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Infecgbes causadas pBr pneumoniagdo uma das principais causas de morte
no mundo e o desenvolvimento de uma vacina compostaroteinas é uma alternativa
para resolver este problema. Neste trabalho objetse selecionar, clonar e expressar,
utilizando E. coli e B. subtiliscomo sistemas de expressao, um fator de viruléeia
S. pneumonigesorotipo 14, com alta prevaléncia e conservagée @s sorotipos, bem
como otimizar a expressdo da proteina empregandoejpimento experimental e
estudar a segregacao plasmidial do sistema. Aipeoselecionada, ClpP, foi clonada
emE. colie sua expressao foi otimizada atraves de planejanfetorial 22, variando a
concentracdo de indutor e de canamicina e anabisaontho respostas, concentracao de
proteina heterdloga, crescimento celular e fragdod&ulas com plasmideo. Em todos
0s experimentos, a proteina ClpP foi expressa emettracdes similares e de forma
soltvel, com média no ponto central de 240,4 mBkde-se concluir que € possivel
diminuir em 10 vezes a concentracdo de indutortieareo antibidtico do sistema,
reduzindo custos e mantendo a expressdo em niwaiares. O sistema apresentou
segregacao plasmidial mesmo nas concentracdesudiabite antibiotico. Ndo foram
obtidas células recombinantes utilizanBo subtilis como hospedeiro, provavelmente
devido a instabilidade do vetor, reforcando a idpia as ferramentas para a utilizacéo

deste sistema de expressado precisam ser melhodadats e desenvolvidas.
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Infections caused b$. pneumoniaare one of the main causes of death in the
world and the development of a vaccine composema@eins is an alternative to tackle
this problem. This work aimed to select, clone arpress, using. coli andB. subtilis
as expression systems, a virulence factoSofpneumonigeserotype 14, with high
prevalence and conservation among the serotypesyelisto optimize the protein
expression using experimental design and to stheyplasmid segregation of the
system. The selected protein, ClpP, was clonedt.ircoli and its expression was
optimized by a 22 factorial design, varying theuoér and kanamycinoncentrations
and evaluating as responses the concentrationtefah@gous protein, cell growth and
fraction of cells with plasmid. In all experimentbe ClpP protein was expressed at
similar concentrations and in soluble form, withaaerage concentration of 240,4mg/L
in the central point. It can be concluded thatsitppssible to decrease 10 times the
concentration of inducer and remove the antibifstben the system, reducing costs and
keeping the expression at similar levels. The systhowed plasmid segregation even
in normal concentrations of antibiotics. Wh&h subtilis was used as host, no
recombinant cells were obtained, probably due tdordnstability, reinforcing the idea
that the tools for using this expression systemtrbedetter studied and developed.
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1 INTRODUCAO

Uma das principais causas de mortalidade e morbigad todo o mundo,
principalmente em paises em desenvolvimento, sdecgdes causadas por
Streptococcus pneumoniae (GARCIA-SUAREZ et al., 2006; OMS, 2007; BRAID@®t
al., 2008). Este microrganismo é uma bactéria entapesugram-positiva, anaerébia
facultativa, que coloniza o trato respiratério sigrede seres humanos sadios e é
transmitido por aerosol. O exterior da superfi@etériana € coberto por uma capsula
polissacaridica. Existem mais de 90 diferentesstigde polissacarideos capsulares,
indentificando pelo menos 90 diferentes sorotiBRRAIDO et al., 2008; PLETZet al.,
2008).

A viruléncia deS. pneumoniae é largamente dependente da sua capsula de
polissacarideo, que € muito heterogénea entrerotis existentes e representa um
sério obstaculo para a concepcédo de uma vacinaltaraficiéncia (BAROCCHE€t al.
2007). No entanto, inumeras proteinas da bactén@gbém tém sido consideradas
fatores de viruléncia, sendo envolvidas na pataipede das doencas pneumocécicas
(JEDRZEJAS, 2001; GARCIA-SUARE® al., 2006; BRAIDOgt al., 2008).

A espécieS pneumoniae coloniza assintomaticamente aproximadamente 30-
70% das criangas saudaveis e 6 % dos adultos sasdavmentando para 18-30% dos
adultos quando estes convivem com criangcas (BRA¢D&., 2008). Esta bactéria é a
principal causadora de pneumonia bacteriana eqédrdemente envolvida em doencas
como otite, sinusite e meningite, além de quadlioscos de septicemia e bacteremia
(JEDRZEJAS, 2001; BOGAERT, 2004; BRAID@ al., 2008). Dentre todas as
infec¢des invasivas causadas por este microrganisenca de 90% sao representadas
por pneumonia e 5% por meningite (BRAIRCal., 2008).

Nos paises desenvolvidos, a incidéncia das dogmpasmocoécicas € maior
entre criangas com menos de 2 anos e idosos. @asdissociadas a deficiéncia imune,
como infeccdo pelo virus do HIV, aumentam signifiGanente a probabilidade de
contrair doencas causadas [$mpneumoniae. Ou seja, as taxas mundiais de doencas
pneumocdécicas sdo muito altas, porém séo aindaprensupantes em grupos de risco,

como criangas, idosos e imunocomprometidos. Dado®rjanizacdo Mundial da
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Saude (OMS) estimam que 1,6 milhdes de pessoasmdéodo o ano no mundo devido
a doencas pneumocdcicas, sendo que destas, emdmrhanilhdo sdo criangcas com
menos de 5 anos, e a maioria dos casos ocorre isgs @M desenvolvimento (OMS,
2007).

Outro fato que preocupa é que nos ultimos anosawwmentando o niumero de
cepas resistentes aos mais diversos tipos de @idds, sendo encontradas cepas
resistentes até mesmo a Vancomicina, 0 que tornmatamento das infeccbes
pneumocécicas um grave problema de saude publicaVAX et al.,, 1999;
JEDRZEJAS, 2001; BRAID@t al., 2008).

Atualmente existem dois tipos de vacinas coBtrpneumoniae disponiveis no
mercado mundial: vacinas polissacaridicas e vadoagigadas. Ambas utilizam como
antigenos polissacarideos capsulares. A vacinaspohridica € composta por 23
polissacarideos capsulares purificados de difesesrotipos deS pneumoniae
(sorotipos 1, 2, 3, 4, 5, 6B, 7F, 8, 9N, 9V, 10AA112F, 14, 15B, 17F, 18C, 19A, 19F,
20, 22F, 23F e 33F) (BRAID@: al., 2008; PLETZet al., 2008). Esta vacina € eficaz
em adultos e criangas maiores de 2 anos, no entamtobaixa eficacia em criancas
com menos de 2 anos, imunocomprometidos e idé¢és disso, tem seu periodo de
protecdo limitado (BOGAERTt al., 2004; GARCIA-SUAREZt al., 2006; PLET Zet
al., 2008). A vacina polissacaridica ndo € eficiesnte menores de 2 anos, devido a
auséncia de linfocitos B maduros que induzem umdhaneresposta contra
carboidratos. Em adultos € preciso fazer a re-agéim depois de 5-6 anos. A vantagem

desta vacina € o alto numero de sorotipos abrasgRICETZet al., 2008).

Atualmente é comercializada a vacina conjugada akafgnte (PCV-7),
composta por polissacarideos capsulares de 7 mosdid, 6B, 9V, 14, 18C, 19F, 23F)
0S quais representam o0s mais frequentemente edwslvem infeccOes invasivas
(PLETZ et al., 2008). Os polissacaridios presentes sdo corpgganl toxoide diftérico
CRM 197 (detoxificado geneticamente) (BRAID® al., 2008). Esta vacina tem se
mostrado eficaz em criangas, no entanto, ela pastértura limitada de sorotipos e
custo elevado, o que torna seu uso proibitivo pargprograma nacional de vacinagéo
em paises em desenvolvimento (BOGAE®®I., 2004; BAROCCHIet al, 2007). A
PCV-7 pode alcancar uma cobertura de 65-80% datijgos relacionados as doencas
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pneumocacicas invasivas em criangas nos paisestiiaizados ocidentais, nos quais

0S sorotipos presentes nesta vacina sao os mamlgrees. No entanto, esta cobertura
pode chegar a niveis muito mais baixos em algufsepam desenvolvimento (OMS,

2007).

Além da vacina conjugada heptavalente j& comezeiddi, no ano de 2009
estavam em fase final dos testes clinicos as v@cimigjugadas 10-valente e 13-valente
(DAGAN E FRASCH, 2009). A vacina 13-valente, dess#una pela empresa Wyeth,
além dos 7 sorotipos presentes na PCV-7, apresant@&m os sorotipos 1, 3, 5, 6A, 7F
e 19A. Os polissacaridios presentes nesta vacmbéra sdo conjugados ao toxoéide
diftérico CRM 197 (detoxificado geneticamente).sfiraado que esta vacina aumente a
cobertura das doencas pneumocacicas invasivas &mn89%uropa, 92% nos Estados
Unidos e Canada, 86% na Oceania, 87% na Africa érism Latina e 73% na Asia
(GRIMPREL, 2009). A vacina 10-valente, desenvol\peta empresa GlaxoSmithKline
Biologicals (GSK), apresenta mais 3 sorotipos (&, B) além daqueles presentes na
PCV-7. Esta vacina possui 8 polissacarideos cagsutanjugados com a proteina D de
H. influenzae (WYSOCKI et al., 2009). Através de acordo de transferéncia de
tecnologia entre o Ministério da Saude brasileieoaeampresa GSK, a vacina 10-valente
fara parte do Calendario Basico de Vacinacdo dgrBnea Nacional de Imunizacdo
(PNI) a partir de marco deste ano (LOBATO, 2010).

Diante dos problemas apresentados, o desenvohonmdmtuma vacina anti-
pneumocécica eficaz contra uma ampla gama de posotiornou-se uma das
prioridades no mundo inteiro (JEDRZEJAS, 2001). Gaaternativa para a obtencao
de uma vacina que apresente maior cobertura e mastw, nas ultimas décadas, varios
grupos vém investigando diversas proteinas assc@diruléncia, como candidatas a
formulacdo de uma vacina protéica (PATON, 1998;REBJAS, 2001; DI GUILMI E
DESSEN, 2002; BOGAER® al., 2004; GARCIA-SUAREZt al., 2006; OGUNNIYI
et al., 2007; BAROCCHEet al., 2007). Uma futura vacina protéica provavelmesaie
uma combinacdo de proteinas recombinantes queeapees alta imunogenicidade e
sejam protetoras, alta conservacdo e estejam pessemm todas as cepas de
Streptococcus pneumoniae (GARCIA-SUAREZet al., 2006).



Em face do exposto acima, um dos objetivos desbalho foi selecionar, clonar
e expressar, utilizandéscherichia coli e Bacillus subtilis como sistemas de expresséo,
uma proteina dé&treptococcus pneumoniae, diretamente associada a sua viruléncia,
com elevado nivel de prevaléncia e conservacae estvarios sorotipos. Além disso,
objetivou-se otimizar a expressdo da proteina reamante empregando ferramentas de
planejamento experimental, bem como estudar a g&gfie plasmidial do sistema.
Deste modo, buscou-se contribuir para o estudoadasiteina recombinante como
possivel antigeno para a composicao de uma vaoimsa&reptococcus pneumoniae,

além de auxiliar na compreenséo do sistema de géodem nivel industrial.



2 REVISAO DA LITERATURA

Para subsidiar a discussdo sobre a selecdo, clanagepressao da proteina,
bem como sobre a otimizacdo da expressdo e onestodcomportamento do sistema,
este capitulo apresentara uma revisdo abordanddatoses de viruléncia de

S pneumoniae e 0s sistemas de expressao utilizados nestehiabal

2.1 Fatores de viruléncia

Nesta secdo serdo apresentados alguns dos fat@esiirgléncia de
S pneumoniae, em especial as proteinas ClpP protease, IgAkgsete Hialuronato
liase (Hyl). Sdo descritos como fatores de virumomponentes celulares que atuam
na invasao, aderéncia e colonizacdo ou que saemm®e produzir uma resposta
inflamatoria (SALYERS E WHITTapud SILVA, 2005, p.26).

O principal fator de viruléncia d8 pneumoniae € a capsula polissacaridica,
sendo que cepas que ndo possuem a capsula témaggenicidade diminuida
drasticamente quando comparadas com cepas enagsuldlém da capsula
polissacaridica, algumas proteinas tém sido suggeromo fatores de viruléncia do
microrganismo. Sabe-se ainda que os fatores déémaia que seriam os melhores
antigenos para composicdo de uma vacina sdo aggeisquando retirados de
S pneumoniae (cepas mutantes), fazem com que sua viruléncia a&gnuada
(JEDRZEJAS, 2001).

2.1.1 Capsula polissacaridica

A camada mais externa d& pneumoniae € formada pela capsula
polissacaridica, a qual possui em torno de 2000ar¥h® de espessura (KADIOGLH
al., 2008). A capsula é importantissima para a v do microrganismo, sendo
considerado seu principal fator de viruléncia (KSQILU et al., 2008, GARCIA-
SUAREZet al., 2006, BOGAERt al., 2004).



Durante a colonizagcdo das vias aéreas superioresapsula evita o
aprisionamento no muco nasal, permitindo o acessmidrorganismo as superficies
epiteliais (KADIOGLU et al., 2008). A capsula polissacaridica € fortementé an
fagocitaria, formando uma espécie de escudo, elotanfagocitose por macrofagos
(KADIOGLU et al., 2008, BOGAERTet al., 2004). Aléem disso, ela é capaz de
proporcionar resisténcia a autdlise espontanea mauzida por antibiéticos,
contribuindo assim para a tolerancia das cepaaradsoticos. A capacidade infecciosa
de S pneumoniae difere entre os diferentes sorotipos capsularesguais possuem

diferentes composicdes de polissacarideos capslAdIOGLU et al., 2008).

2.1.2 Proteinas

Algumas proteinas ou enzimas, que sao de algumaafexpostas na superficie
do microrganismo, podem contribuir para a patogeads e estar envolvidas no
processo de infeccdo da doenca (JEDRZEJAS, 200GART et al., 2004). Muitas
vezes, estas proteinas estdo envolvidas diretanmastenteracbes com o tecido do
hospedeiro ou nos mecanismos para encobrir a $tipebfacteriana do sistema de
defesa do hospedeiro (JEDRZEJAS, 2001). No casé geeumoniae, estima-se que
este possua mais de 100 proteinas de superfindy sie muitas destas tém algum tipo
de funcdo que contribui para a patogenicidade dwonganismo (BAROCCHE al.,
2007).

Nos ultimos anos, estudos tém sugerido diversaseipes associadas a
viruléncia como candidatos a antigenos para forgdolade uma vacina protéica
(PATON, 1998; JEDRZEJAS, 2001; DI GUILMI E DESSEXN02; BOGAERTet al.,
2004; GARCIA-SUAREZet al., 2006; OGUNNIYIet al., 2007; BAROCCHlIet al.,
2007), sendo provavel que uma futura vacina seja eombinacdo de proteinas
recombinantes que apresentem alta imunogenicidasigaen prevalentes em todas as
cepas deS pneumoniae (GARCIA-SUAREZ et al., 2006). Algumas destas proteinas
sdo pneumolisina, neuromidases, autolisinas, padedle superficie ligantes a colina

(como a PspA), lipoproteinas (como a PsaA), hialidases, entre outras.



A pneumolisina, pertencente ao grupo conhecido coinmdisinas colesterol-
dependentes, € uma enzima citoplasméatica querédddeevido & acdo de outra enzima
de S pneumoniae, a autolisina. A pneumolisina inibe o0 movimentiacinos brénquios
e desorganiza a monocamada epitelial bronquiakuttiindo a retirada de muco e
facilitando o espalhamento da infeccdo (JEDRZEIX®1; BOGAERTEet al., 2004).
Além disso, ela também inibe a funcdo fagociticadee portanto, importante na
patogénese da doenca (BOGAERIT al., 2004). A pneumolisina é uma proteina
altamente conservada e € um antigeno capaz deulstia protecdo imunoldgica
(GARCIA-SUAREZét al., 2006).

Outro fator de viruléncia deS. pneumoniae é a proteina Neuromidase,
amplamente presente nas cepas do microrganismosejapresenta pelo menos em
duas formas, NanA e NanB. Estas proteinas mudaadi@@ de glicosilacdo da célula
do hospedeiro, deixando as superficies da céluia expostas (JEDRZEJAS, 2001), e
diminuem a viscosidade das superficies mucosatifdado a adesdo (BOGAERd
al., 2004).

Outra proteina estudada como fator de virulénci&. dameumoniae é a PspA
(Pneumococcal surface protein A), pertencente a um grupo de proteinas de superficie
ligantes a colina (JEDRZEJAS, 2001; BOGAE®&™®I., 2004). Ela situa-se ancorada na
parede celular d&. pneumoniae, sendo que os dominios ligadores de colina sdo os
responsaveis pela ligacdo da proteina na supedécieactéria. A PspA € amplamente
presente nas cepas 8epneumoniae (JEDRZEJAS, 2001), no entanto, apresenta um
elevado polimorfismo devido a selecdao imunoldgjéague sua localizacdo € de facil
acesso para os anticorpos (GARCIA-SUAREZ al., 2006). Esta proteina tem a
capacidade de reduzir os niveis de fagocitose doonganismo (JEDRZEJAS, 2001) e
tem sido uma das proteinas mais estudas como anfigea composicao de uma vacina
(BOGAERT et al., 2004), demonstrando bons resultados em modelmaan
(JEDRZEJAS, 2001; BOGAER® al., 2004; GARCIA-SUAREZt al., 2006).

As autolisinas sédo capazes de degradar peptidangi¢ ou seja, estas enzimas
degradam a parede celular. Um exemplo destas sintsié a enzima conhecida como
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LytA amidase N-acetylmuramoyl-L-alanine amidase), também pertencente ao grupo de
proteinas de superficie ligantes a colina, que estélvida na patogenicidade do
microrganismo e ja mostrou bons resultados quartdzada como antigeno em
modelo animal (JEDRZEJAS, 2001). No entanto, o papato das autolisinas na
patogénese ainda precisa ser melhor estudado essim as propriedades de protecao
desta proteina (BOGAER al., 2004).

Outra proteina de superficie também pertencentgrapo de proteinas de
superficie ligantes a colina € a Cbp@h¢line binding protein A). Ela é exposta na
superficie deS. pneumoniae e esta envolvida na aderéncia e colonizacdo datedo
hospedeiro (JEDRZEJAS, 2001).

A PsaA (pneumococcal surface adhesin A), membro da familia das chamadas
lipoproteinas ligantes de metal, € outra proteieéacionada a viruléncia de
S pneumoniae e importante candidata a uma vacina (BOGAER&Tal., 2004,
BAROCCHI et al., 2007). Esta proteina faz parte de um sistemaratesporte de
manganés e zinco para o citoplasma da bactéritaeaesorada na membrana celular
(JEDRZEJAS, 2001).

Outros fatores de viruléncia sdo as proteinas paedoicas homologas de
superficie celular denominadas Ppmgumococcal histidine triad) (BOGAERT €t al.,
2004; BAROCCHIet al., 2007), as quais séo altamente conservadascangido em um
potencial de ampla cobertura para uma vacina (BORGRE al., 2004).

A Hialuronato liase (Hyl), outra proteina investiga como fator de viruléncia,
pertencente ao grupo das hialuronidases, hidr@gdo hialurénico, o qual é um
importante componente de tecidos conectivos (JEDRZE 2001). Recentemente,
novas proteinas tém sido descritas, como as pastelapili que contribuem para a
aderéncia, viruléncia e induzem resposta inflanatAROCCHI et al., 2006), a
proteina de choque térmico ClpP, que modula a egficedos genes de viruléncia
(KWON et al., 2004), e a proteina Imunoglobulina Al protedgdX protease), que
desempenha um importante papel na aderéncia esisééneia do patégeno a resposta
imune do hospedeiro (ROMANELL@ al., 2006).



2.1.2.1 ClpP

A CIpP é uma serino-protease (GRIBWN al., 2005) pertencente ao grupo
conhecido como proteinas de choque térmico (HSR¥JON et al., 2004). Esta
proteina é altamente conservada tanto em procsuipt@nto em eucariotos (CAdDal.,
2007), sendo que, entre 0s Varios sorotipo$.gmeumoniae, sua sequéncia € muito
conservada (CAG@t al., 2009).

Esta proteina de choque térmico forma um complexm @roteinas ATP-
dependentes, como a CIpA e ClpX, sendo que o gapelonal deste complexo é a
regulacdo de proteinas através de protedlise, @dueamo uma espécie de controle de
qualidade de proteinas (KIM E KIM, 2008). As prate CIpA e ClpX séo responsaveis
por desdobrar e conduzir as proteinas até o gitio da ClpP, onde serdo degradadas
(GRIBUN et al., 2005; KIM E KIM, 2008). Além disso, a ClpP pdrse é capaz de
degradar apenas peptideos de 6 aminodacidos, seraargndes polipeptideos sé
podem ser degradados quando esta proteina estdegang com ClpX ou ClpA
(GRIBUN et al., 2005).

A ClpP é composta por dois anéis heptaméricos, oada anel heptamérico é
formado por sete unidades principais da ClpP (m@néjnsendo cada mondémero com
aproximadamente 21kDa. O monémero de ClpP, mostraddigura 2.1, pode ser
dividido em duas principais regides, uma regido aga que é responsavel pelas
interacdes entre os anéis e um dominio princhgaddomain) (GRIBUN et al., 2005).

Regido do Gancho

Head domain

Regido em Alga

Figura 2.1 Representacdo do monémero de ClpB geenumoniae. Adaptado de GRIBUNt al. (2005)
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A regido em alca de um anel heptamérico se ungi@aorem alca do outro anel,
formando a estrutura tetradecameérica da ClpP, adsstna figura 2.2. Na regido N-
terminal de cada mondémero, a qual possui uma segilaltamente conservada nos
diversos reinos da vida, a proteina apresenta umchga que é essencial para a
formacdo do complexo CIpAP ou ClpXP. Entre as regi@m alca e o dominio
principal se localiza o sitio catalitico da ClpRriade catalitica SEr, His'** e Asp®®,
caracteristica de serino-proteases. A figura 2.8traa regido da triade catalitica de
proteinas ClpP de algumas bactérias, inclusives.deneumoniae (GRIBUN et al.,
2005).

(B)

Figura 2.2 (A) Estrutura da proteina ClpP 8epneumoniae depositada no PDBP(otein Data Bank) sob

0 numero de identificacdo 1Y70 (GRIBUdtlal., 2005). (B) Representacdo esquematica da estrdéur
molécula tetradecamérica de ClpP Helicobacter pilory, a qual apresenta seqiiéncias e estrutura
razoavelmente bem conservadas. Composi¢édo da rfeoksmelhante a de ClpP Sepneumoniae (KIM

E KIM, 2008)

Figura 2.3 Desenho esquematico da regido proxima ao sitiditezdada proteina ClpP de seis diferentes
microrganismos. Os desenhos em verde e lil4s rem@s duas cepas #k pilory, em marronE. coli,

em azulS pneumoniae, em laranjdP.falciparum e em amareld. tuberculosis (KIM E KIM, 2008).
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Sabe-se que as proteinas de choque térmico, cdbhaPa protegem a bactéria
contra efeitos adversos, aumentando seus niveissalgevivéncia. Quando o
microrganismo passa para a corrente sanguinea sipedheiro, ocorrem mudancas
morfologicas, na expressao de genes, e, além dissoe um estresse térmico, pois na
corrente sanguinea a temperatura € maior, sendoaad um aumento na sintese das
proteinas de choque térmico. Cepagtantes na proteina ClpP mostram-se sensiveis a
altas temperaturas, corroborando a ideia de que msteina protege a bactéria de
situacOes adversas. A ClpP se localiza no citoasm entanto, em virtude do choque
térmico, esta é direcionada para a parede cekKN&QN et al., 2004). Em seus estudos,

CAO et al. (2008) confirmaram a localizagéo da ClpP na diger

A ClpP desempenha alguns papéis na viruléncta peeumoniae. Um deles é a
modulacdo da expressdo de genes de viruléncian assmo ocorre com outras
proteinas de choque térmico. Sugere-se também qUR seja requerida para a
sobrevivéncia intracelular e aumente a estabiliddelenRNA a altas temperaturas
(KWON et al., 2004). Cepas mutantes nesta proteina, quandparadas a cepas
selvagens, mostraram-se menos virulentas, o qoeceeh ideia de que a ClpP seria
uma excelente candidata a antigeno para a compad&@ma vacina (KWONt al.,
2004).

Em varios trabalhos, a ClpP protease tem sido dbrea expressa, e a sua
imunogenicidade tem sido testada em modelo anirk&VON et al. (2004)
demonstraram que ratos imunizados com CIpP produaera forte e especifica
resposta de anticorpos ao antigeno. C&Q@l. (2007) também demonstraram que a
ClpP protease, expressa dm coli, conferiu protecdo em modelo animal contra
infecgcBes pneumocdcicas, sendo que, quando mistaradtras duas proteinas, PspA e
PspC, produziu niveis ainda maiores de protecdémAdiestes estudos, CA® al.
(2009) demonstraram a capacidade da proteina CeRprateger sozinha contra

infeccdes invasivas d& pneumoniae pertencentes a diversos sorotipos.
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2.1.2.2 1gAl protease

A IgAl protease é uma enzima que cliva ligacOgstigieas especificas da
imunoglobulina A, subclasse 1, conhecida como IgAdta protease é um importante
fator de viruléncia que esta diretamente ligadmlanizacdo e infeccdo das mucosas
(MISTRY E STOCKLEY, 2006), sendo de grande impoctanpara a resisténcia de
S pneumoniae a resposta imunolégica do hospedeiro. Além diaslyAl protease é
expressa em todas as cepaS.gmeumoniae (PAOLIS et al., 2007).

A IgAl protease deS. pneumoniae € uma grande proteina de superficie
(ROMANELLO et al., 2006), identificada como uma Zn-metaloprotease
(CHIAVOLINI et al., 2003) pois apresenta a sequéncia HEMMH a qoasiéo ativo
da enzima. Esta protease possui 1964 aminoaciddendo variar de 130 a 200 kDa,
mantendo a atividade proteolitica, devido a modaftees pds-traducionais na parte N-
terminal (ROMANELLOet al., 2006). Esta parte N-terminal da cadeia aprese@sa
regides hidrofébicas. A primeira regido € uma sSBQi2€ que se apresenta em
procariotos como um peptideo sinal, a segunda jeotm a sequéncia LPNTGS
funciona como ponto de fixagédo da protease na pareldlar (POULSENt al., 1998;
ROMANELLO et al., 2006). A cadeia apresenta ainda um dominioldibde 200
aminoacidos, uma regido com segmentos envolvidobgagdo de componentes da
matriz extracelular e ainda dominio central e @ateal, onde se localiza o sitio ativo
da enzima (PAOLISt al., 2007). Uma representacdo esquemética da IgAtgs® €
mostrada na figura 2.4. Sabe-se que a IgAl proteasgpaz de se transportar sozinha
para fora da célula pois ela possui em sua caddas tas informacfes necessarias para
este transporte (MISTRY E STOCKLEY, 2006).
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IgA1 protease

NH2-T - > = = I C OOH
1 4 1963
1 HEMTH

Sitio Ativo
Peptideo Sinal

Dominio MN-terminal
com seguéncia LPNTG

Dominio Fibrilar

Regido envolvida na ligagdo dos
componentes da matnz extracelular

Dominio central e C-terminal

Figura 2.4 Representacédo esqueméatica de IgA1 protease tpiSaeptococcus. Adaptado de PAOLIS
et al. (2007)

O substrato da enzima IgAl protease, a IgA1l humasty presente nas
mucosas, e, no soro, € o principal isotipo de IAQLIS et al., 2007). A IgAl
protease é altamente heterogénea entre as cepas m&rorganismo e acredita-se que
isto seja um mecanismo de protecdo do microrgancantra as defesas do hospedeiro.
Apesar desta alta heterogenicidade, esta protedapaz de provocar uma forte resposta
imunoldgicain vivo (MISTRY E STOCKLEY, 2006).

Em seus estudos, ROMANELL@& al. (2006) clonaram e expressaram trés
diferentes fragmentos de IgA1l protease. Por congémdestes fragmentos, obtiveram a
proteina praticamente inteira, com exce¢do dos gma®m aminodcidos, 0s quais
compreendem a regido do peptideo sinal e a parternNnal correspondente ao
dominio de fixacdo da proteina. Apenas o fragmeado final da seqUéncia,
correspondendo aos aminoacidos 1032 a 1964, n&oatixidade enzimatica. Além
disso, os trés fragmentos se mostraram imunogémjecasdo submetidos a soros de
pacientes infectados cof pneumoniae, indicando que a IgAl protease pode ser um

antigeno na formulacdo de uma vacina coftpmeumoniae.

2.1.2.3 Hialuronato liase (Hyl)

A hialuronidase é uma enzima capaz de degradan &ctlironico, o qual é um
importante componente e o mais abundante glicosgtntano da matriz extracelular
de tecidos conectivos (AKHTAR E BHAKUNI, 2004). Ocido hialurénico é
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encontrado nos tecidos e fluidos de seres humaresngais superiores e, além da
funcdo estrutural, também esta presente em pracessamo fertilizagéao,
desenvolvimento embrionario, diferenciacdo celumatrizacdo e metastase de células
tumorais (JEDRZEJAS, 2001; AKHTAR E BHAKUNI, 2004).

A hialuronidase encontrada em bactérias € a hiadtiodiase (Hyl)que catalisa
e quebra as ligacbes glicosidicas do &cido hialcwdpelo processo dg-eliminacao,
resultando como produto final principalmente dias@eos, como mostrado na figura
2.5. Aléem da Hyl existem pelo menos mais dois tig@dialuronidases que degradam o
acido hialurénico por mecanismos diferentes (JEDIRAE 2001; AKHTAR E
BHAKUNI, 2004).

g1y CHOM g4 COOH . CHOH 5, COOH g5 . ) _
}—0 }—0 }—aq }—o Hialuronidase SOOH s FHOH s
o Yol S D Vo (HyD R AN
\ 0. {oH ‘ﬁ\ / O \OH ¥ loy ¥ O~ Ol
OH OH \_/ ok_/
NH OH NH OH OH N
COCH, \ COCH, COCH,
Acido Hialurdnico Dissacarideo

Figura 2.5 Degradacgédo do acido hialurénico e formacédo daadgeicdissacaridica (principal produto da

acdo da Hyl bacteriana sobre o acido hialurénigédaptado de AKHTAR E BHAKUNI (2004).

A estrutura da Hyl é dividida em dois dominios apradamente do mesmo
tamanho, o dominia-hélice e o dominio de folhdgspregueadas (JEDRZEJAS, 2001;
AKHTAR E BHAKUNI, 2004). O dominioa-hélice € responsavel pela ligacdo e
degradacgdo do substrato, enquanto o dominio dasfptpregueadas € provavelmente
responsavel pela manutencdo da fenda cataliticar enpdular o acesso a mesma
(JEDRZEJAS, 2001). A estrutura da Hbgde ser visualizada na figura 2.6.
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Figura 2.6 Estrutura da Hyl deStreptococcus pneumoniae complexada com dissacarideo de éacido
hialurénico, depositada no PDBrptein Data Bank) sob o nimero de identificacdo 1C82 (PONNURAJ
E JEDRZEJAS, 2000).

Hialuronidase é uma das principais proteinas derfigfe deS. pneumoniae que
pode contribuir para sua viruléncia. Sabe-se gleerpenos uma parte da hialuronidase
é liberada nos tecidos do hospedeiro com o objegviacilitar a invasao, aumentando a
permeabilidade dos tecidos através da degradacaccodgonentes da matriz
extracelular, ou seja, esta enzima esta diretament®lvida nos mecanismos de
invasdo de Soneumoniae (JEDRZEJAS, 2001; AKHTAR E BHAKUNI, 2004). Como
a hialuronidase estd diretamente envolvida nos miwoas de invasdo do
microrganismo, esta representa outra alternativa gamposicdo de uma vacina
(JEDRZEJAS, 2001). A hialuronidase ja foi clonad&@xpressa por BERR¥ al.
(1994), os quais obtiveram a proteina expressa agmoximadamente 89kDa, e com
atividade enzimatica. No entanto, experimentos @@pas mutantes nesta proteina
mostraram que estes mutantes ndo tém sua virul@emnuada, o que indica que a
hialuronidase pode ser utilizada em uma vacinara@tpneumoniae apenas quando
estiver combinada com outros fatores de viruléf@zDRZEJAS, 2001). Outro ponto
que reforca o uso desta enzima na composi¢cdo devaonza € o fato da maioria das
cepas deS pneumoniae produzirem a Hialuronato liase. (AKHTAR e BHAKUNI,
2004).
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2.2 Sistemas de expressao de proteinas recombinante

Para atender a demanda industrial, proteinas deegse podem ser produzidas
em altos niveis atraves da utilizacdo da engenlhanatica (DEMAIN E VAISHNAV,
2009). A expresséo de proteinas recombinantes pedeealizada em bactérias, em
leveduras ou em células de insetos, plantas ou ferasii Para a expressdo da proteina
de forma bem sucedida, a escolha do sistema deessgwr é de fundamental
importancia e deve levar em consideracao a estratamproteina, sua funcionalidade e
complexidade, e também a produtividade desejad®&HBMTIS et al., 2006; DEMAIN
E VAISHNAV, 2009). Nesta secdo serdo apresentalipms aspectos importantes na
clonagem e expresséo de proteinas recombinant® especial, das duas bactérias
utilizadas como sistemas de expressdo neste togbafcherichia coli e Bacillus

subtilis.

Para a producdo da proteina heterdloga de inggresgene da proteina a ser
expresso deve primeiramente ser inserido em unr detcexpressdo. Os vetores de
expressdo sdo capazes de se auto-replicar e regudpressdo dos genes neles
codificados. As estruturas que formam um vetor pémmotores, origens de replicacao,
sitios iniciadores e terminadores tanto da trag&cricomo da traducdo, marcadores
seletivos, sitios de multipla clonagem ou de ligagé gene isolado. Para a clonagem
de genes sao utilizados trés tipos de vetoresmpdie®s, bacteriofagos e cosmideos
(LARENTIS et al., 2006). Como neste trabalho foram utilizados mpldeos como
vetores de expresséo, estes serdo o foco de urearbresao.

Com capacidade de replicacdo autdbnoma, plasmidem ®NA circular ndo
cromossomal de fita dupla. Eles podem ser naturdgbrencontrados em bactérias e, no
processo de divisao celular, sdo replicados e gasgzara as novas células geradas. Ja
0S promotores presentes nos plasmideos regularmprass&o do gene. Os plasmideos
sao muito utilizados para clonagem de genes cor b LARENTISet al., 2006).

Os plasmideos podem ser classificados de acontslosen nimero de copias,
que é o numero de copias do plasmideo por céletmlosque esta classificagdo pode

variar muito na literatura. De acordo com FRIEH0@®, classificam-se como
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plasmideos com baixo numero de cépias aquelespgasamtam 1 a 10 plasmideos por
célula, plasmideos com médio niumero de cépias eqiges 10 a 20 plasmideos por
célula e plasmideos de alta cépia podem chegaraia@damente 700 cépias por
célula. J& SCHUMANN E FERREIRA (2004) mostram untessificacdo um pouco
diferente, onde plasmideos de muito alto nUmeroopéas estdo presentes em mais de
100 plasmideos por célula, plasmideos de alto rumercopias apresentam 15 a 60
plasmideos por célula, plasmideos de médio nUmeidpias apresentam cerca de 10
plasmideos por célula e plasmideos de baixo nudermpias que apresentam de 1 a 2

plasmideos por célula.

Através de marcadores seletivos inseridos no wetogalizada a selecdo das
cepas contendo o vetor de interesse. Entende-sengmadores seletivos genes que
conferem alguma caracteristica especifica queethtéa as células transformadas das
demais. Normalmente, os plasmideos apresentam o @& confere resisténcia a
algum antibiotico, como forma de selecionar aslaéleom o plasmideo das demais

células que ndo o possuem (pressao seletiva) (LARES al., 2006).

A producdo de proteina recombinante ndo é um gsoceatural da célula
hospedeira, sendo assim, muitas vezes causa puaxbl@mcélula, dificultando a
producdo da proteina heterdloga. Desta forma, dugém da proteina recombinante
envolve varios fatores, como caracteristicas ddepra a ser produzida, vetores e
hospedeiros utilizados, escolha do processo ulidize purificacdo da proteina
produzida, sendo que todos estes fatores precisaprafundamente conhecidos. Ainda
€ necessario considerar o compartimento celulagema proteina sera expressa, assim
como as estratégias utilizadas na purificacaoygaagproteina pode ser ligada, durante a
clonagem, a um polipeptideo de fuséo para faciditaurificacdo (LARENTISt al.,
2006). O nivel de expressao da proteina pode fieenmciado por alguns fatores como
as caracteristicas estruturais do gene a ser exprasestabilidade e eficiéncia do
MRNA, o enovelamento correto e eficiente da pratedntoxicidade da proteina para a
célula hospedeira, a degradacdo da proteina pdeggses e também os codons
utilizados na sequéncia do gene (SCHUMANN E FERREIFO04).
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Para a expressao, a célula é cultivada sob preséétova, na maioria dos casos
através da adicdo de antibiético no meio de cultivdesta forma, apenas as células que
possuem o plasmideo com o gene de resisténciaib@dteoo poderdo crescer. Um dos
problemas do uso de antibidtico € a contaminacduaassa e do produto, o que néo
seria aceitavel para proteinas utilizadas pararnfigdicos (BANEYX, 1999; FRIEHS,
2004). Além disso, este método pode se tornar\elidm escala industrial, pois 0s
custos da adicdo de antibidticos poderiam ser ez®rey para produtos com fins
alimenticios e farmacéuticos, os antibioticos dewsn removidos no processo de
purificacdo (FRIEHS, 2004).

2.2.1Escherichia coli como sistema de expressao de proteinas recomdsénant

A bactéria gram-negativia coli € um dos mais utilizados sistemas de expressao
de proteinas recombinantes, inclusive em escalamiamh (BANEYX, 1999; TERPE,
2006), isto porque, além de oferecer varias vansggeomo a capacidade de crescer
rapidamente em altas concentracfes celulares allestratos baratos, possui genética
bem caracterizada e existem varios vetores e capasantes disponiveis
comercialmente (BANEYX, 1999; PETI E PAGE, 2007)ér disso, o genoma de
E. coli pode ser modificado com facilidade, as célulagdeoli tém capacidade de
acumular mais de 80% da sua massa seca em pragegmabinante e ainda sobrevivem
em uma variedade de condi¢cdes de cultivo. Estaétiacpode produzir proteinas
recombinantes funcionais né&o-glicosiladas, send®m gormalmente, estas proteinas,
guando possuem fins terapéuticos, sdo produzidasEeroli ou em leveduras
(DEMAIN E VAISHNAYV, 2009).

Uma das desvantagens de utiliEarcoli como sistema de expressao € que em
alguns casos esta cepa apresenta dificuldade dduziroproteinas heterélogas
funcionais, biologicamente ativas e solluveis. Adoigiio de proteinas complexas, com
pontes de enxofre, multiplas subunidades ou maedifies poés-traducionais é
dificultada neste microrganismo pela falta da maaia necessaria para fazer estes
tipos de modificagbes (BANEYX, 1999). Altas densids celulares podem se tornar
toxicas devido a formacao de acetato, o que padeoséornado através de controles do
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processo, como o controle de oxigénio e alimentag@onencial de glicose (DEMAIN
E VAISHNAYV, 2009).

A superproducao de proteinas heterdlogas no agop muitas vezes ocasiona
a perda da conformacdo e tendéncia a agregacaoarido agregados insollveis,
conhecidos como corpos de inclusdo (BANEYX, 1999HEMANN E FERREIRA,
2004; TERPE, 2006). Este fendbmeno provavelmenter@c@ois a capacidade do
sistema de chaperonas - as quais mediam o comeieelamento, a secrecdo das
proteinas e o controle das proteinas com ma folmaigavés de acdo proteolitica - é
extrapolada durante a producdo em altas densidade®teina heteréloga (KURLAND
E GALLANT, 1996; MERGULHAOEet al., 2005). A formac&o de corpos de incluséo é
vista por muitos como um problema, no entantoah#bem aqueles que afirmam que a
formacdo destes corpos de inclusdo pode simplificaurificacdo. Entretanto, apos a
purificagdo é necessario o re-enovelamento daipaitevitro, 0 que pode se tornar um
problema na produc¢éo de grandes quantidades dzir@ota sua forma biologicamente
ativa (BANEYX, 1999; SWARTZ, 2001). Além disso, estagregados insolUveis nao
sdo compostos apenas por cadeias da proteina reeotd) eles possuem em sua
composicao diversas impurezas (SCHUMANN E FERREIR%04). Algumas
alternativas para reduzir a formacéo destes codgosclusdo podem ser adotadas,
como reduzir a temperatura de expressao (reduzridra de expressao), co-expressar

as chaperonas, mudar algumas condi¢des de cutwm o pH (TERPE, 2006).

Quando a proteina expressa Entoli € destinada ao uso na saude humana, o
acumulo de lipopolissacarideos (LPS) por parteedestrorganismo pode se tornar
uma dificuldade, porque os LPSs atuam como endwsxpirogénicas para humanos e
outros mamiferos. Se as proteinas tém finalidadesddhumano, elas devem passar por
uma etapa de purificacao capaz de reter estasa®OKIIERPE, 2006).

Normalmente as proteinas sdo produzidas no csimaladeE. coli, no entanto
elas podem ser exportadas para o periplasma, peitdaf a purificacdo, através da
fusdo com um peptideo que sinalize a translocagéia p periplasma. Todavia, a
producdo no citoplasma normalmente apresenta remdos maiores (DEMAIN E
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VAISHNAYV, 2009), e o sinal de transporte da proéepara o periplasma nem sempre
funciona (LARENTISet al., 2006).

Para superar as limitacbes apresentadas, muitgsiges tém sido feitas para
melhorar o sistema de expressédo encoli. O plasmideo esta fortemente associado a
eficiéncia da producdo da proteina heterdloga dkpeto do promotor utilizado e sua
regulacéo, das regides de terminacéo e iniciagiefidiéncia da seqiéncia de ligacéo
ao ribossomo, da origem de replicacdo e conseqiiente do numero de copias do
plasmideo, dos marcadores de resisténcia utilizados codons utilizados, da
estabilidade do mRNA, da estabilidade da proteida eepa utilizada como hospedeira
(MAKRIDES, 1996; SURENSEN E MORTENSEN, 2005; JANA [EEB, 2005).
Promotores com diversas caracteristicas tém sidendelvidos para melhorar a
eficiéncia do sistema utilizand® coli. Um bom promotor deve ser forte, ser fortemente
regulado, a inducdo deve ser simples, de baix@ @gtdependente dos componentes
normalmente utilizados no meio de cultura (TERRIDG). Muitas vezes séo utilizados
promotores derivados do sistetaa de regulacéo da bactéria (BANEY X, 1999), muitos
promotores foram construidos empregando o elemesgolador do sistemadac
(TERPE, 2006). O sistemdac é formado por uma regido composta por
promotor/operador que antecede 0s genes a serastritas. Na auséncia de um
indutor, o repressor do sistema, codificado peloegecl, liga-se ao operador,
impedindo a transcricdo (SCHUMANN E FERREIRA, 200®ara alcancar altas
concentracbes de proteina, varios plasmideos autilio sistema de promotor do
bacteriéfago T7 RNA polimerase (BANEYX, 1999). Azena T7 RNA polimerase é
capaz de estender cadeias cinco vezes mais rapaa qesma enzima de coli. O
gene que codifica a T7 RNA polimerase foi insenao cromossomo da cepa BL21
(DE3) sob controle de um promotor derivado do sistkac, permitindo forte inducéo
da producéo desta enzima pela adi¢ao de IPTG, meampmesenca de glicose (TERPE,
2006).

Além de explorar as caracteristicas genéticas cdgpms deE. coli e dos
plasmideos utilizados, devem também ser utilizadéss estratégias para maximizar o
rendimento da proteina de interesse. Uma destagérgas seria aumentar a densidade

celular no cultivo, manipulando as variaveis: terapga, composicdo do meio de
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cultivo, modo de operacao do bioreator e aerac@®NHNG E MAKRIDES, 1998;
BANEYX, 1999; JANA E DEB, 2005; SORENSEN E MORTENS$E2005; PETI E
PAGE, 2007).

2.2.2Bacillus subtilis como sistema de expressao de proteinas recomésnant

A producéo de proteinas heterdlogas em outrosedesis, que nag. coli, tem
se tornado cada vez mais frequente, provavelmernidalao aumento do conhecimento
em gendmica, que entre outras vantagens, permi@arar os coédons utilizados pelo

hospedeiro com os do organismo produtor origingirdgeina (TERPE, 2006).

O géneroBacillus € o mais utilizado como sistema de expressao riude
depois deE. coli, sendo utilizado para a expressao de muitas pestale importancia
farmacéutica. Quando comparadaskEacoli, as cepas déacillus apresentam a
vantagem de ndo possuirem lipopolissacarideos (h®Sya membrana externa. Outro
fator importante é o fato de terem naturalmenta@acidade de secretar as proteinas

para 0 meio de cultivo em uma uUnica operacéo (TERPED).

O microrganismo gram-positivB. subtilis possui, como uma de suas maiores
vantagens, a capacidade de secretar as protefetantknte no meio de cultivo (et
al., 2004; FERREIRAet al., 2005; TERPE, 2006; F& al., 2007).B. subtilis é capaz
de crescer rapido em substratos simples e bafERREIRAet al., 2005). O genoma
de B. subtilis ja foi seqienciado e esta cepa ndao produz ex@®xdu endotoxinas
prejudiciais. A capacidade de secretar as protgiaes o meio de cultivo e ndo formar
corpos de inclusao facilita a purificacéo, elimaaecessidade de romper a célula para
extrair a proteina, aumentando os rendimentos a#upéo (DEMAIN E VAISHNAYV,
2009). Esta bactéria é de facil manipulacdo e temtda como GRASgénerally
recognized as safe) (LI et al., 2004; FERREIRAet al., 2005; FUet al., 2007; DEMAIN
E VAISHNAV, 2009). Além disso, como este microrgano € utilizado
industrialmente para a producdo de muitas enzimasia tecnologia de cultivo é bem
conhecida e vérias ferramentas genéticas tém sgkngolvidas para o uso na producéo
de proteinas recombinantes (Bl al., 2004). Sabe-se também que o sistema de
expressdo utilizand®. subtilis tem sido empregado para a producdo de proteinas
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heterologas com atividades farmacoldgicas e img@mdsS, inclusive para a expressao

de antigenos com possivel aplicagdo em vacina raff&RREIRAet al., 2005).

O uso deB. subtilis como sistema de expressdo normalmente pode afesen
dois inconvenientes que limitam a sua aplicacaastbilidade dos plasmideos, tanto
estrutural quanto segregacionista, e o baixo mi@giroteina produzida (let al., 2004;
FERREIRA et al., 2005). Outras limitagbes apresentadas na exwessB. subtilis
sdo o correto enovelamento da proteina, os elevaidess de proteases naturalmente
secretadas para 0 meio, o processamento do pepiitidoe secrecdo da proteina. O
correto enovelamento pode se tornar um problemaxpaessdo de altos niveis de
proteina. B. subtilis apresenta chaperonas intracelulares e extragtoglicos. As
chaperonas intracelulares estdo envolvidos no émoeato, minimizando a agregacao
e mantendo a conformacéo adequada das proteiras gacrecdo. Devido a atividade
limitada das chaperonas intracelulares, a proteda® formar agregados insollveis no
citoplasma. A proteina PrsA é uma chaperona exblasmatica responsavel pelo
correto enovelamento da proteina madura em umaimeoado ativa e estavel. Para
aumentar a producdo de proteina heterdloga, um odlelar alto destas chaperonas
pode ajudar (LEt al., 2004).

Uma das principais desvantagens deste microrgarssim os niveis elevados de
proteases também secretadas para o meio, no emgateatem sido o foco de muitos
desenvolvimentos nos udltimos anos @tlal., 2004; TERPE, 2006). Atualmente ja
existem cepas deficientes em 6 ou 8 proteasespd \d8600 é deficiente em seis das
principais proteases extracelularesBdeubtilis (protease neutra A, subtilisina, protease
extracelular, metaloprotease, bacilopeptidase Fotegse neutra B) e apresenta um
nivel muito baixo de atividade de proteases quandaparada a cepa selvagem (\&U
al., 1991). Ja a cepa WBB80O0 ¢ deficiente em 8 preseadracelulares (TERPE, 2006).

O processo de transporte das proteinas atravésendrana plasmatica ocorre
em trés estagios: reconhecimento, deslocamenteéatida membrana e liberacdo no
meio de cultivo. O reconhecimento € feito no cispha, através de reconhecimento do
peptideo sinal. A proteina é transportada atragésembrana por um canal formado
por um transportador especificotranslocase. Entdo o peptideo sinal € removido pela
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peptidase sinal e a proteina madura é liberadaatsdortador. As peptidases sinal
podem se tornar um fator limitante no processo melytdo da proteina (Ldt al.,
2004), assim como a estrutura do peptideo sinah das possibilidades para melhorar
a quantidade de proteina secretada seria a costdecvetores de expressao nos quais
fossem incluidas sequéncias sinalizadoras. Sabeyd®m que o aparato celular para
secrecdo de proteinas pode ser saturado pela s&prde altos niveis de proteina,
diminuindo a producéo da proteina heterdloga ¢Fd)., 2007).

2.2.3 Estabilidade plasmidial

Durante a producéo de proteinas recombinantesdasguestdes fundamentais
€ a estabilidade plasmidial, principalmente duramtescalonamento do processo ou
producao industrial (GUPTAt al., 1995). A estabilidade do plasmideo € caractdaiza
em dois tipos: a estrutural e a segregacionistastabilidade estrutural é o resultado de
alteracdes estruturais no plasmideo durante ovoultbmo alteracdes da sequéncia de
nucleotideos de um plasmideo, inser¢des, delegbesaaranjos no DNA plasmidial. Ja
a segregacao plasmidial € a perda do plasmideatduaalivisdo celular, resultando em
uma das células filha sem o plasmideo (GURXAal., 1995; FRIEHS, 2004). Na
maioria das vezes, a expressdo “instabilidade piaih se refere & segregacéo
plasmidial. A replicacdo correta dos plasmideosanhgr a divisdo celular € um
problema central em sistemas recombinantes. A txarescimento especifico de
células sem plasmideo é maior quando comparadaéldas com plasmideo, logo, se
houver algumas células sem plasmideo no iniciauttive, estas células crescerdo mais
que as ceélulas com plasmideo e se tornardo doragamot cultivo, levando a culturas
mistas. Desta forma, a produtividade da proteirmdinante sera drasticamente
afetada (FRIEHS, 2004). Segundo FRIEHS (2004), grtegacdo plasmidial é téo
importante que, sem um estudo para determina-lprocesso em questdo, nenhuma

conclusao real pode ser feita sobre a produtividaderoteina recombinante.

Muitos fatores podem influenciar a estabilidadasplidial. Alguns destes
fatores sdo a taxa de crescimento celular, o nunei®pias do plasmideo, o tamanho
do inserto e do plasmideo, o nivel de expressgwrataina recombinante, a toxicidade
da proteina recombinante, a formulacédo do meiaulter@, a concentracdo de oxigénio
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dissolvido, o pH, a temperatura e 0 modo de operdoacultivo (GUPTAet al., 1995;
FRIEHS, 2004; LARENTISt al., 2006; XUet al., 2006). Alguns autores afirmam que
a carga metabdlica imposta a célula pela replicdgdalasmideo, transcricdo do gene e
sintese da proteina recombinante € responsavel petregacdo plasmidial
(CORCHERO E VILLAVERDE, 1998).

A composi¢do do meio de cultivo pode afetar abdglade plasmidial através
de diferentes rotas metabolicas e sistemas regolsitdsto porque a composicdo do
meio influencia as atividades metabdlicas da cWARENTIS et al., 2006). Segundo
GUPTA et al., (1995) meios de cultura mais complexos levam rairdiicdo da
estabilidade plasmidial. Sabe-se também que csltera meios minimos apresentam
menor segregacdo plasmidial que aqueles em mermsaatinoacidos, além disso, a
adicao de extrato de levedura diminui a estabigdadsmidial (FRIEHS, 2004)

Influenciam também na segregacdo plasmidial o mete de replicacdo
(FRIEHS, 2004; XUet al., 2006) e o tamanho do plasmideo, sendo que plassi
maiores podem apresentar maior instabilidade segi@gsta (FRIEHS, 2004). O
namero de copias do plasmideo também tem influ&utiee a segregacao, visto que a
estabilidade segregacionista significa que peloanem plasmideo esteja presente em
cada célula depois da divisdo celular, entdo, uwm @limero de copias por célula
aumentaria as chances de pelo menos um plasmide@essente na célula (FRIEHS,
2004; LARENTISet al., 2006). No entanto, alguns autores relatam quenimero
muito alto de coOpias do plasmideo pode aumentagrdapdo plasmideo (BANEYX,
1999).

Condicdes de cultivo, como a concentragdo de aokgdissolvido e o pH,
podem influenciar na segregagdo. Sabe-se que anwdg&o da concentragdo de
oxigénio dissolvido leva a um aumento da instaddel do plasmideo (FRIEHS, 2004).
A disponibilidade de oxigénio pode afetar a taxactEscimento, além de apresentar
outros efeitos complexos sobre as rotas metabokcasplicacédo e a transcricdo de um
plasmideo com multiplas cépias requer uma grandetglade de energia, porém, a
diminuicdo da concentracdo de oxigénio no meio mima geracdo de energia pelo
catabolismo celular e pode afetar a replicacéorécfa do plasmideo. A temperatura
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também afeta a estabilidade plasmidial, ja que &fsta a taxa de crescimento celular,
as rotas metabdlicas e os sistemas regulatorioREMY IS et al., 2006). Além disso, a
perda do plasmideo pode aumentar quando o cultevacélulas é feito em altas
densidades ou de forma continua (BANEYX, 1999).

A inducdo da expressdo da proteina sempre dinairastabilidade plasmidial,
provavelmente devido aos efeitos tdxicos da pratgiara a célula (FRIEHS, 2004;
LARENTIS et al., 2006; XUet al., 2006). Quando o nivel de expressao é aumeraado,
estabilidade plasmidial tende a diminuir e isto @@ér ocasionado pela repressdo da
replicacdo (LARENTISt al., 2006). Os dados mostrados por #al. (2006) indicam
que a instabilidade plasmidial € muito mais depetedea inducdo em si do que da
presenca do antibiotico (pressao seletiva). Aléssajlio modo de inducéo do promotor
também tem grande influéncia sobre a estabilidddeexemplo, sabe-se que a inducao
com IPTG apresenta maior taxa de perda do plasmjdecaquela feita com lactose
(FRIEHS, 2004).

2.3 Planejamento de experimentos em sistemas recamdmtes

As variaveis que influenciam na expressdo de pragseirecombinantes séo
numerosas e interagem umas com as outras. A gsratgrmalmente aplicada na area
para avaliar os fatores que influenciam o procéssariar um fator por vez mantendo
os demais constantes (SWALLEY al., 2006). No entanto, esta estratégia pode néo
ser eficiente, ndo permitindo avaliar as interacéese as variaveis do processo e
acarretando em um numero maior de experimentodeéwscas de planejamento de
experimentos reduzem o numero de experimentosades| diminuem o tempo gasto
e o custo final do processo, melhoram a qualidadeirformacdes obtidas, permitem
analisar os fatores simultaneamente e suas ingagbaliar 0s erros experimentais e
ainda otimizar mais de uma variavel ao mesmo tefif®@DRIGUES E IEMMA,
2005).

O planejamento de experimentos tem sido aplicadgonrecentemente na
avaliacdo e otimizacdo da expressdo de proteim@snie@nantes em bactérias. Esta
técnica ainda ndo € um procedimento usual paraagéial dos fatores envolvidos no
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processo de producdo de proteina recombinanteguepgtencial pode ser mais
explorado para a avaliacdo da composi¢ao dos rdeiosltura (NIKERELet al., 2005;
NIKEREL et al., 2006; RENet al., 2006; ZHANGEet al., 2006) e para as variaveis
envolvidas na inducdo, como temperatura, tempoinEigzdo, concentracdo celular,
concentracéo do indutor e cepa empregada na efiprdsSONet al., 2004; WANGet
al., 2005; CAOQOet al., 2006; SWALLEY et al., 2006; MALDONADO ¢t al., 2007,
ISLAM et al., 2007; LOet al., 2007).
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3 METODOLOGIA

3.1 Selecéo da proteina

Neste item, além de descrever os procedimentosapseiecao da proteina, para
um melhor entendimento das analises realizadag&anserdo descritos alguns termos

das ferramentas de bioinformética utilizadas neeatmlho.

Através de revisao da literatura foram pré-setemias 3 proteinas: ClpP, IgAl
protease e Hialuronato Liase (Hyl). Para selecaprdeeina utilizada neste trabalho,
dentre estas trés pré-selecionadas, foram feitafisem através de ferramentas de
bioinforméatica e também foram levados em consi@eratados obtidos da literatura. A
selecédo da proteina utilizou os seguintes critégoaservacao e prevaléncia entre os
sorotipos deS. pneumonigeémunogenicidade e presenca de peptideos sinaigi@es
transmembranares — o que dificultaria a clonagearegpressao da proteina de forma

soluvel, principalmente ef&. coli.

Para avaliar a conservacdo e prevaléncia dasimasteentre as cepas de
S. pneumonige andlises de bioinformatica foram utilizadas. Rinamente, as
sequéncias de nucleotideos e aminoacidos das rasteipertencentes a cepa
S. pneumonia€GSP14, sorotipo 14, foram buscadasz@gmBank um banco de dados
onde se encontram seqliéncias publicas disponieemicleotideos e proteinas, sendo
gue este pode ser acessado pelo sitio do NE&ignal Center for BiotechnoloyjyAs
sequéncias foram entdo submetidas a um alinharsentmutras disponiveis no banco
de dados, através da ferramenta BLABRSic Local Alignment Search T@oum
algoritmo para fazer alinhamentos (processo de acanpduas ou mais sequéncias
buscando o maximo de similaridade ou conservacéie etas) entre a sequéncia em
estudo e outras depositadas no banco de dadog)déaaem alinhamento local,
comparando uma base com outra base, ou um amioncgara outro (ALTSHULet al,
1990). Existem varios tipos de BLAST, comparandguéeacias de proteinas (blastp),
sequéncias de nucleotideos (blastn), e seqiéneiasicleotideos com proteinas ou
vice-versa (blastx e tblastn). Neste estudo foraalizados alinhamentos utilizando
blastp com o objetivo de identificar outras segiEndomologas, disponiveis nos
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bancos de dados, das proteinas Sle pneumoniaeem questdo. As sequUéncias
encontradas foram utilizadas para a realizacdondenaltiplo alinhamento através do
programa CLUSTAL W (THOMPSONet al, 1994), capaz de fazer alinhamentos
globais de multiplas sequéncias. Desta forma, fussjvel identificar o grau de

conservacao e prevaléncia das proteinas nas ddsregpas d8. pneumoniae

Para a obtencdo de dados gerais das proteinas, cbem de regides
transmembranares, o programa QM@rkbench 4 foi utilizado. Para avaliar a presenca
de regibes transmembranares é realizada uma predigaregides hidrofobicas na

sequéncia de aminoacidos da proteina.

As possiveis sequéncias sinalizadoras (peptideassyipresentes na proteina
foram verificadas através do programa SignalP B€te programa permite fazer
predicdes de peptideos sinais e da localizacadtidode clivagem entre a proteina e o
peptideo sinal, de gram-negativos, gram-positivesaariotos, utilizando combinacdes
de redes neurais e de modelos escondidos de MEBEINDTSENet al,, 2004).

Com o auxilio de dados disponiveis na literatagproteinas foram avaliadas
guanto a sua imunogenicidade, ou seja, a capacidana substancia induzir uma

resposta imunoldgica eficaz.

3.2 Clonagem e expressao do ged@P de S. pneumoniae em Escherichia coli

3.2.1 Extracdo de DNA gendmico 8&eptococcus pneumoniae

O DNA genbmico foi extraido da cegstreptococcus pneumonidel3/95,
sorotipo 14, depositada no Instituto Adolfo Lutab8-se que um dos sorotipos que
mais causa doencas pneumocaocicas invasivas no neundsorotipo 14 (DINGet al,
2009). A extracao foi feita a partir de um cultide 16h a 37°C e 100rpm, em meio
TSB (Tryptic Soy Broth com concentracédo de 47,24 g/L (pH 7,6), supléatencom
0,630 g/L de MgSQ7 HO, 0,236 g/L de Hidrocloreto de cisteina e 0,0205 dg
CaCh . 2H,0. Foram pesadas 2,25 g de células Uumidas destwoce@ a elas
adicionados 40 mL de TE (Tris 10mM, EDTA 1mM, pH820% m/v de sacarose, 200
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mg de lisozima, sendo que a lisozima age na quédsacarboidratos da membrana
celular. A amostra foi incubada por 1 hora a 3D€pois da incubacdo a amostra foi
dividida em duas aliquotas de 24 mL e a cada ahkgadicionados 0,2 mg/mL de
proteinase K e 1,2 mL de SDS 20%. As amostras faramamente incubadas a 56°C
por 1 hora, sendo agitadas delicadamente a cadanlfos, evitando o rompimento do
DNA total celular. A proteinase K age na desnafwage proteinas que se ligam ao
DNA e tem sua atividade aumentada com a adica®&eSncubacdo em temperaturas
elevadas (50°C-60°C). Posteriormente foram adidio®mid,2 mg/mL de RNAse em
cada aliquota e entdo estas incubadas a 37°C poin8@os. Apos estes procedimentos

de lise celular, as proteinas se encontravam selaegase aquosa junto com o DNA.

A partir desta etapa foram iniciadas extracOes essicas com
fenol/cloroférmio/alcool isoamilico (25:24:1). Pacada 24 mL da amostra foram
adicionados 24 mL de fenol/cloroférmio/alcool isaben. A mistura resultante foi
homogeneizada delicadamente, evitando o rompimdotdNA, e centrifugada a
4000rpm por 10 minutos em centrifuga Eppendorf B8{0tor A-4-62). A fase aquosa
superior foi retirada e utilizada para fazer nox@agao, repetindo o procedimento com
fenol/cloroférmio/alcool isoamilico. Apés as duasracdes, cloroférmio foi adicionado
a fase aquosa superior na mesma proporcao de vewnmaistura centrifugada por 10
minutos a 4000 rpm em centrifuga Eppendorf 581@R0K(rA-4-62). A fase aquosa
superior foi retirada e a ela adicionado 0,1 volside acetato de sodio 3M (pH5,3) e
0,7 volumes de isopropanol. O material resultaotenicubado por 16 horas a 10°C e
posteriormente centrifugado por 20 minutos a 12ffi@ em centrifuga Eppendorf
5810R (rotor A-4-62). O sobrenadante foi retiradodadosamente e descartado. O
precipitado foi lavado com 1 mL de etanol 70%, bedp a temperatura ambiente por 5
minutos e centrifugado por 5 minutos a 14000 rpmcemtrifuga Eppendorf 5417R
(rotor F45-30-11). ApGs a retirada do sobrenadamtgrecipitado contendo DNA foi
submetido & secagem em concentrador centrifugacaové/acufug€”'Eppendorf) a
30°C por 3 minutos. Apos este procedimento forami@hdos 5QuL de TE (Tris 10
mM, EDTA 1 mM, pH8,0) a amostra e esta incubad&°&€ 3or 15 minutos. Como no
inicio do procedimento a amostra foi dividida enagl@aliquotas, foram obtidas duas
amostras de DNA extraido, denominados amostrarastea 4. Ao final, as amostras

foram estocadas a -20°C.
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A andlise das amostras de DNA total extraido fealizada através de
eletroforese em gel de agarose 0,8% m/v utilizasmlagcdo tampé&o de corrida TAE
(0,04 M de Tris-baseAcido acético glacial e 0,01d8 EDTA). Foram utilizadas na
eletroforese as amostras da extracdo de DNA tobalcentradas e diluidas 10 e 100
vezes. As amostras de DNA extraido e diluido 10Peseforam quantificadas no
equipamento Qubit Fluorometer (Invitrogen). Apasoafirmacéo da extragdo do DNA
em gel de agarose e quantificacdo, este foi uiizzomo molde para o isolamento e
amplificacdo do gene que codifica a proteina ClpRvas da técnica de reacdo em

cadeia da polimerase (PCR), a qual sera descrjjadnana secao.

3.2.2 Amplificacdo do gene através da técnica de PC

A amplificacdo do genelpP foi feita utilizando a técnica de PCR (Reacédo em
Cadeia da Polimerase). A Reacdo em Cadeia da Pasméi desenvolvida na metade
da década de 1980 por Kary Mullis. Esta técnicap@az de produzir cépias de regides
especificas do DNA, ou seja, € capaz de amplifmpenas a regido do DNA
correspondente ao gene desejado, produzindo nudfsias (WATSONet al 1992).
Esta reacdo simulan vitro a replicacdo da molécula de DNA que ocdrrevivo
utilizando a enzima DNA polimerase, oligonucleotisieiniciadores e temperatura
(WATSON et al 1992; LARENTISet al, 2006). A reacado ocorre em varios ciclos,
sendo que cada ciclo é composto por basicamertigpdse Na primeira etapa, ocorre a
abertura da fita molde de DNA, na segunda etapa®eoligacdo (anelamento) dos
oligonucleotideos iniciadores, que sdo complemestarcada uma das regides 3’ do
gene a ser copiado, nas fitas simples. Na teretafza, ocorre a sintese das novas fitas
de DNA pela extenséo dos oligonucleotideos inigesiaob acdo da DNA polimerase
(LARENTIS et al, 2006).

3.2.2.1 Oligonucleotideos iniciadores
Os oligonucleotideos iniciadores utilizados nestbalho para amplificacdo do

geneclpP foram desenhados de acordo com o gere. gggeumonia€GSP14 e podem
ser visualizados na tabela 3.1.
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Tabela 3.10ligonucleotideos iniciadores utilizados na reat@d®CR para amplificacdo do gesieP a
partir de DNA deS. pneumonia€GSP14. Os sitios de clivagem das enzimas décassao mostrados

sublinhados nas seqiiéncias, siticNdel na seqiiéncia sensoéd na anti-senso.

Oligonucleotideo iniciador Seqliéncia
pET28bHisClpPf (Senso) 5- CCCATAGCCTGTAGTTATTGAACAAAC - 3
pPET28bHisClpPr (Anti-senso) 5- CACTCGAITCAATGAATTGTTGGC - 3

Os oligonucleotideos iniciadores foram desenhdeéd®rma a parearem com as
extremidades 3’ do gene de interesse. Nas extreesd® dos oligonucleotideos
iniciadores foram colocadas sequéncias reconheadadivadas por enzimas de
restricdo (sitios de restricdo) de acordo comratégjia de clonagem e vetor utilizados.
As enzimas de restricdo sdo capazes de recontertas sequéncias de nucleotideos e
catalisar a hidrélise das ligacdes fosfodiéstebakes especificas da sequéncia (ZAHA
et al, 1996). Foram inseridas as sequéncias dos siéiagestricdo da enzima¥col e
Xhol nos oligonucleotideos senso e anti-senso, respaante. Estas enzimas foram
escolhidas, de acordo com o vetor utilizado, neas® pET28b (Novagen), de forma
que, depois da clonagem, o vetor permita a expredadproteina fusionada com uma
cauda de histidina na sua extremidade carboxi-tedmpara facilitar posterior
purificacdo. A figura 3.1 mostra a sequéncia dio si¢ clonagem e expressao do vetor
pET28b, com uma representacdo da sequéncia dasiasnzle restricdo onde foi
inserido o genelpP.

31
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Figura 3.1 Sitio de clonagem e expressao do vetor pET28bdfav). Os circulos vermelhos indicam os

sitios das enzimas de restricdo, também adicional®®ligonucleotideos iniciadores, onde o gdpE
amplificado ir4 se ligar. O circulo verde indicacédon de terminacdo, ou seja, a sinalizacdo para o

termino da tradugéo, possibilitando assim a exgoeda proteina fusionada a cauda de histidina.

3.2.2.2 Reacao de PCR

A amplificacdo do genelpP foi realizada utilizando como molde a amostra 4 do
DNA extraido e diluido 100 vezes, com concentrad@@proximadamente 30 ng/
Foram utilizados os oligonucleotideos iniciadoressethhados para esta reacdo e

mostrados na sec¢ao anterior.

A reacdo foi feita empregando 30 ng do DNA extrald®. pneumonigelU de
DNA polimerase de alta fidelidade (Platinum® Taq M®Rolymerase High Fidelity,
Invitrogen), 2,5uL de tampéao especifico para a enzima DNA polimevsitieada (10X
High Fidelity PCR Buffer, Invitrogen), AL de MgSQ 50 mM, 200uM de cada tipo de
dNTP e 5 pmol de cada oligonucleotideo (senso esanso) especificos para esta
amplificacdo em 2L de reagdo, sendo que foi utilizada como solvdateeacdo agua
ultrapura. Para cada reacdo de PCR, foi realizad@antrole negativo, ou seja, uma
reacao idéntica, exceto pela substituicdo do volempregado de DNA pelo mesmo

volume de &gua ultrapura.

Primeiramente foi realizado um PCR em gradientequnad foram feitas quatro

reacdes variando em cada uma delas a temperatargelienento dos oligonucleotideos
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iniciadores de 54°C até 56°C, com o objetivo delimava temperatura ideal de
anelamento. Nesta etapa as condicoes empregadaagd® foram as seguintes: 94°C
por 5 minutos, 30 ciclos compostos por 3 etapaa cado (94°C por 1 minuto; 54°C,
55,1°C, 55,9° e 56°C, uma temperatura para cadadamé reacoes, por 30 segundos;
68°C por 1 minuto), 68°C por 7 minutos e resfriaimen4°C.

Apos a verificagdo da temperatura ideal de aneltonem torno de 55°C, as
reacdes seguintes de PCR feitas neste trabalhm foealizadas com as seguintes
condicdes: 94°C por 5 minutos, 30 ciclos compgstes3 etapas cada ciclo (abertura da
dupla fita de DNA: 94°C por 1 minuto, anelaments dbgonucleotideos: 55°C por 30
segundos, extensdo dos oligonucleotideos e sidéerevas fitas de DNA: 68°C por 1

minuto), 68°C por 7 minutos e resfriamento a 4°C.

Tanto a verificagdo da melhor temperatura de arexleonquanto a confirmacao
da amplificagdo do genelpP, com o tamanho esperado, foram feitas através de

eletroforese em gel de agarose 0,8% m/v.

3.2.2.3 Purificacéo do gene clpP amplificado

Apoés a confirmacédo da amplificacdo no tamanhoragpedo genelpP atraves
de eletroforese em gel de agarose, o produto d#éoede PCR foi purificado para a
remocdo de nucleotideos, oligonucleotideos inicegl@ possiveis amplificagbes ndo
especificas com concentra¢cdes muito baixas, as eqda possibilitam a visualizacédo
em gel de agarose. A purificacdo foi feita atrag@ékit Wizard® SV Gel and PCR
Clean-Up System (Promega). Para tanto, o produteagio de PCR foi submetido a
eletroforese em gel de agarose 0,8%. Utilizanddistari, a banda de DNA foi cortada
e retirada do restante do gel de agarose. Foraontados pequenos pedacos da banda
de DNA e pesados dentro de tubos de microcentrifiegd,5 mL, de forma que cada
pedaco ndo apresentasse massa superior a 350 rag.ada 10 mg de gel pesados nos
tubos de microcentrifuga, foram adicionados10de Membrane Binding Solution
(4,5M de isotiocianato de guanidina, 0,5M de aceti# potassio), e estes agitados
vigorosamente e incubados a 55°C até a complat@ikphcdo da agarose. Depois da
solubilizacédo a solucao resultante foi transfepeea uma minicoluna com membrana,
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capaz de reter fragmentos de DNA, e incubada adeatyra ambiente por 1 minuto. A
minicoluna foi centrifugada a 14000 rpm em cengdflEppendorf 5417R (rotor F45-
30-11) por 1 minuto e a solugéo percolada foi désda. A minicoluna foi entédo lavada
com 700uL de Wash Solutio(10mM de acetato de potassio, pH 5.0; 80% de ktano
16,7 uM de EDTA, pH 8,0) e centrifugada novamente a 14608 em centrifuga
Eppendorf 5417R (rotor F45-30-11) por 1 minuto. Almente o percolado foi
descartado e a coluna lavada com 5Q0de Wash Solution(contendo etanol) e
centrifugada novamente a 14000 rpm em centrifugzelgorf 5417R (rotor F45-30-
11) por 5 minutos. A solugdo que percolou foi dasda e a minicoluna vazia foi
centrifugada por 1 minuto a 14000 rpm em centrifdgpendorf 5417R (rotor F45-30-
11). A minicoluna foi transferida para um tubo dignocentrifuga limpo. Entdo foram
adicionados 3QL de agua ultrapura autoclavada na minicoluna, carhjetivo de eluir

os fragmentos de DNA retidos. A coluna foi incubgma 1 minuto a temperatura
ambiente e centrifugada por 1 minuto a 14000 rpmcenirifuga Eppendorf 5417R
(rotor F45-30-11). O percolado contendo uma solagimsa dos fragmentos de DNA,
retido no tubo de microcentrifuga, foi estocad@@€ e analisado em gel de agarose
1,5%.

3.2.3 Clonagem

A estratégia de clonagem utilizada neste trabdthioa clonagem classica,
empregando enzimas de restricdo para clivar o geneetor, e liga-los através de DNA
ligase. As enzimas DNA ligases sé@o capazes dditasrde DNA clivadas por enzimas
de restricdo, ou seja, catalisam a formacéo dedemfosfodiésteres de fragmentos de
DNA (ZAHA et al, 1996). Um desenho esquematico das etapas dagelon e
mostrado na figura 3.2.
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Figura 3.2 Desenho esquematico das etapas realizadas ngeforfeonstrucdo do vetor pET28IpP).

O vetor utilizado nesta clonagem, foi o pET28b \&fgen). O vetor pET28b
utiliza o promotor do bacteriofago T7 RNA polimeras marcador de resisténcia a
canamicina. O mapa do vetor pET 28b é mostradauoeaf3.3.
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Figura 3.3 Mapa do vetor pET28a, igual ao pET28b (Novagenin&pa mostra a origem de replicacao

(ori), o repressolac (lacl), o gene de resisténcia a canamicina (Kan) emddtmltipla clonagem (seta
em preto sélido).
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Apo6s a purificacdo do gerodpP amplificado, foram realizadas as digestbes do
geneclpP e do vetor pET28b com as enzimas de digeXtéb e Ncd. Na reagéo de
digestdo do genelpP, empregando agua ultrapura como solvente, foralizagios
aproximadamente 8g do gene, 5U d&hd (Invitrogen), 3uL de solucdo tampéao
react2 (Invitrogen), em um volume total de reacdo deuBONa reacdo de digestdo do
vetor pET28b, empregando agua ultrapura como swyeforam utilizados
aproximadamente 0,bg do gene, 5U d&hd (Invitrogen), 4uL de solucdo tampéao
react2 (Invitrogen), em um volume total de reacdo de |40 As reacOes foram
incubadas por 2 horas a 37°C. ApGs este tempo foeirados 2uL de cada reacéo e
adicionados 5U da enzimdcd (Invitrogen) e 2U de enzimXhd. A reagdo com o
gene clpP foram ainda adicionados maik dle solucéo tampa®act2 (Invitrogen) e o
volume completado com agua ultrapura al4@ a reacdo com o vetor foram ainda
adicionados maispl de solucdo tampaceact2 (Invitrogen) e o volume completado
com agua ultrapura a 5. As reacdes foram incubadas por 1 hora e 30 wsnat
37°C. ApoOs este tempo as reacdes foram incubadag®oninutos a 65°C para a
inativacdo das enzimas. Os produtos das digestias fpurificados através do kit
Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promegayelsma forma exemplificada
na secao 3.2.2.3, exceto pelo fato de que a solMgiobrane Binding Solutiofoi
adicionada diretamente a solugdo com os produtagesatdo e ndo ao gel de agarose.
As reac0Oes de digestao purificadas foram confirmada eletroforese de gel de agarose
0,8%.

Com o genelpP e o vetor pET28b digeridos, foi realizada a cagsto do vetor
PET28bLIpP através de ligacdo com a enzima T4 DNA ligaseitfloyen), respeitando
na reacado de ligacdo a razdo molar inseBj/vetor de 5/1. Foram realizadas duas
reacOes de ligacdo, uma com o vetor e 0 gene,ra (mdntrole negativo) utilizando
apenas o vetor. As reagdes foram compostas pog 86 genelpP (exceto no controle
negativo), 50 ng do vetor pET28b, 1U de T4 DNAdig® 4uL da solucédo tampédo 5X
Ligase Reaction Buffefinvitrogen) sendo o volume completado at@l2@om agua
ultrapura autoclavada. As reacdes foram incubadad ora a 25°C. Esta reacao foi

utilizada para fazer a transformacédo em célulacaempetent&. coli TOP10.
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3.2.4 Preparacédo de células eletrocompetentes

A cepaEscherichia coliTOP 10 (Invitrogen) foi utilizada como hospedeim d
vetor construido nas rotinas de clonagem e a Espherichia coliBL21 Star (DE3)
(Invitrogen) foi empregada como hospedeiro paraetrvconstruido nas rotinas de
expressdo da proteina. A cepscherichia coliTOP 10 é ideal para a propagacdo do
plasmideo, permitindo a replicacdo estavel de pldsos de alto nimero de copias e
possui genotipolF- mcrA A(mrr-hsdRMS-mcBC) ¢80acZAM15 AlacX74 recAl
araD139 A(araleu) 7697 galU galK rpsL (StrR) endAl nupG. J& a cep&scherichia
coli BL21 Star (DE3) possui genétipo: 8mpT hsdS (rs'mg’) gal dcm rnel3XDES3).
Esta cepa possui 0 gene que codifica a T7RNA padisgesob controle do promotor
lacUV5, o qual pode ser induzido por IPTG. Além disssta cepa € deficiente nas
proteaseson e OmpT, reduzindo a degradacéo das proteinasoltgjas expressas, e
possui uma mutagcdo no genme, que codifica para a RNAse E, aumentando a
estabilidade do mRNA.

A transformacao dos hospedeiros com o plasmidestreodo pET28lmpP foi
feita por eletroporacdo das células. Para iss@&latas passaram por um processo com
lavagens sucessivas para a retirada do sal presentgeio de cultivo. Para obter as
células eletrocompetentes, uma colonia isoladanfiulada em em meio LB (Luria-
Bertani), 5g/L de extrato de levedura (BD), 10gk tdptona (BD), 10g/L de NaCl
(Merck), pH 7, e entéo, incubada a 37°C e 200 rpnilp horas. Depois deste periodo,
2,5 mL deste pré-inéculo foram inoculados em 250dalLB e incubado a 37°C e 200
rom até a biomassa atingir a fase exponencial descienento (Ab&onm
aproximadamente 0,7). O cultivo foi entdo colocadogelo por 15 minutos e, logo
apos, dividido em duas aliquotas, as quais forantriieggadas por 20 minutos a
4000rpm e 4°C em centrifudgppendorf 5810R (rotor A-4-62). O sobrenadante foi
descartado e as células de cada aliquota ressaspem® 0 mesmo volume de agua
ultrapura gelada. As células lavadas foram divelidm aliquotas de 40 mL e foram
novamente centrifugadas nas mesmas condicfes aaeseriO sobrenadante foi
descartado e as células ressuspensas delicadasne2@mL de dgua ultrapura gelada.
As células foram centrifugadas (nas mesmas comgligd® sobrenadante descartado.
Nesta etapa as células foram ressuspensas com demglicerol 10% gelado e cada
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duas aligquotas foram reunidas em uma, para aumenalume das amostras. As trés
aliquotas resultantes foram centrifugadas por 1HButos a 4000rpm e 4°C em
centrifugaEppendorf 5810R (rotor A-4-62) e resuspensas contotethde 1mL glicerol
10% gelado (dividido entre as 3 aliquotas). As ledlfioram aliquotadas em amostras
de 100uL e congeladas rapidamente em gelo seco com aktdao (-45°C). As

aliquotas com as células eletrocompetentes foréonagas a -70°C.

3.2.5 Transformacéo descherichia coli

As células deE. coli eletrocompetentes preparadas foram utilizadas como
hospedeiros para o plasmideo construido pETg8R/A insercdo deste plasmideo nas
células foi feita por eletroporacdo. O método a@dreporacdo consiste na inser¢cdo do
plasmideo na célula mediante um choque elétricagqual produz rompimentos

transientes na membrana celular.

Para a eletroporacao foram misturados delicadanpata evitar a formacéo de
bolhas, 10uL da reacdo de ligacdo (secdo 3.2.3) e L0QOde E. coli TOP 10
eletrocompetente. A mistura foi transferida paraawnbeta de 0,2cm de espessura
entre os eletrodos, e entdo submetida a uma dasebé#fica por cerca de 5ms, com
voltagem de 2,5 kV, capacitancia de|dse resisténcia de 20D em um eletroporador
Gene Pulser® Il (Bio-Rad). Apdés o choque elétri@pidamente foram adicionados
1 mL de meio SOC estéril e a mistura foi transtenmira um recipiente de 15 mL
estéril e incubada a 37°C, sob agitacdo de 200 ppm1 hora. Depois deste periodo
200 uL da mistura foram plaqueados em placa de LB Agatendo 50ug/mL de
canamicina. As placas foram incubadas em estufZ°€ ®or 16 horas. A placa
contendo antibiotico permite fazer a selecdo d&n@s que foram transformadas com
o plasmideo contendo o gene de resisténcia a caimamiNo entanto, algumas células
podem ser transformadas apenas com o vetor pE§28bp genelpP. Por isso, se faz
necessario o uso de outras técnicas, além da prest&iva na placa, para confirmar as
cepas transformadas com a construcao pETREbOue deram origem as colbnias na
placa. Além disso, todo o procedimento de transigémn também foi efetuado com a
reacao de ligacdo apenas com o vetor pET28b (dentegativo mostrado na secao
3.2.3).
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Apés a confirmacdo do clone positivo, transformactum a construcéo
pPET28bLIpP de maneira correta, este plasmideo € extraidmsfarmado, pelo mesmo
procedimento apresentado acima, na cEpecoli BL21 Star (DE3) utilizada para

expressao da proteina ClpP.

3.2.6 Selecéao de clones e preparacéo de estoquggerol

A selecédo dos clones que foram transformados cplasmnideo foi feita através
do plagueamento das células em meio LB agar cossdoeseletiva (uso de antibidtico,
canamicina). Apenas as células com o plasmideaabmpssui gene de resisténcia a
canamicina, foram capazes de crescer em meio cienaesbiotico. No entanto, como
mencionado na secdo anterior, algumas coléniasftranadas podem ter recebido o
plasmideo com algum tipo de ndo conformidade, cporoexemplo, com o0 gene de
interesse ligado de forma errada, alguma basepocaila de maneira errbnea no PCR
ou até mesmo sem o0 gene. Para fazer a selecamaagiolénias presentes na placa
foram selecionadas, transferidas para outra plara tB agar e 50ug/mL de
canamicina, e ainda inoculadas em meio LB liquidm &0 pg/mL de canamicina e
incubadas a 37°C e 200 rpm por 16 horas. A paested cultivos foram feitos os
estoques de glicerol (chamados de banco mée) extesm;@es plasmidiais para a

confirmacao dos clones (padrao de digestédo e seigiieento).

O estoque de dglicerol foi realizado utilizando @B00do cultivo, citado
anteriormente, de cada clone e a este volume fathomonados 3Qd. de glicerol 50%

estéril. Os estoques foram armazenados a -70°C.
Os mesmos procedimentos (estoque de glicerol mgéda plasmidial) foram

repetidos para a cep@. coli BL21 Star (DE3) apdés a sua transformacdo com a
construcao pET28blpP-C2P.
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3.2.7 Extracdo de DNA plasmidial

A extracdo de DNA plasmidial foi utilizada em aigas partes deste trabalho,
como para a digestao dos plasmideos e sequenc@o@Enimesmos para confirmacao

dos clones e para verificacao da correta sequéeajneclpP no vetor pET28laipP.

Para a extracdo de DNA plasmidial, foi utilizadokid Wizard® Plus SV
Minipreps DNA Purification System (Promega). Estdesna é baseado na separacéo
do DNA plasmidial através de uma membrana de gilieaente dentro de uma coluna.
As extracdes foram feitas a partir de 10 mL de whivo de 16 horas das células
contendo o DNA plasmidial. O cultivo foi centrifud@por 5 minutos a 4000 rpm em
centrifugaEppendorf 5810R (rotor A-4-62) e o sobrenadanteatésdo. As células
foram resuspensas com 2b0da solucadCell Resuspensiofb0 mM de Tris-HCI (pH
7.5), 10 mM de EDTA, 10Qug/ml RNase A) e, logo apos, adicionados 2&0da
solugéaoCell Lysis(0,2 M de NaOH, 1% SDS). A mistura foi invertida fyoavezes,
cuidadosamente, e entdo adicionadogll@a solucao de Protease alcalina. Novamente
a mistura foi invertida quatro vezes, cuidadosameatincubada por 5 minutos a
temperatura ambiente. Apés estes 5 minutos, fordicioaados 35QuL da solucéo
Neutralization(4,09 M de hidrocloridrato de guanidina,0,759 M detato de potassio,
2,12 M de é&cido acético glacial), a mistura foidrtida quatro vezes e centrifugada a
14000 rpm por 10 minutos em centrifuga Eppendoif7&4(rotor F45-30-11). Depois
da centrifugacdo o sobrenadante clarificado fondfierido para a coluna com a
membrana e esta centrifugada por 1 minuto a 14p60 em centrifuga Eppendorf
5417R (rotor F45-30-11). O percolado foi descartadocoluna lavada com 75Q de
Wash solution60% de etanol, 60 mM de acetato de potassio, 8/B3d& Tris-HCI,
0,04 mM de EDTA) e centrifugada por 1 minuto a 168m em centrifuga Eppendorf
5417R (rotor F45-30-11). Novamente o percoladodiscartado, a coluna foi lavada
desta vez com 250L de Wash solutiore centrifugada a 14000 rpm por 2 minutos em
centrifuga Eppendorf 5417R (rotor F45-30-11). Aucal foi transferida para um tubo
de microcentrifuga de 1,5 mL e a ela foram adidosab0ul de ultrapura autoclavada,
para eluir o DNA plasmidial, e centrifugada por ihuto a 14000 rpm em centrifuga
Eppendorf 5417R (rotor F45-30-11). A solucdo pexdal contendo DNA plasmidial,
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foi estocada a -20°C. O DNA plasmidial foi visuaio em eletroforese em gel de

agarose.

3.2.8 Confirmacéao dos clones

A confirmacédo dos clones foi feita primeiramenteads do padrdo de digestdo
dos plasmideos extraidos, com enzimas de restegfecificas, e depois através de

sequenciamento do plasmideo.

3.2.8.1 Digestdo com enzimas de restricao

Para a confirmacédo dos clones, os plasmideos @odrdoram submetidos a
digestdo. A digestéo foi realizada para confirmaresenca do gene no plasmideo e
para confirmar a ligagdo do inserto de maneiraetarrPara isto foram selecionadas
enzimas de restricdo de maneira que uma fosse dap#igerir o gene e outra de digerir
o vetor, formando dois fragmentos facilmente iderdtveis em eletroforese de gel de
agarose. Para a digestdo foram selecionadas amnamRst e EcCoR/, capazes de
digerir o genelpP e o vetor pET28b, respectivamente. Desta forma, @@onfirmacao
dos clones, ao digerir os plasmideos extraidosaauas enzimas sdo esperadas duas
bandas de 1697pb e 4134pb.

As reacgOes de digestao foram realizadas utilizéapdloda extragdo plasmidial
(cerca de 200 — 250 ng de DNA), 2U BHeoRV (Invitrogen), 2U dePstl (Invitrogen),
1 uL do TampéaoReact2(Invitrogen), e o volume completado com agua uiirapaté
10 puL. Também foram realizadas digestdo apenas do yEdR28b comEcoR/ e
apenas do geradpP comPst, como controle positivo para as enzimas. A reagimnas
com o gene foi realizada utilizando aproximadam&0t@ng de DNA, 2U destl, 1 uL
do TampadReact2e o volume completado com agua ultrapura atgl1@®ara a reacao
com o vetor pET28b foram utilizados aproximadam&o@ ng de DNA, 2U d&coRV
2 uL do TampadReact2e o volume completado com agua ultrapura atgl2d odas as

reacdOes de digestao foram incubadas a 37°C paora6.h

41



3.2.8.2 Sequenciamento

O plasmideo pET28tpP extraido e confirmado por digestdo, foi sequemciad
para verificacdo do correto posicionamento do genglasmideo e para confirmacéo da
correta incorporacédo de bases no gene durante 0 ®GRqguenciamento foi realizado
com terminadores fluorescentes (Big Dye, Appliedosgstems) utilizando o
sequenciador capilar ABI PRISM® 3100 (Applied Bistgms) do Laboratério de
AIDS & Imunologia Molecular — I0C/Fiocruz. Paraeagdo de sequenciamento foram
feitas seis reacOes, quatro contendo os oligontidesrs iniciadores capazes de
amplificar a partir de uma regido do plasmideo g&i@so e anti-senso), duas com cada,
uma com o oligonucleotideo pET28bHisClpPf (Sensajma com o oligonucleotideo
pPET28bHisClpPr (anti-senso). Além destas seis esgddi realizada uma reacdo, como
controle positivo, utilizando o oligonucleotidicigrador MI3 e o vetor pGEM como
DNA a ser sequenciado. As reacdes, utilizando adwapura como solvente, foram
compostas por: 150 ng de DNAuP de solugéo tampéo Mg&£(400 mM Tris pH 9,0,
10 mM MgCLh), 2 uL de Big Dye (Applied Biosystems), 3,2 pmol do olgicleotideo
iniciador e o volume completado atédlQ O programa utilizado no termociclador para
a extenséao das fitas foi de 1 minuto a 95°C patasaaturacéo das fitas e depois 30
ciclos composto pelas seguintes etapas: 96°C psedindos, 50°C por 5 segundos e
60°C por 4 minutos. As reacdes foram armazenaddCaprotegidas da luz, até o
momento da precipitacdo. O DNA foi precipitado casopropanol e seco em
concentrador centrifugo a véacuo (VacufUfeppendorf). As amostras foram entdo
submetidas ao sequenciador capilar ABI PRISM® 31ApPplied Biosystems). A
sequéncia foi analisada e comparada com as seg8édepositadas nGenBank
utilizando programa CLUSTAL W.

3.2.9 Preparacéo de lote de trabalho e viabilidatidar

Apé6s as confirmacbes do clone positivo, o plasmigd=T28bélpP-C2P
extraido deste clone foi transformado Entoli BL21 Star (DE3). Os clones desta cepa
foram confirmados e a partir deles foi preparado late de trabalho, estocado em
glicerol. A partir deste lote que foram realizatladas as expressfes da proteina ClpP
deste trabalho.

42



O lote de trabalho foi preparado a partir do astode glicerol (banco méae) dos
quatro clones selecionados e confirmado& .deoli BL21 Star (DE3)/pET28blpP. As
cepas foram crescidas em 10 mL de meio LB (5 g/exdeato de levedura (BD); 10 g/L
de triptona (BD); 10 g/L de NaCl (Merck), pH 7),riguecido com 1% de glicose
(Merck), 0,4% de glicerol e 50g/mL de canamicina (Sigma), a 37°C e agitacdo de
200 rpm, até atingirem Ab®nm de aproximadamente 1,0. Foram preparadas varias
aliquotas com 10QL do cultivo e 100uL de glicerol 50% estéril. As aliquotas com

(lote de trabalho) foram estocadas a -70°C.

As expressoes foram sempre realizadas a partie esico de trabalho, sendo
gue as aliquotas sempre que utilizadas eram amaligdanto a viabilidade celular,
apresentando em torno de®10FC/mL. A viabilidade celular do lote de trabaltia
cepa recombinant&. coli BL21 Star (DE3)/pET28blpP foi avaliada a partir da
contagem de UFC (Unidades Formadoras de Colonoaantfeitas diluicbes seriadas
em PBS pH 7,4, e estas diluicdes foram plaqueadiaplacas de Petri contendo LB
Agar e canamicina 5Qg/mL. Na figura 3.4 é mostrado um desenho esqueméts

etapas realizadas na andlise de viabilidade celular

10wl 100uL 100ul  100ul 100Ul
Emostra
Lote de trabalho
Estoque em glicerol R Fmy P i
(-70°C) ‘ Viabilidade pES pssi pes  [Joes  Uoss BS
1o 10 10°¢ 107

celular 10 10*
\ T *

Figura 3.4 Desenho esquematico dos procedimentos realizadtasamnalise de viabilidade celular.
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3.2.10 Crescimento celular e curva de massa secélulas

A avaliacdo do crescimento celular foi realizattaees de medidas de Absm
No entanto, todas estas leituras foram converpdas massa seca de células. Para tanto
foi realizada uma curva de absorbancia em funcamdeentracdo de células em massa

seca para realizar as conversoes.

Para fazer a curva foi utilizado um precipitadlules proveniente de 200 mL do
cultivo da cepéE. coli BL21 Star (DE3)/pET28bIpP com 4 horas de expressao. O
precipitado foi lavado exaustivamente com aguailddatgelada até a obtencdo de um
sobrenadante limpido. Com este precipitado lavai@reparada um suspensdo em
baldo volumétrico com concentracao final de 21,29d@ massa umida de células/mL.
Foram transferidos 5 mL desta suspensao para umea previamente pesada, e este
conjunto levado a estufa a 60°C até obtencdo dsam@sistante. Com esta massa foi
possivel obter a concentracdo de massa seca dast@lu da suspensdo preparada. A
partir da suspenséao de 21,29 mg de massa umidaudasémL foram preparadas outras
suspensdes diluidas em agua destilada 100, 7805@5 e 20 vezes. Estas suspensdes
foram submetidas a leitura de Afsm Com isso foi tragcado um gréfico da Aksmem
funcdo da concentracdo de células em massa sessine @btido através de regresséo

linear a equacédo que correlaciona &kg, com concentracdo de massa seca de células.

3.2.11 Expresséo e preparagdo dos extratos pretgiza analise de solubilidade
Primeiramente para realizar a expressao da peoteiam utilizados os lotes de

trabalho dos quatro clones Hecoli BL21 Star (DE3)/pET28blpP. Um esquema geral

dos procedimentos realizados para fazer a express@i@ndlise de solubilidade da
proteina heteréloga é mostrado na figura 3.5.
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Figura 3.5 Esquema dos procedimentos realizados nos expdomeate expressao e andlise de

solubilidade da proteina.

Para fazer o pré-indculo, 1 do lote de trabalho da bactéria recombindhte
coli BL21 Star (DE3)/pET28b/clpP foram inoculados ennil0de meio LB (5 g/L de
extrato de levedura (BD); 10 g/L de triptona (BB);g/L de NaCl (Merck), pH 7)
enriguecido com 1% de glicose (Merck), 0,4% deegbt e 50ug/mL de canamicina
(Sigma). O pré-indculo foi incubado por 16 hora87C e 200 rpm, em frascos
agitados de 50 mL. Apds as 16 horas, o in6culgifeparado, em frascos de 500 mL,
com 2 mL do pré-inéculo em 100 mL do meio LB eneigdo com 1% de glicose
(Merck), 0,4% de glicerol e 50g/mL de canamicina (Sigma). O cultivo foi incubado
37°C e 200 rpm até atingir a fase exponencial decanento (Abgonm entre 0,65 e
0,75). Neste ponto, a expressao foi induzida conmmM de IPTG (isopropiB-D-
tiogalactopiranosideo) por 4 horas. Amostras dd_Idmcultivo foram retiradas, antes
e ao final das 4 horas de expressao, e centrifggpdsa avaliar a expressao da proteina

ClpP e também sua solubilidade.

Para avaliar a expressdo da proteina foram utdgas precipitados celulares
obtidos das amostras de 1 mL retiradas dos culawbes (ndo induzido) e apos as 4
horas de expressao. Aos precipitados foi adiciortadgpao Tris-HCI 60 mM pH6,8,
10% de glicerol, 5%3-mercaptoetanol, 2% de SDS e 0,5% de azul de bembf
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seguindo a razéo de 28 de tampéo para cada 0,1 de &bs, As amostras foram
incubadas em banho de agua fervente por 5 minupticadas em Gel de Eletroforese
Desnaturante de Poliacrilamida com SDS 12,5% (SBGH). Foram realizadas
corridas a 120 V por 90 minutos e entdo os géeacrorados com Coomassie Blue R-
250.

Para a analise de solubilidade da proteina expfessa utilizadas as amostras
de 1mL retiradas ao final das 4 horas de expreds@aultivos realizados a partir dos
clones E. coli BL21 Star (DE3)/pET28blpP-C2P/2 e E. coli BL21 Star
(DE3)/pET28b¢lpP -C2P/4. As amostras foram resuspendidas em taapdise (Tris
20 mM; EDTA 1 mM, pH8,0), seguindo a razao (&5 de tampé&o para cada 0,1 de
AbSsoonm (Normalizando pela Absnn), obtendo os extratos totais das proteinas. Os
extratos totais foram submetidos a ultra-som paocaiciclos de 10 segundos com
amplitude de 30% em sonicadBonics&Material Inc Através de centrifugacéo foram
separadas as fragBes sollveis e insolUveis dasimasttotais dos cultivos. A estas
fracbes foi adicionado tampéo Tris-HClI 60 mM pH6X®% de glicerol, 5%p-
mercaptoetanol, 2% de SDS e 0,5% de azul de bromwfés amostras foram
incubadas em banho de agua fervente por 5 minutestd aplicadas em gel de
poliacrilamida 12,5%. Foi realizada corrida a 12@df 90 minutos, e apds a corrida, o

gel foi corado com Coomassie Blue R-250.

3.2.12 Otimizacao da expresséao por planejamenéxgerimentos

Com o objetivo de otimizar alguns parametros irtgraes na expressado da
proteina ClpP foi realizado um planejamento fata@iaois niveis com duas variaveis
(229). Neste trabalho foram avaliadas as influéndasduas variaveis do processo,
concentracdo de canamicina e concentracao de 80 o crescimento celular, sobre
a concentracdo de proteina e sobre a estabilidedenidial. Antibidticos, como a
canamicina, sao largamente utilizados em escalardtirial para fazer a pressao
seletiva no meio, evitando a segregacao do plasmj@eue a maioria dos plasmideos
utilizados possui um gene marcador de resisténeilgan antibiotico. A segregacgao
plasmidial pode ter reflexos muito importantes neodptividade da proteina

recombinante principalmente em escala industrial.eNtanto, em escala industrial o

46



uso destes antibidticos se torna inviavel por wamotivos. Os antibidticos possuem um
custo elevado e, além disso, contaminam o produpseeisam ser completamente
removidos nos processos de purificacdo dos prodatos fins farmacéuticos ou

alimenticios (FRIEHS, 2004). Por estes motivostadssda variavel canamicina € téo
importante neste processo, no entanto, a variagdantbiotico no cultivo pode ter

reflexos sérios na instabilidade plasmidial. O IPTaBnbém é uma variavel muito

importante no processo, principalmente em largalas¢a que também possui custo
elevado e a sua toxicidade o torna contra indigag@@ proteinas de uso humano
(HANNING E MAKRIDES, 1998).

A matriz do planejamento fatorial utilizado nesttudo € mostrada na tabela
3.2. Foram realizados 8 experimentos, sendo quesdegperimentos 4 foram réplicas
no ponto central. Os 8 experimentos do planejamieméon realizados com o clorte
coli BL21 Star (DE3)/pET28blpP-C2P/4. Para fazer o pré-indculo,ul0do lote de
trabalho da bactéria recombinaiitecoli BL21 Star (DE3)/pET28blpP-C2P/4 foram
inoculados em 10 mL de meio LB (5 g/L de extratoleleedura (BD); 10 g/L de
triptona (BD); 5 g/L de NaCl (Merck), pH 7) enriguéo com 1% de glicose (Merck),
0,4% de glicerol e 5Qg/mL de canamicina (Sigma), e incubados por 16shard7°C e
200 rpm. A cada pré-inoculo realizado, a viabilelacelular do lote de trabalho
utilizado foi avaliada conforme descrito na sec¢cd&3 sendo todas avaliadas em torno
de 16 UFC/mL.

Tabela 3.2 Tabela com as condi¢cdes dos experimentos do plaeejto fatorial 22. Os numeros entre

parénteses sdo os valores das variaveis indepesdeimalizados.

Experimento IPTG (mM) Canamicina (ng/mL)

1 0,1 (-1) 0(-1)
2 0,1 (-1) 50(1)
3 1(0) 0(-1)
4 1(0) 50(1)

PC5 0,55 (0) 25 (0)

PC6 0,55 (0) 25 (0)

PC7 0,55 (0) 25 (0)

PC8 0,55 (0) 25 (0)
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O in6culo foi preparado em frascos de 500 mL, corml2 do pré-inoculo
saturado em 100 mL do meio LB com a mesma compmsigéoncentracdes do pre-
indculo, exceto a concentragdo do antibidtico caciaenque variou de acordo com 0s
experimentos do planejamento fatorial (tabela 32)cultivo foi incubado a 37°C e
200 rpm. A inducéo da expressao da proteina rec@nta com IPTG (isopropfl-D-
tiogalactopiranosideo) foi feita por 4 horas aipada fase exponencial de crescimento
(com Absoonm entre 0,65 e 0,75), variando a concentracdo dé& IEHromega) de

acordo com os experimentos do planejamento fat@abéla 3.2).

As analises estatisticas foram feitas através rdgrgma STATISTICA 6.1,
empregando as variaveis normalizadas. O efeitoada am dos fatores foi estimado,
assim como o erro padrdo, e avaliado pelo téstonsiderando estatisticamente
significativos aqueles copx0,1 (RODRIGUES E IEMMA, 2005).

3.2.13 Avaliacdo do crescimento celular e quarifio da proteina expressa em SDS-
PAGE

Apos 4 horas de inducdo, o crescimento foi medido AbSoonm (AbSina)-
Amostras de células antes da inducdo e ao finatulivo de cada condicdo de
expressdo do planejamento experimental foram resgap em tamp&o de amostra,
obtendo os extratos totais das proteinas, segaimdpdo 2pL de tampé&o para cada 0,1
de Absoonm NOrmalizando as amostras pela &bs, Estas amostras foram aplicadas
em gel de poliacrilamida 12,5%, corado com CooreaBhie R-250. Neste mesmo gel
também foi aplicado um marcador de massa molar L{Aidersham Bioscience), com
bandas de 97kDa, 66kDa, 45kDa, 30kDa, 20,1kDa d&kD&, e concentragbes
conhecidas de proteina em cada banda, para corparagm as bandas
correspondentes a proteina ClpP. A quantidade ateipa expressa em cada condi¢cao
foi analisada por densitometria em equipamento H&d- (GS-800 Calibrated
Densitometer) e programa QuantityOne 4.4.1. Atraleesarcador de massa molar foi

feita uma curva padréao, com a qual foi calculadarecentracdo de proteina expressa.
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3.2.14 Analise da segregacéo plasmidial

A segregacdo plasmidial foi avaliada através datagem de UFC (unidades
formadoras de colbnia) na presenca e ausénciardengzna (BAHERIet al, 2001;
TOMAZETTO et al, 2007). As analises foram realizadas através Gaull@o cultivo,
0s quais passaram por diluicdes seriadas em PESl et a diluicdo 18 Foram
colocados 1QuL de cada diluicdo, em no minimo 3 réplicas, entgdade LB Agar,
com canamicina 5Qg/mL e também sem o antibiotico. A estabilidadesipi@ial foi
mensurada através dre(fracdo de células com plasmideo), para tantoealizada a
razao entre a contagem de coldnias da placa coibiGicb (apenas células com
plasmideo) e a contagem de colénias da placa sdimiétino (total de células
presentes). A figura 3.6 mostra um desenho esqimmdas etapas realizadas na

analise da segregacéao plasmidial.

100ul 100ul 100uL 100ul 100ul 100ul
s T A T A A T A e
amostra
900uL 900uL | [900uL soout | fooour | Jsoour
PBS PBS PBS PBS PBS PBS
10" 10 103 104 105 10°¢
10ul ‘ lOuLl IOuLl IOuLl 10ul
4 4
Expresséo (4h) 10105 10105
R e 10 — 10%
107 T 0 L
108 108
LB LB com Canamicina

Figura 3.6 Desenho esquematico das etapas realizadas nseathélsegregacao plasmidial.

As diluicbes foram feitas de modo que na placapsenestivessem presentes
uma diluicdo sem células e uma diluicdo com crescim confluente. Na figura 3.7,
para exemplificar, € mostrada uma foto das plaeakzadas no experimento PC8 do

planejamento fatorial realizado neste trabalho.
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Figura 3.7 Fotos das placas de LB agar, com e sem canamitasagnalises de segregacado plasmidial do
experimento PC8 do planejamento fatorial.

3.2.15 Validagéo da condig&o otimizada no planepontatorial

Apos as andlises do planejamento fatorial, foraatizadas réplicas da condicao
de cultivo otimizada para validar os resultadosdaistno planejamento. Apés a inducéo
foram retiradas amostras a cada hora para avaliamética de producdo da proteina

ClpP, o crescimento celular e a segregacao plaaimigstas analises foram realizadas
conforme descrito anteriormente.

3.2.16 Purificacao

A purificacédo da proteina ClpP clonada de fornsareexpressa fusionada a uma
cauda de histidina foi realizada por cromatografea afinidade através de coluna
empacotada com resina contendo ions niquel imabidg (HisTrap™ HP, GE
Healthcare) de 1 mL, em HPLC AKTA Purifier 10 systtAmersham Biosciences).

Primeiramente, a purificacdo foi realizada com sinas preparadas de duas
maneiras distintas, a partir de um precipitadolaelproveniente de uma expresséao de 4
horas a 37°C e 200 rpm. Em uma das amostras faadfh a solugcdo tampao Tris
20 mM, EDTA 1 mM, imidazol 20 mM, pH8,0, tanto pdeer a lise celular quanto
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para equilibrar a coluna utilizada na purificacia outra amostra foi utilizada a
solugdo tampao Tris 20 mM, EDTA 1 mM, imidazol 5 mdH8,0 também para fazer a
lise celular e para equilibrar a coluna utilizadgparificacao.

As amostras foram aplicadas na coluna (cerca dedl2le proteina total) e o
material que atravessou a coluna, ndo adsorvidagéomlhido para posterior analise
como sendo a fracdo ndo adsorvida. Apds, a cohiredida com solugdo tampéao Tris
20 mM, EDTA 1 mM, pH8,0, fazendo um gradiente da @ M de imidazol, para a
desorcéo das proteinas. Amostras foram sendo réasldo material eluido da coluna

em diferentes concentracdes de imidazol para asjdissteriores.

Depois destas duas amostras, ainda foram readizadés duas analises com
outras duas amostras. No entanto, desta vez fiziagth solucdo tampéao Tris 20 mM,
EDTA 1 mM, DTT (Ditiotreitol) 1 mM, pH8,0 para edirar a coluna e para fazer a
lise celular de uma das amostras e solugcdo tamp&®0 mM, EDTA 1 mM, DTT
1 mM, 1 mM imidazol, pH8,0, para equilibrar a cadua fazer a lise celular da outra
amostra. A purificacdo destas duas amostras fdizada em coluna de niquel da

mesma forma como nas duas primeiras purificagoes.

As amostras eluidas nas quatro purificacdes faaatisadas através de SDS-
PAGE 12,5%.

3.3 Clonagem utilizandoBacillus subtilis como sistema de expressao

3.3.1 Caracterizacéo da cepaBieillus subtiliswB600

A cepa deBacillus subtiliswB600 (WUet al, 1991) empregada neste trabalho
foi gentilmente cedida pelo professor Dr. Sui-Larony da Universidade de Calgary —
Canada. Esta cepa € deficiente de seis das primgpeeases extracelulares presentes
em Bacillus subtilis.Os esporos da cepa foram abertos no Laboratoribigielogia
Bacteriana (LFB) e Colecdo de Culturas do Gérimaillus e Géneros Correlatos
(CCGB) do Instituto Oswaldo Cruz — FIOCRUZ. Estepaos foram inoculados em

meio LB com 5ug/mL de eritromicina e lincomicina e incubados & por
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aproximadamente 16 horas. Através desta culturanfofeitos novos estoques de
esporos em papel filtro, estoques em LB agar (comghnL de eritromicina e
lincomicina) inclinado, e isolamento de colbnias placas também de LB agar (com
5 ug/mL de eritromicina e lincomicina). Em parcerianct o LFB e CCGB foram

realizados ensaios de caracterizacao desta ceggndeo e espécie.

A morfologia das coldnias foi caracterizada atsadé sua visualizacdo nas
placas e a morfologia celular foi caracterizada quoracdo de Gram e também por
visualizagdo em microscopio de laminas a frescoarRoainda realizados ensaios
bioquimicos, como reducdo de nitrato, Voges-PraskgdWP), utilizacdo de citrato,
arabinose, xilose e glicose, crescimento em difeserconcentracdes de NacCl,
degradacédo da caseina, do amido e da geltihamndlise em placas de agar sangue,
entre outros. Foram também realizados testes Iogos através do sistema de

identificacdo Api 5CCHB (Biomerieux).

3.3.2 Desenho do gewctpP sintético e vetores utilizados

Para fazer a expressdo da proteina Bmsubtilis um gene sintetizado
guimicamente foi utilizado. O gene foi desenhadoaderdo com a sequéncia da
proteina ClpP obtida no seqienciamento da constrp¢al28bélpP-C2P. A esta
sequéncia ainda foi adicionado a sequéncia dodepsinalEpr (BROCKMEIER et
al., 2006) e um sitio de clivagem entre o peptideal #na seqiéncia da proteina. Os
codons utilizados no gene sintético foram otimizadara os cdédons mais frequientes
utilizados pomB. subtilis O gene sintético, flanqueado pelas enzimas deg@&s¥ba e
BamH, foi inserido no vetor pBluescript Il SK para aanutencdo do gene, o qual
passou a se chamar pBSKCIpP717. O mapa do vetoK@PBB717 é mostrado na
figura 3.8, e sua sequéncia juntamente com a seiglido gene sintético se encontram

no apéndice A.
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Figura 3.8 Mapa do plasmideo pBSK ClpP717.

Para as rotinas de clonagem é&m coli JM109 e posterior expressdo em
B. subtilis o vetor utilizado foi o pHCMCO03 (NGUYEMt al,2005), gentilmente
cedido pela pesquisadora Rita C. Ferreira do Deperito de Microbiologia da
Universidade de Sao Paulo - Brasil. Este vetorypasgene marcador de resisténcia a
ampicilina e é capaz de se replicar tantoEernoli quanto enB. subtilis O pHCMCO03
utiliza o promotor BsiB que pode ser induzido por estresse térmico, asidgor

etanol. A figura 3.9 mostra o mapa do vetor pHCMCO03

53



pHCMCO3

G955 hps T

Figura 3.9 Mapa do plasmideo pHCMCO03 (NGUYE al,2005)

3.3.3 Preparo de células competentes para trarasf@orpor choque térmico

A cepaE. coli IM109 (Promega) utilizada para as rotinas de gemanesta
parte do trabalho possui o seguinte gendtipmiAl, recAl, gyrA96, thi, hsdR17 (K7,
m¢"), relAl, supE44, A(lac-proAB), [F'traD36, proAB, lagl9%ZAM15]. Esta cepa,
E. coliJM109, foi inoculada em LB e incubada por 16 har&3°C e 200 rpm. ApGs as
16 horas, 0,5 mL desta cultura foram inoculado$@mL de meio LB com 20 mM de
MgSO, e incubados a 37°C e 200 rpm até atingir a faperencial de crescimento
(Abssoonm aproximadamente 0,6). A cultura foi centrifugadd0®0 rpm e 4°C por 5
minutos. As células foram resuspensas em 20 mLndesolucado estéril gelada de 30
mM de acetato de potassio, 100 mM de RbCI, 10 mMCa€E}, 50 mM de MnCl e
15% de glicerol, com pH 5,8. As células resuspefimasn mantidas em gelo por 5
minutos e entdo centrifugadas por 5 minutos a $000e 4°C. Nesta etapa, as células
foram resuspensas em solucdo estéril gelada cantet@ mM de Mops
(Morfolinopropanosulfonico), 10 mM de RbCI, 75 mM €aC}, e 15% de glicerol,
com pH 6,5. As células resuspensas foram inculjaatags minutos em gelo. Apds este
periodo foram feitas aliquotas de 1,10 e congeladas rapidamente em gelo seco. As

aliquotas foram estocadas a -70°C.
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3.3.4 Clonagem

Nesta parte do trabalho a clonagem foi feitaaattlo o gene sintétiadpP e o
vetor pHCMCO03 (NGUYENet al, 2005). Um esquema geral das etapas realizadas na

construcdo do vetor para esta clonagem é mosteaéigura 3.10.

Digestdo: enzimas o
iz« BamHI e Xbal - //
e b

Gsdaer pBsK CipTIT

Digestdo: enzimas
+  BamHI e Xbal

pHCMCO3
- B9sSbps T

Enzima 3 =
T4 DNA ligase 4 pHCMCO3/clp

6955bps T

pHCMCO3
B955 bps == _

~rt
¥ £0f
i #8f

Figura 3.10 Desenho esquematico das etapas realizadas panataucao do vetor utilizado na clonagem

emB. subtilis

Para fazer a construcdo do vetor pHCMCIp# foram realizadas reacOes de

digestdo com o vetor pHCMCO3, para a sua linea&zag com o vetor pBSKCIpP717,
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para a liberacdo do insertdpP. Na reacdo de digestdo do vetor pBSKClpP717
empregando agua ultrapura como solvente, foramadids aproximadamentepd do
vetor, 10U deBamH (Fermentas), 4L de solugdo tampadango- 33mM de Tris-
acetato (pH 7.9 a 37°C), 10 mM de acetato de magn@&s mM acetato de potassio e
0.1 mg/mL de BSA - (Fermentas), em um volume tdéateacao de 20L. Na reacao

de digestdo do vetor pHCMCO03, empregando aguapulisacomo solvente, foram
utilizados aproximadamenteud do gene, 10U dBamH (Fermentas), 4L de solucdo
tampaoTango(Fermentas), em um volume total de reacédo del2@s reacdes foram
incubadas por 8 horas a 37°C. Apds este tempoima&ifiai inativada sendo incubada a
80°C por 20 minutos. Foram entdo adicionados 10@ndamaXba (Fermentas) em
cada reacdo de digestdo. As digestbes foram emtébddas a 37°C por 16 horas. As
digestdes foram visualizadas através de eletrad@asgel de agarose 1%. As digestbes
foram purificadas através do kit Wizard® SV Gel aR€R Clean-Up System
(Promega) da mesma forma exemplificada na secé®.3.2xceto pelo fato de que a
solucdo Membrane Binding Solutiooi adicionada diretamente a solugcdo com o0s
produtos da digestdo e ndo ao gel de agarose.a88a® de digestéo purificadas foram
confirmadas em eletroforese de gel de agarose 1%.

Com o geneclpP digerido (liberado do vetor pBSKCIpP717) e o vetor
pHCMCO03 também digerido, foi realizada a construcio vetor pHCMCO3/clpP
através de ligacdo com a enzima T4 DNA ligase (Eatas), respeitando na reacao de
ligacdo a razdo molar insertgP)/vetor de 5/1. Foram realizados dois tipos dedesc
de ligacdo, uma com o vetor e 0 gene, e outrar@enhegativo) utilizando apenas o
vetor. As reacdes foram compostas por 42 ng do gipfe (exceto no controle
negativo), 81 ng do vetor pHCMCO3, 5U de T4 DNAaBg e AiL da solucao tampao
10X T4 DNA Ligase Buffe(Fermentas) sendo o volume completado at@l2@om
agua ultrapura autoclavada. As reacbes de ligagéamf incubadas a 22°C por
diferentes tempos, 1 hora, 2 horas e 16 horas. Appsubacdo a enzima foi inativada
por incubagdo a 65°C por 10 minutos. Estas reafgiasn utilizadas para fazer a
transformacéo em célula competetecoli IM109.

56



3.3.5 Transformacéo por choque térmico

As células competentes de. coli JIM109 foram utilizadas como células
hospedeiras para a construgdao pHCMCO3/clpP. Paemsformacado, 1QL da reacéo
de ligacdo foram adicionados a 1(0 das célulasE. coli IM109 competentes. A
mistura foi incubada em gelo por 1 hora e apés testgo, foi realizado um choque
térmico a 37°C por 45 segundos. Depois do chogueidg, a mistura foi incubada
novamente em gelo por 2 minutos e logo apos, fadicionados 40QL de meio LB
contendo 0,4% de glicose e incubados a 37°C stdicagivigorosa por 30 minutos. As
células foram centrifugadas e ressuspensas and®LB, sendo entdo plaqueadas em
LB &agar com 10@g/mL de ampicilina.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Selecdo da proteina

A selecao das proteinas foi realizada utilizandafeentas de bioinformética e
dados disponiveis na literatura. Foram pré-seledas e analisadas trés proteinas,
ClpP, IgAl protease e Hialuronato Liase (Hyl).

Através da utilizacdo do programa Blastp (ALTSHetlal, 1990), a sequéncia
de aminoacidos da proteina ClpPSigopneumonia€GSP14, sorotipo 14, depositada no
GenBanksob o codigo Gl: 182629000, foi alinhada com aut@ntidas nos bancos de
dados, sendo o resultado deste alinhamento mostieadigura 4.1. Neste alinhamento
foram encontradas 55 sequéncias com 100% de ideetidom a seqiéncia da cepa
CGSP14, o que indica que a ClpP ¢é altamente cada®entre as diversas cepasSde
pneumoniaeDestas, foram escolhidas oito sequéncias de aciohus da proteina ClpP
e realizado o alinhamento, através do programa QWALSW (Figura 4.2). As
sequéncias escolhidas sao pertencentes as sequepgsS. pneumonia®1031 (Gl:
225856422),S. pneumoniae70585 (Gl: 225858557)S. pneumoniaeD39 (Gl:
116076792),S. pneumoniaéiungaryl9A-6 (G1:168994986%. pneumonia€GSP14
(G1:182629000)S. pneumonia&54 (GI1:194358110)$. pneumonia&6 (Gl: 934194)
S. pneumonia@IGR4 (Gl: 930696).
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}[]:efIHE 345245.1] [Ei ATP-dependent Clp protease proteclytic subunit [Streptococcus
pneumcniae TIGR4]

ref |NP 358250.1] LTP-dependent Clp protease proteclytic subunit [Streptococcus
pneumoniae R&]

ref|ZP 01408244.1] IE! hypothetical protein SpneT 02001230 [Streptococcus pneumonise

TIGR4]
P52 more sequence titles
Length=196&

GENE ID: 930696 clpP | ATP-dependent Clp protease proteoclytic subunit
[Streptococcus pneumcniae TIGR4] (10 or fewer PubMed links)

Score = 404 bkits (1038), Expect = 3e-111, Method: Compositiconal matrix adjust.
Identities = 196/196 (100%), Positiwves = 196/196 (100%), Gaps = 0/19& (0%)

fuery 1 MIPVWIEQTSRGERSYDIYSRELLKDRI IML.TGEFVEDNMANSVIAQLLFLDAQDSTEDIYL. &0
MIFVVIEQTSRGERSYDIYSRLLEDRI IMLTGFVEDNMANSVIAQLLFLDAQDSTEDIYL
Sbjct 1 MIFVVIEQTSRGERSYDIYSRLLEDRI IMLTGFVEDNMANSVIAQLLFLDAQDSTKDIYL &0

Query 61 TVNITPGEIVIAGLATVDTMNFIEADVOT IVMGMARSHMGTVIASSGAKGERFMLENAEYMTI 120
YTVNTBGESVIAGLATVDTMNF TEADVOT TVMGMAR SMGTVIASSGAKGERFMLENAEYMT
Sbject &1 YWVHIBEE5V5SAGLATVDTMNF IKADVOT IVHGMAR SMGTVIASSGAKGERFMLENAEYMI 120

Query 121 HQPMGEIGGGTRQTDMAIAREALLKTENILEKILAENSGQSMEKVALADAERDNWMSAQET 180
HOPMGETIGEET QTIMAT AREHLLETEN T LEKT LAEN S GQSMEKVHLDAERDNWMSAQET
Sbjct 121 HQPMGEIGGGTRRTLMAIAREHLLETENILEKILAENSGRSMEKVHADAFRDNWMSAQET 180

Query 181 LEYGFIDEIMANNSLN 194
LEYGFIDEIMANNSLN
Sbjct 181 LEYGFIDEIMRMNNSLN 194

Figura 4.1. Comparacdo da seqiéncia de aminoacidos da @o®pP deS. pneumonia€GSP14,
depositada n@enBanksob o cédigo Gl: 182629000, com outras sequérigassitadas no banco de
dados de proteinas, através da ferramenta BlassigtaAindica onde a analise avalia que além das tré

sequéncias demonstradas existem mais 52 seqii€énniak00% de identidade.

O alinhamento mudltiplo feito pelo programa CLUSTML apresentou tamanho
de 196 aminoéacidos, com 72,96% de residuos idé&nfitmstrados em vermelho na
figura 4.2), 1,02% de residuos com fraca similaled@gmostrados em azul na figura 4.2)
e 26,02% de residuos diferentes (mostrados em peefmura 4.2). O alto percentual
de residuos diferentes ocorreu pois a seqiéndiangente a cep&. pneumonia&54
possui apenas 147 aminoacidos, enquanto as demwsssigm 196 aminoacidos. No
entanto, se retirarmos apenas a sequéncia pertenaenepaS. pneumoniaes54
(G1:194358110), o alinhamento das outras sete segigEpassa a apresentar 98,98% de
residuos idénticos, 0,52% de residuos com altdssidade e 0,52% de residuos com
baixa similaridade.
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10 20 20 40 50 &0
| | | | | |
TOSEE MIDVVIEQTSRGERSYDIYSRILEDRIIMLTGOVED SMANSVIA0LLFLIAQDSTEDIYL
TIGR4 MIPVVIEQTSRGERSYDIYSRLILKDRIIMLTGEVEDNMENSVIAJLLFLIAQDSTEDIYL
<1 MIDVVIEQTSRGERSYDIYSRILEDRIIMLTGOVEDNMEANSVIA0LLFLIAQDSTEDIYL
CGED14 MIDVVIEQTSRGERSYDIYSRLLEDRIIMLTGOVEDNMANSVIAQLLFLIAQDSTEDIYL
Hungaryl9i-é MIFVVIEQTSRGERSYDIYSRLLKDRIIMLTGEVEDNMANSVIAJLLFLIAQDSTEDIYL
Das MIDVVIEQTSRGERSYDIYSRILEDRIIMLTGOVEDNMEANSVIA0LLFLIAQDSTEDIYL
£1031 MIPVVIEQTSRGERSYDIYSRLLKDRIIMLTGEVEDNMENSVIAOLLFLIAQDSTEDIYL
G54 MIDVVIEQTSRGERSYDIYSRILEDRIIMLTGOVEDNMEANSVIA0LLFLIAQDSTEDIYL
Prim.cons. MIPVVIEQTSRGERSYDIYSRILKDRIIMLTGEVEDNMANSVIAJLLFLIAQDSTEDIYL
70 g0 50 100 110 120
| | | | | |
TOSEE YVNTRGGEVEACLATVDTMNE IEADVOT IVMGHA R SME TV I AS SCAKCERFHL DNAEYMT
TIGR4 YVNTPGGSVSAGLATVDTMNE IRADVOT IVHGHAR SHETV I AS SCAKGKRFHL D NAEYHT
R YVNTEGESVEACLATVDTHNE IRADVOT IVMGHA R SMETV I AS SCAKCKRFMLDNAEYMT
CGSP14 YVNTEGGSVSAGLATVDTMEE IKADVOT IVHGHAR SMGTV I AS SCAKGKRFHLDNAEYHT
Hungaryl9A-€  YVNTDGGSVSAGLATIVDTMNFIKADVT IVMGMLL SMETVIAS SCAHGKRFMLONAEYMT
Das YVNTRGGEVEACLATVDTHMNE IEADVOT IVMGHA R SME TV I AS SCAKCERFHL DNAEYMT
£1031 YVNTPGGSVSAGLATVDTMNE IRADVOT IVHGHAR SHETV I AS SCAKGKRFHL D NAEYHT
G54 YVNTEGGESVEACLATVETHNE TRADVOT IVMGHA R SMETV I AS SCAKCKRFMLDNAEYMT
Prim.cons. YVNTPGGSVSAGLAIVDTMNF IKADVOT IVHGHAR SHETV IAS SCAKGKREHMLPNAE YHI
130 140 150 180 170 180
| | | | | |
TOSEE EQOMEGETEECTO0TIMAIARERL LETRNT LEK TLAENS GO SHEKVEADAERDNWM SAQET
TIGR4 EQPMEGETEEETO T MR IARERL LETRNT LEKILAEN S GO SHEKVEADAERDNWHM SAQET
R EQOMEGTECCTO0TIMAIARERL LETRN T LEE TLAENS GO SHERVEADAERDNWM SAQET
CGSP14 EQEMEGETEEETO0TIMAIARERL LETRN T LEK TLAENS GO SHEKVEADAERINWM SAQET
HungarylSA-&é  HODMSGTGECTQQTDMAIALEHLLETENTLEEILAENSGISHMERVHADAFRONWMSAQET
Das EQOMEGTECCTO0TIMAIARERL LETRN T LEETLAENS GO SHEEVEADAERDNWMSAQET
£1031 EQEMEETEEETO0TIMAIARERL LETRN T LEK TLAENS GO SHEKVEADAERINWM SAHE T
G54 EQOMEETEEETO0T MR T AR EEL LE NS~~~ ——— ==~ === ————m————
Drim.cons. HQDMEGTECCTOOT DML IARENTL LETRNTLEK TLAENS GO SHEKVEADAERDNWMSAQET
150
|
TOSEE LEYCFIDE IMLNNSLN
TIGR4 LEYGFIDE IMENNSLN
R LEYCFIDE IMLNNSLY
CGSP14 LEYGFIDE IMLNNSLN
HungarylSi-& LEYGFIDEIMENNSLN
Das LEYCFIDE IMLNNSLN
£1031 LEYGFIDE IMENNSLN
G54 e
Drim.cons. LEYGFIDE IMLNNSLN

Figura 4.2 Alinhamento mudltiplo, realizado com o auxilio gwograma CLUSTAL W, de oito
sequéncias da proteina ClpP, de diferentes cepaS. dmneumonigedepositadas nd&enBank.O
alinhamento foi realizado com as seguintes cep& pgaeumoniae’0585 (Gl: 225858557), TIGR4 (Gl:
930696), R6 (Gl: 934194), CGSP14 (GI:182629000),ndduy19A-6 (GIl:168994986), D39 (GlI:
116076792), P1031 (Gl: 225856422), G54 (G1:194356311

Os dados obtidos no alinhamento multiplo feito anprograma CLUSTAL W,
juntamente com os dados do alinhamento feito pedgrama Blastp (55 sequéncias

com 100% de identidade com a sequéncia da cepa BIpSRdicam que a proteina
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ClpP possui elevada identidade entre as cepaS. deneumonigesendo altamente
conservada. Por conta de sua elevada identidagedxmas analises continuaram a ser
realizadas utilizando a sequéncia da proteina QIpPS. pneumoniaeCGSP14
depositada no GenBank sob o cadigo Gl: 182629000.

A proteina ClpP, com 196 aminoacidos, de acordm @ programa CLC
Workbench 4, possui massa molar estimada em 21,5&kRme est4d de acordo com
dados da literatura (KWOHRt al, 2004), e ponto isoelétrico em pH 5,11. Além adliss
proteina ndo possui regides transmembranares fdlitas). Para a analise de
possiveis seqiiéncias sinalizadoras presentes tenarca seqiéncia de aminoacidos foi
submetida ao programa SignalP 3.0. Através dodtadss obtidos pode-se inferir que

esta proteina ndo possui peptideo sinal.

Outra proteina analisada foi a proteina IgAl1 @ste A seqUéncia de
aminoacidos da proteina IgA1l protease SlepneumoniaeCGSP14, depositada no
GenBanksob o codigo GI:182629447, foi alinhada com ousexgliéncia disponiveis no
banco de dados, utilizando o programa Blastp, coobjetivo de identificar outras
sequUéncias de IgAl protease. A partir do resultiidam selecionadas oito sequéncias
de IgAl protease d8. pneumoniaégCom estas sequéncias, um alinhamento multiplo foi
realizado no programa CLUSTAL W. O alinhamento ipldt mostrou identidade de
51,08% entre as sequéncias, confirmando que aipaogealtamente heterogénea entre
os sorotipos (MISTRY E STOCKLEY, 2006). Os demaaslas deste alinhamento séo
mostrados na tabela 4.1, e o alinhamento complet@strado no apéndice B. Assim
como realizado com a proteina ClpP, as demais sasalioram realizadas com a

sequéncia da cef@ pneumoniadcGSP14.
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Tabela 4.1.Dados gerados pelo alinhamento mudltiplo, realizadoprograma CLUSTAL W, de oito

sequéncias de aminoacidos da proteina IgAl protesSepneumoniadepositadas nGenBank

Dados do Alinhamento Mdltiplo

Tamanho do Alinhamento: 2081 aa
Identidade: 1063 aa, 51,08%
Alta similaridade: 293 aa, 14,08%

Baixa similaridade:

153 aa, 7,35%

Diferente: 572 aa, 27,49 %

Sequéncias utilizadas:

S
S
S
S
S
S
S
S

. pneumonia8&P195, GI:168488981 ( 1999 aa)

. pneumonia€DC1087-00, G1:168486448 (1928 aa)

. pneumonia&54, G1:194398492 ( 1945 aa)

. pneumonia€GSP14, G1:182629447 ( 1908 aa)

. pneumonia®6, G1:15903086 ( 1963 aa)

. pneumoniag0585, GI1:225858942 ( 1942 aa)

. pneumonia@lGR4, G1:15901019 ( 2004 aa)

. pneumoniaklungary19A-6, G1:169833458 ( 1892 aa)

A proteina IgAl protease, com 1908 aminoacidos,tdoibém analisada no

programa CLC Workbench 4, através do qual estineon-samanho da proteina em

214,2kDa, valor um pouco acima dos dados encordgrawo literatura, os quais
indicavam uma proteina variando de 130 a 200 kAMRNELLO et al, 2006). Esta

diferenca provavelmente ocorre devido a elevadarbgeneidade das sequéncias de

aminoacidos das diferentes cepas. O ponto isaalédia proteina foi estimado em pH

5,61. Utilizando o mesmo programa, foram predit@s tregibes transmembranares

(hidrofébicas) na proteina, as quais sdo mostraadigura 4.3.
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Figura 4.3. Regifes transmembranares presentes na proteidapigptease d&. pneumonia€GSP14,
segundo predicdo do prograr@a.C Workbench 4. (A) Desenho esquematico da regi@mo terminal
de IgAl protease, apresentando as regides transtmeanbs e o peptideo sinal. (B) Esquema da

disposicao da proteina na membrana celular, apgesgtnas trés regides que atravessam a membrana.

Para a verificacdo de possiveis sequéncias sidahliaa presentes na proteina, a
regido amino terminal da proteina IgAl proteaseafmalisada através do programa
SignalP3.0. A figura 4.4 mostra a andlise feita pelo paogaSignalP3.0. Conforme
indicado nesta figura, a linha verde mostra a bilidade de um aminoacido fazer
parte da seqliéncia sinalizadora, enquanto as lirdraselha e azul indicam o provavel
comeco da proteina. Através desta andlise, podefseér que os 36 primeiros

aminoacidos da proteina tém elevada probabilidadazer parte do peptideo sinal.
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SignalP-HH prediction {gram+ rnetworksi:

T T T T T T
C =score

Y score

Score

o.o | L RPRPRTIT SRR AV N A .|||| [l |||I ||||| |||| [

MEKYFGEKQERFSFRELEYGLYSATISSLFFMSY LASSSYDAQETAGYHY KYYADSEL SSEEKKQL YYD
1 1 1 1 1 1

a 18 za e 48 58 1] ra

Fosition

Figura 4.4. Andlise da regido amino terminal da proteina Igkatease d&S. pneumoniaccGSP14.
Predicao do peptideo sinal através do programeaafi@n0. Sscore(linha verde) mostra a probabilidade
de um aminoéacido estar presente no peptideo ghatore (linha vermelha) e Yscore (linha azul)

mostram onde seja o provavel comeco da proteina.

Continuando a analise das proteinas, a sequéecamihoacidos da proteina
Hialuronato liase (Hyl) d&s. pneumoniaeCGSP14, depositada réenBanksob o
codigo Gl: 182683292, também foi alinhada com ausaqiéncias disponiveis no
banco de dados, utilizando o programa Blastp, cabjetivo de identificar sequéncias
da proteina de outras cepas do microrganismo. Ar pdeste alinhamento, foram
selecionadas nove sequéncias da proteina de dédsreepas deS. pneumoniae
Utilizando estas sequéncias foi realizado um almdr@o mdltiplo no programa
CLUSTAL W, com o objetivo de verificar os niveis dientidade entre diversas cepas
de S. pneumoniaeOs dados do alinhamento sdo mostrados na tabglae 4o
alinhamento completo é mostrado no apéndice B. &®esido alinhamento, de 1088
aminoacidos, mostram uma identidade de 95,95% anstseqléncias, 0 que sugere que
a Hyl é conservada entre diversos sorotipoS.daneumoniae

Como a proteina Hyl apresenta elevada identidatie es diferentes cepas de
S. pneumonigee assim como ocorreu na analise das outras dagsnas, as proximas
analises foram realizadas utilizando a sequéncigrdieina Hyl deS. pneumoniae
CGSP14 depositada i@enBanksob o c6digas1:182683292
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Tabela 4.2.Dados gerados pelo alinhamento mdltiplo, realizadgrograma CLUSTAL W, de nove

sequéncias de aminoacidos da proteina H@.dmeumoniadepositadas nGenBank

Dados do Multiplo Alinhamento

Tamanho do Alinhamento: 1078 aa

ldentidade: 1030 aa, 95.55%
Alta similaridade: 11aa, 1,02%
Baixa similaridade: 12 aa, 1,11%
Diferente: 25aa, 2,32 %

Sequéncias utilizadas: . pneumonia®39, G1:116076553 (1067 aa)

. pneumoniaR6, G1:15457838 (1078 aa)
. pneumoniag@aiwanl9F-14, Gl: 225860354067 aa)
. pneumoniaklungary19A-6, G1:169833327 (1067 aa)

S
S
S
S
S. pneumonia€GSP14, GI:182683292 (1078 aa)
S. pneumonia&5b4, GI:194396877 (1067 aa)

S. pneumoniaP1031, Gl: 225856058L067 aa)

S. pneumonia€DC1087-00, Gl: 1684865991066 aa)
S

. pneumonia@lGR4, Gl: 15900247 1066 aa)

Da mesma forma que no caso das outras proteingsmanho da Hyl foi
estimado em 122,1kDa e o ponto isoelétrico em [iH.&oram preditas duas regides
transmembranares (hidrofébicas) na proteina, umagido amino terminal e outra na
regido carboxi terminal. Um esquema da disposicaopbteina na membrana é

mostrado na figura 4.5.

~#
Eb’rr'-‘;,a‘ C-terminal
intracelular
Membrana
extracelular

.de
Figura 4.5. Esquema da disposicdo da Hyl na membrana celddaracordo com o progran@LC
Workbench 4. As duas regides da proteina que @sawe a membrana (transmembranares) séo

representadas no esquema.
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Para a verificacdo da presenca de peptideos siagisoteina, a regido amino
terminal da Hyl foi analisada através do prograngma&@P 3.0. A figura 4.6 mostra a
analise feita pelo prograntignalP3.0, conforme indicado nesta figura, a linha verde
mostra a probabilidade de um aminoacido fazer pdaesequéncia sinalizadora,
enquanto as linhas vermelha e azul indicam o pelvéemeco da proteina. Através
desta andlise, pbde-se verificar que os 41 primemminoacidos da proteina tém
elevada probabilidade de fazer parte de um pepsited

SighnalP-HH prediction (gram+ networksi:

T
C score

Y score

Score

a.a | ..|||I|||| ||||..|||||||‘..

MILQYMYHSYYMOTETKKL IMSLESLY LEGFLLHHYMTYGAEETTTHNTIQRSQKENYQY QQRITKNLYEHN

1 1 1 1 1 1
=} 18 za =8 48 oA &8 -8

Fosition

Figura 4.6. Andlise da regiao amino terminal da proteina ¢y5. pneumonia€GSP14. Predigdo do
peptideo sinal através do programa SignalP 3.8cdse (linha verde) mostra a probabilidade de um
aminoacido estar presente no peptideo sinalc®e (linha vermelha) e Yscore (linha azul) mostram

onde seja o provavel comeco da proteina.

4.1.1 Comparacgao das proteinas: ClpP, IgAl proe&taluronato liase

As andlises apresentadas acima mostram que anar@iP ndo possui regides
transmembranares, nem seqtiéncias sinalizadoraslose glinhamentos foi possivel
perceber que, assim como indicado na literaturad@gal, 2009), a ClpP é altamente
conservada entre os varios sorotiposSd@neumoniaeAlém disso, dados da literatura
mostram que esta proteina possui alta imunogeniei@@WON et al, 2004; CAOet
al., 2007; CACet al, 2009). Ja a proteina IgAl protease possui paptdal e regides
transmembranares, o que dificultaria a clonagenxpgessdo da proteina de forma
soluvel. Esta proteina se mostra pouco conservaiti@ @s sorotipos, corroborando 0s
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dados que afirmam sua heterogeneidade (MISTRY ECKI®Y, 2006). No entanto,

a IgAl protease tem mostrado ser imunogénica (ROMIAND et al, 2006). As
andlises feitas com a proteina Hyl, mostraram dmeagnbém possui peptideo sinal e
regides transmembranares, no entanto apresenteocakarvacao entre os sorotipos de
S. pneumoniaéApesar disso, estudos mostraram que cepas nsitaggea proteina ndo
tiveram a viruléncia atenuada, o que indica quesélpode ser usada em uma vacina
guando combinada com outros fatores de virulenlEDRZEJAS, 2001). Através do
exposto acima, a proteina ClpP foi selecionada paealizacdo deste trabalho devido a
sua alta conservagdo, imunogenicidade e a ausélecipeptideo sinal e regides

transmembranares, visando o alto nivel de exprega&istemas bacterianos.

4.2 Amplificacdo do genelpP de S. pneumoniae

4.2.1 Extragdo de DNA gendmico 8epneumoniae

A extracao de DNA gendmico foi feita a partir ddtiwvo da cep&Streptococcus
pneumoniael 13/95, sorotipo 14, depositada no Instituto Aaldléitz. O DNA extraido
por fenol/cloroférmio foi analisado em gel de aged,8% (Figura 4.7). O gel de
agarose 0,8% mostra que o DNA foi extraido porlfelowoférmio de maneira eficiente
e em alta concentracdo. Devido a concentracao ddeda DNA extraido, este foi
utilizado diluido 100 vezes para o isolamento e lditgcdo do genelpP através de
PCR (reacdo em cadeia da polimerase), isto pottageancentracdes de DNA podem
inibir a reacdo de PCR (LARENTI& al, 2006). Através desta diluicdo foi possivel a
obtencdo de aproximadamente 59uhgtie DNA (amostra 3) e 30 nd/ de DNA

(amostra 4).
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23130pb

Figura 4.7 Gel de agorose 0,8% em TAE mostrando o perfilr@fletético da solucdo resultante da
extracdo de DNA gendmico d8. pneumoniael e 2, DNA genbmico extraido d&. pneumoniae
(amostras 3 e 4 respectivamentg)e 4, DNA gendmico extraido d&. pneumoniaeliluido 10 vezes
(amostras 3 e 4 respectivamentg)e 6, DNA gendmico extraido d8. pneumoniaéiluido 100 vezes
(amostras 3 e 4 respectivamenid); padrdo de tamanho de fragmento (DNdigerido conHind I11). A

seta indica a banda do marcador com 23130bp.

4.2.2 Amplificacdo do gendpP por PCR (Rea¢ao em Cadeia da Polimerase)

Através da técnica de PCR, utilizando os oligoentitieos desenhados
especificamente para esta amplificacdo, foi poksivglificar o geneclpP a partir de
DNA genbmico extraido d8. pneumoniaéd reacdo de PCR amplificou fragmentos de
599 pb (Figura 4.8A), 0 que era esperado de acoomo as sequéncias do gene
depositadas nGenBank utilizadas nas analises de bioinformatica e patasenho dos
oligonucleotideos iniciadores. A reacdo de PCR igree foi analisada através de
eletroforese em gel de agarose 0,8%, mostradayneaféd.8A. E possivel perceber que
em todas as temperaturas de anelamento utilizadgene foi amplificado de forma
especifica e com bom rendimento. Como todas as eeypas de anelamento
apresentaram rendimento similar, a temperaturand@amento de 55°C foi escolhida
para as proximas reacoes de PCR realizadas nasg¢hin. A temperatura de 55°C foi
escolhida por ser a intermediaria entre as testadasdo a maior eficiéncia da reacao,
visto que temperaturas baixas diminuem a espeaiafiled e temperaturas altas podem
diminuir a eficiéncia do anelamento. Apos a definiglas condicbes empregadas na
reacdo de PCR e a confirmacdo da amplificacdo de dpP, o produto de PCR foi
purificado. O gene purificado foi visualizado en de agarose (Figura 4.8B), também

com tamanho esperado de 599 pb.
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Figura 4.8 (A) Gel de agorose 0,8% em TAE da amplificacdo gdme clpP utilizando diferentes
temperaturas de anelamento no programa do RGRhadrdo de tamanho de fragmendo<(74 DNA
digerido comHae lll); Gene clpP amplificado por PCR utilizando temperatura de ameinto dos
oligonucleotideos iniciadores igual a 54°1}, (55,1°C 2), 56°C ), 55,9°C 4); Controle negativo da
reacdo de PCR5); A seta indica 0 banda do marcador com 603bpximaao tamanho esperado do gene
clpP amplificado. (B) Gel de agarose 1,5% em TAE do ptodde PCR purificadoM, padrdo de
tamanho de fragment@K174 DNA digerido cormHaellll); 1, Purificacdo do genelpP amplificado; A

seta indica o banda do marcador com 603bp, proamtamanho esperado do getP amplificado.

4.3 Clonagem e expressao utilizandgscherichia coli como sistema de expressao

4.3.2 Clonagem utilizando o vetor pET28b

Através do gene amplificado e purificado foramlizedas as reacdes de
digestdo e ligacdo ao vetor pET28b. A estratégdi@ada para amplificacdo do gene e
ligacdo ao vetor possibilita a expressdo da prateém cauda de histidina na posicéo
C-terminal da proteina, j& que o cédon de termmalzfitraducdo, desta forma, ficou
localizado ap6és a sequéncia que codifica a cautiéstidina. A célula eletrocompetente
E. coli TOP10 foi transformada com o vetor construidood@nado pET28lmpP, por
eletroporacdo. Apos a transformacéo, as célulasrfgrglaqueadas em meio LB com
antibiotico. Foram selecionadas quatro col6niagadesaca, como sendo possiveis
cepas recombinantes com a construcao pETEBbLorreta. Estes clones tiveram seus

plasmideos extraidos e submetidos a digestdo coimas de restricdo especificas para
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sua confirmacéo. As reacfes de digestdo foramsada em gel de agarose (Figura
4.9).

4072 pb—>

1636 pb->

Figura 4.9 Confirmacéo dos clones - Digestao dos plasmideiaidos das cepas transformaéa<oli
TOP 10 com o vetor construidd., padrdo de tamanho de fragmento 1 kb DNA Laddesit(bgen);1,
3,5e7, plasmideos extraidos dos clones C1N, C8N, C2PR; @spectivamentg; 4, 6 e 8, plasmideos
digeridos extraidos dos clones C1N, C8N, C2P e GQGéfpectivamente9 e 11, clpP e pET28b,
respectivamentel0 digestdo do genelpP com Pst (controle positivo);12, digestédo do vetor pET28b
com EcoRVY (controle positivo). As setas indicam as bandagddréo de tamanho de fragmento mais

proximas as bandas esperadas na digestéo de plusiggos.

Através da andlise da figura 4.9 é possivel vizaalque apenas o plasmideo
extraido do clond=. coli TOP10/pET28wIpP-C2P apresentou os padrées de bandas
esperados, 1697pb e 4134pb, ao ser digerido petamasEcoR/ no plasmideo €st
no gene. Os plasmideos das demais cepas recondsingptesentaram apenas uma
banda caracteristica do vetor pET28b linearizada pezimaEcoR/, indicando que
estas cepas possuiam apenas o plasmideo pET28lp gemeclpP. A partir deste
resultado pode-se inferir que apenas o clone C2Bup@ plasmideo com o inserto
clpP, sendo possivel confirmar esta cepa recombinam® qpositiva. O plasmideo
extraido deste clone foi seqlienciado e tambémftmanado na cepa de expresséo
E. coli BL21 Star (DE3), previamente submetida ao protocolo lmtengéo de células

competentes.

As colonias, geradas pela cepacoli BL21 Star (DE3) transformada com a
construcdo pET28blpP-C2P, passaram pela mesma confirmacdo que as depas
clonagem. Os plasmideos de quatro colbnias foratraidrs e confirmados por

digestdo com enzimas de restricdo. Todas as qe@lfinias se mostraram positivas por
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apresentarem o padrdo de bandas da digestdo easpérsig resultado pode ser

visualizado na figura 4.10.

4072 pb_{ : .
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Figura 4.10 Digestdo dos plasmideos extraidos das cepasdranafasE. coli BL21 Star (DE3)M,
padrdo de tamanho de fragmento 1 kb DNA Ladderitfbgen); 1, 3, 5 e 7, plasmideos extraidos dos
clones C2P/1, C2P/2, C2P/3, C2P/4, respectivamenté; 6 e 8, plasmideos digeridos extraidos dos
clones C2P/1, C2P/2, C2P/3, C2P/4, respectivaméne;11, clpP e pET28b, respectivament&
digestdo do genelpP comPst (controle positivo);12, digestdo do vetor pET28b cdatoR/ (controle
positivo). As setas indicam as bandas do padratam@nho de fragmento mais proximas as bandas

esperadas na digestéo de clones positivos.

4.3.3 Sequenciamento

A construcdo pET28blpP-C2P foi sequenciada a fim de confirmar a sequéncia
correta do gene a ser expresso. O resultado derseginento (seqiéncia consenso) €

mostrado na Figura 4.11.

ATGETTCCTETAGT AT TRAR CAR A R A GO C T GRA GRACG TTCTTACGATATTTACTCAC GT CT TCTCARRGAC CGCATC
ATTAT GO TR A GEICCGaT T GAAGR C R A TA TG T AR CTC TG TAT TGO CCART TGCTTT ICT T GRATGCOCARGRTAGT
AR AT T T TACCT TTAT GT CA A T AL CAGET GETTC TGT TT CAGCT GETTT GECAR TCGTAGATACCATGRAACTTT
AT R e AR T T R A A A TT T TR T AR AT G GO TG AT CTAT GEEEACTET CATCG CATCARGT R GRGCARRAGEC
AR CGTTTCATGCTTCCARAT GCTGRAATACATGAT T CACCARCCRAA TREEC GETACAGETG T GETACCCARCAR ACTGAT
ATEECTA T T GO GR A A TGO T CA R A R CT O T AR TR C CT TG AR AL A ATCTT GECTERARR TTCREETCAGTCRRT =
AR AR TCCAT GO CA TG ARG TR TA AT GE AT GAG O CC AGGAR ACRCT TGRAT ATGECTTTATTGAT GRRATT
ATGECCAACR AT TCATT GARC CTCER GCACCACCACCACCACCACT R

Figura 4.11 Seqienciamento do Plasmideo pET2RIH-C2P. A figura mostra a seqiiéncia de
nucleotideos do gerdpP (preto), o sitio de restricdo da enziXlhd (rosa), a seqliéncia da cauda de

histidina (azul) e @édonde terminacéo (vermelho), presentes no plasmidestruido e sequenciado.
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Para a andlise do seqlenciamento, a sequénciensonsbtida foi alinhada com
outras seqliéncias do gempP, disponiveis noGenBank através do programa
CLUSTAL W. Através deste alinhamento foram encaidga5 nucleotideos diferentes
entre o consenso e a sequénci&gdeneumonia€GSP14 depositada rt@enBank A
troca do nucleotideo na posicdo 4 da sequénciapiredgor guanina, foi feita
propositalmente quando os oligonucleotideos forasenhados para conseguir inserir a
sequéncia da enziniNcd e manter a temperatura de fusdo dos oligonudieosi baixa.
Esta mudanca resultou na troca do segundo amirmdaidadeia, isoleucina por valina.
A outras quatro mudancas de nucleotideos sédo rdastraa tabela 4.3. As mudancas
sdo todas silenciosas, ou seja, ndo acarretam gaslae aminoacidos. Além disso,
alguns destes nucleotideos se mostram diferentesp@a CGSP14, mas idénticos em
outras utilizadas no alinhamento. Sendo assim,s8ipel que as mudancas ocorridas
nao tenham sido por nucleotideos erroneamente podos pela acdo da DNA
polimerase durante a PCR, mas, que estes nuclestjleestavam presentes no DNA
utilizado como molde na reacdo de amplificacdo elegja que este DNA se refere ao
da cepa depositada no Instituto Adolfo Lutz e @gqiéncia ndo estad depositada no
GenBank

Tabela 4.3Mutacdes detectadas no seqiienciamento do plaspiEZBbEIpP-C2P quando comparada
a sequéncia obtida pelo sequienciamento e a segqléecs. pneumoniagCGSP14 depositada no
GenBank

Posicdo Nucleotideo Aminoacido Mutacdo
Nucleotideo 136 T Leucina Silenciosa
Nucleotideo 165 A G Treonina Silenciosa
Nucleotideo 294 G Glicina Silenciosa
Nucleotideo 297 AT Treonina Silenciosa

4.3.4 Expressao da proteina recombinante ClpP

Com o objetivo de verificar a expressdo nos quatomes selecionados e
confirmados da cep&. coli BL21 Star (DE3), estes foram cultivados a 37°C sob

agitacao de 200 rpm, em meio LB com@ImL de canamicina até a fase exponencial
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de crescimento (Aksonmaproximadamente 0,7). Nesta fase, a expressamtina foi
induzida, pela adicdo de 1 mM de IPTG (isopr@pid-tiogalactosideo), por 4 horas. As
analises da expressdo da proteina, feitas atrawéSD&-PAGE, mostraram que 0S
quatro clones expressam a proteina ClpP em coacées semelhantes e com o
tamanho esperado (cerca de 21,5 kDa). Com issmfatdizados dois destes clones
para fazer as analises de expressao e solubildkageoteina recombinante. Os clones
C2P/2 e C2P/4 foram cultivados e expressos nas asesomdigdes anteriores. Ao final
da expressao foram retiradas amostras, com as Qgaixtratos protéicos foram
preparados, sendo separadas as fracOes soluvebléviel das proteinas totais. Estas
amostras também foram analisadas em SDS-PAGE, adostra figura 4.12. Através
desta analise é possivel perceber que os doisscexpressam a proteina, visualizada
no gel entre as bandas de 18,4 kDa e 24 kDa doad@rde massa molar. Além disso,
esta mesma banda ndo é visualizada antes da indiac@xpressdao (amostra nao
induzida), ndo havendo “vazamentos” na expressigug € utilizado o sistema do
promotor do bacteriéfago T7 RNA polimerase, queréefmente regulado e permite a
expressao da proteina recombinante apenas quarmimnado o indutor. A proteina é
expressa em niveis semelhantes pelos dois clomes]tas concentracdes e de forma
solavel, ndo ocorrendo a formacdo de corpos deiséol De acordo com BANEYX
(1999), um dos problemas da superproducdo de pastefieterélogas dentro do
citoplasma desta bactéria € a formacéo de prot@isakiveis em forma de agregados
(corpos de inclusdo) ocasionados pela perda daroafdo da proteina, contudo isto

nao foi verificado no presente trabalho.
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Figura 4.12Gel de SDS-PAGE 12,5% dos extratos protéicos tetdis suas fragcdes, sollvel e insollvel,
obtidos através da expressao da proteina ClpE pooli BL21 Star (DE3)M1 e M2, padrdo de massa
molar;1 e 5, amostras do cultivo ndo induzido dos clones C2RI2P/4, respectivamenteg 6, extratos
protéicos totais dos clones C2P/2 e C2P/4, reypantinte;3 e 7, fracdes insollveis dos clones C2P/2 e
C2P/4, respectivamenté;e 8, fracdes sollveis dos clones C2P/2 e C2P/4, régaeente. As amostras

aplicadas no gel foram normalizadas por«&s,

Apdbs estas analises, como os dois clones apréssma gel acima mostram 0s
mesmos niveis de expressao, foram feitos estogueglieerol para um banco de
trabalho com a cefda. coliBL21 Star (DE3)/pET28blpP-C2P/4. O banco de trabalho,
utilizado para fazer todas as expressoes a pasiie doonto, foi feito a partir de um
cultivo em fase de crescimento exponencial, comyghsaproximadamente 1,0.

4.3.5 Otimizacao da expresséo e estudos de segeegasmidial

Para analisar a influéncia de algumas varidvepoitantes na expressao da
proteina ClpP, foi utilizada a ferramenta de plamgnto de experimentos, através da
realizacdo de um planejamento fatorial a dois sigeim duas variaveis (22) e quatro
réplicas no ponto central. As duas variaveis inddpetes utilizadas foram: a
concentracdo de indutor do sistema, IPTG, e a otraggio do antibidtico canamicina,
o0 qual é responsavel pela pressao seletiva darsistAtravés do planejamento foi
avaliada a influéncia destas variaveis independestbre o crescimento celular, sobre a
producdo de proteina e sobre a segregacdo plakm@a experimentos foram
realizados como descrito na secdo 3.2.10. A exjweda proteina foi realizada por 4
horas e ao final deste tempo foram retiradas aasptira leituras de Abs.m, as quais

foram convertidas para massa seca de células comfdescrito na secédo 3.2.10, com o
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objetivo de avaliar o crescimento celular. Forammkd@m retiradas amostras para a
quantificacdo da concentracdo de proteina expfessalensitometria) e para analises
de segregacédo plasmidial (através de diluicbesssivas e crescimento em placas com
e sem antibigtico). As condicbes empregadas em caxaados experimentos do

planejamento fatorial 22 sdo mostradas na tabélajuhtamente com as respostas das

variaveis dependentes analisadas.

Tabela 4.4Experimentos do planejamento fatorial e suas veis&le resposta

Experimento I(I:n-II;/IC)B C?S;/m:gma I\ggscsguslzga (r(ri;p/PL) (frac;éoie c,élulas
(mg/mL) com plasmideo)
1 0,1 0 0,91 247,3 0,44
2 0,1 50 0,87 251,1 0,55
3 1 0 0,71 271,6 0,05
4 1 50 0,76 225,9 0,09
PC5 0,55 25 0,74 266,3 0,07
PC6 0,55 25 0,72 2442 0,23*
PC7 0,55 25 0,77 229,7 0,06
PC8 0,55 25 0,76 221,2 0,11

* possiveloutlier

Através dos dados mostrados na tabela 4.4, é vpbsperceber que a
concentracdo de proteina se mantém em niveis sambethem todas as condi¢des
empregadas no planejamento. JA o0s experimentos ncenos IPTG apresentaram
crescimento celular acima dos demais, independ#mteoncentracdo de canamicina.
Também apresentaram maior estabilidade plasmjdialie os valores de (fracdo de
células com plasmideo) dos experimentos 1 e 2 asifita dos outros experimentos. E
possivel verificar uma tendéncia dos valored=d¢ que no menor valor de IPTG a
fracdo de células com plasmideo se apresenta #4fifree 55%, enquanto nos outros
experimentos, induzidos com concentracfes mai@eBTG o valor dé esta em uma
faixa de 5% a 11%, desconsiderando o experiment BC seja, experimentos que

utilizam concentracdes menores de IPTG apresentamomsegregacao plasmidial. Este
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efeito do IPTG sobre a segregacéao € relatadoeratlira, pois sdo encontrados alguns
trabalhos que discutem a influéncia negativa deitorés utilizados em promotores
baseados no operdac, como o IPTG, sobre a estabilidade plasmidialuzeaio o
valor deF (FRIEHS, 2004).

O valor deF do experimento PC6 pode tratar-se de outlier, pois ele
apresenta um valor diferente da tendéncia apretsemrlos demais valores #edas
réplicas no ponto central. Umutlier € definido como um ponto experimental que
parece ndo se adequar a uma distribuicdo partidggorobabilidades definida pela
grande maioria dos demais pontos experimentais Y&&AB E PINTO, 2007). O
calculo para detecgdo de wnutlier pode ser realizado através do célculo do intervalo

Mx2[0, ondep é a média no ponto centraloeé o desvio padrdo. Através deste

calculo, utilizando os valores dedos trés pontos centrais (PC) na faixa entre 8,06
0,11 para o célculo da média e desvio padrdo, eb&nm intervalo de dados entre
0,02 e 0,14. Sendo assim, o valor Faelo experimento PC6 esta fora do intervalo
calculado e pode ser considerado outlier. Desta forma, valor d& do experimento
PC6 pode ser desconsiderado nas analises estatidlic entanto, a analise dos efeitos
sera realizada tanto utilizando quanto nao utitivam valor dé= do experimento PC6, a
fim de comparar os resultados obtidos.

Através dos experimentos com 0,55 mM de IPTG e@mL de canamicina
(réplicas no ponto central) obteve-se média ded2d@/L de ClpP com desvio padrao
de 19,7 e desvio padrdo relativo de 8%. Obtevensddém média de 0,75mg/mL de
massa seca de células com desvio padréo de 0,8&v® gpadrio relativo de 2,5%. A
variavelF apresentou média de 0,08 com desvio padrao dee@63vio padréo relativo
de 36%.

Para analisar estatisticamente as respostas slitdplanejamento, o programa
STATISTICA 6.1 foi utilizado considerando significaos os efeitos conp<0,1.
Primeiramente foram avaliados os efeitos das vasalPTG e canamicina sobre o
crescimento celular (Tabela 4.5). Analisando aléahbés observa-se quepevalor para
a variavel IPTG é menor que 0,1, ou seja, a vari@G influencia significativamente

o crescimento celular, de forma negativa. Logo galenferir, com 90% de confianca,
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que a concentracdo de IPTG influencia significatigate de forma negativa o
crescimento celular. Alguns autores ja relataramefeito toxico do IPTG
(ANDERSSONet al, 1996) sendo que a inducdo com altas concensad®dPTG
pode diminuir drasticamente o crescimento celul&QN et al, 2004). Ja o fator
canamicina apresentquvalor maior que 0,1, logo a concentracédo destbiatito ndo

influencia significativamente o crescimento celular

Tabela 4.5Efeitos das variaveis sobre o crescimento ce(at@/mL de massa seca de células)

Efeitos Erro Padrao t(5) p-valor
Média 0,779 0,016 47,31 <0,0001
IPTG -0,152 0,046 -3,27 0,022
Canamicina 0,008 0,046 0,185 0,86

O valor da concentracdo de proteina de cada exgetd foi obtido através de
densitometria. Os géis de SDS-PAGE dos extratdgipos totais dos experimentos do
planejamento, utilizados para a analise de densittam sdo mostrados na figura 4.13.
Observando os géis é possivel verificar, mais uezaque a proteina ClpP foi expressa
em niveis similares em todos os experimentos. Adé&Bo, a proteina € expressa em
todos os experimentos em altas concentracdes ermha fsoltvel a 37°C e 200rpm, o
gue é vantajoso, ja quE. coli normalmente expressa proteinas insolUveis nestas
condicbes, como ja discutido na secdo 4.8.Loncentracdo de ClpP obtida nestes
experimentos esta dentro da faixa de concentragbedas por outros trabalhos da
literatura, onde sao realizados experimentos dmizdGdo de expressao de outras
proteinas enk. coli, utilizando frascos agitados e cultivos em batel@dHOI et al.,
2006; MALDONADO et al, 2007; CHUANet al., 2008; HANet al, 2008). Dados da
literatura mostram que concentracdes mais elev@easoteinas produzidas dm coli,
em termos de g/L, sdo alcancadas quando a expreéagioteina heterdloga € realizada
e otimizada em bioreatores, onde as condi¢Gesltieocpodem ser controladas (CHOI

et al, 2006).
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Figura 4.13 Gel de SDS-PAGE 12,5% com o extrato total dasefmas dos experimentos do
planejamento fatorial. (AM, padrdo de massa molar LMW (Amersham Bioscierige); 5, e 7, extrato
total sem inducdo dos experimentos 1, 2, 5(PCPEY, (respectivamentg; 4, 6 e 8, extrato total com 4h
de inducéo dos experimentos 1, 2, 5(PC) e 7(P&)erivamente. (BY, padrdo de massa molar LMW
(Amersham bioscience};, 3, 5, e 7, extrato total sem inducao dos experimentos F(BC) e 8(PC),
respectivamente?, 4, 6 e 8 extrato total com 4h de inducdo dos experimentod, H(PC) e 8(PC),

respectivamente. As amostras foram normalizadasAd&oonm

Através das andlises estatisticas foram calculadafeitos dos fatores sobre a
concentracdo de proteina. Os resultados, visuakzad tabela 4.6, indicam que tanto a
concentracdo de IPTG, quanto a concentracdo dengzina, nas faixas testadas, néo
influenciam significativamente na expressao daginat, ja que @-valor em ambos 0s
casos € maior que 0,1. Por meio destas andlisessévpl indicar que, nas condi¢cdes
estudadas, pode-se diminuir a concentracdo dodndrh até 10 vezes (vantajoso
também pelo efeito negativo sobre o crescimentolar®) e até mesmo retirar a
canamicina do sistema sem prejudicar significateat@ a concentracdo de proteina,

desta forma reduzindo custos e mantendo a express&@dveis similares.
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Tabela 4.6Efeitos das variaveis sobre concentracdo de ClgALjm

Efeitos Erro Padrao t(5) p-valor
Média 244,68 6,95 35,21 <0,0001
IPTG -0,486 19,65 -0,024 0,981
Canamicina -20,98 19,65 -1,067 0,334

Da mesma forma que para o crescimento celularra @aconcentragao de
proteina, foram avaliados os efeitos das variavelependentes IPTG e canamicina
sobre a estabilidade plasmidial através da andiseariavel dependente (fracdo de
células com plasmideo). Para tanto, foram congideraignificativos os efeitos com
p<0,1, ou seja, as analises foram feitas com grazodfanca de 90%, assim como nos
demais casos analisados anteriormente. Na tabéla& mostrados os efeitos das
variaveis sobre a estabilidade plasmidial, conamlgo o valor d&= do experimento
PC6 umoutlier, ou seja, desconsiderando este valor nas an&@statsticas. Atraves
destas analises é possivel concluir, com 90% déaoga, que a concentracdo de IPTG,
na faixa testada, possui efeito negativo sobre tabkidade plasmidial, e que a
concentracdo de canamicina no sistema nao apreségita significativo sobrd-,
dentro das faixas estudadas. Isso significa quatquaais proxima de 0,1 mM for a
concentracdo de IPTG utilizada, menor sera a segdeg plasmidial (perda do
plasmideo), em qualquer concentracdo de canandeimao da faixa estudada.

Tabela 4.7Efeitos das variaveis sobre o valorFifracdo de células com plasmideo), desconsiderando
valor deF do experimento PCB6.

Efeitos Erro Padrao t(4) p-valor
Média 0,194 0,05 3,825 0,019
IPTG -0,419 0,134 -3,11 0,036
Canamicina 0,074 0,134 0,557 0,607

Os efeitos das variaveis independentes, IPTG anai@ina, sobre a estabilidade
plasmidial também foram avaliados utilizando o vale F do experimento PC6 nas
analises estatisticas. Os efeitos das variaveig sobalor de- utilizando os valores do
experimento PC6 sdo mostrados na tabela 4.8. Aseimo na andlise anterior, é

possivel concluir, através da analise da tabelacu® a concentracédo de IPTG possui
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efeito negativo sobre a estabilidade plasmidigue a concentracdo de canamicina no
sistema ndo apresenta efeito significativo sdhrenesmo utilizando o valor dé do
experimento PC6. Ou seja, considerando ou des@asido o valor deF do
experimento PC6 nas andlises estatisticas, o adsulia avaliacdo dos efeitos das
variaveis sobre a estabilidade plasmidial € o mesmlPTG possui efeito negativo
sobre a estabilidade plasmidial e a canamicinaap@iesenta efeito significativo sobre

esta variavel.

Tabela 4.8Efeitos das variaveis sobre o valorfifracéo de células com plasmideo), considerando o

valor deF do experimento PC6.

Efeitos Erro Padréo t(5) p-valor
Média 0,199 0,004 4,65 0,006
IPTG -0,419 0,121 -3,44 0,018
Canamicina 0,074 0,121 0,616 0,564

O efeito negativo da inducdo com IPTG sobre aeggmgao € mencionado em
alguns trabalhos na literatura (FRIEHS, 2004). Eussestudos, MARét al (1999)
demonstram que na presenca de IPTG ocorre umaudgaona estabilidade plasmidial
quando comparada a culturas sem o indutor, nargr@seu auséncia de antibidtico.
Portanto, este trabalho indica que a estabilidddenpdial é dependente da variavel
IPTG e independente do marcador de selecdo (atiidMARI et al, 1999). Além
disso, os dados apresentados poretldl (2006) indicam que a segregacgao plasmidial
€ muito mais dependente da indu¢édo do que da gesenauséncia de antibibtico. Isto
porque, em seus estudos X al (2006) mostram que a estabilidade plasmidial em
culturas ndo induzidas apresenta valores em toen@bélo com antibidtico e 90% sem
antibidtico; ja em culturas induzidas, a estabdelaiminui drasticamente, em torno de

15% com antibi6tico e 10% sem antibiético.

Através dos valores de(fracado de células com plasmideo) mostrados redatab
4.4, pode-se perceber que ndo apresenta um comportamento linear, o que foi
confirmado pelo baixo valor do coeficiente de ajuab modelo (B, igual a 0,72.
Como para realizar as andlises de um plano fa@fti@bmo o empregado, sé é possivel
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avaliar os coeficientes de regresséo linear de cadavel, o valor baixo de“Rndica
gue o modelo linear ndo se ajusta bem aos dadan@portamento néo linear do
sistema, também pode ser visualizado pelo graficesantado na figura 4.14. Assim,
de acordo com as faixas estudadas, para obter azeniveis de segregacao plasmidial,
deve-se utilizar o indutor IPTG em concentraca®,denM. Estes dados ainda sugerem
a possibilidade de existir um ponto 6timo, menoe dylmM de IPTG, onde a
segregacao seja minima, e a expressao da protemmue em altos niveis. Para
confirmar esta hipétese e avaliar a concentracaummi de IPTG, novos estudos
precisam ser realizados, ajustando esta conceoteméelacdo ao numero de células,

uma vez que o indutor liga-se ao promotor T7.

0,6
0,5 T
0,4
0,3 A
0,2 A
0,1 1 ‘é

0,0 . T )
0,1 0,55 1

F (Fracédo de células com plasmideo)

Concentragdo de IPTG (mM)

Figura 4.14 Gréfico deF (fragdo de células com plasmideo) em funcdo d@ectracdo de IPTG,

mostrando o efeito ndo linear do sistema.

Através das analises do planejamento fatorial fissfvel inferir a condigéo
otimizada dentro dos limites estudados. A condigionizada com base no
planejamento foi a utilizada no experimento 1 (WMLmde IPTG e Qg/mL de
canamicina). Utilizando esta condi¢cdo € possivelzie 10 vezes a concentracdo de
indutor e retirar a canamicina do sistema, apraseot elevada concentracdo de
proteina e crescimento celular, e ainda mantendstabilidade plasmidial em niveis

que néo prejudiqguem a producéo da proteina recamta@mas 4 horas de expressao.
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4.3.5.1 Validacéo da condicao otimizada pelo pjamento de experimentos -

Estudo da cinética de producéo da proteina e sexg&g plasmidial.

Para validar a condicédo otimizada pelo planejamtaram realizadas 5 réplicas
de cultivos nesta condicdo. Foram realizados 5rerpatos (induzidos com 0,1 mM
IPTG e Oug/mL canamicina), denominados A, B, C, D e E. Aldestes experimentos
também foi realizado um cultivo nas mesmas condiche entanto, utilizando a cepa
transformada apenas com o vetor pET28b (sem o ,gen&)o controle negativo,
denominado experimento N. Os cultivos foram redl®a até atingirem fase
exponencial de crescimento (Aksmaproximadamente 0,7) e entéo induzidos com 0,1
mM de IPTG. A partir deste ponto foram retiradasimas de hora em hora para as
analises, até o término das 4 horas de inducaex@erimentos A, B, C, D, E e N (sem
o gene) foram analisados quanto ao crescimentdace{massa seca de células -
mg/mL) e quanto a producdo de proteina recombinaatéongo do tempo. Para a
andlise de segregacao plasmidial foram utilizaqeshas os experimentos B, D, E e

N (sem o gene), isto porque esta € uma analisederaisrada.

Os resultados dos crescimentos celulares dasadpdido mostrados na tabela
4.9. O crescimento celular médio (expresso em messade células — mg/mL) obtido
nestas réplicas foi 0,91mg de células/mL ao fired 4 horas de inducdo, com desvio
padréo relativo de 13%, o que esta de acordo ceailop obtido no experimento 1 do
planejamento fatorial. O crescimento celular tamiiénacompanhado durante todo o

tempo de cultivo e o grafico da cinética do cresgita celular € mostrado na figura
4.15.

Tabela 4.9Crescimento celular dos experimentos de validdggolanejamento fatorial

Exp. A Exp. B Exp. C Exp. D Exp. E
Tempo de Tempo de
X . ~ Massa seca Massa seca Massa seca Massa seca Massa seca
cultivo inducdo . . . b b
(minutos)  (horas) de células de células de células de células de células
(mg/mL) (mg/mL) (mg/mL) (mg/mL) (mg/mL)

0 - 0,020 0,027 0,019 0,023 0,025
122 0 0,211 0,219 0,191 0,204 0,202
182 1 0,603 0,681 0,531 0,434 0,451
242 2 0,753 0,841 0,772 0,697 0,769
302 3 0,758 1,065 0,791 0,825 0,880
362 4 0,794 1,121 0,927 0,858 0,863
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A figura 4.15 mostra o gréafico de concentracaccélelas (em massa seca de
células - mg/mL) em funcdo do tempo de cultivo eggerimentos do ponto otimizado
e do crescimento utilizando a cdpacoli BL21 Star (DE3) apenas com o vetor pET28b
sem o gene (experimento N — controle negativo)ePsadperceber, que apds 2 horas de
inducdo (242 minutos de cultivo), as células comeegachegar a fase estacionaria de
crescimento. Alguns autores afirmam que quando g@izados sistemas com
promotores fortes, como é o caso do promotor T7indazir o sistema, a taxa de
crescimento diminui devido a sobrecarga do metaimali da célula hospedeira
(TOKSOY et al, 2002). Ja o experimento N apresentou um crestgmem pouco
menor que 0s demais. Este crescimento menor p@iesentar oS mesmos nimeros
gue os demais devido aos erros presentes no exgeana que o experimento N foi
realizado apenas uma vez e nao foi possivel menasureagnitude do erro associado a
ele. No entanto, levando em consideracéo o errb38e presente nos ultimos pontos
das réplicas e supondo um erro de 13% também nerimxgnto N, poder-se-ia dizer

gue estatisticamente as duas curvas de crescirs@ntsimilares.

v)
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=
8 10- %
) # Média da conc. de células
© ~ 0,8 - $ % dos experimentos de
< g . m - - validagé&o
ile) 0,6 - {
E £ B Conc. de células do Exp. N
8 0,4 1 (vetor sem o gene)
g 0,2 - .
0,0 % . ' . : ‘
0 100 200 300 400
Tempo de cultivo (minutos)

Figura 4.15 Cinética de crescimento celular das réplicas daicéo otimizada, experimentos A, B, C, D
e E, e do experimento N (controle negativo). A satsstra o ponto em que foi adicionado o indutor
IPTG.

A velocidade especifica de crescimentd rfestes experimentos foi calculada a

partir da equacéo de conservacao de bioma3gzafa processos em batelada (1).
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dX
—=X 1
ot ke (1)
Integrando a equacao (1) dga X e de0 at, sendoXp, a massa seca de células no
tempo de inducéo da express&d], e logo apds, aplicando logaritmo natural nais d

lados da igualdade da equacéo resultante, obtex@g@acao (2).
In(X/X,)=ull (2)

Utilizando a equacédo (2) e realizando ajuste lindes pontos durante a fase
exponencial de crescimento a partir da inducaoxgeessao (Figura 4.16), obteve-se a

velocidade especifica de crescimento.

IN(X/X0) = 0,7204.t
R2=0,9182
@

In (X/X0)
o
[0}

0 0,5 1 1,5 2 2,5

Tempo de cultivo apds a inducao (horas)

Figura 4.16 Ajuste linear dos pontos durante a fase exponkedeiacrescimento celular a partir da
inducdo da expressado. Calculo da velocidade esedié crescimento d&. coli durante a expressdo da

proteina ClpP.

A velocidade especifica de crescimento obtidaeneabalho foi de 0,72he o
tempo de geracédo de 0,96 horas. ALMEIDA (2001) ab&Em seu trabalho velocidade
especifica de crescimento & coli, durante a expressdo da proteina heteréloga, de
aproximadamente 0,5'hEstes valores sdo inferiores as taxas de crestnuescritas
para cepas selvagens Becoli. Como discutido na literatura (TOKSQet al, 2002), a
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diminuicdo da taxa de crescimento esta relaciodasiabrecarga metabdlica imposta a

célula hospedeira pela expressédo da proteina hajard

Também foram analisadas as quantidades da pra@faproduzida ao longo
do cultivo, nas cinco réplicas do ponto otimiza@étoplanejamento. As concentracdes

de proteina de cada uma das réplicas sao mostradabela 4.10.

Tabela 4.10 Concentracdo de ClpP recombinante produzida agolatas 4 horas de expressdo nos

experimentos da validacéo.

Tempo de Exp. A Exp. B Exp. C Exp. D Exp. E
inducéo Conc. ClpP  Conc. ClpP  Conc. CIpP  Conc. CIpP  Conc. ClpP
(horas) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L)

0* 0 0 0 0 0

1 105,4 134,3 102,7 107,7 107,4
2 190,3 256,6 201,2 225,2 221,6
3 235,4 273,6 238,3 266,8 300,9
4 238,3 306,6 321,1 270,6 335,7

* Instante em que ocorre a adicdo do indutor

A média de proteina expressa nos experimentasprximadamente 294mg/L,
apresentou concentracdo um pouco mais elevada qixida no experimento 1 do
planejamento fatorial. No entanto, levando em am®rsicdo 0s erros associados as
medidas de densitometria que variaram entre 10 % If@stes experimentos e o0 erro
estimado em 8% do experimento 1 do planejamentde-pe afirmar que os valores
obtidos na validacdo sédo similares aos do planejaméla figura 4.17 é mostrado o
grafico da média da concentracdo da proteina nusriexentos da validacdo em funcao

do tempo de expressao.
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Figura 4.17 Cinética da producao de proteina. Os quadradosgeptam a concentracdo média de ClpP
ao longo do tempo utilizando a condicédo otimizadi planejamento de experimentos (0,1mM IPTG e

Oug/mL). As barras representam os desvios padrdepamiss do experimento na condi¢do otimizada.

Pode-se perceber que apds a segunda hora de indug&a de producdo de
proteina comeca a diminuir e se aproxima de unma datacionaria na quarta hora de
inducdo. Pode-se concluir que tempos de expresa@&lomgos ndo seriam vantajosos
ja que a concentracdo de proteina se manteriaacdesteduzindo a produtividade do

processo.

Através da razdo entre a concentracdo de protemanassa seca de células,
pode-se calcular o fator de rendimentgxYproducdo de produto por célula) ao longo
do tempo de inducdo. Estes dados sdo mostradasbek t4.11. E possivel perceber
que, apos a segunda hora de inducdo, o rendiméwtoanmenta mais na mesma
proporgao, indicando mais uma vez que tempos roagok de expressao ndo seriam

tdo vantajosos.

Tabela 4.11Fatores de rendimento ) ao longo do tempo de inducdo

Tempo de inducio Média da Média da Massa (Ypx)
p(horas) ¢ Concentracdo de Clg  seca de células Fator de rendimento
(mg/L) (mg/mL) (mg ClpP/mg célula)

o* 0 0,21 -

1 1115 0,54 0,21
2 219,0 0,77 0,29
3 263,0 0,86 0,30
4 294,5 0,91 0,32

* Instante em que ocorre a adicdo do indutor
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Outra analise realizada foi o estudo de segregplz@midial dos cultivos ao
longo do tempo a partir da inducéo. A figura 4.1@stra o grafico da variavel (fragéo
de células com plasmideo) em funcdo do tempo dv@uEm 4 horas de expresséo a
segregacao meédia chega a niveis de 50 %, o qudesatiordo com a segregacao obtida
no experimento 1 do planejamento fatorial. No grafambém é mostrada a segregacéo
ocorrida no experimento N, utilizando a cepa tramsfda apenas com o vetor. Este
experimento foi realizado com o objetivo de vedfise 0 gene poderia interferir na
segregacao. Os valores Bebtidos no experimento N foram um pouco superias
valores obtidos nas réplicas da validacdo, no &mtatevido aos erros em alguns
pontos, € dificil afirmar que o gene pode influancha segregacdo, ja que o
experimento foi realizado sem réplicas. Para padaliar a influéncia do gene na
segregacao, novas analises precisam ser realizadasjinimo em triplicata, para

conseguir mensurar a magnitude dos erros presentes.

£}
o
= 1,20 +
&
S 1,00 ¢ ¢ Média do valor F
o ;
= Il L 2 dos experimentos B
8 0,80 - 7S a DeE
g 0,60 - o *
= * 8- Valores de F do
'8 0,40 - Experimento N
) (vetor sem o gene)
B 0,20 -
o
0]
g 0,00 | | | |
w 0 1 2 3 4 5
Tempo de cultivo apdsainducao (horas)

Figura 4.18 Grafico da variaveF (fracdo de células com plasmideo) em fungdo dpdem

Os valores de estabilidade plasmidial obtidos ewmiog os experimentos,
juntamente com suas médias e desvios padrao, peefevisualizados na tabela 4.12.
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Tabela 4.12Valores da variaveF (fracdo de células com plasmideo) ao longo do demays réplicas dos
experimentos da validacéo

Tempo (h) F(Exp.B) F (Exp.D) F (Exp.E) Média Desvio

Padréo
0* 1,24 0,88 0,82 0,98 0,23
1 1,10 0,79 0,84 0,91 0,17
2 0,40 1,20 0,66 0,75 0,41
3 0,31 0,63 0,89 0,61 0,29
4 0,50 0,47 0,44 0,47 0,03

* Instante em que ocorre a adicdo do indutor

Os valores dé& obtidos sdo similares aos obtidos por SUNITetAal. (2000)
em seu trabalho expressando uma fitase e tambérandio um vetor da série pET.
Neste trabalho os autores relatam que depois dacandos niveis de estabilidade
cairam para 10% em 4 horas. Os autores ainda nmelgtee, antes da inducéo, o
plasmideo foi estdvel por mais de 96h; no entaapmis a inducdo, o plasmideo
comecou a apresentar segregacdo. TOMAZEE€T @l (2007) também mostraram que
o vetor pET101 apresenta maior estabilidade emnivosltndo induzidos. A maior
instabilidade depois da inducéo pode ser atriba@d&ato de que ao induzir a expressao
da proteina recombinante o metabolismo celular $marecarregado, aumentando os
niveis de segregacdo. Neste mesmo trabalho (TOMAZEEt al 2007), foi
demonstrado que induzindo um sistema com lactosstabilidade plasmidial também
€ baixa, chegando a cerca de 30% quando o pH r@mtéolado e cerca de 60%
mantendo o pH em 7,0, ao final de 4 horas. Estegeras também indicam que o pH
pode estar influenciando na baixa estabilidadedahtieste trabalho, jA que o pH dos
cultivos nédo foi mantido constante. Nos experimgntie validacdo da condicdo
otimizada pelo planejamento fatorial, os cultivpsegentaram pH inicial igual a 7,0 e,
apos as 4 horas de expressao, apresentaram pHreond® 5,1. Como ja discutido
anteriormente, alguns autores ainda apontam o |Bd@o um fator que aumenta a
segregacao plasmidial (FRIEHS, 2004). No entanttros fatores podem ainda ser
associados a baixa estabilidade plasmidial enatmtrestes cultivos. Ainda segundo
FRIEHS (2004), a diminuicdo do oxigénio dissolvidode diminuir a estabilidade
plasmidial. Como os experimentos foram conduzidongrascos agitados e neles nao se

tem o controle do oxigénio dissolvido no meio, getde ser uma das causas para 0s
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altos niveis de segregacao encontrados ao longaltieo. Para controlar os niveis de
aeracdo, pH, assim como monitorar outras varideigrocesso, bioreatores devem ser

empregados.

Outros trabalhos ainda mostram que a composicamuistrucdo do vetor e 0s
promotores utilizados podem influenciar muito areggcdo. TOKSOYet al (2002)
obtiveram niveis de estabilidade plasmidial de BD.e 0,1% ao final de 4 horas de
inducdo, variando as construc¢des (plasmideo/gepksmideos utilizados, sendo que o
plasmideo, derivado do vetor pET28a sob controle pdamotor T7, foi o que

apresentou maior estabilidade.

Além dos fatores apresentados, muitos outros s&ohétos nos niveis de
estabilidade plasmidial. Segundo GUPT& al. (1995), meios de cultura mais
complexos levam a diminuicdo da estabilidade pldshiOutros fatores que podem
afetar a estabilidade s&o: taxa de crescimentoeraide cépias do plasmideo, tamanho
do inserto e nivel de expressado da proteina recamta (GUPTAet al, 1995). O vetor
utilizado neste trabalho, pET28b, segundo SILVAO&O0apresenta de 15 a 20 cépias
por célula, sendo um plasmideo de médio a alto raide cépias (FRIEHS, 2004;
SCHUMANN E FERREIRA, 2004), o que seria positivargpananter pelo menos 1

plasmideo em cada célula apds a divisao celuldEHR, 2004).

Na figura 4.19 é mostrado o grafico do fator delimento (Y/x) e da fracdo de
células com plasmided-Y em fungdo do tempo. Como esperado, a medida que a
segregacao aumenta, a taxa de formacdo de produtmassa de célula diminui e o
fator de rendimento (¥x) se aproxima de um estado estacionario. O fator de
rendimento, mesmo a uma taxa mais lenta, aindarmast aumento nas ultimas 2
horas de expressdo. Isto pode ocorrer devido aumerto da producdo da proteina
pelas células que ainda possuem plasmideo. Proventd, o fator de rendimento
comecaria a diminuir nos préximos pontos, deposs 4ldoras de inducdo. Em seus
estudos, expressando fitase Entoli, SUNITHA et al (2000) mostraram que nas duas
primeiras horas da inducdo a producéo de fitaseeatarde 0 até 800 U/L enquanto a
estabilidade plasmidial diminui para 60% neste quErj ou seja, mesmo com
segregacao de 40% a producao de fitase continuardanado. Em duas horas e meia de

89



inducdo, a producdo de fitase aumenta ainda maiss 000 U/L, enquanto a
segregacao aumenta para 80%, e s6 apoés este puecacatividade de fitase comeca a
diminuir. Como mostrado na figura 4.19, em quatooal de inducdo, a segregacao
ainda estava em torno de 55%, e o fator de rendareenda estava aumentando. No
entanto, assim como mostrado por SUNITHA al (2000), quando a segregacao
atingisse niveis ainda maiores, o fator de rendime&omecaria a diminuir, o que
provavelmente seria visualizado nas proximas hdeasnducdo, se o cultivo tivesse

sido mantido por mais de 4 horas de inducéo.
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Figura 4.19 Gréfico do Fator de rendimento de massa de Clp&ugida por massa de célulasfy e da

Fracédo de células com plasmid&d ém funcéo do tempo.

4.3.6 Purificacao

Ensaios preliminares foram realizados para pagho da proteina expressa
fusionada a cauda de histidina, utilizando cromatitey de afinidade, empregando
coluna empacotada com resina contendo ions de Iniopodilizados. A proteina,
quando fusionada a uma cauda de histidina, terpiificacéo facilitada, pois interage
de forma pseudo-especifica com ligantes metalomso o niquel (LARENTISt al,
2006). Alguns trabalhos ja expressaram a proteipB ftisionada a cauda de histidina e
esta proteina fusionada foi testada contra céltdagpidas deS. pneumoniaeem

Western blgt mostrando especificidade para os antigenos post§KWON et al,
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2004; CAOQet al, 2007). Estes dados indicam que a principio daae histidina ndo
influencia na estrutura da proteina, mantendo @nteecimento da mesma pelos

antigenos protéicos.

A solucdo tampéao utilizada na purificacdo, tantoapa rompimento celular
quanto para o equilibrio e eluicdo da coluna, febkicdo 20 mM Tris/1 mM EDTA.
Primeiramente, foram utilizadas para a purificagatucées tampdo com 20 mM e
5 mM de imidazol, para equilibrar a coluna e fazeompimento celular das amostras a
serem purificadas. No entanto, ao passar as amsopel coluna, uma grande
quantidade da proteina de interesse ndo foi adisona coluna (fracdo ndo adsorvida).
Isto pode ter ocorrido devido a proteina estar elaola de tal forma que a cauda de
histidina ndo esteja exposta na superficie, immeden sua ligacdo com o niquel. Por
isso, foram feitos novos testes, utilizando umastradisada com solucdo tampéao sem
imidazol, mas com 1 mM de DTT, e outra lisada camugio tampdo com 1 mM de
imidazol e 1 mM de DTT. O imidazol compete com &astginas pela ligagdo com o
metal (neste caso o niquel), logo, o proprio imidigeode ter prejudicado a ligacéo da
ClpP a coluna. A coluna com as proteinas adsorfaiauida com solucdo tampdo em
gradiente de 0-500 mM de imidazol. As andlisesadpstificacdo foram feitas em SDS-
PAGE (Figura 4.20).

.‘
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O7KDA —s| s g

66kDa —Vl -—

45kDa —»} Ry ip—

(0

—

30kDa —> e . ==
APDES — ——EpEw ——
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Figura 4.20 Gel de SDS-PAGE 12,5% da purificacao da proteip® @/, padrdo de massa molar LMW
(Amersham Bioscience], extrato celular total lisad@, fracdo ndo adsorvida (amostra sem imidaapl);
eluido com a primeira concentracdo de imidazol &@raosem imidazol)4, eluido com 220 mM de
imidazol (amostra sem imidazoB; eluido com 300 mM de imidazol (amostra sem inidjas, fracéo
ndo adsorvida (amostra com 1mM de imidaz@))eluido com a primeira concentracdo de imidazol
(amostra com 1 mM de imidazoB; eluido com 220 mM de imidazol (amostra com 1mMndielazol);

9, eluido com 300 mM de imidazol (amostra com 1 meMrdidazol).
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A proteina ClpP foi eluida com cerca de 220 a 3@Gie imidazol. Como pode
ser visualizado na figura 4.20, foram obtidas fesc@a proteina ClpP com mais de 98%
de pureza, ja que praticamente ndo existem barnglasutlas proteinas, segundo as
analises de densitometria do gel. Futuros estudmerp ser realizados para a

determinacao do rendimento da purificacédo e patharee a fracédo purificada.

A proteina purificada foi submetida a dialise catampao PBS para retirada de
imidazol, sendo verificada precipitacdo da ClpPpnocesso de dialise. A proteina
purificada se mostrou estavel por aproximadamemnt@e3es, armazenada a -20°C. A
figura 4.21 apresenta o gel de poliacrilamida &%2com a amostra da proteina
purificada e desta mesma amostra armazenada pomasies a -20°C. Nesta figura é
possivel visualizar a banda integra da protein® Clp

M 1 2 3 2 1 M
(A) (B)
97kDa — - ww — 97kDa
66kDa —> . <= 66kDa
45kDa — e ' W < 45kDa
. w» < 30kDa
30kDa — s il <
W «—20,1kDa
20,1kDa=—> =
— 4'--__—__3_ b = —— 14,4kDa

Figura 4.21 Gel de SDS-PAGE 12,5% do teste de estabilidadgraof@ina. (A)gel das amostras logo
apos a purificacadyl, padrao de massa molar LMW (Amersham Bioscient&®)2, amostras de ClpP
purificada. (B)gel das amostras armazenadas a -20°C durante 8 amm$ a purificacadyl, padrao de

massa molar LMW (Amersham Biosciencg);2, e 3, amostras de ClpP purificadas e armazenadas a -
20°C por 7 meses.
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4.4 Clonagem e expressao utilizandBacillus subtilis como sistema de expressao

4.4.1 Caracterizagao da cdpacillus subtiliswB600

A cepa deBacillus subtiliswB600 (WUet al, 1991) empregada neste trabalho,
deficiente de 6 proteases extracelulares, foi taniaada, quanto ao género e a espécie,
em parceria com o Laboratorio de Fisiologia Baatexi(LFB) e Cole¢éo de Culturas do
GéneroBacilluse Géneros Correlatos (CCGB) do Instituto Oswaldw G FIOCRUZ.

As colbnias da cepBacillus subtilisWwB600 em meio LB agar apresentaram-se
irregulares e opacas, 0 que esta de acordo comfalogia das coldnias dB. subtilis
(SNEATH e BERGEY, 1986). As células se mostraraamgpositivas e nas laminas a
fresco também apresentaram a morfologia celulaeradp paraB. subtilis Foram
também realizados testes bioquimicos com a Bepdlus subtilisWB600 e com a cepa
Bacillus subtilis LFB732 (utilizada para comparacdo). Os resultados testes
bioquimicos, exceto os realizados através do sestden identificacdo Api 5@CHB
(Biomerieux), sdo mostrados na tabela 4.13. Agatifgas nos resultados de 3 testes
bioquimicos da cepa WB 600, quando comparados emgdtados da cepa LFB732,
provavelmente se devem a auséncia na cepa WB6GRislelas principais proteases
extracelulares deB. subtilis No entanto, os testes bioquimicos, de acordo com
SNEATH e BERGEY (1986), e também o teste feito anmsistemade identificacdo
Api 50 CHB, caracterizaram que a cepa WB600 8deillus subtilis
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Tabela 4.13 Resultado dos testes bioquimicos realizados comepasBacillus subtilis WB600 e
Bacillus subtilisLFB732 (utilizada para comparacao).

Testes Bioquimicos B. subtilisWB600 B. subtilisLFB732
Amido + +
Caseina - +
Tirosina - -
Gelatina - +
Lectinase - -
B-Hemolise em agar - -
Uréia - -
Citrato - +
VP + +
Glicose + +
Arabinose - -
Xylose - -
Nitrato + +
NaCl 5% + +
NaCl 7% + +
NaCl 10% - -

4.4.2 Clonagem

A fim de obter um sistema que fosse capaz de esgqmes proteina ClpP
extracelularmenteBacillus subtilis foi escolhido como hospedeiro para clonar e
expressar a proteina. Este microrganismo, que tand@ sido utilizado como sistema
de expressao de proteinas de uso farmacologicamoldgico, € atrativo por algumas
razdes, como secretar as proteinas diretamenteenm ae cultura, ser considerado
GRAS (@enerally regarded as s3gfeproduzir esporos (facilitando a preservacédo das
cepas) e ter habilidade de crescer e expressarr@sinas em meios baratos
(FERREIRA et al, 2005). Para tanto o gersdpP foi sintetizado quimicamente
fusionado a um peptideo sinal, para a expressdacekilar da proteina. O gene
sintético utilizou como base a mesma sequéncialabto seqienciamento do vetor
PET28btIpP-C2P, clone positivo dE. coli obtido neste trabalho, incluindo a cauda de
histidina. Ao gene sintético ainda foram adicioradma sequéncia sinalizadora e um
sitio de clivagem entre esta seqiiéncia e o gergn Alisso, 0 gene sintético utilizado

ainda teve seuscodons otimizados. A otimizacdo foi realizada levando em
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consideracao: a frequéncia de codons utilizadoB esabtilis(alterando os cédons com
frequéncia menor que 15%) e a formacéo de fortiestesas secundarias, alterando os
coédons para evitar este problema. Na figura 4.2bgtrado um alinhamento multiplo
do geneclpP sintético antes e depois da otimizacédo de codamsreqiéncias em que
0s coédons ocorrem eBu subtilis tanto para o gene sem otimizacdo quanto para® ge
otimizado, sdo mostradas no apéndice C. O genétisintcom cdédons otimizados foi
inserido no vetor pBSK com marcador de resistéaempicilina.

submetido ATGAR AR TETCT TECAL A CTTETIGTATCAGT CACTCTGTTTTTCAGTTITTI CTCRCC &0
ctimizado ATGARGARTATGTCT TECARACTGETCCTT TCTGT CACACTGTICTICAGCTITCTGRCT 60
submetido ATRGGCCCTCTCGCT CATGCGECTGARTTCATGET TCCTGTAGTTATTGRARCAR RCRARGT 120
otimizado ATCGGACCGT TAGCGCATGCAGCTGAGTTTATGET GOCTGTCGICATTGARCRAR RCATCT 120
submetido CeTGEAGRRCGTTCT TACGATATTTACTCACGTICT TCTCARRGACCECATCATTATGCTG 180
otimizado GG TEARCGCTCATACGATATTTATICT CETCT GTTGARAGAT CEGATTATTATGTTA 180
submetido ACAGETCOGETIGARGACAL TATGECTARC TCTCT TATTGCCCRAATTGCTITICTIGERT 240
ctimizado ACGEEECOEETEEARGATAL CATGECCARC AGCCT TATTGCOGCAGTTGCTCTICCTGELE 240
submetido GOCCRRGATAGTACGRARRGATATTTACCTT TATGT CARTACACCAGETGETICTIGITICA 300
otimizado GOGCRRAGATT CTACGRARRGATATCTATITATATGT GARCACCCCAGFCGECTCAGTITAGC 300
submetido GCTGETITGECRATCGTAGATACCATGRRACTTTAT CARGECAGAT GTCCRARRACCATTGTT 3460
ctimizado GCCGEGITGECTATCCIGEACRCCATGRRTTTTAT CARGECCGACGTACRRRCGATTCTA 3460
submetido ATGGERATGECTGCATCIAT GEEEACTCTCATCGCATCAR CTGEAGCARARGECRRRACET 420
ctimizado ATGGECATGECTGOCAGCAT GEEAR CACTR ATTCC TAGCT CRAGEAGOCGARRGECRARRRGE 420
submetido TTCATGCTTCCRRRAT GCTGARTRACATEGATT CACCR RCCAR TEEECEETRACAGET GETEET 430
otimizado TTTATGCTTCCTARCGOGEARTRACA TGATCCATCAGCCGATGEEC GRCACGEEEGERGEA 480
submetido ACCCRRCRRR CTGATATGECTATCGCTGCAGRACACTTGCTCARRRCTCGTRARATRACCTTG 5440
ctimizado ACRCRGCARRR CAGACATGGCCATTGCGECGCAGCATCTICTGARGRACRARGRRATACTTTR 540
submetido AL AR TCT TGO GRR LA TTCAGETCAGTCAA T GLAR L AR CTCCATGCACAT GCRGRR £00
ctimizado AL GATTCTGECAGRGRA CTCAGETCAR AGCAT GLAGR AR GTT CATGCACGAT GCTGRAG /00
submetido CETGATRRCT GEATGAGCGCCCRAGGRARRCACTTGRATATGECTITATTIGATCARATTATE 660
otimizado CoTGATAATT GEATGTCAGCRACRAGGAGRCACTIGRATATGGCTITATCGATGARATCATG 660
submetido GCCRARCAATTCATTGARCCT CoRAGCACCRCCACCACCACCACTGR 7035

otimizado GCRRRTRAATTCATTGAATTT GEARCATCAT CATCATCATCATTRAR 7035

Figura 4.22 Alinhamento multiplo do genelpP sintético utilizado para a clonagem 8msubtilis sem a
otimizacao de cédons (submetido) e otimizado. Endeves@do mostrados os nucleotideos que sofreram
alteracdes no gene otimizado. A seqiiéncia do pEptthal esta realcada em amarelo. A seqiéncia do
sitio de clivagem estéa sublinhada.
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Para a construcdo do vetor foram realizadas reagéedigestdo com o vetor
pBSKCIpP717, para a liberagdo do inserto, e cometorvpHCMCO03, para a
linearizacdo do vetor. As reacOes de digestdo formumalizadas em gel de agarose
(Figura 4.23). Foram obtidas bandas nos tamanhmeraos tanto do inserto, 717pb,
quanto do vetor pHCMCO3 linearizado. As bandasespondentes ao inserto (gene
clpP) e ao vetor linearizado foram purificadas e novaevisualizadas em gel de

agarose (Figura 4.23). Foram obtidos fragmentogamanhos esperados.

M 123456 M 1 2 3 4 56
(B) |

6000kb &5 =
3000kb—> &2

-~ -
-
- "

750kb—> - -

Figura 4.23 (A) gel de agarose 1% das digestdo dos vetores GREK 17 e pHCMCO03. M, marcador
padréo de tamanho de fragmento 1kb DNA laddieretor pBSKclpP7172 e 3, vetor pBSKclpP717
digerido com as enzim&amH e Xbd; 4, vetor pHCMCO03}5 e 6, vetor pHCMCO3 digerido com as
enzimasBamH e Xbd. (B) gel de agarose 1% das purificacdes das tfigesM, marcador padréo de
tamanho de fragmento 1kb DNA ladd&ryvetor pBSKclpP7172, inserto €lpP) digerido e purificado3,
vetor pHCMCO034, 5 e 6 vetor pHCMCO3 linearizado e purificado.

A reacdo de ligagao foi realizada, utilizando aegee o vetor digeridos e
purificados, através da enzima T4 DNA ligase. Qowvebnstruido nesta ligacao foi
transformado por choque térmico dm coli IM109 competente. Nao foram obtidas
colonias transformantes, nem mesmo no controletiveg@eacao de ligacao apenas
com o vetor). As reacgOes de ligacao foram realzata algumas condi¢des diferentes e
mesmo assim ndo se obteve éxito nas transformaédgsmas possibilidades séo
levantadas, como o fato de o vetor utilizado ndasevetor comercial e poder nao ter

todos 0s mecanismos necessarios para se mantarizago. Além disso, apos a

96



digestdo, o vetor pode ter formado alcas e manadconformacdo enovelada,
dificultando a ligacdo com o inserto. A instabitidaestrutural dos plasmideos tem sido
citada em trabalhos como o motivo pela falta deessm na utilizacdo dB. subtilis
como sistema de expresséao ¢tial, 2004; NGUYENet al,, 2005).
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5 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

O geneclpP foi clonado ent. cali, utilizando o vetor pET28b (Novagen), sendo
que a proteina foi expressa de forma eficienteakos niveis e de forma soluvel. Além
deE. coli, objetivou-se o0 emprego d& subtilis como sistema de expressao, utilizando
para esta clonagem o vetor pHCMCO03 (NGUYE&Nil., 2005), no entanto, ndo foram
obtidas células recombinantes para este sistenexptessdo. Uma das possibilidades
levantadas para a falta de éxito nesta clonagem, fato de o vetor utilizado
(PHCMCO03) nédo ser comercial e poder ndo ter todam@canismos necessarios para se
manter linearizado ou ter sofrido algum tipo de agéb ou delecdo em sua seqiéncia,
causada por uma instabilidade estrutural. Como imeado no capitulo de discussao, a
instabilidade estrutural dos plasmideos tem sidadomobstaculos na utilizacéo Be
subtilis como sistema de expresséo ¢tal., 2004; NGUYENget al., 2005).

Quando se trata de coli como sistema de expressao se pode dizer queraxiste
varias ferramentas genéticas, bem desenvolvidaadosecomercializadas. S&o
encontrados vetores e cepas com as mais diversesifesacoes, para serem utilizados
de acordo com a proteina a ser produzida e o moaddizado. Mesmo este sistema
ainda apresentando algumas limitac6es, como a géiodia proteina heteréloga muitas
vezes em forma de agregados insolUveis, ainda ai® atraente do ponto de vista da
eficiéncia e facilidade da obtencdo da proteinaomdxnante, e também dos
conhecimentos adquiridos e técnicas disponiveis maruso deste sistema. Ja a
utilizacdo deB. subtilis como sistema de expressao pode ser dificultads,apesar de
ser citado na literatura como um sistema atratimogecretar as proteinas diretamente
no meio de cultura, ser considerado GRAfenérally regarded as safe), produzir
esporos facilitando a preservacao das cepas abdidade de crescer e expressar as
proteinas em meios baratos (FERREIRA et al., 2008g sistema ainda apresenta
algumas falhas e precisa ser melhor estudado enddgielo. Apesar de ja existirem
cepas para serem utilizadas na expressao de @®teécombinantes, estas ainda
precisam ser aprimoradas e estarem disponiveisrcaineente, além disso, os vetores

precisam ser desenvolvidos para serem mais estdeisacil utilizacao.
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Através de planejamento de experimentos, a exmesadproteina ClpP em
E. coli foi otimizada, variando a concentragdo de ind(ifof G) e canamicina. Nestes
experimentos foram estudados o crescimento celalgproducdo de proteina e a
estabilidade plasmidial. A proteina foi expressafatma solavel, em niveis similares
em todos os experimentos do planejamento fats@&ido que a média de proteina
expressa no ponto central foi de 248,49,7 mg/L de ClpP com desvio padrao relativo
de 8%. As concentragbes de IPTG e canamicina n@segaram efeito significativo
sobre a concentragdo de proteina expressa. Apasaondentracdo de proteina variar
muito dependendo da proteina que estd sendo eapm@essoncentracdo de proteina
expressa neste trabalho esta dentro da faixa aewrwacao obtida por outros trabalhos
gue otimizaram a expressdo de outras proteinas udtivos batelada em frascos
agitados (CHOEt al., 2006; MALDONADOget al., 2007; CHUANEt al., 2008; HAN
et al., 2008). Para aumentar os niveis de expressaeremod de g/L o cultivo precisa
ser feito em bioreatores, pois as variaveis doga®x precisam ser bem controladas e o
regime de operacao do cultivo precisa ser estudadoe seria alvo para novos estudos.
Também no planejamento de experimentos, nos exgetd® do ponto central, obteve-
se média de 0,75 0,02 mg/mL de massa seca de células com desvia@aglativo de
2,5%, ja a fracdo de células com plasmidip gpresentou média de 0,&80,03 com
desvio padréao relativo de 36% ao final das 4 hdeasxpressdo. O IPTG mostrou efeito
negativo sobre o crescimento celular e sobre aikdtale plasmidial, enquanto a
canamicina nao apresentou efeito significativo sat@nhuma destas duas variaveis. O
ponto otimizado do sistema foi obtido nas condig@e®,1mM de IPTG ey@/mL de
canamicina, apresentando concentragdo da protdpfade 247,3 mg/L, crescimento
celular de 0,91 mg/mL de massa seca de célulag@drde células com plasmid&) (
de 0,44. Com isso foi possivel concluir, dentro casdicdes e faixas estudadas, que &
possivel diminuir em 10 vezes a concentracdo detance retirar o antibiotico do
sistema, mantendo a expressao da proteina em siuwglares e reduzindo custos de

processo.

Durante os experimentos do planejamento fataai@stabilidade plasmidial foi
estudada. A estabilidade plasmidial € um dos ponmtas importantes do processo
recombinante, ja que o plasmideo é o ponto chava paproducdo da proteina

heteréloga. Os estudos encontrados na literatista ideea de estabilidade plasmidial,
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muitas vezes sdo contraditorios, possivelmenteddesbs altos erros experimentais
associados as técnicas experimentais empregadasn Aisso, a dificuldade de

encontrar artigos sobre o assunto, principalmemiss e que expliqguem o problema da
segregacao com maior detalhamento e profundidagi@néle, indicando a necessidade
de maiores estudos nesta area. Através do estudeglegacao plasmidial realizado
neste trabalho, foi possivel inferir que ocorre dperdo plasmideo mesmo nas
concentracdes padrdo empregadas de antibidticerdapde plasmideo é reduzida em
concentracdes mais baixas de IPTG, sendo que rto ptmizado pelo planejamento

de experimento, quando os estudos foram realizaodldsngo do tempo, a estabilidade
plasmidial atinge média de 47% em 4 horas de irmugdavos estudos precisam ser
realizados para a determinacdo da concentracda @enPTG, a concentracdo minima
possivel, onde se consiga o0 maximo de estabiligiedamidial e de proteina expressa.
Outra possibilidade € o estudo da estabilidaderpthal utilizando temperaturas mais

baixas para a expressao da proteina. Aléem disemnpalhorar os niveis de estabilidade
plasmidial e possivelmente aumentar a concentrdedproteina produzida, todas as
variaveis descritas como as que influenciam nageld plasmideo, precisam ser
estudadas ao mesmo tempo. Para tanto ferramentgdamgigiamento experimental,

como os planejamentos fracionados e os delinease@d’lackett e Burman, podem
ser fundamentais permitindo avaliar todas as veisaao mesmo tempo, selecionando
as realmente significativas (RODRIGUES E IEMMA, 8D00utra ferramenta que se

torna importante para a maximizacado da producgwateina e estabilidade plasmidial,
assim como para determinar as condi¢cdes ideais rdoegso em bioreator, é a

modelagem matematica do processo e simulacéo.

A proteina expressa, fusionada a uma cauda delihgst foi purificada por
cromatografia de afinidade de forma eficiente,izgildo resina com ions de niquel
imobilizados. A principio a cauda de histidina mdadifica a conformacao da proteina,
conforme dados obtidos na literatura (KW@Nal., 2004; CAOet al., 2007). A
proteina foi purificada com mais de 98% da prot@imdracéo purificada em gradiente
de concentracdo de imidazol. Novos estudos podesamrealizados empregando

eluicdo com pulsos de imidazol e também para d@tarro rendimento da purificacéo.
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APENDICE A

Apéndice A.1 — Sequéncia do plasmideo pBSKCIpP717

LOCUS

DEFI NI TI ON

ACCESSI ON
KEYWORDS
SCQURCE

ORGANI SM

REFERENCE
AUTHORS
JOURNAL

COMVENT

FEATURES

CDS

msc_

CDS

CDS

m sc_

m sc_

CDS

BASE COUNT

ORIG N

1

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161

GS44387 pBSK O p717
Ligation of O p717 into pGSl/ Snal
G544387 pBSK C p717

Unknown.
Unknown

Uncl assi fi ed.

1 (bases 1 to 3580)

Sel f

Unpubl i shed.

SECID/File created by Sci Ed Central,

feature

feature

feature

899 a

CTGACGCGCC
CCGCTACACT
CCACGITCGC
TTAGTCCTTT
GGCCATCGCC
GTGGACTCTT
TATAAGGGAT
TTAACGCGAA
GCAACTGTITG
GGGGATGTIGC
GTAAAACGAC
GAAGAATATG
CGGACCGITA
CGGTGAACGC
GGEECCGETG
GCAAGATTCT
CGGGTTGECT
GGGCATGGECT
TATGCTTCCT
ACAGCAAACA
AAAGATTCTG
TGATAATTGG
AAATAATTCA
CCTCGAGGTT
TTTCCTGIGT
AAGTGTAAAG
CTGCCCECTT
GCGGGGAGAG
CGCTCGGTCG
TCCACAGAAT
AGGAACCGTA
CATCACAAAA
CAGGCGITTC
GGATACCTGT
AGGTATCTCA
GTTCAGCCCG
CACGACTTAT

3580 bp

Location/ Qualifiers

21..327

/gene="f1 origin"

600. . 643

/ gene="T7/ ML3F"

conpl erment

(460. . 615)

/ gene="LacZ"

653. . 1369

/ gene="d p717"
conpl emrent (1391..1447)
/ gene="T3/ ML3R"

/ product="T3 prinmer"

1777. . 2444
/ gene="puUC

origin"

DNA  Cl RCULAR SYN

conpl ement (2595. . 3452)
/ gene="Ampcil |l in"

872 ¢

CTGTAGCGGEC
TGCCAGCGCC
CGGECTTTCCC
ACGGCACCTC
CTGATAGACG
GTTCCAAACT
TTTGCCGATT
TTTTAACAAA
GGAAGGGCGA
TGCAAGGCGA
GGCCAGTGAA
TCTTGCAAAC
GCGCATGCAG
TCATACGATA
GAAGATAACA
ACGAAAGATA
ATCGTGGACA
GCCAGCATGG
AACGCGGAAT
GACATGGCCA
GCAGAGAACT
ATGTCAGCAC
TTGAATTTGG
CCCTTTAGIG
GAAATTGITA
CCTGEEGTGC
TCCAGTCGGG
GCGGITTGCG
TTCGGCTGCG
CAGGGGATAA
AAAAGGCCGC
ATCGACGCTC
CCCCTGGAAG
CCGCCTTTCT
GTTCGGTGTA
ACCGCTGCGC
CGCCACTGGEC

882 g

GCATTAAGCG
CTAGCGCCCG
CGTCAAGCTC
GACCCCAAAA
GITTTTCGCC
GGAACAACAC
TCGGCCTATT
ATATTAACGC
TCGGTGCGGEG
TTAAGTTGGG
TTGTAATACG
TGGTCGITTC
CTGAGTTTAT
TTTATTCTCG
TGGCCAACAG
TCTATTTATA
CCATGAATTT
GAACAGTAAT
ACATGATCCA
TTGCGECGEA
CAGGTCAAAG
AGGAGACACT
AACATCATCA
AGGGTTAATT
TCCGCTCACA
CTAATGAGTG
AAACCTGICG
TATTGGECGC
GCGAGCGGTA
CGCAGGAAAG
GTTGCTGECG
AAGTCAGAGG
CTCCCTCGTG
CCCTTCGGGA
GGTCGTTCGC
CTTATCCGGT
AGCAGCCACT

927 t

CGECEEGTGT
CTCCTTTCGC
TAAATCGGEEG
AACTTGATTA
CTTTGACGTT
TCAACCCTAT
GGTTAAAAAA
TTACAATTTG
CCTCTTCGCT
TAACGCCAGG
ACTCACTATA
TGTCACACTG
GGTGCCTGTC
TCTGTTGAAA
CGITATTGCG
TGTGAACACC
TATCAAGGCC
TGCTAGCTCA
TCAGCCGATG
GCATCTTCTG
CATGGAGAAA
TGAATATGGC
TCATCATCAT
GCGAGCTTGG
ATTCCACACA
AGCTAACTCA
TGCCAGCTGC
TCTTCCGCTT
TCAGCTCACT
AACATGTGAG
TTTTTCCATA
TGGCGAAACC
CGCTCTCCTG
AGCGTGGECGC
TCCAAGCTGG
AACTATCGTC
GGTAACAGGA

Scientific & Educational

GGTGGTTACG
TTTCTTCCCT
GCTCCCTTTA
GGGTGATGGT
GGAGT CCACG
CTCGGTCTAT
TGAGCTGATT
CCATTCGCCA
ATTACGCCAG
GTTTTCCCAG
GGGECGACCCC
TTCTTCAGCT
GTCATTGAAC
GATCGGATTA
CAGITGCTGT
CCAGGCGECT
GACGTACAAA
GGAGCGAAAG
GGCGGCACGG
AAGACAAGAA
GTTCATGCAG
TTTATCGATG
TAATCTAGAA
CGTAATCATG
ACATACGAGC
CATTAATTGC
ATTAATGAAT
CCTCGCTCAC

TTCCGACCCT
TTTCTCATAG
GCTGITGIGCA
TTGAGTCCAA
TTAGCAGAGC

31- VAY- 2009

CGCAGCGTGA
TCCTTTCTCG
GGGITCCGAT
TCACGTAGIG
TTCTTTAATA
TCTTTTGATT
TAACAAAAAT
TTCAGGCTGC
CTGCCGAAAG
TCACGACGTT
ATGGATCCAT
TTCTGACTAT
AAACATCTCG
TTATGITAAC
TCCTGGACGC
CAGITAGCGC
CGATTGTAAT
GCAAAAGATT
GGGGAGGAAC
ATACTTTAGA
ATGCTGAGCG
AAATCATGGC
TCGGGGATAT
GTCATAGCTG
CGGAAGCATA
GTTGCGCTCA
CGGCCAACGC
TGACTCGCTG
AATACGGTTA
GCAAAAGGCC
CCCTGACGAG
ATAAAGATAC
GCCGCTTACC
CTCACGCTGT
CGAACCCCCC
CCCGGTAAGA
GAGGTATGTA

Sof t war e
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2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
2641
2701
2761
2821
2881
2941
3001
3061
3121
3181
3241
3301
3361
3421
3481
3541

GGCGGTGCTA
TTTGGTATCT
TCCGGCAAAC
CGCAGAAAAA
TGGAACGAAA
TAGATCCTTT
TGGTCTGACA
CGITCATCCA
CCATCTGECC
TCAGCAATAA
GCCTCCATCC
AGTTTGCGCA
ATGGCTTCAT
TGCAAAAAAG
GIGITATCAC
AGATGCTTTT
CGACCGAGIT
TTAAAAGTGC
CTGTTGAGAT
ACTTTCACCA
ATAAGGCECGA
ATTTATCAGG

CAGAGTTCTT
GCGCTCTGCT
AAACCACCGC
AAGGATCTCA
ACTCACGITA
TAAATTAAAA
GITACCAATG
TAGTTGCCTG
CCAGTGCTGC
ACCAGCCAGC
AGTCTATTAA
ACGITGITGC
TCAGCTCCGG
CGGITAGCTC
TCATGGITAT
CTGTGACTGG
GCTCTTGCCC
TCATCATTGG
CCAGTTCGAT
GCGITTCTGG
CACGGAAATG
GITATTGICT

GAAGTGGT GG
GAAGCCAGTT
TGGTAGCGGT
AGAAGATCCT
AGCGATTTTG
ATGAAGITTT
CTTAATCAGT
ACTCCCCGTC
AATGATACCG
CGGAAGGEECC
TTGTTGCCGG
CATTGCTACA
TTCCCAACGA
CTTCGGTCCT
GGCAGCACTG
TGAGTACTCA
GGCGTCAATA
AAAACGTITCT
GTAACCCACT
GTGAGCAAAA
TTGAATACTC
CATGAGCGGA

CCTAACTACG
ACCTTCGGAA
GGITTTTTTG
TTGATCTTTT
GICATGAGAT
AAATCAATCT
GAGGCACCTA
GIGTAGATAA
CGAGACCCAC
GAGCGCAGAA
GAAGCTAGAG
GGCATCGTGG
TCAAGGCGAG
CCGATCGITG
CATAATTCTC
ACCAAGTCAT
CGGGATAATA
TCGGEGEECGAA
CGTGCACCCA
ACAGGAAGCEC
ATACTCTTCC
TACATATTTG

CAAATAGGGEG TTCCGCGCAC ATTTCCCCGA AAAGTGCCAC

GCTACACTAG
AAAGAGTTGG
TTTGCAAGCA
CTACGGGEGTC
TATCAAAAAG
AAAGTATATA
TCTCAGCGAT
CTACGATACG
GCTCACCGEC
GIGGTCCTGC
TAAGTAGITC
TGTCACGCTC
TTACATGATC
TCAGAAGTAA
TTACTGICAT
TCTGAGAATA
CCGCGCCACA
AACTCTCAAG
ACTGATCTTC
AAAATGCCGC
TTTTTCAATA
AATGTATTTA

AAGAACAGTA
TAGCTCTTGA
GCAGATTACG
TGACGCTCAG
GATCTTCACC
TGAGTAAACT
CTGICTATTT
GGAGGECTTA
TCCAGATTTA
AACTTTATCC
GCCAGTTAAT
GICGTTTGGT
CCCCATGITG
GITGGCCGCA
GCCATCCGTA
GIGTATGCGG
TAGCAGAACT
GATCTTACCG
AGCATCTTTT
AAAAAAGGGA
TTATTGAAGC
GAAAAATAAA
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APENDICE B

Apéndice B.1 — Alinhamento Multiplo de IgAl proteas

10 20 30 40 50 60
|

SP195x2 VEKYFGEKQERFSFRKL SVGLVSATI SSLFFVBVLASSSVDAQETAGVHYKYVADSELSS
CDC1087_00 VEKYFGEKQERFSFRKL SVGLVSATI SSLFFMBVLASSSVDAQETAGVHYKYVADSELSS
GBAXXX4 VEKYFGEKQERFSFRKL SVGLVSATI SSLFFMBVLASSSVDAQETAGVHYKYVADSEL SS
CGSP14 VEKYFGEKQERFSFRKL SVGLVSATI SSLFFMBVLASSSVDAQETAGVHYKYVADSEL SS
REXXXX0 VEKYFGEKQERFSFRKL SVGLVSATI SSLFFMBVLASSSVDAQETAGVHYKYVADSELSS
70585x1 VEKYFGEKQERFSFRKL SVGLVSATI SSLFFMBVLASSSVDAQETAGVHYKYVADSELSS
TI GRAX7 VEKYFGEKQERFSFRKL SVGLVSATI SSLFFMBVLASSSVDAQETAGVHYKYVADSEL SS
Hungar y19A 6  NEKYFGEKQERFSFRKLSVGLVSATI SSLFFNMBVLASSSVDAQETAGVHYKYVADSELSS
Pri m cons. VEKYFGEKQERFSFRKL SVGLVSATI SSLFFMBVLASSSVDAQETAGVHYKYVADSELSS
70 80 90 100 110 120

[ [ [ [ | |

SP195x2 EEKKQLVYDI PTYVENDDETYYL VYKLNSQNQLAEL PNTGSKNERQALVAGASLAALG L
CDC1087_00 EEKKQLVYDI PTYVENDDETYYL VYKLNSQNQLAEL PNTGSKNEMQALVAGASLATLG L
GBAXXX4 EEKKQLVYDI PTYVENDDETYYL VYKLNSQNQLAEL PNTGSKNERQALVAGASLAALG L
CGSP14 EEKKQLVYDI PTYVENDDETYYL VYKLNSQNQLAEL PNTGSKNERQALVAGASLAALG L
REXXXX0 EEKKQLVYDI PTYVENDDETYYL VYKL NSQNQLAEL PNTGSKNERQALVAGASLAALG L
70585x1 EEKKQLVYDI PTYVENDDETYYL VYKLNSQSQLAEL PNTGSKNEMQALVAGASLAALG L
Tl GRAX7 EEKKQLVYDI PTYVENDDETYYL VYKL NSQNQLAEL PNTGSKNERQALVAGASLAAMG L
Hungary19A 6  EEKKQLVYDI PTYVENDDETYYLVYKLNSQNQLAEL PNTGSKNERQALVAGASLAALG L
Pri m cons. EEKKQLVYDI PTYVENDDETYYLVYKLNSQNQLAEL PNTGSKNERQALVAGASLAAL G L
130 140 150 160 170 180

SP195x2 | FAVSKKKVKNKTVLHLVLVAG GNGVLVSVHAL ENHLLLNYNTDYEL TSGEKLPLPKEI
CDC1087_00 | FAVSKKKVKNKTVLHLVLVAG GNGVLVSVHAL ENHLLLNYNTDYEL TSGEKLPLPKEI
GBAXXX4 | FAVSKKKVKNKTVLHLVLVAG GNGVLVSVHALENHLLLNYNTDYEL TSGEKLPLPKEI
CGSP14 | FAVSKKKVKNKTVLHLVLVAG GNGVLVSVHAL ENHLLLNYNTDYEL TSGEKLPLPKEI
REXXXX0 | FAVSKKKVKNKTVLHLVL VAGMENGVL VSVHAL ENHL LLNYNTDYEL TSGEKL PLPKEI
70585x1 | FAVSKKKVKNKTVLHLVLVAG GNGVLVSVHAL ENHLLLNYNTDYKL TSGEKLPLPKDI
TI GRAX7 | FAVSKKKVKNKTVLHLVLVAG GNGVLVSVHAL ENHLLLNYNTDYEL TSGEKLPLPKEI
Hungary19A 6 | FAVSKKKVKNKTVLHLVLVAG GNGVLVSVHALENHLLLNYNTDYEL TSGEKLPLPKEI
Pri m cons. | FAVSKKKVKNKTVLHLVLVAG GNGVLVSVHAL ENHLLLNYNTDYEL TSGEKL PLPKEI
190 200 210 220 230 240

| | |
SP195x2 SGYTY! GYI KEGKTTSESEVSNQKSSVATSTKQQKVDYNVTPNFVDHPSTVQAI QEQTPV
CDC1087_00 SGYTYI GYI KEENI TSESEVSNQKSSI VTPTKQQKVDYSVTPNFVDHPSTVQAI QEQTPV
GBaxxx4 SGYTYI GYI KEGKTTSDFEVSNQEKSAATPTKQQKVDYNVTPNFVDHPSTVQAI QEQTPV
CGSP14 SGYTY! GYI KEGKTTSDFEVSNQEKSAATPTKQQKVDYNVTPNFVDHPSTVQAI QEQTPV
REXXXX0 SGYTY! GYI KEGKTTSDFEVSNQEKSAATPTKQQKVDYNVTPNFVDHPSTVQAI QEQTPV
70585x1 SGYTYI GYI KEENI TSESEVSNQKSSVATPI KQQKVDYSVTPNFVDHPSTVQAI QEQTPV
TI GRAx7 SGYTYI GYI KEGKTTSESEVSNQKSSVATPTKQQKVDYNVTPNFVDHPSTVQAI QEQTPV
Hungary19A 6  SGYTYI GYI KEGKTTSDFEVSNQEKSAATPTKQQKVDYNVTPNEVDHPSTVQAI QEQTPV
Pri m cons. SGYTYI GYI KEGKTTS22EVSNQR2SAATPTKQQKVDYNVTPNFVDHPSTVQAI GEQTPV
250 260 270 280 290 300

| | | | | |

SP195x2 SSTKPTEVQUWEKPFSTELI NPRKEEKQSSDSQEQLAEHKNL ETKKEEKI SPKEKTGVNT
CDC1087_00 SSTKPTEVQUWEKPFSTELI NPRKEEKQSSDSQEQLAEHKNL ETKKEEKI SPKEKTGVNT
GB4axxx4 SSTKPTEVQUWEKPFSTEL| NPRKEEKQSSDSQEQLAEHKNL ETKKEEKI SPKEKTGVNT
CGSP14 SSTKPTEVQUWEKPFSTKLI NPRKEEKQSSDSQEQLAEHKNL ETKKEEKI SPKEKTGVNT
REXXXX0 SSTKPTEVQUWEKPFSTELI NPRKEEKQSSDSQEQLAEHKNL ETKKEEKI SPKEKTGVNT
70585x1 SSTKPTEVQUWEKPFSTELI NPRKEEKQSSDSQEQLAEHKNL ETKKEEKI SPKEKTGVNT
Tl GRAX7 SSTKPTEVQUWEKPFSTELI NPRKEEKQSSDSQEQLAEHKNL ETKKEEKI SPKEKTGVNT

Hungar y19A 6 SSTKPTEVQVVEKPFSTEL| NPRKEEKQSSDSQEQL AEHKNL ETKKEEKI SPKEKTGVNT

R T R R

Primcons. SSTKPTEVQVVEKPFSTEL I NPRKEEKQSSDSQEQL AEHKNL ETKKEEKI SPKEKTGVNT
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310 320 330 340 350 360

[ | | [ | |
LNPQDEVL SCQLNKPELLYREETI ETKI DFQEEI QENPDLAEGT VRVKQECGKL GKKVEI V
LNPQDEVL SGQLNKPELLYREETI El KI DFQEElI QENPDLSEG VRVKQECGKLGKKVEI V
LNPQDEVL SGQLNKPELLYREETI ETKI DFQEEI QENPDLAEGT VRVKQECGKL GKKVEI V
LNPQDEVL SCQLNKPELLYREETI ETKI DFQEETQENPDLAEGT VRVKQECGKL GKKVEI V
LNPQDEVL SCQLNKPELLYREETI ETKI DFQEEI QENPDLAEGT VRVKQECGKL GKKVEI V
LNPQDEVL SGQLNKPELLYREETI ETKI DFQEEI QENPDLAEGT VRVKQECGKL GKKVEI V
LNPQDEVL SGQLNKPELLYREETMETKI DFQEEI QENPDLAEGT VRVKQECGKL GKKVEI V
LNPQDEVL SGQLNKPELLYREETI El KI DFQEElI QENPDLVEGQ VRVKQECGKLGKKVEI V

khkhkkhhkhhkhhhhhhhkhhhhhhhkh-k *hhkhhhkkhk hhhhhkhk *k hhhhhhkhhhhrkhkhkx

LNPQDEVLSGQLNKPELL YREETI ETKI DFQEElI QENPDLAEGTVRVKQEGKL GKKVEI V

370 380 390 400 410 420
|

Rl FSVNKEEVSREI VSTSTTAPSPRI VEKGTKKTQVI KEQPETGVEHKDVQSGAI VEPAI
Rl FSVNKEEVSREI VSTSTTAPI PRI VEKGTKKTQVI KEQPETGVEHKDVQSGAI VEPTI
Rl FSVNKEEVSREI VSTSTTAPI PRI VEKGTKKTQVI KEQPETGVEHKDVQSGAI VEPAI
Rl FSVNKEEVSREI VSTSTTAPSPRI VEKGTKKTQVI KEQPETGVEHKDVQSGAI VEPAI
Rl FSVNKEEVSREI VSTSTTAPSPRI VEKGTKKTQVI KEQPETGVEHKDVQSGAI VEPAI
Rl FSVNKEEVSREI VSTSTTAPI PRI VEKGTKKTQVI KEQPETGVEHKDVQSGAI VEPAL
Rl FSVNKEEVSREI VSTSTTAPSPRI VEKGTKKTQVI KEQPETGVEHKDVQSGAI VEPAI
Rl FSVNKEEVSREI VSTSTTAPI PRI VEKGTKKTQVI KEQPETGVEHKDVQSGAI VEPAI

khhkkhhkhhkhhhhhhhkhhhhhhd hhhhhhhhkhhhhhhhhhhhhkhhkhhhhhhkhkhdhkk-

Rl FSVNKEEVSREI VSTSTTAP2PRI VEKGTKKTQVI KEQPETGVEHKDVQSGAI VEPAI
430 440 450 460 470 480

| | | | | |
QPEL PEAVVSDKGEPAVQPEL PEAVVTDKGETEVQPESPDTVVSDKGEPEQVAPLPEYTR

khkhkkhkkhhkhhkhhk * kkk Kk - kk- kkkk

QPELPEAVVSDKGVPEVQPAL PEAVVTDKGE222 QPE2 P22 V2 DKGEPEQVAPLPEYTR
490 500 510 520 530 540

| | | | | |
PQAGAVVEPAI QPEL PEAVVTDKGEP- - - AVQPEL PEAVWTDKGETEVQPESPDTWWSDK
------- EPAVQPEL PEAVVTDKGEP- - - EVQPALPEAVWSDKG: - - - = = = = = = =< = - = -
------- EPAVQPEL PEAVWTDKGEP- - - EVQPEL PEAVVTDKGEPEVQPAL PEAVVSDK
------- EPAVQPEL SEAVWTDKGEP- - - AVQPELSEAWTDKG - - - = - = = - = = = - - - -
-------- TEVQPESPDTVVSDKGEPEQVAPLPEYKGNI EQUKP- - - < = - < = <= << = - - -
------- EPAVQPEL PEAVVSDKGEPEQVAPL PEYKGNI EQUKP- - - - = - < = <« =< = - - -
-------- TEVQPESPDTVVSDKGEPEQVAPL PEYKGNI EQUKP- - - - - - = = = <« - - - -
-------- TEVQPESPDTVWSDKGEP- - - AVQPESPDTWSDKG: - - - - - = = - = = = - - - -

ok k ok cekk e kkkkk *

PQAGAVVEPAVQPEL PEAVW?2 DKGEPEQVAVQPEL PEAVV2 DKGE2 EVQP22P22VWSDK

550 560 570 580 590 600
I I I I I
GEPEQVAPL PEYTRPQAGAWEPAI QPELPEAWTDKG - - - - - EPAVQPEL PEAWTDK
- EPEQVAPL PEYTRPQAGAVWEPAI QPEL PEAWTDKG - - - - - EPAVQPELPEAWTDK
GEPEQVAPL PEYTRPQAGAVWEPAI QPEL PEAWTDKG - - - - - EPAVQPELPEAWTDK
--------------------- EPAVQPEL PEAWSDKG - - - - - EPAVQPELPEAWTDK

- ETPVEKTKEQGPEKTEEVPVKPTEETPVNPNEGI TEGTSI QEAENPVOPAEESTTNSEK
- ETPVEKTKEQGPEKTEEVPVKPTEETPVNPNEGI TEGTSI QEAENPVOPAEESTTNSEK
- ETPVEKTKEQGPEKTEEVPVKPTEETPVNPNEGT TEGTSI QEAENPVQPAEESTTNSEK
- EPKQVAPLPEYTGPQASAI VEPEQVAPLPEYTGVQAG - - Al VEPAVQPAL PEAVVSDK

* * kK

GEP2QUAPL PEYT2PQA2 A2 VEPA2 QP2 PEAV2 TDKGTS| GEAEPAVQP2L PEAW2 DK
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610 620 630 640 650 660

| [ | | [ |
GEPAVQDELPEA\NTDKGEFEVQDESPDTWS- - - DKGEPKQVAPLPEYTGPQAS- - - - -
----------------- TEVQPESPDTWS- - - DKGEPKQVAPLPEYTGPQAS- - - - -

GE ----------------- TEVQPESPDTWS- - - DKGEPKQVAPLPEYTGPQAS- - - - -
S TEVQPESPDTWS- - - DKGEPKQVAPL PEYTGPQAS- - - - -
VS mmmm e PDTSSENTGEVSSNPSDSTTSVGESNKPEHNDSKNENSEKT
VS cmem e PDTSSENTGEVSSNPSDSTTSVGESNQPEKNRTATK- - - - -
VS s mem e PDTSSKNTGEVSSNPSDSTTSVGESNKPEHNDSKNENSEKT
GV mmmmm e PEVGPELPEAWS- - - DKGVPEVQPELPEAVWSDKG: - - - -

* ok

GEPAVQPEL PEAVWTDKGE2 EVQDESPDTWSNPSDKGEPKQ\/APL PEYTGPQASNSEKT
670 680 690 700 710 720

................ Al VEPEQ VAPLPEYTGVQAGSI VEPEKVEAPKEYTGKI EQPSA
................ Al VEPEQ VAPLPEYTGVQAGSI VEPEKVEAPKEYTGKI EQPSA
................ Al VEPEQ VAPLPEYTGVQAGSI VEPEKVEAPKEYTGKI EQPSA
................ Al VEPEQ VAPLPEYTGVQAGSI VEPEKVEAPKEYTGKI EQPSA
VEEVPVNPNEGTVEGT SNQETEKPVQPAEETQTNSG- - KI ANENTGEVSNKPSDSKPPVE

----- P---- - - - ENSGNTTSEN- - GPTEPSNGNS- - - - - - - - - TEDVSTESNTSN- - - -

VEEVPVNPNEGTVEGT SNQETEKPVQPAEETQTNSG- - KI ANENTGEVSNKPSDSKPPVE

------------------- EPEQ VAPLPEYKGNI - - - - = =« = = s = e e me e oo
* - *

VEEVPVNPNEGTVEGTAI VEPEQPVAPLPEYTG2QAGSI VEPEKVEAPKEYTCGKI EQPSA

730 740 750 760 770 780
| | | | | |

EDTKPENEASSTNGESER: - - - - - = = = = = = = = =« =« =« wmm e e e e e e P
EDTKPENEASSTNGESER: - - - - - = = = = = = = = =« =« = e wmm e e e e e e e P
EDTKPENEASSTNGESER: - - - = = = = = = = = = = = = = === m o m e e e oo oo P
EDTKPENEASSTNGESER: - - - - = = = = = = = = = = = == == m o m e e e oo oo P
ESNQPEKNGTATKPENSG: - - - - = = = = = = = = = =« =« e m e e e e e e N
= SNGNEE- - - - | KQEN- - = = = = = = = m e e e e e e e e E

ESNQPEKNGTATKPENSGNT TSENGQTEPEPSNGNSTEDVSTESNTSNSNGNEEI KQENE
----- 2 R
* . P

EDTKPENEASSTé(ESERNTTSENGQTEPEPSNGNSTED\/STESNTSNSNGNEEI KQENP
790 800 810 820 830 840

| | | [ | [
KDKI KEEKQVDKKL EL RNVSNVEL YTVENNKYRHI TAVDGAL DSSL KYFIVKVKSENFKDI
KDKI KEEKQVDKKL EL RNVSNVEL YTVENNKYRHI TAVDGAL DSSL KYFIVKVKSENFKDI
KDKI KEEKQVDKKL EL RNVSNVEL YTVENNKYRHI TAVDGAL DSSLKYFVKVKSENFKDI
KDKI KEEKQVDKKL EL RNVSNVEL YTVENNKYRHI TAVDGAL DSSL KYFVKVKSENFKDI
TTSENGOTEPEKKLELRNVSDI EL YSQTNGTYRQHVSLDGA PENTDT YFVKVKSSAFKDV
L DPDKMVEEPEKKLELRNVSDI ELYSQTNGT YRQHVSLDG PENTDT YFVKVKSSAFKDV
L DPDKKVEEPEKTL ELRNVSDLEL YSLSNGTYKQHI SLEQVPSNPNSYFVKVKSSSFKDV
- VEKL QEEEPEKTI ELRSVSDVEL YSYEAN@KQ—W | L DKVPDNKSAYFI KVKSAKFKDV

* cokkk kke o« kokok. *k o kkkk * ok Kk -

KDKI KEEK222 KKL EL RN\/SZVEL Y2VENNKYR22TA2 DGA2 DZSL KYFM(VKSENFKDZ

850 860 870 880 890 900

I I

MLPVTKI ESTTKNNKEVYKI VAHAENLI CHENNVI SNDYTYYLPKTQQSETGVYTSFKNL
M_PVTKI ESTTKNNKEVYKI VAHAENLI QHENNVI SNDYTYYLPKTQQSETGVYTSFKNL
M_PVTKI ESTTKNNKEVYKI VAHAENLI QHENNVI SNDYTYYLPKTQQSETGVYTSFKNL
M_PVTKI ESTTKNNKEVYKI VAHAENLI QHENNVI SNDYTYYLPKTQQSETGVYTSFKNL
YI PVASI TEEKRNGQSVYKI TAKAEKL QQEL ENKYVDNFTFYL DKKAKEENTNFTSFSNL
YI PVASI TEEKRNGOSVYKI TAKAEKL QQEL ENKYVDNFTFYL DKKAKEENTNFTSFSNL
YLPVAS| SEERKNDKI L YKI TAKVEKLQQEI ESRYKDNFTFYLAKKGTEETTNFTSFSNL
LLPVSNI EDTTKDGKWYKI TARLEHLKQSVDNQYQDNFTYYLPKWQ\IDGPI YTSFKKL

CRkK ke ke TRKK ek

NLPVTKI ESTTKNNKEVYKI 2AHAENLI Q—lENN\/ZSZZZTYYLPKTQQSETC—NYT SFKNL
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910 920 930 940 950 960

| | | | | |
VDAMNSDPNGT FHL GATVDAREVEL PDDQESYVKNEFYCGKL I GENNGKYYAI YNLKKPLF
VDAMNSDPNGTFHL GATVDAREVEL PDDQESYVKNEFYCGKLI GENNGKYYAI YNLKKPLF
VDAMNSDPNGTFHL GATVDAREVEL PDDQESYVKNEFYCGKLI GENNGKYYAI YNLKKPLF
VDAMNSDPNGT FHL GATVDAREVEL PDDQESYVKNEFYCGKL I GENNGKYYAI YNLKKPLF
VKAI NQNPSGT YHLAASL NANEVEL GPDERSY| KDTFTCGRLI GEKDGKNYAI YNLKKPLF
VKAl NONPSGT YHLAASL NANEVEL GPDERSY| KDTFTCRLI GEKDGKNYAI YNLKKPLF
VKAl NONPSGT YHLAASL NANEVEL GPDERSY| KDTFTCRLI GEKDGKNYAI YNLKKPLF
VTDVNSRPDGTFI LGATI\/NAREFELGENQESYVTKNFTGT L1 GSHQGKHYAI YNLKKPLF

* sk * kke ok ke -k Kk kK . * ok kkk - kk hkkkkkkkkokk

VDAI\/NSDPNGTFHL GATMZAREVEL 2 DDdESYVI(NEF2 GKLI GENNGKYYAI YNLKKPLF

970 980 990 1000 1010 1020
| | |

KTLNTATI QNLSI KEANVSSKEDAATI SKEAKYNTLI DNVHSDG | AGERG GGLVSKVD
KTLNTATI QNLSI KEANVSSKEDAATI SKEAKYNTLI DNVHSDA | AGERGE GGLVSKVD
KTLNTATI XNLSI KEANVSSKEDAATI SKEAKYNTLI DXVHSDA | AGERGE GGLVSKVD
KTLNTATI QNLSI KEANVSSKEDAAT| SKEAKYNTLI DNVHSDG | AGERG GGLVSKVD
ENLSGATVEKL SLKNVAI SGKNDI GSLANEATNGTKI KQVHVDGVL AGERGVGGLLAKAD
ENLSGATVEKL SLKNVAI SGKNDI GSLANEATNGTKI KQVHVDGVLAGERGVGGELLAKAD
ENLSGATVEKL SLKNVAI SGKDDI GSLANEAQNNTKI KQVHVDGVLAGERG GGLLAKAE
NTLNNAAI QDLTLKD\/NI SG(NI—I\/ASVAI\/EATNSSTLDN\/HANG | ACELA GGLVQ(VD

Kok ek kkk ke kKK K

KTLNTATI Q\ILSZKEZN.ZSZKEDAAZI 2KEAK2NTLI DN\/HSDG | AGERG GGLVSKVD
1030 1040 1050 1060 1070 1080

I I | | | |
NSRI SNSSFTCRI TNTYDTTVGYEI GGLVGKLSGSLASI EKSI ASI DI ASNAKSGDQI VG
NSRI SNSSFTCRI TNTYDTTVGYEI GALVGKLSGSLASI EKSI ASI DI ASNAKSGDQI VG
NSRI SNSSFTGRI TNTYDTTVGYEI GGLVGKLSGSLASI EKSI ASI DI ASNAKSGDQ VG
NSRI SNSSFTGRI TNTYDTTAGYEI GGLVGKLSGSLASI EKSI ASI DI ASNAKSGDQ VG
QSSI AESSFKGRI VNTYETTDAYNI GGLVGHLTGKNASI AKSKATVTI SSNTNRSDQTVG
QSNI AESSFKGRI VNTYETTDAYNI GGLVGHLTGKNASI AKSKATVTI SSNTNRSDQTVG
QSSI TESSFKGRI | NTYETTAAYNI GGWGHL TCDKALL TKSKATVAI SSNTNTSDQTVG
NSTVRNSSFTGRI TNTFVTTSQYAI C-IGLVC-Q_TGANARVAHSI STWI SSNGEHSNQTI G

ckkk kkk Kk kK *k kokk e okk. ke ok * e ke kK

NSRI SNSSFTGRI TNTYDTTVGY El GGLVGKLZGSLASI EKSI A22DI ZSNAkSZDQQVG
1090 1100 1110 1120 1130 1140

I I | [ | |
G AGVVEKSATI KYSYVEGNVNNVRHFGKVGGVACNL WDRDSQDVSKSCKL SYVL SDVNV
G AGVVEKSATI KYSYVEGNVNNVRHFGKVGGVACNL WDRDSQDVSKSCKL SYVL SDVNV
G AGYWEKSATI KYSYVEGNVNNVRHFGKVGGVAGNL VIDRDSQDVSKSGKL SYVL SDVNV
G AGYWEKSATI KYSYVEGNVNNVRHFGKVGGVAGNL VIDRDSQDVSKSGKL SYVL SDVNV
GLAGLVDQDAHI QNSYAEGDI NNVKHFGKVAGVAGYLVDRT SGEEKHACGEL TNVL SDVNV
GLAGLVDQDAHI QNSYAEGDI NNVKHFGKVAGVAGYLVDRT SGEEKHACGEL TNVL SDVNV
GLAGLVDRDAQ QDSYAEGDI NNVKHFGRVAGVAGNLVDRTSGDVRHAGSL TNVL SDVNV
G va VENNATVENSYAEGEI NNAKPFARVGGVAGSL W QEGGT DNNTGRLTNVLSDIVNI

ke ke ok ce o kk kke s kk o Kk ok kkkk Kk - Tk ke kR kk k.

€] A(-NVEKSATI KYSY2 EGNZ NNV2 HFGKVG(-NAGNL V\DRDSZ DVSKSCGKL 2 2VL SDVN\/

1150 1160 1170 1180 1190 1200
I I I I

TNGNAI SCDNFDNVKEDHAY SSKGNKVVNVVQVDDEL VTKDSDVORGT VL DADKVKEKKA
TNGNAI SCDNFDNVKEDHAY SSKGNKVVNVVQVDDEL VTKDSDVORGT VL DADKVKEKKA
TNGNAI SCDNFDNVKEDHAY SSKGNKVVNVVQVDDEL VTKDSDVORGT VL DADKVKEKKA
TNGNAI AGYNFNG KTI ETYSNKNNKVVNVVQEDDEVVTKDSDVORGT VL DADKVKEKKY
TNGNAI TGYHYTGVKVANT FSSKANRVFNVTLEKDEVVSKESFEERGTMLDASQ VSKKA
TNGNAI TGYHYTGVKVANT FSSKANRVFNVTL EKDEVVSKESFEERGTMLDASQ VSKKA
TNGNAI TGYHYNEMKVKDT FSSKANRVYNVTLVKDEVVSKESFEERGTM_DASQ ASKKA
TNGNAI SGYI HFNGI KEI'N\/YSNKENKWN\/QAVGDEVI\/BVDSTVERGTEI EKTSVQAKKD

kkkkkhkko ok o o- sk ok ke ok kK ok k ok

TNGNAI SGY 2 F2 GVKEDZTYSSKZ NKWN\/VQ\/DDEVVZ KDSD\/Z RGTVL DADKVKEKKA
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1210 1220 1230 1240 1250 1260

| | | | | |
ELVSKHSTKVEDFDFTSRYTTI YNEVTGYQKSREQVYKNI EKLLPFYNRET! VKYGNLVD
ELVSKHSTKVEDFDFTSRYTTI YNEVTGYQKSREQVYKNI EKLLPFYNRETI VKYGNLVD
ELVSKHSTKVEDFDFTSRYTTI YNEVTGYQKSREQVYKNI EKLLPFYNRETI VKYGNLVD
ELVSKHSTKVEDFDFTSRYNTNYNEVTGYQQSREQVYKNI EKLLPFYNRETI VKYGNLVE
El NPLTLPTVEPLSTSGKKDSDFSKI AHYQANRALVYKNI EKLLPFYNKSTI VKYGNLVK
El NPLTLPTVEPL STSGKKDSDFSKI AHYQANRALVYKNI EKLLPFYNKSTI VKYGNLVK
El NPLI LPTVEPL STSGKKDSDFSKVAYYCQAKRNLTYKNI EKLLPFYNKATI VKYGNLVN
EI TKKHTI TVEDFT NSVKQDVDYT! KAAHYQST REVAYKNI EKLLPFYNRDTI VKYGNQLS

* khkhkkhkkhhkhhkhkh: Khkkkkk

E2VSKHST.2VEDi:DF282YDTDYN2V2GYQQSREQJYKNI EKLLPFYNRETI VKYGNLVD
1270 1280 1290 1300 1310 1320

ESSEL FTKELLSVVPNVKNNEVI TDI NKNKQEI NKLLLHFEGNKSQVLNI AYKNDFSKVAE
ESSEL FTKELLSVVPMKNNEVI TDI NKNKCQEI NKLLLHFEGNKSQVLNI AYKNDFSKVAE
ESSEL FTKELLSVVPMKNNEVI TDI NKNKCQEI NKLLLHFEGNKSQVLNI AYKNDFSKVAE
DNSDL FTKKLLSVVPVKNNEVI TDI NKNKQEI NKLLLHFEGNKSRVLNI AYKNDFSKVAE
ENSLL YQKELLSAVMVKDDQVI TDI VSNKQTANKL L L HYNDHSSEKFDL KYQTDFANLAE
ENSLLYQKELLSAVMVKDDQVI TDI VSNKQTANKL L L HYNDHSSEKFDLKYQT DFANLAE
ENSL L YQKELL SAVMVKDNQVI TDI VSNKQTANKL L L HYKDDL SEKL DL KYONDFAKLAE
TDHNL FKKEL L SVWAVKNDEVVSDI TSNKNSI NHLLL HYKDGTSEKVDLTYNSDFANLAE

Kook kkk ok kK- ke s kK * k- kekkkk o - Koo kke k%

ENSZLFTKELLSWPNKNNEVI TDI NZNKQEI NKLLLHZEZNKSEZLZZAYKNDFZKZAE
1330 1340 1350 1360 1370 1380

| | | | | |
YSI EYQGLLYTPNTLLHDYSNI VDNVLTDLNSVQYDSNAI KKI LDl SDKVKNTEL YLDEQ
YSI EYQGLLYTPNTLLHDYSNI VDNVLTDLNSVQYDSNAI KKI LDl SDKVKNTEL YLDEQ
YSI EYQGLLYTPNTLLHDYSNI VDNVL TDLNSVQYDSNAI KKI LDI SDKVKNTEL YLDEQ
YDl ANTKLMYTPNTM.HDYNNI VKTI LNDLKSVQYSSADVRKVLDI SGNI KLTELYLGEQ
YNLGNTGLLYTPNQFLYDRDSI VKEVLPELQKLDYQSDAI RKTLG SPEVKLTELYLEDQ
YNLGNTGLLYTPNQFLYDRDSI VKEVLPELQKLDYQSDAI RKTLG SPEVKLTELYLEDQ
YSLGNTGLLYTPNQFLYDQTSI | KQVLPDLQKVDYHSEAI RKTLG SPNVKQTELYLEDQ
YNI ENTGLVYTPNAFL KNYTPI | DRVKNDLTAVPYNPTAL KNLLG SDNVKLTELYLDEQ

Koeokkkk .o * - ce ok kk .ok kkkkk -k

YSI ENTGLLYTPNTFLHDYSNI V2N\/L2DLZSVQYDSNAI 2K2L2I SD2VKLTELYLDEQ
1390 1400 1410 1420 1430 1440

| | | | | |
FVKTKANI KDTLSKLLSADAAI AENSNSI | DNYVI QKI KONKEALLLGLTYLERWYNFKY
FVKTKANI KDTLSKLLSADAAI AENSNSI | DNYVI QKI KONKEALLLGLTYLERWYNFKY
FVKTKANI KDTLSKLLSADAAI AENSNSI | DNYVI QKI KONKEALLLGLTYLERWYNFKY
FEKTKANI EDSLSKLLTADAAI VENNNKVI DNYVI EKI KNNKEALLLGLTYLERWNFNY
FSKTKQNLGDSLKKLLSADAGLA- SDNSVTRGYLVDKI KNNKEALLLGLTYLERWYNFNY
FSKTKQNL GDSLKKLLSADAGLA- SDNSVTRGYLVDKI KNNKEALLLGLTYLERWYNFNY
FAKTKQQLEDSLKKLLSADAGLA- SANPVTEGYLVDKI KRNKEALLLGLTYLERWYNFSY
FTKTKEHLTETLKKLLSADAAVS- GNNDI 1 DNYI VDKI KRNKEALMLGLTYLERWYDFKF

kokkk s sk kkkeokkk - Ko kkok Rk kk s KRR KKk kKKK Kk

FVKTKANZKDZLZKLLSADAAI AENSNSZI DNYVZDKI K2NKEALLLGLTYLERW(NFK.Y

1450 1460 1470 1480 1490 1500
I

GETKAKDLVMYHL DFFGKSNSSAL DNVI QL GKSGFNNLLAKNNVI TYNVLL SKNYGTESL
GETKAKDLVMYHL DFFGKSNSSAL DNVI QL GKSGFNNLLAKNNVI TYNVLLSKNYGTESL
GETKAKDLVMYHL DFFGKSNSSAL DNVI QL GKSGFNNLLAKNNVI TYNVLLSKNYGTESL
GETNAKDL | MYHL DFFGKSNSSAL DNVI EL GKSGFNNLLAKNNVI TYNVLLAKNYGTESL
GOVNVKDLVMYHPDFFGKGNTSPLDTLI ELGKSGFNNLLAKNNVDTYAE SLASQHGATDL
GOVNVKDLVMYHPDFFGKGNTSPLDTLI ELGKSGFNNLLAKNNVDTYAE SLASCQHGTTDL
GQVNVKDLVL YHLDFFGKGNASPLDTL I ELGKSGFNNLLAKNNVDTYG SLASQHGTTDL
DKASAKDL LVFHVDFFGKGNTSPLDAI | ELGKSGYNNLLAKNNVVTYNAL LTNNYGT KDL

Kkokk o ok kkkkhkk K-k Kkk k- kkkkk- kkkkkkkkk kk

GETNAKDLVWHLDFFGKZNSSZLDNVI ELGKSGFNNLLAKNNVI TYN\/LLAKNYGTEZL
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1510 1520 1530 1540 1550 1560

| | | | | |
FKALEGYRKVFLPTTSNNEWFKAQTKAYI VEEKSSI PEVSKKQSEQGTKYSI G YDRLTS
FKALEGYRKVFLPTTSNNEWFKAQTKAY| VEEKSSI PEVSKKQSEQGTKYSI G YDRLTS
FKALEGYRKVFLPTTSNNEWFKAQTKAY| VEEKSSI PEVSKKQSEQGTKYSI G YDRLTS
FKALEGYRKVFLPTI SNNEWFKKQTKAY! VEEKSTI EEGREKQGKEGTKYSI GVYDRLTN
FSTLEHYRKVFLPNTSNNDWFKSETKAY! VEEKSTI EEVKTKQGLAGTKYSI GVYDRI TS
FSTLEHYRKVFLPNTSNNDWFKSETKAY! VEEKSTI EEVKTKQGLAGTKYSI GVYDRI TS
FSTLEHYRKVFLPNTSNNDWFKSETKAY! VEEKSTI EEVKTKQGLAGTKYSI GVYDRI TS
FSAL EGYRKAFAPHQTNNEWFKSQTKAY! VEEKSNI EEVKTKQGLVGTKYSI GVYDRI TS

* okk kkk Kk K* ckkekkk - kkkkkkhkkk Kk K * % khkhkkhkdh+ kkk- Kk

F2ALEGYRKVFLPTTSNNEWFKSQTKAYI VEEKSTI EEVKTKQG.2GTKYSI GVYDR2TS
1570 1580 1590 1600 1610 1620

PSVKYQSWLPLLTLPEEKTVFM ANI STI GFGAYDRYRSKVHPKGDNL NKFVEDNVREA
PSVWKYQSWLPLLTLPEEKTVFM ANI STI GFGAYDRYRSKVHPKGDNL NKFVEDNVREA
PSVWKYQSWLPLLTLPEEKTVFM ANl STI GFGAYDRYRSKVHPKGDNL NKFVEDNVREA
PSVKYQSWLPLLTLPEEKTVFM ANI STI GFGAYDRYRSSEYPKGEKL NKFVEDNAKEA
ATVWKYRNWLPLLTLPE- RSVFVI STMSSLGFGAYDRYRSSDHKAGKAL NDFVEENARET
ATVKYRNWLPLLTLPE- RSVFVI STNVESL GFGAYDRYRSSDHKAGKAL NDFVEENARET
ATVKYRNWLPLLTLPE- RSVFVI STNVESL GFGAYDRYRSSDHKAGKAL NDFVEENARET
ATVWKYRNWLPLLTLPE- KSVFVI STI SSLGH GAYDRYRNSEHKAGKDL NDFVEENARET

sokkk s KKK KKK AA - kk e ke ke s Rk kR Rk Rk * kk kkk. ok -k

éZV\KYZZM/LPLLTLPEEKZVFZI 221 SZZGFGAYDRYRSSZHZZGKZLNZFVEZNAREZ
1630 1640 1650 1660 1670 1680

| | | | [ |
AKRFRDHYDYWYKI LEPENREKL YRSLLVYDAFKFCGRDNTEDKVTYQADFETDHPAI KYF
AKRFRDHYDYWYKI LELENREKL YRSLLVYDAFKFCGRDNTEDKVTYQADFETDHPAI KYF
AKRFRDHYDYWYKI LEPENREKL YRSL L VYDAFKFGRDNTEDKVTYQADFETDHPAI KYF
AKRFRDHYDYWYKI LDNDNKEKL YRSI LVYDAFKFGT DKDKDKVTHQATFETDHPAI KYF
AKRQRDHYDYWYRI LDEQSREKLYRTI LLYDAYKFCDDTTSGKATAEAKFDSSNPAVKNF
AKRQRDHYDYWYRI LDEQSREKLYRTI LLYDAYKFCDDTTSGKATAEAKFDSSNPAVKNF
AKRQRDHYDYWYRI LDDNAREKLYRNI LLYDAYKFCDDNTVGKAT EVADFDNPNPAMOHF
AKHQRDHYDYWYRI LDDNAREKL YRNI LLYDAYKFGDDNT! VGKATEVADFDNPNPANQ—F

kko hkkkkkkkeohk- -+ ckkkkk ke kkk- khkk K * ok * k. C ok ok .

AKR2RDHYDYW(2I LDGENREKLYRSI L2YDA2KFGDDNT E2K2TYQADF2TD2PA2KYF
1690 1700 1710 1720 1730 1740

| | | | | [
FGPAGNNVVHNGHGAYATGDAFYYNVAYRVL DKDGAVT YTHEMTHNSDRE! YLGGYGRRSG
FGPAGNNVVHNGHGAYATGDAFYYNVAYRVL DKDGAVTYTHEMTHNSDRE! YLGGYGRRSG
FGPAGNNVVHNGHGAYATGDAFYYNVAYRML. DKDGAVTYTHEMIHNSDRE! YLGGYGRRSG
FGPAGNNVVHNGHGAYATGDAFYYNVAYRVL DKDGAVT YTHEMIHNSDRE! YLGGYGRRSG
FGPVGNKVVHNQHGAYATGDGVYYNMSYRVL DKDGAI TYTHEMTHDSDQDI YL GGYGRRNG
FGPVGNKVVHNQHGAYATGDGVYYNMSYRVL DKDGAI TYTHEMTHDSDQDI YL GGYGRRNG
FGPVGNKVGHNQHGAYATGDAVYYMGYRMLDKDGAI TYTHEMITHDSDQDI YL GGYGRRSG
FGPVGNKVGHNQHGAYATGDAVYYMGYRML.DKDGAI TYTHEMITHDSDQDI YL GGYGRRSG

kkk Khkok kk khkkkkkk*k khkk hkkkkkhkk  khkkhkhhk kk- - khkkkhkhkkx *

FGP2GN2VWHN2 HGAYATGDA2 YYNMAYRMLDKDGA2 TYTHEMTH2 SD221 YLGGYGRRSG

1750 1760 1770 1780 1790 1800
I I

LGPEFYAKGLLQAPDHPYDPTI Tl NSVLKYD- - DSENSTRL QVADPTQRFNSAEDL HNYM
LGPEFYAKGLLQAPDHPYDPTI Tl NSVLKYD- - DSENSTRL QVADPTQRFNSAEDL HNYM
LGPEFYAKGLLQAPDHPYDPTI Tl NSVLKYD- - DSENSTRL QVADPTQRFNSAEDL HNYM
LGPEFYAKGLLQAPDHPYDPTI Tl NSVLKYE- - DSENSTRL QVADPTQRFNSAEDL HNYM
LGPEFFAKGLLQAPDQPSDATI Tl NSI LKHSKSDSTEGSRL QVL DPTERFQNAADL QNYV
LGPEFFAKGLLQAPDQPRDATI Tl NSI LKHSKSDSTEGSRL QVL DPTKRFQNAADL QNYV
LGPEFFAKGLLQAPDHPDDATI TI NSI LKHSKSDSTESRRL QVL DPTTRFNNADDLKQYV
LGPEFFAKGLLQAPDHPDDATI TI NSI LKHSKSDSTESRRLQ\/LDPTTRFNNADDLKQYV

khkhkkk+khkkkhkhkkhhkhk- Kk * K*kkkhkkk. kk- . khkkk kkk kke Kk kk. oo ko

L GPEF2AKGL L QAPDHPYD2TI Tl NSZLKZSKSDSZQSTRLQ/ZDPTQRFNZAEDLHNYZ
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1810 1820 1830 1840 1850 1860

| | | | | |
HNIVFDLI YTLEI LEGRAVA- KLDYNAKNDL L RKI ENKYKQDP- DGNSVYATNVVRRLTVD
HNWVFDLI YTLEI LEGRAVA- KLDYNAKNDL L RKI ENKYKQDP- DGNSVYATNVVRRLTNVD
HNVFDLI YTLEI LEGRAVA- KLDYNAKNDL L RKI ENKYKQDP- DGNSVYATNVVRRLTNVD
HNIVFDVI YMLEYLEGKAVA- NLETNQKYEL L RKI ENKFDLDQ- DGNNVYATNVVRRLTVD
HNIVFDLI YMVEYLEGQSI VNKLSVYQKMAAL RKI ENKYVKDPADGNEVYATNVVKEL TEA
HNWVFDLI YMVEYLEGQSI VNKL SVYQKMAAL RKI ENKYVKDPADGNEVYATNVVKEL TEA
HNVFDVVYM_EYLEGNSI L- KLDTNQKQQLLRKVTNEYHPDP- DGNKVYATNVVRNLTVE
HNVFDVVYM_EYLEGNSI L- KL DTl NQ(QJ_ L RKVTNEYHPDP DGNKVYATNVVRNI TVE

kkhkkk+ ok ok Kkhkk .- *kkk . Kk * khkk hkkkkkk -

HNI\/FDL I YMLEYL EGRZ 2ANKL D2 NQKNDLL RKI ENKYKQDPADGNSVYAT N\NRiR’LTIVD

1870 1880 1890 1900 1910 1920
| | | [
EVNKLNSFDSLI ENDI | TSRGYKDQEYKRNGYYTI DLFSPI YSALSGEKGTPGDLMGRRI
EVNKLNSFDSLI ENDI | TSRGYKDQEYKRNGYYTI DLFSPI YSAL SGEKGTPGDLMCGRRI
EVNKLNSFDSLI ENDI | TSRGYKDQEYKRNGYYTI DLFSPI YSAL SGEKGTPGDLMCERRI
EVNKLNSFDSLI ENDI | TSRGYKDQEYKRNGYYT! DLFSPI YSALSGEKGTPGDLMGRRI
EARNLNSFESL| DHNI LSAREYQSGDYERNGYYT! KLFAPI YSALSSEKGTPGDLMGRRI
EARNLNSFESLI| DHNI LSAREYQSGDYERNGYYTI KLFAPI YSAL SSEKGTPGDLMCGRRI
EVERLRSFNDLI DNNI LSSREYASGKYERNGYFTI KLFAPI YAALSNDI GTPGDLMCGRRI
EVERLRSFNDLI DNNI' LSSREYASGKYERNGYFTI KLFAPI YAAL SNDDGT PGDL MGRRM

Kookke Kk ke ek K Kkekkhkokk Khhkeokhkk-kkhkk - Khkhkkkkkkkok-

EVNKLNSFDSLI 2N2I 225R2YK22EYZRNGYYTI 2LF2PI YSALSGEKGTPGDLNGRRI
1930 1940 1950 1960 1970 1980

| | | | | |
AFELLAAKGYKEGWPYI SNQYEKDAKAAGSKI KSYGKEVGLVTDKLVLEKVFNNRYSSW
AFELLAAKGYKEGWPYI SNQYEKDAKAAGSKI KSYGKEVGLVTDKLVLEKVFNNRYSSW
AFELLAAKGYKEGWPYI SNQYEKDAKAAGSKI KSYGKEVGLVTDKLVLEKVFNNRYSSW
AFELLAAKGYKEGWPYI SNQYEKDAKAAGSKI NSYGKEVGLVTDEL VL EKVFNGQYKTW
AYELLAAKGFKDGWPY! SNQYEEDAKQQGQT I NL YGKERGLVTDEL VL KKVFDGKYKTW
AYELLAAKGFKDGWPY! SNQYEEDAKQQGQTI NL YGKERGLVTDEL VL KKVFDGKYKTW
AYELLAAKGFKDGWPY! SNQYEEEAKQKGKTI NLYGKTRGLVTDDL VL EKVFNNQYHTW
AYELLAAKGFKDGWPYI SNQFEADARANNKTI TSYGKTKGLVTDTLVLQRL FNGQYNTW

Koekkkkkkk e ke kR KK KK KKK k- k- * * %k k Kkhkkkk hkok-

A2ELLAAKGZK2GWPYI SNQYEKDAKAAGSZI NSYGKEVGLVTDZLVLEKVFNZZYZTW
1990 2000 2010 2020 2030 2040

| | | | | |
VEFKKAMYNERI AKFNNLI SVSENNPNVSWGRTNRI TI TSI ANLQNM NTAVNEDAED- -
VEFKKAMYNERI AKFNNLI SVSFNNPNVSWGRTNRI TI TSI ANLQNM NTAVNEDAED- -
VEFKKAMYNERI AKFNNLI SVSFNNPNVSWGRTNRI T1 TSI ANLQNV NTAVNEDAED- -
TQFKKDMYKEREKQFSKLNRVNEI NPNNPLSRQRNVSVTDI GVLERVI VEAVRDDAQD- -
AEFKTAMYQERVDQFGNL KQUTFKDPTKPWPSYGTKTI NNVDEL QAL MDQAVL KDAEG- -
AEFKTAMYQERVDQFGNL KQUTFKDPTKPWPRYGTKTI NNVDEL QKL MDEAVL QDATG- -
SEFKKAMYQERQDQFDRL NKVTFNDTTQPWITFAKKTTSSVDEL QKL VDVAVRKDAEHNY
SDFKKAMYKERQDKFNKLNKI SFKDPSQPWIRNI | KTI HSVNEL QNLMNEAVRKDTET- -

-k k * ko kK Lk . * % * -

VEFKKAM{ZERI D2FNNLZSVSFN2PN\/PV‘ERTNRKTI TSZZELQ\IZZNZAVZZDAEDNY
2050 2060 2070 2080

- FRAQLYPDTNSRVLKLKKAI YKAYLDQTNDFRRSI FENKK
- FRAQLYPDTNSRVLKLKKAI YKAYLDQTNDFRRSI FENKK
- FRAQLYPDTNSRVLKLKKAI YKAYLDQTNDFRRSI FENKK
- DVAKFYPETNSRVLKLKKAI YKAYLDQTNDFRSSI FENKK
PRWENYDPEI DSAVHKLKRAI FKAYLDQTNDFRSSI FENKK
TRWSNYNPETDSAVHKLKRAI FKAYLDQTNDFRSSI FENK-
YHWANYNPDI DSEVHKLKRAI FKAYLDQTNDFRSSI FENKK
PI—NWNYNPEI DSAVHKLKRAI FKAYLDQTNDFRSSI FENKK

sk ok kkke kke kkkkkhhkkhkhkk kkkkkok

PFV\ANYYPZTZ SRV2KL K2AI 2 KAYLDQTNDFRSSI FENKK
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10 20 30 40 50 60

[ [

----------- MQTKTKKLI VSLSSLVL SGFLLNHYMIVGAEETTTNTI QQSQKEVQYQQ
M LQYVYWBVYMOTKTKKLI VSLSSLVLSGFLLNHYMIVGAEETTTNTI QQSQKEVQYQQ
----------- MQTKTKKLI VSLSSLVLSGFLLNHYMIVGAEETTTNTI QQSQKEVQYQQ
----------- MQTKTKKLI VSLSSLVLSGFLLNHYMIVGAEETTTNTI QQSQKEVQYQQ
M LQYVYWBVYMOTKTKKLI VSLSSLVLSGFLLNHYMIVGAEETTTNTI QQSQKEVQYQQ
----------- MQTKTKKLI VSLSSLVL SGFLLNHYMIVGAEETTTNTI QQSQKEVQYQQ
----------- MQTKTKKLI VSLSSLVLSGFLLNHYMIVGAEETTTNTI QQSQKEVQYQQ
----------- MQTKTKKLI VSLSSLVLSGFLLNHYMIT GAEETTTNTI QQSQKEVQYQQ
----------- MOTKTKKLI VSLSSLVLSGFLLNHYMTI GAEETTTNTI QQSQKEVQYQQ

khkhkkhhkhhkhhkhhhkhhkhhkhhhkhhkhhhdhh- khhkhhhhhkhhkhhhhhkhkhhkk

M LOQYVYWBVYMOTKTKKLI VSLSSLVLSGFLLNHYMIVGAEETTTNTI QQSQKEVQYQQ
70 80 90 100 110 120

I [ I [ I I
RDTKNL VENGDFGQTEDGSSPWI GSKAQGNSAVWDQKNSSADASTRVI EAKDGAI TI SSP
RDTKNL VENGDFGQTEDGSSPWI GSKAQGNSAVWDQKNSSADASTRVI EAKDGAI TI SSP
RDTKNL VENGDFGQTEDGSSPWI GSKAQGWSAVWDQKNSSADASTRVI EAKDGAI TI SSP
RDTKNL VENGDFGQTEDGSSPWI GSKAQGASAVWDQKNSSADASTRVI EAKDGAI TI SSP
RDTKNL VENGDFGQTEDGSSPWI GSKAQGASAVWDQKNSSADASTRVI EAKDGAI TI SSP
RDTKNL VENGDFGQTEDGSSPWI GSKAQGWSAVWDQKNSSADASTRVI EAKDGAI TI SSP
RDTKNL VENGDFGQTEDGSSSWI GSKAQGASAVWDQKNSSADASTRVI EAKDGAI TI SSH
RDTKNL VENGDFGQTEDGSSPWI GSKAQGWSAVWDQKNS- ADASTRVI EAKDGAI TI SSH
RDTKNL VENGDFGQTEDGSSPWI GSKAQGASAVWDQKNS- ADASTRVI EAKDGAI TI SSH

khkhkkhkhkhhkhhhkhhkhhkhhhdhh hhhhhhhhkhhhhhdhhhdd *khhkhdrhhhhkhdrhhhhkrd

RDTKNL VENGDFGQT EDGSSPWI GSKAQGASAVWDQKNSSADASTRVI EAKDGAI Tl SSP
130 140 150 160 170 180

I I I I I I
EKLRAAVHRWPI EAKKKYKLRFKI KTDNKVGAE AKVRI | EESGKDKRLWNSATTSGTKDW
EKLRAAVHRWPI EAKKKYKLRFKI KTDNKVG AKVRI | EESGKDKRLWNSATTSGTKDW
EKLRVAVHRWPI EAKKKYKLRFKI KTDNKVG AKVRI | EESGKDKRLWNSATTSGTKDW
EKLRAAVHRWSI EAKKKYKLRFKI KTDHKVGE AKVRI | EESDKDKRLWNSATTSGTKDW
EKLRAAVHRWPI EAKKKYKLRFKI KTDNKVGAE AKVRI | EESGKDKRLWNSATTSGTKDW
EKLRAAVHRWPI EAKKKYKLRFKI KTDHKVGE AKVRI | EESGKDKRLWNSATTSGTKDW
EKLRAALHRWPI EVKKKYKLRFKI KTDNKVG AKVRI | EESGKDKRLVWNSATTSGTKDW
EKLRAAL HRWPI EAKKKYKLRFKI KTDNKI G AKVRI | EESGKDKRLWNSATTSGTKDW
EKLRAAL HRWPI EAKKKYKLRFKI KTDNKI G AKVRI | EESGKDKRLWNSATTSGTKDW

khkhkk Kokkkhkk Kk hhkhkhkhkhkhkhkhhhdh: k- khhkhhkhhhdhhdh *hhhhhhkhhhhhkhkhkx

EKLRAAVHRWPI EAKKKYKLRFKI KTDNKVG AKVRI | EESGKDKRLWSATTSGTKDW
190 200 210 220 230 240

I I I I I
QT EADYSPTLDVDKI KLELFYETGTGTIVSFKDI ELVEVADQPSEDSQTDKQLEEKI DLP
QT EADYSPTLDVDKI KLELFYETGTGTIVSFKDI ELVEVADQPSEDSQTDKQLEEKI DLP
QT EADYSPTLDVDKI KLELFYETGTGI'VSFKDI EL VEVADQPSEDSQTDKQLEEKI DLP
QT EADYSPTLDVDKI KLELFYETGTGI'VSFKDI EL VEVADQPSEDSQTDKQLEEKI DLP
QT EADYSPTLDVDKI KLELFYETGTGTVSFKDI ELVEVAAQL SEDSQTDKQLEEKI DLP
QT EADYSPTLDVDKI KLELFYETGTGTIVSFKDI ELVEVADQL SEDSQTDKQLEEKI DLP
QT EADYSPTLDVDKI KLELFYETGTGI'VSFKDI ELVEVAAQL SEDSQTDKQLEEKI DLP
QT EADYSPTLDVDKI KLELFYETGTGI'VSFKDI EL VEVADQPSENSQTDKQLEEKI DLP
QT EADYSPTLDVDKI KLELFYETGTGTIVSFKDI ELVEVADQL SEDSQTDKQLEEKI DLP

khkhkhkhhkhhkhhhhhkhhkhhhhhkhhkhhkhhhkhhkhhhhhhhkhhhdh * *k- hhkhhkhhkhhkhkhkx

QT EADYSPTLDVDKI KLELFYETGTGTVSFKDI ELVEVADQPSEDSQTDKQLEEKI DLP
250 260 270 280 290 300

I GKKHVFSLADYTYKVENPDVASVKNG LEPLKEGTTNVI VSKDGKEVKKI PLKI LASVK
I GKKHVFSLADYTYKVENPDVASVKNG LEPLKEGTTNVI VSKDGKEVKKI PLKI LASVK
| GKKHVFSLADYTYKVENPDVASVKNG LEPLKEGTTNVI VSKDGKEVKKI PLKI LASVK
| GKKHVFSLADYTYKVENPDVASVKNG LEPLKEGTTNVI VSKDGKEVKKI PLKI LASVK
I GKKHVFSLADYTYKVENPDVASVKNG LEPLKEGTTNVI VSKDGKEVKKI PLKI LASVK
I GKKHVFSLADYTYKVENPDVASVKNG LEPLKEGTTNVI VSKDGKEVKKI PLKI LASVK
| GKKHVFSLADYTYKVENPDVASVKNG LEPLKGGTTNVI VSKDGKEVKKI PLKI LASVK
| GKKHVFSLADYTYKVENPDVASVKNG LEPLKEGTTNVI VSKDGKEVKKI PLKI LASVK
| GKKHVFSLADYTYKVENPDVASVKNG LEPLKEGTTNVI VSKDGKEVKKI PLKI LASVK

khkhkkhkhkhhkhhhkhhhhkhhhkhhhhkhhhhhkhhhhhkh *hkhhhhhhhhdhhhkhhkhh ko hkhkhk*x

| GKKHVFSLADYTYKVENPDVASVKNG LEPLKEGTTNVI VSKDGKEVKKI PLKI LASVK
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310 320 330 340 350 360

I I I I I I
DTYTDRLDDWNG | AGNQYYDSKNEQVAKLNQEL EGKVADSL SSI SSQADRI YLWEKFSN
DTYTDRLDDWNG | AGNQYYDSKNEQVAKL NQEL EGKVADSL SSI SSQADRI YLWEKFSN
DAYTDRLDDWNG | AGNQYYDSKNEQVAKL NQEL EGKVADSL SSI SSQADRI YLWEKFSN
DTYTDRLDDWNG | AGNQYYDSKNEQVAKLNQEL EGKVADSL SSI SSQADRT YLWEKFSN
DTYTDRLDDWNG | AGNQYYDSKNEQVAKLNQEL EGKVADSL SSI SSQADRT YLWEKFSN
DAYTARLDDVWNG | AGNQYYDSKNEQVAKL NQEL EGKVADSL SSI SSQADRT YLWEKFSN
DTYTDRLDDWNG | AGNQYYDSKNEQVAKL NQEL EGKVADSL SSI SSQADRT YLWEKFSN
DTYTDRLDDWNG | AGNQYYDSKNEQVAKL NQEL EGKVADSL SSI SSQAART YLWEKFSN
DAYTDRLDDWNG | AGNQYYDSKNEQVAKLNQEL EGKVADSL SSI SSQADRT YLWEKFSN

Kkekk hhkkhkhkhkhhhhkhhhhhhhkhhkhhhhhkhhhhhhhhhhhhhhkhhhdhrdh * *hkkhkkkk

DTYTDRLDDWNG | AGNQYYDSKNEQVAKL NQEL EGKVADSL SSI SSQADRT YLWEKFSN
370 380 390 400 410 420

I I I I I I
YKTSANL TATYRKL EEVAKQVTNPSSRYYQDETVVRTVRDSVEVWWHKHVYNSEKSI VGNW
YKTSANL TATYRKLEEVAKQVTNPSSRYYQDETVVRTVRDSVEVWWHKHVYNSEKSI VGNW
YKTSANL TATYRKLEEMAKQVTNPSSRYYKDETVVRTVRDSVEVWHKHVYNSEKSI VGNW
YKTSANL TATYRKLEEMAKQVTNPSSRYYQDETVVRTVRDSVEVWHKHVYNSEKSI VGNW
YKTSANL TATYRKL EEVAKQVTNPSSRYYQDETVVRTVRDSVEVWWHKHVYNSEKSI VGNW
YKNMBANL TATYRKL EEVAKQVTNPSSRY YQDETVWRTVRDSVEW. HKHVYNSEKSI VGNW
YKTSANL TATYRKLEEMAKQVTNPSSRYYQDETVVRTVRDSVEVWHKHVYNSEKSI VGNW
YKTSANL TVTYRKLEEMAKQVTNPSSRYYQDETVVRTVRDSVEW. HKHVYNSEKSI VGNW
YKTSANL TATYRKL EEVAKQVTNPSSRYYQDETVVRTVRDSVEVWWHKHVYNSEKSI VGNW

kk khkkkk Khkhkhhhkhhhhhhhhhhhhdhk  khhhhkhhhhhhkh . khhhkhhhhhkhkhkx

YKTSANL TATYRKL EENAKQVTNPSSRYYQDETVWRTVRDSVEWVHKHVYNSEKSI VGNW
430 440 450 460 470 480

I I I I I I
VDYEI GTPRAI NNTLSLMKEYFSDEEI KKYTDVI EKFVPDPEHFRKT TDNPFKAL GGNLV
VDYEI GTPRAI NNTLSLMKEYFSDEEI KKYTDVI EKFVPDPEHFRKT TDNPFKAL GGNLV
VDYEI GTPRAI NNTLSLMKEYFSDEEI KKYTDVI EKFVPDPEHFRKT TDNPFKAL GGNLV
VDYEI GTPRAI NNTLSLMKEYFSDEEI KKYTDVI EKFVPDPEHFRKT TDNPFKAL GGNLV
VDYEI GTPRAI NNTLSLMKEYFSDEEI KKYTDVI EKFVPDPEHFRKT TDNPFKAL GGNLV
VDYEI GTPRAI NNTLSLMKEYFSDEEI KKYTDVI EKFVPDPEHFRKT TDNPFKAL GGNLV
VDYEI GTPRAI NNTLSLMKEYFSDEEI KKYTDVI EKFVPDPEHFRKT TDNPFKAL GGNLV
VDYEI GTPRAI NNTLSLMKEYFSDEEI KKYTDVI EKFVPDPEHFRKT TDNPFKAL GGNLV
VDYEI GTPRAI NNTLSLMKEYFSDEEI KKYTDVI EKFVPDPEHFRKT TDNPFKAL GGNLV

khkhkkhhkhhkhhhhhkhhkhhhkhhkhhkhhkhkhhkhhkhhkhkhkhhkhhkhkhkhhkhhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkk*x

WDYEI GTPRAI NNTLSLMKEYFSDEEI KKYTDVI EKFVPDPEHFRKTTDNPFKAL GGNLV

490 500 510 520 530 540

I I I

DMGRVKVI AGLLRKDDCQEI SSTI RSI EQVFKLVDQGEGFYQDGSYI DHTNVAYTGAYG\V
DMGRVKVI AGLLRKDDCQEI SSTI RSI EQVFKLVDQGEGFYQDGSY! DHTNVAYTGAYGNV
DMGRVKVI AGLLRKDDCQEI SSTI RSI EQVFKLVDQGEGFYQDGSY! DHTNVAYTGAYGNV
DMGRVKVI AGLLRKDDCQEI SSTI RSI EQVFKLVDQGEGFYQDGSYI DHTNVAYTGAYG\V
DMGRVKVI AGLLRKDDCQEI SSTI RSI EQVFKLVDQGEGFYQDGSYI DHTNVAYTGAYG\V
DMGRVKVI AGLLRKDDCQEI SSTI RSl EQVFKLVDQGEGFYQDGSY! DHTNVAYTGAYGNV
DMGRVKVI AGLLRKDDCQEI SSTI RSI EQVFKLVDQGEGFYQDGSY! DHTNVAYTGAYGNV
DMGRVKVI AGLLRKDDCQEI SSTI RSI EQVFKLVDQGEGFYQDGSY! DHTNVAYTGAYG\V
DMGRVKVI AGLLRKDDCQEI SSTI RSI EQVFKLVDQGEGFYQDGSY! DHTNVAYTGAYG\V

R R R

DMGRVKVI AGLLRKDDQEI SSTI RSI EQVFKL VDQGEGFYQDGSY! DHTNVAYTGAYG\V
550 560 570 580 590 600

I I I I [ I
LI DGLSQLLPVI QKTKNPI DKDKMQTMYHW DKSFAPL L VNGEL MDVSRGRSI SRANSEG
LI DGLSQLLPVI QKTKNPI DKDKMQTMYHW DKSFAPL L VNGEL MDIVSRGRSI SRANSEG
LI DGLSQLLPVI QKTKNPI DKDKMITMYHW DKSFAPL L VNGEL MDVBRGRSI SRANSEG
LI DGLSQLLPVI QKTKNPI DKDKMITMYHW DKSFAPL L VNGEL MDIVBRGRSI SRANSEG
LI DGLSQLLPVI QKTKSPI DKDKMQTMYHW DKSFAPL L VNGEL MDIVSRGRSI SRANSEG
LI DGLSQLLPVI QKTKSPI DKDKMQTMYHW DKSFAPL L VNGEL VDIVSRGRSI SRANSEG
LI DGLSQLLPVI QKTKNPI DKDKMITMYHW DKSFAPL L VNGEL MDIVBRGRSI SRANSEG
LI DGLSQLLPVI QKTKSPI DKDKMITMYHW DKSFAPL L VNGEL MDVBRGRSI SRANSEG
LI DGLSQLLPVI QKTKNPI DKDKMQTMYHW DKSFAPL L VNGEL VDVSRGRSI SRANSEG

khkhkkkhkhkhhkhhhkhhkhhh *hhhhhhhhhhhhh ko hkh kb dhkhhkhkhhkhhkhkhkhdkhkhkhkhk*x

LI DGLSQLLPVI QKTKNPI DKDKMQTMYHW DKSFAPL L VNGEL MDIVSRGRSI SRANSEG
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610 620 630 640 650 660

[ I I I I I
HVAAVEVLRG HRI ADVBEGETKQRLQSLVKTI VQSDSYYDVFKNLKTYKDI SLMQSLLS
HVAAVEVLRG HRI ADVBEGETKORL QSLVKTI VQSDSYYDVFKNLKTYKDI SLMSLLS
HVAAVEVLRG HRI ADVBEGETKORL QSLVKTI VQSDSYYDVFKNLKTYKDI SLMSLLS
HVAAVEVLRG HRI ADVBEGETKQRLQSLVKTI VQSDSYYDVFKNLKTYKDI SLMQSLLS
HVAAVEVLRG HRI ADVBEGETKQRLQSLVKTI VQSDSYYDVFKNLKTYKDI SLMQSLLS
HVAAVEVLRG HRI ADVBEGETKORL QSLVKTI VQSDSYYDVFKNLKTYKDI SLMSLLS
HVAAVEVLRG HRI ADVBEGETKORL QSLVKTI VQSDSYYDVFKNLKTYKDI SLMSLLS
HVAAVEVLRG HRI ADVBEGETKORL QSLVKTI VQSDSYYDVFKNLKTYKDI SLMSLLS
HVAAVEVLRG HRI ADVBEGETKQCLQSLVKTI VQSDSYYDVFKNLKTYKDI SLMQSLLS

khkhkhkhhkhhkhhhhhhhhhhhhhhhk dhhhhhhhhhhhhhhhhhkhhhkhhkhhkhhhhkhkhkx

HVAAVEVLRG HRI ADVBEGETKQRLQSLVKTI VQSDSYYDVFKNLKTYKDI SLMQSLLS
670 680 690 700 710 720

I I I [ I [
DAGVASVPRT SYL SAFNKIVDKTAMYNAEKGFGFGL SLFSSRTLNYEHVNKENKRGWY TSD
DAGVASVPRT SYL SAFNKIVDKTAMYNAEKGFGFGL SLFSSRTLNYEHVNKENKRGWY TSD
DAGVASVPRTSYL SAFNKVDKTAMYNAEKGFGFGL SLFSSRTLNYEHVNKENKRGWTSD
DAGVASVPRPSYL SAFNKVDKTAMYNAEKGFGFGL SLFSSRTLNYEHVNKENKRGWTSD
DAGVASVPRT SYL SAFNKIVDKTAMYNAEKGFGFGL SLFSSRTLNYEHVNKENKRGWY TSD
DAGVASVPRPSYL SAFNKIVDKTAMYNAEKGFGFGL SLFSSRTLNYEHVNKENKRGWY TSD
DAGVASVPRPSYL SAFNKVDKTAMYNAEKGFGFGL SL FSSRTLNYEHVNKENKRGWTSD
DAGVASVPRPSYL SAFNKVDKTAMYNAEKGFGFGL SLFSSRTLNYEHVNKENKRGWTSD
DAGVASVPRPSYL SAFNKIVDKTAMYNAEKGFGFGL SLFSSRTLNYEHVNKENKRGWY TSD

R R R R

DAGVASVPRPSYL SAFNKVDKTAMYNAEKGFGFGL SL FSSRTL NYEHVNKENKRGWTSD
730 740 750 760 770 780

I I I I I I
GVFYL YNGDL SHYSDGYWPTVNPYKMPGT TETDAKRADSDT GKVL PSAFVGT SKL DDANA
GVFYL YNGDL SHYSDGYWPTVNPYKMPGT TETDAKRADSDT GKVL PSAFVGT SKL DDANA
GVFYLYNGDL SHYSDGYWPTVNPYKMPGT TETDAKRADSDT GKVL PSAFVGT SKLDDANA
GVFYLYNGDL SHYSDGYWPTVNPYKMPGT TETDAKRADSDT GKVL PSAFVGT SKLDDANA
GVFYLYNGDL SHYSDGYWPTVNPYKMPGT TETDAKRADSDT GKVL PSAFVGT SKLDDANA
GVFYL YNGDL SHYSDGYWPTVNPYKMPGT TETDAKRADSDT GKVL PSAFVGT SKL DDANV
GVFYL YNGDL SHYSDGYWPTVNPYKMPGT TETDAKRADSDT GKVL PSAFVGT SKL DDANA
GVFYLYNGDL SHYSDGYWPTVNPYKMPGT TETDAKRADSDT GKVL PSAFVGT SKLDDANA
GVFYLYNGDL SHYSDGYWPTVNPYKMPGT TETDAKRADSDT GKVL PSAFVGT SKLDDANA

khkhkkhhkhhkhhkhhhkhhkhhhhhkhhkhhkhhhkhhkhhkhhkhhkhhkhkhhkhkhhkhkhhkhkhkhkhkkhkkk

GVFYLYNGDL SHYSDGYWPTVNPYKMPGT TET DAKRADSDT GKVL PSAFVGT SKL DDANA
790 800 810 820 830 840

TATNVDFTNWNQTL TAHKSWFMLKDKI AFLGSNI QNTSTDTAATTI DORKLESSNPYKVYV
TATNVDFTNWNQTL TAHKSWFMLKDKI AFLGSNI QNTSTDTAATTI DORKLESSNPYKVYV
TATNVDFTNWNQTL TAHKSWFMLKDKI AFLGSNI QNTSTDTAATTI DORKLESGNPYKVYV
TATNVDFTNWNQTL TAHKSWFMLKDKI AFLGSNI QNTSTDTAATTI DORKLESSNPYKVYV
TATNVDFTNWNQTL TAHKSWFMLKDKI AFLGSNI QNTSTDTAATTI DORKLESSNPYKVYV
TATNVDFTNWNQTL TAHKSWFMLKDKI AFLGSNI QNTSTDTAATTI DORKLESSNPYKVYV
TATNVDFTNWNQTL TAHKSWFMLKDKI AFLGSNI QNTSTDTAATTI DORKLESSNPYKVYV
TATNVDFTNWNQTL TAHKSWFMLKDKI AFLGSNI QNTSTDTAATTI DORKLESSNPYKVYV
TATNVDFTNWNQTL TAHKSWFMLKDKI AFLGSNI QNTSTDTAATTI DORKLESGNPYKVYV

R R R

TATMDFTNWANQT L TAHKSWFMLKDKI AFLGSNI QNTSTDTAATTI DORKLESSNPYKVYV
850 860 870 880 890 900

I I I [ I I
NDKEASL TEQEKDYPETQSVFLESSDSKKNI GYFFFKKSSI SVSKAL QKGAVKDI NEGQS
NDKEASL TEQEKDYPETQSVFLESSDSKKNI GYFFFKKSSI SVSKAL QKGAVKDI NEGQS
NDKEASL TEQEKDYPETQSVFLESSDSKKNI GYFFFKKSSI SMSKAL QKGAVKDI NEGQS
NDKEASL TEQEKDYPETQSVFLESSDSKKNI GYFFFKKSSI SMSKAL QKGAVKDI NEGQS
NDKEASL TEQEKDYPETQSVFLESSDSKKNI GYFFFKKSSI SVSKAL QKGAVKDI NEGQS
NDKEASL TEQEKDYPETQSVFLESFDSKKNI GYFFFKKSSI SMSKAL QKGAVKDI NEGQS
NDKEASL TEQEKDYPETQSVFLESSDSKKNI GYFFFKKSSI SMSKAL QKGAVKDI NEGQS
NDKEASL TEQEKDYPETQSVFLESSDSKKNI GYFFFKKSSI SMSKAL QKGAVKDI NEGQS
NDKEASL TEQEKDYPETQSVFLESFDSKKNI GYFFFKKSSI SMSKAL QKGAVKDI NEGQS

khkhkkhkhkhhhhhkhhkhhkhhhhhhhhd Shhhkhhhhhhhkhhhh kb hhkhhkhkhhhkhkhkhkhk*x

NDKEASL TEQEKDYPETQSVFLESSDSKKNI GYFFFKKSSI SVBKAL QKGAVWKDI NEGQS
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910 920 930 940 950 960

I I I I I I
DKEVENEFLTI SQAHKONGDSYGYM.| PNVDRATFNQM KELESSLI ENNETLQSVYDAK
DKEVENEFLTI SQAHKQNGDSYGYM.| PNVDRATFNQM KELESSLI ENNETLQSVYDAK
DKEVENEFLTI SQAHKQNGDSYGYM.| PNVDRATFNQM KELESSLI DNNETLQSVYDAK
DKEVENEFLTI SQAHKONGDSYGYM.| PNVDRATFNQM KELESSLI ENNETLQSVYDAK
DKEVENEFLTI SQAHKONGDSYGYM.| PNVDRATFNQM KELESSLI ENNETLQSVYDAK
DKEVENEFLTI SQAHKQNGDSYGYM.| PNVDRATFNQM KELESSLI ENSETLQSVYDAK
DKEVENEFLTI SQAHKQNGDSYGYM.| PNVGRATFNQM KKLESSLI ENNETLQSVYDAK
DKEVENEFLTI SQAHKQNGDSYGYM.| PNVDRATFNQM KELESSLI ENNETLQSVYDAK
DKEVENEFLTI SQAHKOQNRDSYGYM.| PNVDRATFNQWV KELESSLI ENNETLQSVYDAK

khkhkhkhhkhhkhhhhhhhkhhh *hhkhhkhhhhhdh *hhkhhkhhhh: khkhhhh-k *khkhkhkkhkkkk

DKEVENEFLTI SQAHKQNGDSYGYM.| PNVDRATFNQM KELESSLI ENNETLQSVYDAK
970 980 990 1000 1010 1020

I I I [ [ I
QGVWGE VKYDDSVSTI SNQFQVLKRGVYTI RKEGDEYKI AYYNPETQESAPDQEVFKKLE
QGVWGE VKYDDSVSTI SNQFQVLKRGVYTI RKEGDEYKI AYYNPETQESAPDQEVFKKLE
QGW\G VKYDDSVSTI SNQFQVLKRGVYI | RKEGDEYKI AYYNPETQESAPDQEVFKKLE
QGW\G VKYDDSVSTI SNQFQVLKRGVYTI RKEGDEYKI AYYNPETQESAPDQEVFKKLE
QGVWGE VKYDDSVSTI SNQFQVLKRGVYTI RKEGDEYKI AYYNPETQESAPDQEVFKKLE
QGVWGE VKYDDSVSTI SNQFQVLKRGVYTI RKEGDEYKI AYYNPETQESAPDQEVFKKLE
QGW\G VKYDDSVSTI SNQFQVLKRGVYTI RKEGDEYKI AYYNPETQESAPDQEVFKKLE
QGW\G VKYDDSVSTI SNQFQVLKRGVYTI RKEGDEYKI AYYNPETQESAPDQEVFKKLE
QGVWGE VKYDDSVSTI SNQFQVLKRGVYTI RKEGDEYKI AYYNPETQESAPDQEVFKKLE

khkhkkhkhkhhkhhhkhhkhhkhhhhhkhhkhhhdhhdh *hkhkhhhhhhhhhhhkhdhkhhk kb hhhkhkkhkhkx

QGYWGE VKYDDSVSTI SNQFQVLKRGVYTI RKEGDEYKI AYYNPETQESAPDQEVFKKLE
1030 1040 1050 1060 1070

I I I I I
QAAQPQVONSKEKEKSEEEKNHSDOQKNL PQTGEGQSI LASLGFLLL GAFYLFRRGKNN
QAAQPQVONSKEKEKSEEEKNHSDOQKNL PQTGEGQSI LASLGFLLL GAFYLFRRGKNN
QATQPQVONSKEKEKSEEEKNHSDOKNL PQTGEGQSI LASLGFLLL GAFYLFRRGKNN
QAAQPQVONSKEKEKSEEEKNHSDOKNL PQTGEGQSI LASLGFLLL GAFYLFRRGKNN
QAAQPQVONSKEKEKSEEEKNHSDOKNL PQTGEGQSI LASLGFLLL GAFYLFRRGKNN
QAAQPQVONSKEKEKSEEEKNHSDOQKNL PQTGEGQSI LASLGFLLL GAFYLFRRGKNN
QAAQPQVONSKEKEKSEEEKNHSDOQKNL PQTGEGQSI LASLGFLLL GAFYLFRRGKNN
QAAQL QVONSKEKEKSEEEKNHSDOKNL PQTGEGQSI LASLGFLLL GAFYLFRRGKNN
QAAQPQVONSKEKEKSEEEKNHSDOKNL PQTGEGQSI LASLGFLLL GAFYLFRRGKNN

khkok hhkhhkhhhhhhhkhhhkhhkhhkhhhhhkhhkhhhkhhkhhkhkhhkhkhhkhhkhhkhkhkhkkkk

QAAQPQVONSKEKEKSEEEKNHSDQKNL PQTGEGQSI LASL GFLLLGAFYLFRRGKNN
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A

APENDICE C
Andlise de freqléncia de codons realizada peloranog Graphical Codon

Apéndice C.1 — Frequéncia de codons eBh subtilis para a sequéncia do genelpP
Usage Analyser 2.0, disponivel no sitio www.gcua.de

antes da otimizacao
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Apéndice C.2 — Frequéncia de cédons eBh subtilis para a sequéncia do genepP

otimizado

Andlise de frequéncia de cbédons realizada peloranog Graphical Codon

Usage Analyser 2.0, disponivel no sitio www.gcua.de
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