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(57) Rezumat:

Inventia se referda la un procedeu de obtinere a
w-transaminazei izolata din Halolamina sediminis
(HsTA) cu utilizare Tn sinteza aminelor optic pure.
Procedeul, conforminventiei, consta in etapele de intro-
ducere a genei hsTA in vectorul de expresie pET-19b,

exprimarea si purificarea enzimei HsTA, determinarea
stabilitatii termice, folosind nano-DSF, analiza functio-
nala si substraturi cuplate pentru w-transaminaze.

Revendicari: 1

Cu incepere de la data publicdrii cererii de brevet, cererea asigurd, in mod provizoriu, solicitantului, protectia conferitd potrivit dispozitiilor
art.32 din Legea nr.64/1991, cu exceptia cazurilor in care cererea de brevet de inventje a fost respinsa, retrasd sau consideratd ca fiind retrasa.
Intinderea protectiei conferite de cererea de brevet de inventie este determinatd de revendicarile continute in cererea publicatd in conformitate

cu art.23 alin.(1) - (3).

RO 135471 A2



s N Y ol I B =) - SHCH
TOFICILL [ TAT PENTRU INVENTH G MAC
! Cerere de brevet dtR;@L:JZ

T 2O - N
. (0 S 2 QO 9,

*

¢ Data dennzit...,1]"'.0.7;..2.929‘.. !

i

Transaminaza din Halolamina sediminis (HsTA) pentru obtinerea aminelor
optic pure

Inventia se refera la obtinerea R-1-feniletilaminei cu ajutorul m-transaminazei izolata
din Halolamina sediminis (HsTA).

Transaminazele apartin celui mai mare grup de enzime dependente de piridoxal-5-
fosfat (PLP) si catalizeaza transferul unei grupari amino de la o amina donoare catre atomul
de carbon din gruparea carbonil al unui a-cetoacid, al unei cetone sau al unei aldehide [1]. In
ultimul deceniu, interesul pentru transaminaze a crescut puternic. Multe noi transaminaze au
fost descoperite si aplicate in sinteze organice pentru obtinerea de amine $i aminoacizi

nenaturali optic puri, care sunt precursori extrem de utili In industria chimica si farmaceutica
[2,3,4].

Problema tehnica pe care o rezolva aceasti inventie consta in identificarea, izolarea
si caracterizarea unei noi tranzaminaze izolatd din bacterii extreme halofile Halolamina

sediminis.

Numele enzimei
si gena

Secventa de
aminoacizi a
proteinei
recombinante

Secventa nucleotidica

Halolamina
sediminis
®-TA (Uniprot
code:
AOA1JOVCU3)
Mutant C199S;
C405S

Situsuri de tdiere ale enzimelor de restrictie: Ndel :

MPPSLPALDRAHHLHPFTDFK
ALGEEGSRVITHAEGVYIHDA
EGHRLLDGMAGLWCVNLGYGR
RELVDAAAEQMLQLPYYNTFF
KTTHPPAVGLAEKLCRLAPAH
MNHVFFTGSGSEANDTVLRMV
RRYWALRGKPWKQWVIGRENG
YHGSTLAGMSLGGMALMHEQG
GPGVPCITHVRQPYWFGEGRD
QSPEAFCHA: AAATEERILAL
GEENVAAFIAEPVQGAGCAIM
PPASYWPAVKAVLARYDILLV
VDEVICGFGRLGEWFGSVLYD
LAPDLMPTIAKGLSSGYLPIGG
VLVGDRVADTLIEEGGEFFHG
FTYSCHPVCAAVALRNLEIME
EECVVERVRDDOLGPYLARRWS
ELADHPLVGEARSLGLMGALE
LVDPTTGCGRFDRALAVGTLCR
DISFACGLVMRSVGDTMIISP
PLVITHEQIDELVSLAREALD
ETARRLSGDFAYTLYPQERYE

CAITATECCGCCATCCTTGCCTGCCCTGGACCGCGCGCATCACCTGCATCCTTTCACAGAC
TTTAAAGCCCTTGGGGAAGAAGGAAGCCGCGTGATTACACATGCTGAAGGTGTCTATATCCA
CGATGCTGAGGGCCATCGCTTGTTAGACGGAATGGCTCGGGTTGTGGTCTGTGAATTTGGGTT
ACGGCCCGCCGTCAGCTGGTGCACGCTGCTGCTGAACAGATGCTGCAGTTACCCTACTACAAT
ACGTTTTTCAAGACTACCCATCCACCTGCCGTGGGGCTGGCGGAGAAGTTATCACGCCTGGC
TCCTGCTCACATGAATCATGTTITTTTTACGGGGTCTGGGTCAGAGGCCAATGATACCGTCC
TGCGCATGGTCCGTCGTTACTGGGCCCTGCGCGGTAAGCCGTGGAAGCAATGGGTAATCGGC
CGTGAAAATGGCTATCATGGAAGCACGTTGGCGGGCATGTCCCTGGGCGGCATCGGCTCTGAT
GCACGAACAAGGAGGGCCTGGAGTTCCAAGTATTACCCACGTTCGCCAACCATACTGGTTTG
GTGAAGGTCGCGATCAGAGTCCAGAAGCATTCGGCCACGCGTCCGCTGCTGCCATTGAGGAG
CGTATCCTGGCACTGGGGGAAGAGAACGTTGCAGCGTTTATCGCAGAGCCTGTTCAGGGAGC
TGGGGGCGCAATTATGCCTCCAGCATCCTATTGGCCCGCGGTTAAAGCCGTACTGGCACGCT
ATCACATTTTACTTGTCGTTGATGAAGTTATTTGTGGCTTTGGGCGTTTAGGCGAGTGGTTC
GGCAGTGTGTTATATGACCTGGCGCCTGACTTAATGCCAATCGCGAAGGGTTTAAGTAGCGG
CTATTTACCGATTGGAGGCGTCCTTGTAGGAGATCGCGTTGCTGATACCCTTATCGAGGAAG
GTGGAGAGTTCTTTCACGGCTTCACATATTCTGGCCATCCAGTCTGCCGCTGCGGTCGCATTG
CGCAACCTTGAAATCATGCAGGAGGAGGGTGTCGTAGAGCGTGTACGTGACGATCTGGGGCC
ATATCTTGCTCGCCGTTGGTCAGAACTGGCTGATCATCCACTGGTTGGGGAAGCCCGTTCGC
TGGGTCTTATGGGTGCCTTGGAGTTGGTTGACCCTACAACAGGCGGACGCTTTGACCGCGCA
TTAGCCGTTGGTACATTATGTCGCCACATTTCT TTCGCAAGTGGACTTGTAATGCGCAGCGT
CGGAGACACCATGATTATCTCCCCCCCATTAGTAATTACACACGAACAAATCCATGAACTTG
TTTCCCTGGCTCGTGAAGCCTTGGACGAAACGGCCCGCCGCCTTTCAGGCGACTTCGCATAC
ACTCTGTACCCCCAGGAGCGTTACGAATAAGGATCC3”

ATAITG, BamH1 :GGATCC

Mutatiile Cys-Ser sunt marcate cu galben in secventa de aminoacizi a proteinelor.

Transaminazele prezintd o importantd sinteticd pentru cd ele pot fi folosite atat in

rezolutia cineticd a aminelor chirale cat si In sintezd asimetrica [5,6].
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a. Amino donor

b. Produs - amino donor

¢. Amino acceptor

d. Produs - amino acceptor

E-PLP, enzima cu 5'-fosfat piridoxal legat covalent

E-PMP, enzima cu piridoxamina 5'-fosfat legatd necovalent

Figura 1. Reactiile catalizatd de o-TA

Aplicarea inventiei aduce urmdtoarele avantaje:

- metoda ieftina si usor realizabila
- utilizarea enzimei 1n conditii extreme
- obtinerea aminelor in forma enantiopure

Procedeul de obtinere a w-transaminazei din Halolamina sediminis (HsTA) pentru
obtinerea aminelor optic pure are in vedere parcurgerea urmatorilor pasi:

- Introducerea genei AsTA 1n vectorul de expresie pET-19b

- Exprimarea si purificarea enzimei HsTA

- Determinarea stabilitatii termice, folosind nano-DSF

- Analiza functionala si substraturi cuplate pentru w-transaminaze

In continuare se prezintd procedeul de obtinere a w-transaminazei din Halolamina
sediminis (HsTA), conform inventiei.

Exemplul 1.
Introducerea genei 2sTA in vectorul de expresie pET-19b

Gena de transaminaza (hsTA contindnd mutatiile Cys199Ser si Cys405Ser) sintetizata
se introduce in vectorul de expresie pET-19b. Cisteinele din pozitiile 199 si 405 sunt plasate
la suprafata proteinei, in consecin{d aceste cisteine se muta la serine, pentru a impiedica
formarea de agregate interproteice.
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La sfarsitul situsurilor de restrictie al genei, au fost introduse enzime de restrictie
(Ndel si BamHI) in vederea introducerii in vectorul de expresie pET-19b, ce permite
exprimarea proteinei recombinante cu enterokinaza N-terminal His-tag scindabila.

Pentru amplificarea genei AsTA, aflat in vectorul pMA-T acesta s-a trasformat in
celule competente Escherichia coli. 2 pul. din plamid a fost trasformat prin soc termic in celule
competente £. coli X1.-1 Blue, apoi insamantat pe placi de agar Luria Bertani (LB) continand
antibiotice si incubat la 37 °C 12h. Dupa aceasta, de pe mediul LB-agar (la 37°C) s-au ales
doua colonii cu scopul de a izola plasmidele folosind kit-ul GenElute HP Plasmid Miniprep,
Sigma Aldrich, respectandu-se instructiunile din protocol.

Plasmidele izolate si vectorul circular pET-19b au fost digestate cu enzimele de
restrictie Ndel si BamHI, la temperatura de 37 °C timp de 1 ord. 40 uL din fiecare proba de
ADN digestat au fost analizate prin electroforeza in gel de agaroza (Figura 2), din care au fost
taiate benzile de ADN. Vectorul pET-19b si insertul in raport masic de 1:3 au fost extrasi din
gel, folosind kitul Gen Elute Gel Extraction Kit si apoi legati in prezenta ligazei T4 la 22 ° C
timp de 1 ord, pentru a forma o singurda moleculd circulara care include atat vectorul cét si
gena.

10000
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—
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Figura 2. Electroforeza in gel de agaroza. Plasmida AsTA aflat in vectorul pMA-T
digestat cu enzimele de restrictie Ndel si BamHI, (1361 bp gena hsTA + 2383 bp
vector pMA-T)

Gena introdus in vectorul de expresie pET-19b a fost transferat in celule competente
Escherichia coli XL1-Blue. Coloniile crescute au fost verificate prin procedeul colony PCR,
care este o metoda high-throughput convenabila pentru determinarea prezentei sau absentei
ADN-ului inserat in plasmide. Reactia colony PCR este aproape identica cu reactia standard
PCR, diferenta fiind aceea ca matrita de ADN este o singura colonie.

Reactiile PCR au fost realizate utilizand un volum total de 20 pL si au constat din 10
uL Dream Tag Green Master Mix, 1 uM pereche de primeri (Tabel 1), o colonie de ADN
matritd si 8 uL. de ddH»O. Ciclurile PCR au fost initiate la 95 © C timp de 3 minute pentru
denaturarea ADN-ului matrita, urmand 40 de cicluri de amplificare. Fiecare ciclu de
amplificare s-a realizat la 95 © C timp de 3 minute, Tm - 5 © C timp de 30 de secunde s1 72 ° C
timp de 1 minut/bp. Ciclurile PCR s-au terminat cu o etapa de extensie finald la 72 ° C timp
de 15 minute.

Tabel 1. Amorsele folosite pentru amplificarea genelor
Primeri Secventa Tm (°C)

94
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T7PROMOTER/FP 5’ AATACGACTCACTATAGGGGAATTG 3°

54
T7TERMINATOR/RP 5 TGCTAGTTATTGCTCAGCGG 3’

55

Reactiile PCR au fost analizate prin electroforeza in gel de agaroza (Figura 3).

ese ewveoe 2000

Figura 3. Electroforeza in gel de agaroza a produsilor de PCR. HsTA ligat in pET-
19b, 10 colonii au fost alese — in afara de coloniile 4,5 insertul este prezent in vectorul
pET-19b

In Figura 4 este prezentat gena AsTA inserat in vectorul pET-19b. Harta vectoriald a
fost generata folosind programul Snapgene.

BamHI (319)

HsTA in pET19b . - Ndel (1712)

7098 bp

Figura 4. Harta plasmidica, HsTA in pET-19b

Exprimarea si purificarea enzimei HsTA
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In vederea exprimarii enzimei HsTA, o colonie de pe placa care contine celule Rosetta
(DE3)pLys transformate cu plasmida de interes, a fost inoculatd in 10 mL de mediu LB lichid
continand carbenicilind (34 pg/mL) si cloramfenicol (50 pug/mL) si ulterior incubatd peste
noapte la temperatura de 37 °C sub agitare continua (220 rpm). 1% din precultura obtinuta a s-
a transferat in LB steril (0.5 L) si agitat continuu la 37 °C pana cand valoare DOgoo ajunge la
0.6-0.7. Exprimarea proteinei se realizeaza prin inductie cu o concentratie de 0.1 mM IPTG,
la 25 °C timp de 20 ore.

In urma etapei de centrifugare, masa celulard obtinuta se resuspenda in solutie de liza
(50 mM HEPES, 500 mM NaCl, 10 mM imidazol, pH-ul a fost ajustat la 7.5). Se adauga
inainte de purificare o tabletd de cocktail inhibitor de proteaza, | mM PMSF, 0.1 mg/mL
lizozima, 0.1 mg/mL ADN-aza, 0.01 mg/mL. ARN-aza si 0.1 mM PLP (cofactorul enzimei).
Distrugerea peretelui celular se realizeaza cu ajutorul ultrasunetelor, pe baie de gheata. Dupa
separarea supernatantului de resturile celulare, urmeaza etapa de purificare propriu-zisda a
enzimei folosind cromatografia de afinitate Ni-NTA.

Enzima HsTA a fost marcata cu 10 resturi de histidina (10xHis) la capatul N-terminal.
In acest fel purificare enzimei s-a realizat cu ajutorul cromatografiei de afinitate folosind
nichel-acid nitrilotriacetic cuplat cu sefaroza (Ni-NTA sefarozd).

Dupa aplicarea supernatantului pe coloand, cu un debit redus, suportul cromatografic
se spalda cu o serie de solutii tampon (solutie de liza, 20 mM imidazol, 300 mM imidazol
continand si 0.1 mM PLP, si ulterior cu 1 M imidazol). Datorita faptului ca imidazolul este in
competitie cu proteina marcatd cu histidina, eluarea acesteia de pe coloana de afinitate se
realizeaza prin utilizarea de solutii cu concetratii tot mai mari de imidazol.

In ultima etapa se indeparteaza imidazolului din fractia obtinuta la eluare cu o solutia
de imidazol 300 mM care contine proteina de interes, prin dializa in tampon PBS (5.79 mM
NH4Cl, 17.77 mM NaH>POs, 32.33 mM Na;HPOs, 1.73 mM KCl, 92.47 mM NaCl, pH=7.5)
peste noapte la 4 °C.

Cu scopul de a determina gradul de puritate al enzimei obtinute si pentru a monitoriza
procesul de purificare, toate probele colectate in timpul procesului au fost analizate cu
ajutorul electroforezei denaturante SDS-PAGE (Figura 5).
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Figura 5. Gel denaturant SDS-PAGE realizat in vederea analizarii etapelor de purificare a
proteinei HsTA. 1 — supernatant, 2 - rest dupa trecerea prin coloana, 3 - 20 mM imidazol, 4 -

P
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300 mM imidazol care contine proteina de interes /sTA cu masa de 50 kDa, 5 - 1 M imidazol
6 - marker de masa moleculara.

Determinarea stabilititii termice, folosind nano-DSF

Capilarele au fost umplute cu enzimd, concentratia fiind 1 mg/mL in 50 mM solutie
tampon HEPES si au fost plasate pe tava capilard a Prometheus NT.48. Temperaturile initiale
si finale precum si viteza de incalzire au fost definite (de la 20 °C 1a 90 °C, 1 °C / min).
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Figura 6. Stabilitatea termica a enzimei mutant HsTA (C199S, C405S), avand Tm maxim la

63.3 °C

Analiza functionala si substraturi cuplate pentru ®-transaminaze

In vederea realizarii rezolutiei cinetice a 1-feniletilaminei cu w-HsTA s-a folosit un
volum final de reactie de 1 mL, 20 mM piruvat, 5 mM 1-feniletilamind, 0.1 mM PLP. Se
observa ca, dupa 7 ore conversia este de 38 %, iar dupa 15 ore de 50 % (Figura 8, 9).
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Figura 7. Transaminarea enzimatica
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Figura 8. Gradul de conversie masurati pe HPLC dupd 7 ore
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Figura 9. Gradul de conversie mdasuratd pe HPLC dupd 15 ore
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REVENDICARE

Se revendica obtinerea R-1-feniletilaminei cu ajutorul w-transaminazei izolatd din
Halolamina sediminis (HsTA), precum si procedeul de obtinere a acestuia.

Procedeul de obtinere a w-transaminazei din Halolamina sediminis (HsTA) pentru
obtinerea aminelor optic pure are in vedere parcurgerea urmatorilor pasi:

- Introducerea genei AsTA in vectorul de expresie pET-19b

- Exprimarea si purificarea enzimei HsTA

- Determinarea stabilitétii termice, folosind nano-DSF

- Analiza functionald si substraturi cuplate pentru ®-transaminaze
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