&

Universidade Federal do ABC

Centro de Ciéncias Naturais Humanas - CCNH

EXPRESSAO, PURIFICACAO E
CARACTERIZACAO DE UM INIBIDOR DE
SERINO PEPTIDASES PROCARIOTICO

Bernard Robin Carneiro de Rezende

RA 11016308

Santo André

2014



&

Universidade Federal do ABC

Centro de Ciéncias Naturais Humanas - CCNH

EXPRESSAO, PURIFICACAO E
CARACTERIZACAO DE UM INIBIDOR DE
SERINO PEPTIDASES PROCARIOTICO

Dissertacdo apresentada como requisito
parcial a obtencao do grau de Bacharel
em Quimica, Centro de Ciéncias Naturais

Humanas, Universidade Federal do ABC.

Orientador: Prof. Dr. Luciano Puzer

Santo André

4 de fevereiro de 2014



Agradecimentos

Ao professor Luciano pela confianca e dedicagéo.
Aos meus amigos no laboratorio 407-3 pela descontrag&o.
Aos meus amigos Lucas, Silvia e Jocélia também pela colaboragdo e paciéncia.

Aos professores Sérgio e Marcia pelo apoio em etapas cruciais do trabalho.
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Resumo

As serino peptidases sdo proteinas membros de uma familia de enzimas proteoliticas
que inclui tripsina, quimotripsina e elastase. Ecotinas sdo proteinas que pertencem a
uma familia de inibidores de serino peptidases limitadas a bactérias e protozoarios. Em
bactérias, apesar de algumas poucas exce¢des, proteinas semelhantes as ecotinas sdo
exclusivamente encontradas nas diferentes espécies de proteobactérias, especialmente
na subdivisdo gama, classe constituida, entre outras, pela Escheria Coli, Salmonella,
Yerstinia Pestis, Vibrio Cholerae, Klebsiella pneumoniae, organismos envolvidos
respectivamente na disenteria, salmonela, peste negra, célera e pneumonia. Atualmente
sabe-se que as ecotinas apresentam uma estrutura dimérica onde cada mondémero tem
cerca de 120 residuos de aminoacidos . Desta forma, as ecotinas sdo capazes de interagir
com duas proteases ao mesmo tempo, formando uma estrutura tetramérica. Neste
trabalho a ecotina de Prochlorococcus marinus foi expressa em linhagens BL21(DE3) e
Rosetta de E. coli através da ligacdo de seu gene em plasmideo de expressdo pet-28a(+),
transformacéo destas células por sensibilizacdo utilizando cloreto de calcio e cloreto de
magnésio e inducéo utilizando IPTG. Foram feitas 3 tentativas de purificacdo da ecotina
por FPLC com coluna His-Trap, na linhagem BL21(DE3), linhagem Rosetta e na
linhagem Rosetta com tratamento de recuperacdo de corpos de inclusédo de Burgess.
Nao foi possivel a purificagdo da proteina e pretende-se realizar novos ensaios para
verificacdo da presenca da calda de histidina na proteina, modelagem molecular desta, e

estudo de outras técnicas de recuperacdo de corpos de incluséo.



1. Introducéo

As serino peptidases sdo proteinas membros de uma familia de enzimas
proteoliticas que inclui tripsina, quimotripsina e elastase. Seu nome deriva da cadeia
lateral de um aminoé&cido serina ser parte do centro reativo de todas as enzimas desta
familia, participando diretamente na reacdo de quebra de ligacGes peptidicas.! Enzimas
desta familia sdo encontradas em eucariontes, procariontes, archaea e virus, estando
envolvidas em diversos processos fisioldgicos importantes, incluindo digestdo,
homeostasia, apoptose, reprodugdo e resposta imune. Quase um terco de todas as
proteases conhecidas pode ser classificado como serino peptidases. 2

A quebra das ligacBes peptidicas pelas serino peptidases é uma hidrolise
catalisada pelo seguinte mecanismo:

e Ativacdo da ligacdo amida entre os peptideos do substrato por um grupo
acido da enzima, o que pode também distorcer esta ligacdo peptidica e
interferir com sua estabilizacdo por ressonancia;

e Aumento da nucleofilicidade da agua por um grupo basico e

e Protonacdo dos grupos amino dos peptideos envolvidos antes de sua
expulséo.

Nas serino peptidases “classicas”, como tripsina e quimotripsina, essa catalise é
realizada por um sistema de troca de carga, a triade catalitica acido aspartico-histidina-

serina (Asp-His-Ser), presente no cerne do centro reativo destas enzimas (Figuras 1 e 2):



Figura 1: Estrutura da quimotripsina, os residuos 195, 102 e 57 indicam respectivamente a
serina, acido aspartico e histidina da triade catalitica. 2
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Figura 2: Mecanismo da hidrélise de ligacGes peptidicas catalisada por quimiotripsina. Os
residuos 195, 57 e 102 referem-se respectivamente a Ser, His, e Asp, 0s grupos amino indicados
s&o de residuos da cadeia principal da enzima. 2



Ecotinas sdo proteinas que pertencem a uma familia de inibidores de serino
peptidases limitadas a bactérias e protozoarios. Em bactérias, apesar de algumas poucas
excegOes, proteinas semelhantes as ecotinas sdo exclusivamente encontradas nas
diferentes espécies de proteobactérias, especialmente na subdivisdo gama, classe
constituida, entre outras, pela Escheria Coli, Salmonella, Yerstinia Pestis, Vibrio
Cholerae, Klebsiella pneumoniae, organismos envolvidos respectivamente na
disenteria, salmonela, peste negra, colera e pneumonia. A primeira ecotina descoberta
foi isolada a partir de extratos de E. coli e caracterizada como uma proteina
periplasmatica de 38 kDa resistente a fervura e estavel em pH 1,0 que inibiu a tripsina,
qguimotripsina e elastase pancreatica, envolvidas no processo de digestdo do ser humano
3, Posteriormente outros trabalhos surgiram mostrando a capacidade dessas proteinas
para inibir a acdo de enzimas como o fator Xa e elastase de neutréfilos humanos *
envolvidos na cascata de coagulacdo e na resposta de anti-corpos ; calicreina
plasmatica, uroquinase e fator XII °; colagenase e granzima B ©. Além disso,
recentemente mostrou-se que ecotinas podem contribuir para a patogenicidade da
Yersinia pseudotuberculosis pela inibigdo de serino proteases do hospedeiro. ’

Atualmente sabe-se que as ecotinas apresentam uma estrutura dimérica onde cada
mondmero tem cerca de 120 residuos de aminoacidos (Figura 3) & Desta forma, as
ecotinas sdo capazes de interagir com duas proteases ao mesmo tempo, formando uma
estrutura tetramérica (Figura 4). As ecotinas possuem uma alca, chamada alg¢a do centro
reativo, responsavel pela interacdo com o sitio de catélise da protease. A especificidade
priméria pela alga do centro reativo, nas ecotinas, parece ndo representar um fator
determinante para a inibicdo. A posicdo P1 dessa al¢a, que é a posi¢do ocupada pelo
aminoacido cuja ligacdo peptidica sera clivada pela protease, € ocupada por um residuo

de metionina (Met) que, a principio, seria um fator impeditivo para a interacdo com



enzimas do tipo semelhante a tripsina, que preferem residuos basicos nessa posi¢do P1,
como arginina (Arg) e lisina (Lys). No entanto, a ecotina isolada de E. coli possui uma
constante de inibicdo Ki = 0,91 nM para a inibicdo da tripsina de rato. Mutagdes sitio
dirigidas nessa posicdo, substituindo a Met por Arg, Lys, fenilalanina (Phe) e triptofano
(Trp), modificaram o valor de Ki para 0,4 nM, 0,6 nM, 44 nM e 2,2 nM,

respectivamente °.

Figura 3: Estrutura do dimero da ecotina de E. coli.

Figura 4: llustracdo do complexo tetramérico do dimero de ecotinas, identificadas como E3 e
E4, com duas serino peptidases, identificadas como C3 e C4. 7
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O inibidor de que se trata este trabalho é uma ecotina encontrada em
Prochlorococcus marinus, uma cianobactéria marinha cujo genéro Prochlorococcus
responde pela producdo de aproximadamente 50% do oxigénio atmosférico 1° e tem a
distincdo de possuir uma arginina na posicdo P2 (logo antes do sitio reativo na
sequéncia em direcdo ao C-terminal da proteina), um aminoécido hidrofilico em vez da
metionina hidrofébica presente na ecotina de E. coli e sitios alostéricos diferentes dos
encontrados nesta (Figura 5), caracteristicas que alteraram sua especificidade e
intensidade de inibicdo de proteases, podendo ser utilizada no desenvolvimento de
inibidores sintéticos de serino peptidases envolvidas em processos patolégicos ou de
farmacos contrarios a sua acdo, lembrando-se do papel das ecotinas em processos

infecciosos de alguns organismos gque as possuem.

E. coli MKT ILPAVLFAAF ATTSAWAAES VQPLEKIAPY PQAEKGMKRQ
P. marinus MQASIQNRIF FGLVVLWSTT VL----EPLR AIPRMDLNDY PQPIAGHQRW VIQLPGLLAK

87 97
E. coli VIQLTPQEDE STLKVELLIG QTLEVDCNLH RLG-GKLENK pIH=€lleAgp)Y- YVFDKVSSPV

P. marinus SSDPGLSTNA VDWRVQLIVG RTIQLVCNQY HLAGQGLRME [{Eelef\=elZML YSVAGAVKVM

*120
E.coli STHINACP-DG KKEKKFVTAY LGDAGMLEMY EISEPIVVYTP DNVDVKYRVW KAE-EKIDNA

P. marinus STRJVCPPDE PKRESFLVLG -SKPYLV@MN 5P 1VVDVP DGLEVRWRLW KAEITQREAI

Figura 5: Alinhamento das sequéncias de ecotina de E. coli e P. marinus. As regifes em
amarelo indicam os sitios de interacdo primaria e as em verde os sitios alostéricos. O ponto de
clivagem esté indicado em vermelho e os aminoacidos P2 estdo indicados em azul.

2. Objetivos

Os objetivos deste trabalho foram a expressdo, purificacdo e caracterizagdo da

ecotina de Prochlorococcus marinus.
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3. Materiais e Metodologia

3.1 Clivagem do plasmideo pBS-k ecotina 9

Inicialmente a sequéncia de DNA da ecotina de interesse, denominada ecotina 9 para
fins de organizacdo no laboratdrio, foi obtida no banco de dados online MEROPS ' e 0
plasmideo, vetor de estoque pBlueScript-K (pBS-k) com o inserto da ORF (regido de
abertura de leitura) da proteina, encomendado a empresa Epoch Life Science, Inc, EUA.

Esta construcdo pBS-ecotina 9, foi subclonada em bactérias DH5-0. competentes
segundo protocolo 1.25 descrito em “The Condensed Protocols,” 2006, p. 58-59 2. Para
amplificacdo do plasmideo, em tubo estéril de 50 mL, 5 mL de meio liquido LB (Luria-
Bertani broth - Sigma-Aldrich, EUA) contendo 5 pL de antibiético ampicilina 50
mg/mL (pré-indculo) foram inoculados com uma coldnia isolada e submetidos a
crescimento por 12h a 37°C em estufa com agitagdo continua de 140 RPM.

Apo6s o crescimento, as células tiveram seus DNA plasmidiais extraidos através do
kit PureLink ™ Quick Plasmid Miniprep Kit (Invitrogen, Alemanha).

O plasmideo pBS-ecotina 9, juntamente com os plasmideos pBS-ecotina 6 e pBS-
ecotina 8 também testados na época e o vetor de expressdo pET-28a(+) foram
submetidos a digestdo com as enzimas de restricdo Ndel e Hindlll. Os produtos da
digestdo dos genes das ecotinas apresentam extremidades que permitem a ligacdo ao
vetor de expressdo pET-28a(+) digerido com as mesmas enzimas de restricdo. As
reacdes de digestdo foram mantidas em banho a 37 °C por 24 horas para o gene e vetor.
As digestdes foram analisadas por eletroforese em gel de agarose ultrapura TopVision
Low Melting Point Agarose (Fermentas, Canada) 1% (m/v) e os produtos de interesse
purificados do gel utilizando-se kit Wizard SV Gel and PCR clean-Up System (Promega,
EUA) e a quantificagdo de DNA foi realizada em espectrofotometro UV-Vis de micro-

volumes NanoDrop 2000.
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3.2 Clonagem dos fragmentos da ecotina no vetor de expressdo pET-28a(+)

As reacOes de ligacdo dos plasmideos com os fragmentos de interesse foram
realizadas variando-se as propor¢fes de vetor e inserto, de modo a maximizar as
chances de sucesso do experimento: 1:3 e 3:1 (vetor : inserto). As reacdes de ligagédo
foram feitas na presenca de T4 DNA ligase (Invitrogen) nas quantidades indicadas no
protocolo descrito pelo fabricante. Primeiramente deixaram-se as reac¢fes incubadas em
temperatura ambiente por uma hora e apds esse periodo as reacGes foram mantidas a
4°C durante 24 horas. As ligacdes foram utilizadas para transformar células DHS5a
competentes segundo protocolo ja mencionado na se¢éo 3.1.

A verificacdo da ligacdo foi realiza através da extracdo dos plasmideos utilizando kit,
incubacdo destes com as enzimas de restricdo Hinlll e Ndel e eletroforese em gel de
agarose 1% (m/v) de acordo com 0 mesmo procedimento seguido na se¢do 3.1, na época
também estava sendo verificada a ligacdo dos plasmideos pet28-ecotina 6 e pet28-

ecotina 8.

3.3 Transformacdo da bactéria E. coli BL21 (D3) com os plasmideos
recombinantes

As transformacdes das células de E. coli da linhagem BL21 (D3) com os plasmideos
recombinantes das serpinas foram realizadas por choque térmico da mesma forma
descrita no item 3.1. Essas células foram armazenadas para 0s experimentos de
expresséo.

3.4 Expressao da proteina recombinante ecotina 9

Os ensaios de expressdo foram realizados na melhor condicdo de expressdo para o
gene da serpina, maximizando o seu rendimento. A expressao foi feita utilizando como
pré-indculo 5 mL de meio LB contendo o antibidtico canamicina (50 pg/mL) e mantido

a 37°C sob agitacdo de 250 rpm. Ap0s 16 horas o pré-inoculo foi diluido 1:100 em 250
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mL de meio LB contendo canamicina e incubado a 37°C sob agitacdo de 250 rpm até
atingir a densidade 6tica a 550 nm de 0,5, quando entdo foi retirada uma aliquota de 10
mL da cultura (fracdo ndo induzida) e adicionado o indutor IPTG a 0,1 mM na cultura
restante, ambas mantidas sob agitacdo nas mesmas condi¢Ges por 20 horas. Foram
separadas aliquotas antes da inducdo (Oh), apds 4h sem indutor, apés 4h com indutor,
apos 20h sem indutor, ap6s 20h com indutor.

Apos as 20 horas, a cultura com inducdo foi dividida em 5 volumes de 25 mL e
centrifugadas a 5000 rpm por 15 minutos a 4°C em centrifuga Sorvall Legend XTR. As
celulas foram armazenadas a -20°C e os sobrenadantes descartados.

Na etapa seguinte as células foram ressuspendidas em 10 mL de tampao de lise
(NaH2PO4 50 mM, NaCl 300 mM, imidazol 10 mM, pH 8,0). As células foram
rompidas utilizando-se um sonicador Vibra cellTM (Sonis & Materials Inc.) em uma
amplitude de 50 mA durante 1 minuto, com intervalos de 30 segundos, em um total de 9
pulsos. O produto lisado foi centrifugado por 10 minutos a 13000 rpm e 4°C para a
separagdo das fracGes soluvel e insoltvel que em seguida foram analisadas em SDS-
PAGE 12% para verificar a solubilidade da ecotina. Apos esse teste foi possivel
verificar que a maior parte da proteina estava presente na parte sollvel, o que
possibilitou a purificacdo através da cromatografia de afinidade em coluna com resina

de niquel.

3.5 Purificagdo da proteina recombinante ecotina 9
A purificacdo pela técnica de cromatografia de afinidade visa separar as
proteinas de acordo com suas diferentes afinidades por um ligante especifico. A
proteina ecotina 9 foi expressada ligada a um peptideo contendo seis aminoacidos
histidinas (6xHis), denominada cauda de histidina e que possibilita a purificacdo da

proteina por cromatografia de afinidade. Foi utilizada nessa etapa uma coluna His-Trap
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5 mL (GE, EUA) acoplada a um FPLC (Fast Protein Liquid Chromatography —
cromatografia liquida e rapida de proteina) AKTA (GE, EUA).

O sobrenadante (extrato bruto) obtido apds a lise foi carregado na coluna
previamente lavada com tampdo de carregamento (NaH2POs 50 mM, NaCl 20 mM,
imidazol 20 mM, pH 8,0). Para a remocdo de possiveis contaminantes que possam
interagir com a resina de forma menos especifica, a mesma foi lavada com um
gradiente crescente de tampdo de eluicdo (NaH2PO4 50 mM, NaCl 20 mM, imidazol
250 mM, pH 8,0). E feita a leitura da absorcdo a 255 nm das fragbes de saida do
cromatdgrafo, este comprimento de onda é aquele em que hd maxima absorcdo pelas
ligacOes peptidicas. As fracdes obtidas nessa purificacdo foram analisadas por SDS-

PAGE 12%.

3.6 Repeticao da expressao e purificacdo em células de E. coli linhagem Rosetta
Repetiu-se 0os métodos descritos nas se¢des 3.3 a 3.5 substituindo-se as bactérias

BL21 (DE3) por bactérias Rosetta.

3.7 Repeticdo da expressdo e purificacdo em células Rosetta com protocolo de
recuperacao de corpos de incluséo

Repetiu-se os métodos descritos nas se¢Oes 3.3 a 3.5 substituindo-se as bactérias

BL21 (DE3) por bactérias Rosetta seguido do tratamento de corpos de inclusdo descrito

por Burgess * utilizando o tamp&o indicado com a adicdo de ureia a 8 M e depois

fazendo a renaturacdo da proteina pela sua adi¢do gota a gota a0 mesmo tampao sem

ureia diluindo a amostra 40 vezes antes da aplicacdo na coluna com niquel para

purificagao.
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4. Resultados e Discussao

4.1 Clivagem do plasmideo pBS-k ecotina 9

PB 1 2 3 4 5

Figura 6. Gel de agarose 1% da clivagem de 3 ecotinas diferentes ligadas ao plasmideo pBS e 0
plasmideo pet-28a(+) para escala. (1) marcador de peso molecular, (2) pBS-ecotina 6, (3) pBS-
ecotina 8, (4) pBS-ecotina 9, (5) pet28a. A seta indica 0 peso estimado dos genes de ecotina
livres em pares de base.

Como se pode observar no gel da Figura 6, a clivagem dos plasmideos estoque

para liberacdo dos genes de interesse foi bem sucedida.
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4.2 Clonagem dos fragmentos da ecotina no vetor de expressao pet-28a(+)

PB 1 2 3 4

3000

2000
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1000

) 500
400
300
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Figura 7. Gel de agarose 1% da clivagem de 3 ecotinas diferentes ligadas ao plasmideo pet-
28a(+). (1) marcador de peso molecular, (2) pet28a-ecotina 6, (3) pet28a -ecotina 8, (4) pet28a -
ecotina 9. A seta indica o peso estimado dos genes de ecotina livres em pares de base.

Verifica-se no gel da Figura 7 que a ligacdo no plasmideo pet-28a(+) e a

subclonagem nas células DH5a competentes foi realizada com sucesso.
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4.3 Expressdo da proteina recombinante ecotina 9

1 2 3 4 5 6 7 8

Figura 8. Gel de poliacrilamida 12% com aliquotas induzidas e ndo induzidas das células
BL21-ecotina 9. (1) marcador de peso molecular, (2) fragdo ndo induzida Oh, (3) fragdo ndo
induzida apds 4h, (4) fracdo induzida ap6s 4h, (5) fracdo ndo induzida apds 20h, (6) fracdo

induzida apds 20h, (7) fragdo insoluvel da lise, (8) fracdo soluvel da lise. A seta indica a massa
molecular da ecotina 9, 20 kDa.

Observa-se no gel de poliacrilamida da Figura 8 que ha maior concentracdo da

proteina de interesse na fracdo insollvel e na fracdo sollivel apds 20h de expressao.
Visto a dificuldade de purificacdo de fragdes insoluveis, decidiu-se pela purificacdo da

fracdo soluvel.
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4.4 Purificacdo da proteina recombinante ecotina 9
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Figura 9. Cromatograma da purificacdo da fracdo sollvel da expressdo da ecotina 9 com
indicagdo do pico suspeito de conter a proteina pura. O eixo Y é a absor¢do das fragdes de saida
do cromatografo a 255 nm.

Observa-se no cromatograma da Figura 9 um pico entre as fracdes 8 e 9 da
eluicdo da coluna suspeito de conter a proteina purificada. Decidiu-se realizar um SDS-
PAGE 12% com as fragdes 1,2, 8, 9, 10, 14, 19 e 24 da cromatografia para verificar se a
proteina foi realmente purificada e se seu pico nao estaria sendo mascarado pelo

imidazol, que absorve no mesmo comprimento de onda que as ligacGes peptidicas.
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Figura 10. Gel de poliacrilamida 12% com as fracGes de saida da purificagdo. (1) marcador de
peso molecular, (2) fracdo 1, (3) fracdo 2, (4) fracdo 8, (5) fracdo 9, (6) fracdo 10, (7) fracdo 14,
(8) fracdo 19, (9) fracdo 24. A seta indica a massa molecular da ecotina 9, 20 kDa.

Observa-se no gel de poliacrilamida da Figura 10 que a Unica fracdo que
continha a ecotina 9 era a fracdo 1, porém esta fracdo representa a primeira lavagem da
coluna, o que significa que a proteina ndo conseguiu se ligar a coluna.

Com a chegada de novas linhagens de E. coli ao laboratdrio, foi escolhida a
linhagem Rosetta para nova tentativa de expressdo esperando-se que desta forma seria

possivel a purificacdo da ecotina 9.
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4.5 Repeticdo da expressao e purificacdo em células de E. coli linhagem

Rosetta

Figura 11. Gel de poliacrilamida 12% da expressdo de trés col6nias transformadas Rosetta-
ecotina 9. (1) colénia 1 sem inducdo, (2) coldnia 1 apds 4h de indugdo, (3) col6nia 1 ap6s 20h
de inducéo, (4) colbnia 2 sem inducéo, (5) colbnia 2 apo6s 4h de inducdo, (6) colbnia 2 apds 20h
de inducdo, (7) col6nia 3 sem inducéo, (8) colbnia 3 ap6s 4h de inducdo, (9) coldnia 3 apds 20h
de inducéo, (10) marcador de peso molecular. A seta indica o peso molecular da ecotina 9, 20
kDa.

Observando-se o gel da Figura 11 percebe-se que as células Rosetta-ecotina 9
foram cultivadas com sucesso e que a expressdo da ecotina 9 tem melhor desempenho

apos 20h de inducéo. Prosseguiu-se entdo com a lise e purificacdo do sobrenadante da

expressédo da colonia 3.
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L0

Figura 12. Cromatograma da purificagdo da fracdo solUvel da expressdo da Rosetta-ecotina 9
com indicacéo do pico suspeito de conter a proteina pura. O eixo Y é a absor¢éo das fracdes de
saida do cromatografo a 255 nm.

Observando-se o cromatograma da Figura 12 percebe-se novamente um pico entre as
fracOes 8 e 9. Desta forma realizou-se um SDS-PAGE 15% com a cultura ndo induzida,
a cultura com 20h de inducdo, as fracGes insoluvel e soltvel da lise e as fragdes 1,2, 4, 8

e 9 da cromatografia.

22



Figura 13. Gel de poliacrilamida 15% das frages purificadas e ndo purificadas da expresséo
das células Rosetta-ecotina 9. (1) marcador de peso molecular, (2) cultura ndo induzida, (3)
cultura induzida por 20h, (4) fragdo insoluvel da lise, (5) fracdo soltvel da lise, (6)-(10)
respectivamente fragbes 1, 2, 4, 8 e 9 da cromatografia. A seta indica o peso molecular da
ecotina 9, 20 kDa.

Como na cromatografia realizada para a purificacdo da ecotina 9 expressa pelas
células BL21, observa-se no gel da Figura 13 que s6 ha proteina nas fracGes de lavagem
da cromatografia, o que indica que ndo houve ligacdo de qualquer proteina a coluna
com niquel. Novamente a maior concentracdo de proteina de interesse encontra-se na
fracdo insollvel da lise. Decidiu-se entdo pela tentativa de recuperacdo das proteinas
contidas na fracdo insollvel, os chamados corpos de inclusdo, pelo protocolo de

Burgess.
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4.6 Repeticdo da expressdo e purificacdo em células Rosetta com protocolo de
recuperacao de corpos de incluséo
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Figura 14. Cromatograma da purificacdo da fracdo solUvel da expressdo da Rosetta-ecotina 9
apos tratamento de recuperacdo de corpos de inclusdo com indicac¢do do pico suspeito de conter
a proteina pura. O eixo Y é a absor¢do das fragdes de saida do cromatografo a 255 nm.

Foi realizado entdo um SDS-PAGE 15% com a fracdo insollvel da expressdo, as
fracdes insoluvel e solGvel do tratamento de recuperacdo de corpos de inclusdo e as

fracOes 1, 2, 10, 11, 12 e 13 da cromatografia.
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Figura 15. Gel de poliacrilamida 15% das fragdes tratadas, ndo tratadas e purificadas da
expressao da ecotina 9 por células Rosetta-ecotina 9. (1) marcador de peso molecular, (2) fracdo
insoluvel da expressdo, (3) fracdo insoltvel do tratamento, (4) fracdo soltvel do tratamento, (5)-

(10) respectivamente fragdes 1, 2, 10, 11, 12 e 13 da cromatografia. A seta indica o0 peso

molecular da ecotina 9, 20 kDa.

A partir da andlise do gel de poliacrilamida da Figura 15 determina-se que a
expressdo da ecotina 9 ocorreu corretamente, estava contida na fracdo insoluvel da
expressdo mas o tratamento de recuperagdo de corpos de inclusdo ndo conseguiu
solubilizar estes e a fracdo solUvel deste tratamento possui uma concentragdo muito
baixa de proteinas. Assim, visto a purificagdo ter sido realizada com a fragdo soluvel do
tratamento diluida 40 vezes para renaturacdo da ecotina 9, é justificada a auséncia de

proteinas nas fracdes da cromatografia aplicadas.

5. Conclusao

A partir dos resultados obtidos nas eletroforeses em gel de agarose, a ligacdo da
ecotina no pet-28a(+) e sua posterior transformacdo em linhagens DH5a, BL21 e
Rosetta é possivel.

A expressdo da proteina foi observada nas linhagens BL21 e Rosetta testadas, porém

a purificacdo nao foi possivel, pois a proteina estd concentrada em corpos de incluséo
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insolGveis. Outra hipotese é que a calda de histidina feita para se ligar a coluna ndo
esteja numa posi¢cdo que permita sua interacdo com o niquel da coluna.

Portanto conclui-se que é possivel a clonagem da ecotina de Prochlorococcus
marinus em linhagens de E. coli DH5a, BL21 e Rosetta e sua expressdao em linhagens
BL21 e Rosetta porém ndo foi possivel purificar ou caracterizar esta ecotina como
proposto no objetivo deste trabalho.

Os proximos passos deste trabalho serdo a verificacdo da presenca da calda de
histidina pela técnica de Western Blotting, a modelagem molecular por meio de um
pacote de ferramentas computacionais em Unix e o estudo de novas metodologias de

solubilizacdo de corpos de incluséo
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