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Obiectul si importanta temei

1,4-Butandiolul (BDO) este un compus chimic industrial utilizat in scara larga in
medicind, industria chimica, industria textild, papetarie, automobile si in chimia generala.
Potentialul de piatd ale 1,4-butandiolului creste de la an la an, folosit in aplicatii precum in
ingineria polimerilor si elastomerilor, solventilor si a intermediarilor chimicalelor fine.
Productia globald de BDO este deocamdata asigurata in intregime din resurse petroliere, materii
prime neregenerabile, precum: acetilena, butan, butadiene, etc. si BDO se afla pe lista NICNAS
Lista Chimicalelor Industriale cu Productie Ridicata (HVICL).

Utilizarea resurselor regenerabile pentru inlocuirea petrolului ca materie prima pentru
obtinerea combustibililor lichizi, a chimicalelor si a materialelor a devenit un subiect de interes
in Intreaga lume. Interesul deosebit se datoreaza cresterii pretului petrolului, efectelor negative
ale petrolului asupra mediului si avantajelor utilizarii resurselor regenerabile, datorate
abundentei si sustenabilitatii lor. Prin urmare, este necesara dezvoltarea de noi tehnologii pentru
a largi spectrul de produsi. Substante chimice cu valoare adaugata, inclusiv 1,4-butandiolul
(BDO), nu pot fi produse in mod natural de nici un organism cunoscut.

Ingineria genetica este un instrument puternic pentru manipularea genetica a sistemelor
catalitice Tn mai multe etape implicate in metabolismul celular. Microorganismele recombinate,
cu metabolizarea alterata a zaharului, sunt, prin urmare, capabile sa fermenteze zaharul la unele
produse chimice de specialitate, care nu pot fi produse de tulpini originale corespunzatoare.
Pentru a produce BDO cu E. coli in primul rand ar trebui construita o cale noua de biosinteza.
Design-ul tulpinilor reconstruite poate servi ca o contributie importanta in implementarea
biorafinariilor prin conversia deseurilor de biocombustibil — glicerol si bineinteles, glucoza, in
compusi chimici cu valoare adaugata. Glucoza este o sursd de carbon abundentd si poate fi
gasitd Tn multe industrii ca si produs primar sau secundar; poate fi obfinutd din amidon,
celuloza, etc. prin hidroliza. Pe de alta parte glicerolul rezultat din esterificarea uleiurilor a
devenit o sursa de carbon ieftind si abundenta. Industria biodiesel-ului este serios afectata de
acest produs de reactie, ceea ce face esentiala transformarea lui in produsi cu valoare adaugata.
Una dintre solutii este biorafinaria, unde combustibilii si chimicalele reduse pot fi obtinute din

glicerol cu randamente mai mari decat din zaharurile uzuale.
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Obiectivul principal al tezei de doctorat a fost de a produce 1,4-butandiol (BDO) din

materiile prime mentionate anterior, folosind Escherichia coli ca tulpina de productie in mediu

minimal (M9).

Continutul lucrarii

Teza de doctorat este organizata intr-o succesiune logica, coerentd, care pleaca
de la aspectele legate de problematica de a produce 1,4-butandiol (BDO) din materii prime

regenerabile, inclusiv din glucoza sau glicerind obtinut din productia de biodiesel.

Teza de doctorat este structuratd pe 6 capitole, dezvoltatd pe 90 pagini, contine 15
tabele, 53 figuri si o listd bibliografica cu 111 de titluri, dupa cum urmeaza:
Rezumat - “ Summary” prezinta obiectivul principal, ipotezele de lucru si obiective specifice

pentru atingerea obiectivului principal.

Capitolul 1 — “Literature overview” cuprinde o prezentare a importanta a 1,4 butandiolul,
pretul curent al pietei, sinteza chimica a BDO, productia bio-bazatd de BDO, importanta
glicerolul ca sursa de carbon si metode pentru manipularea organismul tintd. De la an la an se
inregistreaza o crestere a producerii si utilizariii de biocombustibili, in special de bioetanol si
biodiesel si deaceea a fost unul dintre motivul ca aceste tehnologii reprezinta alternative
durabile, regenerabile si sigure din punct de vedere al protectiei mediului inconjurator,
comparativ cu tehnologiile utilizate pentru combustibilii fosili. Productia anuala de glicerol va
creste in viitor, dezvoltarea proceselor biochimice capabile sa transforme glicerolul din ce in ce
mai ieftin, Tn compusi cu valoare addugata, reprezentand o mare provocare si in acelasi timp o
oportunitate excelentd. Cu tehnologia propusa in acest tezd de doctorat vom fi capabili sa
addugdm un plus de valoare la productia biodieselului si sd facem acest proces mult mai
competitiv. Fermentarea glicerolului de catre diferite microorganisme va fi o strategie de viitor

promitatoare pentru productia unui produs mai important decat el insusi.

Capitolul 2 — In capitolul ,,Materials and methods” sunt prezentate contributiile teoretice
originale ale autorului tezei de doctorat, folosind cele mai noi tehnici moderne pentru
modificarea genetica a microorganismului-tinta. Din ceea ce stim la ora actuala, 1,4-butandiolul
nu este sintetizat de nici un organism cunoscut. De aceea, practic nu existd nici o cale
biosinteticd de crestere a productiei acestui compus nenatural. De aceea a fost folosit ca

organism-gazda binecunoscuta bacterie E. coli, in care a fost introdusa calea de producere
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biosinteticd a BDO. Pentru reconstructia cdilor metabolice in acest organism a fost necesara
introducerea unor enzime izolate din alte organisme, prin intermediul unor plasmide speciale.
O potentiala strategie pentru imbunatatirea productiei de BDO a fost blocarea cailor concurente,
lasand doar calea BDO pentru obtinerea echilibrului redox in timpul fermentarii glucozei sau
glicerolului. Dupad identificarea strategiilor in silico de inlaturare a genei utilizand cadrul de
optimizare (OptKnock) rezultatele a fost verificate experimental prin utilizarea metodei de
recombinare A-Red pentru eliminarea cailor concurente. Cele mai mari provocari ale acestui
obiectiv a fost: construirea si exprimarea unei cai heterologe de obtinere a BDO din intermedieri
centrali metabolici si ingineria distributiei fluxului de carbon. Cu toate modificarile enumerate
in acest capitol E. coli a fost capabild sa produca BDO din materii prime brute ieftine. Obtinerea
BDO 1in tulpini modificate genetic a fost optimizatd si in bioreactor pe medii de cultura

minimale, folosind diferite conditii de mediu de cultura si diferite surse de carbon.

Capitolul 3 — ,,Results” este dedicat prezentarii rezultatelor experimentale efectuate, analiza
fluxului metabolic a fost realizata in silico, rezultatele au fost verificate experimental si in final
determinat in cele mai bune conditii in bioreactor, contindnd: analiza genomului total si analiza
fluxului metabolic in silico, analiza transcriptomului folosind DNA microarray, HPLC pentru
a masura nivelele de expresie ale genelor implicate in diferite cai metabolice si productia de

metaboliti.

Conclusions -. prezinta concluziile generale, contributiile originale ale autorului si principalele

directii de cercetare in viitor

APPENDIX —.contine informatii suplimentare, protocoale si imagini legate de Capitolul 2.

REZUMAT

Prima ipotezad pe care se bazeaza tema de cercetare se refera la posibilitatea utilizarii
metodelor bioinformatice (capabile s manipuleze o cantitate uriasd de date genomice,
transcriptomice, proteomice si metabolomice) pentru proiectarea si testarea unor noi cai
metabolice, inexistente Tn mod natural.

A doua ipotezd a tezei enuntd faptul ca, alegind un metabolit important din
metabolismul primar, drept compus de pornire in noua cale biosintetica, prin instrumentele
ingineriei metabolice (deletia genelor specifice unor cai metabolice secundare concurente) si

ingineriei genetice (over-expresia genelor heterologe) fluxul de carbon poate fi dirijat prin calea
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metabolicd primara in reactiile biochimice nou-introduse; realizandu-se o optimizare genetica
a organismului gazda in vederea cresterii biosintezei compusului de interes.
Pentru atingerea obiectivului principal, urmatoarele etape au fost realizat:

e Modelarea metabolismului bacterian si simularea modificarilor metabolice prin
utilizarea metodelor bioinformatice
Pentru ntelegerea celulei ca un sistem, este obligatoriu folosirea unui model metabolic

complex, care contine informatii, cum ar fi stoichiometria reactiilor metabolice, formule
chimice, sarcina metabolitilor si relatiile dintre gene, proteine si reactii. Modelul metabolic cel
mai complex a tulpinei bacteriene Escherichia coli contine 1366 de gene si mai mult de 2500
de reactii. Dupa analiza stoechiometrica a reactiilor si a altor parametri, modelul metabolic
existent in format SBML (Systems Biology Markup Language) a fost updatat si testat in silico.
1,4-butandiolul (BDO) nu este sintetizat de nici un organism cunoscut, si de aceea, calea de
obtinere a BDO nu este inclusa in modelul de baza. Inserarea noii cdi metabolice in model a
fost realizata pas cu pas, Simularile a fost efectuate utilizand metoda Reconstructie si Analiza
Bazatd pe Constrangeri (Constraint-Based Reconstruction and Analysis (COBRA)) a
pachetului MATLAB pentru prezicerea varietatii fenotipurilor metabolice.

e Optimizarea tulpinei de productie prin inginerie metabolica
Identificarea strategiilor de optimizare a productiei metabolitului-tinta a fost realizata in

prima faza in silico, utilizand cadrul de optimizare OptKnock, care rezultatele a fost realizate
experimental prin utilizarea metodei de recombinare A-Red pentru eliminarea cdilor concurente.
Urmatoarele gene au fost eliminate: IdhA (LDH- lactat dehidrogenaza), pflB (piruvat format

liaza), adhE (alcool dehidrogenaza).

e Proiectarea ciii metabolice modificate pentru producerea de 1,4 butandiol in
tulpina-gazda Escherichia coli MG1655
Pentru reconstructia caii metabolice noi in acest organism a fost necesar introducerea

unor gene heterologe, care codifica enzimele necesare reactiilor specifice alese. Enzimele
corespunzatoare reactiilor intermediare a fost selectate pe baza datelor din literatura de
specialitate si baze de date specifice, folosind drept criterii de selectie In primul rand
proprietatile enzimatice (valoarea Km, Kcat/Km, specificitatea de substrat, temperatura si pH
optim, cofactori), proprietdtile genelor codificatoare (compozitia GC), proprietiti proteice
(tendinta de formare a corpurilor de incluziune), respectiv distanta filogeneticd a organismului
din care provine gena respectiva. Cele mai active enzime gasite au fost izolate si analizate
pentru a fi transforma Tn E. coli, iar ca sistem de expresie au fost ales vectori plasmidiali

specifici, capabili la expresia si mentinerea simultand a mai multor gene in aceiasi celula.
7
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Elementele de reglaj transcriptional (promotor puternic T7) folosite a asigurat expresia
enzimelor in cantitate adecvata.

e Testarea experimentala a fermentatiei propuse si analiza transcriptomica a
tulpinilor de productie
Analiza fenotipica a tulpinilor de productie s-a realizat prin determinarea concentratiei

metabolitilor intermediari formati din noua cale biosintetica, precum si din urmarirea formarii
metabolitilor din cdile secundare concurente, respectiv a formarii biomasei. Pentru
determinarea nivelului expresiei de enzime a fost analizat transcriptoma prin analiza
microarray, prin determinarea nivelului de expresie a genelor dorite.

e Optimizarea proceselor la scara de laborator
Obtinerea 1,4-butandiolul in tulpini modificate genetic va fi optimizata in bioreactor pe medii

de cultura minimale, folosind diferite conditii de mediu de cultura si diferite surse de carbon.

CAPITOLUL I

STUDIU DOCUMENTAR

Sursele de energie fosile vor fi epuizate nu foarte tarziu datorita exploatarii continue a
acestora. In schimb, biomasa este o sursi viabild pentru combustibili si chimicale pe termen
lung [1-4].Suplimentarea consumului de petrol cu resurse regenerabile este, astfel, de
importanta critica in sustinerea cresterii industriei chimice. Recent, utilizarea resurselor
regenerabile pentru inlocuirea petrolului ca materie primd pentru obtinerea combustibililor
lichizi, a chimicalelor si a materialelor a devenit un subiect de interes in intreaga lume. O
posibila modalitate de transformare a biomasei in combustibili si chimicale combind procesele
biochimice si chimice [5].

Procesul biochimic implica utilizarea unui microorganism recombinat prin inginerie
metabolica cu capacitati de a produce 1,4-butandiol (BDO) fie din materii prime regenerabile,
inclusiv din glucoza sau glicerind obtinut din productia de biodiesel. Ingineria metabolica
modernd reprezintd o viziune sistemica In analiza metabolismului celular si In
predictia/reproiectarea optimd a retelelor metabolice cu scopul de a obtine organisme cu
proprietati imbunatatite. Ingineria geneticd este un instrument puternic pentru manipularea
genetica a sistemelor catalitice in mai multe etape implicate in metabolismul celular [6].
Microorganismele recombinate, cu metabolizarea alteratd a zaharului, sunt, prin urmare,
capabile sa fermenteze zaharul la unele produse chimice de specialitate, care nu pot fi produse

de tulpini originale corespunzatoare [6-8]. De exemplu, catecolul si acidul adipic au fost
8



Metabolic engineering of Escherichia coli for obtaining 1,4-butanediol from glucose and glycerol

obtinute din glucoza utilizand E.coli modificata genetic, in timp ce atat glucoza si xiloza din
biomasa celulozica au fost transformate in etanol de drojdia Saccharomyces recombinata [9].
Cu toate acestea, existd alte substante chimice cu valoare adaugata, inclusiv 1,4-butandiolul
(BDO), care nu pot fi produse in mod natural de nici un organism cunoscut. Totusi, prin
utilizarea amprentei genetice si diferitelor informatii biochimice, pot fi create modele de
metabolism pentru orice organism care pot ajuta la ingineria organismului pentru producerea
multor produsi de interes.

Utilizarea glicerolului ca sursa de carbon pentru obtinerea de BDO aduce multe
avantaje: glicerolul este produs ca un produs secundar al productiei de biodiesel, pretul redus
face ca glicerolul sa fie o sursa atractiva de carbon, combustibilii si substantele chimice pot fi
obtinute din glicerol cu o ratd mai mare decédt din zahdrurile comune deoarece, de exemplu,

gradul de reducere per carbon din glicerol este semnificativ mai mare decat cel al glucozei.

Importanta 1,4-butandiolului

1,4-Butandiolul este un compus chimic important, un compus organic utilizat ca

intermediar pentru sinteza altor chimicale si polimeri [12].

4

Fig.1.2.1. Modelul de structuri chimicia a BDO [13]
Datorita reactivitatii bifunctionale a celor doua grupari OH (Fig.1.2.1.), este unul dintre cei mai
importanti componenti in productia de diferite tipuri de plastic, inclusiv a polibutilen-
tetraftalatului (PBT), a fibrelor elastice (Spandex) [14], poliuretanilor (barele de protectic a

maginilor), unei familii large a homopolimerilor si copolimerilor [12,15].
Metode si procedee bazate pe inginerie metabolica a bacteriilor

Alegerea microorganismului-gazda pentru aplicatii de inginerie metabolica este, in cele mai
multe cazuri, determinatd de usurinta de manipulare al organismului, In spetd, conditii de
cultivare simple, secventa genomica cunoscutd, cu tehnici de manipulare genetica bine pusi la

punct si cu retele metabolice intelese in detaliu [63,64]. Escehrichia coli si Saccharomyces

9
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cerevisiae sunt organisme-model care Tndeplinesc aceste criterii, astfel sunt folosite in
dezvoltarea multor strategii de reproiectare in vederea cresterii productivitatii si randamentului
produsului-tinta [65, 66].

Un alt criteriu care trebuie luat in considerare este selectia enzimelor Enzimele (elementele
fundamentale ale cailor biosintetice heterologe) pot fi obtinute din diferite surse, iar o serie de
baze de date, secvente si proprietati functionale ale enzimelor stau la baza unei selectii rationale
ale enzimelor care catalizeaza pasurile individuale ale cailor biosintetice heterologe [68-71].
Diversitatea asiguratd de evolutia enzimelor (enzime mai robuste, mai eficiente, cu specificitate
de substrat diversificatad) ofera posibilitatea selectiei enzimelor pentru converisa unor
substraturi ne-naturale, iar printr-o abordare modulara, enzimele pasurilor individuale
provenind din diferite fundaluri biosintetice, pot fi combinate pentru a realiza o serie de reactii

intr-un scop definit [68].

CAPITOLUL 11

MATERIALE SI METODE

Acest capitol descrie in detaliu proiectarea noii cai biosintetice care duce la productia
de 1,4-BDO. Pentru a creste concentratia moleculei initiale (succinil-COA), 0 potentiald
strategie a fost blocarea cailor concurente, prin deletia genelor piruvat formiat liaza, lactat
dehidrogenaza si alcool dehidrogenaza (4ldhA, ApflB and AaldhEz), folosind metoda
recombinare A-Red, lasand doar calea BDO pentru obtinerea echilibrului redox in timpul
fermentarii glucozei sau glicerolului [51]. Cantitatea de acid succinic formatd a fost
monitorizatd prin HPLC.

Pentru calea biosintetica alternativa, au fost selectate enzima cu specifitate dubla
aldehida/alcool dehidrogenaza din Clostridium acetobutylicum (adhE2 EC 1.1.1.1) si enzima
nativa a E. coli, succinil-CoA sintetaza (sucCD EC 6.2.1.5).

Tn design-ul si selectia sistemului de expresie pentru calea biosintetici heterologa pentru
productia de 1,4 butandiol, s-a avut in vedere, drept criteriu general, manipularea usoara al
vectorilor, posibilitatea clondrii directionate, prezenta siturilor de legare ribosomale, dar si al
secventelor specifice in vederea purificarii si determinarii specifice ale enzimelor individuale.

Am ales folosirea unui sistem vectorial de coexpresie cunoscut si folosit Tn mod curent in

aplicatii de inginerie metabolica, dezvoltat de compania Novagen. Sistemul de coexpresie Duet

10
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contine vectori plasmidiali bazat pe sistemul pET, cu promotor puternic T7lac, fiecare fiind
proiectat pentru expresia simultand a doud proteine-tintd. Vectorii din seria Duet contin
repliconi compatibili, respectiv gene marker (rezistentd la diferite antibiotice). Plasmidele
contin si gena lacl, pentru controlul suplimentar al expresiei genice. Primul site de policlonare
(MCS1) contine situri de restrictie pentru clonare directionala, si codifica un 6XHis-tag amino-
terminal pentru detectie si purificare. MCS2 codifica o secventa carboxi-terminald optionala de
15 aminoacizi (S-Tag).

Stiind cé expresia proteinelor recombinante si deletiile genelor pot influenta semnificativ
viabilitatea celulara, am investigat impactul exprimarii enzimelor cheie prin utilizarea tulpinilor de
deletie. Acest lucru ne-a ajutat sa analizim modificarile fiziologice ale E. coli si ne-a oferit directii
pentru optimizarea ulterioard a sistemului nostru pentru a obtine randamente satisfacatoare ale
produsului tinta. Dupa optimizarea tulpinii, cantitatea de 1,4-BDO formata a fost monitorizata

prin HPLC.

Analiza in silico a productiei de 1,4-BDO

Pentru simulari in silico a fost folosit modelul metabolic al E. coli K12 MG1655
(1JO1366) publicat anterior [96], disponibil in format SBML (Systems Biology Markup
Language) la baza de date on-line BioModels (http://www.ebi.ac.uk/biomodels-main/). Pentru
a actualiza modelul pentru obiectivul propus 11 reactii au fost modificate. Distributia fluxului
in starea stationara a fost estimatd prin implementarea modelului in setul de aplicatii COBRA
Toolbox (MATLAB). Modelul contine 1366 gene, 2251 reactii metabolice si 1136 metaboliti.
Modelele metabolice contin informatii despre cdile metabolice, majoritatea provenite din
literatura de specialitate. SBML este un standard de comunicare intre webservices, biologii au
definit un standard pentru a comunica datele din biochimie. In vederea simularii in silico a
metabolismului celular este necesara utilizarea unor proceduri de integrare numerica
(proceselor biochimice), proceduri care sunt astazi practic standardizate. Cea mai populara
abordare de optimizare pe baza de constrangere este analiza fluxului de echilibru (FBA) o
aplicatie directd de programare liniara pentru sistemele biologice pentru a estima rata de
crestere a unui organism sau a ratei de productie a unui metabolit, folosind coeficientii
stoichiometrici pentru fiecare reactie. Distributia fluxului in starea stationard a fost estimata
prin implementarea modelului in setul de aplicatiit COBRA Toolbox (MATLAB) si OptFlux .
Inputurile au fost limitate la mediul minimal (M9) care contine numai sdruri minerale si glucoza

sau glicerina ca sursa de carbon. Cresterea pe glucoza a fost simulata prin constrangerea limitei

11
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inferioare a ratei de absorbtic a glucozei la valoarea determinata experimental: 20 mmol gDW-
1h -1 . In conditii aerobe consumul de oxigen a fost fixat la 1000 mmol gDW-1h -1 (absorbtie
nelimitatd de oxigen), pentru microaerobe am utilizat 5 mmol gDW-1h -1 si 0 pentru a crea

conditii anaerobe.

Eliminarea caii concurente

Deletiile genelor cromozomale au fost realizate prin utilizarea metodei de recombinare A-
Red publicata de Datsenko si Wanner in 2000 [51].
Table 2.2.5.1. Lista tulpinilor mutante

Gene eliminate GENOTIP RELEVANT EXPLACATII NOTA

piruvat format liaza MG1655 ApflB pflB mutant deletional MG14D1

piruvat format liaza pflB, IdhA MG14D2
MG1655 ApfIBAIdhA mutant deletional dubla

lactat dehidrogenaza

piruvat format liaza pflB, IdhA, adhE MG14D3

lactat dehidrogenaza MG1655 ApfIBAldhAAadhE;  mutant deletional tripla

alcohol/aldehide dehidrogenaza

Investigarea metabolitilor formati

Pentru a studia productia de acid succinic a bacteriilor mutanta tripla MG1655
ApfiBAldhAAadhE?2 in comparatie cu tulpina control MG1655 urmatoarele metode au fost
utilizate. Prima faza de crestere acroba a fost urmata de faza de productie anaeroba. Celulele au
fost cultivate in 5 ml LB intr-un mediu oxigenat cu agitare la 150 rpm la 37°C peste noapte,
apoi recoltate prin centrifugare la 4500 rpm timp de 5 minute, resuspendate Th mediu de
fermentatie si transferate intr-un Erlenmeyes de 100 ml care contine 20 ml bulion de fermentare.
Celulele au fost cultivate in continuare in conditii aecrobe cu agitare la 150 rpm la 37°C timp de
16 ore. Dupa faza aeroba, celulele au fost recoltate prin centrifugare la 4500 rpm timp de 10-
minute si resuspendate in mediu de fermentare proaspat. Culturile au fost transferate aseptic in
sticle sigilate continand 75 ml de mediu M9 suplimentat cu 5 g/L glicerol. Aerul din spatiul de
cap a fost nlocuit cu gaz CO: si bacteriile au fost cultivate cu agitare la 150 rpm la 37 °C timp
de 120 de ore. Pentru a analiza metabolitii extracelulari, 1 ml de proba de cultura a fost recoltat
prin centrifugare la 14000 rpm timp de 10 minutes, supernatantul a fost apoi filtrat printr-un
filtru de seringd cu dimensiunea porilor de 0,2 um pentru analiza cromatografiei lichide de
inaltd performantd (HPLC-Varian ProStar). Probele filtrate au fost pastrate la -20 °C pana la

utilizare.
12
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Proiectarea vectorilor recombinanti

Tn design-ul si selectia sistemului de expresie pentru calea biosintetica heterologa pentru
productia de 1,4 butandiol, s-a avut in vedere, drept criteriu general, manipularea usoara al
vectorilor, posibilitatea clondrii directionate, prezenta siturilor de legare ribosomale, dar si al
secventelor specifice in vederea purificarii si determinarii specifice ale enzimelor individuale.

Am ales folosirea unui sistem vectorial de coexpresie cunoscut si folosit Tn mod curent in
aplicatii de inginerie metabolica, dezvoltat de compania Novagen. Sistemul de coexpresie Duet
contine vectori plasmidiali bazat pe sistemul pET, cu promotor puternic T7lac, fiecare fiind
proiectat pentru expresia simultand a doud proteine-tintd. Vectorii din seria Duet contin
repliconi compatibili, respectiv gene marker (rezistenta la diferite antibiotice). Plasmidele
contin si gena lacl, pentru controlul suplimentar al expresiei genice. Primul site de policlonare
(MCST1) contine situri de restrictie pentru clonare directionala, si codifica un 6XHis-tag amino-
terminal pentru detectie si purificare. MCS2 codifica o secventd carboxi-terminald optionald de
15 aminoacizi (S-Tag).

Clonarea a doud ORF intr-un singur vector de expresie necesitd planificare suplimentara, in
constructele cu doua gene, siturile de restrictie folosite pentru clonare directionata trebuie sa fie
verificate si pentru prezenta in cealalti secventa codificatoare. Intr-un experiment tipic, dupa
clonarea primului insert, plasmida intermediard va fi izolata, iar prezenta insertului si

corectitudinea cadrului de citire , verificata prin restrictie si secventiere.

Asamblarii vectorilor recombinati

Subclonarea secventelor codificatoare in vectorul original pETDuetl s-a realizat prin
clivarea vectorului, respectiv al produsului de PCR/genei sintetice obtinut in pasul anterior cu
un set de doud enzime de restrictie selectate pentru fiecare gend introdusd, urmata de izolarea

st purificare benzilor aferente fragmentelor vectorului, respectiv insertului.

Expresia controlata a enzimelor

Expresia controlatd a enzimelor in celulele transformate E. coli BL21(DE3)Star, cu vectorii
pGS1.1, pGS2.1 s-a realizat in culturi de 100 mL, Tn mediu LB suplimentat cu 100 pg/ml
ampicilini. Culturile de productie s-au initiat de la valori OD de 0.1 si s-au incubat la 37°C cu
agitare 250 rpm pana la atingerea valorii de ODeoo de 0.5-0.7 (faza logaritmica de crestere).
Inducerea expresiei genice s-a realizat prin adaugarea la culturile de productie a agentului de

inducere IPTG. Intrucat concentratia de inductor folosit poate influenta semnificativ cantitatea

13



Metabolic engineering of Escherichia coli for obtaining 1,4-butanediol from glucose and glycerol

de proteine exprimate, in special in cazul vectorilor de co-expresie, s-a stabilit concentratia
optimda de IPTG folosit in teste preliminarii, carora in restul experimentelor s-a folosit o
concentratie de inductor de 0.5 mM. Productia de proteine s-a realizat timp de 4 ore, iar probe
pentru separarea prin electroforeza SDS PAGE si analiza proteinelor celular s-au luat n fiecare
faza a experimentelor.

Conform rezultatelor prezentate, culturile E. coli Star sunt adecvate productiei de proteine din
vectorii recombinati pGS1.1, pGS2.1. In probele corespunzitoare a 1,2,3 si 4 ore de cultivare
dupa inducere, pot fi remarcate benzile proteice aferente enzimelor adhE2 (94.6 kDa) si sucCD
(subunitati de 38 si 40 kDa), respectiv, cu mase moleculare aparente similare maselor
moleculare teoretice. Benzile proteice ale enzimelor heterologe sugereaza in mod vizibil o
cantitate ridicatd de enzime heterologe produse comparativ cu benzile aferente celorlalte

proteine celulare.

Purificarea proteinelor

Deoarece proteina de interes contine un tag (etichetd) polihistidinica face posibila
separarea prin cromatografie cu afinitate de Ni+, unde proteina de interes cu His6Tag se leaga
de ionii de Ni+.

Introducerea caii de proiectare in tulpini optimizate

Culturile obtinute din tulpinile optimizate metabolic (tulpina M14D3, din care s-au eliminat
genele pflB, 1dhA si adhE) transformate (tulpini continand vectorul ADN pGS1.1) s-au realizat
in volume de 100 mL, in mediu M9, suplimentat cu ampicilina pentru mentinerea plasmidelor
in cursul cultivarii. In vase anaerobe (conditiile de anaerobioza fiind asigurate prin purjarea
mediului de culturd cu CO2 inaintea incoluldrii). Inducerea exprimarii genelor caii biosintetice
s-a realizat cu 1 mM IPTG (izopropil-tiogalactopiranozidad), adaugata in momentul inocularii.
Pe durata cultivarii, s-a monitorizat cresterea numarului de celule prin masurarea valorilor
0OD600, si s-au determinat concentratiile metabolitilor de interes in intervalele specificate din

supernatantul culturilor de productie conform metodologiei bioanalitice elaborate.

Analiza stabilitatii tulpinilor producatoare de BDO

In vederea evaluirii stabilitatii tulpinilor posibil producitoare de BDO in diferite conditii, in
termenii mentinerii plasmidelor si al exprimarii genelor heterologe, s-au realizat culturi aerobe
si anaerobe din tulpina M14D3-pGS1.1 in mediu M9, cu ampicilind 50 ug/mL si 5g/L glucoza

ca unica sursd de carbon, culturile fiind mentinute la 37°C cu agitare la 250 rpm, iar inducerea
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exprimarii genice s-a realizat In momentul inocularii, suplimentand mediul de cultura cu 0.5
mM IPTG. In cursul fermentatiilor, s-a urmarit cantitatea de plasmide mentinute in culturi,
respectiv evolutia exprimarii genice, la nivel de proteine, utilizand metodele descrise anterior.
Cum era de asteptat, privind mentinerea vectorilor recombinati in culturile tulpinei optimizate
metabolic M14D3, nu s-au inregistrat diferente semnificative privind cantitatile de ADN
plasmidial in diferite momente ale fermentatiilor aerobe, respectiv anaerobe, in cazul culturii
anaerobe fiind observata o usoard reducere in cantitatea de ADN plasmidial prezent in cultura,
consistent cu valorile OD600 mai reduse. Privind exprimarea genica la nivel de proteine,
urmarirea evolutiei proteinelor celulare in intervale de timp definite in cursul fermentatiei
anaerobe/aerobe a rezultat in identificarea proteinelor codificate in vectorul de co-exprimare
pGSl.1, intensitatea relativa a benzilor proteice corespunzatoare modificandu-se in timp,

conform cresterii numarului de celule 1n culturi.

Determinarea activitatii genelor heterologe prin analiza expresiei genelor

Analiza completa a expresiei genice a tulpinilor de productie de BDO s-a propus a fi realizata
prin experimente de microarray a transcriptomului tulpinilor optimizate, contindnd enzimele
caii biosintetice, in diferite conditii de cultura (utilizand ca sursa unicd de carbon glucoza,
respectiv glicerina). Datele experimentale rezultate s-au validat prin experimente de RT-Q-PCR
gena-specifice. Culturile de productie (MG14D2-pGS1.1), cultivate in conditii microaerobe, in
volume de 100 mL mediu M9, suplimentat cu IPTG, ampicilina si glucozad 10 g/L sau glicerind
10g/L ca sursa de carbon s-au cultivat la 37°C pana atingerea fazei exponentiale de crestere
(OD600=0.7-1), dupa care s-a procedat la extractia de ARN total (Thermo GenelJet RNA

Purification Kit), conform recomandarii producétorului.

Analiza transcriptomului prin microarray

Analiza transcriptomului tulpinii de productie M14D2-pGS1.1, comparatd cu tulpina de
referinta M14D2-pC, crescuta in conditii similare s-a efectuat in laboratoarele UD-Genomed
din Debretin (Universitatea din Debretin,Ungaria), folosind platforma de microarray GeneChip
3000 7G, cu Autoloader si Scanner GCS 3000 7G, FS450 Fluidic Station, respectiv HO 645
Hibridization Oven. Marcarea specifica a moleculelor d¢ ARNm, adecvate hibridizarii cu
GeneChip E. coli array (Affymetrix), rezultate din probele analizate s-a realizat prin utilizarea
unei reactii de reverz-transcriere cu oligonucleotizi random hexamer pentru sinteza cADN,
urmata de fragmentarea cu DNAZza | si marcare prin transferaza terminald, respectiv biotinilarea
cu reagentul GeneChip DNA labeling reagent la terminatiile 3’
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Dupa cvantificarea probelor de cADN fragmentat, s-a procedat la hibridizarea acestora la
GeneChip E. coli array, utilizindu-se o cantitate minima de cADN fragmentat de 1 ug. Dupa
hibridizarea realizatd intr-un cuptor de hibridizare HO 645, s-a realizat spalarea, marcarea si
scanarea array-ului, cu ajutorul unui scanner GCS 3000 7G respectiv a platformei automate
FS450 Fluidic Station.

Datele rezultate din experimente s-au analizat (filtrarea datelor relevante si analiza statistica)
prin software-ul specializat GeneSpring, obtinandu-se o lista cu gene relevante din punctul de

vedere al modificarii expresiei genice.

Validarea datelor cu RT-Q-PCR

Validarea datelor obtinute din analiza transcriptomului prin microarray s-a realizat prin
reactii de RT-Q-PCR, pornind de la probele de ARN total obtinute din culturile de productie.
Sinteza cADN s-a realizat prin RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit (Thermo), cu
oligonucleotide oligo d(T), pentru sinteza selectiva a cADN pe baza mARN, conform
recomandarii producatorului. Reactiile de PCR cantitative s-au realizat pornind de la 0.5 pg de
cADN sintetizat, utilizand o platforma Mx3005P (Agilent). Reactiile s-au realizat utilizand
marcaj fluorescent bazat pe chimia SybrGreen, cu Thermo Scientific Maxima SYBR Green
gPCR Master Mix, folosind drept fluorocrom de referinta ROX. Reactiile s-au realizat n
triplicate, pentru un set de 3 gene de interes din punctul de vedere al functionalitatii caii
biosintetice introduse (pflB, sucCD, pykF) folosind ca gena-control, regiunea 16SrADN.
Profilul termic al reactiilor de Q-PCR s-a realizat dupa cum urmeaza: denaturare initiald sa
95°C, 10 min., 35 cicluri de denaturare la 95°C, 15, annealing la 45°C, 30”, extensie la 72°C,
1’ 30, urmate de un ciclu la 95°C, 1°, 45°C, 307, 95°C, 30", pentru determinarea curbei de
disociere.

Citirea fluorescentei s-a realizat prin metoda end-point, setata pentru sfarsitul perioadei
de hibridizare, iar in ciclul terminal, citirea intensitatii fluorescentei fiind setat la all-point.
Analiza datelor experimentale, normalizarea si reprezentarea grafica s-a efectuat prin

programul MxPro.

Parametrii de cultivare in bioreactor

Pentru preparare inocolului au fost utilizate mai multe faze printre care, faze aerobe,
microaerobe, anaerobe intr-o sticla de ser. Prima data am preparat o pre-cultura aeroba pornind

dintr-o singura colonie bacteriana. Dupa inocularea acestei colonii bacteriene in 5 mL LB, a
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fost incubat la o temperatura de 37°C peste noapte. Celulele au fost centrifugate la 5000 rpm
timp de 10 minute, peletul a fost spalate cu PBS si resuspendate cu 1 mL de bulion de cultura,
apoi s-au transferat intr-un baloane Erlenmeyer sterile de 100 mL care contineau 25 mL de
mediu M9. Tn cazul conditiilor microaerobe/anaerobe, culturile starter au fost preparate in
acelasi mod, apoi bacteriile au fost introduse in 150 ml de baloane anaerobe sterile care contin
100 ml de mediu. Tn cazul culturilor anaerobe, conditiile de anaerobioza fiind asigurate prin
purjarea mediului de culturd cu CO2 inaintea incolularii. Toate versiunile de culturi au fost
pregdtite in trei exemplare. Culturile de productie (de exemplu, culturi de tulpini mutante care
adapostesc plasmide pGS) au fost induse cu 1 mM IPTG (Sigma). Densitatea optica a fost

urmarita cu un spectrofotometru CamSpec M330 la 600 nm.
Metode analitice

Analizele metabolitilor au fost efectuate de sistemul de cromatografie Agilent Infinity 1260
echipat cu detectoare UV-VIS si RID si auto-sampler. Determinarea izocratica a glucozei,
BDO, succinatului si acetatului a fost efectuata folosind o coloand Coregel 87H3 mentinuta la
50°C, cu H2S504 0,008 N ca faza mobila, la debit de 0,6 ml/min. Probele au fost preparate prin
centrifugarea culturilor la 10000 rpm timp de 10 minute, supernatantul a fost filtrat prin filtre
Millipore de 0,2 um si depozitat, atunci cand a fost necesar, la -80°C. Calibrarea a fost efectuata

cu compusi puri de calitate HPLC achizitionati toti de la Sigma.

CAPITOLUL I
REZULTATE

Proiectarea caii metabolice

Calea biochimica proiectata care duce la productia de BDO porneste de la succinil-CoA,
care poate fi transformat in 4-hidroxibutirat de catre aldehida/alcool dehidrogenaza cu dubla
specificitate din Clostridium acetobutylicum (adhE2). Gruparea carboxilica a 4-
hidroxibutiratului poate fi activatd de enzima nativa a E. coli, succinil-CoA sintetaza (sucCD)
iar in etapa finala 4-hidroxibutiril-CoA va fi transformata in 1,4-butandiol de catre acelasi
adhEz2.
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Fig. 3.1.1. Calea de biosinteza propusa pentru formarea 1,4-butandiolului
Calea propusa este prezentata evidentiata, reactiile eliminate sunt reprezentate de un ,,X”

Pentru optimizarea randamentului produsului tintd, blocarea cdilor metabolice
concurente este una dintre strategiile promitatoare. Cu eliminarea genei IdhA productia de acid
lactic, cu eliminarea genei pflB productia de acid formic si cu eliminarea genei adhE2, productia
de etanol ar putea fi inhibata, redirectionand fluxul de carbon pentru a creste formarea succinil-
COA, care este molecula de pornire a traseu noastre nou proiectate.

Analiza echilibrului fluxului a fost utilizata pentru analizele fenotipului pentru a estima
distributia fluxului si a determina daca calea este activa in anumite conditii. Simuldrile au fost

efectuate in conditii de stare stationara:

max Z = cTv (1)
subjecttoSv = 0 (2)
X;Sijv; =0) (3)
Vip <V < Vyp 4)
unde:

e Z - functia obiectiv,

e C- vector de greutdti (contributia fiecdrei reactii la functia obiectiv),

e S- matricea stoechiometricd cu m metaboliti si n reactii,,

e v vector flux cu n elemente,

® Vjp Si Vyp reprezintd limitele inferioare si, respectiv, superioare ale fluxurilor.

Avand in vedere previziunile, calea BDO este inactiva in tulpina E. coli MG1655 de tip

sdlbatic chiar daca consumul de oxigen este redus/eliminat sau sursa de carbon este schimbata
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de la glucoza la glicerol. Optimizarea pe doud niveluri a fost efectuata pentru a gasi
gene/candidati de reactie care conduc la formarea BDO, mentinand in acelasi timp cresterea
optima (crestere de cel putin 0,1 h-1). Rezultatele cu cele mai mari productii de BDO sunt
prezentate in Tabelul 3.1.1.
Table 3.1.1. Rezultate obtinut in silico de modelare, comparativ cu alte lucrari [107]

SUBSTRATUL BIOMAS BDO BY- CONDITII  BIBLIOGRAFIE
SFLUX  (MMOL PRODUCTS
(H?) GDW-HY)  (MMOL GDW-

1H-1)
GLUCOZA 0.30 14.46 Acetat 21.06 Anaerob Rezultate proprii
0.14 15.17 Acetat - Anaerob [12]
Piruvat -
Etanol -
0.39 10.27 - - Anaerob [108]
GLICEROL 0.25 8.68 Acetat 7.49 Microaerob Rezultate proprii

Conditiile de fermentatie optime prezise pentru glucoza ar putea fi fara oxigen (anaerob) cu 3
mutatii KO (4pfIB, AldhA, AadhE?2), unde randamentul molar a fost de peste 0,7 mol BDO per
mol glucozi. In cazul glicerolului, numai conditiile microaerobe par a fi adecvate pentru

productia de BDO.

Obtinerea de casete de gene specifice

Pentru producerea mutantei in primul rand a fost produsa casete specifice cu ajutorul reactiei
de polimerizare in lant amplificand caseta care codifica rezistenta la cloramfenicol/kamanicina
avand si capete de lantomologe cu regiunea care delimita genele tinta din genomul E. coli.
Succesul reactiei de PCR a fost verificat pe electroforeza in gel de agaroza 1%, marimea casetei
este de 1100 perechi de baze azotate in cazul casetei cloramfenicol si 1300 perechi de baze

azotate 1n cazul casetei de kanamicina.

M1 2 3 4
6000 bp—
3000 bp—-—
1500 bp— ey
1000 bp—— - -

Figure 3.2.1. Verificarea casetelor de gene specifice in gel de agaroza 1%
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1: 1 kb AND marker, Fermentas, 1pl; 2, 3: Casetele de gene specifice cu rezistenta la

cloramfenicol; 4,5: Casetele de gene specifice cu rezistenta la kanamicina

Transformare cu vectorul pKD46

Dupa ce am obtinut caseta de gene specifice, am creat celule de E. coli K-12 MG1655

chimic competente si celulele au fost transformate cu plasmida pKD46, prin metode chimice.

Deoarece plasmida pKD46 are rezistenta la ampicilina pe mediu continand ampicilina
se pot dezvolta doar celulele care au putut integra plasmidele purtatoare de rezistenta, astfel

avand capacitatea de a descompune inelul lactamic al ampicilinei.
Verificarea eliminarii genelor prin PCR

Faptul ca gena a fost inlocuita intr-adevar cu caseta de cloramfenicol, am demonstrat-0 cu
ajutorul tehnicii PCR. Produsul de PCR a fost verificat pe gel de agaroza de 1%, rezultatul fiind

ilustrat pe Figura 3.2.4.1.

Figure 3.2.4.1. Verificarea schimbarii genei piruvat-formiat liaza la caseta de
rezistenta la antibiotice Tn gel de agaroza 1%

Coloana 1. 1 kb ADN marker, Fermentas

Coloanele 2,3,4,5: Produsele PCR din Escherichia coli K-12 W3110 Coloana 6. Gena
piruvat-formiat liaza din genomul E. coli Coloana 7. Controlul

Conform gelului obtinut putem afirma ca Tnlocuirea genei piruvat formiat liaza cu
caseta de cloramfenicol a fost de succes. Ampliconul de ADN care apare in coloana a 6. este
identic cu marimea genei piruvat formiat liaza din genomul de E. coli, avand 2295 perechi de
baze azotate. Avand in vedere ca caseta folosita pentru deletia genei, contine pe capetele sale
de lant parti omologe cu gena respectiva, 0 mica parte ramane in genom dupa procesul de

deletie. Ampliconulde ADN aparute la valorile 1200 corespund atét casetei de cloramfenicol
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(1100 perechi de baze azotate) cét si genei piruvat formiat liaza ramase ih genom (100 perechi

de baze azotate).

Figure 3.2.4.2. Verificarea schimbarii genei IdhA la caseta de specifici
Coloana 1. 1 kb ADN marker, Fermentas, Coloana 2: gena IdhA a produselor PCR
specifice genei E.coli MG1655, Coloana 3: produse PCR specifice genei obtinute pentru
MG14D1, Coloana 4: produse PCR specifice genei pentru ApflB AldhA

Ampliconii ADN aparut in coloana 2 este identic cu dimensiunea genei genomice ldhA a E.
coli MG1655, avand o dimensiune de 1319 perechi de baze. Tnlocuirea genei IdhA cu caseta de

cloramfenicol a avut succes (corespunzand marimii casetei 1600 bp).

T

Figure 3.2.4.3. Verificarea schimbarii genei adhE la caseta de specifica
Coloana 1. 1 kb ADN marker, Fermentas, Coloana 2: adhE2 de E.coli MG1655, Coloana 3:
produse PCR specifice genei pentru ApfIB AldhAA adhE2

Conform rezultatului dat putem confirma ca schimbul genei adhE2 a avut succes, produsul PCR

specific genei a fost de 1100 bp, fiind dovezi pentru prezenta casetei de cloramfenicol.

Eliminarea rezistentei la antibiotic

Dupa ce am fost convinsi ca deletia genei a fost de succes, am eliminat rezistenta la
antibiotic. Pornind de la cate o colonie de mutant nul pfIB am generat celule electrocompetente

dupa care celulele au fost electroporate cu plasmida pCP20. Avand in vedere ca plasmida
21



Metabolic engineering of Escherichia coli for obtaining 1,4-butanediol from glucose and glycerol

pCP20 contine rezistenta de ampicilina, din mixul de transformare insamantam pe mediu
continand ampicilina, pe care vor creste doar celulele care au preluat plasmida. Coloniile
crescute au fost transferate pe un nou mediu, care sa tinut timp de 48 ore la temperatura 43°C.
Tn acest timp celulele pierd plasmida pCP20. Dupa 48 ore coloniile au fost transferate pe trei
medii LB agarizate, dintre care unul nu a continut antibiotice, unul a continut ampicilina in
concentratie de 100 pg/ml, iar al treile cloramfenicol Tn concentratia 15ug/ml. n functie de,
placile pe care au crescut coloniile, putem decide daca eliminarea rezistentei a fost de succes
sau nu. Daca coloniile cresc doar pe placa care nu a conginut antibiotice, inseamna ca enzima
flipaza a reusit sa elimine partea casetei de gena specifica responsabila pentru rezistenta de
cloramfenicol, astfel nu a putut creste pe mediu continand cloramfenicol. Daca nici pe placa
care a continut ampicilina nu creste, inseamna ca celula a pierdut plasmida pCP20. Tn cadrul
experimentului nostru am transferat 10 colonii pe mediu LB agarizat in cazul ambelor tulpini,
I-am incubat la temperatura 43°C si la transferat pe trei noi medii. Mutatia a fost verificata si
cu reactia PCR. Marimea produsului de PCR corespunde marimii celor doua regiuni al genei

de piruvat formiat liaza ramase in genom si cu o pozitie de FRT (200 perechi de baze azotate).

Figure 3.2.5.4.: Migrarea electroforetica in gel de agaroza a produselor PCR
Coloana 1: 1 kb ADN marker, Fermentas; Coloana 2-10: Produs obtinut prin PCR cu
primeri pfIB3 si pfIB4, Colona 11: Controlul, Coloana 12: Caseta de gene specifice din E.
coli K12 MG1655-pflB; Coloana 13: Gena piruvat formiat liaza

Marimea genei piruvat format liaza este de 2295 perechi de baze, marimea casetei
obtinute cu reactia PCR este de 1200 perechi de baze, pe cand marimea partilor ramase in
genom dupa eliminarea rezistentei la antibiotice este de 200 perechi de baze azotate. Astfel
putem afirma, ca partea casetei responsabile pentru rezistenta la antibiotice nu se mai afla in

genom, am reusit sa indepartam rezistenta la antibiotice.
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Analiza metabolitilor produsi

Concentratia metabolitilor in mediu a fost determinata prin HPLC (Varian ProStar), sistemul a
fost echipat cu detector de indice de refractie, detector UV si o coloand schimbatoare de ioni
(7,8 mm x 300, ICSep Coregel 87H3, Transgenomic). Faza mobila a fost de 0,008 N H2S04 si
debitul de 0,6 ml/min in timpul eluarii. Temperatura coloanei a fost de 50°C. Acidul succinic a
fost masurat cu detectorul UV la 210 nm si zaharurile au fost masurate cu detectorul RI.

Cromatogramele obtinute sunt prezentate mai jos.
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Figure 3.2.6.1. Metaboliti produsi de Escherichia coli MG1655 dupa 120 de ore de
fermentatie

sucelnle acid (12.416)
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Figure 3.2.6.2. Metaboliti produsi de Escherichia coli MG1655
ApfIBAldhAAadhE2 dupa 120 de ore de fermentatie

Timpul de retentie al acidului succinic este de 12,4 min. Dupa cum putem vedea, prin eliminarea

genelor adecvate, productia de acid succinic creste semnificativ.
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Expresia si purificarea proteinelor heterologe
Expresia controlata a enzimelor in celulele transformate E. coli BL21(DE3)Star, cu vectorii

pGS1.1 s-a realizat in culturi de 100 mL, in mediu LB suplimentat cu 100 pg/ml ampicilina.
Culturile de productie s-au initiat de la valori OD de 0.1 si s-au incubat la 37°C cu agitare 250
rpm pana la atingerea valorii de ODeoo de 0.5-0.7 (faza logaritmica de crestere). Inducerea
expresiei genice s-a realizat prin adaugarea la culturile de productie a agentului de inducere
IPTG.

Proteina recombinantd adhE2 a fost purificatd prin cromatografie de afinitate. Succesul
exprimarii si purificarii au fost vizualizate cu electroforeza pe gel de poliacrilamida (SDS-

PAGE).

M sk 2. 6 7T 8 9
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] ~ad/152
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Fig.3.4.2. Proteine heterologe expresate din pGS1.1 si purificarea adhE2
Proteine celulare derivate din E. coli BL21 (DE3) transformate cu vectorul de co-expresie pGS1.1;
proteina adhE2 a fost purificata prin legarea specifica la Ni2+-Sepharose. Probele au fost vizualizate
cu ComassieBlueR250.
M: Marker de greutate moleculara SeeBlue Plus2 (Invitrogen); 1. supernatant de cultura celulara al
BL21(DE3)-pGS1.1 inainte de inductie; 2: supernatant de cultura celulara dupa 1 ora de inductie; 3:
supernatantul culturii celulare dupa 2 ore de inductie; 4: supernatantul culturii celulare dupa 3 ore de
inductie; 5: proteine solubile obtinute din extract de celule brute; 6: unbounded protiens to the Ni2+-
Sepharose sresin (flowtrough);7-8: fractii proteice pure dupa elutie cu 300 mM imidazol; 9: adhE2 pur
dializat
Conform rezultatelor, tulpina de E. coli BL21(DE3) este adecvata pentru producerea de proteine
din vectorul recombinant pGS1.1. Dupa 1, 2 si 3 ore de inductie s-a format o cantitate mare de
adhE2 (94,6 kDa) in comparatie cu controlul (inainte de inductie). Supraexprimarea enzimei
native sucCD (subunitati 38 si 40 kDa) a avut, de asemenea, succes, benzile aparand pe
dimensiuni similare cu greutatile moleculare teoretice. Purificarea adhE2 cu His-taged a avut,

de asemenea, succes si dupd eluare si dializa am castigat aproximativ 3 mg/mL proteind pura.
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Determinarea activitatii enzimatice

In timpul determinarii activitatii enzimatice a adhE2 au fost utilizate substraturi generale si
specifice. AdhE2 utilizeaza NAD+ sau NADP+ ca coenzimi, care este redusa in timpul
dehidrogenarii. NADH sau NADPH redus prezinta o absorbtie puternica UV la 340 nm. Reactia
poate fi urmata de masurarea cresterii absorbantei solutiei la 340 nm pe masura ce se formeaza
NADH. Specificitatea substratului a fost investigata folosind acid acetic, succinil-coA si butiril-
COoA, care sunt compusii intermediari ai cdii de productie a 1,4-butandiol. Pe baza curbelor
cinetice obtinute, activitatea enzimatica a fost calculata folosind legea lui Beer-Lambert. Curba
cinetica inregistrata si metoda de calcul pentru determinarea activitatii enzimatice relative sunt

prezentate mai jos:

1.68

Abs
P
o

0.5 1.0 1.5 2.0
Time (min)

Fig.3.4.1.1. Activitatea adhE2 pe substratul succinil-CoA
Apbs/min = 0,038

A=¢exc*L
A
- exL
0,038
Cproduct = 555+ 10757 = 00000061093 = 6,109 mol
Cproduct 6,109 umol
Urel = Menzyme * t ~ 12,7 pg enzyme = min * mL
0,481 pmol substrate
Uper = - = 0,481 mol -
ug enzyme * min * mL mg enzyme * min * L
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Fig.3.4.1.1. Activitatea adhE2 pe substratul butiril-coA

Aaps/min = 0,051

0,051
Cproduct = 6221031 0,000008199 = 8,199 umol
Uos = Cproduct 8,199 umol
rel = Mepzyme *t 6,351 pg enzyme * min * mL
1,291 umol substrate
Urel = . = 1,291 mol :
g enzyme * min * mL mg enzyme * min x L
196
raa]
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< 1.90- S,
n."“
1.88- T i
1.86- ‘m"“w“"\”;www«‘wmwwm
: 2 3
Time (min)

Fig.3.4.1.3. Activitatea adhE2 asupra acidului acetic
Anps/min = 0,033

0,033
Cproduct = m = 0,000005305 = 5,305 umol
U = Cproduct 5,305 pmol
rel = Mepzyme * t 3,177 pg enzyme * min * mL
1,669 umol substrate
Urel = : = 1,669 mol -
pg enzyme * min * mL mg enzyme * min * L

Rezultatele activitatilor enzimatice pentru diferite substraturi sunt rezumate in Tabelul 3.4.1.
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Tabel 3.4.1. Values of enzymatic activities

ACIDUL ACETIC SUCCINIL-COA BUTIRIL-COA
mol subst
v v U =1,891 ,
mol subst mol subst mg enzyme * min * [
=0,481 : = 1,669 .
mg enzyme * min * L mg enzyme * min * L

Analiza expresiei genelor cu Microarray

Tehnologia microarray poate fi folosita pentru caracterizarea profilului expresiei genice
a tulpinilor bacteriene, luand in considerare faptul ca determinarea modificarilor in nivelul
expresiei genice poate furniza informatii valoroase asupra modificarilor intervenite in reteaua
metabolica celulara ca urmare a modificarilor genetice, sau a conditiilor de cultivare. Astfel pot
fi corelate clustere de gene, cu functii biologice definite, care prezintd modificari relevante la
nivel de expresie cu modificarile genetice efectuate sau cu modificari in conditiile de cultivare.
Prin analiza simultana a unui numar mare de transcripti se realizeaza producerea consecutiva a
unei cantitdti mari de date. Drept rezultate ale analizei complete a transcriptomului tulpinilor
dezvoltate s-a obtinut o listd cu genele care prezintda modificari semnificative la nivel de
expresie genicd, analiza statisticd a datelor fiind realizat prin definirea parametrului fold-
change. Gene relevante din setul de probe analizate s-au comparat din punctul de vedere al
substratului utilizat (glicerina: probele 1.2 si 2.2 sau glucoza: probele 1.1 si 2.1) sau pe baza
activitatii caii heterologe (probele cu plasmida control 1.1 si 1.2 respectiv probele cu calea
biosintetica functionald 2.1 si 2.2 ).

S-a realizat astfel, fard a reusi insd identificarea tuturor dintre genele care prezintd
diferente semnificative in termeni de fold-change, selectarea unui numar de 40 de gene
relevante din perspectiva nivelului de expresie si s-a procedat la gruparea acestora potrivit
functiei biologice si relevantei din punctul de vedere al scopului acestei etape: identificarea
unor puncte de interventie in cdile metabolice sau in elemente de reglaj pentru cresterea
productivitatii tulpinilor optimizate metabolic. Intrucat scopul nostru principal a fost crearea
unei optimizari metabolice n vederea formarii produsului cuplat cu rata de crestere bacteriana,
mai ales in cazul utilizarii ca substrat al glicerinei (un substrat mai greu metabolizat ca glucoza),
n analiza transcriptomica ne-am concentrat la genele care pot influenta aceste doua criterii.
Datorita sistemului de expresie utilizat pentru introducerea cdii biosintetice pentru 1,4-BDO
(lizogenizarea DE3 si promotorul puternic T7), genele care prezinta cele mai mari nivele de
expresie in cazul tulpinilor de productie 2.1 si 2.2 sunt implicate in sinteza T7 ARN polimerazei,

inductiei expresiei prin addugarea de IPTG, respectiv aparatului translational. Gruparea genelor
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relevante dupa functia biologica a rezultat in identificarea unui cluster de gene aferente
metabolismului glicerinei, glpK (glicerol-kinaza), glpT (transportor de glicerol-3-fosfat) glpF
(transportor de glicerind), dar si al glpQ (glicerofosforil-diester fosfodiesteraza periplasmica),
acestea prezentand expresie genica crescuta de 4.09x, 3.26x, 2.22x, respectiv 2.45x exprimat in
fold-change in cazul tulpinii producatoare MG14D2-pGS1.1 (proba 2.2) in comparatie cu
tulpina de referinta (proba 1.2) in prezenta de glicerol ca substrat. Surprinzator, glpC (glicerol-
3-fosfat dehidrogenaza anaerobd) prezintd un nivel de expresie mai scazut in cazul tulpinii

producatoare de 1,4-BDO (Fig.3.6.1.1.).

1761060_s_at

176253075 Tae

Fig.3.6.1.1 Gene relevante in termeni de modificare a nivelului de expresie in cazul
compardrii tulpinii de productie MG14D2-pGS1.1 (proba 2.2) si a tulpinii de referintd (proba

1.2), crescuti pe glicerol ca unica sursa de carbon. (MeV 4.9.0)

O alta grupa a genelor identificate participd in metabolismul acidului piruvic, respectiv in ciclul
tricarboxilic, aceste cai metabolice fiind de importanta majora din punctul de vedere al
projectului, intrucat metabolitul intermediar din care se realizeazd conversia 1,4-BDO este
succinil-CoA, iar caile competitive, inhibate prin deletia genelor 1dhA si pflB sunt reactii din
metabolismul acidului piruvic. Cum era de asteptat, datele experimentale sugereaza un nivel de
expresie crescut al sucC si sucD (gene codificatoare ale subunitatilor succinil-CoA sintetazei,
una dintre enzimele caii biosintetice, introduse prin plasmida pGS1.1) de 8.47x, respectiv de
9.84x ori exprimat in fold-change in cazul culturilor crescute pe glicerina, iar in cazul utilizarii
glucozei, ca substrat, se inregistreaza un nivel de expresie si mai pronuntat, de 14.84x in cazul
sucC si 12.52x in cazul sucD. Astfel, se poate concluziona, ca plasmida recombinata purtitoare

a enzimelor caii biosintetice pentru 1,4- BDO este functionald pe substraturile folosite,
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asigurand un nivel de expresie adecvat promotorului puternic T7, si poate asigura suplimentarea
unui pool suplimentar de succinil-CoA. S-a observat si o crestere mai modestd a genelor
aferente complexului a-cetoglutarat dehidrogenazei (sucA si sucB ), inregistrandu-se o crestere
a nivelului de expresie in cazul tulpinii de productie de 1.64x (sucA) si 1.72 (sucB) in cazul
glicerinei si 1.74x (sucA) si 1.46 (sucB) 1n cazul glucozei. Nivelul de expresie crescut al acnB
(aconitat hidrataza), cu 1.31x pe glicerind si 2.12x pe glucoza in cazul tulpinii producatoare de
1,4-BDO sugereaza functionarea ramurii oxidative a ciclului tricarboxilic, iar aceB (malat-
sintetaza) prezinta si ea nivel crescut de expresie similar (2.06x pentru glicerina si 1.36 pentru
glucozd). Conform datelor experimentale, s-a observat niveluri de expresie genica alterate in
cazul cétorva gene cu rol de reglaj, respectiv mentinerea echilibrului redox celular. Astfel, s-a
inregistrat o scddere semnificativd al expresiei genei rseC (activator transcriptional
redoxsensibil) (Koo et al., 2003) in cazul tulpinii producatoare in comparatie cu tulpina de
referinta (3.94x 1n cazul glicerinei si 3.93x in cazul glucozei). o posibila explicatie ar putea fi
echilibrarea conditiilor redox celulare de catre modificarile metabo-genetice introduse in
tulpina producatoare. O alta gena cu rol in mentinerea echilibrulu redox este nuoG (NADH-
quinone oxidoreductase subunit G), care prezintd un nivel de expresie crescut cu 2.27x in cazul
tulpinei de productie 2.2 pe glicerind, respectiv 1.45x pe glucoza.

Validarea rezultatelor microarray prin RT-Q-PCR

Pentru reactiile RT-Q-PCR 1n doua etape, au fost utilizate un set de 3 gene de interes in ceea ce
priveste functionalitatea cdii biosintetice introduse (pflB, sucCD, pykF) folosind controlul
genei, regiunea 16SrADN. Curbele de amplificare efectuate sugereaza o corelatie buna cu
datele obtinute in urma analizei transcriptomului, valorile CT (cycle limit) in cazul genei sucCD
fiind de 23,56 in tulpina de productie si de 18,87 in cazul probei 1.2 (Fig.3.6. 2.1). In schimb,
n cazul piruvat kinazei (pyk) nu s-au observat modificari ale nivelului de expresie in conditiile
cultivarii aplicate (Fig.3.6.2.2), inregistrandu-se valori CT de 19,45 pentru 1.2, respectiv 19,58
pentru proba 2.2.

29



Metabolic engineering of Escherichia coli for obtaining 1,4-butanediol from glucose and glycerol
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Fig.3.6.2.1. Curba de amplificare pentru reactiile RT-Q-PCR specifice sucCD pentru
tulpina de productie (2.2) si tulpina de referinta (1.2), crescute folosind substrat de
glicerina

Amplification Plots
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Fig.3.6.2.2. Curba de amplificare pentru reactiile RT-Q-PCR specifice pyk in cazul
tulpinii de productie (2.2) si tulpinii de referinta (1.2), crescute folosind substrat de
glicerina.

Determinarea caracteristicilor fenotipice cheie
Profilele metabolice ale tulpinilor mutante
Pentru a determina cele mai importante charactere fenotipice ale tulpinilor obtinute, culturi

anaerobe la scard mica au fost infiintate in trei exemplare si cultivate asa cum este descris in
sectiunea Materiale si Metode. Culturile care contine plasmide au fost induse cu IPTG 1 mM
la inoculare. Cresterea culturii a fost monitorizatd pe baza valorilor ODeoo, iar probele la
momentele de timp indicate au fost analizate prin HPLC. Rezultatele prezentate in Fig.3.8.1.1.
descrie evolutia concentratiei de substrat, produs si metaboliti selectati in timpul fermentatiilor.
Cantitatile de acetat si succinat din supernatantii culturii MG14D3, MG14D3-pGS1 si
MG14D3-pGS1.1 sugereaza ca succinatul si acetatul s-au format in culturi, in conformitate cu
conditiile de cultura, concentratiile mai mari ale celor doi metaboliti variind cu modificarile

concentratiei substratului (Fig. .3.8.1.1.B).
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Fig.3.8.1.1.. Evolutia concentratiilor de substrat, produs si metaboliti selectati in timpul
fermentatiei.
A. Produse metabolice ale culturilor anaerobe MG14D3, MG14D3-pGS1 si MG14D3-pGS1.1.
B. Concentratii de substrat si BDO in culturi anaerobe MG14D3, MG14D3-pGS1 si MG14D3-
pGS1.1.

Evaluarea mediului optimal de cultura

Dupa experimente preliminare, am studiat stabilitatea tulpinilor producatoare de WT si BDO
in diferite conditii de fermentatie, iIncepand cu céteva teste pentru a evalua eficienta
compozitiei medii selectate (M9+NaCl/M6) in comparatie cu un mediu complex Intr-un
bioreactor. Productia de biomasa a fost urmarita in primul rand in cazul tulpinii originale (Fig.
3.8.2.1.A) in mediu LB, in conditii aerobe si greutatea celulelor uscate a fost determinata in
diferite momente de timp. Rezultatele noastre sugereaza o corelatie buna intre valorile DO si

valorile DW determinate, cu o DO maxima atingand 10,79 dupa 9 ore de cultura.
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Fig.3.8.2.1 Cresterea culturilor de MG1655 si MG14D3-pGS1.1 in conditii aerobe si
microaerobe.
A. MG1655 cultivat aerob pe mediu LB, monitorizarea valorilor OD si a valorilor DW
corespunzatoare pe parcursul cultivarii.
B. Cultura MG1655 intr-un bioreactor, pe glicerol, folosind M9+NaCl sau M6. Sunt reprezentate
valorile OD600 si DW.
C. Cultura in bioreactor microaerob de MG14D3-pGS1.1, pe mediu M9+NaCl, cu glucoza/glicerol ca
unicd sursa de carbon. Este reprezentata evolutia valorilor DO fatd de gDW/mL de cultura.

Au fost efectuate o serie de experimente pentru a evalua efectul mediilor minime selectate
anterior asupra tulpinii WT MG1655 folosind glicerol ca unica sursd de carbon in conditii
aerobe. Experimentele cu bioreactor nu au dovedit nicio influentd semnificativd a celor doua
medii selectate (M9+NaCl/M6), M9+NaCl totusi, producand un randament de biomasa putin
mai mare. Configurarea reactorului microaerob pentru tulpina producatoare de BDO MG14D3-
pGS1.1 a fost efectuata pentru a evalua efectul sursei de carbon asupra culturilor din bioreactor
ale acestei tulpini. Ca mediu de culturd am folosit mediul mineral M9+NaCl selectat anterior
pentru tulpina de tip salbatic, cu glicerol (5 g/l) sau glucoza (5 g/1) addugat in regim batch, DO
fiind setat la 25%. Dupa cum este prezentat in Fig. 3.8.2.1. C, am putut atinge o valoare DO de
peste 12 in cazul glucozei ca sursa unica de carbon, in timp ce pentru glicerol, am inregistrat o

valoare maximd a DO de 1,92, datorita capacitatii slabe de utilizare a acestui substrat [107].
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Profilul metabolic al tulpinii MG14D3-pGS1.1

Dupa stabilirea conditiilor de culturd adecvate si evaluarea comportamentului tulpinii in diferite
circumstante, au fost efectuate experimente cu bioreactor pentru a evalua modificarile
metabolismului celular intr-o situatie foarte specifica: tranzitia microaerobd/anaeroba. In acest
scop, am 1infiintat culturi bioreactor de MG14D3-pGS1.1, in mediu M9+NaCl cu glucoza si
Amp, la 37°C, pH 7 si agitare initiald 350 rpm, controland cantitatea de oxigen dizolvat in mediu
printr-un flux constant de aer in spatiul aerian al reactorului. Am monitorizat modificarile
concentratiilor de pO2, OD600, substrat, produs, precum si concentratiile de metaboliti selectati

in bulionul de cultura la anumite momente de timp.
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Fig.3.9.1. Tranzitia microaerobi/anaeroba in cresterea MG14D3-pGS1.1 Tn bioreactor
A. Productia de acetat, succinat si BDO in MG14D3-pGS1.1 in culturi de bioreactor.

B. Concentratiile de glucoza, valorile DO si valorile DO ale MG14D3-pGS1.1 in culturi de
bioreactor.
Dupa cum se aratd in Fig.3.9.1. celulele au Inceput sa producad acetat, succinat si BDO la limita
anaerobiozei (valoarea pO2 in jur de 1%), cu toate acestea, am putut gasi niveluri detectabile

de BDO (0,89 mg/l) in probe corespunzatoare la 50 de ore de cultura [107].

CONCLUZII

Ingineria cailor si optimizarea gazdei pot provoca dezechilibre metabolice si pot induce secretia
de metaboliti secundari. Mai mult, modificarile genetice cresc adesea sarcina metabolicd asupra
gazdei, de ex. prin utilizarea plasmidelor cu numar mare de copii sau a promotorilor puternici,
care, la randul lor, pot afecta cresterea celulelor si, in consecinta, productivitatea generala.
Analiza fluxului metabolic a aratat cd supraexprimarea genelor cdii de biosintezd creste
semnificativ cheltuielile de intretinere a ATP. Prin urmare, ingineria modernd a fermentatiei ar

trebui sd se concentreze pe reducerea sarcinii metabolice si pe cresterea prosperitatii
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metabolismului energetic. Mai multe strategii eficiente pot fi aplicate pentru a Tmbunatati
disponibilitatea NAD(P)H si ATP, cum ar fi: adaugarea de surse de nutrienti (cum ar fi extract
de drojdie si alti aditivi) la mediile de culturd; supraexprimarea NADH dehidrogenazei pentru
a creste eficienta respiratiei; utilizarea enzimelor proiectate pentru a echilibra generarea si
consumul de NADH/NADPH; recuperarea/separarea produsului in situ pentru a evita inhibarea
produsului; si in primul rand mentinerea conditiilor optime de cultivare (cum ar fi O2 dizolvat,
concentratia substratului etc.) O optimizare suplimentard poate fi realizatd la nivel de
transcriptie/translatie prin utilizarea sistemelor controlabile de expresie a genelor, reglajul fin
al promotorului si optimizarea RBS. Pe baza rezultatelor noastre, se poate afirma ca obiectivul
nostru major, crearea unei cai de biosinteza stabila pentru BDO, a fost atins. Studiul nostru a
combinat doud faze de experimente: rezultatele obtinute prin metode in silico au fost luate in
considerare pe parcursul experimentelor in vivo. Calea biosinteticd proiectatd a fost
implementata intr-un model metabolic si s-au determinat tulpinile knock-out adecvate pentru
productia de BDO cuplati cu crestere. In diferite conditii de mediu si genetice, am gisit
randamente foarte promitdtoare in silico molare. Desi productia in vivo s-a dovedit a fi sub
predictiile in silico, comparabile sau sub datele raportate in literatura, productia poate fi crescuta
prin optimizarea suplimentard a tulpinii (reglaj fin promotor, optimizare RBS), optimizarea
conditiilor de fermentatie (pH) si prin experimente de adaptare pe termen lung (cateva luni). Tn
special, dezvoltarea unei metode analitice robuste pentru 1,4-butandiol nu a fost inca realizata.
In concluzie, putem spune ci in studiul prezentat am realizat cu succes dezvoltarea unei tulpini
modificate genetic capabile sa producd BDO din materii prime durabile, notabila din glicerol,
care poate constitui baza dezvoltérii de noi procese de biosinteza pentru compusi cu valoare

adaugata ridicata.
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