccharomyces cerevisiae BY4741 (MATa his3
leu2 met15 ura3) a fost transformata cu fiecare dintre plasmidele construite, iar noile denumiri date
tulpinilor obtinute sunt prezentate in tabelul 5.1.

Tabelul 5.1. Denumirile tulpinilor obtinute prin transformare cu diferite plasmide

Specia Tulpina transformata Plasmidul utilizat Denumirea tulpinii
transformate
pST-Bgl1 Sc-pST-Bgl1
Saccharomyces BY4741 pSPS-Bgl1 Sc-pSPS-Bgl1
cerevisiae pBgl1 Sc-pBgl1

pEMBLYex4 Sc-pEMBLYex4
pSPS-Bgl1-DO Sc- pSPS-Bgl1-DO
pSPS-Bgl1-D1 Sc- pSPS-Bgl1-D1
pSTA1-FLD Sc-pSTA1-FLD

Exprimarea segmentelor genice codificatoare a ST-Bgl1, SPS-Bgl1 si Bgl1 inserate in
vectorul pEMBLYex4 a fost testata, initial, prin cresterea transformantilor pe mediu lichid YP cu 2%
celobioza. Tulpina de laborator transformata cu vectorul plasmidial pEMBLYex4 a reprezentat
tulpina control (proba martor). Din figura 5.19 se observa ca, atat secventa semnal proprie -
glucozidazei céat si secventa semnal a glucoamilazei de la S. cerevisiae var. diastaticus au
favorizat secretia B-glucozidazei, permitand astfel multiplicarea transformantilor in mediu cu
celobioza, comparativ cu tulpina transformata doar cu vectorul pEMBLYex4, care nu contine nici o
secventa codificatoare a genei bgl/7 si a carei dezvoltare in acest mediu nu a fost posibila.

14
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Figura 5.19. Curba de crestere a tulpinii S. cerevisiae BY4741 transformatd cu pEMBL Yex4 (control), pBgl1,
pSPS-Bgl1 si pST-Bgl1 in mediu YP+2% celobioz&

Concluzii

» S-au construit sase vectori plasmidiali de exprimare care contin gene hibrid obtinute prin
interschimbul fragmentelor codificatoare ale domeniilor non-catalitice: fibronectin-like (FLD) al B-
glucozidazei si domeniul serina-treonina (STRD) al glucoamilazei de la Saccharomyces
cerevisiae var. diastaticus.
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> Prin exprimarea genelor hibrid STA1/bgl1 inserate in vectorul plasmidial de exprimare
PEMBLYex4, care a fost ulterior utilizat pentru transformarea tulpinii de laborator S. cerevisiae
BY4741, s-a creat posibilitatea acestei tulpini sa creasca pe mediu cu celobioza, caracteristica
neevidentiata la tulpina parentala.

Capitolul 6

Analiza structurii B-glucozidazei produsa de Saccharomycopsis fibuligera. Modelul structural
al B-glucozidazei (figura 6.1) izolata de la Saccharomycopsis fibuligera a fost obtinut cu ajutorul
programului I-TASSER (Roy si colab., 2010) folosind ca matritd modelul structural al B-
glucozidazei de la Thermotoga neapolitana, descifrat de catre Pozzo si colaboratorii Tn anul 2010.
Structura prezisa de program este asemandtoare si altor enzime din cadrul familiei glucozid-
hidrolazelor, evidentiindu-se astfel trei domenii: un domeniu amino-terminal (a/B)s (conformatie a-
helix, alaturi de conformatie B pliata-ABB), un domeniu central cu o conformatie a/f sandwich
(ABS) si un domeniu carboxil-terminal cu structura B-sandwich. Situsul catalitic al enzimei se afla
localizat intre primele doua domenii, intre acidul aspartic (Asp-D278) al domeniului ABB si acidul
glutamic (Glu-E509) al domeniului ABS (figura 6.2).

\ e | & =
Figura 6.1. Figura 6.2.
Modelul structurii tridimensionale a $-glucozidazei de la Saccharomycopsis fibuligera elaborat de programul
I-TASSER. Conformatia ABB (albastru), conformatia ABS (rosu) si conformatia 3-sandwich (oranj). Evidentierea
situsului activ si a orientérii resturilor catalitice, D278 si E509.

in vederea obtinerii mai multor informatii referitoare la functia domeniului carboxil-terminal s-a
realizat o cautare extinsa a unor structuri inrudite cu domeniul 8-sandwich al B-glucozidazei de la
Saccharomycopsis fibuligera. Prin utilizarea programului PSIPRED (Bryson si colab., 2005) s-au
evidentiat similaritati in secventa de aminoacizi cu domeniile CARDB (Cell-Adhesion Related
Domains) intalnite la bacterii si cu modulele de legare ale glicogenului. Server-ul DALI (Holm si
colab., 2008) a ilustrat cea mai inalta simililaritate structurala a domeniului B-sandwich cu
domeniile carboxil-terminale prezente in proteine de tipul fibronectinei sau imunoglobulinelor, a
caror functie este de a lega anumiti carbohidrati, intermediind astfel mecanismele de recunoastere
a substraturilor si adeziunea celulara. Datoritd acestor similaritati structurale, domeniul de la nivelul
capatului carboxil-terminal al B-glucozidazei de la Saccharomycopsis fibuligera, avand conformatia
B-sandwich, a fost desemnat ca fiind domeniu fibronectin-like (FLD).
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Structura enzimelor recombinate Sta1-Bgl1. In secventa glucoamilazei izolatd de la
Saccharomyces cerevisiae var. diastaticus se disting trei regiuni bine definite: o secventa semnal
care asigura secretia proteinei in mediul de culturd, un domeniu bogat in serina si treonina la

capatul N-terminal (STRD) inrudit cu floculina intalnitd la drojdii si un domeniu COOH-terminal
care prezinta structura tipica domeniului catalitic al oricarei glucoamilaze fungice (Adam si colab.,
2004). Pentru a se testa daca regiunea bogata in serina-treonina este implicata in secretie au fost
construite diferite enzime chimerice prin fuziunea segmentului genic codificator al enzimei mature
Bgl1, cu segmentul genic codificator al secventei semnal Sta1 de la S. cerevisiae var. diastaticus
cu sau fara STRD. De asemenea, pentru evaluarea functiei domeniului fibronectin-like a (-
glucozidazei s-a realizat fuziunea, la nivel genic, a acestui domeniu la capatul C-terminal al
glucoamilazei Sta1. In plus, au fost fost construite alte doud enzime hibrid prin indepartarea totald
sau partiala a domeniului FLD (figura 6.6).

5P
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SPS-Bgi-D1

SPS

Figura 6.6. Reprezentarea topologicé a enzimelor construite si analizate. Sta1-glucoamilaza de la S.
cerevisiae; SPS-secventa semnal din Sta1; STRD-domeniul bogat in serind-treonind a glucoamilazei Sta1;
GH15CD-domeniul catalitic al glucoamilazei Sta1 (familia 15 a glicozid-hidrolazelor); SPB-secventa semnal proprie
B-glucozidazei; ABBD-domeniul o/ barrel a Bgl1; ABS-domeniul a/8 sandwich a Bgl1;

FLD-domeniul fibronectin-like a Bgl1

Localizarea si activitatea enzimelor chimerice obtinute. Tulpinile de drojdie recombinate, Sc-
pBgl1, Sc-pSPS-Bgl1, Sc-pST-Bgl1, obtinute prin transformarea tulpinii de laborator
Saccharomyces cerevisiae BY4741 cu vectori plasmidiali de secretie care contin gena bgl/1 sau
fragmentele genice recombinante STA1/bgl1 (Capitolul 5), au fost crescute in mediu YPD iar
secretia genica a fost indusa cu galactoza 0.5% spre finalul fazei logaritmice de crestere.
Analiza activitatii B-glucozidazice, determinatd prin utilizarea substratului p-nitrofenil-B-D-
glucopiranozid (pNPG), a evidentiat faptul ca, transformantii bg/1 au activitate B-glucozidazica
extracelulara, iar 75% din aceasta s-a regasit atasata de celuld, Tn timp ce restul a fost eliberata
in mediul de cultura (figura 6.7). Aceasta distributie, 3:1, enzima atasata:enzima eliberata in
mediul de cultura, este in acord cu functia ipotetica a domeniului fibronectin-like, de adeziune
celulara, dar si cu predictia datd de structura acestui domeniu. Pe de alta parte, inlocuirea
secventei semnal native a (-glucozidazei cu cea a glucoamilazei (SPS-Bgl1) determina
cresterea productiei enzimatice de aproximativ trei ori, dar fara a fi afectat raportul dintre
activitatea enzimaticd de la nivelul celulei si activitatea enzimatica evidentiatd Th mediul de
cultura (figura 6.7).
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Figura 6.7. Activitatea B-glucozidazei produsé de transformantii Sc-pBgl1,Sc-pSPS-Bgl1, Sc-pST-Bgl1 si Sc-
PEMBLYex4 (control) in celulele intacte (cian), in mediile de cultura (alb), in extractele celulare (mov). Activitatea
fosfatazei alcaline masurata in extracte (negru)

Prin indepartatea totald sau partiald a fragmentului nucleotidic codificator al
domeniului fibronectin-like (FLD) si transformarea tulpinii S. cerevisiae BY4741 cu plasmidele
pSPS-Bgl1-DO0 si pSPS-Bgl1-D1 urmatd de inducerea exprimarii genice, activitatea J-
glucozidazica nu a mai putut fi detectatd. Probabil ca, prin eliminarea totala sau partiala a
domeniului fibronectin-like are loc destabilizarea structurala a -glucozidazei, explicandu-se astfel
absenta activitatii enzimatice Tn tulpinile Sc-pSPS-Bgl1-DO0 si Sc-pSPS-Bgl1-D1 (figura 6.8).

Figura 6.8. Imaginea structurii tridimensionale a 3-glucozidazei de la Saccharomycopsis fibuligera
cu evidentierea legaturilor polare dintre anumiti aminoacizi ai domeniului fibronectin-like (oranj) si aminoacizi ai
domeniul ABB (albastru) sau dintre aminoacizi ai domeniului fibronectin-like si aminoacizi ai domeniul ABS (rosu)

Pentru evidentierii rolului domeniului fibronectin-like in adeziunea celulara, tulpina Saccharomyces
cerevisiae BY4741 a fost transformata cu vectorul plasmidial pSTA1-FLD. in figura 6.9 se poate
observa ca, aproximativ 75% din activitatea glucoamilazica a transformantilor Sc-pSta1-FLD a fost
detectata la nivelul peretelui celular, comparativ cu activitatea glucoamilazica a transformantilor
Sc-pStat, evidentiatd in mare parte (aprox. 65%) in mediul de cultura. Acest rezultat confirma rolul
domeniului FLD in adeziunea celulara.
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Figura 6.9. Activitatea glucoamilazicad produsa de tulpinile S. cerevisiae BY4741 hibrid capabile sa
exprime gena STA1 sau gena codificatoare a enzimei heteroloage care contine FLD atasat la capétul C-terminal a
Sta1 (Sta1-FLD). Activitatea glucoamilazica a fost testatd atat in mediul de cultura (alb) cét si la nivelul celulelor
dupd tratament cu zimoliaza (cian)

Marimile proteinelor heteroloage si glicozilarea. Tulpinile obtinute prin transformarea drojdiei S.
cerevisiae BY4741 cu pBgl1, pSPS-Bgl1, pST-Bgl1, pSTA1-FLD si pSTA1 au fost cultivate in
mediu YPD cu galactoza 0.5% péana in faza stationara de crestere. Supernatantul a fost colectat,
liofilizat si concentrat, iar enzimele existente in supernatant au fost supuse deglicozilarii prin
tratament cu EndoH, analizate in gel de electroforeza SDS-PAGE si colorate prin Coomassie.
Proba concentrata din mediul de cultura al transformantilor indusi cu galactoza a fost incubata cu
(+) sau fara (-) EndoH, timp de 16 ore la temperatura de 37°C (figura 6.10). Tulpina control este
reprezentata de tulpina de laborator transformata cu pEMBLYex4. Proteinele heteroloage au fost
identificate Tn gelul proteic ca benzi diferentiale prin comparatie cu pattern-ul proteic al tulpinii
control, care nu prezinta nici una din genele recombinate (figura 6.10).
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Figura 6.10. Pattern-ul electroforetic al proteinelor secretate de transformantii
capabili sa exprime gena bgl1 de la Saccharomycopsis fibuligera, gena STA1 de la
Saccharomyces cerevisiae sau genele codificatoare ale proteinelor chimerice SPS-Bgl1, STRD-
Bgl1, Sta1-FLD. Sagetile indica probele tratate cu EndoH iar parantezele péatrate indicé probele
netratate cu EndoH
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1
Masa moleculara a proteinelor denaturate prin tratament cu EndoH, calculata
experimental, a fost asemanatoare cu masa moleculara teoretica pentru proteinele Bgl1, SPS-Bgl1
si STRD-Bgl1 secretate de transformanti (tabelul 6.1). Valorile obtinute au indicat c&, dupa digestia
cu endoglicozidaza H, deglicozilarea proteinelor STRD-Bgl1 si Bgl1 s-a realizat aproape complet.

Tabelul 6.1. Analiza méarimilor (kDa) proteinelor heteroloage recuperate
din mediul de culturd YPD cu galactoza, dupéa digestia cu endoglicozidaza H

Proteina Masa moleculara a Masa moleculara a Masa moleculara
proteinei denaturate proteinei native teoretica
Bgl1 110 kDa - 95 kDa
SPS-Bgl1 110 kDa 130 kDa 95 kDa
STRD-Bgl1 110 kDa 130 kDa 128 kDa
Sta1 200 kDa 230 kDa 85 kDa
Sta1-FLD 200 kDa 230 kDa 115 kDa

Pe de alta parte, valorile obtinute pentru masele moleculare ale proteinelor heteroloage
prin cromatografia de excludere moleculara (figura 6.13; figura 6.14) s-au dovedit a fi similare cu
cele determinate din gelul proteic SDS-PAGE, indicand astfel existenta acestor proteine intr-o
forma monomerica. Prin combinarea domeniului catalitic cu cele non-catalitice (STRD, FLD), se
observa o oarecare reducere a glicozilarii. Acest aspect a fost evidentiat printr-o migrare mai
rapida (o mobilitate mai mare) a proteinei STRD-Bgl1 comparativ cu Bgl1, in probele netratate cu
endoglicozidaza H.
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Figura 6.13. Cromatograma proteinelor secretate de catre tulpinile transformate cu genele codificatoare ale
proteinelor chimerice SPS-Bgl1, STRD-Bgl1. Activitatea [B-glucozidazei din fractiile proteice secretate de
transformantii SPS-Bgl1 (cercurile pline) si de STRD-Bgl1 (cercurile goale).

Figura 6.14. Cromatograma proteinelor secretate de cétre tulpinile transformate cu gena STA1 sau cu fragmentul
genic recombinat Sta1-FLD. Activitatea glucoamilazei din fractiile proteice ale transformantilor Sta1 (cercurile pline)
si ale Sta1-FLD (cercurile goale). Linia continud indica profilul de elutie al standardului Gel-Filtration (Bio-Rad).

Rezultatele obtinute evidentieaza secventa semnal a glucoamilazei ca fiind o
alternativa promitatoare pentru inducerea secretiei proteinelor heteroloage la drojdii, idee sustinuta
si de Nam si colaboratorii care au raportat eficientizarea secretiei lipocortinei umane, odata cu
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utilizarea secventei semnal de la Sta1 (Nam si colab., 1994). Ipotezele implicarii domeniului STRD
din Sta1 in complementarea secretiei sau in legarea substratului nu pot fi acceptate, oricum cea
din urma ipoteza a fost inlaturata prin rezultate anterior publicate, de catre Adam si colaboratorii
(2004). Structura modulara a genelor STA de la Saccharomyces cerevisiae var. diastaticus a
rezultat in urma unor procese de recombinare realizate intre secventa codificatoare a capatului
amino-terminal a FLO11/MUC11 (incluzdnd secventa semnal), care a atins si STRD, si secventa
codificatoare a glucoamilazei intracelulare, SGA, care a determinat domeniul catalitic al genelor
STA (Lo si Dranginis, 1996). Rolul care poate fi acordat domeniului STRD este inrudit cu acela al
proteinei Flo11 din care a evoluat. intr-adevar, tulpinile de drojdii care au activitate amilolitica
(Sta1) au si capacitatea de a flocula (Lo si Dranginis, 1996). Prin urmare, glucoamilaza Sta1
poate fi considerata o proteina bifunctionala care confera drojdiei secretoare avantaje selective
rezultate din cele doua functii neinrudite si anume, functia de floculare si functia de a hidroliza
amidonul.n ceea ce priveste functia domeniului fibronectin-like se considera c&, acest domeniu
este implicat in adeziunea celulara, functie acordatd in baza omologiei structurale si de catre
Pozzo si colaboratorii (2010). Rezultate obtinute Th urma experimentelor prezentate anterior au
aratat ca, atat Bgl1 cat si Sta1-FLD au tendinta de a ramane atasate de peretele celular, venind
astfel in sprijinul ipotezei propuse si de Pozzo in 2010. Semnificatia biologica a acestei proprietati
a PB-glucozidazei este de a creste concentratia produsului de reactie (glucoza) in imediata
apropiere a suprafetei celulare, favorizand astfel patrunderea rapida a glucidului in celula.
Prezenta acestui domeniu ofera o perspectiva catre manipulari aditionale ale enzimei. De
exemplu, utilizarea sa in procesele de imobilizare proteica pe suport solid prin legaturi covalente
fara a fi afectata functia enzimatica. Distributia enzimei intre suprafata celulei si mediul de cultura
poate depinde de compozitia peretelui celular si, implicit de tulpina de drojdie sau de conditiile de
crestere.

Concluzii

> S-au construit si analizat enzime hibrid prin interschimbul domeniilor catalitice si non-catalitice
ale glucoamilazei de la S. cerevisiae var. diastaticus si B-glucozidaza de la Saccharomycopsis
fibuligera.

» Prin intermediul programului I-TASSER s-a obtinut modelul structural al 3-glucozidazei izolata
de la Saccharomycopsis fibuligera avand ca template modelul structural al $-glucozidazei de
la Thermotoga neapolitana.

» Transformantii Sc-pSPS-Bgl1-D0 si Sc-pSPS-Bgl1-D1 nu manifesta activitate B-glucozidazica
marcandu-se astfel rolul pe care il are domeniul fibronectin-like in stabilitatea structurii
proteice.

» Prin transformarea tulpinii Saccharomyces cerevisiae BY4741 cu vectori plasmidiali de
secretie care contin gena bgl/1 sau fragmentele genice recombinate STA1/bg/1 au rezultat
transformanti cu activitate B-glucozidazica, activitate verificata pe substratul p-nitrofenil-B-D-
glucopiranozid.

» Prin compararea maselor moleculare ale proteinelor chimerice dupa purificarea prin
cromatografia de excludere moleculara cu cele obtinute in urma migrarii gelului proteic SDS-
PAGE s-a concluzionat c&, aceste proteine se gasesc sub forma de monomeri si sunt
glicozilate.
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Capitolul 7

Productia de bioetanol din material vegetal sau lignocelulozic a devenit o mare provocare pentru
biotehnologie. Conversia biomasei vegetale in etanol implica hidroliza enzimatica a biomasei
celulozice pana la glucide reducatoare pentru ca ulterior, acestea sa fie transformate in etanol.
Aceasta transformare este costisitoare din cauza productiei scazute de etanol cét si din cauza
costurilor ridicate. Astfel, cu obiectivul de a obtine tulpini de drojdii industriale din genul
Saccharomyces capabile sa utilizeze celobioza, a fost clonat fragmentul genic SPS-Bgl1 din
pSPS-Bgl1 in:
» vectorul plasmidial pKS, (Garcia si colab., 2005), sub influenta unui promotor inductibil,
rezultand plasmidul pGal-SPS-Bgl1-3003 si
> n vectorul plasmidial p3003, sub influenta unui promotor constitutiv, rezultdnd pAct-
SPS-Bgl1-3003.
Ulterior, tulpinilor de drojdii industriale transformate cu aceste plasmide li s-au testat activitatea -
glucozidazica utilizand ca substrat p-nitrofenil-B-D-glucopiranozid (capitolul Materiale si metode).
Constructia si analiza vectorului plasmidial de exprimare pGal-SPS-Bgl1-3003. Pentru
obtinerea plasmidului pGal-SPS-Bgl1-3003 s-a realizat simultan digestia enzimatica cu
endonucleaza Sphl atat a vectorului plasmidial pKS, (Materiale si metode, figura 4.4) cat si a
plasmidului pSPS-Bgl1 (figura 7.1).

Sphi

GALp

pSPS-Bgh
115kb

Figura 7.1. Reprezentarea schematica a situsului de actiune a endonucleazei de restrictie Sphl in cadrul
plasmidului pSPS-Bgl1 in scopul eliberérii fragmentului genic SPS-Bgl1

Fragmentele rezultate in urma restrictiei p3003 si SPS-Bgl1 au fost separate in gel de
agaroza 0.7%. Ligarea fragmentelor s-a realizat cu enzima T4 ADN ligaza. Dupa obtinerea
coloniilor bacteriene transformate s-au ales aleatoriu 12 colonii din care s-a realizat izolarea ADN-
ul plasmidial. Pentru verificarea inserarii corecte a fragmentului SPB-Bgl1 in p3003, cele 12
fragmente de ADN plasmidiale recombinate izolate au fost supuse digestiei cu endonucleazele
Sall/Sacl. Utilizadnd programul DNAMAN40 si cunoscand secventa nucleotidica atat a plasmidului
p3003, cat si a genei SPS-Bgl1, a fost posibila localizarea cu exactitate a situsurilor de restrictie
pentru endonucleazele utilizate si calcularea lungimii fragmentelor de ADN plasmidice formate
dupa restrictie. Conform acestei predictii, Sacl taie in cadrul fragmentului genic SPS-Bgl1 la nivelul
145 pb, iar in vectorul p3003 la nivelul 282 pb. De asemenea, endonucleaza Sall actioneaza la
nivelul 31 pb in vectorul plasmidial p3003. Astfel, actiunea sinergica a celor doua enzime ar trebui
sa determine (daca insertia SPS-Bgl1 s-a realizat corect in p3003), eliberarea a trei fragmente de
ADN plasmidic, cu urmatoarele dimensiuni: 1. 2535 pb, II. 2561 pb si lll. 5241 pb (figura 7.2).
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Figura 7.2. Reprezentarea schematicd a vectorului plasmidial pGal-SPS-Bgl1-3003 si a situsurilor de restrictie ale
endonucleazelor Sacl/Sall

in figura 7.5 se evidentieazd separarea benzilor de ADN plasmidial obtinute prin actiunea
enzimelor de restrictie Pstl/Xhol si Sphl. Migrarea acestora in gel de agaroza 0.7% a permis
stabilirea dimensiunilor lor prin comparatie cu benzile markerului MPstl (Fermentas). Confirmarea
insertiei genei hibrid SPS-Bgl1 in aval fatd de promotorul CYCGAL din plasmidul p3003 a fost
valabila doar pentru ADN-ul plasmidial izolat din coloniile bacteriene din pozitiile 5 si 9 ale gelului
de agaroza (figura 7.5).

Pstixhol Sphl
NPstl 3 5 8 9 10 5 9

6474 pb 7630 pb

1632 pb
1393 pb
1056 p b

Figura 7.5. Fragmente de ADN plasmidial ale coloniilor 3, 5, 8, 9 si 10, separate prin electroforeza in gel de
agarozd 0.7% dupa digestia enzimaticd cu endonucleazele de restrictie Pstl/Xhol si ale coloniilor 5 si 9 dupéa
digestia enzimatica cu Sphl

Exprimarea genei hibrid SPS-Bgl1 in tulpini de drojdii industriale sub controlul
transcriptional al promotorului inductibil CYCGAL. Transformarea celobiozei in etanol se
poate realiza eficient cu ajutorul tulpinilor de drojdii care prezinta o buna capacitate fermentativa si
totodaté sunt bune producatoare de B-glucozidazé (celobiaz&). in tabelul 7.2 se regasesc noile
coduri date tulpinilor de drojdii industriale obtinute prin transformare cu pGal-SPS-Bgl1-3003
precum si eficienta procesului de transformare pentru fiecare tulpina in parte.
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Tabelul 7.2. Eficienta transformarii tulpinilor de drojdii industriale cu
pGal-SPS-Bgl1-3003 comparativ cu tulpina de laborator BY4741

Specia Tulpina Denumirea tulpinii transformate Eficienta

transformata transformarii

ufc/ug ADN
S. cerevisiae BY4741 Sc-pGal-SPS-Bgl1-3003 7.7
FJF135 Sc135-pGal-SPS-Bgl1-3003 0.4
FJF305 Sc305-pGal-SPS-Bgl1-3003 0.6
Y370 Sc370-pGal-SPS-Bgl1-3003 5,0
S491 Sc491-pGal-SPS-Bgl1-3003 1,7
S499 Sc499-pAct-SPS-Bgl1-3003 2.0
NYCY 512 Sp512-pGal-SPS-Bgl1-3003 1,5
NYCY 519 Sp519-pGal-SPS-Bgl1-3003 0,7
S. bayanus NYCY 1324 Sb1324-pGal-SPS-Bgl1-3003 1,2
S. boulardii Y111 S111-pGal-SPS-Bgl1-3003 0,2
S. unisporus HY48 Su48-pGal-SPS-Bgl1-3003 16.0
S. carlsbergensis Y 28 Scarl28-pGal-SPS-Bgl1-3003 0,7

Activitatea B-glucozidazei a fost determinatd dupa 24, 48 si respectiv 72 de ore
folosindu-se ca substrat p-nitrofenil-B-D-glucopiranozid (pNPG). Metoda de detectare a activitatii
B-glucozidazei in tulpinile transformate s-a bazat pe proprietatea acestei enzime de a hidroliza
substratul glucozidic reprezentat de pNPG. Probele s-au realizat in trei exemplare, iar tulpinile
parentale ale fiecarui transformant in parte au constituit probe martor. Activitatea enzimatica s-a
determinat atéat la nivel celular cat si in mediul de cultura al transformantilor si s-a evidentiat faptul
ca, toti transformantii testati au exprimat gena bgl/1, fiind capabili sa hidrolizeze substratul
glucozidic, comparativ cu tulpinile parentale a caror activitate enzimatica a fost nulda. Absenta
activitatii enzimatice in tulpinile parentale, martor este in acord cu datele existente in literatura de
specialitate, iar explicatia este aceea ca, iIn genomul drojdiilor din genul Saccharomyces nu exista
gene care sa codifice B-glucozidaza (EC 3.2.1.21) (Cherry si colab., 1997,
http://www.yeastgenome.org; 2 ianuarie 2007).

In cazul tulpinilor transformate se observa, in general, o crestere a activitatii enzimatice
totale de la 24 de ore la 72 de ore, cu o distributie preponderenta la nivelul peretelui celular,
comparativ cu aceea din mediul de cultura. In figurile 7.6, 7.8 si 7.10 este reprezentata activitatea
enzimatica de la nivelul peretelui celular in cazul celor 12 tulpini de drojdii transformate cu pGal-
SPS-Bgl1-3003, dupa 24 de ore, 48 de ore si respectiv 72 de ore de cultivare in mediu YPD cu
galactoza 0.5% ca inductor si geneticina (G418) 50 mg/L, ca marker de selectie a transformantilor.
Dupa 24 de ore de la inductie, cantitatea de enzima activa exprimata de tulpinile transformate
Sc491 si Su48, alaturi de cea exprimata de drojdia de laborator Sc, s-a considerat a fi net
superioara celorlalte tulpini transformate (figura 7.6, figura 7.7). Pe de alta parte, pentru tulpinile
Sc135 si Sc499 nu s-a observat activitate S-glucozidazica nici la nivelul peretelui celular si nici in
mediul de cultura analizat in probele colectate la 24 de ore de la inductie (figura 7.6, figura 7.7).
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Activitatea B-glucozidazei asociata peretelui celular (figura 7.6) si din mediul de cultura (figura 7.7) al tulpinilor
transformate cu pGal-SPS-Bgl1-3003, la 24 de ore de la cultivare

Analiza probelor colectate la 48 de ore de la inductie a evidentiat o crestere
semnificativd a activitatii enzimatice exprimata de Su48, Sc491, Sc370 si Sc atat la nivelul
peretelui celular, cat si in mediul de cultura. Comparand rezultatele activitatii enzimatice obtinute la
48 de ore cu cele de la 24 de ore, pentru tulpina Su48, se poate afirma ca, activitatea acesteia s-a
dublat, atingand valoarea de 260 mU/mL (de la 136 mU/mL) in doar 24 de ore. In cazul tulpinilor
Sb1324, Scarl28, Sp519 si S111 nu s-a constat o crestere a activitatii enzimatice totale de la 24 de
ore la 48 de ore, in schimb, se observa o eliberare in mediul de cultura a unui anumit procent
(4.3% pentru Sb1324, 9.06% pentru Scarl28, 1.7% pentru Sp519 si 2.34% pentru S71711) al B-
glucozidazei hibrid, de la nivelul peretelui celular Tn mediul de culturd. Testarea activitatii
enzimatice specifice a tulpinilor hibrid la 72 de ore de la realizarea inductiei a evidentiat o
continuare a cresterii acesteia fata de 48 de ore, in cazurile: Su48, Sc491, Sc, Sc135, Sc499,
Sc135 si Sb1324. Comparativ cu evolutia activitatii B-glucozidazice exprimata de Su48, tulpinile
Sp512, Sp519 si Sc370 nu elibereaza o cantitate mai mare de enzima heteroloaga capabild sa
hidrolizeze substratul specific, in intervalul 48 de ore - 72 de ore de la cultivare. Dispunerea [3-
glucozidazei la nivelul peretelui celular are o importantd deosebitd din punct de vedere
biotehnologic deoarece confera drojdiei capacitatea de a degrada si utiliza eficient celobioza. in
tabelul 7.3 sunt prezentate procentele de enzima activa asociata peretelui celular al tulpinilor de
drojdii transformate cu pGal-SPS-Bgl1-3003 la 24, 48 si 72 de ore de cultivare in mediu cu
galactoza.

Tabelul 7.3. Procentul de enzima activa de la nivelul peretelui celular
Tulpina transformata cu % activitate enzimatica dupa
pGal-SPS-Bgl1-3003

24 de ore* 48 de ore* 72 de ore*
Su48 (drojdie de kefir) 75,8% 69,6% 73,0%
Sc (drojdie de laborator) 75,0% 72,0% 73,0%
S111 (tulpina probiotica) 89,33% 87,0% 85,8%
Sc370 (drojdie de panificatie) 80,9% 81,8% 75,3%
Sp519 (drojdie de bere) 88,2% 80,0% 74,7%
Sp512 (drojdie de bere) 85,7% 79,3% 72,0%
Scarl 28 (drojdie de bere) 76,6% 67,4% 62,5%
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Sb1324 (drojdie de vin) 86,8% 82,5% 78,7%
Sc135 (drojdie de vin) - 29,0% 61,7%
Sc491 89,5% 86,2% 84,1%
Sc499 (petite) - 74.,6% 69,8%

Stabilirea acestor sisteme capabile sa permita dispunerea proteinelor heteroloage pe suprafata
celulara a microorganismelor prezintd importantda deosebitd Tn obtinerea biocatalizatorilor
microbieni sau in obtinerea vaccinurilor. Productia enzimaticd depinde in mod direct de
capacitatea intrinseca a fiecarei tulpini in parte, dar si indirect de factori extrinseci precum biomasa
celulara.

Constructia si analiza vectorului de exprimare pAct-SPS-Bgl1-3003. Din punct de vedere
biotehnologic, Tnlocuirea promotorului inductibil, CYCGAL10, cu promotorul constitutiv Actp, n
vectorul de exprimare p3003, poate oferi cateva avantaje:

* intensificarea transcrierii ceea ce va avea drept consecinta o productie enzimatica ridicata,

» sinteza enzimei in absenta unui inductor scump, cerintd obligatorie in cazul promotorului

inductibil,
= posibilitatea utilizarii la nivel industrial a tulpinilor transformate cu vectorul de exprimare, ceea
ce va permite exprimarea constitutiva a genei heteroloage SPS-Bgl1 clonate.

Constructia vectorului plasmidial p3003-Actp. Plasmidul p3003 are la baza vectorul epizomal
YEplac195. In p3003, situsurile Sacl/Smal din MCS (Situs de Clonare Multiplu) flancheaza gena
de rezistentd la kanamicina. Pentru obtinerea p3003-Actp a fost inserat in p3003 promotorul
constitutiv (Actp) la nivelul Smal/Xbal.
Inserarea genei heteroloage, SPS-Bgl1, in vectorul de exprimare p3003-Actp. Pentru
exprimarea constitutiva a genei SPS-Bgl1 trebuie ca promotorul, Actp sa fie situat Tnaintea acestei
secvente codificatoare. Avand in vedere harta genetica a vectorului YEPlac195 si faptul ca Actp a
fost inserat la nivelul Smal/Xbal, singura posibilitate pentru ca secventa codificatoare a genei
pentru -glucozidaza, cu secventa semnal din gena STA1 sa fie exprimata, o reprezinta inserarea
acesteia la nivelul Xbal/Sall. In acest scop, s-a realizat amplificarea, prin PCR a fragmentului genic
SPS-Bgl1 (2676 pb) din vectorul pSPS-Bgl1 cu oligonucleotidele JM697/JM698. Acestea au fost
construite Tn asa fel incat sa contina situsurile pentru endonucleazele de restrictie Xbal/Sall. ADN-
ul plasmidial recombinat a fost purificat cu ajutorul kitului Marligen si reanalizat prin alte digestii
enzimatice si anume, cu Sall si Xbal (figura 7.18).

Sacl Smal Xhbal Sall
| | 232

A. — FLAT I | Actp SPS bgl1 |—|—|—|—
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Figura 7.18. A. Reprezentarea schematica a situsurilor de actiune ale endonucleazelor utilizate. B. Gelul de
agarozd 0.7% cu benzile ADN-ului plasmidial supus restrictiei cu Hindlll/Sacl, Xbal si Sall.

Obtinerea vectorului plasmidial de exprimare cu promotor constitutiv, pAct-SPS-Bgl1-3003, a
constituit un punct forte in atingerea obiectivului:’exprimarea genei codificatoare a enzimei
heteroloage, selectata ca avand cea mai buna activitate, in diferite tulpini de drojdii industriale”.
Exprimarea genei SPS-Bgl1 in tulpini de drojdii industriale sub controlul transcriptional al
promotorului constitutiv, Actp. Obtinerea tulpinilor de drojdii industriale transformate cu pAct-
SPS-Bgl1-3003, s-a realizat cu o eficientd scazutd comparativ cu tulpina de laborator S. cerevisiae
BY4741 (tabelul 7.5), dar mult mai eficient daca se ia in calcul transformarea acelorasi tulpini cu
vectorul pGal-SPS-Bgl1-3003. Pentru a evidentierea nivelul de exprimare al genei codificatoare a
B-glucozidazei sub influenta promotorului constitutiv s-a testat activitatea enzimatica a tulpinilor
transformate pe acelasi substrat, p-nitrofenil-B-D-glucopiranozid (pNPG), care a fost utilizat
anterior in cazul tulpinilor transformate cu vectorul plasmidial de exprimare ce continea promotorul
inductibil CYCGAL10p.

Conditiile de lucru au fost identice, s-a urmat acelasi protocol, inclusiv colectarea probelor care s-a
realizat la 24 de ore, 48 de ore si respectiv 72 de ore de la initierea culturii in mediu YPD cu
geneticina 50 mg/L. S-au realizat cate 3 determinari pentru a exprima activitatea enzimatica atat
din mediul de culturd cat si de la nivelul peretelui celular al transformantilor. La 24 de ore de la
cultivare, exprimarea genei codificatoare a B-glucozidazei heteroloage determina la nivel
periplasmic, activitati enzimatice cu valori cuprinse Tntre: 90-105 U/mL pentru tulpinile Sc4917 si Sc;
40-80 mU/mL pentru tulpinile Sp519, Sp1324, Sc370, Sc499, Sc305, S111, Su48 si 9-20 mU/mL
pentru Sc135, Scarl28, Sp512.

Nivelul activitatii enzimatice a continuat sa creasca si la 48 de ore de la initierea culturii, atingand
valori cuprinse intre 100-145 mU/ml pentru tulpina probiotica (S771), drojdia (Sc491), drojdia de
kefir (Su48), tulpina de laborator (Sc) si intre 70-95 mU/mL pentru drojdia de panificatie (Sc370),
drojdiile de vin (Sb1324, Sc305) si drojdia de bere (Sp5719).

Enzima rezultata prin shuffling intre domeniul glucoamilazic de la S. cerevisiae var. diastaticus si
B-glucozidaza de la Saccharomycopsis fibuligera, manifesta la nivelul peretelui celular dupa 72 de
ore de la cultivare, in mediu YPD cu geneticina, valori cuprinse intre 100 si 210 mU/mL pentru
aproximativ 70% dintre tulpinile de drojdii (Sc491, S111, Sc, Su48, Sc305, Sp519, Sb1324, Sc370)
transformate cu vectorul de exprimare pAct-SPS-Bgl1-3003. In cazul tulpinilor transformate cu
plasmidul, pGal-SPS-Bgl1-3003, ce contine promotor inductibil, activitatea enzimatica periplasmica
la 72 de ore de la inductie avea valori cuprinse intre 100 si 210 mU/mL doar pentru 18% dintre
tulpinile analizate (Su48 si Sc491), restul tulpinilor avand o activitatea enzimatica sub 80 mU/mL.
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. ____________________________________________________________________________________________________________________________________________________|
Tnlocuirea promotorului inductibil cu promotorul constitutiv favorizeazd exprimarea genei
recombinate la un nivel mult mai inalt, element dovedit prin cresterea activitatii hidrolitice a enzimei
hibrid si in mediul de cultura nu numai in regiunea periplasmica.

In figurile 7.22 si 7.23 se observa evolutia activitatii B-glucozidazei hibrid din mediul de cultura al
tulpinilor de drojdii transformate cu pActp-SPS-Bgl1-3003 si respectiv cu pGal-SPS-Bgl1-3003, de
la 24 de ore la 72 de ore.
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Figura 7.22. Activitatea B-glucozidazei din mediul de cultura al tulpinilor transformate cu pAct-SPS-Bgl1-3003 pe
durata a 72 de ore de cultivare
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Figura 7.23. Activitatea B-glucozidazei din mediul de cultura al tulpinilor transformate cu pGal-SPS-Bgl1-3003 pe
durata a 72 de ore de cultivare

Insumand activitatea enzimaticd de la nivelul peretelui celular cu cea exprimata in
mediul de cultura si reprezentand-o grafic (figura 7.24), se poate afirma ca, inserarea promotorului
constitutiv in vectorul de exprimare YEPlac195 a determinat dublarea activitatii (pentru Sc,
Scarl28, Sp512, Sc370), triplarea acesteia (pentru Sc135, S111, Sc499) sau chiar o marire de 5x
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a activitatii (pentru Sb1324 si Sp519). Mai mult decét atat, drojdia de vin Sc305, prin transformarea
cu plasmidul care favorizeaza exprimarea constitutiva a genei heteroloage SPS-Bgl1, a evidentiat
capacitate hidrolitica (figura 7.23) atunci cadnd s-a utilizat ca substrat  p-nitrofenil-3-D-
glucopiranozid.
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Figura 7.24. Activitatea enzimaticd totald exprimata de tulpinile de drojdii transformate cu pGal-SPS-Bgl1-3003 si
respectiv cu pAct-SPS-Bgl1-3003, la 72 ore de la cultivare

Concluzii

» Fragmentul genic SPS-Bgl1, care contine gena codificatoarea a B-glucozidazei si secventa
semnal a glucoamilazei, a fost inserat in vectorul pKS,, la nivelul Sphl, si exprimat in 11 tulpini
de drojdii industriale si in tulpina de laborator Saccharomyces cerevisiae BY4741.

» Prin testarea activitatii 3-glucozidazice a tulpinilor de drojdie transformate cu pGal-SPS-Bgl1-
3003, la 72 de ore de la cultivare, au putut fi evidentiate tulpini cu activitate inalta (Su48 si
Sc491), tulpini cu activitate medie (Sc, S7111, si Sc370) si tulpini cu activitate scazuta (Sp519,
Scarl28, Sh1324, Sc135, Sc499 si Sp512).

> Inlocuirea promotorului inductibil cu promotorul constitutiv, Actp, la nivelul Smal/Xbal, in
vectorul de exprimare p3003, a determinat transcrierea genei hibrid SPS-Bgl1 la un nivel mult
mai Tnalt.

» Utilizarea promotorului constitutiv, pAct, determina cresterea ratei transcrierii genei hibrid
STA1-Bgl1 si prin urmare si nivelul de exprimare enzimatic pentru tulpinile de drojdii selectate
si testate, atingdnd valoarea de 326 mU/mL, pentru drojdia de kefir (Su48) sau valori
enzimatice cuprinse Tntre 130 si 253 mU/mL pentru tulpina de laborator, drojdiile de vin (cu
exceptia Sc135), tulpina probiotica si drojdia de panificatie.

Capitolul 8

Fermentatia alcoolica pe substrat cu 6% celobioza. Bioetanolul este cel mai nou si important
combustibil de pe piatéa (Purwardi si colab., 2007) iar obtinerea sa din biomasa lignocelulozica
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reprezintd directia de cercetare a multor laboratoare din lume. Hidroliza celulozei in zaharuri
solubile care sa poata fi ulterior metabolizate de catre celula se poate realiza prin actiunea a
diverse enzime. Acestea includ actiunea endoglucanazelor (EG) (EC 3.2.1.4), a exoglucanazelor
(EC 3.2.1.74), a celobiohidrolazelor (CBH) (EC 3.2.1.91) si a B-glucozidazelor (BGL) (EC
3.2.1.21), care realizeaza scindarea celobiozei in monomeri de glucoza (van Zyl si colab., 2007).
Prin transformarea celor 11 tulpini de drojdii industriale (Sc135, Sc305, Sc370, Sc491, Sc499,
Spb512, Sp519, Sb1324, S111, Su48 si Scarl28) cu pAct-SPS-Bgl1-3003 au rezultat tulpini noi, cu
activitate B-glucozidazica, care a fost confirmata atunci cand s-a utilizat ca substrat p-nitrofenil-§3-
D-glucopiranozid sau celobioza. Pentru cinci dintre tulpinile recombinate (Su48, Sc, Sc491, Sc305
si Sc499) s-a reprezentat grafic dinamica CO, eliberat prin fermentatia mediului YP cu 6%
celobioza (figura 8.1).
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Figura 8.1. Dinamica CO; rezultat din fermentatia mediului YP cu 6% celobioza

La sfarsitul perioadei de fermentatie s-a determinat concentratia de etanol pe baza
ecuatiei generale a fermentatiei tindnd cont de cantitatea totala de dioxid de carbon eliberata

(figura 8.2).
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Figura 8.2. Concentratia de etanol formata de tulpinile Su48, Sc, Sc491, Sc305 si Sc499, transformate cu pAct-
SPS-Bgl1-3003, prin fermentatia mediului YP cu 6% celobioz&
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1
Concentratia de etanol obtinuta si evidentiata in figura 8.2, demonstreaza transformarea eficienta
a celobiozei pe parcursul celor 6 zile de fermentatie. in tabelul 8.1 sunt prezentate cantitatile de
celobioza utilizate de catre transformanti in procesul fermentativ cat si valorile randamentului in
alcool. Cantitatea de celobioza consumata de fiecare transformant in parte a fost calculata teoretic
din ecuatia fermentatiei celobiozei, in functie de cantitatea de etanol obtinuta.

Pentru a separa glucoza si celobioza din mediul de fermentatie al tulpinii Sc-pAct-SPS-Bgl1 s-a
utilizat cromatografia de Thaltd performanta cu schimb anionic (HPAE-High Performance Anionic
Exchange). Pentru aceasta, mediul de cultura cu 6% celobioza, fermentat de catre tulpina de
laborator transformatd cu pAct-SPS-Bgl1-3003, a fost diluat de 50 de ori, filtrat si injectat in
coloana CarboPac PA-100. Pentru recunoasterea picurilor glucozei si celobiozei din
cromatograma obtinutad s-au injectat, separat, in aceeasi coloana solutii standard, de concentratie
10 uM de glucoza si celobioza (figura 8.3).

Totodatd, din analiza cromatogramei corespunzatoare mediului de fermentatie a tulpinii
recombinate Sc, s-a evidentiat ca, dupa aproximativ 6 zile de fermentatie o cantitate mica de
celobioza a ramas netransformata, remarcandu-se totodata ca, aceasta tulpina testata care este
capabila sa exprime fragmentul genic SPS-Bgl1 a realizat si o buna conversie a substratului
celobiozic in etanol.
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Figura 8.3. Separarea izocraticd a glucozei si celobiozei din mediul de fermentatie a tulpinii Sc-pAct-SPS-Bgl1-
3003 (negru). Analiza HPAE- CarboPac PA-100 a solutiilor standard de glucoza (albastru) si celobioza (maro).
Separarea si evidentierea picurilor glucozei (roz) si celobiozei (verde) din amestecul mediului de fermentatie al

tulpinii Sc-pAct-SPS-Bgl1-3003 cu solutia standard-glucozéa (roz) si solutia standard-celobioza (verde)

Fermentatia alcoolici pe substrat cu 28% celobiozi. In vederea testarii potentialului
fermentativ al fiecarui transformant in parte, cat si a activitatii B-glucozidazice pe substrat
celobiozic s-a realizat inocularea acestora in mediu cu celobioza si incubarea in conditii anaerobe,
la temperatura de 30°C. Concentratia initiald de celobioza a fost de 7%. Prima determinare a
concentratiei de etanol s-a realizat dupa 72 de ore, iar urmatoarele determinari s-au realizat din 24
in 24 de ore cu ajutorul kitului comercial Enzy‘[ecTM fluid Ethanol (Scil Diagnostics GmbH). in
functie de productia de etanol a fiecarui transformant in parte, s-au mai adaugat in mediul de
cultura cate 7% celobioza, la intervale de 24 de ore sau 48 de ore, in asa fel incat, concentratia
finala de celobioza utilizatd in fermentatie a fost de 28% pentru tulpinile transformate Sc, Su48,
Sc499, de 21% pentru tulpina Sc491 si de 14% pentru Sc305, S111, Sp519, Sb1324, Sp512 si
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S¢370. In figura 8.4 si figura 8.5 este redata dinamica productiei de etanol a tulpinilor de drojdie
transformate cu pAct-SPS-Bgl1-3003, pe parcursul a 8 zile.
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Figura 8.4. Dinamica producerii de etanol de cétre transformantii Sc, Sc491, Sc499, Su48 si Sc305, etanol rezultat
din fermentatia a X% celobioza in concentratie finala, (unde X%= 28% pentru Sc, Su48, Sc499; X%=21% pentru
Sc491; X%=14% pentru Sc305)

-y

5 60,00 1 —g5777

E 50,00 - ®Sp519

8 ®Sb1324

© 40,00 - Sp512

g ©5c370 @

c 30,00 -

g =

: 20,00 - <

© 10,00 - b

o

© 0,00 ; . ;
0 50 100 150 200

timp (ore)

Figura 8.5. Dinamica producerii de etanol de cétre transformantii S111, Sp519, Sb1324, Sp512 si Sc370, etanol
rezultat din fermentatia mediului YP cu 14% celobioz& in concentratie finalé

De asemenea, si celelalte tulpini modificate genetic in scopul producerii 3-glucozidazei
purtatoare a secventei semnal Stal1 de la S. cerevisiae var. diastaticus, si anume: Sc305, S111,
Sp519, Sb1324, Sp512 si Sc370, au fost capabile sa transforme anaerob celobioza, producand
etanol in concentratii mult mai mici comparativ cu tulpinile mentionate anterior dar nu mai putin de
2,5% (figura 8.5). Rezultatele obtinute evidentieaza faptul ca, cel putin pentru aceste tulpini de
drojdii, hidroliza celobiozei nu reprezintd un blocaj pentru producerea de bioetanol daca se
porneste de la celuloza. Tulpinile Sc, Sc499 si Sc48 obtinute prin transformarea fragmentului
genic, SPS-Bgl1, codificator al B-glucozidazei purtatoare a secventei semnal de la STA1, au
realizat o conversie de 0.53 g etanol per gram de celobioza consumata, cu 0.13 grame de etanol /
gram de celobioz& consumata mai mult decat tulpina Y294. in tabelul 8.2 sunt prezentate detalii
asupra procentelor de celobioza consumata de tulpinile utilizate in procesul fermentativ, asa cum
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rezulta din ecuatia de conversie a celobiozei in etanol, in functie de procentul de etanol obtinut la
finalul fermentatiei.

Tabelul 8.2. Cantitatea de celobioz& consumatéa si randamentul in alcool al tulpinilor
recombinate si crescute in mediu YP cu diferite concentratii de celobioza

Tulpina transformata cu Cantitatea de celobioza din Cantitatea teoretica Randamentul in
pAct-SPS-Bgl1-3003 mediu de celobioza alcool
(grame/100mL mediu) consumata (%)
(grame/100mL mediu)

Sc 28¢g 20,359 72,67%

Sc499 28g 18,459 65,91%

Su48 28g 17,57 g 62,74%

Sc491 21g 16,6 g 79,18%

Sc305 14 g 10,859 77,54%

Sp519 149 7,549 53,91%

Sc370 149 4999 35,72%

S111 149 4659 33,25%

Sp512 14 g 4,409 31,46%

Sb1324 14 g 4749 33,83%

Graficul din figura 8.6 s-a realizat pentru evidentierea unei corelatii intre activitatea p-
glucozidazica a transformantilor si productia de etanol atunci cand se utilizeaza celobioza ca sursa
de carbon. Deoarece valoarea coeficientului de corelatie liniara al seriei bidimensionale (activitatea
B-glucozidazei hibrid/concentratia de etanol) este pozitiv, se evidentieaza o corelatie liniara directa
intre cele doua dimensiuni pentru marea majoritate a tulpinilor, cu exceptia Sc499, S111 si Sc135.
Acest rezultat ar putea fi explicat prin diferentele existente in ceea ce priveste potentialul
fermentativ al transformantilor.
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Figura 8.6. Corelatia dintre productia de etanol si activitatea B-glucozidazica
a tulpinilor de drojdii transformate cu pAct-SPS-Bgl1-3003

Pentru a verifica aceasta ipoteza, toti transformantii au fost testati cu privire la modul
de realizare a fermentatiei in mediu cu 20% glucoza, masurandu-se procentul de etanol obtinut
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dupa 24 de ore, 48 de ore, 72 de ore si 120 de ore, de la momentul inceperii experimentului. Din
figura 8.8 se pot determina valorile concentratiei de etanol cat si diferentele existente intre
transformanti, in ceea ce priveste productia de alcool obtinut prin fermentatia realizata pe
substratul preferat al drojdiilor, glucoza. Din analiza diagramei (figura 8.7) nu se constata diferente
semnificative intre tulpina Sc491 si tulpina petite, Sc499, derivata din Sc4917, in ceea ce priveste
procentul final de etanol.

In toate cazurile, productia de etanol rezultati din substratul, celobioza, a fost mult mai scazuta
comparativ cu productia de etanolul rezultata direct din glucoza, cu o lunga faza de latenta. Dupa
aproximativ 125 de ore de la inoculare transformantii au atins 50% din valoarea maxima a
etanolului determinata dupa 175 de ore de fermentatie. Diferentele in ceea ce priveste eficienta
tulpinilor de drojdii industriale obtinute, in a transforma celobioza au la baza nivelul de exprimare al
B-glucozidazei precum si background-ul genetic al fiecarei tulpini in parte.

Se poate afirma ca, existd o corelatie intre cele doua variabile luate in calcul pentru marea
majoritate a tulpinilor industriale transformate cu pAct-SPS-Bgl1-3003, cu exceptia Sc499, Sp512
si S111. Posibila explicatie ar putea fi aceea ca, in conditiile in care concentratia de glucoza din
mediu este scazuta (conditii asemanatoare celor in care se utilizeaza celobioza), enzimele
respiratorii sunt represate diferit la cele trei specii: S. cerevisiae (Sc499-tulpina petite provenita din
Sc491), S. pastorianus (Sp512) si S. boulardii (S111).

O situatie interesanta rezulta din comparatia fenotipurilor Sc491 si Sc499, tulpini care evidentieaza
un mod similar de fermentatie al celobiozei desi existd o mare diferenta in ceea ce priveste sinteza
de [-glucozidaza. Deoarece Sc499 este tulpina petite provenita din Sc4971 activitatea
mitocondriala pare a fi un factor cheie in eficinta cu care celobioza este transformata in etanol. in
cazul celorlalte doua tulpini o posibila explicatie a neconcordantei dintre productia scazuta de
etanol obtinutd pe substrat celobiozic si buna activitatea B-glucozidazica ar putea fi oferita de
efectul Pasteur negativ descoperit initial la drojdiile de bere si de vin din genul Saccharomyces.
Prin efectul Pasteur negativ se produce inhibarea fermentatiei alcoolice chiar in absenta
oxigenului liber. Cercetarile efectuate inca din 1968 (Wiken, 1968) au aratat ca acest efect se
produce la stadiul de hexokinaza si este cauzat in principal de o lipsa de ATP.

Concluzii

» S-au obtinut prin transformarea cu vectorul plasmidial de exprimare, pAct-SPS-Bgl1-3003, 11
tulpini de drojdii industriale (Su48, Sc491, Sc305, Sc499, Sp519, Sc370, S111, Sh1324, Sp512,
Scarl28, Sc135) si o tulpina de laborator (Sc) capabile sa creasca pe mediu cu celobioza in
conditii aerobe si sa realizeze conversia acestui substrat in etanol, in conditii de anaerobioza.

> Realizarea graficd a corelatiei dintre concentratia de etanol si activitatea B-glucozidazica
exprimata de tulpinile transformate cu fragmentul genic SPS-Bgl1 a evidentiat o concordanta
intre cele doua variabile considerate pentru aproximativ toate tulpinile testate cu exceptia tulpinii
petite Sc499, a tulpinii probiotice S1717 si a drojdiei de bere Sp572.
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|
CONCLUZII FINALE

Rezultatele experimentelor realizate in vederea sustinerii obiectivelor tezei de doctorat sunt
urmatoarele:

»  S-au construit sase vectori plasmidiali de exprimare pBgl1, pST-Bgl1, pSPS-Bgl1, pSPS-Bgl1-
DO, pSPS-Bgl1-D1 si pSTA1-FLD prin inserarea genelor hibrid rezultate din interschimbul
fragmentelor codificatoare ale domeniului fibronectin-like (FLD) si regiunii bogate in
aminoacizii serina-treonina (STRD), in pPEMBLYex4.

» A fost transformata tulpina de laborator S. cerevisiae BY4741 cu fiecare dintre vectorii
plasmidiali pBgl1, pST-Bgl1 si pSPS-Bgl1 si s-a evidentiat exprimarea genelor hibrid
bgl1/STA1, care-i ofera astfel tulpinii de drojdie posibilitatea dezvoltarii pe mediu cu celobioza,
caracteristica neevidentiata la tulpina parentala.

» A fost verificatéd activitatea (-glucozidazica manifestatd de transformanti pe substratul p-
nitrofenil-B-D-glucopiranozid, observandu-se astfel ca, activitatea enzimei heteroloage
exprimatd de tulpina Sc-pST-Bgl1, desi mai scdzutd decat activitatea exprimatd de
transformantii Sc-pSPS-Bgl1, totusi a fost considerabil mai ridicatd decét cea manifestata de
Sc-pBgl1. Rezulta de aici ca, domeniul serina-treonind (STRD) nu impiedica manifestarea
functiei enzimatice dar nici nu intervine in secretia enzimatica asa cum s-a crezut anterior.

» S-a constatat o similaritate de 31% intre domeniul C-terminal al B-glucozidazei izolata de la
Saccharomycopsis fibuligera si domeniul C-terminal al fibronectinei Ill de la Thermotoga
neapolitana in urma alinierii secventelor de aminoacizi a domeniului C-terminal al -
glucozidazei izolata de la Saccharomycopsis fibuligera cu secventele de aminoacizi ale altor
domenii C-terminale din cadrul glicozil-hidrolazelor familiei GH3, cu secventa de aminoacizi a
domeniului C-terminal de la nivelul fibronectinei Il a bacteriei Thermotoga neapolitana si cu
secventa de aminoacizi a domeniului CARDB de la doua enzime bacteriene incadrate in
aceeasi familie a glicozid-hidrolazelor. Datoritd acestei similaritati in secventa de aminoacizi,
domeniul C-terminal al B-glucozidazei a fost denumit fibronectin-like domain (FLD).

» S-a evidentiat ca, in secventa de aminoacizi a enzimei recombinate SPS-Bgl1 exista
numeroase puncte posibile pentru N-glicozilarea realizata prin atasarea N-acetilglucozaminei
(GIcNAC) la asparagina lantului proteic.

» S-a realizat clonarea fragmentului genic SPS-Bgl1 in vectorul pKS,, la nivelul situsului Sphl,
rezultand vectorul plasmidial pGal-SPS-Bgl1-3003, care a favorizat exprimarea genei inserate

» In 11 tulpini de drojdii industriale (Sc135, Sc305, Sc370, Sc491, Sc499, Sp512, Sp519,
Sb1324, S111, Su48 si Scarl28) si in tulpina de laborator Saccharomyces cerevisiae BY4741.

» S-a demonstrat ca, pentru majoritatea tulpinilor de drojdie analizate, peste 70% din activitatea
hidrolitica a B-glucozidazei heteroloage s-a remarcat la nivelul peretelui celular, rezultat care
este Tn acord cu functia acordata domeniului fibronectin-like de a permite atasarea celulara a
enzimei purtatoare.

» S-au obtinut tulpini noi capabile s& hidrolizeze si substraturile celobiozice prin transformarea
tulpinilor de drojdii din genul Saccharomyces cu vectorul de exprimare ce contine ca insert
gena heteroloaga SPS-Bgl1 sub controlul transcriptional al promotorului inductibil.

» S-a dedus ca, utilizarea promotorului constitutiv a determinat transcrierea genei recombinate
SPS-Bgl1 la un nivel mult mai inalt comparativ cu cea determinata de promotorul inductibil.
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» S-a inregistrat o crestere progresiva de la 24 de ore la 72 de ore de la initierea culturii Tn
mediu YPD cu geneticina 50 mg/l a activitatii B-glucozidazei inserate prin transformarea cu
pAct-SPS-Bgl1-3003 a tulpinilor de drojdii industriale utilizate.

> S-a demonstrat posibilitatea cresterii pe mediu cu celobioza in conditii aerobe dar si eficienta
conversiei acestui substrat Tn etanol, in conditii anaerobe a tulpinilor rezultate prin
transformarea cu vectorul plasmidial de exprimare care contine secventa genica recombinata
SPS-Bgl1 sub controlul promotorul constitutiv, Actp.

» Au fost sugerate alte directii de cercetare si alte posibile utilizari ale drojdiilor: drojdiile de vin,
Sc135, Sc305 si Sb1324, cu activitate B-glucozidazica pot fi utilizate nu numai pentru
obtinerea bioetanolului, ci si Th scopul imbunatatirii aromei si culorii diferitelor sortimente de
vinuri datorita capacitatii B-glucozidazei recombinate obtinute de a hidroliza glicozidele
precum, antocianii si de a elibera compusii de aroma si culoare legati de acestia.
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