UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
INSTITUTO DE BIOCIENCIAS
DEPARTAMENTO DE BIOLOGIA MOLECULAR E BIOTECNOLOGIA

CLONAGEM E EXPRESSAO DE PROVAVEL SERINO PROTEASE
EXTRACELULAR DE Chromobacterium violaceum EM Ischerichia coli

Natalia Pezzi Fachinelli

Trabalho apresentado como um

dos requisitos para a obtencio do
grau de Bacharel em Ciéncias
Biolégicas-ﬁnfase Molecular,

Celular e Funcional.

Orientador: Dr. Arnaldo Zaha

Porto Alegre, novembro de 2006

BIO
BIO

392 UFRGS - BIBLIOTECA

INST. BIOCIENC AS



Este trabalho foi integralmente realizado no
Centro de Biotecnologia do Estado do Rio
Grande do Sul e financiado pelo Conselho
Nacional de Desenvolvimento Cientifico e

Tecnolégico (CNPq).




AGRADECIMENTOS

Ao Dr. Amaldo Zaha, pela oportunidade, atenc¢io e orientag¢do na realizagdo deste trabalho.
A colega e “mae” Alessandra Morassutti, pelo auxilio e ensinamentos, principalmente nas
etapas iniciais, pela amizade e por sua presenga do 1nicio ao “fim” deste trabalho.

A Ana Luisa Ayub, a “AA”, pelo apoio e dicas precisas na reta final deste trabalho; pelos
momentos de descontragdo e amizade.

Aos colegas do lab 206 e 210, funcionarios do CBiot, e todos aqueles que contribuiram de
alguma maneira para a realizac¢do deste trabalho.

A minha familia e amigos, pela forca e companheirismo.



INDICE
LISTADE ABREVIATURAS ... 6
L2 BT L 7z
ABSTRACT ..o e 8
LINTRODUGAO. ... 9
1.1 Chromobacterium violaceum........................cccocooooioooooo 9
L2ZPROTEASES......ootuoieieemirmsmiesses s cosseseasessasesoesesesssssesesss s semse s eeseeeeeeeeseseee et ee et e e e oo eeeee oo 10
1.2.1 SERINO PROTEASES ... 11
B 3623124 g i o 13
2. MATERIAIS EMETODOS. ........oooooooooooooooooo 14
2.1 MANIPULAGAO BACTERIANA.........ooooooooooooeoeoeoeoeoeeooeoeoeeoeoeeoo 14
2. 1.1 LINHAGENS BACTERIANAS ... 14
2.1.2 CULTIVO BACTERIANO............. oo 14
203 ANTIBIOTICOS . ..oo oo 14
2.1.4 TRANSFORMAGAO BACTERIANA ....oooooooooooooooeooooo 14
2.2 MANIPULACAO DE ACIDOS NUCLEICOS ........ooooooooeoooooooo 15
221 DNADE ORIGEM..........oooooieeeiecseneesscessssossssessssnssesesssm s st ts s eemeeesseeseeeeseeee e 15
2.2.2 AMPLIFICACAO DA CDS DE V2717 oo 15
2.2.2.1 OLIGONUCLEOTIDEOS INICIADORES......ooooo oo 15
2.2.22 AMPLIFICAGAO..........oooooioeooeoeoeoeeeoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e oo 17
2.2.2.3 PURIFICAGCAO DE PRODUTOS DE PCR.....oooooooooo 17
2.2.24 REPARO DAS EXTREMIDADES........ooooooooeoeoeoeoeeeoeooeoooeoo 17
2.2.3 CLONAGEM EM VETORES PLASMIDIAIS ..o oo 18
2.2.3.1 VETORES PLASMIDIAIS ..o 18
2.2.3.2 EFICIENCIA DE CLIVAGEM E DESFOSFORILACAO DE VETORES................ . 18
PRI B (672X 67X 0 T 19
2.2.3.4 SELECAO DE RECOMBINANTES. ... oo 19



2.2.3.5 ORIENTACAO DO INSERTO NO VETOR PLASMIDIAL......ooooovoooie 19

2.2.4 SEQUENCIAMENTO DO INSERTO CLONADO....oov.oooeeoeeeeeeeeeeeeeeeeeee oo 19
2.2.5 ELETROFORESE DE DNA EM GEIS DE AGAROSE ... 20
2.3 EXPRESSAO DA PROTEINA RECOMBINANTE. ... oo oo 20
2.3.1 PRE -INOCULO E INDUGAO..........ooooooooooeooooeoeeoeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 20
2.3.2 PREPARACAO DAS AMOSTRAS ... oo eeseee s 20
2.3.3 ANALISE POR SDS-PAGE . ... oo 21
2.3.4 WESTERN BLOT ..o e 21
2.3.5 TESTES PARA SOLUBILIZACAO DE CV2717-GST....oooooeoeeeoeoeeeeeoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 21
2.3.6 PURIFICACAO DE CV2717-GST oo 22
B R E S UL T AD O S ..ot e et s e e e e e e 23
3.1 COMPARACAO DE CV2717 DE C. violaceum COM A DE OUTROS ORGANISMOS................... 23
3.2 AMPLIFICACAO DA CDS DE ¢v2717 E CLONAGEM EM pGEX-4T-2.......oooooooveeoeoereeeoseeeoeeerennn, 26
3.3 EXPRESSAO DE CV2717 EM E. COlicvorooooorooeeoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee oo e 27
3.4 PURIFICACAO DE CV27 17-GST oo eeeee e ees e e eee s es s ee e eeenee 28
A DISCUSS A ..o, 31
S. PERSPECTIVAS . ...t cosssssssssssmsssmsn s ssioamsssssssssmssisian s st s sasss s s ok o sssiam s s st asaran 33
6. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS. ..o oo 34
ANIBXIY L. wmmessmmsosssosisosssstasmmiiss o snisgiorss 56 s 5515356 58 5350 s st it oot o 40
AN L. oo sumissomsrscsmsmmspesmesesasoiniaomssissmsisii 5 b 5655818 S x5 S s sosmmsaiinastn o 41
ANIETO TEL ... . o ovissonns sowosssiemssm s s it s s 550 e s 3 s s i o i 43



LISTA DE ABREVIATURAS

CDS: seqiiéncia de DNA codificadora (do inglés, coding DNA sequence).
CV2717: provavel Serino Protease extracelular

DNA: acido desoxirribonucléico

GST: glutationa- S- transferase

IgG: imunoglobulina de classe G

IPTG: 1sopropil-B-D-tiogalactopirandsido

kb: quilobase (mil pares de bases)

kDa: quilodalton

ORF: seqiiéncia aberta de leitura (do inglés, open reading frame)

pb: pares de bases

PCR: reagdo em cadeia da DNA-polimerase (do inglés, polymerase chain reaction)
pH: potencial hidrogenidnico

SDS: dodecilsuifato de s6dio

SDS-PAGE: eletroforese em gel de poliacrilamida-SDS




RESUMO

Chromobacterium violaceum € uma bactéria gram-negativa de habito saprofito, que
vive em solos e aguas de regides tropicais e subtropicais, sendo que no Brasil é encontrada
abundantemente nas aguas do Rio Negro (Amazodnia). Essa bactéria apresenta grande
potencial para aplica¢des nas areas de saude, ecologia e industria. Entre as potenciais
aplicagdes encontram-se a produgdo de plasticos biodegradaveis, limpeza de areas poluidas
com metais pesados e acimulo de particulas de ouro em areas de mineragdo em processo livre
de mercario. A partir do seqiienciamento completo do genoma de C. violaceum (GenBank
AEQO16825), realizado pela Rede Nacional do Projeto Genoma Brasileiro, surgiram muitas
perspectivas para o entendimento deste organismo e seu potencial biotecnolégico. Para a
realizagdo deste trabalho foi selecionada uma sequéncia codificadora de interesse para a
expressdo em Escherichia coli: CV2717 - provavel serino protease extracelular. A partir do
DNA gendmico de C. violaceum ATCC 12472, a CDS de c¢v2717 foi amplificagdo por PCR e
clonada em b/unt no vetor de expressdo pGEX-4T2. A expressdo da proteina recombinante,
na forma de fusdo com glutationa-S-transferase (GST), se deu em condigdes de multiplicagdo
celular a 37°C e de indugdo com 0,1 mM de IPTG por 3 h. Devido a expressdo da proteina
recombinante na fragdo insoluvel, diversas tentativas de solubilizagdo foram testadas. A
proteina recombinante foi visualizada na fragdo soluvel quando expressa na cepa AD494 de
E. coli, apds a utilizagdo de detergentes sarcosil e Triton X-100. A proteina recombinante
produzida sera utilizada em ensaios funcionais para verificar a atividade de protease e

posterior caracterizagdo estrutural.
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ABSTRACT

Chromobacterium violaceum 1s a Gram-negative bacterium with saprophytic habits,
found in tropical and subtropical regions, including the water and banks of the Rio Negro
(Amazonian). This bacterium reveals great potential for medical application, ecological and
industrial purposes. Biodegradable plastic production, cleaning of areas polluted by heavy
metals and solubilization of gold through mercury-free processes are among the possible uses
of this organism. After the complete genome sequencing of C. violaceum (GenBank
AEOQO16825), made by the Brazilian National Genome Project Consortium, many perspectives
for the understanding of this organism and its biotechnological potential appeared. For this
work, a coding sequence of interest (CV2717 — probable extracellular serine protease) was
selected for expression in [scherichia coli. The strategy adopted for cloning was the
amplification of the codifying sequence by PCR, and posterior blunt cloning in the pGEX-
4T2 expression vector. The recombinant protein’s expression, in the glutathione-S-transferase
(GST) fusion form, happened in cell multiplying conditions at 37°C, and in induction
conditions, with 0,1mM of IPTG for three hours. Due to the recombinant protein’s expression
in the insoluble fraction, many attempts of solubilizing were tested. This protein was seeing
in the soluble fraction when expressed in the E. coli AD494 strain, after the employment of
sarkosyl and Triton X-100 detergents. The recombinant protein may possibly be used in

functional essays to verify the protease activity and for further structural characterization.




1.Introducéo
1.1 Chromobacterium violaceum

Chromobacterium violaceum é uma bactéria Gram-negativa descrita pela primeira
vez em 1882 (BOISBAUDRAN, 1882) e hoje ¢ classificada na classe Betaproteobacteria, na
ordem Neisseriales, Familia Neisseriaceae (GARRITY & HOLT, 2001). E um
microorganismo de vida livre, de habito sapréfito de dguas e solos, encontrado em variados
ecossistemas tropicais e subtropicais, como margens e aguas do Rio Negro, afluente do Rio
Amazonas (CALDAS, 1990). O produto mais notavel produzido por este microorganismo €
um pigmento violeta escuro, nomeado violaceina, isolado pela primeira vez em 1944
(STRONG, 1944), e quimicamente caracterizado poucos anos depois (BALLANTINE et al,
1958). Tem sido proposta como fungio bioldgica da violaceina a prote¢do contra radiagdo
visivel MARGALITH, 1992) bem como uma possivel agdo antioxidadante (KONZEN et al.,
2006).

As propriedades terapéuticas deste pigmento tém sido objeto de estudos desde a
década de 1970. Entre essas propriedades, destaca-se a atividade antimicrobiana contra
importantes causadores de doengas como Mycobacterium tuberculosis (SOUZA et al., 1999);
Trypanosoma cruzi (DURAN et al., 1994) e Leishmania sp. (LEON et al. , 2001). A
violaceina € também reconhecida por apresentar atividade bactericida (LICHSTEIN & VAN
DE SAND, 1945; CALDAS, 1990), antiviral (RETTORI & DURAN, 1998) e anti-tumoral
(UEDA et al,1994; MELO et al., 2000). Outros aspectos do potencial biotecnolégico deste
microorganismo tém sido explorados, como a sintese de bioplasticos, polihidroxialcanoatos
de cadeia curta (PHAs) (FORSYTH et al.,1958); hidrélise de filmes plasticos (GOURSON ef
al ,1999) e extracdo de ouro em processos livre de mercurio, evitando assim, a contaminacio
ambiental (SMITH & HUNT, 1985; CAMPBELL ez al, 2001).

Embora C. violaceum seja considerado um microorganismo saprofito, é também
apontado como patogeno oportunista de animais e humanos, com a maioria dos casos de
infec¢do acometendo recém nascidos e individuos imunodeprimidos (RICHARD, 1993).

O genoma de C. violaceum cepa ATCC 12472, isolada de dguas frescas de Mentekab

(Malasia), inteiramente seqiienciado pela Rede Nacional do Projeto Genoma Brasileiro,



revela genes de notavel interesse biotecnolégico, farmacéutico e ecologico
(VASCONCELOS et al., 2003). A cepa ATCC 12472 foi escolhida pela Rede por ser a cepa
tipo (SNEATH, 1984) e por ter sido utilizada em varios estudos no Brasil durante as Gltimas
trés décadas (CALDAS eral., 1978; DURAN et al., 1989; SOUZA etal., 1999; LEON et
al., 2001).

1.2 Proteases

Proteases (também denominadas peptidases, proteinases ou enzimas proteoliticas) sdo
enzimas que rompem ligagdes peptidicas em proteinas. Catalisam a hidrélise de proteinas
(caracteristica que as inclui na classe das hidrolases) em um processo chamado clivagem
proteolitica. Essas enzimas sdo essenciais para a sobrevivéncia de todos os tipos de
organismos e representam aproximadamente 2% do namero total de proteinas codificadas
por esses (BARRET ez al., 2003). Sdo de grande relevancia em processos fisiologicos, como:
attvagdo e inativagdo de enzimas, tanto no que diz respeito a vias de sinaliza¢do, quanto na
protedlise limitada de formas protéicas zimogénicas; coagulagdo sangiiinea; processamento,
transporte e secre¢do de proteinas.

As proteases integram um dos trés maiores grupos de enzimas de uso industrial e
representam aproximadamente 60% das enzimas vendidas mundialmente (RAO ezal., 1998).
A grande diversidade de proteases existentes atrai o interesse biotecnologico devido as suas
aplicagdes na industria de alimentos, detergentes e artefatos de couro, substituindo produtos
quimicos de consideravel toxidade (ALLEN ez al., 1986).

Baseado no grupo funcional presente no sitio ativo, as proteases sdo classificadas em
4 grupos principais: serino proteases, aspartato proteases, cisteino proteases, €
metaloproteases (BARRET et al., 2003). Com base na seqiiéncia de aminoacidos, proteases
sdo classificadas em diferentes familias (ARGOS, 1987) e também subdivididas em “clas”
que acomodam conjuntos de peptidases que divergiram a partir de um ancestral comum
(RAWLINGS & BARRET, 1993). Cada familia de peptidases tem sido indicada por uma
letra codigo que denomina o tipo de catalise, i.e., S, C, A, M, ou U para serino, cisteino,

aspartato, metalo, ou tipo desconhecido (do inglés unknown) respectivamente.
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1.2.1 Serino proteases

Serino proteases pertencem a uma classe de peptidases que se caracterizam pela
presenga de um residuo de serina em seu sitio ativo. Com base na similaridade estrutural,
serino proteases tém sido agrupadas em 20 familias, as quais sdo subdivididas em 6 clas
(BARRET, 1994), destes, os dois principais sdo: tipo (quimio) tripsina (SA) e tipo subtilisina
(SB), sendo que este ultimo € composto apenas pela familia S8, a qual inclui as subtilases.
Estes clds apresentam mecanismo de agdo comum, o qual consiste em uma triade catalitica
de aminoacidos, serina (nucleofilo), aspartato (eletrofilo), e histidina (basofilo). Embora a
orientagdo geométrica destes residuos seja similar, o dobramento protéico € bastante
diferente, formando um tipico exemplo de evolugdo convergente. Qutra caracteristica
interessante das serino proteases € a conservac¢io de residuos de glicina ao redor do residuo
catalitico de serina formando o motivo Gly-Xaa-Ser-Yaa-Gly (BRENNER, 1988).

O mecanismo catalitico ¢ baseado na chamada triade catalitica, composta pelos
aminoacidos histidina (His), serina (Ser) e acido aspartico (Asp). Dentre esses “aminoacidos-
chave”, cada qual exerce um papel essencial na capacidade de clivagem da enzima
(FASTREZ & FERSHT, 1973):

- A serina possui um grupo hidroxila (-OH) capaz de atuar como nucleéfilo, atacando
o carbono que possui a carbonila (-C =0) na ligagdo peptidica a ser clivada;

- A histidina, com o par de elétrons desemparelhados no atomo de nitrogénio, tem a
capacidade de receber o atomo de hidrogénio do grupo hidroxila da serina, enquanto
coordena o ataque a ligag¢do peptidica;

- O 4cido aspartico, com seu grupo carboxila (-C-OH), forma pontes de hidrogénio
com a histidina, tornando muito mais eletronegativo o par de elétrons mencionado acima.

Durante a catalise, ocorre um mecanismo ordenado no qual varios intermediarios sdo
gerados: o substrato (polipeptideo a ser clivado) liga-se a protease; sua metade amino-
terminal € liberada; outro substrato (nesse caso, uma molécula de 4gua) liga-se a enzima; e
finalmente, a metade carboxi-terminal é liberada.

A sintese de peptidases na forma de precursores ¢ uma das maneiras de regular a
atividade de hidrolitica da enzima, prevenindo assim a degrada¢io indesejada de proteinas

celulares (LAZURE, 2002). Algumas serino proteases do tipo subtilisina, sdo sintetizadas
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intracelularmente como um precursor conhecido como pré-prosubtilisina, onde a pré-
sequéncia € pro - seqiéncia estdo localizados na extremidade amino terminal da proteina
madura ( WELLS er al,, 1983). A preprosubtilisina € entfio translocada através da membrana
celular com auxilio do pré-peptideo (ou peptideo sinal), ativada ap6s remog¢ao autocatalitica
do pro-peptideo e entdo secretada no meio extracelular (POWER ez al., 1986) (Figura 1). A
pro-sequéncia € essencial para a produgdo da enzima na forma madura e ativa, atuando no
dobramento correto do dominio protéico (IKEMURA & INOUYE, 1988; ZHU et al.,1989).
A pro-seqiiéncia funciona como uma chaperona intramolecular (ZHU et al., 1989), mas ndo ¢
necessaria no funcionamento enzimatico da proteina apods seu dobramento correto (SHINDE
& INOUYE, 1993). Em diversos estudos sobre expressio de serino proteases do tipo
subtilisinas em FE. coli, a prosubtilisina € processada até a forma ativa de subtilisina
(TERADA et al, 1990; PEEK et al, 1993). No entanto € conhecido enzimas do tipo
subtilisina que sdo ativamente expressadas como proteinas recombinantes em E. coli, mesmo
apresentando a pro- seqiiéncia (GODDE C. ef al., 2005). Neste caso, a pro- seqiiéncia nio
atua como uma chaperona intramolecular (KANNAN Y. et al., 2001)

Pro- seqiiéncia Dommio prutélco

Figural. Esquema representando as etapas de ativag@io de proteases que apresentam pro-seqiiéncia: a pro-
seqiiéncia auxilia o dobramento correto do dominio protéico; ocorre a clivagem autocatalitica da pro-seqiiéncia
e esta € entdo degradada.
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1.3 Objetivos

Os dados gerados pelo seqiienciamento indicam que a versatilidade apresentada por
C. violaceum é dependente de um grande e complexo genoma composto de ORFs que
revelam a habilidade do organismo interagir e responder ao ambiente. A analise do genoma
revela ainda, o potencial biotecnolégico de C. violaceum, como enzimas de uso industrial,
farmacologico e medicinal.

A partir do conhecimento e andlise da CDS de uma provavel serino protease
extracelular de C. violaceum, este trabalho se propde a dar inicio a caracterizagdo desta
proteina através de sua clonagem e expressao em E. coli. As etapas envolvidas na realiza¢do
deste proposito sdo:

- projecdo de oligonucleotideos com base na seqiiéncia de cv2717 disponivel a partir
do sequienciamento da cepa ATCC 12472;

- amplificagdo da CDS correspondente a c¢v2717 através da técnica da reagdo em

cadeia da polimerase (PCR);

- clonagem em vetor de expressdo para produgdo heteréloga de CV2717 em Iv. coli.

13



2. Matérias e Métodos:
2.1 Manipulacio bacteriana
2.1.1 Linhagens bacterianas

As linhagens de E. coli utilizadas neste trabalho estio citadas abaixo seguidas de
aspectos relevantes de seus genotipos:

-E. coli BL21: F', ompT, gal, dcm, hsdg(rg” mg )tonA.

- E.coli AD494: rara-leu7967, AlacX74, aphoAPvull phoR amalF3 F'[lac+(laclq)pro]
trxB::kan.

A linhagem F. coli AD494, cepa mutante para tioredoxina redutase (trxB), foi

utilizada no intuito de facilitar a expressido da proteina recombinante na fragdo soluvel
(DERMAN et al., 1993).

2.1.2 Cultivo bacteriano

Para o cultivo de F. coli o meio de cultivo utilizado fo1 LB (Luria-Bertani) com pH
ajustado para 7,0 com NaOH 1N . Este meio € composto de triptona (10g/L), extrato de
levedura (5g/L) e NaCl (10g/L), sendo que para o preparo do meio solido era adicionado

15¢g/L de agar granulado.Os reagentes utilizados foram adquiridos da empresa Merck.

2.1.3 Antibiéticos

De acordo com as caracteristicas do vetor e das cepas utilizadas, quando apropriado,
foram utilizados os antibioticos ampicilina (Calbiochem) e cloranfenicol (Invitrogen) nas

concentragdes de S0ug/mL e 34pg/mL respectivamente.

2.1.4 Transformacio bacteriana
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As células eletrocompetentes para transformagio foram preparadas seguindo o
protocolo descrito no Anexo 1, adaptado de SAMBROOK & RUSSELL (2001). Para a
preparagdo de células competentes, além do meio LB, também fo1 utilizado o meio GYT,
composto por glicerol 10%, extrato de levedura 0,125% e triptona 0,25%. As transformagdes
foram feitas por eletroporagdo sendo empregadas células eletrocompetentes previamente
preparadas. As células transformadas foram espalhadas em meio LB apdés uma hora de

crescimento em meio rico.

2.2 Manipulacio de acidos nucléicos

2.2.1 DNA de origem

Foi utilizado o DNA gendmico de C. violaceum ATCC 12472 (GenBank n° de acesso
AEO016825) para as etapas de amplificagdo da CDS de cv2717.

2.2.2 Amplificacdo da CDS de ¢v2717

2.2.2.1 Oligonucleotideos iniciadores

Foi utilizado Primer3 (http://biotools.umassmed.edu/bioapps/primer3 www.cgi) para
a projegdo dos oligonucleotideos (primers) de acordo com a CDS de cv2717 identificada no
sequenciamento da cepa ATCC 12472 de C. violaceum. As sequéncias dos oligonucleotideos
niciadores sdo as que seguem:
Primer Senso: 5" atgctggegctggecteget 3”7
Tamanho: 20 pb Tm: 59,36°C
Primer Antisenso: 5° ctcgagtgctgcgetceggtggee 3°
Tamanho: 24 pb Tm:61,56°C

O tamanho e temperatura 6tima teodrica de hibridizagdo (Tm) de cada primer estdao
indicados abaixo de suas seqiiéncias e os locais de anelamento na seqiiéncia nucleotidica

estdo representada na Figura 2.
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atgetggegetggectegetggocagecatgeccgeccecgteecgegecggatecgecagegtc
MLALASLASHAAPSAPDRSYV

ccgctgectgeccgggecgacccactggeccaatcaacaatggcatcetgaagaacaccggecag
PLLPGDPLANQQWHLKNTGAOQ

actgccttctceccaagecgecggecggegtcaagggegtcgatctcaacctegegttcacecat

TAFSKRGGVKGVDLNLAFTH

ctgcgcggcatccgecggactcecggcaccaccatecgececgtgatcgacgacggectggagatce

LRGIRGLGTTIAVIDDLEIK

aagcaccccgatctggcggccaacatecgtgeccecggctccaaaaacctggtggacggecage
HPDLAANIVPGSKNLVDGSN

aatgacccgagecccctecggtgacaatggcecacggcaccgecgtggecgggecategecgec
DPSPSGDNGHGTAVAGIAAA

gcggtggcecttcaacggcataggeggeecgeggecatecgegecttecgecggectgaaagge
VAFNGIGGR GIAPSAGLKGF

ttcaactggctgctgaaccaaacgctggacggctggttgetggecccacggcaagaaaccce
NWLLNQTLDGWLLAHGKKPN

aatggcggtcecgctggaagecttcaccgacgececcgggtecttcaaccagagttacggetee

GGPLEAFTD ARVF NQSYGSS

tccaccatcacctcggttceccgeccaatccggatcaggacatcgagectgaagaccgaggag

TITSVPANPDQDIELKTEEE
gaaacctacgaggacatcagccgcaacagccactgggggcgecggcgeggtcecttegtcaaa

TYEDISRNSHWGRGAYV FVKS

tcggccggtaatgecctacaactectteegectgaaccagaccgagtccctgetecggttat

AGNAYNSFRLNQTESLL GYQ

cagggcaataacggcctgeccgatacaggactccaacctgacttccgacaacaacaactac

GNNGLPIQDSNLTSDNNNYW

tggaacgtggtggtatcggcgectgaacgcggacggecgtgcgectectecgtactegteggte

NVVVSALNADGVRSSYSSVG

ggcgccaacgtgctgctcaccgecgeccaggecggcgaatacggcaccgactcecceecggecatg

ANVLLTAPGGEYGTDSPAMYV

gtcaccaccgacctgtccggctgecgeccecgeggectacaacgtcaccggcaacaccgecaac

TTDLSGCARGYNVTGNTANG

ggcctgcacggcggcaccgcgcectggacccgaactgecgactacaacggegtcatgaacgge

LHGGTALDPNCDYNGVMNGT

acctcgtcececgeggegecgtecacctecggetecttegecgtegtgatgtecggeccaaccee

SSAAPSTSGSFAVVMSANPA
gcectgtecgeccgegacgtgegecacatecctgatcaccaccgectegecaggtitgacgeg

LSARDVRHILITTARQVDAA

gcgaatccgggcgtgacgctegecttcaaggacaagaacggcggcgcgcacagcectaccag

NPGVTLAFKDKNGGAHSYOQA

gcgatccccggcectggcagaagaatgeccgecggectgeccttccaccegttctacggettt

IPGWQKNAAGLPFHPFYGFG

ggtctgatcaatatcgacaaagcggtggaaaaggctttgttctacaacaagccgetgcecg

LINIDKAVEKALF YNKPLPP

ccgctgcaaaagacccgetgggaaaccgtateccgeccagaccgecattecccgacgecgat

LOQKTRWETVSAQTAIPDADE

gaaaaaggcgtggaaagcgtgtacaaccageccggcagacctgaccgtggaageccgtecag

KGVESVYNOQPADLTVE AVQI

atcctggtcgatgccgaacacggccgegeccaacgatectggeggtggaactgatctececeg

LVDAEHGRANDLAVELISPS

tccggcacccgeteggtgetgetgtetcegegecaccteecctggttggecgaaacctatgge

GT RSVLL SPRTS LYV GETYGL

ctcaaccagcagcgcctgctgtccaatcagttctacggecgaacaggccaagggeccagtgg

NQQRLLSNQFYGEQAKGQWR

cggctgcegecgtgatcgacaccaatggcggccagtaccaatacgtgateccgcaatcecgeaac

LRVIDTNGGQY QYVIRNRNT
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1681 accggcgccaacaccgtctattccctgcecctaacgecggaaggtaaactgaaatcgtggteg
st GANT VYSLP NAEGKLKSWSI
1741 atccgcttcttcggecacecggagecgcagea

ssi RF FG HIRS A A

Figura 2. Sequéncia nucleotidica e seqiiéncia deduzida de aminoacidos da ORF de cv2717 de C. violaceum
(GenBank n° de acesso AE016825). Em negrito regides de anelamento dos primers senso e antisenso,

respectivamente.

2.2.2.2 Ampilificacio

A seqiiéncia referente a CDS de cv2717 foi amplificada através da técnica da reagdo
em cadeia da polimerase (PCR) adaptado de SAMBROOK & RUSSEL (2001). Para as
reagdes de amplificagdo foi utilizada além da enzima Platinum® Tagq DNA-polimerase High
Fidelity (Invitrogen) a solugdo PCRx FEnhancer (Invitrogen) que facilita a eficiéncia de
amplificacdo de seqiiéncias ricas em GC. O equipamento utilizado nas reagdes foi o
termociclador Mastercycler Gradient (Eppendorf). Os programas empregados estdo descritos
no Anexo IL

2.2.2.3 Purificacio dos produtos de PCR

Para a etapa de clonagem da CDS de cv2717 no vetor plasmidial, as seqiiéncias
amplificadas por PCR foram purificadas por eletroforese e excisdo de gel de agarose a 0,8%,

seguida de passagem por coluna de purificagio de DNA (GFX, MOBIO), de acordo com o

manual do fabricante.

2.2.2.4 Reparo de extremidades

O reparo das extremidades de produtos de amplificagio fo1 feito com uso da enzima
Fragmento Klenow da DNA-polimerase I (Fermentas) para tornar as extremidades cegas,
uma vez que a enzima Platinum® Taq DNA-polimerase High Fidelity adiciona um residuo
de adenina na extremidade 3. A enzima polinucleotideo-quinase (PNK; Fermentas) foi
utilizada para que ocorresse a adi¢do de um grupo fosfato a extremidade 5°. As condi¢des de

reagdo foram aquelas recomendadas pelos fabricantes.

| 4



2.2.3 Clonagem em vetor plasmidial
2.2.3.1 Vetor plasmidial

Foi utilizado o vetor pGEX-4T-2 (GE Healthcare) clivado com a enzima Sma 1
(Fermentas) para gerar extremidades cegas. Apoés a clivagem, o vetor foi tratado com SAP
(shrimp alkaline phsphatase, USB) para desfosforilagdo das extremidades 5° e assim evitar
sua religagcdo durante a reacdo de ligacdo. A Figura 3 ilustra o sitio maltiplo de clonagem do

vetor e o sitio de restri¢do da enzima utilizada na clivagem.

pGEX-4T-2 (27-4581-01)
Thrombin
lLeu Val Pro Argtaly SerlPro Gly le Pro Gly Ser Thr Arg Ala Ala Ala Ser
CTG GTT CCG CGT GGA TCC,CCA GGA ATT CCC GGG TCG AGT CGA GCG GCC GCA TCG TGA
BamH | EcoR 1 Smlrsm o7 WNotl Stop codon

Figura 3: Sitio multplo de clonagem do plasmideo pGEX-4T-2; retAngulo vermelho indica sitio de restrigdo da
enzima Smal. Adaptado do manual do plasmideo (AMERSHAM, 2003).

2.2.3.2 Eficiéncia da clivagem e desfosforilaciio do vetor

A eficiéncia da clivagem do vetor utilizando a enzima Smal, seguido da
desfosforilagio da extremidade 5’ com SAP, foi testada através do espalhamento em placas
de LB solido de células transformadas com plasmideo clivado (sem inserto) e células
transformadas com vetor parental. O calculo foi feito estimando-se 0 nimero de coldnias

para uma mesma quantidade de vetor (clivado ou nio) transformado. O valor final era dado

por:

n ° de col. plasmideo parental — n° de col. plasmideo clivado

n° de col. plasmideo parental

onde n° de col. € nimero de colonias relativo gerado a partir de cada plasmideo, sendo o

resuitado expresso em percentual.
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2.2.3.3 Ligacao

A reagio de ligagdo foi feita utilizando a enzima T4 DNA Ligase (Fermentas), de
acordo com as condigdes recomendadas pelo fabricante. A proporgdo molar inserto: vetor foi

de 3:1, como recomendado por SAMBROOK & RUSSEL (2001).

2.2.3.4 Selecdo de recombinantes

A selec@o de recombinantes se deu através da preparagio plasmidial (mini-prep, ver

Anexo III), clivagem com enzimas de restri¢gdo e analise por eletroforese em gel de agarose
0,8%.

2.2.3.5 Orientacéio do inserto no vetor plasmidial

Para verificar a orientagdo do inserto no vetor plasmidial foi feito PCR utilizando
primer 5’ do vetor e primer 5’ ou 3’ do inserto, sendo entio considerada a orientagio
“comreta” ( produto amplificado numa reagdo contendo primer 5° vetor + primer 3’ do

inserto) ou “ mvertida” (produto amplificado numa reagdo contendo primer 5° do vetor +

primer 5° do inserto) (Figura 4).

& GST cv2717

>
— -
B. GST | cv2717
____.i. ﬂ._...

Figura 4: Esquema de parte do vetor pGEX-4T-2 contendo a ORF de ¢v2717 na orientagdo correta (A) ¢
invertida (B), — primer 5 vetor, ™ primer 3’ inserto e — ¥ primer 5” inserto.

2.2.4 Seqgiienciamento do inserto clonado

Foi feito seqiienciamento do fragmento ligado no vetor pGEX-4T-2, utilizando os

primers 3’ € 5° do vetor na reagdo de seqiienciamento. O seqienciamento foi conduzido no
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sequenciador MegaBACE (Amersham Pharmacia Biotech), utilizando os reagentes e

protocolos recomendados pelo fabricante.
2.2.5 Eletroforese de DNA em géis de agarose

As analises de DNA por eletroforese foram feitas em géis de agarose (Merck) na
concentragdo de 0,8%, contendo brometo de etidio (0,5 ng/mL) e conduzidas em voltagens

variando de 70-100V. Fou1 utilizado TEB como tampio de corrida (Anexo IV).
2.3 Expressiao de proteinas
2.3.1 Pré-inoculo e inducio

E. coli BL21 eletrotransformadas com pGEX-4T-2::¢cv2717 foram inoculadas em
meio LB contendo ampicilina a partir do pré -inoculo crescido overnight (O/N, ~16 horas) a
37° C°. Foi adicionado IPTG, para a inducdo da expressio da proteina recombinante, no
momento em que a densidade 6tica a 600 nm (ODsgo) do 1indculo alcangou valor entre 0,5 e
0,8 (~3 horas). Foram utilizadas diferentes concentragdes de IPTG (0,1 mM — 1,0 mM) nos
diferentes tubos de crescimento bacteriano, deixando uma duplicata de cada um deles sem
adicdo de IPTG (controle negativo). Como forma de controle da expressdo fo1 utilizado .
coli BL21 eletrotransformadas com pGEX-4T-2. As células foram coletados por
centrifugacdo a 7.000 g por 10 min e ressuspendidas em PBS (Anexo IV). As células foram
lisadas por sonicagdo (5 pulsos de 40 - 60A durante 30 seg) utilizando o aparelho VIBRA
CELL™ e centrifugadas a 20.000 g por 30min. Aliquotas de 1 mL foram recolhidas ao

longo do periodo de indugdo para posterior analise em gel de poliacrilamida —SDS.
2.3.2 Preparacio das amostras

As amostras recolhidas ao longo do tempo de indugdo da proteina recombinante
(1mL), foram centrifugadas por 10 min a uma velocidade de 14.000 rpm e ressuspendidas em

100uL tampdao PBS.
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2.3.3 Analise por SDS-PAGE

As amostras foram analisadas por eletroforese sob condi¢des desnaturantes em gel de
poliacrilamida 10% e 12%, contendo SDS, sob voltagem de 70V a 100V. O extrato protéico
total (12uL. de amostra acrescido de 4uL de tampéo de corrida 4x — Anexo IV) foi aquecido a
100°C por 5 min e entdo aplicado no gel com uma faixa de empacotamento de 4mm, onde a
concentragdo de poliacrilamida era de 4%. As bandas de proteinas foram detectadas depois

de coradas com Coomassie blue (WEBER & OSBON, 1969).

2.3.4 Western blot

Apds SDS-PAGE da proteina recombinante, as amostras foram eletrotransferidas para
uma membrana de nitrocelulose a uma voltagem de 70V por 1 h, e a eficiéncia da’
transferéncia foi verificada por coloragio da membrana com vermelho de ponceau (Anexo
IV) de acordo com SAMBROOK & RUSSEL (2001). Apos a transferéncia a membrana fo1
lavada em PBS e bloqueada durante 1 h em temperatura ambiente com solu¢do bloqueio
(Anexo IV). Ao término dessa etapa a membrana foi incubada por 2 h com anticorpo
primario anti-GST diluido em 1:500 em solugdo bloqueio (v/v). A membrana foi lavada 3
vezes com TPBS (Anexo IV) e incubada por 1 h com anti- IgG de rato conjugado com
peroxidase. Apos 3 lavagens com TPBS, a membrana foi incubada numa solu¢do substrato
fresca (5mg de diaminobenzidine e 150uL de peréxido de hidrogénio em 30 mL de PBS) por
10 min em temperatura ambiente. A rea¢do foi interrompida por lavagens com agua

destilada.

2.3.5 Testes para solubilizacdo de CV2717-GST

Na tentativa de solubilizar a proteina recombinante CV2717-GST expressa na fragdo

insoltvel, foram utilizadas as seguintes estratégias listas na tabela abaixo (Tabela 1):
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Tabela 1. Testes para solubilizagiio de CV2717-GST.

Estratégia Concentrag@o/condigio Procedimento
Solubilizacdo in vitro
Detergentes e surfactantes

Triton X-100 (Merck) 1% e 2% Adicionado apds sonicagfio. Agitagio em
gangorra por 30min a temperatura ambiente
(~20-4°C).

CHAPS (Merck) 2% Adicionado ap6s sonicagdo. Agitagdo em
gangorra por 30min a temperatura ambiente
(~20-24°C)

Sarcosil (Sigma) 1% Apos centrifugacio do cultivo celular, pellet

ressuspendido em PBS 1:10 de cultura (v/v).
Adicionado hisosima (100pg/ml.),15° no gel.
Adicionado sarcosil e SmM DTT Sonicar
células e adicionar Triton X-100 2%.

1.5% Apds centrifugacio do cultivo celular, pellet
ressuspendido em 75 pl. de STE (Anexo 4)
contendo 100ng/mL de lisosima para cada
mL de cultura 15 no gelo. Adiciona 5SmM
DTT e sarcosil. Sonicar, centrifugar €
adicionar 3% deTriton X-100.

Agentes Caotropicos
Uréia (Invitrogen) 8M Adicionado apos sonicagio, junto com Triton
X-100 2% e B-mercaptoetanol 1%. 1h de
agitagio, centrifugacdo a 20000g por Smin.
Sobrenadante dialisado a 4°C contra tampéo
de didlise por 16h
Hidrocloreto de guanidina 6M Adicionado ap6s sonicagiio, junto com Triton
(GibcoBRL/Life Technologies) X-100 2% e B-mercaptoetanol 1%. 1h de
agitaclio, centrifugacio a 20000g por Smin.
Sobrenadante dialisado a 4°C contra tampio
de dialise por 16h
Solubilizagdo in vivo
Temperatura reduzida 25°€¢ Expressdo a 25°C; 0,1-1mM IPTG; 3-5h de
mduggo.
Cepa E.coli AD494 (Novagen) 37 Expressdo a 37 °C; 0,1mM IPTG; 3hde
mdugio.

2.3.6 Purificacio de CV2717-GST

Para purificagdo de CV2717-GST foi utilizada a coluna de afinidade a GST
Glutationa Sefarose 4B (Amersham Biosciences) de acordo com o manual do fabricante.
Apo6s passagem do sobrenadante, a coluna foi incubada por 15 minutos com glutationa

reduzida para posterior elui¢gdo de CV2717-GST.
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3. Resultados

3.1 Comparacéio de CV2717 de C. violaceum com a de outros organismos

Foi feito o alinhamento da seqiiéncia de aminoacidos, deduzida a partir da seqiiéncia
de nucleotideos, da CV2717 de C. violaceum com seqiiéncias presentes em bancos de dados
com o auxilio da BLASTP (NCBI 2006). O resultado indicou que o grau de identidade entre
a sequiéncia da provavel serino protease extracelular de C. violaceum com serino proteases de
outras espécies bacterianas varia de 47% (61% de similaridade), em Shewanella sp., a 54%
(67% de similaridade), em Pseudoalteromonas tunicata, ficando com valores em torno de
50% (64% de similaridade) para a grande maioria dos demais ortélogos analisados.
Dominios putativos conservados foram detectados, como a dominio peptidase S8, presente
em membros da familia subtilase, apresentando aproximadamente 240 aminoacidos (residuos
na sequéncia: de 51 a >291); e o P-dominio da proproteina convertase, apresentando
aproximadamente 110 residuos (residuos na seqiiéncia: de 475 a 585) localizados
imediatamente downstream ao dominio catalitico. Utilizando o programa PROSITE
(http:://www_expasy.org/prosite/) foi possivel inferir a regido conservada de cada residuo
formador da triade catalitica de serino protease - acido aspartico (D), histidina (H) e serina
(S)- (Figura 5). A analise da localizacgdo celular da proteina indica localizagio citoplasmatica

e improvavel presenga de peptideo sinal (http://psort.nibb.ac.jp/form.html).
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V.parahaemolyticus = =  <s=mcrmeccccccc s c e c e e m e ke ) METRFNRL 8
Potndicata =000 W e i e i i o i e i MILRKS-L 7
Shewanella MRMS IVALS ITAALLAGCGSDDKKAPAPVPKVNTAPTTADMTIVDVSQSIL 50
CV2717 e e e e e e e e L e e MLALASLA 8
R.BODEIA 0 e i o i o i o ] MKQTSLALAITALLSTL 17
A.hydrophila = = 0 e e e MKQTSLALATTALLSTL 17
V.alginolyticus FAAMLANVG = e o o o o o i e e o s 16
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A.sobria PORALVOANEG ~ e o o o i i i o s o C 28
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V.alginolyticus PNCNYTSTMNGTSSAAPNTSGAIAAIMSTNHALSARDVRALLAETAKVTD 378
V.parahaemolyticus PNCNYTSTMNGTSSAAPNT SGAIAAIMSTNHALSARDIRALLAETARVTD 378
P.tunicata PENCDYNGTMNGTSSAAPNTSGAIAT IMSANHALDARTVRHLLAQTARKTD 394
Shewanella SNCDYTSTMNGTSSAAPNT SGAVAVIMSANPDLSWRDVRYILAKTATKVD 485
CcvV2717 PNCDYNGVMNGTSSAAPSTSGSFAVVMSANPALSARDVRHILITTARQVD 379
A.sobria ASCDYNGVMNGTSSATPST SGAMALLMSAYPDLSVRDLRDLLARSATRVD 397
A.hydrophila ASCDYNGVMNGT SPSTPSTSGAMALLMSAY PDLSGRDLRDLLARSATRVD 397
."k:*__‘**‘k**~::*.***:‘* :**: *. * :* :* :* _~I:
V.alginolyticus KAHPGVQLEFTNHKGEQVSYEATIAPWQKNAAGVDFHTFYGFGAVDLDEAM 428
V.parahaemolyticus AEHPGVQLEFTNNKGELVSYEAISPWOKNAAGVNFHTFYGFGAVDLDEAM 428
P.tunicata PTNQGVDLT FENAQGEVVTYNAVPGWOTNAAGYNFHHFYGLGAIDVDAAV 444
Shewanella TDIAPKTVT IGEGEAAPV~YTAIPGWLONAAGFSFHNLYGFGRVDLTEAV 534
CV2711? AANPGVTLAFKDKNGGAHSYQAI PGWOKNAAGLPFHPFYGFGLINIDKAV 429
A.sobria AKHQPVMVSYT SSTGKVRDVKGLEGWERNAAGMWFSPTYGFGLIDVNKAL 447
A.hydrophila AKHQPVMVSYT SSTGKVRDVKGLEGWERNAAGMWEFSPTYGFGLIDVNKAL 447
b4 Iy = o * ek ® % *k = * X8 * b
V.alginolyticus QRARMTNRVLPTQVITPWVNN---ATEVSVPDASLVGGSSSIATIADELTV 475
V.parahaemolyticus KRARMTNNVLPAQIITPWANN---ATEVSVPDASLAGGSSNIAITDDITV 475
P.tunicata YKALFTGVSLPKLQITDWVST--~0QANVEI PDASLVGAQSAINVEQALTV 491
Shewanella RLAKSYAEDLGDYVVTEWQASP-~ALTKAIPDADVNGVTDTQVVADDLVI 582
Ccv2717 EKALFYNKPLPPLOKTRWETV---SAQTAIPDADEKGVESVYNQPADLTV 476
A.sobria ELAAN-HQPLPPLVQLPWQKINVTGSAAAIADVGNSPTSSTTRIATPLTV 496
A.hydrophila ELAAN~-HQPLPPLVQLPWOKINVTGSAAATADVGNSPTSSTTRIATPLTV 496
» * * . % - -
V.alginolyticus ESVOVTLTLDHARLPDLAIELISPSGTRSVLQTPRNGLVGQSLDS -~~~ 520
V.parahaemolyticus ESVQVKLTLEHSRLPDLAIELVSPSGTRSVLQTPRNGLVGQSLDP~~~—~ 520
P.tunicata ESVOVKLNIDHSRLRDLAIELVSPSGTRSVLMSART GFLGG-—~—===== 532
Shewanella EAVQIELTADHLRLPDLAVELISPAGTKSVILMTPYNGLVYQGVMDKNDPK 632
cv2717 EAVQILVDAEHGRANDLAVELISPSGTRSVLLSPRTSLVGET ~—~~=—~~~ 518
A.sobria EAVQVMVSLDHQRLPDLLIELVSPAGTRSILLSPFNSLVGOSLDQOQOLGE 546
A.hydrophila EAVOVMVSLDHQRLPDLLIELVSPAGTRSILLSPFNSLVGQOSLDOOQLGE 546
‘k:**: & ¥ L % :i—*:**:**:*:* 0 - iE
V.alginolyticus ~SITGYKDQLMLSNQFYGEDAKGEWI LRAIDTNGDEVYSYIAYFN--5ST 567
V.parahaemolyticus ~NITGYENQLMLSNQFYGENAKGEWT LRAIDTNGDEVFSFIAYFN-~-SSA 567
P.tunicata -NDGGYTDAVMLNNHEFYGEQAQGEWT LNVIDT --DKGTSYTLGFNP-ALG 578
Shewanella DLVTGYDATPMLSNAFYGESSKGEWT IKLIDVN--SGSYSFIKFDK-GTT 679
Ccv2717 ~==YGLNQQRLLSNQFYGEQAKGOWRLRVIDTNGGQYQYVIRNRNTGANT 565
A.sobria VRTKGLRDMRMLSNKFYGESAQGTWRLEVTDVANGTROVSLLNRETRERT 596
A.hydrophila 596

VRTKGLRDMRMLSNKFYGESAQGTWRLEVT DVANGT RQVSLLNRETRERT
*

* :*'* *hkk ek % % -

V.alginolyticus IYDVPMANNAQPGVIKNWSMRIFGH~====— 592
V.parahaemolyticus IYDVPMANNAKPGVIKNWSMRIFGH==~=~~ 582
P.tunicata LIGFNSRNNEIAGVLKDWSIRIFGH==~=~~ 603

Shewanella PIAIP-~~-NEADGKLKGWSIRFHGHAAKSAS 707
vz VYSLP~--~NAEGKLKSWSIRFFGHRSAA~-- 590
A.sobria TLTER--NNRQPGKLISWSLRVLGHDANRS~ 624

A.hydrophila

TLTER--NNRKPGKLISWSLRVLGHDANRS- 624

¥ oz _Fkax k%

Figura 5. Alinhamento da seqiiéncia de aminoécidos de CV2717 de C. violaceum e seis outros organismos:
Vibrio alginolyticu; Vibrio parahaemolyticus; Pseudoalteromonas tunicata; Shewanella sp.; Aeromonas sobria;
Aeromonas hydrophila. Aminoacidos em vermelho sfo as regides conservadas ao redor dos trés residuos
cataliticos: 4cido aspértico (D), histidina (H) e serina (S), respectivamente. Legenda: “ * ” = todos residuos da
coluna sfio idénticos em todas as seqiiéncias do alinhamento; “ : ™ substituigdio conservada de residuos ¢
observadae . substituigio semi-conservativa de residuos é observada.
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3.2 Amplificacdo da CDS de cv2717 e clonagem em pGEX-4T2

Para amplificagio da CDS de cv2717 foram testadas diferentes concentragdes da
solugdo PCRx Enhancer em relagdo ao volume final da reag@o (Figura 6). Utilizando solugio
PCRx Enhancer 2x o volume final da reago, foi obtido um produto de amplificagdo de
tamanho mais especifico. Quando utilizada a solugio PCRx Enhancer 3x o volume final da
rea¢do, nenhum produto amplificacio foi visualizado, provavelmente devido a interferéncia
desta solugdo na reagdo de amplificagdo. A eficiéncia de clivagem do vetor foi de >90% . Foi
feita a ligagdo do vetor com o inserto € os produtos de ligagdo foram introduzidos em E. coli
BL21 por eletrotransformagdo. Diversas colonias foram visualizadas na placa, porém da
analise de 30 coldnias, somente 6 eram clones recombinantes e 1 estava na orientagdo
“correta” apos analise em gel de agarose da PCR utilizando primer 5” do vetor e primer 3” de
cv2717 (Figura 7). A clonagem na orientagdo “correta” da CDS de c¢v2717 foi confirmada

por sequenciamento.

1770 pb
1770 pb

Figura 6: Andlise eletroforética em gel de agarose Figura 7: Analise eletroforética em gel de agarose
0,8% do produto amplificado através da técnica de 0,8% da amplificacio por PCR do clone
PCR: marcador de tamanho MHindIIl; (2) controle recombinante de ¢v2717: (1) marcador de tamanho
negativo(sem DNA);  (3-6) amplificagdio de MHindIMl; (2) controle negativo (sem DNA); (3)
cv2717 (1770pb) utilizando diferentes primers 5 e 3° de cv2717; (4) primer 5’ vetor €
concentragdes da  solugio PCRx Enhancer em primer 5° cv2717; (5) primer 5° vetor € primer 3’
relag@o ao volume da reagio. cv2717.
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3.3 Expressio de CV2717 em E. coli

E. coli cepa BL21 contendo o plasmideo recombinante pGEX-4T-2:: CV2717 foi
propagada como descrito em materiais € métodos. Das concentragdes de IPTG testadas para
inducdio da expressdo da proteina recombinante 0,ImM foi a que apresentou melhor
resultado, a 37°C durante 3 h. A proteina de fusdo (CV2717-GST) pode ser visualizada em
gel SDS-PAGE apresentando a massa molecular esperada de 89 kDa (Figura 8). Foi
realizado um western blot com anticorpo anti-GST para se confirmar a expressdo da proteina
recombinante. Apds a incubagdo da membrana de nitrocelulose na solugio substrato fresca,
foi visualizada uma banda intensa na altura aproximada de 89 kDa e outras bandas, de menor

intensidade, em alturas inferiores, o que provavelmente indica produtos de degradagdo
(Figura 9).

M 0,ImM 05mM ImM NI

225 kDa

150 kDa
100 kDa

75kDa |

89 kDa

50 kDa |

35 kDa
25 kDa

Figura 8: Andlise por SDS-PAGE 10% corado com Coomassie blue de extratos de E. coli BL21 portadora de
pGEX-4T-2:: CV2717 (89kDa), induzidos em diferentes concentragdes de IPTG (0,1mM-1mM) por 3 h a 37°C
¢ ndo induzido (NI) ; marcador de massa molecular (M).
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225kDa

150 kDa

100 kDa
75kDa

89kDa

S0 kDa

35kDa

Figura 9: Western blot para detecciio de CV2717-GST. Apds SDS-PAGE, amostras foram eletrotransferidas
para membrana de nitrocelulose: (M) marcador de massa molecular; (NI) pGEX-4T-2:: CV2717 nfo induzido;
(D) pGEX-4T-2:: CV2717 mduzido (89kDa) .

3.4 Testes para solubilizacio de CV2717-GST

Elevada proporgdo de CV2717-GST foi detectada na fragdo insolavel apos lise
celular por ultrasom. Testes na tentativa de solubiliza¢io de CV2717-GST foram realizados
conforme descritos na Tabela 1 em Materiais e Métodos (Figura 10). Das tentativas
realizadas apenas uréia 8M fo1 capaz de solubilizar a proteina por completo, no entanto

CV2717-GST nio foi capaz de se ligar na resina cromatografica.

P S PC SC PT ST PU SU M

N

45 kDa

_31kDa

Figura 10: Andlise por SDS-PAGE 12% das tentativas de solubilizagiio da CV2717-GST (89kDa): (P) pellet
extrato total apés lise celular; (S) sobrenadante extrato total apés lise celular; (PC) pefler apés tratamento com
CHAPS 2%; (SC) sobrenadante ap6s tratamento com CHAPS 2%; (PT) pellet apos tratamento com Tniton 2%,
(ST) sobrenadante apds tratamento com Trton 2%; (PU) pellet apds tratamento com uréia 8M; (SU)
sobrenadante apos tratamento com uréia 8M; (M) marcador de massa molecular..
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Na tentativa de melhorar as condi¢des de expressdo visando a obtengdo de
CV2717-GST na forma solavel, foi utilizada a cepa de E. coli AD494. Nessa cepa foi
detectada CV2717-GST na fragdo soluvel, porém em quantidade reduzida (Figura 11). Com
o intuito de aumentar a quantidade da proteina na forma soltvel, foram utilizados Triton X-
100 a e sarcosil em diferentes concentragdes, seguindo os procedimentos listados na Tabela 1
(Materiais € Métodos). Como mostra a Figura 12, CV2717-GST foi detectada em maior
quantidade na fragdo solavel quando submetido ao tratamento com sarcosil a 1,5% e Triton
X-100 a 3%.

Figura 11: Andlise por SDS-PAGE 12% da expressio de CV2717-GST na cepa de E. coliAD494 induzido por
0,ImM de IPTG durante 3h a 37°C. (M) Marcador de massa molecular; (NI) nfio induzido; (I) induzido; (P)
pellet ap6s lise celular; (S) sobrenadante apos lise celular.

225kDa 225kDa
150 kDa 150 kDa
100 kDa 100 kDa
75 kDa 75kDa
50 kDa
50 kDa
35 kDa 35kDa
21 kDa 21 kDa

Figura 12: Andlise por SDS-PAGE 10% da solubilizago parcial de CV2717-GST : (M) marcador de massa
molecular; A. (1) extrato total apés 3h de indugdo a 37°C com 0,1mM de IPTG; (2) extrato total apés lise
celular; (3) sobrenadante apds tratamento com 1,5% de sarcosil € 3% de triton X-100; (4) pellet apds tratamento
com 1,5% de sarcosil € 3% de triton X-100; B. (P) peller ap0s tratamento com 1% de sarcosil € 3% de triton X-
100 a; (S) sobrenadante apos tratamento com 1% de sarcosil € 3% de triton X-100.
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Apo6s passagem da fragdo soluvel da proteina recombinante, tratada com 1,5% de
sarcosil € 3% de Tnton X-100, CV2717-GST foi eluida apds incubacdo com glutationa
reduzida por 15 minutos. A proteina recombinante, no entanto, foi visualizada numa

quantidade muito reduzida ap6s analise em SDS-PAGE (Figura 13).

Figura 13: Andlise por SDS-PAGE 10% da etapa de purificagio de CV2717-GST: (M) marcador de massa
molecular; (1) sobrenadante extrato total antes da passagem pela coluna; (2) sobrenadante extrato total apoOs
passagem pela coluna; (3) resina cromatografica; (4) 17 eluigdo de CV2717-GST; (5) 2* eluigdo de CV2717-

GST.
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4. Discussao

Apds seqiienciamento completo do genoma de C. violaceum (GenBank n° de acesso
AEO016825), e analise desse genoma, a CDS denominada cv2717 foi anotada como uma
provavel serino protease extracelular. A partir do DNA gendmico desse organismo, a CDS
cv2717 fo1 amplificada por PCR e o fragmento clonado no vetor de expressdo pGEX-4T-2. A
orientacdo correta para expressdo do clone pGEX-4T-2::CV2717 foi verificada por PCR e
pelo seqiienciamento.

E. coli BL21 contendo o plasmideo pGEX-4T-2::cv2717 fo1 propagado em meio de
cultivo e a proteina recombinante analisada em gel de poliacrilamida- SDS corado com
Coomassie blue. O fato da proteina recombinante fusionada a GST ser expressa no tamanho
de 89 kDa, sugeri a ndo ocorréncia da clivagem autocatalitica da proproteina. O dominio da
proprotéina em CV2717 esta localizado na extremidade carboxi terminal da proteina madura, |
diferindo assim da maioria das subtilases que apresentam a proproteina na extremidade
amino terminal da proteina madura (WELLS ez al., 1983). No entanto a proproteina também
¢ encontrada na extremidade carboxi terminal da proteina madura, onde desempenha
importante papel na secrecdo de proteinas (Lee et al., 1994), uma vez que o peptideo sinal
pode ndo estar presente, como € o caso da provavel serino protease extracelular de C.
violaceum.

A proteina recombinante permaneceu na fragdo insoluvel, corroborando com o
modelo proposto por Wilkinson e Harrison para um calculo teérico da porcentagem da
solubilidade de proteinas recombinantes expressas no citoplasma de 7. coli (WILKINSON &
HARRISON, 1991). Segundo o modelo de Wilkinson e Harrisonm, CV2717 apresenta
91.3% de chance de insolubilidade quando superexpressa em £. coli. Um webserver para o

calculo proposto por esse modelo € disponivel em <http://www.biotech.ou.edu>.

A producgdo de proteinas heterélogas em [ coli para estudos bioquimicos e,
principalmente, estruturais, ainda € uma tarefa bastante dificultada pela série de fatores que
podem interferir na obtengdo da proteina pura e ativa a partir de sistemas de expressao
heterologos (SORENSEN & MORTENSEN, 2005). Um desses fatores pode ser o acimulo
da proteina recombinante em agregados insoluveis conhecidos como “corpos de inclusdo”,

onde, em geral, a proteina se encontrada biologicamente inativa (VILLAVERDE &
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CARRIO, 2003). A literatura descreve numerosos métodos para solubilizacdo de proteinas a
partir de corpos de inclusido e processos onde a estratégia de expressdo ¢ modificada com a
finalidade de obter a proteina expressa na fragcdo solavel. No entanto um passo limitante
neste processo de solubilizagdo de proteinas recombinantes € as caracteristicas particulares
de cada proteina, e para isso cada caso deve ser trabalhado isoladamente (SORENSEN &
MORTENSEN, 2005).

Das tentativas de solubilizagdo in vitro de CV2717-GST, uréia a 8M, foi a uUnica
capaz de solubilizar por completo a proteina recombinante. Entretanto, apos a dialise para
retirada da uréia, a proteina fo1 incapaz de se ligar na coluna cromatografica, podendo indicar
que nestas condi¢des a proteina ndo foi capaz de se renaturar completamente e corretamente.

Diferentes temperaturas de encubagio foram testadas para tentar produzir a proteina
na forma soluvel. Baixas temperaturas, 25°C, poderiam possibilitar a expressdo da proteina
na fracdo soluvel, uma vez que reagdes de agregacdo estdo diretamente relacionadas com '
temperaturas elevadas (KIEFHABER et al., 1991). Entretanto, a proteina continuou sendo
expressada na fragdo insoluvel (resultados ndo mostrados).

Outra tentativa de melhorar a expressao da proteina na forma solavel fo1 a utilizagao
da cepa de E. coli AD494 (Novagen). Esta cepa € conhecida por permitir a formagdo de
pontes disulfeto no citoplasma de E. coli, e assim favorecer o dobramento correto da proteina
recombinante. A solubilizagdo de CV2717-GST expressa em AD494, foi aumentada apos
tratamento com sarcosil a 1,5% e Triton X-100 a 3% (FRAGIONI & NELL, 1993). A analise
em gel SDS-PAGE da etapa de purificagdo por cromatografia de afinidade a GST mostra a
ineficiéncia da proteina de fusio se ligar a resina cromatografica, provavelmente devido a
interferéncia do processo de solubilizagdo na ligagdo da proteina de fusdo a resina. Apods a
etapa de purificacdo e clivagem da proteina recombinante com trombina, testes funcionais
com a provavel serino protease extracelular de C. violaceum podem ser realizados dando

nicio a etapa de caracterizagio estrutural e funcional da proteina.
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5. Perspectivas

- purificagdo da proteina recombinante por cromatografia de afinidade e posterior clivagem

da fusdo com trombina; e

- ensaio funcional de serino protease utilizando azocaseina como substrato (PEEK et al.,
1992)
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ANEXO I

Protocolo de preparacio de células competentes

(adaptado de SAMBROOK & RUSSEL, 2001).

Primeiro dia

1. Inocular 50 mL (2X 25 mL)de LB estéril, com uma colonia de F. coli selecionada com
palito estéril, de uma placa de meio minimo (ou de um estoque em glicerol).

2. Crescer com agitacdo overnight (O/N), 37°C.

OBS: no caso de um estoque em glicerol, crescer o pré -inoculo a partir deste (recuperar as
colonias com uma alga ou 10 ul. do estoque liquido). Se as células competentes forem
preparadas a partir de uma aliquota de células competentes (40ul.), é necessario incuba-las
em meio LB, 37°C, 16h para que as mesmas se recuperem. Apds este periodo, deve-se

espalhara essas células em placas com meio (37°C, O/N) e s6 depois utiliza-las para o pré -

noculo.

Segundo dia
1. Transferir 25 mL do pré -in6culo para cada frasco de 500 mL de LB liquido;

2. Crescer com agitacdo a 37°C até atingir uma ODgy de 0,4 (aproximadamente por 2
horas);

3. Deixar 30 minutos no gelo;

4. Transferir a cultura para 6 tubos de GSA (200 mL em 4 dos tubos e 100 mL em dois dos
tubos) e equilibrar os tubos com a balanga antes de centrifuga-los;

5. Centrifugar por 15 min, 5K, 4°C.

6. Verter o sobrenadante e suspender em 200 mL (4 dos tubos) e 100mL (2 dos tubos) de
agua Mili-Q ;

7. Centrifugar por 15 min, 5K, 4°C;

8. Desprezar o sobrenadante e ressuspender em glicerol 10% (70mL em 4 tubos e 60 mL em
2 tubos);

9. Juntar o material em 2 tubos de GSA (200 mL) cada;

10. Centrifugar por 15 min, 5K, 4°C;
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11. Desprezar o sobrenadante e ressuspender o pellet em 10 mL de glicerol 10%;

12. Transferir a suspensio para 2 tubos SS-34 e centrifugar por 15min, 6K, 4°C;

13. Ressuspender o pellet em 1 mL de meio GYT gelado

Medir a ODsoo de uma diluigdo de 1:1000

Diluir para uma concentragio de 2-3 X 10'° cel/mL

1 OD600 = 2,5 X 10° cel/mL

14. Antes de aliquotar as células, eletroporar 40 pl. da suspensio e, caso estourem, lavar
novamente com meio GYT.

15. Aliquotar em eppendorfs de 500 uL.
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Programa de PCR utilizado

ANEXO IT

Temperatura Tempo

95°C 5 min

o5 45s 35x
. 67°C. | 45s

ja € 1 mine30s

72°C S min

4°C 00
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ANEXO III

Protocolo de preparacao plasmidial (mini-prep de lise alcalina)

(adaptado de SAMBROK & RUSSEL, 2001).

1. Inocular uma colénia em 3 mL de LB liquido contendo ampicilina (50 uLL /mL) e incubar
a 37°C overnight com agitagio;

2. Centrifugar todo o volume a 12.000 rpm por 2 min,;

3. Desprezar o sobrenadante e lavar com 200 pL de soluggo de lise I (glicose 50mM, Tris-
Cl (pH 8.0) 25 mM e EDTA (pH 8.0) 10mM);

4. Centrifugar a 12.000 rpm por 2 min e desprezar o sobrenadante;

S. Ressuspender em 200 pl. de solugao de lise [;

6. Adicionar 200 puL. de solugdo de lise I (NaOH 0,2 N e SDS 1%) preparada na hora e
agitar gentilmente invertendo o tubo. Manter no gelo 15 min;

7. Adicionar 200 uL de solu¢do de lise III (acetato de potassio 3M) e agitar gentilmente

invertendo o tubo;
8. Centrifugar a 12.000 rpm por 2 min;

9. Transferir o sobrenadante para outro tubo, adicionar 1 volume de isopropanol gelado

10. Centrifugar a 12.000 rpm por 12 min,;

11. Desprezar o sobrenadante, lavar com etanol 70% gelado (centrifugar a 12.000rpm por 2
min);

12. Desprezar o sobrenadante e secar a 37°C.

13. Depois de seco, ressuspender em 30 ul. de agua Mili-Q, adicionar 2 pL de RNAse
(10mM) e incubar a 37°C por 30-45 min;

14. Analisar o plasmideo por eletroforese em gel de agarose.
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ANEXO IV

Solucdes e tampdes

(adaptado de SAMBROOK & RUSSEL, 2001).

7. PBS
NaCl 8¢g
KCl 02¢g
Na2HPO4 1,44 g
KH2PO4 024 ¢
Agua destilada paral L

Esterilizado por autoclavagido

8. Tampao de corrida 4x para amostras de proteinas

Tris- HC1 0,5 M pH 6,8 1 mL

Glicerol 0,8 mL
SDS 10% (m/v) 1,6 mL
Beta- mercaptoetanol 0,4 mL
Azul de bromofenol 1% 0,4 mL
Agua destilada 3,8 mL

9. TBE 5x (estoque)

Tris base S4¢g
Acido bérico 275¢
EDTAOSMpHS80 20 mL
Agua destilada paral L

Solugao de uso diluida para 1 x

10. Solucio de blogueio

Leite em p6 desnatado |5 ¢

PBS 1x 100 ml
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11. Vermelho de ponceau 5%

Vermelho de ponceau 0,5¢g
A}cido acético 1 ml
Agua destilada Para 100 ml
Solugdo de uso dilur 1:100
6.STE
Tris-HCL, pH 8,0 10mM
NaCl 150mM
EDTA ImM
7. TPBS
NaCl 8¢g
KCl 02¢g
Na2HPO4 1,44 ¢
. KH2PO4 024 ¢
Tween 20 0,1%
Agua destilada paral L
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