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iii — apoio financeiro = CNPq (bolsa de doutorado), CAPES (estagio no exterior)
xviii — PNP = p - nitrofenol

xviii — PNP a ou 3 piranosideos = p - nitrofenil . ou 3 piranosideos

xviii — CIAP = Calf Intestinal Alkaline Phosphatase — fosfatase alcalina de intestino de bezerro
3 — beta can = barril beta

15, parag. 1, lin. 5 — 0,1% para 0,5% = 0,001 para 0,005

18, parag. 2, lin. 4 — clivam = liberam

25, item 3.1.5.12. — referéncia = Food Microbiology, 2000, v.17, p.217-223.

28, parag. 1, lin. 4 — Imidizol = Imidazol

36, item 3.2.23. — proteina padrdo = BSA fragdo V

47, parag. 2, lin. 3 - pBBGH = pBBSGH

56, parag. 2, lin. 1 — a estrutura terciaria nio foi determinada para a fusio

60, Tabela 5 — n.d. no desvio padrdo = ndo foi possivel determinar

76, parag. 1, lin. 4 — Figura23 1, F, K, L = Figura20 [, J, K, L
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UTILIZAGAO DA GFP (Green Fluorescent Protein) NA ANALISE DA EVOLUCAO
DIRIGIDA DA 3-GLUCOSIDASE A DE Fervidobacterium sp.

Autor: ANDRE OLIVEIRA DE SOUZA LIMA
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RESUMO

As enzimas s&o amplamente empregadas na industria (farmacos, alimentos,
tintas, biodegradacao, etc), devido a sua capacidade de catalisar reacdes bioldgicas.
Atualmente, a evolugao dirigida permite a obtengdo de enzimas mais eficientes e/ou
estaveis. Este método consiste em gerar variabilidade por meio do PCR, introduzindo
mutacdes aleatérias na molécula de DNA que codifica a proteina de interesse. Em
seguida, faz-se a clonagem do DNA mutante e, posteriormente, a avaliagéo e selecéo
dos clones desejaveis expressando a proteina de interesse. Dessa forma, o presente
trabalho teve por objetivo integrar & este sistema de melhoramento de proteinas, a
utilizacdo da green fluorescent protein (GFP) como um gene reporter, a fim de que
este, por meio de sua fluorescéncia, auxiliasse o processo de selecio das moléculas
mais ativas. Neste estudo, foi utilizada como modelo a B-glucosidase A (BglA) de
Fervidobacterium sp. (Sullivan et al., 1998), de interesse na biodegradacao da celulose
devido a sua termoestabilidade. O gene desta enzima, bem como o da GFP
(pGFPmut3.1, Clontech), foram clonados num vetor de expressdo (pBADMycHis,
Invitrogen) induzivel por arabinose. Para tanto, uma série de plasmidios, bem como
uma nova variavel da GFP (GFP309), foram criados resultando nos vetores pBBGH e
pBBSGH. Estes vetores binarios conferiram as células de Escherichia coli a
capacidade de producdo de uma proteina quimérica ativa, composta pela BglA
fusionada a GFP, seguida de uma cauda de 6 histidinas. A produ¢ao desta fusao foi



otimizada, seguida de sua purificagdo (Imobilized Metal Affinity Chromathography -
IMAC) e caracterizacdo (temperatura &tima, especificidade pelo substrato,
termoestabilidade, etc). Foram estabelecidas as condicbes para a obtencdo de
moléculas mutantes da BglA por meio da técnica de Error Prone PCR (EPP), sendo
construida uma biblioteca de clones mutantes, que foram avaliados por meio do indice
obtido entre a atividade da BglA e a fluorescéncia da GFP (BglA/GFP). Os clones com
superior indice (BglA/GFP) foram selecionados e suas respectivas fusdes purificadas e
caracterizadas. Nao foi verificada correlacéo entre este indice e a atividade especifica
da BglA nas fusbes mutantes purificadas. Aqui s&o sugeridas as fontes de variacéo
que reduziram a correlagéo entre estes parametros e, entre elas, sdo consideradas: a
interacao entre as moléculas que compdem a fusdo, a instabilidade plasmidial, a
suscetibilidade da fusio a protedlise e a nao automatizacao total dos ensaios.



USE OF GFP (Green Fluorescent Protein) IN A DIRECTED EVOLUTION
APPROACH OF THE B-GLUCOSIDASE A OF Fervidobacterium sp.

Author: ANDRE OLIVEIRA DE SOUZA LIMA
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SUMMARY

Enzymes are proteins able to catalyze biological reactions and for this reason
they are largely used in biotechnological processes (drugs, food, paint, fuel,
bioconversion, etc). Today, one of the most promising strategy of engineering proteins
to obtain more active and/or stable molecules is the directed evolution. This approach is
based on the generation of variability through the obtaintion of mutant DNA molecules
that codify the protein of interest, followed by its screening. The present work was
aimed to integrate to this evolutionary method, the use of the green fluorescent protein
(GFP) as a reporter. In this case the GFP will work as a tool aiding the process of
selection of the most active molecules. In this study, B-glucosidase A (BglA) of
Fervidobacterium sp. (Sullivan et al., 1998) was used as a model, an enzyme that is of
biotechnological interest in cellulose degradation due to its thermostability. The gene of
this enzyme, as well the one that codifies the GFP protein (pGFPmut3.1- Clontech),
were cloned into a vector (P BADMycHis- Invitrogen). After the construction of a serie of
plasmids and the obtaintion of a new derived GFP molecule (GFP309), a final pair of
expression vectors (pBBGH and pBBSGH) were obtained. The expression of those
vectors allowed Escherichia coli cells to produce a chimeric active protein, composed
by the BglA fused to GFP, and these, linked to a histidine tag. The fusion production
was optimized, followed by its purification (lon Metal Affinity Chromathography - IMAC)
and characterization (optimal temperature, substrate specificity, thermostability). Based



on the existence of a proportion of 1:1 between the number of molecules of each
protein in the fusion, the selection of enhanced BglA mutants was studied through the
index obtained by the ratio between the BgIA activity and the GFP fluorescence
(BgIA/GFP). In order to do that, the conditions to produce mutant molecules of BglA
were established by the Error Prone PCR technique. A library of mutant molecules was
built and evaluated in Escherichia coli. Some clones were selected through the index
(BglIA/GFP), and then its fusion was purified and characterized. No correlation was
verified between the index obtained and the specific activity of BglA from pure fusion
samples. Based on the assays performed, some of the sources that could be
generating the difference observed between the index and the specific activity of the
fusion are suggested: the different interaction among the molecules that compose the
fusion, the plasmidial instability, susceptibility of the fusion to proteolysis, and non
totally automated assays.



1. INTRODUCAO

Enzimas sao proteinas capazes de catalisar reagbes biolégicas in vivo ou in
vitro. Esta propriedade é de grande interesse em processos biotecnolégicos, na
industria farmacéutica, alimenticia, entre outras diversas. Objetivando aumentar a
eficiéncia da catalise mediada pelas enzimas, estas moléculas vem sendo submetidas
a programas de melhoramento, que visam, de maneira geral, a obtencéo de proteinas
mais ativas e/ou estaveis, além da criagdo de moléculas com novas atividades.

Entretanto, a construcio racional de moléculas mais apropriadas aos varios
processos ¢ dificultada pela complexidade da relagdo existente entre a seqliéncia de
aminoacidos e a estrutura tridimensional da proteina, estrutura esta responsavel por
suas propriedades e caracteristicas. Nesse sentido, foi proposta uma nova estratégia
para a obtencdo de enzimas melhoradas, chamada de evolugdo dirigida. Por meio
dessa metodologia, tenta-se simular in vifro os processos que ocorrem na evolugdo
das espécies, isto &, geracao e amplificacao da variabilidade, seguidos de selecio.

Numa primeira etapa a variabilidade é gerada por meio de mutagdes pontuais.
Estas sao introduzidas aleatoriamente no DNA que codifica a proteina de interesse, por
uma técnica conhecida como Emor Prone PCR (EPP). Em seguida, é feita a selecdo
das moléculas com as caracteristicas desejaveis. As moléculas selecionadas podem,
entdo, ser submetidas a um novo ciclo de EPP, ou serem dirigidas ao processo de
amplificacdo da variabilidade. A amplificacéo é realizada pela técnica de PCR sexual
ou evoluc¢ao in vitro, a qual permite a recombinagao de segmentos do DNA proveniente
das moléculas selecionadas. Por fim, sdo realizados varios ciclos de geracgao,
amplificacao e selegdo das enzimas com as propriedades de interesse.

Atualmente, sdo varios os relatos de éxito na utilizacdo da estratégia de
evolugdo dirigida para a obtencdo de proteinas mais ativas e resistentes. Esta
estratégia porém, requer que um grande numero de moléculas ou clones sejam



avaliados (10°~10%), que acarreta em um alto custo para o sistema devido a
automatizacédo requerida para obtengéo (cultivo e preparo) e avaliagao (purificagao e
quantificacdo) das amostras.

O presente trabalho visa integrar ao processo de evolugao dirigida, as
vantagens proporcionadas pela proteina de fluorescéncia verde (green fluorescent
protein), mais conhecida como GFP. Esta proteina, devido a sua capacidade de
fluorescer e permitir sua detecgdo de maneira nio invasiva, tornou-se, em menos de
10 anos, o marcador biolégico mais utilizado em diversas pesquisas. A GFP ja foi
aplicada nos mais diferentes tipos de células € com os mais distintos objetivos, como o
estudo de eventos celulares (regulacdo da sintese, transporte e secrecido de
proteinas), no monitoramento da distribuicdo de microrganismos no ambiente, no

acompanhamento da produgéo de moléculas de interesse, entre outros.

Com o objetivo de estudar o uso da GFP como um marcador quantitativo num
programa de evolucgdo dirigida e assim auxiliar a selecdo de enzimas melhoradas, sem
que essas sejam purificadas, foi utilizada como modelo de enzima a B3-glucosidase A
(BglA) de Fervidobacterium sp., celulase esta de grande interesse biotecnolégico
(vinho, papel e etanol) devido a sua termoestabilidade (Davis et al., 2000). Para tanto,
considerou-se que a atividade da BglA e da GFP apresentaria uma relagéo 1:1, sendo
assim, possivel determinar o nimero de moléculas ativas da BglA, por meio da
fluorescéncia da GFP. Considerando este fato, foi proposto que o indice formado pela
razao obtida entre atividade da enzima e a fluorescéncia da GFP (BglA/GFP), poderia
ser semelhante ao valor obtido para atividade especifica da enzima.

A fim de testar essa hipétese o presente trabalho tem como objetivos
especificos:

- aconstrugado de um vetor de expressao binaria para E. coli produzindo a quimera
proteica formada pela BglA fusionada a GFP.

- otimizac&o da produgao, purificacao e caracterizagéo da fusio BglA-GFP.

- obtencao e avaliacao de uma banco de genes, expressando moléculas mutantes
da BglA ligadas a GFP.

- purificacéo e caracterizagdo da fusdo produzida pelos clones selecionados pelo
indice (BgIA/GFP).



2. REVISAO DA LITERATURA
2.1. Proteina de fluorescéncia verde (Green Fluorescent Protein - GFP)

2.1.1. Propriedades da GFP

A proteina de fluorescéncia verde, mais conhecida como green fluorescent
protein ou GFP, € uma molécula capaz de fluorescer na presenga de luz UV. No inicio
da década, o gene responsavel pela sua expressdo foi clonado por Prasger et al.
(1992) a partir do cnidario Aequorea victoria. Logo apds a descricdo de suas primeiras
aplicacdes como um gene reporter transgénico (Chalfie et al., 1994), tornou-se uma
das ferramentas mais utilizadas em estudos de biologia molecular. Nesta revisao, séo
apresentadas as caracteristicas e as mais recentes aplicagbes desta proteina como um
marcador em algumas areas da Biologia.

211.1. Caracteristicas e vantagens da utilizagao da GFP

A principal caracteristica da GFP é a fluorescéncia proporcionada por sua
estrutura terciaria, chamada de beta-can, a qual possui em seu interior a regiao
cromoférica responsavel pela fluorescéncia. Tal propriedade permite que esta proteina,
de deteccdo ndo invasiva, seja utilizada como um eficiente gene marcador in vivo. A
GFP tornou-se importante também devido ao seu reduzido tamanho, alta estabilidade e
facil deteccéo.

A molécula selvagem da GFP possui 238 aminoacidos, sendo que grande
parte da estrutura primaria (residuos 2 a 232) exerce func¢do catalitica durante a
formagao do cromoforo (Dopf & Horiagon, 1996). Devido a seu tamanho, a GFP pode
ser facilmente clonada em diferentes vetores (plasmidios, cosmidios e bacteriéfagos) e
expressa nos mais variados tipos celulares (virus, procariotos, eucariotos inferiores e
superiores) (Tsien, 1998). Uma vez formada, apresenta-se estavel em diferentes
tampdes e temperaturas por longos periodos de tempo (Yang et al., 1996; Lim et al,,



1995). Entretanto, a reducdo da meia vida da sua atividade em células de
camundongos, foi constatada pela introducéo aleatéria de sitios proteoliticos na
seqléncia original (Corish & Tyler, 1999). A sensibilidade da GFP foi demonstrada ser
semelhante & apresentada pelo marcador B-galactosidase, quando testada em células
de Escherichia coli (Lissemore et al., 2000). No entanto, quando testada em células de
Drosophila, detectou-se que, dependendo do tecido, um marcador pode ser mais
eficiente que o outro (Timmons et al., 1997).

2.1.1.2. Mutantes e fluorescéncia

A fluorescéncia apresentada pela GFP selvagem pode ser obtida pela
excitagdo desta molécula com luz ultravioleta a 395 nm e a detecg@o da fluorescéncia
emitida a 510 nm em fluorimetro. Porém, é sabido que uma pequena porcentagem das
GFPs ativas apresentam uma forma ionizada, a qual somente é excitada a 447 nm
(Brejc et al., 1997).

Atualmente, iniGmeras variantes da molécula original ou selvagem foram
criadas com a finalidade de apresentarem caracteristicas especificas como maior
fluorescéncia, cores diferentes, rapida ativacao, alta solubilidade, afinidade por sitios e
sais e outras. Um exemplo é a GFP obtida por Miller & Lindow (1997), a qual é 60
vezes mais fluorescente que a selvagem quando expressa em E. coli. Esta molécula foi
obtida pela combinagdo da mutacdo presente na variante red-shift (serina 65 para
treonina), que confere alta fluorescéncia (Heim et al., 1995), com a mutacéo de alta
solubilidade (fenilalanina 64 para leucina) anteriormente descrita por Cormack et al.
(1996).

Qutros casos de aumento de fluorescéncia foram relatados: Cinelli et al.
(2000) obtiveram, por mutag¢des especificas, uma molécula muito ativa designada de
enhanced GFP; ja Crameri et al. (1996) construiram, por meio da estratégia de
evolugdo dirigida, uma molécula 42 vezes mais fluorescente que a selvagem, quando
expressas em células de camundongos ou em E. coli.

A selecdo de GFPs mais apropriadas ao organismo hospedeiro, também foi
conduzida por Natarajan et al. (1998), que objetivaram a sele¢do das moléculas mais
ativas em células CHO de camundongo e em leveduras. No mesmo sentido, Wu et al.



(1997), obtiveram variantes azuis e amarelas, otimizadas para a expressdo em

baculovirus.

Também foram construidas moléculas de GFP com afinidade especifica,
como a variante com afinidade por metais foi obtida por Richmond et al. (2000). Ja
Persechini et al. (1997) e Baubet et al. (2000), construiram variantes da GFP com
afinidade por calcio (Ca*), sendo que os primeiros autores obtiveram a variante com
afinidade por Ca'? por meio da insercdo, na GFP, de um segmento da seqiiéncia da
camodoluina, a qual tem afinidade por Ca*. Bogdanov Jr. et al. (1998) desenvolveram
uma GFP que, ligada a jusante a um determinado segmento hidrofébico, conferiram &
esta a afinidade pelo isétopo tecmetato.

Durante a obtencdo desses mutantes, tais modificacdes na estrutura
primaria podem também acarretar alteragdo de outras caracteristicas de importancia,
assim como a verificada por Heim & Tsien (1996), onde foi observada, durante a
obtengdo da variante azul, uma reducdo na fluorescéncia, bem como mudanga no
comprimento de onda de excitacéo.

2.11.3. Métodos de detecgao

Juntamente com o desenvolvimento de novas variantes da GFP, os
métodos de deteccdo da fluorescéncia também evoluiram, procurando aplicar tal
ferramenta nos mais diferentes tipos de estudos. Portanto, além da avaliagéo direta em
fluorimetro, atualmente também se utiliza a visualizagdo em microscopio de
fluorescéncia e confocal, entre outros.

Com o intuito de reduzir a interferéncia da fluorescéncia emitida
naturaimente pelos diferentes tipos de células, Cronin & Hampton (1999)
desenvolveram uma série de filtros para visualizacdo de leveduras. Neste contexto,
Niswender et al. (1995) desenvolveram um espelho dicréico de corte para reduzir a
fluorescéncia amarela proveniente de células de mamiferos (Hela), na avaliagdo de
amostras sob microscépio a laser confocal. Mainen et al. (1999) construiram um
microscoépio especifico, chamado de 2-photfon excitation laser scanning microscopy
(TPLSM), o qual viabilizou a avaliagdo da dinamica da morfologia de neurbnios pela
fluorescéncia da GFP como gene marcador.



Plautz et al. (1996) desenvolveram um sistema de quantificagéo da GFP via
imagem 3D, o qual foi aplicado em Drosophila melanogaster, em células de soja e de
mamiferos. Foi desenvolvido também um sistema de avaliagdo da fluorescéncia
denominado de microscépio de correlagdo, com o qual foi possivel quantificar a
atividade desde poucas até milhares de moléculas da GFP, tendo sido especulada sua
aplicacdo em estudos baseados na avaliagdo de muitas amostras (high throughout put
screening) (Brock et al., 1999).

Diante das variantes da GFP existentes, foram desenvolvidos sistemas de
dupla fluorescéncia. Estes, em sua maioria aplicados em ceélulas de mamiferos,
relataram a eficiente distincdo da fonte de fluorescéncia. Foram testados sistemas com
duas GFPs que emitem fluorescéncia em distintos comprimentos de onda (Anderson et
al.,, 1996), bem como proteinas com cores diferentes (amarela e azul) (Rustom et al,,
2000), ou até mesmo a GFP combinada com luciferase (Day et al., 1998; Liu et al.,
2000).

A fim de reduzir a sobreposicao de fluorescéncias, ao avaliar
simultaneamente duas GFPs distintas, Ellenberg et al. (1998) avaliaram por longo
tempo as amostras sob microscépio confocal e, em seguida, corrigiram os resultados
obtidos em programa projetado especificamente para este propésito.

2.1.2. Aplicagdes da GFP

A utilizacdo da GFP como um marcador, tem permitido o desenvolvimento
de diferentes tipos de estudos que, em sua maioria, preconizam a utilizagao da GFP
fusionada a um promotor e/ou a uma proteina especifica, a fim de monitorar o
organismo vivo (Callus & Mathey, 1999, Poppenborg et al., 1997; Burlage et al., 1996)
ou sua dinamica intracelular (Baubet et al.,, 2000; Webb et al., 1995; Subramanian &
Srienc, 1996). Revisdes podem ser encontradas em Tsien (1998), Phillips (1997) e
Kendall & Badminton (1998).

Qutras aplicacdes tais como a exposi¢éo de GFP (GFP display) (Aoki et al.,
2000), também foram testadas quanto a determinagéo da composi¢cao de aminoacidos
especificos em um peptideo ligado a GFP, baseando-se no padrdo de migracdo da
fusdo em gel SDS; ou ainda, o monitoramento de eventos da conjugagcdo em



Pseudomonas putida pela transferéncia do gene que codifica a GFP (Christensen et
al., 1996).

Além do sistema padrdo, que é somente a GFP ligada a um promotor e/ou
a uma proteina especifica, também existem os vetores com mais genes repoérteres.
Estes podem ser de dupla fluorescéncia como descrito no item 2.1.3., ou ainda, a GFP
combinada a B-galactosidase (Timmons et al., 1997; Ross et al,, 1997), normaimente

relatado como capaz de conferir vantagens na deteccdo ou quantificagéo da atividade.

21.2.1. Monitoramento de células vivas no meio ambiente

O monitoramento de células vivas € uma das grandes vantagens
proporcionadas pela marcagcdo de organismos com GFP. Nesse sentido, tem-se
estudado, principalmente em células microbianas, a distribuicdo destas em sistemas
abertos ou fechados (Errampalli et al., 1999).

Com o intuito de monitorar a migracdo e a distribuicdo de células
bacterianas de E. coli e Pseudomonas putida na areia, estes microrganismos foram
marcados com GFP (Burlage et al., 1996). O mesmo principio foi utilizado por
Sternberg et al. (1999), a fim de monitorar a formagao de biofilmes, ou ainda, na
identificacdo de Azoarcus expressando os genes nif ligados a GFP (Egener et al.,
1998).

A fim de avaliar a interacdo entre microrganismos fitopatogénicos e seus
respectivos hospedeiros, foram desenvolvidos ensaios nos quais tais patégenos foram
marcados com GFP e posteriormente monitorados. Como exemplo, tem-se o
monitoramento de Erwinia amylovora durante a penetracdo em macieiras (Bigs &
Geider, 1999), ou a sintese de poligalacturonase por Colletotrichium lindemuthianum
durante a infeccdo de feijdo (Dumas et al., 1999). Além desses, também foram
avaliados, em meio de cultura, Agrobactenum tumefaciens (Li et al., 1999) e
Phytophthora parasitica (Bottin et al., 1999) marcados com GFP.

Por meio do monitoramento da fluorescéncia tambéem foram estudados
outros tipos de infeccdo, como as infecgbes entéricas provocadas por bactérias
patogénicas em células epiteliais humanas (Valdivia et al., 1996), ou a infestacéo por



acantamoeba (Koehler et al., 2000) e Listeria monocytogenes (Fortineau et al., 2000),
sugerindo-se um possivel monitoramento em tempo real do processo infeccioso..

2.1.2.2. Monitoramento de proteinas e promotores fusionados a GFP

2.1.2.2.1. Quantificagdo e produtividade

Com o intuito de acompanhar a producéo de determinada molécula de
interesse sem que seja necessario quantifica-la especificamente, faz-se a expresséo
desta fusionada a GFP e, entdo, monitora-se a produtividade da molécula de interesse
por meio da fluorescéncia emitida pela fusdo. Este principio ja foi testado de varias
formas, apresentando em sua maioria resultados positivos. Recentemente, Waldo et al.
(2000) relataram o uso da GFP como gene repérter da ativacdo, com mais de 20
proteinas citoplasmaticas diferentes de Pyrobaculum aerophilum testadas em E. coli.

Dabrowski et al. (1999) expressando em E. coli a pré-insulina humana
ligada a proteina de fluorescéncia amarela, relataram manutenc¢éo da relagio entre a
atividade das proteinas, sendo possivel estimar a quantidade da pro-insulina via
fluorescéncia. Uma linearidade semelhante foi observada com a expresséo da
interleucina (Cha et al., 2000) e cloranfenicol (Albano et al., 1998) em E. coli, mesmo
quando as proteinas que compdem a fusdo foram traduzidas independentemente,
devido a presenca de um segundo sitio de ligac&o do ribossomo (Delisa et al., 1999).

O monitoramento da producdo em células de mamiferos também foi
especulado. Nesse sentido, Meng et al. (2000) conseguiram expressar diferentes
proteinas (neurotrofina 3, deoxirribonuclease, fator de crescimento de tecido endotelial
vascular) em células de ovario fusionadas a GFP, sendo possivel a discriminagéo das
células mais produtivas por FACS (fluorescence activated cell sorting). Ja Subramanian
& Srienc (1996) avaliaram a expressao da GFP por citometria de fluxo, sendo também
possivel identificar as células ativas.

Observando sob microscopio a fluorescéncia emitida pela fusdo da
calretinina-GFP, expressa em ceélulas de teratocarcinomas, Kack et al. (2000), foram
capazes de estabelecer uma relacdo entre a atividade das proteinas e monitorar a
dinamica celular pela fluorescéncia.



Células fungicas de Aspergillus niger também ja foram monitoradas pela
fluorescéncia durante a expressdo de glucoamilase fusionada a GFP (Gordon et al,,
2000). O mesmo foi descrito para uma protease humana de HIV no bacteriéfago T4
(Mullaney & Black, 1998)

Também em células de insetos, a produtividade de proteinas de interesse
ligadas a GFP, pode ser monitorada pela fluorescéncia. Por exemplo, Eriksson et al.
(1996) expressaram a melitina de abelhas fusionada a4 GFP sobre controle de um
promotor de poliedrina do virus Autographa californica e avaliaram a fluorescéncia por
citometria de fluxo.

No mesmo sentido, Cha et al. (1999a) expressaram em células de inseto a
interleucina 2 de humanos fusionada a GFP. Neste caso, foi adicionado a fusdo um
espacador contendo um sitio para uma enteroquinase e também uma cauda de
histidinas (6XHis). A 6xHis € um segmento que facilita a posterior purificacdo da fusdo
por cromatografia de afinidade por metal imobilizado (Immobilized Metal Affinity
Chromathography - IMAC). O mesmo tipo de cauda também foi utilizado por outros
autores (Nordstrom et al., 1999; Poppenborg et al., 1997; Negro et al.,, 1997) ao
purificarem a GFP, sendo relatado como eficiente essa estratégia na purificacdo de
diferentes proteinas.

2.1.2.2.2. Localizagao e dindmica celular

A fim de localizar a ocorréncia da sintese e transporte dos diferentes
componentes celulares, bem como fornecer informacgdes relativas a dinédmica geral da
célula, também tem sido utilizada a GFP fusionada a diferentes promotores e proteinas
(Gerdes & Kaether, 1996). Em Saccharomyces cerevisiae, por exemplo, ja foi
monitorado o transporte de hexoses em diferentes meios de cultivo (Kruckeberg et al,,
1999). Merkulov & Boeke (1998) utilizando um transposon desta levedura contendo a
GFP, propbem, por esse sistema, a localizacdo celular de proteinas e sinais.
Entretanto, Kunze et al. (1999), também trabalhando com S. cerevisiae, descreveram
que durante a avaliagdo da secrecdo de uma quitinase ligada a GFP, a fusdo era
transportada para o vacuolo, independentemente da presenga ou auséncia de
seqléncia sinal de secrecao, sugerindo dificuldades na utilizagao desse sistema para
monitorar a secregao.



10

O mesmo sistema foi utilizado em plantas, permitindo estudos de sinais de
transporte para plastideos em Arabdopsis (Tirlapur et al., 1999) e também para o
nacleo em tabaco (Grebenok et al., 1997). Quando expressa em Arabdopsis thaliana e
em células de cebola e couve-flor, a GFP dirigiu-se para o nucleo independentemente
da presenca de seqiuéncia sinal, sendo tal distribuico relacionada & capacidade da
GFP em se difundir através do ntcleo (Von Arnim et al., 1998).

Ja em mamiferos, além da localizacdo de enzimas como a colina acetil-
transferase e a identificacdo de sua seqiiéncia sinal (Resendes et al.,, 1999), fusdes
com GFP também permitiram monitorar a distribuigcdo de virus em células da céclea de
porcos (Lalwani et al., 1997), ou ainda, a migracao de células em metastases até o
pulmao em camundongos (Schmidt et al., 1999).

Condigbes que induzem ao estresse celular ja foram identificadas por meio
do monitoramento da fluorescéncia emitida pela GFP ligada a um promotor de proteina
de choque térmico (Cha et al, 1999b), assim como na deteccdo de eventos
relacionados a apoptose, por meio da ligagdo da anexina V a GFP (Emst et al., 1998),
ou ainda no monitoramento da esporula¢céo em Bacillus (Webb et al., 1995).

2.1.2.2.3. Estudo de promotores da transcri¢cdo génica

A aplicagao da GFP em estudos de promotores da transcrigdo génica,
também tem sido de grande valia. Estes estudos visam a identificacdo de novos
promotores, bem como a caracterizacdo dos ja conhecidos. Quahrani et al. (1999)
propdem o uso da GFP na identificacdo de promotores oriundos de bactérias gram-
negativas. Ja Cassata et al. (1998), valorizam a GFP na discriminacao de promotores
putativos identificados em projetos genomas, exemplificando com o uso em
Caenorhabditis elegans com um gene homeobox ceh-38.

Visando o estudo de promotores conhecidos ligados a GFP, diferentes
células hospedeiras ja foram testadas. Por exemplo, o promotor ceccropin de insetos
em peixe-gato (Zhang et al., 1998), promotores alfa e beta actina em peixe-zebra
(Higashijima et al., 1997) e outros promotores (CMV- citomegalovirus enhancer
promoter e CKM- promotor da creatina quinase) em tecido muscular de camundongos
(Bartlett et al., 1996).
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Também ja foi descrita variagdo na fluorescéncia com a utilizagdo de um
mesmo promotor constitutivo expressando em diferentes tecidos vegetais (Blumenthal
et al., 1999). Expressdo diferenciada também foi verificada por Scholz et al. (2000),
constatando-se redugdo (50%) na fluorescéncia com a utilizagido de um promotor muito
forte (hsp60) ligado & GFP, em E. coli.

2.2. Melhoramento de Enzimas

As enzimas exibem poder catalitico realmente extraordinario, incomparavel
aos catalisadores convencionais. Entre suas aplicagées encontra-se a sintese quimica
e a producao de alimentos e farmacos. Todavia, as enzimas que ocorrem naturaimente
ndo suprem as exigéncias das industrias, porque nestas as condi¢bes exigidas sdo
muitas vezes diferentes daquelas observadas na natureza, onde as enzimas se
apresentam instaveis e com baixa atividade.

A realizacao de programas racionais dirigidos de melhoramento de enzimas
é limitada pelo reduzido entendimento da relagéo entre estrutura e fungéo, bem como
devido a necessidade de ampla informag¢éo sobre a estrutura e mecanica de acéo da
proteina. Mesmo assim, as modificacées de fun¢des e/ou atividades baseadas em
métodos racionais, sdo realizadas e proteinas com novas fungbées enzimaticas sdo
obtidas. Os exemplos incluem: o aumento na estabilidade térmica de pululanases de
Klebsiella pneumoniae (Yamashita et al., 1994); aumento na eficiéncia catalitica e no
numero de substratos a que é ativa com uma glucoamilase de Aspergillus awamori
(Fierobe et ai., 1996); melhora na eficiéncia catalitica (Hermes al de et., 1970; Miranda
et a, 1995; Viadiu et al.,, 1995); estabilidade em pH alcalino (Cunningham & Wells,
1987); aumento da estabilidade em diferentes pHs e modificacdo do pH 6timo (Zhang
et al., 1993); construgdo de enzimas hibridas (Kim et al., 1996).

2.21. Evolugdo dirigida

Como amplamente relatado, uma das estratégias para a criacdo de
proteinas é a mutagénese aleatéria que, de modo limitado, imita a evolucéo natural.
Esta estratégia, conhecida como evolugéo dirigida, provou ser efetiva na modificagio
de enzimas sem que fosse necessario 0 pré-conhecimento da estrutura terciaria da
mesma. As propriedades melhoradas incluem entre outras: atividade sobre novos
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substratos (El Hawrani et al., 1996; Nukaga a., 1995, Pijura et al., 1993); aumento da
eficiéncia catalitica em enzimas cineticamente alteradas (El Hawrani et al., 1996;
Gulick & Fahl, 1995; Moore & Arnold, 1996; You & Arnold, 1994); estabilidade e nivel
de expressdo em hospedeiro heterdlogo (Kuchner & Arnold, 1997). Exemplos de
evolugdo dirigida incluem o aumento na fluorescéncia da GFP (Crameri et al., 1996),
aumento de 50~60 vezes na atividade de uma esterase de Bacillus subtilis (Moore &
Arnold, 1996) e uma B-galactosidase convertida numa fucosidase (Zhang et al., 1997),
sendo que a fucosidase desenvolvida apresentou um aumento de 300 vezes a
especificidade pelo substrato p-nitofenol fucosideo em relagdo ao p-nitrofenol
galactopiranosideo.

Um dos métodos mais eficazes de evolucdo dirigida, conhecido como
PCR sexual ou DNA Shuffling, foi desenvolvido por Stemmer (1994a,b) e envolve
ciclos de mutacéo aleatéria de DNA in vitro. Depois de varios ciclos de mutacbes de
ponto, as proteinas alteradas s&o avaliadas e, posteriormente, sdo selecionadas
aquelas com atividade melhorada. E praticado, entdo, um ditimo ciclo de
retrocruzamento com o tipo selvagem de DNA, a fim de eliminar as mutacfes neutras.
O mesmo autor obteve uma TEM B-lactamase, cuja concentragcdo minima inibitéria
apresentou aumento de 32.000 vezes (Stemmer, 1994b). Em resumo, a evolugéo
dirigida gera variantes de enzimas que podem ser selecionadas e aperfeicoadas para
aplicagdes especificas.

Zhao et al. (1998b) desenvolveram métodos e estratégias para a obtencao
de proteinas por meio da evolu¢io dirigida, utilizando como modelo duas enzimas de
interesse industrial (serina protease subtilisina E e p-nitrobenzil esterase) (Arnold, 1996
e 1998). Eles consideram como primeiro passo na evolu¢c&o dirigida, a geracao de
diversidade molecular a partir de um ou mais genes relacionados, por meio de
mutagénese de ponto aleatdria e/fou recombinagao in vitro. Em seguida, os produtos
dos genes sdo avaliados e selecionados. Os genes que codificam produtos
melhorados podem ser submetidos, entdo, a geragbes adicionais de evolugdo, sendo
combinados com um passo de recombinacdo a fim de acumular, numa mesma
molécula, as mutagdes desejaveis. Este processo evolutivo pode ser repetido até que a
meta seja alcangada ou até que se admita que nenhuma melhoria possa ser obtida.
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2.21.1. Métodos para a geragao de diversidade

Em contraste com a evolugdo natural, a evolugdo dirigida tem uma meta
definida e os processos fundamentais de mutagao, recombinagao, avaliacio e selecéao
devem ser controlados cuidadosamente. Devido as limitacbes no tamanho de uma
biblioteca génica que viabilize a avaliagdo e sele¢io das variantes produzidas, a taxa
de mutacdo deve ser controlada (Kuchner & Arnold, 1997; Arnold, 1996). Bibliotecas de
tamanho razoavel podem ser criadas introduzindo mutac¢des m_ﬂltiplas em uma regido
particular ou num limitado nimero de posi¢cdes, por exemplo, por mutagénese
combinatéria com cassetes de oligonucleotideos (Reidhaar-Olson & Sauer, 1988).
Porém, esta ultima exclui as possibilidades da obtencdo de combinagbes Uteis em
regides nao testadas (Arnold, 1998). Os engenheiros de proteina estdo se dando conta
de que muitas funcgdes das proteinas ndo sio limitadas a um pequeno numero de
aminoacidos, mas podem ser afetadas por meio de residuos distantes em relagéo aos

sitios ativos.

Considerando Zhao et al. (1998b) como exemplo, verifica-se que estes
basearam sua estratégia de mutagao utilizando o gene todo como alvo. Neste sentido,
como sua capacidade de avaliacdo era de somente 10°~10° variantes da enzima,
decidiram pela obtengdo de bancos gendmicos que codificariam proteinas possuindo
somente a alteragdo de um aminoécido. A andlise de bibliotecas maiores (10°~10°)
somente é possivel, quando existem bons sistemas de avaliagdo, permitindo assim a
obtencdo de moléculas possuindo 2 ou 3 substituicbes de aminoacidos, dependendo
do comprimento da seqiiéncia.

A maioria dos métodos de mutagénese aleatéria criam mutagdes em bases
unicas. Devido a degeneragéo do cddigo genético, isto resulta em seis tipos de
substituicbes de aminoacido ao invés de dezenove, reduzindo assim,
significativamente, o potencial de diversidade. Além disso, muitos métodos de
mutagénese néo sao realmente aleatorios, enquanto limitam o nimero de substituicées
de aminoécido. Por exemplo, o método de mutagénese utilizado por Zhao et al.
(1998b), Error Prone PCR ou EPP (Leung et al., 1989), apresenta tendéncia para
transicoes ao invés de transversGes. Em métodos de recombinagaoc in vitro, como o
PCR sexual ou DNA shuffling (Stemmer, 1994a), random priming recombination (Shao
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et al., 1998) e o staggered extension process (Zhao et al., 1998a), todos possuem nivel
controlavel de mutagénese de ponto.

A estratégia de evolucéo dirigida pode iniciar-se também a partir de varias
seqliéncias relacionadas (Crameri et al, 1998). A recombinacdo aleatéria de
seqléncias homologas cria um outro nivel de diversidade que a mutagénese de ponto
ndo pode gerar. Uma biblioteca de genes recombinantes pode prover um étimo ponto
de partida para a criagéo de novas funcgdes.

2.2.1.1.1. Error Prone PCR (EPP)

Na mutacao aleatéria de ponto, os dois fatores mais importantes séo a
frequéncia e a tendéncia das mutagdes. A freqiéncia de mutagdo é o nimero de
mutacoes ocorridas por gene, sendo normalmente designada como uma porcentagem.
Esta freqiiéncia pode ser calculada considerando-a como uma estimativa do nimero
de alteragcbes em relagéo ao comprimento do DNA submetido a mutagéo. Por exempilo,
um nivel de mutacao desejavel para evolugio dirigida é a substituicio de 2 a 3 bases
por gene (Arnold, 1996; Moore & Arnold, 1996). Assim para uma molécula de 1 Kb, a
frequéncia de mutacdo deve ser de 0,2~0,3 %. Zhao et al. (1998b) usaram o EPP por
considera-lo um procedimento simples, rapido, confiavel e permitir o controle da
freqiéncia de mutacéo.

O EPP néo cria substituicbes de DNA verdadeiramente aleatdrias, pois
possui a tendéncia de substituir A por G. Algumas tendéncias podem ser toleradas em
experimentos de evolugdo dirigida, enquanto que grandes variagdes na frequéncia de
erro normalmente nao o podem. A tendéncia afeta o local de mutacao, isto &, mutagdes
nos pares AT ocorrem mais freqientemente do que nos pares CG, bem como A é
substituido mais frequentemente que G. Apesar disso, considera-se que as adeninas
estao distribuidas ao longo do gene, portanto as muta¢cdes podem estar ocorrendo por
todo o gene em qualquer uma das fitas de DNA. Modifica¢cdes do EPP podem reduzir a
tendéncia mas nao elimina-la (Cadwell & Joyce, 1992; Shafikhani et al., 1997).

O método de EPP foi desenvolvido originalmente por Leung et al. (1989) e
testado por Cadwell & Joyce (1992) e Shafikhani et al. (1997). Uma série de
frequiéncias de mutagdes que variam de 0,11 % a 2 % foram obtidas em condi¢cbes de
reacdo diferentes. A freqiiéncia de muta¢éo pode ser controlada (de 0,11 % a 0,49 %)
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simplesmente ajustando a concentracdo de manganés na mistura da reacdo
(Shafikhani et al., 1997).

A freqiiéncia de mutagdo no EPP é resultado de trés parametros:
fidelidade ou taxa de erro da polimerase na reacdo, comprimento do gene de interesse
e numero de ciclos do PCR. Variando a concentragdo de MnCl, é possivel alterar a
taxa de erro da polimerase. Zhao et al. (1998b) relatam um protocolo, no qual a
freqiéncia geral de mutacdo aumentou de 0,1% para 0,5%, quando a concentracio de
MnCI2 foi alterada de 0 para 500uM. O nimero de copias € outro pardametro ajustavel,
podendo ser alterado por meio do niimero de ciclos do PCR ou pela modificagdo da
relacéo entre DNA molde e primers.

Como a fidelidade da polimerase também depende da natureza da
seqiéncia utilizada, sdo observadas diferentes taxas de muta¢ao nos diferentes genes
testados, mesmo quando utilizada a mesma condicdo de reacdo. Um modo direto para
avaliar a frequéncia e natureza da mutacdo & o sequenciamento de clones
selecionados aleatoriamente. Sendo tal processo demorado e caro, foi desenvolvida
uma alternativa simples e eficiente, a qual se baseia na estimativa da freqiiéncia de
mutagao, por meio da avaliagcédo de uma fragdo dos clones mutantes ativos (Shafikhani
et al., 1997; Zhao & Arnold, 1997). Zhao et al. (1998b), trabalhando com o gene da
subtilina, descrevem que a fragdo de clones ativos variou de 90 % para 30 % com a
adicao de MnCl, na concentracdo de 500 uM. Nesse sentido, calcularam por meio de
seqiiénciamento que 65 % dos clones ativos correspondem a uma freqiiéncia de
mutacdo de 2 mudancgas de base por gene, ou 0,2 %. Apesar de enzimas diferentes
apresentarem atividade variada, a fragao de clones ativos é um indice conveniente de
freqliéncia de mutacdo e pode ser usada como um diagnostico para certificar-se da
criagdo de uma biblioteca contendo mutantes aleatérios.

2.2.1.1.2. PCR Sexual

Um método eficiente para a recombinagéo aleatéria de seqiiéncias de DNA
por PCR foi descrito por Stemmer (1994a). Este método, conhecido como PCR sexual
ou DNA shuffling, envolve a digestdo enzimatica do DNA parental em fragmentos
curtos e posterior rearranjo dos fragmentos em genes com o comprimento original.
Considerando que os segmentos de DNA s&o capazes de associar-se livcemente com
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outros fragmentos de DNA complementares, muta¢cées de um parental podem ser
combinadas a de outro parental gerando novas combinagdes. A técnica também pode
remover mutacbes que sio deletérias ou que nado contribuam para obtencdo da
propriedade desejada. Zhao et al. (1998b) modificaram o método original a fim de
simplificar e permitir melhor controle da taxa de mutacgdo (Zhao & Arnold, 1997; Lorimer
& Patan, 1995), realizando a recombinacio aleatdria sem envolver a digestdo dos
genes do parental (Shao et al., 1998; Zhao et al., 1998a).

Quando recombinando genes oriundos de diferentes variantes melhoradas,
é importante considerar o tamanho da biblioteca génica (Moore et al., 1997). Varios
métodos de recombinacdo in vifro podem recombinar qualquer niumero de genes,
porém, as bibliotecas resultantes podem ser exageradamente grandes, capazes de
impossibilitar a identificagdo de melhorias adicionais em sua fungdo. Caso cada
mutagdo ocorra independentemente das outras, a probabilidade de gerar uma
sequiéncia que possua todas as mutacdes M apresentadas em N seqiiéncias € de 1/NM
(Moore et al., 1997). Ao submeter quatro pNB esterases melhoradas ao PCR sexual
(cada molécula contendo uma mutacgdo positiva), Zhao et al. (1998b), assumindo que
todas as mutacdes sao aleatdrias, determinaram que a probabilidade para as quatro
mutagdes ficarem juntas é de 1 em 256. Esta probabilidade se relaciona ac nimero ou
tamanho de amostra a ser avaliada, sendo maior quanto mais mutacdes s&o inseridas

el/ou conforme o tamanho da moiécula.

O sucesso da evolugado dirigida depende em grande parte dos
protocolos de avaliagdo e selegdo. Novas atividades podem ser criadas que,
aparentemente, nao existem na natureza, desde que sejam desenvolvidos métodos
eficientes de avaliagdo e selegdo, afim de guiar o processo de evolugdo da enzima
para as propriedades desejadas (Zhao et al.,, 1996). Métodos de avaliagdo sdo faceis
quando a selegao positiva pode ser aplicada, como por exemplo: resisténcia antibiética
aumentada (Stemmer, 1994b), superior fluorescéncia (Crameri et al., 1996) ou
termoestabilidade (Yamashita et al.. 1994). A selecdo porém, é mais complexa e
demorada ao se avaliarem mutantes com exigéncias de co-fator, atividade especifica
pelo substrato alterada, ou propriedades cinéticas. Por exemplo, a comparacao entre
mutantes com propriedades cinéticas modificadas requer a purificacdo de muitas
moléculas (Gulick e Fahl, 1995), um processo caro e trabalhoso. Sendo assim, ha
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necessidade de métodos alternativos de avaliagéo, que permitam a facil comparacgéo
entre as enzimas variantes com propriedades cinéticas alteradas sem que seja
necessaria a purificacéo de cada variante obtida.

2.2.2. Celulases e termoenzimas

2221. Celulose e degradagéo

A celulose € a biomolécula mais abundante na terra e, além de ser o
principal constituinte estrutural das plantas, também atua como reservatorio de energia.
Sua conversdo em aglcares mais simples como glicose é de interesse biotecnolégico,
porém, devido a sua associagcdo com lignina e hemicelulose que Ihe confere grande
persisténcia na terra, ela se apresenta resistente a hidrolise rapida.

Devido as grandes quantidades de biomassa celulésica descartadas
diariamente (lixo municipal, agroindustria, outras industrias, etc), houve um aumento no
interesse em seu uso como recurso para a producdo de reservas de energia (Lynd et
al,, 1991). A transformagdo da celulose foi estudada do ponto de vista ecoldgico
(Ljungdah! & Eriksson, 1985) e em relagdo a sua degradacéo (Clarke, 1997, Eriksson
et al., 1990; Olsen et al., 1994). Estes trabalhos permitiram a elucidacdo de fatores
cruciais que regulam producdo de celulase e a interagdo sinérgica de seus
componentes.

Uma estratégia adotada para o uso da celulose é visar a produgdo de
glicose, seguida por fermentacdo, resultando em etanol. Este processo permite a
producdo de combustiveis renovaveis, além de reduzirem o aumento no efeito-estufa
mundial. Como combustivel, o etanol ja & utilizado no Brasil e também adicionado a
gasolina no mesmo pais e no EUA.

A conversao de biomassas florestais de maneira economicamente viavel é
um grande desafio. Nos paises da América do Norte e Europa as madeiras,
constituidas pelos polimeros de celulose, hemicelulose e lignina, sdo processadas e
hidrolisadas a oligossacarideos (Wood & Garcia-Campayo, 1990; Kennedy & Hossain,
1992; Hayn et al., 1993). Estes aglcares s&o entdo convertidos por microrganismos em
alcool (Grohmann, 1993; Lee, 1997).



18

2.2.2.2. Celulases

Durante o processo de conversdo da celulose, as enzimas chamadas
celulases sdo as mais importantes. Devido principalmente aos estudos realizados com
o género Trichoderma (Montenecourt & Eveleigh, 1977; Ryu & Mandels, 1980),
atualmente muito se conhece sobre o processo de hidrélise da celulose cristalina a
glucose, sendo determinado que no minimo 3 grupos de enzimas estdo envolvidas
(Pourquie & Warzywoda, 1993; Nakari-Setéla & Penttila, 1995; Srisodsuk et al., 1997;
Seiboth et al., 1997).

Estas enzimas atuam de forma sinérgica e diferentemente conforme o
organismo e o substrato, entretanto, podem ser genericamente caracterizadas como:
as endoglucanases que clivam internamente ligagdes glucosidicas beta-1,4; as
celobiohidrolases que clivam o dissacarideo de celobiose a partir do terminal néo
reduzido da cadeia do polimero de celulose; e por fim as beta-1,4 glucosidases, que
hidrolisam a celobiose e outros celo-oligossacarideos curtos a glucose. Em alguns
microrganismos estas proteinas foram caracterizadas fisico-quimicamente e, por
exemplo, em T. reesei, além da seqiéncia de amino acidos e do gene (Teeri et al,,
1987; limeén et al., 1996), sua estrutura tridimensional também ja € conhecida (Divne et
al.,, 1994).

Como mencionado anteriormente, a biodegradacao da celulose envolve a
acao sinérgica de um complexo enzimatico, porém existem limitagées ao tentar se
obter conversdo enzimatica eficiente utilizando enzimas de microrganismos
celuloliticos. O estudo envolvendo misturas de enzimas de diferentes organismos
também foi testada, porém o sucesso foi parcial. Acredita-se que isto esteja
relacionado ao fato de que algumas celulases naturais s6 evoluiram para satisfazer as
necessidades do proprio microrganismo, € néo a total sacarificagcédo da celulose a nivel
industrial (Eveleigh et al., 1995).

Em contraste, os sistemas industriais requerem a superprodugéo de
enzimas e desenvolvimento de hidrolise completa para substratos pré-tratados
(delignificados), como por exemplo: papel reciclado, papelao, algodao téxtil e restos de
comida. E reconhecido que, para a efetiva conversio enzimatica da celulose de lascas
de madeira de floresta, seria necessario modificar as celulases existentes, tornando-as
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mais eficientes. Atualmente, tem sido investigado um grupo de microrganismos
celuloliticos compreendendo as bactérias hiper-termofilicas, como a Thermotfoga
neapolitana, oriunda de fossas termais oceanicas (Adams, 1993; Blochl et al., 1995;
Bronnenmeier et al., 1995, Ciaremella et al., 1995). Essas celulases séo eficientes,
sendo ativas e estaveis em diferentes condi¢bes. Seus atributos especiais incluem a
resisténcia a inibicdo pelo produto final e estabilidade térmica, como exemplo a endoA
de T. neapolitana, que & estavel a fervura (Bok et al., 1994).

2.2.23. Termoenzimas e BglA de Fervidobacterium sp.

As termoenzimas sdo estaveis e ativas em altas temperaturas, oferecendo
vantagens biotecnoldgicas como: uma superior taxa de reacao; inferior viscosidade;
superior resisténcia & desnaturacéo quimica; reduzida chance de contaminagdo do
sistema fermentativo devido a alta temperatura; facilidade de purificagdo pelo uso de
tratamento térmico (Vieille et al., 1996). Na industria tém sido usadas como elementos
aditivos para detergentes (proteases), processamento de goma (amilases), na industria
de alimentos (isomerase de glicose) e na produc¢do farmacéutica (acilase de penicilina,

transformacdes de esterdides).

Embora o aumento na atividade é freqlientemente relatado como uma das
vantagens primarias das termoenzimas, o seu rendimento é de mesma magnitude que
o daquelas de origem mesofilica em suas temperaturas 6timas (Cowan, 1992; Vieille et
al., 1996). Em contraste, os grandes aumentos na taxa de reagdo acontecem com
certas enzimas termoestaveis como as polissacarases (Cowan, 1992). As fontes da
maioria das termoenzimas sac organismos termofilos ou hiper-termdfilos, embora
alguns mesdéfilos produzam enzimas ativas e estaveis a 60 °C, com a o-amilase de
Bacillus lichenzformis (Schumann et al., 1991).

As enzimas termoestaveis podem ser utilizadas como ponto de partida para
que novas atividades sejam criadas. A aplicacdo de enzimas em processos industriais
é, em geral, limitada devido a sua instabilidade. Sendo assim, existe grande
oportunidade para o desenvolvimento de termoenzimas como catalisadoras industriais
que substituam o processo quimico, ou enzimas provenientes de microrganismos
mesofilicos.
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A B-glucosidase termoestavel utilizada no presente trabalho é proveniente
do microrganismo Fervidobactenum sp,. o qual foi isolado de fontes termais do Parque
Nacional Yellowstone (USA). Segundo Sullivan et al. (1998), este microrganismo foi
capaz de crescer a 80 °C em meio para Thenmotoga e, além de fermentar mono, di e
trisacarideos, também degrada celulose, xilana e goma. Baseando-se na seqiiéncia do
DNA ribossémico 16S, este apresentou semelhanca de 98.5% com F. islandicum
(Hiber et al., 1990) no grupo dos Thermotogales porém, devido as caracteristicas
fermentativas, acredita-se tratar de uma nova espécie. A partir de uma biblioteca
gendmica, foi identificado por avaliacdo em substratos metil umbeliferil piranosideos
(MU), um clone ativo para MU-B-glucopiranosideo, cujo gene foi clonado e designado
como B-glucosidase A (BglA). O gene da BglA, codifica uma enzima de 438
aminoacidos, a qual pertence a familia glicosil hidrolase 1. Esta proteina foi avaliada e
apresentou atividade em pH entre 5 e 8, estabilidade a 70 °C por 23 dias em pH 7,
atividade sobre diferentes substratos naturais e analogos (p-nitrofenol piranosideos),
além da lactose, salicina e arbutina. Quando testada com p-nitrofenol 8-
glucopiranosideo (PNPB-Glu) como substrato a enzima €& ativa em baixas
concentracdes de glicose e somente & inibida com 2 M desse acgucar.



3. MATERIAL E METODOS
3.1. Materiais

3.1.1. Microrganismo

Escherichia coli linhagem Top10 (Invitrogen): F~ mcrA A(mm-hsdRMS-merBC)
$80/acZAM15 AlacX74 deoR recA1araD139 (araA-leu)7697 galU galK rpsl. endA1
nupG.

3.1.2. Meios de cultura

3.1.2.1. LB (Luria-Bertani)

Bacto-triptona 10 g/L
Bacto-extrato de levedura 5g/L
NaCl 10 g/l

O pH foi ajustado para 6,8 com a adigdo de NaOH 10 M (item 3.1.5.3.) na
guantidade 100 pl/l. de meio, sendo posteriormente autoclavado (item 3.2.1.). Para
meio solido foram adicionadas 15 g/L de agar bacteriolégico (Difco).

3.1.2.2. Meio SOC

Bacto-triptona 20,0 g/L
Bacto-extrato de levedura 5,0g/L
NaCl 0,5¢g/L

Apds a dissolugcdo dos componentes, foram adicionados 10 mL/L de uma
solugdo de KCI (250 mM). Em seguida, o pH foi ajustado para 7 com a solugdo de
NaOH (item 3.1.5.3.) e autoclavado (item 3.2.1.). Antes do uso, o meio foi adicionado
de 5 mL/L de uma solucao de MgCl, (2 M) e 20 mL/L de uma solucao de glicose (1 M),

previamente esterilizadas por autoclavagem e filtragéo (0,22 um), respectivamente.
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3.1.3. Plasmidios

Os plasmidios utilizados durante o trabalho foram: pBADMycHis tipos A, Be C
(Invitrogen); pGFPmut3.1 (Clontech); pBglA contendo o gene da B-glucosidase (BglA)
de Fervidobacterium sp, previamente obtido por Sullivan et al. (1998); e todos os
construidos durante o trabalho (A, B, C, D, E, F, H, pBGH, pBSGH, pBBGH, pBBSGH,
EPP3~18). Todos foram mantidos conforme descrito no item 3.2.6.

3.1.4. Oligonucleotideos

Os oligonucleotideos utilizados foram solubilizados em TrisHCI (item 3.1.5.23.)
para obtencdo de uma solugdo estoque com 250 pmoles/ul.. Posteriormente, esta foi

diluida para 5 pmoles/ulL. e, no momento do uso, diluida 1:10.

Tabela 1. Lista dos oligonucleotideos utilizados, respectivas seqliéncias e aplicages.

oligonucleotideo aplicagao seqliéncia 53’ (enzima de restrigcao)*

517 clonar GFPmut3.1 GAAATTAAGCTTCCGTTAAAGGAG (Hindlil
518 clonar GFPmut3.1 TAATTAAGCTTGCTTTGTATAGTTCATC (Hindlil)

1 clonar GFPmut3.1 AGAAAGAATTCATGCGTAAAGGAG (EcoRl)

2 clonar GFPmut3.1 GCTAATTAATCTAGATTGTATAGTTCATC (Xbal)
13 clonar GFPmut3.1 GCTAATCTAGATTATTTGTATAGTAGTTCATC

(Xbal)

14 clonar bglA GGGGAGCTCAATGATAAGAAGG (Sacl)

15 clonar bglA AACTTGGTACCTTTTAGAAATTCCTT (Kpnl)

16 retirada do epitopo Myc | GATCTAGATCCCGGCGTCGACC (Xbal)

19 espagcador CGCTGGGAGTGCTGCTGGATCTGGGG

20 espagador GAATTCCCCAGATCCAGCAGCACTCCCAGCGG

TACC (EcoR! / Kpnl)

28 sequenciamento F1 CCTACCTGACGCTTTTTATCGC

29 seglienciamento F2 TCTCCTGGCCCAGAATTATGC

30 seqlienciamento F3 ACATGGACATGCCGTTCAGG

31 seqlenciamento F4 TCCCAAAACGGAGATGGGATGG

32 seqiienciamento F5 TGGGAATTCATGCGTAAAGGAG

33 seglienciamento F6 TGACGGGAACTACAAGACACG

34 sequienciamento R6 ATCAGACCGCTTCTGCGTTC

35 sequenciamento R5 TGGTCTGCTAGTTGAACGCTTC

36 sequenciamento R4 GTTGCATCACCTTCACCCTCTC

37 sequenciamento R3 CAACACCTGCATTGATTGCTTC

38 seqlienciamento R2 CAACAGGGTCATGGAACCATGC

39 sequenciamento R1 ATCTGGGTTAAGCCATCCACC

40 sequenciamento Bad F | CTCTACTGTITCTCCATACC

41 sequienciamento Bad R | CTCATCCGCCAAAACAGCC

* sitio de restricdo em negrito e enzima no paréntesis
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3.1.5. Solugdes e tampbes

3.1.5.1. Solucao de ampicilina

Uma solucéo de 0,1 g/mL foi obtida pela dissolugdo da ampicilina (Sigma) em
agua Milli-Q (sistema Millipore de purificagdo). Posteriormente, esta foi esterilizada por
filtracdo (22 um) e mantida no escuro a -20 °C. A solugao foi adicionada ao meio de

cultura na concentragao final de 100 pg/mL de meio.

3.1.5.2. Solugao de arabinose 20%

Uma solu¢éo de 0,2 g/mL foi obtida pela dissolu¢éo de L-arabinose (Sigma) em
agua (Milli-Q). Posteriormente, esta foi esterilizada por filtracdo (22 um) e mantida a
4°C.
3.1.5.3. Solugao de NaOH

Foi obtida uma solucdo de 10 N de NaOH (Fisher) em agua deionizada e
mantida a temperatura ambiente.
3.1.5.4. Solugao de MnCl,

Foi obtida uma solugdo de 5§ mM de cloreto de manganés (Sigma) em agua
esterilizada (Milli-Q) e mantida a -20 °C.
3.1.5.5. Solugido de CaCl,

Foi obtida uma solugdo de 50 mM de cloreto de célcio (Fisher) em agua (Milli-
Q), esterilizada por filtragéo (22 pm) e mantida a -20 °C.
3.1.5.6. Solucao de brometo de etidio

Uma solucao de 10 mg/mL foi obtida pela dissolucdo de brometo de etidio em
agua (deionizada). Posteriormente, esta foi mantida no escuro a temperatura ambiente.
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3.1.5.7. Solugiao X-gal {5-bromo 4-cloro 3-indolil B-galactosideo)

Uma solucdo de 20 mg/mL foi obtida pela dissolucdo de X-gal em
dimetilformamida e mantida a -20 °C.

3.1.5.8. Solugéo de glicina

Foi obtida uma solugéo de 0,2 M de glicina (Fisher) em agua (Milli-Q), o pH
ajustado para 10,5 com a solugéo de NaOH (item 3.1.5.3.) sendo, a seguir, mantida &
temperatura ambiente.

3.1.5.9. Solugio de dNTPs para PCR

Os quatro deoxinucleotideos (Promega) foram solubilizados em &agua
esterilizada (Milli-Q) e misturados em quantidade equimolar, para obtencdo de uma
solucdo com concentracdo final de 2,5 mM para cada um deles. Esta solucao estoque

foi armazenada a -20 °C e, para uso, diluida 1:10.

3.1.5.10. Solucao de dNTPs para Error Prone PCR (EPP)

Os quatro deoxinucleotideos (Promega) foram solubilizados em agua
esterilizada (Milli-Q) e, misturados na concentracéo final de 2 mM para dGTP e dATP,

e 10 mM para dCTP e dTTP. Esta solugéo estoque foi armazenada a -20 °C e, para
uso, diluida 1:10.

3.1.5.11. Reagente de Bradford

Para obtencao do reagente, foram solubilizados 8 mg de Bromofenol Blue G250
(Sigma) em 5 mL de etanol (PA); em seguida, foram adicionados 10 mL de acido
fosférico (PA) e, por fim, o volume ajustado para 100 mL com agua (Milli-Q). O

reagente foi mantido em frasco escuro a 4 °C por um prazo maximo de 1 més.
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3.1.5.12. Solugdes para coloragio de gel de poliacrilamida com prata

3.1.5.12.1. Solucao fixadora

A solugéao fixadora foi obtida pela mistura de 40 % de etanol (PA) com 10% de
acido acético (PA), e o volume completado com agua (deionizada). A solugdo foi
mantida a temperatura ambiente.

3.1.5.12.2. Solugao incubadora

A solugéo foi obtida pela dissolu¢éo de 17 g de acetato de sédio (3 H.O)e 1 g
de tiossulfato de sédio em 75 mL de etanol (96° GL, PA). O volume foi completado
para 250 mL com agua (deionizada) e por fim, estocada a temperatura ambiente. No
momento do uso, foram adicionados 520 pL de glutaraldeido 25 % (Sigma) para cada
100 mL da solugdo.

3.1.5.12.3. Solugdo de prata

Para obtencéo da solugdo de prata foram dissolvidos 0,25 g de nitrato de prata
em 250 mL de agua (deionizada). A solucdo foi mantida em frasco escuro a 4 °C e,
antes de seu uso, foram adicionados 20 ul. de formaldeido para cada 100 miL da

solugéo.

3.1.5.12.4. Solucao reveladora

A solucao reveladora foi obtida pela solubilizacdo de 6,25 g de carbonato de
sédio em 250 mL de agua (deionizada). A solugdo foi mantida a temperatura ambiente,
sendo que, antes de seu uso, foram adicionados 20 yL de formaldeido (Sigma) para
cada 100 mL de solucéo.

3.1.5.12.5. Solugdo de interrupgido

Foi obtida pela solubilizagdo de 3,65 g de EDTA sbédico em 250 mL de agua
(deionizada) e armazenada a temperatura ambiente.
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3.1.5.13. Solugdes para purificacdo por IMAC (Imobilized Metal Affinity
Chromathography)

3.1.5.13.1. Solugaoc A

NaCl 300 mM
NaH,PO4 50 mM
Imidizol 10 mM

Foi obtida pela solubilizacdo dos componentes em agua Milli-Q. Posteriormente
esta foi filtrada (0,22 um) e degazeificada por agita¢éo (agitador magnético) e sucgéo
com bomba a vacuo. Apds o processo, foi autoclavada e mantida & temperatura
ambiente.

3.1.5.13.2. Solugao B

NaCl 300 mM
NaH,PO4 50 mM
Imidizol 200 mM

Obtida da mesma maneira que a solugdo A (item 3.1.5.13.1.).

3.1.5.13.3. Solugao de sulfato de niquel

Foi obtida solucéo de 200 mM de sulfato de niquel (Sigma) em agua (Milli-Q) e,
posteriormente, mantida a temperatura ambiente.
3.1.5.14. Solugio de agarose

Foi preparada uma solugdo de 1% de agarose em tampao TAE1X (item
3.1.5.21.), a qual foi aquecida em microondas para solubilizacdo. Posteriormente, a
solugdo foi mantida em frasco vedado & temperatura ambiente por, no maximo, 2
semanas.

3.1.5.15. Solugao MUa-Glu (metil umbeliferil B-D-glucopiranosideo)

Foi preparada uma solucéo de 1 mM de MUa-Glu (Sigma) em agua (Milli-Q) e

posteriormente mantida a -20 °C.
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3.1.5.16. Solucido PMSF (Fenil Metil Sufonil Fluoride)

Foi preparada uma solugdo de 2 mM de PMSF (Sigma) em tampao Tris-HCI
(tem 3.1.56.23.). Para tanto, foi dissolvida a quantidade apropriada de PMSF em 100 L
de alcool isopropilico e misturada ao tampé&o. A solugéo foi preparada no momento da
utilizacéo.

3.1.5.17. Solugdo de p-nitrofenol piranosideos

Para obtencéo dos diferentes substratos, os p-nitrofenol piranosideos foram
solubilizados separadamente na concentracdo de 2 mM em agua (Milli-Q), sendo

posteriormente mantidos a -20 °C.

Tabela 2. Lista dos substratos p-nitrofenol piranosideos utilizados na determinagéo da

atividade da B-glucosidase.

Substratos Sigla concentragdo
p-nitrofenol B-D-glucopiranosideo PNPB-Glu 602 mg/L
p-nitrofenol a-D-glucopiranosideo PNPa-Glu 602 mg/L

p-nitrofenol B-D-galactopiranosideo PNPB-Gal 602 mg/L
p-nitrofenol a-D-galactopiranosideo PNPa-Gal 602 mg/L
p-nitrofenol B-D-xilopiranosideo PNPB-Xil 542 mg/L
p-nitrofenol B-D-arabinopiranosidec PNPB-Ara 602 mg/L
p-nitrofenol a-D-arabinopiranosideo PNPa-Ara 602 mg/L
p-nitrofenol B-D-celobiosideo PNPB-Cel 927 mg/L
p-nitrofenol B-D-lactopiranosideo PNPg-Lac 927 mg/L
p-nitrofenol B-D-manopiranosideo PNPB-Man 602 mg/L

3.1.5.18. Tampao pipes

Foi obtida uma solugédo tampéo pipes de 20 mM (Sigma) em agua (Milli-Q),
tendo seu pH sido ajustado para 7,3 com a solugido de NaOH (item 3.1.5.3.) a 75 °C.
Posteriormente, esta foi autoclavada e mantida a temperatura ambiente.
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3.1.5.19. Tampao para células

Tris-HCI pH8 20 mM
Glicose 50 mM
EDTA 2mM

O tampéo foi obtido pela mistura e solubilizacdo dos componentes em agua
deionizada e estocado a temperatura ambiente.

3.1.5.20. Tampao mutagénico para Error Prone PCR (EPP)

MgCi, 70 mM
KClI 500 mM
Tris-HCI pH 8,3 100 mM
Gelatina (BioRad) 0,1%

O tampéo foi obtido pela mistura e solubilizacdo dos componentes em agua

esterilizada (Milli-Q) e estocado a -20°C.

3.1.5.21. Tampao TAE 50X

Tris-Base 242 glL
EDTA 18,6 g/
Acido acético glacial 57,1 mL/L

O tampéo foi obtido pela mistura e solubilizacdo dos componentes em agua
deionizada e estocado a temperatura ambiente.

3.1.5.22. Tampao de amostra para DNA

Azul de bromofenal 25g/lL
Xileno Cianol FF 2,5¢g/L
Ficoll Tipo 400 300 g/l

O tampéo foi obtido pela mistura e solubilizacdo dos componentes em agua
esterilizada (Milli-Q) e estocado a temperatura ambiente.

3.1.5.23. Tampao de TrisHCI

Foi obtida uma solucdo tampéao Tris-Base (Fisher) 10 mM em agua (Milli-Q). O
pH foi ajustado para 8 com HCI (PA) e a solugcao autoclavada e mantida a temperatura

ambiente.
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3.2. Métodos

3.2.1. Esterilizagdo

Os meios de cultura e as solugdes foram esterilizadas durante 20 min. a 120 °C
(1 atm), em autoclave. Os microtubos, ponteiras e vidrarias foram esterilizados nas
mesmas condi¢des, porém no programa seco da autoclave.

3.2.2. Cultivo e estocagem

As bactérias foram cultivadas em meio LB sdlido (item 3.1.2.1.) a 37°C (camara
climatizada ou estufa Fanen) ou liquido (agitador Innova 2300- New Brunswick
Scientific) e estocadas (glicerol 20 %) em freezer a -70 °C (So-Low Enviromental
equipment).

3.2.3. Concentracgao celular

A concentracéo celular de culturas crescidas em meio liquido foi acompanhada
nos diferentes experimentos pelo uso de espectrofotdmetro. Quando cultivadas em
microplacas, a densidade foi observada a 550 nm em um leitor de microplacas (SLT
Lab instruments - EAR340A). Nos demais casos, as amostras foram colocadas em
cubetas e analisadas a 600 nm (Pharmacia Biotech- Ultrospec 3000).

3.2.4. Cultivo em microplacas para avaliagdo da biblioteca génica da BglA

As células provenientes das placas mestras da biblioteca génica da BglA foram
utilizadas como indculo sendo previamente cultivadas por 20 h (200 ul. LB + ampicilina,
37 °C, 150 rpm) e estocadas a -70 °C (glicerol 20%). Com auxilio de um replicador
multifio (96 pontos), estas células foram ent&o transferidas, para a nova microplaca
contendo meio de cultura (LB + ampicilina + 0,1 % de arabinose). Apds a incubagéo
(37 °C, 14 h, 150 rpm) as amostras foram coletadas e avaliadas quanto a atividade da
B-glucosidase (item 3.2.31.1.) e GFP (item 3.2.32.). O volume das amostras utilizadas
na quantificacao da BglA variou de acordo com o substrato testado.
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3.2.5. Indugdo a expressao

Para a indugdo & expressdo das diferentes constru¢des em E. coli, foi
adicionado 0,1 % de arabinose (item 3.1.5.2.) ao meio de cultura LB (item 3.1.2.1)),
exceto nos casos onde é especificada outra concentracdo. Para o meio sdlido, a
adicdo da arabinose foi efetuada ao meio LB quando este ainda estava liquido e, para
cultivo em meio liquido, as células foram induzidas quando a concentragdo celular
(item 3.2.3.) atingia concentracéo especifica (0,6 Densidade Optica (DO) a 600 nm).

3.2.6. Replicagdo e manutengao dos plasmidios

Os plasmidios foram inseridos em E. coli (item 3.1.1.) via transformacao por
choque térmico (item 3.2.8.). Uma vez extraido (item 3.2.19.) das bactérias, 0 DNA

plasmidial foi mantido em freezer -20°C.

3.2.7. Produgdo de células competentes de E. coli para transformagdo por
choque térmico

As células competentes foram obtidas de acordo com uma modificacdo do
protocolo proposto por Sambrook et al. (1989). Para tanto, células de E. coli Top10
(item 3.1.1.) crescidas (18 h) foram inoculadas (1 %) em 300 mL de LB (item 3.1.2.1.) e
crescidas até DO de 0,5~0,6 (espectrofotometro a 600 nm). Em seguida, a cultura foi
colocada em banho de gelo (20 min.) e centrifugada (6000 rpm, 10 min., 4 °C). O
precipitado foi ressuspendido em 150 mL de CaCl, gelado (item 3.1.5.5.) e deixado em
banho de gelo (2 horas). Novamente as células foram centrifugadas (5000 rpm, 5 min.,
4 °C), o precipitado formado foi cuidadosamente ressuspendido (3 mL glicerol 80 % +
12 mL CaCl, 50 mM), dividido em aliquotas (100 ou 200 ulL) e imediatamente

armazenado em freezer -70 °C (So-Low Enviromental equipment).

3.2.8. Transformagdo de Escherichia coli por choque térmico

A transformacéo das bactérias com os diferentes plasmidios foi conduzida por
choque térmico. Para tanto, 100 pl de células competentes (item 3.2.7.) foram
colocadas juntamente com o DNA a ser introduzido (para plasmidios puros 100 ng de
DNA e metade da reagao para produtos de ligagéo, item 3.2.16.) em banho de gelo (30
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min.). Em seguida, um choque térmico foi aplicado nas células (45 seg. a 42 °C) e
estas foram colocadas novamente em banho de gelo (3 min.). Por fim, foram
adicionadas de 250 pul. de meio SOC (item 3.1.2.2.), incubadas sob agitagdo (30 min.,
37 °C) e, semeadas em meio LB com ampicilina (item 3.1.5.1.) e arabinose (item
3.1.5.2).

3.2.9. Desenho de primers

Os diferentes primers construidos foram desenhados e analisados nos
programas Oligo 4.06 (National Biosciences, Inc., USA) e DNA strider 2.1 (Biologie
Cellulaire et Moléculaire, CEA, France).

3.2.10.  Sintese de oligonucleotideos

A sintese dos oligonucleotideos foi realizada pela empresa Integrated DNA
Technologies, INC- USA.

3.2.11. Concentragio de DNA

A concentragdo do DNA foi determinada por leitura em espectrofotometro
(Pharmacia Biotech-Ultrospec 3000) ou em gel de eletroforese (item 3.2.22)). No
primeiro caso, o DNA foi diluido 200 vezes e analisado em microcubeta de quartzo sob
luz UV (260 nm e 280 nm), segundo Sambrook et al. (1989).

Também a eletroforese de DNA (item 3.2.22.) foi utilizada na quantificacdo e
andlise da qualidade do DNA. Para isso, uma amostra padrédo com peso e
concentracdo conhecidas foi avaliada juntamente com a amostra de interesse. O
tamanho e a quantidade de DNA foram determinados por meio da comparagdo da
intensidade e posi¢éo das bandas formadas.

3.2.12. Condigoes de amplificagdo por reagdo de polimerase em cadeia (PCR)

As reagdes de amplificacdo de DNA por PCR foram conduzidas no
equipamento Perkin Elmer (GeneAmp PCR Systems 9600) e, cada uma delas, em
condicbes especificas. A enzima (Tabela 3) bem como os programas utilizados
variaram de acordo com os objetivos da reacdo de amplificacdo. Os primers
empregados sdo apresentados na Tabela 1.
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Tabela 3. Lista das polimerases utilizadas com respectivas origens e aplicagdes.

Objetivo DNA polimerase Origem
clonagem de genes pfu + KlenTaq (1:15) pfu (Stratagene), KlenTaq (AB Peptides)
EPP (error prone PCR) Tag Taq (Promega)
amplificagdo para confirmar Taqg Taq produzida no laboratorio segundo
presenca Desai & Pfaffle (1995)

3.2.12.1. Clonagem da GFP e BglA por PCR

A clonagem de genes foi conduzida por meio de uma reag&o de amplificacao
por PCR, seguida de clonagem do produto da reagdo no vetor apropriado. Para a
amplificacéo das GFPs foi utilizado o seguinte programa: 4 min. a 94 °C, 25 ciclos (20
seg. a 94 °C; 30 seg. a 52 °C; 60 seg. a 72 °C) e 7 min. a 72 °C. Para a BglA, o tempo
de extensao durante os ciclos, foi alterado para 1 min. e 55 seg.. Os oligonucleotideos
usados como primers sdo apresentados na Tabela 1. Apds a reagdo de PCR, os
produtos foram purificados (item 3.2.18.) ou, alternativamente, observados em gel de
eletroforese de DNA (item 3.2.22.) com posterior extracdo da banda de interesse (item
3.2.20.). Depois disso, o fragmento de DNA foi ligado (item 3.2.16.) ao vetor apropriado
e preparado conforme protocolo descrito no item 3.2.13.. Por fim, este foi introduzido
em E. coli (item 3.1.1.) via transformacéo por choque térmico (item 3.2.8.).

3.2.12.2. PCR para retirada do epitopo Myc

Para a retirada do epitopo Myc do plasmidio H, foi realizado um longo PCR (5
min. a 94 °C, 25 ciclos [6 seg. a 94 °C; 30 seg. a 59 °C; 5 min. 10 seg. a 68°C}], 10 min.
a 68 °C) com os primers (oligonucleotideos 16 e 2, Tabela 1). Posteriormente, o
produto da amplifica¢&o foi digerido com Xbal (item 3.2.15.), purificado (item 3.2.18.),
re-circularizado (item 3.2.16.) e introduzido em E. coli (item 3.2.8.).

3.2.12.3. Error Prone PCR (EPP)

O EPP é um método baseado num PCR de baixa fidelidade, no qual séo
introduzidas muta¢des pontuais na molécula de DNA de interesse. No presente
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trabalho, o plasmidio pBBGH foi utilizado como molde da BglA, cujo DNA foi submetido
ao processo de mutagénese.

Para tanto, a reagado de PCR foi otimizada em 50 ul. contendo: 5 ul tampéo
mutagénico 10X (item 3.1.5.20.); 5 pul solugédo de dNTP para EPP (item 3.1.5.10.); 5
plL. de cada primer (oligonucleotideos 14 e 15, Tabela 1); 50 ng de DNA (pBBGH, item
4.2.1.); 0,5 uL de Tag DNA polimerase (Promega 5 U/ulL), quantidade apropriada de
MnCl, (item 3.1.5.4.) e volume completado com agua esterilizada (Milli-Q). O programa
de amplificagdo utilizado no termociclador (GeneAmp PCR Systems 9600, Perkin
Elmer) foi de 4 min. a 94 °C, 25 ciclos (7 seg. a 94 °C; 30 seg. a 53 °C; 1 min. 55 seg. a
72°C)e 10 min.a72°C.

Uma amostra da reacdo foi analisada em gel de eletroforese de DNA (item
3.2.22.) para constatacio da amplificacdo. Posteriormente, todo o volume restante da
reacao foi digerido com as enzimas Sacl e Kpnl (item 3.2.15.). O produto da digestéo
foi purificado (item 3.2.18.) e, finalmente, ligado (item 3.2.16.) na proporcéo 2,5:1 ao
plasmidio pBBGH previamente preparado (item 3.2.13.).

3.2.13.  Preparo de pBBGH para construgao da biblioteca génica

O plasmidio pBBGH foi especiaimente preparado a fim de permitir a eficiente
ligagdo com o DNA das BglA mutantes e, assim, construir as bibliotecas génicas da
BglA. Para tanto, 50 ug do plasmidio pBBGH (item 4.2.1.) foram digeridos por 1 h 30
min. com 200 U de cada enzima (Sacl e Kpnl, item 3.2.15.). Posteriormente, o produto
da digestao foi defosforilado (item 3.2.17.) por 45min. com 4U de fosfatase alcalina
(NEB) e, em seguida, submetido a eletroforese de DNA (item 3.2.22.) com a finalidade
de separar a banda correspondente ao plasmidio (4,8 Kb), daquela referente ao gene
da BglA (1,3 Kb). Apds a separagio das bandas no gel, a mais pesada (4,8Kb) foi
cortada e, entdo, purificada do gel (item 3.2.20.). Por fim, o DNA foi concentrado em

centrifuga a vacuo (Savant) até 250 ng/uL (item 3.2.11.).
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3.2.14. Construcio do espagador

Foi obtido um segmento de DNA que codifica uma sequéncia especifica de
aminoacidos (GTAGSAAGSGEF) para ser utilizado como um espagador entre as
proteinas a serem expressas. Para tanto, foram desenhados 2 oligonucleotideos
complementares (19 e 20, Tabela 1), sendo um maior que o outro a fim de deixar um
sitio de restricdo em cada extremidade da molécula. Com o objetivo de hibridizar estas
moléculas e assim obter um DNA de fita dupla, estes oligonucleotideos foram pré-
aquecidos (95 °C) e colocados em concentracdes equimolares (5 pmoles/ul) em um
microtubo. Este foi mantido em um Becker (1 L de &agua aquecida a 100 °C) a
temperatura ambiente. Apds o resfriamento da agua, o microtubo foi mantido em
freezer -20 °C. Para inser¢do do espacgador (produto da hibridizacdo das 2
oligonucleotideos) no plasmidio (pBGH), ambos foram digeridos com Kpnl e EcoRI
(item 3.2.15.) e, entdo, submetidos & reagéo de ligacéo (item 3.2.16.). A identificacéo
dos clones que possuiam o espagador foi realizada por PCR (item 3.2.12.), utilizando-
se como primers os oligonucleotideos 2 e 19 (Tabela 1). Por fim, a seqiéncia foi
confirmada por sequenciamento automatico (item 3.2.21.).

3.2.15. Digestdao com enzima de restricdo
As reagdes de digestdo foram conduzidas segundo protocolo especificado pelo
fornecedor das enzimas (New England Biolabs).

3.2.16. Reacao de ligagdo de DNA

As reagbes de ligagcdo de DNA foram conduzidas utilizando-se o Ligation
Express kit (Clontech), seguindo as especificagbes do manual. Também foram
conduzidas ligagdes com outras enzimas (NEB e Boehringer Mannheim), para as quais
seguiu-se o protocolo sugerido pelo fornecedor.

3.2.17.  Defosforilagao do DNA

A defosforilacdo foi executada com a CIAP (Promega), segundo o protocolo
apresentado no manual do produto.
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3.2.18. Limpeza de produto de PCR

Os produtos de PCR foram purificados utilizando-se o kit, QIAquick Gel
Extraction Kit (Qiagen), seguindo o protocolo para QlAquick PCR purification presente
em seu respectivo manual.

3.2.19.  Extracdo de plasmidio

As extracdes de plasmidios foram conduzidas com o kit, QlAprep Spin Miniprep
Kit (Qiagen), segundo o protocolo sugerido no manual do produto.

3.2.20. Extracdo e purificacao de bandas de gel

A extracao de bandas do gel foi efetuada utilizando-se o kit, QlAquick Gel
Extraction Kit (Qiagen), segundo o protocolo sugerido no manual do produto.

3.2.21.  Seqiienciamento automatico

Os seqlienciamentos foram conduzidos nos equipamentos Perkin Elmer
Applied ABI Prism 373 com o protocolo para FS terminator (Perkin Elmer) e também no
ABI Prism 377 com Big Dye (Perkin Elmer). Os resultados foram analisados em ABI
Auto Assembler 1.3.0, ABI Prism Sequencing 2.1.1. e ABI Fractura 1.2.0..

3.2.21.1. Seqiienciamento automatico total da fusdo

Para o seqiienciamento dos plasmidios pBBGH e pBBSGH, todo o segmento
de DNA contido na regido da fusdo teve suas duas fitas seqlienciadas (item 3.2.21.)
empregando-se como primers os oligonucleotideos (28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36,
37, 38 e 39) apresentados na Tabela 1.

3.2.22. Eletroforese de DNA

A eletroforese de DNA foi conduzida em gel de agarose (1%) utilizando-se TAE
1X (tem 3.1.5.21.) como tampao. Antes dos géis serem colocados nas cubas (Owl)
foram adicionados 5 L. da solugéo de brometo de etidio (item 3.1.5.6.) para cada 100
mL de agarose. Cada amostra de DNA foi diluida (1:10) com o tamp&o da amostra
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(3.1.5.22.) e aplicadas no gel na quantidade apropriada. Por fim, apds a eletroforese o
DNA presente no gel foi visualizado colocando-se este sobre um transiluminador com
luz UV (IBI).

3.2.23. Quantificacao de proteinas

Para a quantificacdo das proteinas foram empregadas duas metodologias
baseadas no reagente de Bradford. A quantificacéo rotineira foi realizada com reagente
de Bradford (BioRad) seguindo-se as instru¢cées do fabricante. Para a quantificagdo
das proteinas dos clones selecionados (item 4.3.4.2.), foram adicionados 800 pul. do
reagente de Bradford (item 3.1.5.11.) em 200 uL de amostra. A reagéo foi incubada por
10 min. a temperatura ambiente e, posteriormente, a leitura da amostra (cubeta
plastica, Sigma) foi conduzida em espectrofotdmetro (Pharmacia Biotech-Ultrospec
3000, a 595 nm). Em ambos, os resultados obtidos foram submetidos a regressao
linear, utilizando-se para isso uma equagdo linear previamente determinada para
concentracbes conhecidas (reta padrao).

3.2.24. Eletroforese de proteinas

A eletroforese de proteinas foi conduzida em gel de poliacrilamida empregando-
se os equipamentos da BioRad (Mini Protean ll), Novex (Cell il). Conforme o
experimento, foram feitas corridas em gel desnaturante (SDS-PAGE 10 ou 12 %
segundo protocolo proposto pelo fabricante do MiniProtean II), ou nativo (gel pronto
NuPAGE 3~8 % Tris Acetato, Novex-USA). Nos géis SDS-PAGE foi utilizada a
coloragdo por prata (item 3.2.25.). Quanto aos géis nativos, a atividade da GFP foi
evidenciada pela avaliagdo direta do gel sobre uma fonte de luz UV e, para a
observacdo da atividade da B-glucosidase, o gel foi incubado (20 min.) com MUa-Glu
(item 3.1.5.15.) e também observado sobre luz UV.

3.2.25. Coloragéo de gel de poliacrilamida com prata

Concluida a eletroforese (item 3.2.24.), o gel foi colocado (1~2h) em 50 mL da
solucgéo fixadora (item 3.1.5.12.1.). Apds o periodo, o fixador foi substituido por 50 mL
da solugdo incubadora (item 3.1.5.12.2.) e o gel mantido por 15 min. nesta solugdo. Em
seguida, a solugdo foi retirada e o gel lavado em 400 mL de agua deionizada (3X de 10
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min. cada). Apés a lavagem, o gel foi incubado por 15 min. em 50 mL da solucdo de
prata (item 3.1.5.12.3.) e lavado em agua deionizada. Por fim, o gel foi incubado com a
solugao reveladora (item 3.1.5.12.4.) até o aparecimento das bandas. A reacdo foi
interrompida pela adicdo de 50 mL da solugdo de interrupgdo (item 3.1.5.12.5.). Os
géis foram analisados em transiluminador de luz branca fluorescente.

3.2.26.  Extragao de proteinas em larga escala (mg)

Para a extragdo de proteinas em larga escala, foram utilizados 2 L de cultura
bacteriana induzida com arabinose (item 3.1.5.2.). Para tanto, o meio foi inoculado com
1 % de pré-inéculo (cultura crescida por 18h), induzido segundo o item 3.2.5. e, em
seguida, incubado por mais 14h. Apds o periodo, foi iniciado o processo de extracdo
das proteinas. Primeiramente, as células foram precipitadas (centrifugacao por 10 min.,
6000 rpm, rotor GSA, Sorvall RC5B Plus), lavadas em tampéao TrisHCI (item 3.1.5.23.)
e novamente centrifugadas. Em seguida, as células foram congeladas (-70 °C, 30 min.)
e submetidas a sonicagdo (3X por 1 min., poténcia de 60 W em um sonicador
VibraCell, Sonics Material Inc). Apds isso, as células foram prensadas (3X com
pressaéo de 15000psi em uma prensa francesa, American Instruments) e novamente
centrifugadas (40 min. a 18000 rpm, rotor SS34, Sorvall RC5B Plus). O sobrenadante
foi filtrado (0,2 um) e mantido a -20 °C.

3.2.27. Extracdo de proteinas em pequena escala {u1g)

O processo utilizado para cultivo, precipitacdo e lavagem das células foi
semelhante ao apresentado no item 3.2.26., entretanto, foram utilizados 300 mL da
cultura bacteriana. Apds a precipitacdo, as células foram rompidas utilizando-se
nitrogénio liquido e maceragdo em cadinho de porcelana. O macerado foi, entdo,
ressuspendido em tampao TrisHCI (item 3.1.5.23.), suplementado com o inibidor de
protease PMSF (item 3.1.5.16.) e centrifugado (40 min., 4 °C, microcentrifuga
Eppendorf), sendo estes processos de maceragdo e precipitacdo repetidos 3 vezes.

Posteriormente, o sobrenadante obtido foi filtrado (22 um) e mantido a -20 °C.
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3.2.28. Purificagdo da fusdo via IMAC (Imobilized Metal Affinity
Chromathography)

Apés a extracdo, as proteinas foram purificadas de acordo com a técnica de
IMAC. Esta técnica se baseia na afinidade entre a cauda de histidinas presente na
fusdo e o niquel presente na coluna. Posteriormente, a molécula protéica foi eluida
pela adicdo de imidizol, o qual compete com as histidinas pelo niquel. Neste sentido
foram desenvolvidas duas estratégias segundo a quantidade de proteina a ser
purificada (itens 3.2.28.1. e 3.2.28.2.).

3.2.28.1. Purificagdo em larga escala da fuséo via IMAC

Com esse propésito, foi utilizada uma coluna Pharmacia XK com 15 mbL da
resina NiTA (Qiagen) conectada a um sistema de GradiFrac (LKB optical UV-1, P-50,
Grad-Frac- Pharmacia). Primeiramente a coluna foi carregada com 20 mL da solugdo
de sulfato de niquel (item 3.1.5.13.3.). Em seguida, a coluna foi lavada com agua (75
mbL a 2 mL/min.) e com a solugao A (item 3.1.5.13.1., 75 mL a 2 mL/min.). Depois o
extrato protéico obtido no item 3.2.26., foi carregado (1 mL/min.) e, em seguida, lavado
em duas fases (solucdo A e depois solucdo A mais 15 % da solugdo B, item
3.1.56.13.2)), a fim de eluir os peptideos que se ligaram fracamente & coluna. Por fim, a
fusado foi eluida (300 mL, fluxo de 0.5 mL/min.) com um gradiente (15~100 % da
solucdo B na solugdo A). Durante a purificagdo foram coletadas amostras de 3mL.
Todas as fragdes coletadas foram posteriormente avaliadas quanto a atividade da B-
glucosidase (item 3.2.31.1.) e da GFP (item 3.2.32)).

3.2.28.2. Purificagdo em pequena escala da fusdo via IMAC

Na purificacdo em pequena escala foram utilizadas as mesmas solugbes e
procedimentos empregados no item 3.2.28.1., entretanto foram necessarios outros
equipamentos: uma bomba peristaltica (BioRad) conectada a uma coluna 1 mL
Pharmacia (Hitrap chelating), seguida por um detector de luz UV (BioRad), um
registrador (BioRad) e, por fim, um coletor de fragdes (Pharmacia). Foi mantido sempre
o fluxo de 1 ml/min, sendo as fra¢gbes de 1,6 mL e o volume das lavagens reduzidos

em 15 vezes.
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3.2.29. Analise de estrutura primaria da fusao

Para a analise da estrutura primaria da fusao foi usado o programa Protparam
(http://expasy.cbr.nrc.ca/tools/protparam.htmt).

3.2.30. Obtengao da estrutura terciaria das proteinas

A estrutura terciaria da fusdo, bem como a de seus componentes foram
determinadas utilizando-se o programa Swiss-Model (http://www.expasy.ch/swissmod).
Este programa determina a estrutura terciaria da proteina a partir da seqiéncia
primaria fornecida, utilizando uma base de dados com informacdes ja existentes sobre
diversas proteinas que ja tiveram sua estrutura tridimensional caracterizada (Guex &
Peitsch, 1997; Peitsch, 1995, 1996). Para visualizar os resultados produzidos pelo
modelador automatizado, foi usado o programa Swizz Pdb Viewer (v3.7b1).

3.2.31.  Quantificagdo da atividade da B-glucosidase

Todos 0s ensaios para a quantificacdo da atividade da B-glucosidase foram
conduzidos com substratos andlogos (Tabela 2) sob condicbes especificas
(temperatura, pH, volume) e posterior avaliagdo colorimétrica em espectrofotémetro
adequado. A atividade da B-glucosidase € expressa em unidades (U = 1 umole de
substrato / min. de reacao) e a atividade especifica € obtida pela razéo entre U e 1 mg
de proteina. Dois tipos de ensaios foram realizados, conduzidos em microplacas e em
microtubos.

3.2.31.1. Quantificagao da atividade da g-glucosidase em microplacas

Os ensaios foram conduzidos em microplacas (96 pogos) com volume final de
reacio de 150 pl. A reacao foi interrompida com a adicdo do mesmo volume de uma
solucdo de glicina (item 3.1.5.8.). No caso de amostras provenientes de suspensio
celular, estas foram lisadas com tratamento térmico (banho-maria a 75 °C por 15 min.).
O volume de amostra utilizado (15~120 pl) variou de acordo com o experimento,
sendo sempre completado para 150uL com a solugéo Pipes (item 3.1.5.18.). Também
foram especificos para cada ensaio, a temperatura e o tempo de incubacéo. Apds a

reacéo, a absorbancia (A=405nm) da amostra foi avaliada em um leitor de microplaca
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(EAR 340A, SLT Lab Instruments). Os valores obtidos foram entdo submetidos &
regressao linear por uma equagio obtida para uma reta padrdo (0~0,14 pmoles de
PNP).

3.2.31.2. Quantificagdo da atividade da p-glucosidase em microtubos

Os ensaio em microtubos (1,7 mL) foram conduzidos com amostras puras da
fusdo (100 ng) e reacdo com volume final de 500 ul. As reacdes foram conduzidas por
10 min. em banho-maria (LKB Multitemp lll, Pharmacia) e interrompidas com a adicdo
de 1 mL da solugdo de glicina (item 3.1.5.8.). Apés a homogeneizacdo, 1 mL foi
coletado e diluido em 4 partes de agua (Milli-Q) e esta amostra mensurada em um
espectrofotdmetro (Stasar lI- Gilford Instruments). Os resultados da absorbancia foram
submetidos a regressio linear segundo a equacgao determinada para uma reta padréo
(0~0,8 umoles de PNP).

3.2.32. Quantificacdo da atividade da GFP em fluorimetro

3.2.32.1. Ensaio em microplacas

Para a determinacdo da atividade da GFP, foi utilizado um fluorimetro Perkin
Elmer LS50B, acoplado a um leitor de microplaca (96 pogos). A leitura das amostras
(70 ulL) foi realizada em microplaca branca (Microfluor 2, Dynex Technologies Inc) com
fundo redondo. As condi¢des aplicadas foram: excitagdo A= 395 nm e emisséo A= 510
nm, com amplitude de 10 nm para ambos os parédmetros. A fluorescéncia emitida pela
GFP foi captada pelo fluorimetro e expressa em unidades, sendo que uma unidade foi
calculada como sendo equivalente a 0,57 pmoles da fusdo BglA-GFP.

3.2.32.2. Ensaio em cubetas

Para a quantificacdo da atividade da GFP no experimento de caracterizacdo
dos clones purificados, foi utilizado um fluorimetro DynaQuant (Pharmacia). As leituras
das amostras (1 mL) da fusdo purificada de cada clone foram realizadas em cubetas
de quartzo. Como padréo foi usada uma amostra da GFP309, sendo considerado 1 U o
equivalente a 1 ng de proteina pura.
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3.2.33. Concentracido de proteinas

As amostras de proteinas foram concentradas de acordo com o objetivo do
experimento. No caso de amostras para gel nativo, foi utilizado a coluna Microcon YM-
10 (Millipore), seguindo o protocolo proposto no manual. No caso de amostras para gel
desnaturante, as proteinas foram concentradas utlizando-se TCA (Acido
tricloroacético, Sigma). Para tanto, a amostra foi incubada em gelo por 30 min. e
adicionada do mesmo volume de TCA 20 %. Em seguida, foi centrifugada (15 min. a 4
°C), sendo o sobrenadante descartado. Ao precipitado foram adicionados 300 plL de
acetona gelada, e novamente centrifugado (5 min. a 4 °C). O sobrenadante foi
descartado e o precipitado ressuspendido e aquecido (10 min. a 80 °C) em tampéao de
corrida para SDS-PAGE.

3.2.34. indice (BgIA/GFP)

Para a sele¢do dos clones mutantes obtidos durante o trabalho, foi utilizado o
indice formado pela razdo entre atividade (U) da BglA e a fluorescéncia da GFP
(BglA/GFP). Visava-se, por meio deste indice, a selecdo das moléculas mais ativas da
BglA, sem que estas fossem purificadas. Esta estratégia baseava-se na
proporcionalidade (1:1) existente entre a atividade dessas proteinas, sendo testado
dessa forma, se o indice obtido, representaria um valor semelhante a atividade
especifica da BglA.



4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Construgdo de um vetor para a expressao de fusdes com GFP

Primeiramente, foi objetivada a construgcdo de um vetor com capacidade de
expressar proteinas fusionadas & GFP. Para tanto, foi construido um plasmidio com as
seguintes caracteristicas: ser capaz de replicar-se em E. coli; ter resisténcia a
ampicilina, ter um promotor regulavel pela presenca de arabinose; possuir uma regiao
com varios sitios de restricdo para inser¢cao do gene de interesse; e apresentar o gene
da GFP seguido de uma cauda de 6 histidinas (6Xhis) para facilitar a purificacdo. Com
esse fim foi decidida a clonagem do gene da GFPmut3.1 (pGFPmut3.1- Clontech) no
plasmidio pBADMycHis (Invitrogen).

4.1.1. Clonagem do gene GFPmut3.1 no plasmidio pBADMycHis

Para se obter a construcdo desejada, o gene que codifica a GFPmut3.1 foi
clonado por PCR (item 3.2.12.1.) no plasmidio pBADMycHis. Entretanto, dado a
dificuldade na obtencdo do vetor com as caracteristicas desejadas, foi necessaria a
construcio e sequenciamento de uma série de plasmidios (A~F), os quais diferiam
pela composicéo de nucleotideos adjacentes ao gene da GFPmut3.1.. Tal dificuldade
foi devida a reduzida fluorescéncia observada nas construgdes obtidas (Figura 1). Na
Tabela 4 é apresentada a seqiiéncia de aminoéacidos que flanqueiam a proteina da
GFP produzida por estes vetores.
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Tabela 4. Seqiiéncia de aminoécidos e identificagdo das construgées obtidas para a
GFPmut3.1.

sequéncia de aminoacidos em relagéo aos

EoRistiigao terminais da GFPmut3.1. priiers pRADMys

terminal C * terminal N * His

A EASV KASFLEQKLISEEDLNSAVDHHHHHH 517 e 518 B

B MR NLEQKLISEEDLNSAVDHHHHHH 1e2 B

c MR KASFLEQKLISEEDLNSAVDHHHHHH 1 e 518 B

D MR NLARTKTHLRRGSE 1e2 B

E MR KASLGPNKNSSQKRI 1e518 A

F MR KASLRRTKTHLRRGSE 1e518 e

* sequiéncia a partir do 18° aminoacido (1-GFPDPSSRSAAGTIWEF-17); £ aminoacidos
em: vermelho- epitopo Myc; azul- cauda de 6 histidinas; “ vetores (Invitrogen) utilizados

na clonagem da GFPmut3.1.; Sa construgdo de D o plasmidio B foi digerido com Xbal,
tratada com o fragmento Klenow da DNA Polimerase (NEB) e re-circularizado.

pBADMycHis A B c D E F

pGFPmut3.1 H pBGH pBSGH pBBGH pBBSGH

Figura 1. Fluorescéncia das colénias de E. coli expressando as diferentes construgées
obtidas. Cultivo em meio LB sélido (suplementado com ampicilina e arabinose) e
avaliagédo sobre luz UV. pBADMycHis- vetor de expresséo utilizado como receptor da
GFP; pGFPmut3.1- plasmidio contendo o gene da GFPmut3.1.; A~F- construgdes
obtidas para GFPmut3.1.; H- plasmidio contendo o gene da GFP309; pBGH- vetor
contendo GFP309 e cauda de histidinas; pBSGH- o mesmo que pBGH adicionado de
espacgador antes da GFP; pBBGH- vetor expressando a fusdo B-glucosidase e GFP309
com a cauda de histidinas; pBBSGH- o mesmo que pBBGH adicionado de um
espacgador de 12 aminoacidos entre o gene da BglA e da GFP309.
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Foram avaliados os clones A, B e C que possuiam os segmentos Myc (epitopo
Myc para ligag&o a anticorpos especificos) e 6XHis no terminal N da proteina, bem
como os clones D, E e F, nos quais tais seqiuiéncias foram substituidas por uma
composicdo aleatéria de aminoacidos. A avaliagdo das diferentes construgdes permitiu
verificar que a atividade da GFP era influenciada pela composicao peptidica em seu N
terminal. Fendmeno semelhante foi descrito por Dopf & Horiagon (1996) que, por meio
de sucessivas delegdes, verificaram que a GFP é incapaz de fluorescer quando mais
que 7 aminoacidos s&o eliminados nas extremidades C ou N da proteina.

4.1.2. Obtencdo de uma nova variante da GFP

Durante a clonagem (tem 3.2.12.1) da GFPmut3.1 utilizando os
oligonucleotideos 1 e 13 (Tabela 1), foi obtida uma GFP mutante, resultando num
plasmidio (H) mais fluorescente que os demais (Figura 1). Apds o seqiienciamento
(tem 3.2.21., oligonucleotideos 40 e 41 da Tabela1) foi observado que a nova variante
da GFP, denominada GFP309, apresentava a substituigdo de um nucleotideo (guanina
—adenina). Esta modificac@o reverteu para estado selvagem da GFP o residuo de
numero 65 (glicina—»serina), o qual € um dos aminoacidos mutantes presente na
GFPmut3.1., sendo portanto obtida uma nova variante da GFP, chamada de GFP309.

Segundo Yang et al. (1996), este residuo € essencial na formacgao da regiao
cromoférica da GFP, sendo capaz de conferir diferentes intensidades de fluorescéncia,
bem como aumentar a expressdo e/ou a ativagdo da proteina. Também Brejc et al.
(1997), estudando a dupla absorgdo da GFP (395 e 447nm) pela variacdo deste
mesmo residuo, indicaram a importancia deste na formacgéo e ativagéo da proteina.

4.1.3. Obtencao de vetores que expressam a GFP309

Uma vez obtido o plasmidio H que confere fluorescéncia as células de E. colj, o
mesmo foi submetido a alteragdes a fim de se obter o vetor desejado. Iniciaimente foi
realizado um longo PCR (item 3.2.12.2.) objetivando construir um plasmidio capaz de
expressar a GFP309 seguida da cauda de histidinas. Para tanto, foi retirado o cédon
de terminacdo da GFP, o qual estava presente na constru¢do H e, além disso, também
foi eliminado o epitopo Myc, de ndo interesse neste trabalho. O plasmidio obtido,
denominado pBGH, teve o gene da GFP seqlienciado (item 3.2.21., oligonucleotideos
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40 e 41) e sua seqléncia (Anexo A) depositada no National Center for Biotechnology
Information (NCBI), com nimero de acesso AF339022.

Considerando que a ativagdo das proteinas da fusdo poderia depender do
espagamento entre elas, foi decidida a construcdo do vetor pBSGH, o qual apresenta
12 aminoacidos (GTAGSAAGSGEF) entre a regido de insergdo da proteina de
interesse e a GFP, ao invés de 6 (GTIWEF) como presentes no plasmidio pBGH. Este
novo espagador foi desenhado com base no descrito por Waldo et al. (1999), e por eles
utilizado na expressao de 20 diferentes proteinas fusionadas a GFP. A construgdo do

espagador bem como sua clonagem estdo descritas nos itens 3.2.14 e 3.2.12.1,,
respectivamente.

Foi verificada uma redugio na fluorescéncia do vetor pBSGH em relagido ao
pBGH (Figura 1). A variacdo observada também ja foi descrita na avaliagdo de
variantes da GFP possuindo dele¢gdes no terminal 5' do gene (Dopf & Horiagon, 1996),
e durante a expresséo da GFP em peixe zebra, devido & presen¢a de um segmento do
vetor antes do gene (Higashijima et al, 1997), o que indica que segmentos na
extremidade C da GFP podem influenciar sua fluorescéncia.

4.2. Construgdo, otimizagdo da expressdo e caracterizagao da fusao BglA-GFP

A proxima etapa foi dedicada a obtengdo e caracterizagdo de vetores
expressando a fusdo BglA de Fervidobacterium sp. e a GFP309 ligadas a cauda de
histidinas. Para tanto, foram construidos vetores expressando a fusdo, seguido da
otimizacéo das condigbes de cultivo de E. coli visando maxima produc¢do. Por fim, o
polipeptideo foi purificado e caracterizado.

4.2.1. Construcédo de vetores de expressao da fusdo BglA-GFP

Foi construido um vetor capaz de expressar a fusdo protéica composta pela p-
glucosidase A (BglA) de Fervidobacterium sp. e a GFP309. Para tanto, o DNA
contendo o codigo de leitura aberto (open reading frame- ORF) de 1,3Kb desta
celulase, foi amplificado (item 3.2.12,, oligonucleotideos 14 e 15, Tabela 1) a partir do
plasmidio pBglA (item 3.1.3.), previamente obtido por Sullivan et al. (1998). Em
seguida, o produto do PCR foi clonado (item 3.2.12.1.) nos sitios Sacl e Kpnl dos
vetores pBGH e pBSGH (item 4.1.3.), sendo obtidos assim, os plasmidios pBBGH e
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pBBSGH, respectivamente (Figura 2)., cujas sequéncias nucleotidicas séo
apresentadas no Anexo A. O plasmidio pBBSGH difere do pBBGH, somente devido a
presenga de um espagador de 12 aminoacidos ao invés de 6 entre o gene da BglA e
da GFP. Todo o segmento de DNA contido na regido da fuséo foi sequenciado (item
3.2.21.1.), para que a seqiiéncia dos plasmidios obtidos fosse reconfirmada (Anexo A).

Assim como ja relatado na literatura para outras enzimas ligadas a GFP (Meng
et al.,, 2000; Dabrowski et al.,, 1999; Albano et al., 1998), a expressdo dos vetores
conferiram as células capacidade de produzir a molécula quimérica ativa para as duas
proteinas. Porém foi visivel a redu¢éo na fluorescéncia da GFP (Figura 1). O mesmo
efeito na fluorescéncia foi relatado por Cha et al. (2000), ao produzir em E. coli, a fusdo
composta pela GFP ligada a interleucina, e sua fluorescéncia comparada aquela
apresentada para a proteina néo fusionada.

pBBGH
6.1 Kb

Figura 2. Diagrama esquematico do vetor pBBGH. Estéo representados: AraC- ORF
de AraC; pBAD- promotor arabinose; BglA- ORF da pB-glucosidase A de
Fervidobacterium sp.; linker 6/12- espacador com 6 aminoacidos (GTIWEF); GFP309-
ORF da GFP309; linker- espagador entre GFP e cauda His; His- cauda de 6 histidinas;
stop- cddon de término da tradugdo; Amp- resisténcia a ampicilina; pMB1 ori- origem
de replicacéo derivada de pUC; Sacl e Kpnl - par de sitios de restricio usado na
insercéo da BglA; EcoRI e Xbal - par de sitios de restrigdo usado na insercéo da GFP.
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4.2.2. Correlacdo entre a atividade de cada uma das proteinas que compdéem a
fusédo

A fim de constatar a existéncia da proporgéo 1:1 entre a atividade de cada uma
das proteinas que constituem a fusdo, a correlagdo entre elas foi determinada em
preparagdes contendo diferentes concentragbes de células expressando a fusdo
(pBBSGH). A avaliagdo da atividade da B-glucosidase (item 3.2.32.1.), bem como a
fluorescéncia da GFP (item 3.2.32.1.) em diferentes concentracées celulares, é
apresentada na Figura 3. Foi verificada a correlagdo de 0,98 entre a atividade dessas
duas proteinas, o que indica alta linearidade entre a atividade dos componentes da
fusdo, isto é, a existéncia da proporcdo 1:1. A mesma linearidade também ja foi
relatada para outras moléculas fusionadas a GFP e produzidas em E. coli, entre estas,
a enzima cloranfenicol acetil transferase (Delisa et al.,, 1999), a interleucina humana
(Cha et al., 2000) e a proinsulina humana (Dabrowski et al.,, 1999). Além disso, foi
detectada uma variacdo maior na atividade da BglA quando avaliada em
concentracdes superiores. Entretanto, verificou-se que a alta fluorescéncia do meio LB
reduz pela metade a capacidade do fluorimetro em quantificar a GFP, o mesmo tipo de
efeito que ja foi considerado por Lissemore et al. (2000) ao avaliar diferentes
promotores ligados a GFP.

Posteriormente, foi avaliada a distribuicao dos valores relativos a atividade das
proteinas que compdem a fusdo (Figura 4). Para tanto, uma amostra de E. coli
expressando a fusdo (pBBGH) foi distribuida em uma microplaca e avaliada. Os
resultados indicaram que a atividade das duas proteinas apresentaram uma
distribuicdo normal, sendo superior o coeficiente de variagdo dos dados obtidos para a
GFP (15%) em relagdo aos da BglA (4%). Com base nos valores obtidos foi
determinado o numero de repeticbes necessarias para se reduzir a variagdo
experimental (Anexo B). Foi verificado, por exemplo, ao fixar o desvio relativo da média
em 5%, serem necessarias 7 repeticbes para avaliagdo da BglA e 9 para a GFP. A
guantidade de repeticbes necessarias € uma informacdo importante em sistemas
automatizados, onde & possivel avaliar um namero superior de amostras provenientes
do mesmo tratamento. No presente estudo, este valor sugere que os paradmetros
avaliados foram influenciados por fatores ambientais.
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Figura 3. Diferentes concentracdes celulares e correlagdo entre a atividade da BglA e

da GFP em células induzidas possuindo o vetor pPBBSGH. As células foram cultivadas

(14 h), concentradas e posteriormente diluidas em série com tamp&o Pipes. Foram

determinadas a atividade da GFP e da B-glucosidase (substrato PNPB-Glu, reagéo por

10 min. a 70° C). Como controle negativo foi utilizada uma cultura n&o induzida.
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Figura 4. Dispersao dos valores obtidos para a atividade das proteinas que compdem

a fusdo BgIA-GFP. Células de E. coli expressando a fusdo codificada pelo vetor
pBBSGH, foram cultivadas (19 h, 150 rpm, LB+arabinose 0.1 %) e distribuidas em

aliquotas (75 uL) em duas microplacas, sendo uma para quantificagdo da atividade da

B-glucosidase (substrato PNPB-Glu, reacdo por 40 min. a temperatura ambiente) e

outra para a GFP. As barras representam o desvio padrao em relagdo a média das

amostras.
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4.2.3. Otimizacdo da expressdo da fusdo

Uma vez determinada a existéncia de correlagdo entre a atividade de cada uma
das proteinas que compdem a fusdo, a préxima etapa foi destinada ao estabelecimento
das condicdes o6timas de cultivo de E. coli para a expressdo desta. Para isso, a
atividade da BglA (item 3.2.31.1.) e da GFP (item 3.2.32.1.) foram avaliadas sob
diferentes condi¢des de cultivo.

Os testes foram realizados em microplacas e em Erenmeyers. O uso de
microplacas (200 uL de meio LB) visou determinar as condi¢cdes 6timas para a
posterior avaliagdo da biblioteca de clones mutantes para a pB-glucosidase. O uso de
um volume maior (100 mL), teve por objetivo o estabelecimento das condi¢des de
cultivo para posterior purificacdo da fusdo. Em ambos os casos, foram avaliados os
efeitos de diferentes concentragdes do indutor (arabinose) em funcéo do tempo de
cultivo. Os resuitados séo apresentados nas Figuras 5 e 6.

4.2.3.1. Otimizagao da expressado da fusdo em microplacas

Nos ensaios com microplacas (Figura 5), foi observada uma mesmo nivel de
atividade para a BglA e GFP nas diferentes concentragdes de arabinose (0,01; 0,02;
0,1; 0,2%). Entretanto, em ambas, a atividade foi reduzida com a aplicacéo de 1% do
indutor. Assim como no experimento com 100 mL de LB (item 4.2.3.2.), as células nédo
induzidas apresentaram atividade nula. Além de possuirem o mesmo padrido de
expressdo em relagao ao indutor, as duas proteinas se ativaram no mesmo periodo de
incubagao (9-10h apds a inducéo). Com base na cinética da atividade determinada, foi
escolhido o cultivo por 14h em meio LB com 0,1% de arabinose para a avaliagdo da
biblioteca de clones mutantes.
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Figura 5. Cultivo em microplacas e efeito da concentragéo de arabinose na atividade
das proteinas da fusdo, em funcdo do tempo de cultivo. Células de E. coli portadoras
do plasmidio pBBGH foram cultivadas em miroplacas (37 °C, 14 h, agitacdo de 150
rpm) contendo meio LB (200 ulL) suplementado com diferentes concentracbes de
arabinose (0, 0,01; 0,02; 0,1; 0,2; 1 %). Amostras de cada tratamento (9 repeticées)
foram coletadas a cada 1,5h. Ap6és a coleta, as amostras foram submetidas a lise
celular (15 min., 75 °C) e avaliadas quanto a atividade da GFP e da B-glucosidase

(substrato PNPB-Glu, reagéo por 20 min. a temperatura ambiente, 75 pL da amostra).
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4.2.3.2. Otimizagdo da expressao da fusdo em 100 mL de meio

Com o intuito de determinar a construgcéo (pBBGH ou pBBSGH) mais eficiente
na producéo da fusdo, bem como as condi¢cbes ideais de cultivo para sua purificagdo,
os clones possuidores desses plasmidios foram incubados em 100 mL de LB e
avaliados para as mesmas variaveis do ensaio com microplacas. Foi observada, em
todas as condi¢bes ensaiadas, atividade superior para a BglA e GFP na fusédo
produzida pelo clone pBBGH (Figura 6 A e B).

Ao observar a densidade celular das constru¢des durante o cultivo (Figura 6C),
foi verificado que esta ndo variou significativamente entre os clones, indicando que a
reducéo da atividade do vetor pBBSGH néo esta relacionada ao crescimento celular.
Assim como observado no vetor pBSGH (item 4.2.1.) para a atividade da GFP, a
presenca do espacador de 12 aminoacidos ocasionou a reducéo da atividade das duas
proteinas que compdem a fusdo no clone pBBSGH, efeito que pode ser atribuido a
sintese de uma molécula menos ativa e/ou mais tdxica, ou ainda, proporcionado por
variacdes na expresséo da fusdo. Em fungéo da superioridade apresentada pelo vetor
pBBGH, este foi escolhido para ser utilizado nos ensaios posteriores.

Foi detectado também um padrao diferente de expressa@o para cada proteina
em resposta ao indutor. Em baixas concentragdes do indutor, ambas as construgbes
apresentaram atividade superior para a B-glucosidase e reduzida fluorescéncia. O
inverso foi observado com a aplicac&o de altas concentragdes de arabinose, sugerindo
gue a arabinose possa ligar-se no sitio de ligacao ao substrato da BglA, reduzindo
assim a atividade da enzima sobre o substrato testado (PNPB-Glu).

Por fim, foi verificado que a atividade da celulase é detectada antes da
atividade da GFP. Tal fato é devido a rapida ativacao da BglA em relagdo a GFP, cuja
ativacdo é descrita como demorada (Cubitt et al., 1995). Ativacao independente dos
componentes da fusao também é relatada por Negro et al. (1997), ao expressar o gene
de um fator neurotréfico ligado ao da GFP.

Foi definido que as condi¢cbes ideais para o cultivo, visando a purificacdo da
fuséo, sdo a indugdo com 0,1% de arabinose seguida de 13h de incubagio, 0 mesmo
tempo de cultivo determinado por Poppenborg et al. (1997) quando visou maxima
producio da GFP em E. coli.
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Figura 6. Cultivo de células de E. coli em Erlenmeyer e efeito da concentracdo de
arabinose na atividade da fusdo e no desenvolvimento da cultura. Os tratamentos
(pPBBGH e pBBSGH) foram inoculados (1 % de cultura previamente cultivadas por 18h)
e incubados (600 mL de LB, agitacdo de 150 rpm, 37 °C) até obtencdo de densidade
celular apropriada (DO 0.6 a 600nm) para a indugc&o. Apos isso, a cultura foi
subdividida (100 mL) em 5 frascos (Erlenmeyer 250 mL), induzida com diferentes
concentragdes de arabinose (0; 0,002; 0,02; 0,1; 0,2%) e incubada novamente.
Amostras (2 mL) dos tratamentos foram coletadas a cada hora (0 e 3~12 h),
submetidas a lise celular (15min., 75°C) e avaliadas para os ensaios A e B (6
repeticdes de 75 pL da amostra por ensaio). Em: A- quantificacdo da atividade da B-
glucosidase (substrato PNPB-Glu, reacdo por 7 min. a temperatura ambiente); B-
quantificacéo da atividade da GFP; C- densidade celular (1 mL de amostra).
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4.2.4. Extracao e purificagdo da fusdo

Seguindo as condigbes de cultivo determinadas no item 4.2.1. (0,1% de
arabinose, 13 h de cultivo, 150 rpm e 37 °C), foram obtidas células contendo o vetor
pBBGH. Posteriormente, estas foram rompidas para a extragéo das proteinas, segundo
o protocolo de larga escala (item 3.2.26.). Ap6s a obtencéo do extrato protéico, este foi
submetido a purificagdo da fusdo, empregando-se a técnica de IMAC (item 3.2.28.1.).
O cromatograma da purificagéo indicando a atividade da B-glucosidase (item 3.2.31.1.),
bem como a fluorescéncia da GFP (item 3.2.32.1.) nas diferentes fracbes, esta
apresentado na Figura 7.
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Figura 7. Cromatograma de purificagcdo da fusdo por IMAC evidenciando a atividade
de cada proteina (BglA e GFP) nas diferentes fragdes coletadas. Para a purificagéo foi
seguido o protocolo de larga escala. A atividade da B-glucosidase foi determinada com

amostras de 75ul. em reagdo com PNPB-Glu por 2 min..

A unido de duas ferramentas como a fluorescéncia da GFP e a cauda de
histidinas, assim como ja descrito por Negro et al. (1997) e Nordstrém et al. (1999),
facilitou muito a purificagdo da fusdo. Tal fato se deve a facilidade em monitorar a
proteina de interesse por meio da sua fluorescéncia, a qual & evidenciada com o uso
de uma lanterna com luz UV (comprimento de onda longa ou luz negra). Além disso, a
purificacdo utilizando a cauda de histidina € muito eficiente devido a sua grande
afinidade pela matriz da coluna carregada com niquel, permitindo que a molécula seja



eluida (75 mM de Imidizol) apds os outros polipeptideos terem sido retirados da coluna
(30 mM de Imidizol). Para eluicdo da fus@o foi utilizada quantidade de Imidizol
semelhante a relatada por Cha et al. (1999a), os quais usaram 100 mM para eluir a
fusdo his-GFP-interleucina. Entretanto, concentragcio superiores (200 mM) ja foram
relatadas para a GFP ligada a uma pequena proteina (hisactofilina de 13,5 KDa) rica
em histidinas (Poppenborg et al., 1998)

Foi observada a presenga de fracbes ativas para a BglA provenientes do
estagio de carregamento da amostra na coluna. Este resultado indica que algumas
moléculas da fusdo poderiam estar perdendo a cauda de histidina, porém a presenca
marcante da atividade da BgIA nas fragbes de carregamento e lavagem inicial da
coluna, sugerem a possibilidade de que n3o somente toda a molécula mas,
principalmente, o espagador estarem sendo digeridos por proteases, fazendo com que
a BglA nao se ligasse a coluna mas a GFP, sim. Considerando que a ativagdo da GFP
é dependente da formacéo de dimeros (Gonzalez & Ward, 2000), parte das moléculas
da GFP néo associadas a BglA poderiam ligar-se entre si ou com a fusédo e, assim, a
coluna.

A avaliacdo da atividade e pureza das fracdes foi efetuada em géis de
eletroforese de proteinas. Para tanto, amostras de algumas fra¢bes (26, 90, 106, 121,
160, 166, 171), foram concentradas (0,5 ug de proteinas/mL,; item 3.2.23.) e avaliadas
em gel desnaturante SDS-PAGE (item 3.2.24.), assim como em gel nativo (item
3.2.24)). O gel nativo permitiu a deteccdo de uma banda fluorescente que também
apresentava atividade para a B-glucosidase. Por meio de gel desnaturante foram
determinadas as fragbes mais puras (98 a 116), as quais foram misturadas resultando
em 5mg de proteina pura (item 3.2.23.), ou seja, 0,1% do peso da biomassa timida de
E. coli foi recuperado em proteina pura.

Segundo Cha et al. (2000), a producdo de fusdes com a GFP gera um gasto
energético adicional a célula. Provavelmente este gasto, no presente trabalho, reduziu
a concentragdo celular (2,5 g peso umido células / L de meio) em relagéo aos valores
obtidos em sistemas de alta densidade celular (Dabrowski et al,, 1999; Delisa et al.,
1999). A pureza da amostra obtida pode ser visualizada no gel da Figura 8. O peso
molecular da fusado observado no gel coincidiu com o previsto pelo programa
Protparam (item 3.2.29) de 79,9 KDa (Anexo C). Pela quantidade e qualidade da fusdo
recuperada, a estratégia de purificacao via IMAC foi considerada eficiente.
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Figura 8. Gel de eletroforese de proteina SDS-PAGE corado com prata, evidenciando
a pureza da fusdo BgIA-GFP obtida apds purificacdo por IMAC. Amostras: GFP
(mut3.1.), fusdo (BglA-GFP), marcadores de peso molecular (Mark 12- Novex) e
respectivos pesos do maior para o menor: miosina, B-glucosidase, fosforilase B, BSA,
desidrogenase glutamica, desidrogenase lactica, anidrase carbdnica, inibidor de
tripsina.

4.2.5. Caracterizacédo da fusio

A interagdo entre as moléculas que compdem a fusdo, pode proporcionar a
estes polipeptideos (BglA e GFP) caracteristicas especificas. Neste sentido, as
propriedades da fusao (temperatura 6tima de atividade, especificidade pelo substrato,
estrutura terciaria, termoestabilidade) foram comparadas aquelas apresentadas pelo
seus componentes quando analisados separadamente, a fim de determinar que tipos
de interagées podem ocorrer entre as proteinas quando no estado de fuséo.

4.25.1. Composicdo e estrutura molecular

As sequéncias nucleotidicas dos plasmidios pBBGH e pBBSGH sé&o
apresentadas no Anexo A. A estrutura primaria da fusdo apresenta 437 aminoacidos
da BglA ligados a 238 da GFP e esta, por sua vez, ligada a cauda de seis hisditinas
(Figura 9). Outras propriedades desta fusdo foram obtidas pela analise da estrutura
primaria no programa ProtParam (item 3.2.29.) e s&o apresentadas no Anexo C.
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Ao avaliar a similaridade da seqiiéncia de aminoacidos da GFP309 em relagéo
a outras proteinas ja clonadas, foi verificado que esta apresenta 99% de homologia
com outras variantes dessa proteina. Quanto a BglA, foi observado que esta apresenta
homologia com a sequéncia de aminoacidos de outras B-glucosidases termoestaveis,
entre elas Thermotoga maritima (Liebl et al., 1994) e Thermotoga neapolitana, com as
quais apresentou 69% de identidade quanto os aminoacidos positivos, isto &, residuos
iguais ou com propriedades semelhantes aos da BglA de Fervidobacterium sp. A BglA
apresentou ainda, 51 e 46% de identidade com a mesma enzima termoestavel oriunda
de Clostridium thermocellum (Grabnitz et al., 1991) e Microbispora bispora (Wright et
al., 1992), respectivamente, indicando, assim, alta homologia de sua seqiiéncia com

outras B-glucosidases termoestaveis ja clonadas.
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Figura 9. Seqiiéncia de aminoacidos da fusdo BglA-GFP-His. A cor do(s) segmento(s)
refere-se a sua fungdo. Sendo: preto- sitios de restricdo e espagador; azul- ORF da
BglA; verde- ORF da GFP309; vermelho- cauda de histidinas.

A estrutura terciaria da fusédo, bem como de seus componentes, foi predita pelo
programa Swiss-Model (item 3.2.30.) e pode ser visualizada na Figura 10. Em relagdo
a GFP309, foi possivel identificar a estrutura de beta-can, a qual confere a esta
proteina fluorescéncia e alta estabilidade, protegendo a regido cromoférica no seu
interior (Yang et al., 1996). Também foi possivel predizer a estrutura terciaria para a
BglA, a qual apresentou similaridade com varias outras B-glucosidase ja caracterizadas
a nivel estrutural, permitindo, assim, um modelamento adequado excetuando-se alguns
peptideos com estrutura n&o predita (segmentos vermelhos na Figura 10). Uma das

enzimas que apresentou superior homologia foi a B-glucosidase termoestavel de
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Bacillus polymyxa (Sanz-Aparicio et al., 1998), a qual pode ser utilizada como modelo
na avaliacéo de futuras modificagcdes na estrutura da BglA de Fervidobacterium sp. O
programa, porém, ndo foi capaz de determinar a estrutura da fusdo como uma
molécula unica e, como resultado para a fus@o, produziu dois modelos iguais aqueles
obtidos para a avaliagdo das moléculas BglA e GFP separadamente. Portanto, nédo foi
possivel pré-determinar as possiveis alteragées estruturais nas moléculas que
compdem a fuséo.

Figura 10. Estrutura terciaria predita pelo Swiss Model para as proteinas que
compdem a fusdo. As seqiiéncias primarias dos polipeptideos (BglA, GFP309 e BglA-
GFP309) foram analisadas e visualizadas como descrito no item 3.2.30, sendo
apresentadas, em: A- a estrutura secundaria e terciaria da BglA, em vermelho regido
sem homologia a outras proteinas; B e C- vista superior e lateral, respectivamente da
estrutura terciaria da GFP309, em verde evidenciado a regido cromoférica da proteina.
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4.2.5.2. Temperatura 6tima para a atividade da B-glucosidase

Com o objetivo de verificar se a presenca da GFP afetaria a temperatura 6tima
de atividade da BglA da fusdo, a acdo desta sobre o substrato PNPB-Glu (item
3.2.31.2)) foi determinada em diferentes temperaturas. Em seguida, os resultados

foram comparados aos valores previamente determinados por Davis et al. (2000) para
a BglA selvagem, isto &, nao fusionada.

Os resultados indicaram que a temperatura 6tima para a atividade da B-
glucosidase presente na fusdo é de 95 °C (Figura 11). Quando estes dados foram
comparados aos da BglA selvagem, foi verificado que a fusdo apresenta atividade
otima em uma temperatura de 10 °C acima daquela apresentada pela BglA, porém
com uma distribuicdo menos abrangente. Segundo Zeikus et al. (1998) o determinante
da atividade das termoenzimas ¢é independente do responsavel por sua
termoestabilidade. Baseado nas variagbes observadas, pode-se supor que a reducéo
na amplitude de distribuicdo da atividade nas diferentes temperaturas seja
conseqiiéncia de alteragbes no determinante da estabilidade e que, o aumento na
atividade 6tima seja produto de modificacéo no determinante da atividade.

—5-BglA

==BglA-GFP

atividade maxima da BglA (%)

20 30 4 5 6 70 8 9 100
temperatura (°C)

Figura 11. Temperatura 6tima de atividade para a B-glucosidase. Os dados referentes
a fusdo (Bgl-GFP) sédo apresentados na forma de médias (4 repeticbes) com seus
respectivos desvios padrées (barras verticais). Estes foram obtidos a partir de reagéo
(substrato PNPB-Glu, reagcéo 10 min.) em diferentes temperaturas (40, 50, 60, 70, 80,

85, 90, 95, 100 °C). Os resultados apresentados para a BglA nao fusionada, foram
obtidos por Davis et al. (2000).
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4.25.3. Especificidade pelo substrato

A fim de caracterizar a BglA proveniente da fuséo em relagéo a especificidade
pelo substrato, foi determinada a atividade desta celulase em relagdo a diferentes
substratos. Foram utilizados os substratos PNP: o e B-glucopiranosideo, a e B-
galactopiranosideo, o e B-arabinopiranosideo, B-manopiranosideo, B-xilopiranosideo,
B-cellobiosideo e B-lactopiranosideo (item 3.1.5.17.). A reacdo foi conduzida a 95°C
(tem 3.2.31.2.), e os dados obtidos foram convertidos em atividade especifica e
atividade relativa (Tabela 5).

Ao comparar estes resultados aqueles apresentados por Davis et al. (2000)
obtidos para a BglA selvagem, foi detectado, de maneira geral, que a atividade relativa
da enzima foi mantida, apenas sendo observada reducdo quanto aos substratos PNPa-
Glu e PNPB-Xil, e um aumento sobre o substrato PNPB-Gal. Além disso, ao comparar
os resultados referentes a atividade especifica normalizada pelo peso molecular, entre
BglA e BglA-GFP, foi observado que a atividade méxima obtida para a fusdo a 95 °C é
31 % superior aquela apresentada pela BglA selvagem a 85 °C. Estes dados
novamente sugerem a ocorréncia de alteragdes no determinante responsavel pela
atividade da enzima, desta vez provavelmente influenciando o sitio de ligagdo ao
substrato. Apesar de existirem inimeros casos de enzimas ativas ligadas a GFP (Meng
et al., 2000; Gordon et al., 2000; Mullaney & Black, 1998), ainda ndo existem relatos
quanto a influéncia da GFP na especificidade da enzima pelo substrato.
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Tabela 5. Especificidade da B-glucosidase presente na fusdo nos diferentes substratos
e comparagao dos resultados aqueles obtidos para a molécula selvagem. Para tanto,
foram avaliadas 4 repeticbes de cada tratamento da fuséo, sendo a reacéo (95 °C, 10
min.). Os dados da BglA selvagem foram determinados por Davis et al. (2000) a 70 °C.
Para a obtengdo da atividade relativa para a fusdo nos diferentes substratos, foi

utilizada como referéncia a atividade maxima especifica obtida com PNPB-Glu.

atividade da B-glucosidase

fusio? BglA selvagem®
Substrato’ atividade especifica atividade atividade
. relativa (%) relativa (%)
{U/mg) desvio
padrio
PNPo-Glu 0 n.d. 0 1.4
PNPB-Glu 187 13,33 100 100
PNPa-Gal 0 n.d. o 0
PNPB-Gal 102 8,58 54,6 33
PNPa-Ara 18 0,77 9.8 nd.
PNPB-Ara 0 n.d. 4] 0]
PNPB-Xil 1 0,38 0,5 2,7
PNPB-Man 0 n.d. 4] 0
PNPB-Cel 18 2,85 10,3 n.d.
PNPB-Lac 22 3,68 11,8 n.d.

! >-nitrofenol-piranosideos (item 3.1.5.17.); ? fusdo BgIA-GFP; ® BglA selvagem (Davis et al.,
2000); n.d.- dado ndo determinado

4.254. Termoestabilidade da GFP

Além da ja comentada redugdo na fluorescéncia (item 4.2.1.) da GFP quando
no estado de fusao, foi objetivado determinar se a termoestabilidade desta proteina
também havia se alterado. com esse fim, a estabilidade da fluorescéncia da fuséo a
altas temperaturas foi comparada a da GFP selvagem (GFP produzida em E. coli, com
seqliéncia derivada da GFP de Aequorea victona). Para tanto, amostras puras das
duas proteinas foram incubadas a 70 e 95 °C e fragdes coletadas em fun¢éo do tempo
(0 ~ 21 h) foram avaliadas (item 3.2.32.1.). Os resultados referentes a fluorescéncia

relativa de cada tratamento do ensaio a 70 °C s&o apresentados na Figura 12.
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Quanto aos resultados obtidos pela incubacéo das moléculas a 70 °C (Figura
12), foi verificado que a GFP309 no estado de fus&o, apresentou ser mais tolerante a
altas temperaturas que a GFP selvagem. Além disso, quando incubadas a 95 °C, as
duas amostras perdem totalmente a fluorescéncia apdés somente 10 min. de
tratamento. Considerando estes resultados, sugere-se que a desnaturagcdo da GFP
possa estar relacionada a rapida elevagdo da atividade da BglA na fusdo em
temperaturas superiores a 80°C (item 4.2.5.2.), fazendo com que a total desnaturagéo
da GFP a 95°C, permitisse a maxima atividade da BglA. Segundo Beadle et al. (1999),
a termoestabilidade é produto do equilibrio termodinamico entre as forgas de entalpia e
entropia exercidas entre os residuos da proteina. Neste sentido, & considerado que a
presenca da BglA na fus&do possa ter alterado a termodinamica da GFP.

~8-GFP
75+

£ ~#-BglA-GFP
©
=
®
)
o 504
o
s
S
8
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0 s . 5 !
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Figura 12. Termoestabilidade da fus&o (BglA-GFP309) e da GFP selvagem. Amostras
puras de cada tratamento foram diluidas em tamp&o pipes e adicionadas de 0,1 % de
BSA. Um totai de 8mi de cada amostra foi submetido ao tratamento térmico (70 °C)
por 21 h. Fragbes de 250 plL foram coletadas nos diferentes tempos e avaliadas (3
repeticées de 70 plL) quanto a atividade da GFP. Os resultados s&o apresentados em

fluorescéncia relativa (%), expressa pela razdo entre a fluorescéncia no tempo X e no
inicio do ensaio, multiplicada por 100.
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Foi constatado que a molécula composta pela fusdo apresenta praticamente
todas as propriedades das duas proteinas que a compdem, entretanto, tornou-se
importante considerar, nas andlises subsequentes, quais as caracteristicas que foram
alteradas em funcéo da interacdo entre a GFP e BglA.

4.3. Obtengdo e caracterizacdo de moléculas mutantes da BglA
4.3.1. Otimizacao das condigdes de Error Prone PCR (EPP)

A estratégia escolhida para a obtengdo de moléculas mutantes da BglA foi o
método de Error Prone PCR (EPP, item 3.2.12.3.), que se baseia na introdugdo de
mutacdes aleatérias em uma molécula de DNA, por meio de uma reagao de PCR com
baixa fidelidade. No EPP, a taxa de mutacio pode ser controlada pela quantidade de
DNA molde, pelo nimero de ciclos do PCR, bem como pela concentragdo de cloreto
de manganés. Este sal funciona como uma molécula analoga ao cloreto de magnésio
(cofator da DNA Taq polimerase) e, ao ligar-se a Taq polimerase, reduz a fidelidade de
incorporacdo de nucleotideos durante o processo de polimerizacdo do DNA,
favorecendo a introduc¢ao de mutacdes (Zhao et al., 1998b).

O controle da taxa de mutagdo por meio da concentragado de MnCl, é o método
mais eficiente. Segundo Dr. Jeffrey Moore (comunicagdo pessoal), a freqiiéncia de
moléculas mutantes inativas deve ser entre 25 e 30% da populagao, isto €, ndo tao
baixa para permitir que pequena quantidade de clones sejam avaliados, mas também
nao tao alta para evitar que mutagbes desejaveis sejam mascaradas por deletérias.

Baseando-se no protocolo de EPP proposto por Zhao et al (1998b), em uma
primeira etapa foram otimizadas as condigbes de amplificacdo da BglA. Para tanto,
foram conduzidos testes com mais ciclos (14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 25 ciclos) e maior
quantidade de DNA molde (8, 10, 20, 100ng) que o proposto. O produto da
amplificacéo obtida em alguns desses testes é apresentada na Figura 13. A partir dos
resultados obtidos a reacdo de EPP (50uL) foi padronizada em 25 ciclos com 50ng de
DNA molde.

A fim de determinar a quantidade de MnCl, necessaria para que 25~30% dos
clones fossem inativos, foram construidas e avaliadas § bibliotecas de genes mutantes
da BglA, cada uma obtida numa concentracéo de cloreto de manganés (0, 50, 75, 100,
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125 uM). Posteriormente, os clones ativos foram identificados como colbnias azuis,
apos cultivo em meio soélido (LB + ampicilina + arabinose) suplementado com X-gal,
permitindo assim, o célculo da fregiiéncia de clones inativos (Figura 14). A partir dos
resultados foi possivel determinar que a adicdo de MnCl; na concentragdo final de
75uM foi capaz de proporcionar uma populacdo com 25% de moléculas inativas de
BglA. Deste modo, a biblioteca génica a ser avaliada foi obtida com esta concentracéo
de MnCl,, nas condicbes previamente otimizadas e apresentadas no item 3.2.12.3..
Quanto ao método proposto para a determinagdo da porcentagem de clones nao
ativos, apesar dessa estratégia restringir-se somente aquelas enzimas para as quais
este tipo de substrato cromogénico € disponivel, no presente caso, o método
possibilitou avaliar diretamente, sem equipamentos (placas de Petri), um grande
numero de clones (1500~2000), portanto apresentando-se eficiente para este
propésito.

Figura 13. Gel de eletroforese de DNA apresentando amostras de diferentes testes
realizados para otimizacéo da reacéo de EPP. Em 1 e 2: amplificagdo (10 ng DNA
molde; 300 yM de MnCl) da BglA utilizando 14 e 16 ciclos de amplificagao,
respectivamente. Em 3 e 4: amplificagdo (20 ciclos; 10 ng de DNA molde) da BglA,
reacéo adicionada de 0 e 300 uM de MnCl,, respectivamente. Em 5. marcador de DNA
(1Kb, Gibco) e, ao lado, o respectivo tamanho das bandas em Kb.
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Figura 14. Relacdo entre a freqliéncia de clones inativos e a quantidade de MnCl,
utilizada na reacdo de EPP. Resultados obtidos com a avaliagdo de 1500~2000 clones
por concentracdo de cloreto de manganés. Os mutantes ativos foram identificados
como coldnias azuis, apos cultivo (24 h) em placa de Petri contendo LB suplementado
com X-gal. A freqiéncia de inativos foi determinada pela raz&o entre 0 nimero de
colénias brancas em relacéo ao total (brancas+azuis). As barras verticais se referem
ao desvio padrao em relacio a média (4 repeticdes).

4.3.2. Construcao de uma biblioteca de clones mutantes via EPP

Apébs a determinagdo das condigdes para construcdo do banco de clones
expressando moléculas mutantes da BglA (item 4.3.1.), prosseguiu-se com a obtencéo
da mesma. Para tanto, as moléculas mutantes de BglA foram clonadas no plasmidio
pBBGH previamente preparado (item 3.2.13.), sendo as colbnias transformantes
semeadas em meio LB sélido suplementado com X-gal. As coldnias ativas (azuis)
foram coletadas e transferidas para as microplacas (mestra). Foram obtidas 15
microplacas mestras contendo os clones mutantes e os controles: pBBGH considerado
como parental e controle da atividade de BglA; pBGH como controle positivo da GFP e
negativo da BglA; o meio LB sem in6culo como controle negativo da fluorescéncia e da
BglA. Dessa forma, foi totalizada uma populacdo de 1350 clones mutantes, 60
parentais, 15 pBGH e 15 LB distribuidos em 15 microplacas (96 po¢os).
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4.3.3. Avaliagdo e selecdo de clones mutantes da BglA em diferentes substratos

Apds a construcao da biblioteca de clones mutantes, estes foram submetidos a
- avaliagéo da atividade dos componentes da fusdo (BglA e GFP) a fim de determinar o
indice (BglA/GFP) descrito no item 3.2.34.. Foi pressuposto que a normalizacdo da
atividade da BglA pela GFP apresentada pelos clones avaliados, reduziria os efeitos
adversos ao sistema (crescimento e expressdo diferencial), permitindo assim a
obtencdo de um valor mais representativo da atividade da BglA, o qual seria
comparado a atividade especifica desta enzima.

Para a caracterizacdo dos clones obtidos, foram processadas trés fases de
avaliacdo, seguidas da selecdo dos mutantes com indice superior. Cada indice foi
determinado especificamente para um substrato, sendo testados um total de 8
substratos analogos (PNPB-Glu, PNPB-Xil, PNPa-Ara, PNPB-Ara, PNPB-Man, PNPj-
Gal, MUoa-Man, MUo-Glu). Estes substratos foram escolhidos em funcdo da
especificidade da enzima, tendo portanto sido avaliado ndo somente o substrato
principal (PNPB-Glu), mas também aqueles em que a celulase é pouco ou até mesmo
nao ativa.

4.3.3.1. Primeira fase de avaliagdo e selegdo

Nesta primeira etapa, toda a populacéo presente nas 15 microplacas mestras
(item 4.3.2.) foi submetida a avaliagdo da atividade da p-glucosidase (tem 3.2.31.1.)) e
da GFP (item 3.2.32.1.). Para tanto, as placas foram inoculadas e incubadas conforme
item 3.2.4.. Apds o cultivo, foram coletadas amostras de cada tratamento, a fim de
avaliar a fluorescéncia da GFP, bem como a atividade da BglA sobre substratos
andlogos (PNPB-Glu; PNP-Xil e mistura de MUa-Man, MUa-Glu, PNPB-Ara). Por fim,
foi determinado um indice (BglA/GFP) especifico para cada substrato.

A partir da analise dos resultados obtidos, nenhuma atividade da BglA foi
observada na mistura de substratos. No entanto, foram detectados clones mutantes
significativamente (5 %) superiores a linhagem parental quanto a atividade da BglA
sobre os substratos PNPB-Glu e PNPB-Xil, bem como quanto a fluorescéncia da GFP.
Esses dados, quando apresentados em um grafico de dispersdo (Figura 15),
evidenciaram a superioridade dos mutantes.
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Como no item 4.2.1., foi novamente detectada reducdo na fluorescéncia da
GFP quando fusionada a BglA, sendo determinado que a fluorescéncia média emitida
pelo vetor pBGH (GFP309 néo fusionada) é aproximadamente trés vezes superior &
das fusdes (mutantes ou parental). Também neste ensaio, foi observada, como no item
4.2.2., alta fluorescéncia do meio de cultura LB, o que reduz a sensibilidade do
fluorimetro na determinacio da fluorescéncia oriunda da GFP.

Em seguida, foi determinada a correlagéo entre a atividade da BglA e da GFP,
sendo esta 0,51 e 0,58, para os substratos PNP B-Glu e PNP B-Xil, respectivamente.
Este resultado, quando comparado ao valor de 0,98 obtido no item 4.2.2., indica uma
reducéo na linearidade dos parémetros testados, o que, por sua vez, gerou um indice
(BgIA/GFP) com amplitude de variagdo superior.

Os resultados indicaram a obtencdo de clones mais ativos por meio do
processo de evolucao dirigida. Este fato, porém, ndo garante que moléculas mais
ativas de BglA tivessem sido criadas, pois a melhora na atividade dos diferentes clones
pode ser produto de variacao no crescimento e/ou producio da fusdo. Com o objetivo
de determinar a possivel existéncia de uma fusdo que apresentasse uma pB-
glucosidase com atividade especifica superior a parental, foi realizada a avaliacdo dos
clones por meio do indice (BglA/GFP), sendo este um valor especifico para cada
substrato testado.
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Figura 15. Grafico de dispersédo indicando a atividade produzida por cada um dos
componentes da fuséo (BglA e GFP) para os diferentes tratamentos analisados (clones
mutantes, parental- pBBGH, pBGH e LB) durante a primeira fase de avaliacdo da
populagédo mutante. No grafico superior, estdo os resultados referentes ao teste com

PNPB-Glu (5uL de amostra, reacéo por 5,5min. a 75°C) e, no inferior, os dados do
ensaio com PNP-Xil (25uL de amostra, reagéo por 1,5h a 65°C).
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Nesse sentido, foi calculado o indice (BgIA/GFP) para cada tratamento em
ambos substratos (PNPB-Glu; PNPB-Xil). Estes valores, quando comparados,
demonstraram alta correlagéo entre os dois substratos testados. A distribuicdo destes
valores (Figura 16) sugere um aumento na média dos mutantes em relagéo ao parental
porém, a variancia deste indice no tratamento parental foi alta, indicando uma possivel
influéncia de ordem ambiental ou ainda, um reflexo da redugao da linearidade entre a
BglA e a GFP.

Em seguida, considerando o indice determinado para a atividade da BglA nos
substratos testados (PNPB-Glu e PNPB-Xil), foram selecionados 6 a 9 clones por
microplaca mestra, totalizando-se 110 clones por substrato. Estes foram, entéo,
submetidos a segunda fase de avaliagédo e selecao.
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Figura 16. Distribuicdo dos indices obtidos para os clones mutantes e parental,
segundo o tipo de substrato testado. indice = (BglA (U) /GFP (U))*10°. Considerar eixo
superior para a atividade da BglA sobre o substrato PNP-Xil e eixo inferior sobre
PNPB-Glu.
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4.3.3.2. Segunda fase de avaliagdo e sele¢do

Os clones selecionados no item 4.3.3.1.,, bem como os controles (parental,
pBGH), foram repicados em 4 microplacas mestras. Em seguida, estas foram
incubadas (item 3.2.4.) para se determinar a atividade da B-glucosidase (PNPB-Giu;
PNPB-Xil; PNPa-Ara; PNPB-Man, item 3.2.31.1.) e da GFP (item 3.2.32.1.).

Os resultados (Figura 17) indicaram que a maioria dos mutantes selecionados
apresentaram performance semelhante aos parentais. Este efeito de redugdo na
performance geral dos mutantes da primeira para a segunda fase, provavelmente foi
devido ao critério de selec&o adotado na fase 1, na qual foi considerado o indice entre
as atividade das proteinas e n&o a produtividade do clone. Apesar disso, alguns dos
clones mutantes ainda foram superiores aos parentais quanto ao indice, indicando que
o processo de selecdo estava sendo eficiente. Na avaliacdo da especificidade pelo
substrato, os clones apresentaram padrées semelhantes de distribuicdo (Figura 17).

Na segunda fase, a correlagdo entre a atividade das duas proteinas (BglA e
GFP) nos mutantes avaliados, foi superior aquela observada na primeira fase, sendo
em média 0,63 (0,53 para PNP B-Glu; 0,67 para PNP B-Xil e PNP «-Ara; 0,65 para
PNP B-Man). No entanto, estes valores foram ainda inferiores em relagdo ao controle
parental, o qual apresentou em média correlagdo de 0,9 (0,86 para PNP B3-Glu; 0,93
para PNP B-Xil; 0,92 para PNP a-Ara; 0,89 para PNP B-Man).

A diferenga na correlagcdo observada entre mutantes e parentais indica certa
independéncia entre os parametros (BglA e GFP), a qual pode ter sido gerada por
varias razdes, entre as quais destacam-se: a variacdo oriunda da populacdo de
moléculas mutantes da BglA, a interacao entre os componentes da fusao e a presenca
de clones sem atividade de GFP.
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Com o objetivo de avaliar a normalizagdo da atividade da BglA pela GFP
(BgIA/IGFP) e seus efeitos sobre a variagcdo na atividade da B-glucosidase, foi
determinado para os diferentes substratos testados, o coeficiente de variagdo antes e
depois dessa normaliza¢ao (Tabela 6). Os resultados indicaram como sendo efetiva a
diminuicdo na variagdo da atividade da B-glucosidase pela normalizagdo com a GFP,
sendo observada, em média, uma reducdo de 10% para mutantes e 18,5 % para o

parental.
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Figura 17. Graficos de dispersao considerando a atividade da B-glucosidase e da GFP,
apresentadas pelos mutantes selecionados e pelo parental. Cada quadro se refere a
um substrato testado. Para a quantificagcdo da B-glucosidase, as condi¢cdes de reacéo
utilizadas foram: PNPB-Glu- amostra 10 uL, reagéo 4min. a 70 °C; PNPB-Xil- amostra
20 pL, reacdo 35 min. a 65 °C; PNPa-Ara- amostra 20 ulL, reacdo 15 min. a 80 °C;
PNPpB-Man- amostra 20 uL, reagéo 1 h a 80 °C.
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Tabela 6. Efeito da normalizacéo da BglA pela GFP no coeficiente de variacdo dos
diferentes tratamentos.

Coeficiente de Variagao (CV) Redugéo (%) no

Tratamento Substrato C\.’ pe!a
B-glucosidase  B-glucosidase Nnormalizagdo com
(U) (U)/ GFP (U) GFP
PNP B-Glu 91 85 7
PNP B-Xit 80 72 10
Mutantes
PNP a-Ara 80 72 10
PNP B-Man 58 50 13
PNP B-Glu 29 24 15
parental PNP B-Xil 30 25 16
PNP o-Ara 30 25 17
PNP 8-Man 20 15 26

Os resultados permitem sugerir que a avaliagdo por meio do indice (BglA/GFP)
é efetiva na obtencdo de um valor mais representativo da atividade da BglA, pela
reducao do efeito oriundo do crescimento diferencial dos clones. Porém, a eficiéncia da
normalizacao € reduzida nos mutantes, fato este provavelmente devido & ampliagcéo da
varia¢éo no indice determinado para o grupo mutante, o qual possui um coeficiente de
variagao trés vezes superior aquele verificado para o grupo parental.

Apds a determinagéo do indice (BglA/GFP) para cada substrato, foi realizada
mais uma etapa de selecdo na qual, além dos indices para os quatro substratos, foi
considerada também a fluorescéncia como critério de selegdo. Assim, foram
selecionados clones com os dois parédmetros em questdo, reduzindo a selegio de
mutantes com elevado indice devido a uma baixa atividade da GFP. Nesta etapa foram
coletados 30 clones, os quais foram submetidos a ultima fase de avaliagao.
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4.3.3.3. Terceira fase de avaliagao e selegdo

Esta etapa de avaliagdo e selecdo foi realizada com os 30 mutantes
provenientes da fase 2 (item 4.3.3.2.). Estes foram cultivados em duplicata e avaliados
quanto aos mesmos parametros testados na fase 2. Os resultados relativos a atividade
da fusdo, em todos os ensaios realizados, foram plotados em um anico grafico (Figura
18), o qual evidenciou a existéncia de clones mutantes com produgdo superior aquela
apresentada pelo parental.
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Figura 18. Grafico de dispersdo considerando a atividade da BglA e da GFP,
apresentadas pelos clones mutantes (circulo cheio) e parentais (triangulo vazio), em
quatro substratos testados (PNPB-Glu azul; PNPB-Xil vermelho; PNPo-Ara laranja;
PNPB-Man verde). S&o apresentadas as médias (2 repeticdes) referentes a 30 clones
e 4 pBBGH (parental) testados em cada substrato. Apds o cultivo (20 h), as amostras
foram testadas para GFP e B-glucosidase (PNPB-Glu: amostra 10 pulL, reacdo 3 min. a
70°C; PNPB-Xil: amostra-20 L, reacdo 10 min. a 70 °C; PNPa-Ara: amostra 20 pL,
reagéo 6 min. a 80°C; PNPB-Man: amostra 20 ul, reagéo 45 min. a 80 °C).
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Os indices para os diferentes tratamentos foram determinados e, com base
nestes, foi possivel identificar em todas as condi¢des testadas, dois mutantes (EPP4,
EPP8) com indices superiores aos parentais (Figura 19). Aiém desses mutantes,
outros também apresentaram-se melhores que o clone parental. Porém tal
superioridade so6 foi verificada quanto ao indice obtido para o substrato PNP B-Glu, o
que é indicativo de que seja possivei modificar a atividade da BgiA de maneira
independente, isto &, especificamente para um substrato. Este fato esta de acordo com
a variacdo observada na especificidade pelo substrato (item 4.2.5.3.), quando foi
verificado aumento na atividade da fusdo sobre o substrato PNPB-Gai. Durante esta
ultima fase de avaliagéo, foram selecionados 16 mutantes, os quais foram submetidos
a caracterizacéo da estabilidade plasmidial e da atividade especifica da fusdo.

. 207 PNP beta-glucopiranosideo o~ 7] PNP beta- xioplmnosldeo
=) = 2
a 189 =
o & 6
O 16 1 o
= =
S 14 55
@
g 12 é 44
7 104 g
,g 84 3 34
£ i

1 2
g o g I .
J
8 3 1
20 l z !
& .E

clones mutantes parental clones mutantes parental
LA T S SRR 9
- 147 iPNP alfa-arabinopiranosideo = [PNP bm—manopimnosideo[
2 2
o o
w 121 i
2 & 2
S 104 =)
o @
g 4l I a
=2 2
[ ['J
£ o l g
g = : Z T
T 47 3
a a
1 Iy ¢
5 =] o
2 o U =
clones mutantes parental clones mutantes parental

Figura 19. indices apresentados pelos mutantes e parentais, quando incubados em
diferentes substratos, obtidos pela razdo entre a atividade da BglA (U) e a
fluorescéncia da GFP (U) x 10° nos diferentes substratos testados. As condicdes de
quantificagéo da BglA foram: PNPB-Glu- amostra 10 uL, reagéo 3 min. a 70°C; PNP-
Xil: amostra-20 puL, reagdo 10 min. a 70 °C; PNPa-Ara: amostra 20 pl, reagdo 6 min. a
80°C; PNPB-Man: amostra 20 uL, reagcdo 45 min. a 80 °C). As barras verticais se
referem ao desvio padrao em relagéo a média das repeticdes.
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4.3.4. Caracterizagao dos clones mutantes selecionados

4.3.4.1. Estabilidade plasmidial e expressao diferencial da B-glucosidase

Um total de 16 clones mutantes da fase 3 de avaliagdo, foram selecionados e
designados como clones EPP seguido de um numero. Ao repica-los em meio LB sélido
(suplementado com ampicilina e arabinose) foi verificada a presenca de ceélulas n&o
ativas para a BglA. A fim de melhor caracterizar esse fendmeno, foi conduzido um
ensaio no qual células provenientes de coldnias ativas de cada clone, foram cultivadas
em meio liquido (5 mL LB, 20 h, 37 °C, 150 rpm) e posteriormente semeadas em meio
solido contendo X-gal (item 3.1.5.7.). Ap6s incubagdo (24h), a atividade da BglA foi
determinada por inspecéo visual.

Entre as colénias formadas, foram observados trés tipos: as de colora¢do azul
(ativas para a B-glucosidase), as brancas (inativas), e também um estagio intermediario
representado por uma colénia azul com setores brancos (instaveis). Os tipos de coldnia
formadas bem como sua distribuicdo na placa de Petri s&o apresentadas na Figura 20.

A porcentagem de cada tipo de colbnia para os diferentes clones foi determinada
e apresentada na Tabela 7. Foi verificado que metade dos clones, apresentavam, além
do tipo ativo, também colbnias com setores (instaveis) e, nesse grupo, a grande
maioria com reduzida porcentagem (<1%) de colbnias inativas. Porém, clones como
pBBSGH, EPP 13 e 17 foram mais afetados, apresentando cerca de 5% de coldnias
com setores (instaveis). O maximo de instabilidade foi observado com o EPP7, o qual
apresentou somente 21% de coldnias totalmente ativas.

Em todos os clones instaveis, a proporgao de coldnias com setores foi superior &
de inativas. A presenca de coldnias com setores indicou que o fendmeno observado
poderia ter origem genética. A fim de confirmar se o efeito observado era realmente de
origem plasmidial e ndo produto da formagéo de corpo de inclusdo devido a toxicidade
da molécula expressa, como ja relatado por Hugh Fisher (comunicagéo pessoal) para a
GFP, foi realizada a caracterizacdo dos plasmidios presentes nas células ativas e

inativas.
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Figura 20. Morfologia das coldnias de clones cultivados em placas de Petri contendo
X-gal. Em A e B aspecto da placa de Petri com clones ativo (EPP16) e instavel (EPP7),
respectivamente. Em C e D vista ampliada do apresentado em A e B. Em E, exemplo
de colénia ativa (EPP16), em G inativa (EPP7), em F e H instavel com setores (EPP7).
Em [, J, K, L estria do material cultivado para purificagcdo de plasmidios, clones pBBGH,
EEP6, EPP7, EPP9, respectivamente.
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Tabela 7. Proporgéo dos tipos de coldnias que se desenvolveram apés o cultivo dos
diferentes clones em placa de Petri, contendo meio LB suplementado com arabinose,
ampicilina e X-gal.

T R S T RN A ST SRR IEDTR TR IIEY
Colbnias de acordo com sua

Construgéo morfologia (%) Total de colénias
avaliadas
Azul com Setor Branca
EPP 3; EPP 4; EPP 5; EPP 8;
EPP 10; EPP 14; EPP 15; EPP
16: EPP 18 100 - - 400~1800
pBBGH 99,6 0,4% - 2800
pBBSGH 93,7 6,3 - 1200
EPP6 98,8 0,4 0.8 268
EPP7 21 42 33 300
EPP 9 99,7 0,13 0.13 728
EPP 12 99,15 0,85 - 1300
EPP 13 96 4 - 344
EPP 17 93,4 5,5 1,1 182

Celulas provenientes dos dois tipos de coldnias (ativa e inativa) dos clones
pBBGH, EPP6, EPP7 e EPP9 foram inoculadas em meio liquido e sdlido. O cultivo em
meio liquido foi utilizado para a extracdo dos plasmidios e 0 em meio sélido foi utilizado
para checar a atividade do inéculo (Figura 23 |, F, K, L). Foi efetuada a extragdo dos
plasmidios (item 3.2.19.) e posteriormente, a linearizacdo dos mesmos com Kpnl (item
3.2.15.). Em seguida, o DNA foi separado por eletroforese (item 3.2.22.) e os
resultados obtidos s&o apresentados na Figura 21a.

Pela analise do gel, foi possivel detectar uma alteragéo estrutural padréo em
todos os plasmidios provenientes das coldnias inativas, sendo estes aproximadamente
1,6Kb maiores que os plasmidios oriundos das colbnias ativas (Figura 21a). Foi
observado também que o clone EPP7 é tao instavel que apresentou maior quantidade
do plasmidio alterado que do inalterado, quando foi avaliada uma amostra proveniente
da colénia ativa.
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Com o objetivo de determinar a posicéo da insergéo, bem como certificar-se da
identidade dos plasmidios alterados, foi realizada a amplificacdo por PCR do DNA
(oligonucleotideos 28 e 34, Tabela1) de toda a regido que compreende a fusdo e, em
seguida, foi feita a separacdo do produto de PCR por meio de eletroforese (item
3.2.22)). Os dados (Figura 21b) confirmaram a identidade do plasmidio, indicando que
a inser¢do ocorreu na regido amplificada resultando em um aumento de
aproximadamente 1,5Kb.

pBBGH EPP6 EPP7 EPP9 M

Figura 21. Caracterizagdo do plasmidio de diferentes clones em gel de agarose.
Considerar: I} DNA de coldnia inativa, A) DNA de colbnia ativa. Em a) experimento de
linearizacéo do plasmidio presente nos diferentes clones. O plasmidio foi extraido e
digerido com Kpnl; M) marcador Lambda Hindlll (Gibco). Em b) amplificagdo por PCR
do segmento que compreende a regiao da fuséo (oligonuclectideos 28 e 34, Tabelat,;
reacdo: 5' a 95°, 25 ciclos [15" a 94°C, 30" a 56°C, 2'30" a 72°C], 10' a 72°C); M)
marcador 500pb DNA Ladder (Gibco).
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A recombinagdo em plasmidios €& descrita como um evento que pode ser
mediado por diferentes enzimas como a DNA topoisomerase | (Meima et al., 1998) e a
RepH (Ballester et al., 1989) entre outras, as quais reconhecem sitios especificos do
DNA (Akiyama et al., 1998; Rinken & Wackernagel, 1992) e promovem modificacées
pontuais e/ou estruturais na seqiiéncia do DNA.

No presente caso tais modificagdes estruturais do plasmidio geraram, por razéo
ainda ndo determinada, uma populacdo heterogénea de células ativas e inativas.
Considerando o enfoque quantitativo do projeto, conclui-se que a instabilidade
observada pode estar também prejudicando a quantificagéo da atividade fuséo, pois a
geragao da expressao diferencial da BglA na populagéo celular amplia a variagéo na
atividade dos clones.

4.3.4.2. Caracterizacdo da fusdo produzida pelos mutantes selecionados

Com o objetivo de determinar a correlacéo existente entre o indice (BglA/GFP)
e a atividade especifica da fusdo, os clones EPP foram submetidos a extragéo,
purificacdo e caracterizacdo do polipeptideo quimerico. A fluorescéncia dos clones
selecionados quando crescidos em placas de Petri, é apresentada na Figura 22.

pBBGH 3 4 5 6 ; § 8 9 10

PBBSGH 41 12 43 14 15 16 177 18

Figura 22. Fluorescéncia em placa de Petri dos clones EPP selecionados. Os
diferentes clones s&do designados pelo seu numero de identificagdo. Também é
apresentado o parental pPBBGH e o outro vetor de expressdo pBBSGH.
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4.3.421. Extragdo e purificagdo da fusdo

Numa primeira etapa, as condi¢ées de purificagdo em pequena escala foram
otimizadas. Para tanto, foram realizados alguns testes, os quais resultaram no
protocolo de extragido de proteinas descrito no item 3.2.27., bem como no processo de
purificacdo da fusdo apresentado no item 3.2.28.2.. Em seguida, os clones foram
submetidos ao processo de purificagdo por IMAC. O cromatograma de alguns clones
purificados é apresentado na Figura 23. Por esta metodologia foi possivel purificar a
fusdo em somente uma etapa e, além disso, neste caso a fusdo ligou-se mais
fortemente a resina desta coluna do que aquela utilizada no experimento em larga
escala (item 3.2.28.1.). Este fato por sua vez, permitiu a aplicagdo de um fluxo (volume
da coluna/min.) maior do que o utiizado em larga escala, reduzindo o tempo de
purificagéo.

Da populacao inicial de 16 mutantes, somente foi possivel a obter a fus&o pura
para 12 destes. Tal dificuldade foi atribuida a diferentes razdes e, entre elas, a perda
da fluorescéncia como apresentada pelo clone EPP4. Este apresentou a GFP inativa,
provavelmente devido a introdugao de um cédon de finalizagdo durante a mutagénese
da BglA, o qual impediu a tradugéo da GFP e a cauda de histidinas, impedindo que a
BglA formada se ligasse a matriz da coluna. A auséncia da GFP neste clone, explica o
alto indice (BglA/GFP) apresentado por este no item 4.3.3.3., evidenciando que a falta
ou baixa fluorescéncia leva a obtencdo de indices inconsistentes, ou ndo passiveis de
comparacio com o apresentando pelo clone parental.

Além do exemplo citado (EPP4), outros fatos impediram a purificagéo da fusdo.
No caso dos clones EPP 6 e 8, apesar de serem capazes de sintetizar a fusdo, seus
componentes (BglA e GFP) se apresentam separados durante o processo de
purificacdo das proteinas, sendo purificada somente a GFP pela ligacdo na coluna.
Este fendmeno de ruptura das moléculas foi observado na maioria dos clones
avaliados (pBBGH, EPP 3, 9, 11, 12, 13, 16, 17) porém, em intensidade bem menor
que a apresentada pelos mutantes EPP 6 e 8.
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Figura 23. Cromatograma da purificacédo da fuséo (BglA-GFP) de alguns mutantes
EPP. Em vermelho a absorbancia (280 nm) das fracdes coletadas. Em C-
carregamento da amostra; L- lavagem inicial (Imidizol 10 mM); P- pulso (Imidizol 40
mM); G- gradiente (Imidizol 40~200 mM); F- fusdo pura eluida; ‘G- GFP eluida.

EPP
G P 10 11 12713 ‘3_ 5 9 ‘14715 ”16 17 18 G

M KbDa

e 29

Figura 24. Gel de eletroforese de proteinas SDS-PAGE com coloragdo de prata,
apresentando amostras puras da fusao provenientes dos diferentes tratamentos, onde
foram aplicadas cerca de 300ng de cada amostra pura. As amostras apresentadas séo:
EPP- clones EPP; G- GFP309; P- clone parental (P BBGH); M- marcadores de peso
molecular (Sigma) e respectivos pesos, do maior para o menor, (BSA, ovoalbumina,
gliceraldeido 3 fosfato desidrogenase, anidrase carbénica).
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De maneira semelhante ao observado na purificagéo da fusdo do clone pBBGH
(item 4.2.4.), esta separagdo das proteinas indica que existe, no extrato protéico, uma
mistura da fus@o e de moléculas separadas da BglA e da GFP. A mistura, quando
submetida a purificagdo, gera, além da fus@o pura, também uma quantidade variavel
de GFP pura. Essa constatacdo pode ser verificada nas amostras EPP 9 e 12 da
Figura 24. Considerando que foi utilizado um inibidor de proteases (PMSF) durante o
processo de extragcio, pode-se inferir que tal separacdo possa estar ocorrendo no
interior celular. Além desses dois casos que impossibilitaram a purificagdo da fuséo de
alguns clones (EPP 4, 6 e 8), a instabilidade plasmidial discutida no item 4.3.4.1.
também prejudicou a produgao da fusdo para posterior purificagdo.

4.3.42.2. Atividade especifica da p-glucosidase das fusdes purificadas

Apés a obtengdo das amostras puras da fusdo, estas proteinas foram
quantificadas (item 3.2.23.) e, em seguida, aquelas com concentragdo (minimo 10
ug/mL) e quantidade adequadas para o ensaio, foram analisadas quanto & atividade da
B-glucosidase (item 3.2.31.1.) e da GFP (item 3.2.32.2.).

Os resultados obtidos com a atividade da BglA e da GFP séo apresentados na
Tabela 8. Com base nestes dados, foi observada variagdo significativa (5%) na
fluorescéncia da GFP e na atividade da B-glucosidase nos substratos PNP3-gal, PNPj-
Xil e PNPa-Ara (analise estatistica, Anexo D). Foi verificado, também, que nenhum dos
mutantes foi significativamente superior ao parental quanto a atividade especifica da
BglA, porém alguns deles mostraram-se superiores ao parental quanto a fluorescéncia
da GFP. Considerando que a mesma quantidade da fuséo foi utilizada para a avaliagao
da GFP, foi constatado que a variagéo observada na fluorescéncia € devida a interagéo

diferencial entre a GFP e as 3-glucosidases mutantes.
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Tabela 8. Atividade da B-glucosidase e da GFP apresentadas pelas fusdes purificadas
a partir dos clones selecionados EPP e controle. Para a quantificagdo da B-
glucosidase, o ensaio foi realizado em duplicata com 20ng de proteina a 75°C (tempo
de reagao: PNPB-Glu 5'; PNPB-Gal 10'; PNPB-Xil 100"; PNPa-Ara 20').

Atividade especifica relativa (%)
Tratamento da p-glucosidase nos substratos GFP (U)

PNPB-Glu PNPB-Gal PNPg-Xil PNPa-Ara

pBBGH (parental) 94,8 45,3 0,8 10,1 9,1
EPP 3 100,0 45,6 0,7 7.1 8,6
EPP 10 90,9 35,8 0.5 4,5 10,8
EPP 12 92,9 36,1 0.4 5,8 10,8
EPP 13 98,1 42,1 0,7 6.6 18,2
EPP 14 97,6 43,4 0,6 7.2 14,4
EPP 17 93,6 38,1 0,4 5,1 10,4

4.4. Correlagdo entre o indice (BglA/GFP) e a atividade especifica da BglA das
fusodes - fatores que influenciam sua determinagao

A partir dos dados obtidos para os diferentes clones (item 4.3.4.2.2), foi
possivel determinar a inexisténcia de correlacdo entre a atividade especifica da B-
glucosidase e o indice (BglIA/GFP) anteriormente obtido (item 4.3.3.3.) nos diferentes
substratos testados (correlagdo: PNPB-Glu= -0,37; PNPB-Xil= -0,44; PNPa-Ara= -0,33).

A partir dos resultados obtidos neste trabalho foi permitido concluir que a
obtencao de moléculas da BglA com atividade especifica superior por meio do indice,
fica prejudicada devido a interferéncia de alguns fatores, que ampliam a variagdo dos
parametros avaliados (BglA e GFP) e induzem a selecdo de ciones que,
indevidamente, apresentam indice alto. Esses fatores foram agrupados em duas
categorias de acordo com seus efeitos.

No primeiro conjunto foram agrupados os fatores erro experimental e quebra do
espacador. Esses fatores pertencem a um mesmo grupo, por serem passiveis de
correcédo. Devido a natureza quantitativa dos parametros avaliados, é fundamental que
a variacdo ambiental ou erro experimental, introduzida durante a experimentacéo, seja
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reduzida ao minimo possivel. Nesse sentido, acredita-se que a otimizagdo das
condi¢bes de avaliagdo pode ser obtida por meio do cultivo e ensaio monitorados por
programas e conduzidos roboticamente, gerando assim maior controle e repetibilidade
dos ensaios e ocasionando redugdo dos efeitos indesejados como variagdo no
tamanho do indculo, taxa de crescimento e fluorescéncia do LB, entre outros.

O espacador, também considerado uma variavel reparavel, apresentou-se
como um fator importante na expressédo da fus&o, podendo ainda estar relacionado a
suceptibilidade dessa molécula ao ataque das proteases no interior celular. Diante dos
resultados, conclui-se que é necessaria a selecdo de espacgadores apropriados para a
expressdo da fusdo e também resistentes & protedlise, reduzindo assim a possivel
variagao na atividade gerada por esse componente e propiciando a manutencio de
apenas um tipo de molécula ativa no interior da célula. Dependendo do interesse,
pode-se ainda utilizar um espacgador contendo um sitio de clivagem especifico para
uma protease nao bacteriana, como utilizado por Cha et al. (2000), quando se deseja a
andlise da proteina de interesse isolada da GFP.

Um segundo conjunto de fatores que podem ter atuado na redugao da
correlagio entre o indice e a atividade especifica, sdo os considerados n3o
controlaveis e de dificil controle. Entre esses foram incluidas a interagcédo da GFP com a
molécula da BglA, bem como a recombinagéo plasmidial.

Durante o desenvolvimento do presente trabalho foram observados resultados
indicativos de que a fluorescéncia emitida pela GFP se tratava de um parametro
influenciado pela sequéncia de aminoacidos flanqueadores desta proteina.
Inicialmente, este fato foi observado no terminal N da GFP durante a construcdo dos
vetores contendo a GFPmut3.1.. Também, na avaliagcéo das fusées puras oriundas dos
clones EPP (item 4.3.4.2.2.) foi detectada uma variacao significativa na fluorescéncia
apresentada por elas. Esta alteragdo na fluorescéncia &, portanto, indicativa que ela é
uma variavel dependente da composicdo da BglA que a antecede. Esta interacéo
poderia estar relacionada a formacgao apropriada da estrutura terciaria da GFP, bem
como em relac&o a sua dimerizacao. Portanto, ao apresentar-se variavel em funcao da
molécula que a antecede, a GFP reduz a eficiéncia da normalizagdo da atividade da
BglA pela GFP, ou seja, a sele¢do pelo indice de moléculas mais ativas.
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Um segundo fator de dificil, se possivel, controle é a instabilidade plasmidial,
que foi descrita para metade dos clones avaliados. A inativacéo da fusdo por uma
alteragéo estrutural espontdnea do plasmidio, tem efeito reduzido na maioria dos
casos, porém, a longo prazo, pode comprometer a avaliacdo devido a presenca de
uma populacgdo celular heterogénea.

Analisando-se os dados como um todo a viabilidade do processo em discusséo,
isto €, a utilizagdo da GFP como uma estratégia auxiliar na selegéo primaria de clones
mutantes, durante um programa de melhoramento de enzimas via evolugao dirigida,
pode ser considerada como uma avaliagdo preliminar, cujo possivel aprimoramento
ainda depende do prosseguimento da pesquisa ora iniciada. No entanto, os pontos
aqui salientados (automatizagéo, espacgador, interagdo entre os componentes da fusdo
e recombinagao plasmidial) devem ser considerados a fim de se obter um sistema
cada vez mais efetivo, valorizando somente as variagées de origem genética da
enzima de interesse e tornando, assim, cada vez mais eficiente a comparacio entre
moléculas mutantes sem a necessidade da purificagdo das mesmas.



5.

CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos no presente trabalho, pode-se concluir que:

®

*

a sequéncia dos aminoacidos que flanqueiam a GFP pode influenciar sua
fluorescéncia quando esta proteina é produzida em E. coli.

a substituicdo de um aminoacido essencial na formacao da regido cromoférica da
GFP, permite a obten¢do de um vetor que confere elevada fluorescéncia as
células de E. coli.

é possivel produzir em E. coli uma proteina quimérica ativa, composta pela BglA
de Fervidobacterium sp. fusionada a GFP309 de Aequeroea victoria, sendo estas
ligadas a uma cauda de 6 histidinas.

a composicao do espacador entre as proteinas da fuséo influencia a atividade
das mesmas.

ao avaliar células de E. coli, apés a producao da fusido (BglA-GFP), foi possivel
observar a existéncia de correlacdo linear positiva entre as atividades de seus

componentes.

a estratégia de purificacdo da fus&o adotada por meic de IMAC e cauda de
histidinas, permite a purificacao da fusdo em somente uma etapa.

as atividades da BglA de Fervidobacterium sp. e da GFP de Aequeroea victona,
foram alteradas quando estas proteinas foram expressas como uma fusao.
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o método de Error Prone PCR foi eficaz na produgdo de mutantes mais ativos do

que o clone parental.

a instabilidade plasmidial gerada espontaneamente pela insercdo de um
segmento de DNA na regido da fusdo, altera a porcentagem de células ativas
durante o cultivo.

a dificuldade observada no estabelecimento da correlacio entre os indices
(BglA/IGFP) determinados para os clones de E. coli, expressando moléculas
mutantes da B-glucosidase e suas respectivas atividades especificas €, em parte,
produto da interacao entre as moléculas que compdem a fusdo, cujas atividades
podem variar de acordo com a composi¢do da BglA. Alem disso, esta dificuldade é
devida tambem a outras variagcbes como: a instabilidade plasmidial, a protedlise da
fusdo e a ndo automatizagao total dos ensaios.



ANEXO A

Seqliéncia nucleotidica dos plasmidios construidos, sendo evidenciado em: azul-B-
glucosidase A de Fervidobacterium sp.; marrom- espacador; verde- GFP309; amarelo-
nucleotideo modificado durante o trabalho que deu origem a GFP309; vermelho- cauda
de histidina; preto- demais nucleotideos do plasmidio.

. pBGH

AAGAAACCAATTGTCCATATTGCATCAGACATTGCCGTCACTGCGTCTTTTACTGGCTCTTCTCGCTAACCAAACCGGT
AACCCCGCTTATTAAAAGCATTCTGTAACAAAGCGGGACCAAAGCCATGACAAARACGCGTAACAAAAGTGTCTATAAT
CACGGCAGAAAAGTCCACATTGATTATTTGCACGGCGTCACACTTTGCTATGCCATAGCATTTTTATCCATAAGATTAG
CGGATCCTACCTGACGCTTTTTATCGCAACTCTCTACTGTTTCTCCATACCCGTTTTTTTGGGCTAACAGGAGGAATTA
ACCATGGATCCGAGCTCGAGATCTGCAGCTGGTACCATATGGGAATTCATGCGTAAAGGAGAAGAACTTTTCACTGGAG
TTGTCCCAATTCTTGTTGAATTAGATGGTGATGTTAATGGGCACAAATTTTCTGTCAGTGGAGAGGGTGAAGGTGATGC
AACATACGGAARAACTTACCCTTAAATTTATTTGCACTACTGGAAAACTACCTGTTCCATGGCCAACACTTGTCACTACT
TTCLGTTATGGTGTTCAATGCTTTGCGAGATACCCAGATCATATGAAACAGCATGACTTITTCAAGAGTGCCATGCCLS
AAGGTTATGTACAGGAAAGAACTATATTTTTCAAAGATGACGGGAACTACAAGACACGTGCTGAAGTCAAGTTTGAAGG
TGATACCCTTGTTAATAGAATCGAGTTAARAAGGTATTGATTTTAAAGAAGATGGAAACATTCTTGGACACAAATTGGAA

AR R ITRTA R AR AR RSO R MR YR AR T AR A R AR R B AR AT TR ATYA R MR DMy R L A RO n = s e
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ACAACATTGAAGATGGAAGCGTTCAACTAGCAGACCATTATCAACAAAATACTCCAATTGGCGATGGCCCTGTCCTTTT
ACCAGACAACCATTACCTGTCCACACAATCTGCCCTTTCGAAAGATCCCAACGAAAAGAGAGACCACATGGTCCTTCTT
GAGTTTGTAACAGLTCCTGEGATTACACATGEUCATGEATCAACTATACAATCTAGATCCCEGCETEGACCATCATCATC
ATCATCATTGAGTTTAAACGGTCTCCAGCTTGGCTGTTTTGGCGGATGAGAGAAGATTTTCAGCCTGATACAGATTAAA
TCAGAACGCAGAAGCGGTCTGATAAAACAGAATTTGCCTGGCGGCAGTAGCGCGGTGGTCCCACCTGACCCCATGCCGA
ACTCAGAAGTGAAACGCCGTAGCGCCGATGGTAGTGTGGGGTCTCCCCATGCGAGAGTAGGGAACTGCCAGGCATCAAA
TAAAACGAAAGGCTCAGTCGAAAGACTGGGCCTTTCGTTTTATCTGTTGTTTGTCGGTGAACGCTCTCCTGAGTAGGAC
AAATCCGCCGGGAGCGGATTTGAACGTTGCGAAGCAACGGCCCGGAGGGTGGCGGGCAGGACGCCCGCCATAAACTGCC
AGGCATCAAATTAAGCAGAAGGCCATCCTGACGGATGGCCTTTTTGCGTTTCTACAAACTCTTTTTGTTTATTTTTCTA
AATACATTCAAATATGTATCCGCTCATGAGACAATAACCCTGATAAATGCTTCAATAATATTGAAAAAGGAAGAGTATG
AGTATTCAACATTTCCGTGTCGCCCTTATTCCCTTTTTTGCGGCATTTTGCCTTCCTGTTTTTGCTCACCCAGAAACGC
TGGTGAAAGTAAAAGATGCTGAAGATCAGTTGGGTGCACGAGTGGGTTACATCGAACTGGATCTCAACAGCGGTAAGAT
CCTTGAGAGTTTTCGCCCCGAAGAACGTTTTCCAATGATGAGCACTTTTAAAGTTCTGCTATGTGGCGCGGTATTATCC
CGTGTTGACGCCGGGCAAGAGCAACTCGGTCGCCGCATACACTATTCTCAGAATGACTTGGTTGAGTACTCACCAGTCA
CAGAAAAGCATCTTACGGATGGCATGACAGTAAGAGAATTATGCAGTGCTGCCATAACCATGAGTGATAACACTGCGGC
CAACTTACTTCTGACAACGATCGGAGGACCGAAGGAGCTAACCGCTTTTTTGCACAACATGGGGGATCATGTAACTCGC
CTTGATCGTTGGGAACCGGAGCTGAATGAAGCCATACCAAACGACGAGCGTGACACCACGATGCCTGTAGCAATGGCAA
CAACGTTGCGCAAACTATTAACTGGCGAACTACTTACTCTAGCTTCCCGGCAACAATTAATAGACTGGATGGAGGCGGA
TAAAGTTGCAGGACCACTTCTGCGCTCGGCCCTTCCGGCTGGCTGGTTTATTGCTGATAAATCTGGAGCCGGTGAGCGT
GGGTCTCGCGGTATCATTGCAGCACTGGGGCCAGATGGTAAGCCCTCCCGTATCGTAGTTATCTACACGACGGGGAGTC
AGGCAACTATGGATGAACGAAATAGACAGATCGCTGAGATAGGTGCCTCACTGATTAAGCATTGGTAACTGTCAGACCA
AGTTTACTCATATATACTTTAGATTGATTTAAAACTTCATTTTTAATTTAAAAGGATCTAGGTGAAGATCCTTTTTGAT
AATCTCATGACCAAAATCCCTTAACGTGAGTTTTCGTTCCACTGAGCGTCAGACCCCGTAGAAAAGATCAAAGGATCTT
CTTGAGATCCTTTTTTTCTGCGCGTAATCTGCTGCTTGCAAACAAAAAAACCACCGCTACCAGCGGTGGTTTGTTTGCC
GGATCAAGAGCTACCAACTCTTTTTCCGAAGGTAACTGGCTTCAGCAGAGCGCAGATACCAAATACTGTCCTTCTAGTG
TAGCCGTAGTTAGGCCACCACTTCAAGAACTCTGTAGCACCGCCTACATACCTCGCTCTGCTAATCCTGTTACCAGTGG
CTGCTGCCAGTGGCGATAAGTCGTGTCTTACCGGGTTGGACTCAAGACGATAGT TACCGGATAAGGCGCAGCGGTCGGE
CTGAACGGGGGGTTCGTGCACACAGCCCAGCTTGGAGCGAACGACCTACACCGAACTGAGATACCTACAGCGTGAGCTA
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TGAGAAAGCGCCACGCTTCCCGAAGGGAGAAAGGCGGACAGGTATCCGGTAAGCGGCAGGGTCGGAACAGGAGAGCGCA
CGAGGGAGCTTCCAGGGGGAAACGCCTGGTATCTTTATAGTCCTGTCGGGTTTCGCCACCTCTGACTTGAGCGTCGATT
TTTGTGATGCTCGTCAGGGGGGCGGAGCCTATGGAAAAACGCCAGCAACGCGGCCTTTTTACGGTTCCTGGCCTTTTGC
TGGCCTTTTGCTCACATGTTCTTTCCTGCGTTATCCCCTGATTCTGTGGATAACCGTATTACCGCCTTTGAGTGAGCTG
ATACCGCTCGCCGCAGCCGAACGACCGAGCGCAGCGAGTCAGTGAGCGAGGAAGCGGAAGAGCGCCTGATGCGGTATTT
TCTCCTTACGCATCTGTGCGGTATTTCACACCGCATATGGTGCACTCTCAGTACAATCTGCTCTGATGCCGCATAGTTA
AGCCAGTATACACTCCGCTATCGCTACGTGACTGGGTCATGGCTGCGCCCCGACACCCGCCAACACCCGCTGACGCGCC
CTGACGGGCTTGTCTGCTCCCGGCATCCGCTTACAGACAAGCTGTGACCGTCTCCGGGAGCTGCATGTGTCAGAGGTTT
TCACCGTCATCACCGAAACGCGCGAGGCAGCAGATCAATTCGCGCGCGAAGGCGAAGCGGCATGCATAATGTGCCTGTC
AAATGGACGAAGCAGGGATTCTGCAAACCCTATGCTACTCCGTCAAGCCGTCAATTGTCTGATTCGTTACCAATTATGA
CAACTTGACGGCTACATCATTCACTTTTTCTTCACAACCGGCACGGAARCTCGCTCGGGCTGGCCCCGGTGCATTTTTTA
AATACCCGCGAGAAATAGAGTTGATCGTCAAAACCAACATTGCGACCGACGGTGGCGATAGGCATCCGGGTGGTGCTCA
AAAGCAGCTTCGCCTGGCTGATACGTTGGTCCTCGCGCCAGCTTAAGACGCTAATCCCTAACTGCTGGCGGAARAGATG
TGACAGACGCGACGGCGACAAGCAAACATGCTGTGCGACGCTGGCGATATCAAAATTGCTGTCTGCCAGGTGATCGCTG
ATGTACTGACAAGCCTCGCGTACCCGATTATCCATCGGTGGATGGAGCGACTCGTTAATCGCTTCCATGCGCCGCAGTA
ACAATTGCTCAAGCAGATTTATCGCCAGCAGCTCCGAATAGCGCCCTTCCCCTTGCCCGGCGTTAATGATTTGCCCAAA
CAGGTCGCTGAAATGCGGCTGGTGCGCTTCATCCGGGCGAAAGAACCCCGTATTGGCARATATTGACGGCCAGTTAAGC
CATTCATGCCAGTAGGCGCGCGGACGAAAGTAAACCCACTGGTGATACCATTCGCGAGCCTCCGGATGACGACCGTAGT
GATGAATCTCTCCTGGCGGGAACAGCAAAATATCACCCGGTCGGCAAACAAATTCTCGTCCCTGATTTTTCACCACCCC
CTGACCGCGAATGGTGAGATTGAGAATATAACCTTTCATTCCCAGCGGTCGGTCGATARAAAAATCGAGATAACCGTTG
GCCTCAATCGGCGTTAAACCCGCCACCAGATGGGCATTAAACGAGTATCCCGGCAGCAGGGGATCATTTTGCGCTTCAG
CCATACTTTTCATACTCCCGCCATTCAGAG

. pBSGH

AAGAAACCAATTGTCCATATTGCATCAGACATTGCCGTCACTGCGTCTTTTACTGGCTCTTCTCGCTAACCAAACCGGT
AACCCCGCTTATTAAAAGCATTCTGTAACAAAGCGGGACCAAAGCCATGACAAAAACGCGTAACAAAAGTGTCTATAAT
CACGGCAGAAAAGTCCACATTGATTATTTGCACGGCGTCACACTTTGCTATGCCATAGCATTTTTATCCATAAGATTAG
CGGATCCTACCTGACGCTTTTTATCGCAACTCTCTACTGTTTCTCCATACCCGTTTTTTTGGGCTAACAGGAGGAATTA

bV alal lalos i dalales Waltat ol GATCTGCA et L R el el e als l ot ons W oY o @l Tt anls th ot e A Tats s T oat ot ot andss Srala st s Ll AU A Dot Tt B U S o W
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AAGAACTTTTCACTGGAGTTGTCCCAATTCTTGTTGAATTAGATGGTGATGTTAATGGGCACAAATTTTCTGTCAGTGG
ACAGCCTCAACCTGATFCAACRTAFGGAAAAFTTACCCTTﬁAATTTATTTGCAFTACTCCAAAACTACCTGTICFATG
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TCAAGAGTGCCATGCCCGAAGGTTATGTACAGGAAAGAACTATATTTTTCAAAGATGACGGGAACTACAAGACACGTGC
TGARAGTCAAGTTTGARGGTGATACCCTTGTTAATAGAATCGAGTTAAARGGTATTGATTTTAAAGAAGATGGAAACATT

[T FAZAD FA R 78RR R WOTAAFSR RWTR 7R R AR T R AN R AR PR R VINAAMYA VA AR WA AT ARFBARRT Py AT N N e
CTTGGACACAAATTGEAATACAACTATAALTCACACAATGTATACATCATEECAGACAAACAARAGARTEGAAT CAARG

TTAACTTCAAAATTAGACACAACATTGAAGATGGAAGCGTTCAACTAGCAGACCATTATCAACAAAATACTCCAATTGG
CGATGGCCCTGETCCTTTTACCAGACAACCATTACCTGTCCACACAATCTGCCCTTTCGARAGATCCCAACGAAAAGAGA

R NN R T A8 ST AN AR ST f3 R A3 AT R AR wnnrw'-mr«,n-«i TR AR AR A8 A PSR T LSS R R ST R AR R R e
GAlTALATGETCCTTICTTIOAGTTTE T AATA TGCTGEEATTACACATEECATGGATEARL .Ln.LnLn.nLu;non.Lb o

GCGTCGACCATCATCATCATCATCATTGAGTTTAAACGGTCTCCAGCTTGGCTGTTTTGGCGGATGAGAGAAGATTTTC
AGCCTGATACAGATTAAATCAGAACGCAGAAGCGGTCTGATAAAACAGAATTTGCCTGGCGGCAGTAGCGCGGTGGTCC
CACCTGACCCCATGCCGAACTCAGAAGTGAAACGCCGTAGCGCCGATGGTAGTGTGGGGTCTCCCCATGCGAGAGTAGG
GAACTGCCAGGCATCAAATAAAACGAAAGGCTCAGTCGAAAGACTGGGCCTTTCGTTTTATCTGTTGTTTGTCGGTGAA
CGCTCTCCTGAGTAGGACAAATCCGCCGGGAGCGGATTTGAACGTTGCGAAGCAACGGCCCGGAGGGTGGCGGGCAGGA
CGCCCGCCATAAACTGCCAGGCATCAAATTAAGCAGAAGGCCATCCTGACGGATGGCCTTTTTGCGTTTCTACAAACTC
TTTTTGTTTATTTTTCTAAATACATTCAAATATGTATCCGCTCATGAGACAATAACCCTGATAAATGCTTCAATAATAT
TGAAAAAGGAAGAGTATGAGTATTCAACATTTCCGTGTCGCCCTTATTCCCTTTTTTGCGGCATTTTGCCTTCCTGTTT
TTGCTCACCCAGAAACGCTGGTGAAAGTAAAAGATGCTGAAGATCAGTTGGGTGCACGAGTGGGTTACATCGAACTGGA
TCTCAACAGCGGTAAGATCCTTGAGAGTTTTCGCCCCGAAGAACGTTTTCCAATGATGAGCACTTTTAAAGTTCTGCTA
TGTGGCGCGGTATTATCCCGTGTTGACGCCGGGCAAGAGCAACTCGGTCGCCGCATACACTATTCTCAGAATGACTTGG
TTGAGTACTCACCAGTCACAGAAAAGCATCTTACGGATGGCATGACAGTAAGAGAATTATGCAGTGCTGCCATAACCAT
GAGTGATAACACTGCGGCCAACTTACTTCTGACAACGATCGGAGGACCGAAGGAGCTAACCGCTTTTTTGCACAACATG
GGGGATCATGTAACTCGCCTTGATCGTTGGGAACCGGAGCTGAATGAAGCCATACCAAACGACGAGCGTGACACCACGA
TGCCTGTAGCAATGGCAACAACGTTGCGCAAACTATTAACTGGCGAACTACTTACTCTAGCTTCCCGGCAACAATTAAT
AGACTGGATGGAGGCGGATAAAGTTGCAGGACCACTTCTGCGCTCGGCCCTTCCGGCTGGCTGGTTTATTGCTGATAAA
TCTGGAGCCGGTGAGCGTGGGTCTCGCGGTATCATTGCAGCACTGGGGCCAGATGGTAAGCCCTCCCGTATCGTAGTTA
TCTACACGACGGGGAGTCAGGCAACTATGGATGAACGAAATAGACAGATCGCTGAGATAGGTGCCTCACTGATTAAGCA
TTGGTAACTGTCAGACCAAGTTTACTCATATATACTTTAGATTGATTTAAAACTTCATTTTTAATTTAAAAGGATCTAG
GTGAAGATCCTTTTTGATAATCTCATGACCAAAATCCCTTAACGTGAGTTTTCGTTCCACTGAGCGTCAGACCCCGTAG
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AAAAGATCAAAGGATCTTCTTGAGATCCTTTTTTTCTGCGCGTAATCTGCTGCTTGCAAACAAAAAAACCACCGCTACC
AGCGGTGGTTTGTTTGCCGGATCAAGAGCTACCAACTCTTTTTCCGAAGGTAACTGGCTTCAGCAGAGCGCAGATACCA
AATACTGTCCTTCTAGTGTAGCCGTAGTTAGGCCACCACTTCAAGAACTCTGTAGCACCGCCTACATACCTCGCTCTGC
TAATCCTGTTACCAGTGGCTGCTGCCAGTGGCGATAAGTCGTGTCTTACCGGGTTGGACTCAAGACGATAGTTACCGGA
TAAGGCGCAGCGGTCGGGCTGAACGGGGGGTTCGTGCACACAGCCCAGCTTGGAGCGAACGACCTACACCGAACTGAGA
TACCTACAGCGTGAGCTATGAGAAAGCGCCACGCTTCCCGAAGGGAGAAAGGCGGACAGGTATCCGGTAAGCGGCAGGG
TCGGAACAGGAGAGCGCACGAGGGAGCTTCCAGGGGGAAACGCCTGGTATCTTTATAGTCCTGTCGGGTTTCGCCACCT
CTGACTTGAGCGTCGATTTTTGTGATGCTCGTCAGGGGGGCGGAGCCTATGGAAAAACGCCAGCAACGCGGCCTTTTTA
CGGTTCCTGGCCTTTTGCTGGCCTTTTGCTCACATGTTCTTTCCTGCGTTATCCCCTGATTCTGTGGATAACCGTATTA
CCGCCTTTGAGTGAGCTGATACCGCTCGCCGCAGCCGAACGACCGAGCGCAGCGAGTCAGTGAGCGAGGAAGCGGAAGA
GCGCCTGATGCGGTATTTTCTCCTTACGCATCTGTGCGGTATTTCACACCGCATATGGTGCACTCTCAGTACAATCTGC
TCTGATGCCGCATAGTTAAGCCAGTATACACTCCGCTATCGCTACGTGACTGGGTCATGGCTGCGCCCCGACACCCGCC
AACACCCGCTGACGCGCCCTGACGGGCTTGTCTGCTCCCGGCATCCGCTTACAGACAAGCTGTGACCGTCTCCGGGAGC
TGCATGTGTCAGAGGTTTTCACCGTCATCACCGAAACGCGCGAGGCAGCAGATCAATTCGCGCGCGAAGGCGAAGCGGC
ATGCATAATGTGCCTGTCAAATGGACGAAGCAGGGATTCTGCAAACCCTATGCTACTCCGTCAAGCCGTCAATTGTCTG
ATTCGTTACCAATTATGACAACTTGACGGCTACATCATTCACTTTTTCTTCACAACCGGCACGGAACTCGCTCGGGCTG
GCCCCGGTGCATTTTTTAAATACCCGCGAGAAATAGAGTTGATCGTCAAAACCAACATTGCGACCGACGGTGGCGATAG
GCATCCGGGTGGTGCTCAAAAGCAGCTTCGCCTGGCTGATACGTTGGTCCTCGCGCCAGCTTAAGACGCTAATCCCTAA
CTGCTGGCGGAAAAGATGTGACAGACGCGACGGCGACAAGCAAACATGCTGTGCGACGCTGGCGATATCAAAATTGCTG
TCTGCCAGGTGATCGCTGATGTACTGACAAGCCTCGCGTACCCGATTATCCATCGGTGGATGGAGCGACTCGTTAATCG
CTTCCATGCGCCGCAGTAACAATTGCTCAAGCAGATTTATCGCCAGCAGCTCCGAATAGCGCCCTTCCCCTTGCCCGGC
GTTAATGATTTGCCCAAACAGGTCGCTGAAATGCGGCTGGTGCGCTTCATCCGGGCGAAAGAACCCCGTATTGGCAAAT
ATTGACGGCCAGTTAAGCCATTCATGCCAGTAGGCGCGCGGACGAAAGTAAACCCACTGGTGATACCATTCGCGAGCCT
CCGGATGACGACCGTAGTGATGAATCTCTCCTGGCGGGAACAGCAAAATATCACCCGGTCGGCAAACAAATTCTCGTCC
CTGATTTTTCACCACCCCCTGACCGCGAATGGTGAGATTGAGAATATAACCTTTCATTCCCAGCGGTCGGTCGATAAAA
AAATCGAGATAACCGTTGGCCTCAATCGGCGTTAAACCCGCCACCAGATGGGCATTAAACGAGTATCCCGGCAGCAGGG
GATCATTTTGCGCTTCAGCCATACTTTTCATACTCCCGCCATTCAGAG

. pBBGH

AAGAAACCAATTGTCCATATTGCATCAGACATTGCCGTCACTGCGTCTTTTACTGGCTCTTCTCGCTAACCAAACCGGT
AACCCCGCTTATTAAAAGCATTCTGTAACAAAGCGGGACCAAAGCCATGACAAAAACGCGTAACAAAAGTGTCTATAAT
CACGGCAGAAAAGTCCACATTGATTATTTGCACGGCGTCACACTTTGCTATGCCATAGCATTTTTATCCATAAGATTAG
CGGATCCTACCTGACGCTTTTTATCGCAACTCTCTACTGTTTCTCCATACCCGTTTTTTTGGGCTAACAGGAGGAATTA
ACCATGGATCCGAGCTCARTGATARGAAGGTCCGRTTTICCRARARGRTTTTATCT TCGGARCGGCTACAGCAGCATACC
AGATTGAAGGTGCAGCAAACGAAGATGGCAGAGGACCATCAATTTGGGATGTCTTTTCACACACGCCTGGCAAAACCTT
GAACGGTGACACAGGAGACGTTGCGTGTGACCATTATCACCGATACAAGGAAGATATCCAGCTGATGAAAGAAATAGGG
TTGGACGCTTACAGETTCTCTATCTCCTGEGCCCAGARRT TATGCCAGATGGGARGRACRTCARCCARARGGGTGTGGATT
TCTACAACAGACTCGTTGATGAGCTTTTGAAGAATGATATCATACCATTCGTAACACTCTATCACTGGGACTTACCCTA
CGCACTTTATGAAAAAGGTGGATGGCTTAACCCAGATATAGCGCTTTATTTCAGAGCATACGCAACGTTTATGTTCAAC
GAACTCGGTGATCGIGTGRAARCAT TGGAT TACACTGAACGAARCCATGEIGTTCTTCTTTICTTGGGT TATTACACGGGAG
AGCATGCCCCGGGTCATCAAAATTTACAAGAAGCGATAATCGCGGCACACAACCTGTTAAGAGCACATGGACATGCCGT
TCAGGCGTTCAGGGAAGAAGTAAAAGATGGAARAGTTGGCTTAACCAACGTTGTGATGAAAATAGAACCGGGCGATGCA
AR ACCCEARRGT T TC T T GG T CGCAAGTCT TG T TGATARGT TCGT TARTGCATGGTTCCATGACCCTGTTGTTTTCGGAR
AATATCCCGAAGAAGCAGTTGCACTTTATACGGAAAAAGGGT TGCAAGTTCCCGATAGCGATATGAATATTATTTCGAC
TCCTATAGACTTCTTTGGTGTGAATTATTACACAAGAACACTTGTTGTTTTTGATATGAACAATCCTCTTGGATTTTCG
TATGT TCAGGGAGACCTTCCCARRACGGAGATGGGATGGEARATCTACCCGCAGGGATTATTTGATATEGCTGGTCTATC
TGAAGGAAAGATATAAACTACCACTTTATATCACAGAGAACGGGATGGCTGGACCTGATAAATTGGARAACGGAAGAGT
TCATGATAATTACCGAATTGAATATTTGGAAAAGCACTTTGAAAAAGCACTTGAAGCAATCAATGCAGGTGTTGATTTG
AR AGGT T ACTTCAT T TGGTC T T TGATGGACAARCTTCGARTGGGCATACGGATACTCAARACGTTTCGEGTATARTCTACG
TAGATTACAATACGCAAAAAAGGATACTGARAGATTCAGCGTTATGGTTGAAGGAATTTCTAAAACGTACCATATGGGA
ATTCATGCGTAAAGGAGAAGAACTTTTCACTGGAGTTGTCCCAATTCTTGTTGAATTAGATGGTGATGTTAATGGGCAC

AR ARMTIMM MM R AT/ AR SR A IMAA R ASMARAMAR R A RAMD AR TR A SMMA M SAMMA AR R TN A MMM S/ ST Mo R A
PV - WA L\oLUlanLUUﬂ\JD\J‘JGLUMUUL onlL U\,nn\,nj.n\,annnn\,x inaloviliinanastiialiioeaciacloonn

AACTACCTGTTCCATGGCCAACACTTGTCACTACTTTCAGTTATGGTGTTCAATGCTTTGCGAGATACCCAGATCATAT
GAAACAGCATGACTTTTTCAAGAGTGCCATGCCCGAAGGTTATGTACAGGAAAGAACTATATTTTTCAAAGATGACGGG
AACTACAAGACACGTGCTGAAGTCAAGTTTGAAGGTGATACCCTTGTTAATAGAATCGAGTTAAAAGGTATTGATTTTA
AAGAAGATGGAAACATTCTTGGACACAAATTGGAATACAACTATAACTCACACAATGTATACATCATGGCAGACAAACA

AAAGAATGGAATCAAAG T TAAC T TCAA A AT TAGACAC R ACAT TGRAAGATGGAAGCG T TCAACTAGCAGACCATTATCAA
(CTVoNRCICT .V, W i lnnl sennnni Lo aovancal LuvnaunlgunnusuoliianciaubLausacunil tniunn

CAAARATACTCCAATTGGCGATGGCCCTGTCCTTTTACCAGACAACCATTACCTGTCCACACAATCTGCCCTTTCGAAAG
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ATCCCAACGAAAAGAGAGACCACATGGTCCTTCTTGAGTTTGTAACAGCTGCTGGGATTACACATGGCATGGATGAACT
ATACAATCTAGATCCCGGLGTCGACCATCATCATCATCATCATTGAGTTTAAACGGTCTCCAGCTTGGCTGTTTTGGCG
GATGAGAGAAGATTTTCAGCCTGATACAGATTAAATCAGAACGCAGAAGCGGTCTGATAAAACAGAATTTGCCTGGCGG
CAGTAGCGCGGTGGTCCCACCTGACCCCATGCCGAACTCAGAAGTGAAACGCCGTAGCGCCGATGGTAGTGTGGGGTCT
CCCCATGCGAGAGTAGGGAACTGCCAGGCATCAAATAAAACGAAAGGCTCAGTCGAAAGACTGGGCCTTTCGTTTTATC
TGTTGTTTGTCGGTGAACGCTCTCCTGAGTAGGACAAATCCGCCGGGAGCGGATTTGAACGTTGCGAAGCAACGGCCCG
GAGGGTGGCGGGCAGGACGCCCGCCATAAACTGCCAGGCATCAAATTAAGCAGAAGGCCATCCTGACGGATGGCCTTTT
TGCGTTTCTACAAACTCTTTTTGTTTATTTTTCTAAATACATTCAAATATGTATCCGCTCATGAGACAATAACCCTGAT
AAATGCTTCAATAATATTGAAAAAGGAAGAGTATGAGTATTCAACATTTCCGTGTCGCCCTTATTCCCTTTTTTGCGGC
ATTTTGCCTTCCTGTTTTTGCTCACCCAGAAACGCTGGTGAAAGTAAAAGATGCTGAAGATCAGTTGGGTGCACGAGTG
GGTTACATCGAACTGGATCTCAACAGCGGTAAGATCCTTGAGAGTTTTCGCCCCGAAGAACGTTTTCCAATGATGAGCA
CTTTTAAAGTTCTGCTATGTGGCGCGGTATTATCCCGTGTTGACGCCGGGCAAGAGCAACTCGGTCGCCGCATACACTA
TTCTCAGAATGACTTGGTTGAGTACTCACCAGTCACAGAAAAGCATCTTACGGATGGCATGACAGTAAGAGAATTATGC
AGTGCTGCCATAACCATGAGTGATAACACTGCGGCCAACTTACTTCTGACAACGATCGGAGGACCGAAGGAGCTAACCG
CTTTTTTGCACAACATGGGGGATCATGTAACTCGCCTTGATCGTTGGGAACCGGAGCTGAATGAAGCCATACCAAACGA
CGAGCGTGACACCACGATGCCTGTAGCAATGGCAACAACGTTGCGCAAACTATTAACTGGCGAACTACTTACTCTAGCT
TCCCGGCAACAATTAATAGACTGGATGGAGGCGGATAAAGTTGCAGGACCACTTCTGCGCTCGGCCCTTCCGGCTGGCT
GGTTTATTGCTGATAAATCTGGAGCCGGTGAGCGTGGGTCTCGCGGTATCATTGCAGCACTGGGGCCAGATGGTAAGCC
CTCCCGTATCGTAGTTATCTACACGACGGGGAGTCAGGCAACTATGGATGAACGAAATAGACAGATCGCTGAGATAGGT
GCCTCACTGATTAAGCATTGGTAACTGTCAGACCAAGTTTACTCATATATACTTTAGATTGATTTAAAACTTCATTTTT
AATTTAAAAGGATCTAGGTGAAGATCCTTTTTGATAATCTCATGACCAAAATCCCTTAACGTGAGTTTTCGTTCCACTG
AGCGTCAGACCCCGTAGAAAAGATCAAAGGATCTTCTTGAGATCCTTTTTTTCTGCGCGTAATCTGCTGCTTGCAAACA
AAAAAACCACCGCTACCAGCGGTGGTTTGTTTGCCGGATCAAGAGCTACCAACTCTTTTTCCGAAGGTAACTGGCTTCA
GCAGAGCGCAGATACCAAATACTGTCCTTCTAGTGTAGCCGTAGTTAGGCCACCACTTCAAGAACTCTGTAGCACCGCC
TACATACCTCGCTCTGCTAATCCTGTTACCAGTGGCTGCTGCCAGTGGCGATAAGTCGTGTCTTACCGGGTTGGACTCA
AGACGATAGTTACCGGATAAGGCGCAGCGGTCGGGCTGAACGGGGGGTTCGTGCACACAGCCCAGCT TGGAGCGAACGA
CCTACACCGAACTGAGATACCTACAGCGTGAGCTATGAGAAAGCGCCACGCTTCCCGAAGGGAGAAAGGCGGACAGGTA
TCCGGTAAGCGGCAGGGTCGGAACAGGAGAGCGCACGAGGGAGCTTCCAGGGGGAAACGCCTGGTATCTTTATAGTCCT
GTCGGGTTTCGCCACCTCTGACTTGAGCGTCGATTTTTGTGATGCTCGTCAGGGGGGCGGAGCCTATGGAAAAACGCCA
GCAACGCGGCCTTTTTACGGTTCCTGGCCTTTTGCTGGCCTTTTGCTCACATGTTCTTTCCTGCGTTATCCCCTGATTC
TGTGGATAACCGTATTACCGCCTTTGAGTGAGCTGATACCGCTCGCCGCAGCCGAACGACCGAGCGCAGCGAGTCAGTG
AGCGAGGAAGCGGAAGAGCGCCTGATGCGGTATTTTCTCCTTACGCATCTGTGCGGTATTTCACACCGCATATGGTGCA
CTCTCAGTACAATCTGCTCTGATGCCGCATAGTTAAGCCAGTATACACTCCGCTATCGCTACGTGACTGGGTCATGGCT
GCGCCCCGACACCCGCCAACACCCGCTGACGCGCCCTGACGGGCTTGTCTGCTCCCGGCATCCGCTTACAGACAAGCTG
TGACCGTCTCCGGGAGCTGCATGTGTCAGAGGTTTTCACCGTCATCACCGAAACGCGCGAGGCAGCAGATCAATTCGCG
CGCGAAGGCGAAGCGGCATGCATAATGTGCCTGTCAAATGGACGAAGCAGGGATTCTGCAAACCCTATGCTACTCCGTC
AAGCCGTCAATTGTCTGATTCGTTACCAATTATGACAACTTGACGGCTACATCATTCACTTTTTCTTCACAACCGGCAC
GGAACTCGCTCGGGCTGGCCCCGGTGCATTTTTTAAATACCCGCGAGAAATAGAGTTGATCGTCAAAACCAACATTGCG
ACCGACGGTGGCGATAGGCATCCGGGTGGTGCTCAAAAGCAGCTTCGCCTGGCTGATACGTTGGTCCTCGCGCCAGCTT
AAGACGCTAATCCCTAACTGCTGGCGGAAAAGATGTGACAGACGCGACGGCGACAAGCAAACATGCTGTGCGACGCTGG
CGATATCAAAATTGCTGTCTGCCAGGTGATCGCTGATGTACTGACAAGCCTCGCGTACCCGATTATCCATCGGTGGATG
GAGCGACTCGTTAATCGCTTCCATGCGCCGCAGTAACAATTGCTCAAGCAGATTTATCGCCAGCAGCTCCGAATAGCGC
CCTTCCCCTTGCCCGGCGTTAATGATTTGCCCAAACAGGTCGCTGAAATGCGGCTGGTGCGCTTCATCCGGGCGAAAGA
ACCCCGTATTGGCAAATATTGACGGCCAGTTAAGCCATTCATGCCAGTAGGCGCGCGGACGAAAGTAAACCCACTGGTG
ATACCATTCGCGAGCCTCCGGATGACGACCGTAGTGATGAATCTCTCCTGGCGGGAACAGCAAAATATCACCCGGTCGG
CAAACAAATTCTCGTCCCTGATTTTTCACCACCCCCTGACCGCGAATGGTGAGATTGAGAATATAACCTTTCATTCCCA
GCGGTCGGTCGATAAARAAAATCGAGATAACCGTTGGCCTCAATCGGCGTTAAACCCGCCACCAGATGGGCATTAAACGA
GTATCCCGGCAGCAGGGGATCATTTTGCGCTTCAGCCATACTTTTCATACTCCCGCCATTCAGAG

. pBBSGH

AAGAAACCAATTGTCCATATTGCATCAGACATTGCCGTCACTGCGTCTTTTACTGGCTCTTCTCGCTAACCAAACCGGT
AACCCCGCTTATTAAAAGCATTCTGTAACAAAGCGGGACCAAAGCCATGACAAAAACGCGTAACAAAAGTGTCTATAAT
CACGGCAGAAAAGTCCACATTGATTATTTGCACGGCGTCACACTTTGCTATGCCATAGCATTTTTATCCATAAGATTAG
CGGATCCTACCTGACGCTTTTTATCGCAACTCTCTACTGTTTCTCCATACCCGTTTTTTTGGGCTAACAGGAGGAATTA
ACCATGGATCCGAGCTCARTGATAAGAAGGTCCGATTITCCAARAGATTTTATCTTCGGAACGGCTACAGCAGCATALCC
AGATTGAAGGTGCAGCAAACGAAGATGGCAGAGGACCATCAATTTGGGATGTCTTTTCACACACGCCTGGCAAAACCTT
GAACGGTGACACAGGAGACGTTGCGTGTGACCATTATCACCGATACAAGGAAGATATCCAGCTGATGAAAGAAATAGGG
TTGGACGCTTACAGGTTCTCTATCTCCTGGCCCAGAATTATGCCAGATGGGAAGAACATCARCCRAARRGGGTGTGGATT
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TCTACAACAGACTCGTTGATGAGCTTTTGAAGAATGATATCATACCATTCGTAACACTCTATCACTGGGACTTACCCTA
CGCAC T T T AT GAR AR AGGTGGATGGC T TARCCCAGATATAGCGC T TTAT TTCAGAGCATACGCAACGTTTATGITCAAC
GAACTCGGTGATCGTGTGAAACATTGGATTACACTGAACGAACCATGGTGTTCTTCTTTCTTGGGTTATTACACGGGAG
AGCATGCCCCGGGTCATCAAAATTTACAAGAAGCGATAATCGCGGCACACAACCTGTTAAGAGCACATGGACATGCCGT
TCAGGCG T TCAGGGAAGAAGT AAAAGATGGAARARGT TGGC T TARCCARCGTTGTGATGARAATAGAACCGEGGCGATGCA
ARACCCGAAAGTTTCTTGGTCGCAAGTCTTGTTGATAAGTTCGTTAATGCATGGTTCCATGACCCTGTTGTTTTCGGAA
AATATCCCGAAGAAGCAGTTGCACTTTATACGGAAAAAGGGTTGCAAGTTCCCGATAGCGATATGAATATTATTTCGAC
T A AGAC T T T T T GG T G T GAA T T AT TACACARGAACACT TG T TGT T T TTGATATGAACAATCCTICTTIGGATTTTCG
TATGTTCAGGGAGACCTTCCCAAAACGGAGATGGGATGGGAAATCTACCCGCAGGGATTATTTGATATGCTGGTCTATC
TGAAGGARAGATATAAACTACCACTTTATATCACAGAGAACGGGATGGCTGGACCTGATAAATTGGAAAACGGAAGAGT
AT GA T AR T T ACCG AR T TGAA T AT T TGGARAAGCACT T TGARARAGCACTTGAAGCARTCARTGCAGGTGITGATTTG
AAAGGTTACTTCATTTGGTCTTTGATGGACAACTTCGAATGGGCATACGGATACTCARAACGTTTCGGTATAATCTACG
TAGATTACAATACGCAAAAAAGGATACTGAAAGATTCAGCGTTATGGTTGAAGGAATTTCTAAAAGCTACCGCTCGGAG
TECTECTGEATCTGECEAR T TCATGCGTAAAGGAGAAGAACT TTTCACTGGAGT TGTCCCAATTCTTGTTGAATTAGAT
GGTGATGTTAATGGGCACAAATTTTCTGTCAGTGGAGAGGGTGAAGGTGATGCAACATACGGAAAACTTACCCTTAAAT
TTATTTGCACTACTGGAAAACTACCTGTTCCATGGCCAACACTTGTCACTACTTTC LGTTATGGTGTTCAATGCTTTGC
GAGATACCCAGATCATATGAAACAGCATGACTTTTTCAAGAGTGCCATGCCCGAAGGTTATGTACAGGAAAGAACTATA
TTTTTCAAAGATGACGGGAACTACAAGACACGTGCTGAAGTCAAGTTTGAAGGTGATACCCTTGTTAATAGAATCGAGT
TAAAAGGTATTGATTTTAAAGAAGATGGAAACATTCTTGGACACAAATTGGAATACAACTATAACTCACACAATGTATA

AR TR MR AR AT R R AR R R AR R MR R MR R R SMITIR A (VMR R R D AR (3R VR VR D VR MU R R R MR R (T R
CATCATGGCAGACAAACAAAAGAATGGAATCAAAGTTAACTTCAAAATTAGACACAACATTGAAGATGGAAGEGTTC

CTAGCAGACCATTATCAACARAATACTCCAATTGGCGATGGCCCTGTCCTTTTACCAGACAACCATTACCTGTCCACAC
AATCTGCCCTTTCGAAAGATCCCAACGAAARAGAGAGACCACATGGTCCTTCTTGAGTTTGTAACAGCTGCTGGGATTAC
ACATGGCATGGATGAACTATACAATCTAGATCCCGGCGTCGACCATCATCATCATCATCATTGAGTTTAAACGGTCTCC
AGCTTGGCTGTTTTGGCGGATGAGAGAAGATTTTCAGCCTGATACAGATTAAATCAGAACGCAGAAGCGGTCTGATAAA
ACAGAATTTGCCTGGCGGCAGTAGCGCGGTGGTCCCACCTGACCCCATGCCGAACTCAGAAGTGAAACGCCGTAGCGCC
GATGGTAGTGTGGGGTCTCCCCATGCGAGAGTAGGGAACTGCCAGGCATCAAATAAAACGAAAGGCTCAGTCGAAAGAC
TGGGCCTTTCGTTTTATCTGTTGTTTGTCGGTGAACGCTCTCCTGAGTAGGACAAATCCGCCGGGAGCGGATTTGAACG
TTGCGAAGCAACGGCCCGGAGGGTGGCGGGCAGGACGCCCGCCATAAACTGCCAGGCATCAAATTAAGCAGAAGGCCAT
CCTGACGGATGGCCTTTTTGCGTTTCTACAAACTCTTTTTGTTTATTTTTCTAAATACATTCAAATATGTATCCGCTCA
TGAGACAATAACCCTGATAAATGCTTCAATAATATTGAAAAAGGAAGAGTATGAGTATTCAACATTTCCGTGTCGCCCT
TATTCCCTTTTTTGCGGCATTTTGCCTTCCTGTTTTTGCTCACCCAGAAACGCTGGTGAAAGTAAAAGATGCTGAAGAT
CAGTTGGGTGCACGAGTGGGTTACATCGAACTGGATCTCAACAGCGGTAAGATCCTTGAGAGTTTTCGCCCCGAAGAAC
GTTTTCCAATGATGAGCACTTTTAAAGTTCTGCTATGTGGCGCGGTATTATCCCGTGTTGACGCCGGGCAAGAGCAACT
CGGTCGCCGCATACACTATTCTCAGAATGACTTGGTTGAGTACTCACCAGTCACAGAAAAGCATCTTACGGATGGCATG
ACAGTAAGAGAATTATGCAGTGCTGCCATAACCATGAGTGATAACACTGCGGCCAACTTACTTCTGACAACGATCGGAG
GACCGAAGGAGCTAACCGCTTTTTTGCACAACATGGGGGATCATGTAACTCGCCTTGATCGTTGGGAACCGGAGCTGAA
TGAAGCCATACCAAACGACGAGCGTGACACCACGATGCCTGTAGCAATGGCAACAACGTTGCGCAAACTATTAACTGGC
GAACTACTTACTCTAGCTTCCCGGCAACAATTAATAGACTGGATGGAGGCGGATAAAGTTGCAGGACCACTTCTGCGCT
CGGCCCTTCCGGCTGGCTGGTTTATTGCTGATAAATCTGGAGCCGGTGAGCGTGGGTCTCGCGGTATCATTGCAGCACT
GGGGCCAGATGGTAAGCCCTCCCGTATCGTAGTTATCTACACGACGGGGAGTCAGGCAACTATGGATGAACGAAATAGA
CAGATCGCTGAGATAGGTGCCTCACTGATTAAGCATTGGTAACTGTCAGACCAAGTTTACTCATATATACTTTAGATTG
ATTTAAAACTTCATTTTTAATTTAAAAGGATCTAGGTGAAGATCCTTTTTGATAATCTCATGACCAAAATCCCTTAACG
TGAGTTTTCGTTCCACTGAGCGTCAGACCCCGTAGAAAAGATCAAAGGATCTTCTTGAGATCCTTTTTTTCTGCGCGTA
ATCTGCTGCTTGCAAACAAAAAAACCACCGCTACCAGCGGTGGTTTGTTTGCCGGATCAAGAGCTACCAACTCTTTTTC
CGAAGGTAACTGGCTTCAGCAGAGCGCAGATACCAAATACTGTCCTTCTAGTGTAGCCGTAGTTAGGCCACCACTTCAA
GAACTCTGTAGCACCGCCTACATACCTCGCTCTGCTAATCCTGTTACCAGTGGCTGCTGCCAGTGGCGATAAGTCGTGT
CTTACCGGGTTGGACTCAAGACGATAGTTACCGGATAAGGCGCAGCGGTCGGGCTGAACGGGGGGTTCGTGCACACAGC
CCAGCTTGGAGCGAACGACCTACACCGAACTGAGATACCTACAGCGTGAGCTATGAGAAAGCGCCACGCTTCCCGAAGG
GAGAAAGGCGGACAGGTATCCGGTAAGCGGCAGGGTCGGAACAGGAGAGCGCACGAGGGAGCTTCCAGGGGGAAACGCC
TGGTATCTTTATAGTCCTGTCGGGTTTCGCCACCTCTGACTTGAGCGTCGATTTTTGTGATGCTCGTCAGGGGGGCGGA
GCCTATGGAAAAACGCCAGCAACGCGGCCTTTTTACGGTTCCTGGCCTTTTGCTGGCCTTTTGCTCACATGTTCTTTCC
TGCGTTATCCCCTGATTCTGTGGATAACCGTATTACCGCCTTTGAGTGAGCTGATACCGCTCGCCGCAGCCGAACGACC
GAGCGCAGCGAGTCAGTGAGCGAGGAAGCGGAAGAGCGCCTGATGCGGTATTTTCTCCTTACGCATCTGTGCGGTATTT
CACACCGCATATGGTGCACTCTCAGTACAATCTGCTCTGATGCCGCATAGTTAAGCCAGTATACACTCCGCTATCGCTA
CGTGACTGGGTCATGGCTGCGCCCCGACACCCGCCAACACCCGCTGACGCGCCCTGACGGGCTTGTCTGCTCCCGGCAT
CCGCTTACAGACAAGCTGTGACCGTCTCCGGGAGCTGCATGTGTCAGAGGTTTTCACCGTCATCACCGAAACGCGCGAG
GCAGCAGATCAATTCGCGCGCGAAGGCGAAGCGGCATGCATAATGTGCCTGTCAAATGGACGAAGCAGGGATTCTGCAA
ACCCTATGCTACTCCGTCAAGCCGTCAATTGTCTGATTCGTTACCAATTATGACAACTTGACGGCTACATCATTCACTT
TTTCTTCACAACCGGCACGGAACTCGCTCGGGCTGGCCCCGGTGCATTTTTTAAATACCCGCGAGAAATAGAGTTGATC
GTCAAAACCAACATTGCGACCGACGGTGGCGATAGGCATCCGGGTGGTGCTCAAAAGCAGCTTCGCCTGGCTGATACGT
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TGGTCCTCGCGCCAGCTTAAGACGCTAATCCCTAACTGCTGGCGGARAAGATGTGACAGACGCGACGGCGACAAGCARA
CATGCTGTGCGACGCTGGCGATATCAAAATTGCTGTCTGCCAGGTGATCGCTGATGTACTGACAAGCCTCGCGTACCCG
ATTATCCATCGGTGGATGGAGCGACTCGTTAATCGCTTCCATGCGCCGCAGTAACAATTGCTCAAGCAGATTTATCGCC
AGCAGCTCCGAATAGCGCCCTTCCCCTTGCCCGGCGTTAATGATTTGCCCAAACAGGTCGCTGAAATGCGGCTGGTGCG
CTTCATCCGGGCGAAAGAACCCCGTATTGGCAAATATTGACGGCCAGTTAAGCCATTCATGCCAGTAGGCGCGCGGACG
AAAGTAAACCCACTGGTGATACCATTCGCGAGCCTCCGGATGACGACCGTAGTGATGAATCTCTCCTGGCGGGAACAGC
AAAATATCACCCGGTCGGCARAACAAATTCTCGTCCCTGATTTTTCACCACCCCCTGACCGCGAATGGTGAGATTGAGAA
TATAACCTTTCATTCCCAGCGGTCGGTCGATAAAARAATCGAGATAACCGTTGGCCTCAATCGGCGTTAAACCCGCCAC
CAGATGGGCATTARACGAGTATCCCGGCAGCAGGGGATCATTTTGCGCTTCAGCCATACTTTTCATACTCCCGCCATTC
AGAG



ANEXO B

. Estimativa do nimero de repeticbes necessarias para a determinacgao de
BglA(U) e GFP
A estimativa do niumero de repeticées foi determinada a partir da férmula:
N = s?/ s
N = Numero de repeti¢gdes
s? = Variancia amostral
s = Variancia da média desejada
Sendo que:
s? = g2
d = Precisdo desejada

A partir dos dados, foi determinada a tabela a seguir:

BglA(U) - Média = 1,436550375 (x1000) GFP- Média =25,28846
Preciséo da Numero de Sx(%) Precisdo da Numero de Sx(%)
média repeticbes média repeticdes

0,01 356,7 0,7 0,1 1633,0 0,4
0,02 89,2 1,4 0,2 408,2 0,8
0,03 39,6 2,1 0,3 181.,4 1,2
0,04 22,3 2,8 0,4 1021 1,6
0,05 14,3 3,5 0,5 65,3 2,0
0,06 9,9 4,2 0.6 454 2,4
0,07 7,3 4,9 0,7 33,3 28
0,08 56 56 0,8 25,5 3,2
0,08 4,4 6,3 0,8 20,2 36
0,1 3,6 7.0 1 16,3 4,0
0,2 0,9 13,8 1,1 13,5 4,3
0,3 04 20,9 1,2 11,3 4,7
0,4 0,2 27,8 1,3 9,7 51
0,5 0,1 34,8 1,4 8,3 55
06 0.1 418 1,5 7.3 59
0,7 0,1 48,7 1,6 6,4 6,3
0,8 0,1 55,7 1,7 57 6,7
0,9 0.0 62,7 1,8 5,0 71

1 0,0 69,6 1,9 4.5 7.5

2 41 7.9
3 1,8 11,8
4 1,0 15,8
5 0,7 19,8




ANEXO C

. Resultados obtidos a partir da analise pelo programa ProtParam tool, dos
aminoacidos que compdem a fusdo produzida pelo clone pBBGH.

namero de aminoacido: 697
Peso Molecular: 79917 .4
pl teérico: 5.51

composi¢io dos aminoacidos:

Ala (A) 38 5.5%
Arg (R) 24 3.4%
Asn (N) 36 5.2%
Asp (D) 53 7.6%
Cys(C) 4 0.6%
Gin(Q) 18 2.6%
Glu (E) 45 6.5%
Gly (G) 58 8.3%
His (H) 29 4.2%
lle () 40 5.7%
Leu (L) 59 8.5%
Lys (K) 47 6.7%
Met (M) 18 2.6%
Phe (F) 40 5.7%
Pro (P) 33 4.7%
Ser (S) 26 3.7%
Thr (T) 33 4.7%
Trp (W) 13 1.9%
Tyr (Y) 39 5.6%
Val (V) 44 6.3%
Asx(B) 0 0.0%
GIx(2) 0 0.0%
Xaa (X) 0 0.0%

namero total dos residuos com carga negativa (Asp + Glu): 98
nimero total dos residuos com carga positiva (Arg + Lys): 71
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Composigao atdmica:

Carbono C 3646
Hidrogénio H 5461
Nitrogénio N 941
Oxigénic O 1046
Enxofre S 22

Formula: 03646H5461 N941O1o43322
Niamero total de atomos: 11116

Coeficiente de extingdo:

Condicoes : 6.0 M hidroclorito de guanidina
0.02 M tampéao fosfato
pH®6.5

Os coeficientes de extingdo s&o apresentados em unidade de M™ cm™ .

A primeira tabela lista valores computados na pressuposicao de que todos os residuos
de cisteina aparecem como meia cisteina, enquanto na segunda tabela os valores séo
listados na pressuposi¢cao de que nenhum residuo aparece como tal.

276 278 279 280 282

nm nam nm nm nm
coeficiente de Ext. 127040 127654 126275 124130 119840
Abs 0,1% (=1¢g/l) 1590 1.597 1.580 1.553 1.500

276 278 279 280 282

nm nm nm nm nm
coeficiente de Ext. 126750 127400 126035 123890 119600
Abs 0,1% (=1g/l) 1.586 1.594 1577 1.550 1.497

Meia vida estimada:

O terminal N da seqiiéncia considerada € D (Asp).

A meia vida estimada € 1,1 h (reticulécitos de mamiferos, in vitro).
3 min. (levedura, in vivo).
>10 h (Escherichia coli, in vivo).

indice de Instabilidade:

O indice de instabilidade foi computado como 27,2, isto classifica a proteina como
Indice alifatico: 79.15



ANEXO D

. Estatistica da atividade especifica da BglA apresentada pela fusdo pura de
alguns clones EPP, testados sobre diferentes substratos.

- os resultados obtidos foram avaliados quanto a sua distribui¢ao (figura abaixo, lado
esquerdo). Uma vez transformados (log x+1), estes valores apresentaram um melhor
ajuste & distribuicdo normal (figura abaixo, lado direito). Prosseguiu-se entdo com a
andlise estatistica com os dados transformados.
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Figura 1. Dados sem transformagéo Figura 2. Dados transformados por log

(x+1)
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ANALISE DE UM EXPERIMENTO FATORIAL 4x7

QUADRO DE ANALISE DE VARIANCIA com transformacio dos dados

Causas de variagdo G.L. S.Q. Qm. F
FATOR A 3 31,4170 10,4723 23716,0467 **
FATOR B 6 0,1290 0,0215 48,6860 **
FATOR AXB 18 0,0770 0,0043 9,6931 **
(TRATAMENTOS) 27 31,6230 1,1712

RESIDUO 28 0,0124 0,0004
MEDIA GERAL DO ENSAIO 1,4034
DESVIO PADRAO 0,0210

COEFICIENTE DE VARIACAO  1,4973

DESDOBRAMENTODEAD. B

CAUSAS DE VARIACAO  G.L. s.Q. aMm. F
AD.B(1) 3 4,0591 1,3530 3064,1619
AD.B(2) 3 4,4684 1,4895 3373,1391 =
AD.B(3) 3 4,5300 1,5100 3419,6257 **
AD. B(4) 3 4,7382 1,5794 3576,7373 **
AD.B(5) 3 4,3591 1,4530 3290,5936 **
AD.B(6) 3 4,4889 1,4963 3388,6028 **
AD.B(7) 3 4,8502 1,6167 3661,3453 **
(AD.B) (21) (  31,4940)
Teste de Tukey
FATOR B B PNPG PNPGal PNPxil PNPara
CLONES
Clone 1 1 2,2635 Aa 1,9460 Ab 0,3985 Ad 1,3100 Ac
EPP3 2 2,2875 Aa 1,9495 Ab 0,3535 ABd 1,1645 Bc
EPP10 3 2,2455 Aa 1,8455 Db 0,3090 Bd 0,9840 Ec
EPP12 4 2,2555 Aa 1,8490 CDb 0,2410 Cd 1,0845 CDc
EPP13 5 2,2790 Aa 1,9145 ABCb 0,3620 ABd 1,1410 BCc
EPP14 6 2,2770 Aa 1,9280 ABb 0,3285 Bd 1,1735 Bc
EPP17 7 2,2585 Aa 1,8710 BCDb 0,2415 Cd 1,0345 DEc
DMS(TUKEY) coluna =  0,0666
DMS(TUKEY)linha = 0,0574

Letras mailisculas: comparagéo na mesma coluna, isto é, comparagao entre os clones para um
dado substrato.

Letras mindsculas: comparagéo dos substratos para um determinado clone.
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