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RESUMO

O gene humano SPINKS5 é responsavel pela codificacdo do LEKTI, um inibidor da serino-
protease Calicreina 7 (KLK7), que atua no processo de descamacdo natural da pele.
Polimorfismos do SPINKS5 podem levar a problemas na regulacdo da atividade da KLK7,
resultando em dermatites, psoriases e, em casos mais severos, na sindrome de Netherton. Com
0 objetivo de selecionar potentes inibidores para a KLK7, foram realizadas mutacGes aleatorias
nas posi¢oes P1 a P2’ do dominio 15 do SPINKS, utilizando Overlap Extension Polymerase
Chain Reaction (OE-PCR), gerando fragmentos de DNA distintos. Estes fragmentos de DNA
foram inseridos num vetor de clonagem, e estes inseridos em bacteri6fagos, gerando a
biblioteca de fagos. Para a selecdo dos melhores inibidores, foram realizadas trés rodadas de
biopanning utilizando quimotripsina como antigeno, selecionando cinco variantes, as quais

foram purificadas, amplificadas e sequenciadas.

Palavras-chave: SPINKS5, calicreina, Phage display, biopanning



ABSTRACT

The human gene SPINKS is responsible for the LEKTI’s codification, an inhibitor for the
serine-protease Kallikrein 7 (KLK7), which plays a role in the natural skin desquamation.
Polymorphisms of SPINKS can lead to KLK7’s regulatory activity problems, resulting in
dermatitis, psoriasis and, in more severe cases, the Netherton syndrome. For the purpose of
selecting potent inhibitors for the KLK7, random mutations were performed at P1 to P2’
positions of domain 15 of SPINKS5 gene through Overlap Extension Polymerase Chain Reaction
(OE-PCR), generating different DNA fragments. These DNA fragments were inserted into a
cloning vector, and these were inserted into bacteriophages, generating the phage library. To
select the best inhibitors, three rounds of biopanning were performed using chymotrypsin as

antigen, selecting five variants, which were purified, amplified and sequenced.

Keywords: SPINKS5, kallikrein, Phage display, biopanning
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1.

1.1.

1.2.

INTRODUCAO

A calicreina tecidual humana

A familia das calicreinas teciduais humanas compreende 15 serino-proteases (KLK1 a
KLK15), expressas em diversos tecidos e 6rgaos, como pele, prostata e ovarios, sendo
responsaveis por diversas funcbes fisiologicas no corpo humano (YOUSEF, 2001;
CLEMENTS, 2004).

Dentre elas, a calicreina 7 (KLK7) é majoritariamente expressa na pele por células do
tecido epitelial (queratindcitos), no estrato granuloso, migrando para o estrato corneo, onde
atua no processo de descamacéo da pele. Possui especificidade semelhante a quimotripsina
(quimotripsina-like), ja que prefere substratos com residuos aromaticos na posi¢cdo P1,
como tirosina e fenilalanina (FARADY, 2013).

A KLK7 atua na prote6lise da corneodesmosina e desmocolina (FARADY,2013),
proteinas que compdem o corneodesmossomo, estrutura responsavel pela adesdo das
camadas mais externas da pele (CATARINO, 2015).

A funcdo da KLK7 é fundamental para manter a homeostase da pele, garantindo um
equilibrio entre a descamacdo e renovacao das células epiteliais. Para tal, a atividade da
KLK7 € regulada por inibidores enddgenos, dentre eles o LEKTI (Lympho-epithelial
Kazal-type-related inhibitor), inibidor codificado pelo gene humano SPINK5 (FARADY,
2013).

Gene SPINK5

O gene humano SPINKS5, localizado no cromossomo humano 5, é responsavel pela
codificacdo do LEKTI. Esta proteina possui 15 dominios, cada um deles exibindo atividade
inibitoria diferente, inibindo desde tripsina e quimotripsina a KLK5 e KLK7 (DERAISON,
2007).

Especificamente na epiderme, o LEKTI é encontrado junto com a KLK7 no estrato
granuloso e cérneo da epiderme, camadas mais superficiais da pele. A inibicdo da KLK7
ocorre na camada mais profunda do estrato cérneo, onde o pH varia entre 6,8 € 7,5, e 0
LEKTI encontra-se associado a KLK7. Conforme migra para a superficie, o valor do pH
torna-se mais acido e o LEKTI dissocia-se da KLK7, deixando-a livre para realizar a
protedlise (VIEIRA, 2018).
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Polimorfismos do gene podem levar a condi¢des fisioldgicas anormais, como dermatites
e atopia, e, em casos mais severos, na Sindrome de Netherton.

A Sindrome de Netherton é uma condicdo autossémica recessiva, caracterizada por
ictiose congénita, atopias e anormalidades nos fios capilares. Possui alta mortalidade no
periodo pos-natal, devido ao alto risco de infeccbes e desidratacdo hipernatrémica
(CHAVANAS, 2000).

Phage display

A técnica de phage display foi desenvolvida em 1985, por George Smith, como uma
forma de expressar polipeptideos ligados as proteinas do capsideo viral de bacteridéfagos
filamentosos (BAZAN, 2012). O desenvolvimento do phage display rendeu a George
Smith o prémio Nobel de Quimica de 2018.

Como a expressao desses peptideos esta ligado ao genotipo inserido no bacteriéfago, a
técnica permite a criacdo de uma biblioteca de fagos contendo diferentes variedades de um
peptideo (BAZAN, 2012). Geralmente, a criacdo de uma biblioteca estd associada a um
processo de selecdo por afinidade quimica entre a proteina expressa e o peptideo alvo,
conhecido como biopanning (FRENZEL, 2016). O procedimento resumido pode ser
observado na figura 1.

A técnica phage display, associada ao processo de biopanning, tem sido utilizada para
0 desenvolvimento de diversos medicamentos, especialmente anticorpos monoclonais,
como Humira (Abbot Laboratories), Benlysta e ABthrax (GlaxoSmithKline), ja aprovados
para uso em tratamentos, além de diversos outros em fase de testes (FRENZEL, 2016).

Da mesma forma, este trabalho é uma das etapas do desenvolvimento de possiveis novos
medicamentos, voltado ao tratamento de algumas patologias dermatoldgicas, como

dermatites atopicas e a Sindrome de Netherton.



Figura 1: fluxograma do processo de biopanning.
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Fonte: modificado de Frenzel (2016).

Neste trabalho, serdo geradas mutacBes aleatérias no dominio 15 do gene SPINK5
(SPINKA5.15), nas posi¢oes P1 a P2’ do LEKTI (figura 2), estas inseridas no vetor de

clonagem pHAL30 e, posteriormente, expressadas no bacteriéfago M13 (figura 3), gerando
a biblioteca de fagos.

Figura 2: sequéncia de aminoacidos do LEKTI original, com destaque para os aminoacidos onde serdo
inseridas as mutacGes.

P1 P’ P2

oy K

SLDSEMCKDYRVLPRIGYLCPKDLKPVCGDDGQTYNNPCML
CHENLIRQTNTHIRSTGKCEE

LEKTI

Fonte: autoria propria.
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Figura 3: estrutura do bacteriéfago M13.
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Fonte: iGEM Edinburgh?.

Para a selecdo dos melhores inibidores, serdo feitas trés rodadas de biopanning

utilizando a quimotripsina como antigeno, devido a atividade quimotrispina-like da KLK7.
Plasmideo pHAL30

O vetor de clonagem pHAL30 foi desenvolvido no Instituto de Bioquimica,
Biotecnologia e Bioinformatica da Technische Universitat Braunschweig por Hust e
colaboradores, utilizando como base o vetor pHAL14, com o objetivo de gerar uma
biblioteca de anticorpos dos genes humanos HAL9 e HAL10 (KUGLER, 2015).

O pHAL30 é formado por aproximadamente 4200 pares de bases nitrogenadas,
contendo genes e sequéncias especificas de nucleotideos, apresentados no quadro 1, que o
tornam apropriados para 0 uso em construcdo de bibliotecas gendmicas e a posterior
selecdo destas. A organizacdo dos genes na estrutura circular e na regido de insercao da

construcdo do SPINKS5 podem ser visualizadas nas figuras 4 e 5, respectivamente.

Quadro 1: genes e sequéncias de nucleotideos presentes no pHAL30 e suas fungdes.

(continua)

Gene ou sequéncia Funcéo

ol Gene codificador da P-lactamase, que confere resisténcia a
a
antibidticos B-lactamicos, como a ampicilina

Mecanismo de regulagéo génica, sendo utilizado como promotor
LacZ promoter ] ) o
para inducéo do inibidor

! Disponivel em <http://2011.igem.org/Team:Edinburgh/Phage_Display>. Acesso em mar. 2019.
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Quadro 1: genes e sequéncias de nucleotideos presentes no pHAL30 e suas funcdes.
(continuacéo)

Gene ou sequéncia Funcao
RBS Sitio de ligacédo ribossomal
B Gene codificador da pectato liase B, peptideo sinalizador para a
pe ] . . (. _ .
proteina migrar para o periplasma da bactéria (Escherichia coli)
Sequéncia especifica de aminoécidos que possibilitam o
Myc-Tag reconhecimento do peptideo por anticorpos especificos, utilizado
em ensaios como ELISA
) Sequéncia contendo 6 histidinas, para posterior purificacdo do
His-Tag i
peptideo
o Sitio de clivagem por tripsina, onde o peptideo de interesse sera
Trypsin Site i i )
separado da proteina plll do capsideo viral
" Gene codificador da proteina plll do capsideo viral do
g .
bacteriéfago M13
Fonte: autoria propria.
Figura 4: estrutura circular do pHAL30.
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Figura 5: esquematico da regido de inser¢do do gene do inibidor no pHAL30.
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Fonte: modificado de Kugler et al (2015).

E importante ressaltar que o pHAL30 n&o possui genes para montagem de novos fagos

a partir da infeccdo de bactérias, sendo necessario o uso de um Helper Phage para esse fim.

O Helper Phage é um bacteridfago geneticamente modificado, possuindo todos os genes

para codificacdo das proteinas de um capsideo completo, porém sua origem de replicacdo

ou o0 gene de empacotamento é propositalmente defeituosa (GANTEN, 2006). Assim, a

maioria das particulas de M13 possuem o pHAL30 empacotado, ao invés do material

genéticos do Helper Phage.

2. OBJETIVOS

Geracdo de uma biblioteca de fagos com inibidores da protease KLK7;
Selecdo dos melhores inibidores da biblioteca através do biopanning e

Clonagem, expressao e testes com os inibidores selecionados.

3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Lista de soluces especificas

10xGA: solucdo 1 M de glicose (Sigma-Aldrich) e ampicilina 1 mg.mL™? (Sigma-
Aldrich), autoclavado

2xYT: solugéo 1,6% de triptona (Kasvi), 1% de extrato de levedura (Kasvi) e 0,5% de
NaCl (Sigma-Aldrich), autoclavado

2xYTs): solucédo 1,6% de triptona, 1% de extrato de levedura, 0,5% de NaCl e 1,5% de
agar (Amresco Inc.), autoclavado

2XYT(s)-A: 2XYT(s) com ampicilina 50 ug.mL™*

2xYT-AK: 2xYT com ampicilina 100 ug.mL? e canamicina 50 pg.mL? (Sigma-
Aldrich)

2xYT-GA: 2xYT com glicose 100 mM e ampicilina 100 pg.mL™*
12



3.2.

2xYT-GAT: 2xYT com glicose 100 mM, ampicilina 100 pug.mL™? e tetraciclina 25
ng.mL* (Sigma-Aldrich)

2XYT-KAT: 2xYT com canamicina 50 ug.mL™, ampicilina 100 ug.mL™ e tetraciclina
25 ug.mLt

Blocking: solugdo 2% de leite em pdé sem gordura (Nestlé Molico) em PBS

LB: solugéo 2% de LB Broth (Sigma-Aldrich), autoclavado

Panning block: solucdo 1% de leite em pd sem gordura e 1% de BSA (Sigma-Aldrich)
em PBS

PBS: solucdo 8 g de NaCl, 0,2 g de KCI (Amresco Inc.), 1,44 g de Na2HPO4.2H>0
(Sigma-Aldrich) e 0,24 g KH2PO4 (USB Corporation) em 1 L de agua deionizada,
filtrado (0,45 pum)

PBS-T 0,1%: solugdo de PBS adicionada de 0,1% de Tween 20 (Amresco Inc.)
PBS-T 0,05%: solucdo de PBS adicionada de 0,05% de Tween 20

PEG/NaCl: solugédo 20% de PEG 6000 (Sigma-Aldrich) e 14,6% de NaCl

MPBS-T 2%: solucdo de PBS-T 0,1% adicionada de 2% de leite em po

Phage dilution buffer (PDB): soluc¢éo tris 10 mM (Synth), NaCl 20 mM e EDTA 2 mM
(Sigma-Aldrich), pH 7,5

TMB: 19 partes de TMB A e 1 parte de TMB B

TMB A: 10 g de acido citrico (Vetec Quimica), 9,73 g de citrato de potassio (Vetec
Quimica) em 1 L de agua deionizada

TMB B: 240 mg de 3,3°,5,5’-Tetrametilbenzidina (TMB) (Sigma-Aldrich), 907 pL de
H>02 30% (Metaquimica), 10 mL de acetona (Dindmica Quimica) e 90 mL de etanol
(Merck)

Construcéo da biblioteca de fagos

O dominio 15 do gene SPINKS5 (SPINKS5.15) sofre mutagdes pontuais aleatdrias em trés

cddons: K, D e L (Lys 22, Asp 23 e Leu 24), gerando assim uma biblioteca do fragmento
SPINK5.15. As mutacgdes foram realizadas através de reagdes de PCR (Polymerase Chain
Reaction), utilizando oligonucleotideos (primers) especificos, conforme mostrado no
quadro 2. Trés reagdes de PCR foram realizadas num termociclador Infinigen Civic TC-
96CG (Avans Biotechnology, Taipei - TWN): a primeira utilizou os primers SPINK5.15-

For e MHglII-R, gerando um fragmento do dominio 15 contendo as mutagdes desejadas; a

13



segunda utilizou os primers SPINKS5.15-Rev e MHLacZ-Pro_F, gerando um segundo
fragmento contendo as mutagdes; e a terceira reacdo foi um Overlap Extension PCR (OE-
PCR) utilizando os fragmentos das duas primeiras reaces como molde e os primers
MHLacZ-Pro_F e MHgllI-R para amplificar todo o dominio 15 contendo as mutagdes da
biblioteca. A primeira e segunda reagdo de PCR utilizaram como DNA molde a sequéncia
do dominio 15 inserida no vetor pHAL30, que contém o sitio para os oligos MHLacZ-
Pro_F e MHglII-R.

Quadro 2: primers utilizados para realizar a mutacdo no dominio 15 do gene SPINK5, gerando a biblioteca
SPINK5.15.

Primer Sequéncia (5" - 3") Twm*
SPINK5.15- TAT CTT TGT CCA NNN NNN NNN AAG CCT GTC TGT 64,8
For GGT °C
SPINK5.15- ACC ACA GAC AGG CTT NNN NNN NNN TGG ACA 64,8
Rev AAG ATA °C
MHLacZ- 54,9
GGC TCG TAT GTT GTC TGG
Pro_F °C
51,7
MHgllI-R CTAAAGTTTTGT CGT CTT TCC o

* No caso dos oligos SPINK5.15-For e SPINKS5.15-Rev, 0 Tm é 0 valor médio das possiveis sequéncias.

Fonte: autoria propria.

Apds a amplificacdo, as sequéncias da biblioteca SPINK5.15 foram tratadas com as
enzimas de restricdo Ncol e Notl (New England BioLabs Inc.), assim como o vetor
pHAL30. As reacgoes de digestao com as enzimas de restri¢ao utilizaram cerca de 3 pg de
DNA cada, e posteriormente purificadas com o kit de purificacdo de PureLink™ Quick Gel
Extraction Kit (Invitrogen). Utilizando os fragmentos digeridos, foi realizada uma reacéo
de ligacdo do vetor pHAL30 com as sequéncias da biblioteca SPINK5.15, em uma
proporcao 3:1 de molaridade. A reacéo de ligagéo foi purificada para a retirada de todo o
sal utilizando o PureLink™ Quick Gel Extraction Kit (Invitrogen), e eluida em agua livre
de DNase e RNase. Células de E. coli XL-1 Blue MRF’ foram transformadas com a reagao
de ligagdo via eletroporacao, utilizando 2500 V, 25 C, 200 Q em cubeta de 2 mm. Para tal,
foram utilizados 20 uL de reagdo de ligagao em 50 uL de células.

14



3.3.

As celulas transformadas foram cultivadas em meio 2xY Ts)-GAT, a 37 °C por 20 horas.
As colonias cultivadas foram recuperadas da placa com 1 mL de meio LB e estocadas em
glicerol 25% para congelamento em -80 °C.

Utilizou-se 0,5 mL de células transformadas para inocular 400 mL de meio 2xYT-GAT,
com crescimento até ODsoo = 0,5, a 37 °C sob 200 rpm de agitacdo. Desse crescimento, 50
mL foram utilizados para a infecgdo com o Helper Phage M13KO07 (Sigma-Aldrich) em
propor¢do MOI 1:20 (Multiplicity of Infection). A infeccdo foi incubada a 37 °C por 30
minutos sem agitacdo e a 37 °C por 30 minutos com 200 rpm de agitacdo. As celulas
infectadas foram recuperadas por centrifugacdo (3220 g por 10 minutos) e ressuspendidas
em meio 2xYT-KAT e cultivado em 400 mL de meio 2xYT-KAT a 30 °C sob 200 rpm de
agitacdo por 20 horas para a producado da biblioteca de fagos SPINK5.15.

O cultivado foi centrifugado (10000 g a 4 °C por 20 minutos) e o sobrenadante (cerca
de 300 mL) incubado com 60 mL de solugdo PEG/NaCl a 4 °C por 20 horas (12
precipitagdo). A 12 precipitagdo foi centrifugada (10000 g a 4 °C por 1 hora), os pellets
ressuspendidos em 10 mL de solucdo PDB, e novamente centrifugados (20000 g a 4 °C
por 10 minutos). O sobrenadante foi filtrado (0,45 um) para remogao de bactérias residuais
e incubado com 2 mL de solugdo PEG/NaCl em gelo sob agitacdo por 30 minutos (22
precipitacdo). A 22 precipitacéo foi centrifugada (20000 g a 4 °C por 30 minutos) e o pellet
ressuspendido em solugcdo PDB com volume final de 1 mL, contendo a biblioteca de fagos
SPINKA5.15, pronta para o biopanning.

Biopanning

Uma placa de poliestireno de alta aderéncia foi utilizada no biopanning, sendo usados
dois pocos, um para 0 antigeno e o outro para solucao de panning block. A quimotripsina
foi utilizada como antigeno devido a semelhancas na atividade desta com a KLK?7, sendo
que, posteriormente, os inibidores selecionados serdo testados contra a calicreina.

No primeiro poco, foram adicionados 5 pg de quimotripsina (Sigma-Aldrich) em 150
pL de PBS e, no segundo, 300 pL de solugdo de panning block. A placa foi incubada
overnighta 4 °C.

Para o panning, foram descartados os conteddos dos pogos. No poco de antigeno, foram
adicionados 300 pL de solucdo de blocking e no poco do panning block, 100 pyL da
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biblioteca de fagos (aproximadamente 5x10*! fagos) em 150 pL de solugdo panning block.
Incubada por 1 hora & temperatura ambiente sob agitagdo de 500 rpm.

Ap0s o tempo de incubacao, foi efetuada a lavagem do poco de antigeno com PBS-T
0,1% e transferido o conteddo do poco com os fagos para 0 poco de antigeno. Incubado
por 2 horas a temperatura ambiente sob agitacdo de 500 rpm.

Novamente, o poco de antigeno foi lavado com PBS-T 0,1%, de modo a eluir os fagos
que ndo ficaram aderidos a quimotripsina. Para elui¢do dos fagos que ficaram aderidos ao
antigeno, foi feita incubacdo com 1,5 pg de tripsina (Sigma-Aldrich) em 150 pL de PBS
por 30 minutos a 37 °C sob agitacdo de 500 rpm.

O eluido foi entdo adicionado a 150 pL de crescimento de E. coli TG1 (ODsgo = 0,5)
para infecc¢do viral, incubado por 30 minutos a 37 °C sem agitacdo e, em seguida, por mais
30 minutos a 37 °C sob agitagao de 200 rpm.

Para multiplicacdo das bactérias infectadas, foi adicionado 1 mL de meio 2xTY e 150
pL de solucdo 10xGA. A ampicilina seleciona somente as bactérias que foram infectadas,
enquanto a glicose inibe a sintese do peptideo alvo. Incubado novamente a 37 °C sob
agitacdo de 200 rpm até que ODeoo atingisse valor entre 0,4 e 0,5, levando
aproximadamente 1 hora.

Para a formacdo de novas particulas virais, foi adicionado 50 uL de Helper Phage
M13KO07 (Sigma-Aldrich), aproximadamente 10'° particulas virais, incubado por 30
minutos a 37 °C sem agitacdo e, em seguida, por mais 30 minutos a 37 °C sob agitagdo de
200 rpm.

Em seguida, o meio foi centrifugado a 3220 g por 10 minutos, descartado o sobrenadante
e ao pellet adicionado 950 pL de 2xTY-AK, sendo que os antibi6ticos ampicilina e
canamicina sdo para a selecdo de bactérias infectadas com o pHAL30 e o Helper Phage,
respectivamente. Incubado overnight a 30 °C sob agitagdo de 200 rpm para multiplicagdo
viral.

Apols 24 horas, o meio foi centrifugado a 3220 g por 10 minutos e coletado o
sobrenadante. Este sobrenadante foi entdo utilizado para uma nova rodada de panning, e
assim procedido da mesma maneira nas duas rodadas subsequentes, sendo que 0 mesmo
procedimento para preparacdo do pre-indculo e da placa de panning foram adotados,
conforme descrito anteriormente. Ao final da ultima rodada, o sobrenadante da

multiplicacdo viral foi coletado e armazenado a 4 °C.
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3.4. Master Plate, Production Plate e estoque

Com os fagos selecionados, foi efetuada uma titulacdo para contagem de particulas
virais, diluindo o sobrenadante da Gltima rodada do panning em 1:10%, 1:10°, 1:10” e 1:10°,
utilizando PDB, e infectando células de E. coli TG1 (ODeoo = 0,5). Foram misturados 10
pL de cada diluicdo viral a 50 pL de células e incubados a 37 °C por 30 minutos. As
misturas foram plaqueadas em uma placa de Petri com meio 2xYT(s)-A, aplicando trés
gotas de 10 pL para cada diluigéo, e incubando overnight a 37 °C.

A diluicdo 1:10" apresentou contagem de colnias muito alta, enquanto a diluigdo 1:10°
apresentou uma contagem muito baixa. Foi entdo efetuada uma diluicdo de 1:108, e esta
utilizada para infectar 50 pL de células de E. coli TG1, conforme descrito anteriormente.
O plagueamento foi realizado em placa de Petri com meio solido 2xYTs)-A novamente,
porém a mistura foi espalhada (streaking) por todo o meio, com o intuito de isolar colénias
de genotipos diferentes. Incubada overnight a 37 °C.

A partir do crescimento das col6nias, foi montada a Master Plate para crescimento das
variantes selecionadas de forma isolada, utilizando uma placa de polipropileno de 96 pogos
profundos. A excecdo dos controles negativos e positivos, foram adicionados 150 pL de
2xYT-GA em cada pogo e uma das col6nias do plagueamento, coletadas manualmente da
placa com o auxilio de ponteiras de pipeta. No controle negativo (H3 e H6), foi adicionado
somente 150 puL de meio 2xYT-GA, enquanto no controle positivo (H9 e H12) foram
adicionados 150 pL de meio 2xYT e uma coldnia de TG1 ndo infectada. A placa foi
incubada overnight a 37 °C sob agitagdo de 200 rpm.

A partir da Master Plate, foram montadas a placa de estoque e a Production Plate, esta
ultima para uso em ensaios enzimaticos.

Para a geracdo da Production Plate, é necessaria a inducdo da producédo da proteina para
realizar testes enzimaticos. Para tal, foram adicionados 180 pL de 2xYT-GA e 20 pL de
cada poco da Master Plate aos pocos da Production Plate, exceto para os controles
positivos (H9 e H12), nos quais 0 meio adicionado ndo possuia ampicilina nem glicose. A
placa foi incubada a 37 °C sob agitagdo de 200 rpm por 1 hora e meia, Seguida de
centrifugagdo por 10 minutos a 1600 g, temperatura ambiente. O sobrenadante foi entéo
descartado, e, em seguida, foram adicionados 180 pL de 2xYT-A e IPTG (Isopropil B-D-

1-tiogalactopiranosida) (Calbiochem) o suficiente para que a concentragdo em solucdo
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3.5.

ficasse 50 pM, exceto nos controles positivos, onde o meio foi adicionado sem ampicilina.
A placa foi incubada overnight a 30 °C sob agitagdo de 200 rpm para uso no dia seguinte.

A placa de estoque foi montada a partir do volume remanescente da Master Plate,
aproximadamente 130 pL, sendo adicionados 45 pL de glicerol 80% autoclavado (Synth)
em cada pocgo, resultando numa concentragéo final de 20% de glicerol. A placa foi coberta
com filme adesivo selador e armazenada a -80 °C.

Ensaio imunoenzimatico ELISA

Para teste de afinidade com o antigeno, foi efetuado um teste ELISA (Enzyme Linked
Immuno Sorbent Assay) indireto, utilizando quimotripsina como antigeno, Anti-Myc e
Anti-lgG (Thermo Fisher Scientific) como anticorpos primario e secundario,
respectivamente, sendo que este Gltimo vem conjugado a peroxidase para revelacdo com
cromdforo (TMB).

Uma placa de 96 pocos de alta aderéncia de poliestireno, numerados de Al a H12, foi
utilizada para ELISA, preparada no dia anterior ao ensaio revestindo-se a placa com 20 ng
de quimotripsina solubilizados em 100 pL de PBS por poco, exceto pelo controle positivo,
onde 20 ng de KLK7 foram solubilizados em 100 pL de PBS. Incubada overnight a 4 °C.

No dia do ensaio, 0s pocos foram lavados com PBS-T 0,05%. Foi feita uma incubacéo
com MPBS-T 2% por 1 hora a temperatura ambiente sob agitacdo de 500 rpm e na
sequéncia, efetuada nova lavagem com PBS-T 0,05%.

Foram transferidos 5 pL da Production Plate ao seu respectivo poco na placa de ELISA,
sendo avolumados para 100 uL com PBS. Nos controles positivos (H9 e H12), foram
utilizados 5 ng de anticorpo produzido no préprio laboratorio contendo o Myc-tag, como
uma metodologia bem estabelecida, avolumados para 100 uL com PBS. Efetuada nova
incubacdo por 1 hora a temperatura ambiente sob agitacdo de 500 rpm e, na sequéncia,
nova lavagem com PBS-T 0,05%.

Em seguida, foi feita incubagdo com 100 ng do anticorpo primario, solubilizados em
100 pL de PBS em cada pogo, por 1 hora a temperatura ambiente sob agitacdo de 500 rpm.
Efetuada nova lavagem com PBS-T 0,05% e realizada uma nova incubacéo por 45 minutos
atemperatura ambiente sob agitacéo de 500 rpm, utilizando 100 ng do anticorpo secundario
solubilizado em 100 uL de PBS, seguida de lavagem com PBS-T 0,05%.
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3.6.

A revelacdo da placa foi feita incubando a mesma com 100 puL de TMB, durante 15
minutos em temperatura ambiente. A reacdo foi interrompida adicionando 100 pL de
H2SO4 1 N (Dindmica Quimica).

A leitura de absorcdo foi realizada no espectrofluorimetro de placas Synergy HT
(BioTek, Winooski - USA), nos comprimentos de onda de 450 e 630 nm, obtendo Asso €

As30 respectivamente.

Sequenciamento

Foram preparados pré-indculos das variantes A3, A4, A5, A6 e C9, utilizando LB como
meio de crescimento, e deixadas em incubacdo overnight a 37 °C e 200 rpm de agitagao.
Para isolamento dos plasmideos e posterior sequenciamento, foi utilizado o kit GenElute™
Plasmid Miniprep (Sigma-Aldrich).

O procedimento inicia com a centrifugacdo dos pré-indculos a 9800 g durante 20
minutos e temperatura ambiente, descartando o sobrenadante. Os pellets sdo
ressuspendidos utilizando 200 pL da solucdo de ressuspensdo do kit e homogeneizados em
agitador vortex.

As células ressuspendidas sdo lisadas com a adicdo de 200 pL de solucdo de lise e
agitacdo leve, para ndo haver contaminagdo com DNA cromossomal, até que 0s meios
figuem viscosos. Foram precipitadas as misturas adicionando 350 pL de solucdo de
neutralizacdo/ligacdo, invertendo os tubos levemente de 4 a 6 vezes e centrifugando a 9800
g por 10 minutos, deixando um sobrenadante limpido nos tubos.

Durante a centrifugacgéo, foram preparadas as colunas de ligacdo do kit (uma para cada
amostra), inserindo a coluna de ligacdo GenElute Miniprep em um tubo de
microcentrifuga. Foi eluido 500 pL da solucédo de preparacdo de coluna, centrifugando a
9800 g por 30 segundos e descartando o eluido.

Os sobrenadantes das lises foram adicionados as colunas e centrifugados a 9800 g por
30 segundos, descartando o eluido das colunas. Na sequéncia, foi adicionado 750 uL de
solucgéo de lavagem em cada coluna, as quais foram centrifugadas novamente a 9800 g por
1 minuto, descartado o eluido e realizada nova centrifugacéo, para retirar excesso de etanol.

As colunas séo transferidas para um tubo de coleta, adicionado 100 pL de agua livre de
RNase e DNase e centrifugando os tubos a 9800 g por 1 minuto. O eluido foi coletado e

quantificado.
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Para amplificacdo do material genético obtido do Miniprep, foi realizado um PCR
(Polymerase Chain Reaction). Foram realizadas 2 reagc0es para cada amostra, usando 0s
primers MHLacZ-Pro_F e MHgllI-R. A preparacdo das amostras foi feita levando em
consideracdo que a massa total de DNA nas reacfes deve ser entre 200 e 300 ng e a
concentracdo dos primers 1 uM num volume total de 10 pL, avolumados com agua livre
de DNase e RNase.

Além das amostras de DNA e primers, foi utilizado o reagente BigDye (1x), da Thermo
Fisher Scientific. Como o reagente é fotossensivel, o preparo das amostras foi feito em sala
com pouca iluminacéo.

Os parametros do termociclador utilizados no PCR foram, em ordem, 10 segundos a 96
°C, 5 segundos a 50 °C e 4 minutos a 60 °C, repetindo este ciclo por 35 vezes.

Para precipitacdo do DNA, os fragmentos gerados de cada reacdo no PCR foram
misturados em solucdo de 2 pL de acetato de sédio 3 M (Amresco Inc.) e 50 pL de etanol
95%, agitados em agitador vortex e mantidos em repouso em temperatura ambiente por 15
minutos. Efetuada centrifugacdo a 9800 g por 20 minutos, descartando o sobrenadante, e
ressuspendido em 200 pL de etanol 70%, seguido de nova centrifugacdo a 9800 g por 5
minutos e descarte do sobrenadante.

No precipitado final ndo deve haver etanol, pois 0 mesmo interfere no procedimento de
sequenciamento. As amostras foram armazenadas a -20 °C até o envio para sequenciamento
na Genomic Engenharia Molecular (Rua Itapeva 500, 5° andar, conjunto 5AB, Bela Vista,

Sédo Paulo).

4. RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1. Ensaio imunoenzimatico ELISA

O inibidor aderido ao antigeno possui um Myc-tag em sua porcdo final, assim o
anticorpo primario anti-Myc reconhece esta sequéncia de aminoacidos, ligando-se a ele.
Por sua vez, o anticorpo secundario reconhece o anti-Myc, ligando-se a este.

Apos a adicdo do TMB, a peroxidase conjugada ao anticorpo secundario reduz o
perdxido de hidrogénio a agua, onde o TMB ¢ oxidado a um complexo de transi¢cdo de
carga, atuando como doador de prétons e tornando a solucéo azul. O complexo formado
possui absorgéo na faixa de 620 a 650 nm (JOSEPHY, 1982).
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A interrupcédo da reagdo com &cido oxida o complexo formado anteriormente, gerando
uma diimina estavel em pH &cido, com absorcao intensa em 450 nm (JOSEPH, 1982). A

reacao pode ser observada na figura 6.

Figura 6: estruturas do TMB nas etapas de oxidagéo.
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Fonte: Josephy, 1982.

As absorcbes obtidas em 450 e 630 nm podem ser observadas na tabela 1. Foram
efetuadas as correcdes das absorcdes calculando a diferenca Aasso - As3o, de modo a eliminar
possiveis interferéncias, como sujeiras, digitais e poeiras, que absorvem igualmente em
ambos os comprimentos de onda. Os resultados estdo apresentados na figura 7, com
destaque para as cinco variantes que apresentaram maior valor e foram posteriormente
sequenciadas, sendo elas A3, A4, A5, A6 e C9.

Tabela 1: absorcGes obtidas no ELISA.

1 2 3 4 5 6 7 3 9 10 11 12
A | 0103 | 0,108 0,168 0,106 | 0,132 | 0,152 0,13 0,133 | 0,142 |s50
0,041 | 0043 | 0046 | 0,043 | 0,044 | 0044 | 0041 | 0089 | 0041 | 0042 | 0042 | 0,041 |63
5 | 009 0,097 | 0,077 | 0,118 | 0,089 | 0086 | 0,121 0,12 0,112 | 0,095 | 0,097 | 0,129 |0
0,039 0,04 0,041 | 0,042 | 0041 | 0,041 0,04 0,054 | 0,039 | 0,041 0,04 0,046 |s30
o | 0098 [ 0077 0088 [ 0115 | 0095 | 0,105 0,096 | 0,061 | 0,128 | 0,094 | 0,116 |40
0,042 | 0045 | 0042 | 0,041 | 0,052 | 0,044 0,042 | 0,042 | 0,043 | 0,043 | 0,046 |30
o | 0106 | 0116 | 0111 | 0,001 | 0114 0,09 0,08 0,111 0,09 0,093 | 0,007 | 0,11 |450
0,046 | 0,042 0,06 0,04 0,044 | 0,043 | 0,041 0,04 0,04 0,045 | 0,048 | 0,042 |30
c | 0108 [ 0103 [ 0089 [ 0116 | 0077 | 0082 | 0,104 | 0087 | 0,118 0,1 0,096 | 0,096 |450
0,047 0,04 0,044 | 0,047 | 0,043 | 0044 | 0044 | 0041 | 0,043 | 0,041 | 0,044 0,05 |30
- 0,1 0,107 | 0,089 | 0,112 | 0,095 | 0,114 | 0089 | 0,091 | 0088 | 0,126 | 0,097 | 0,115 |450
0,045 | 0,041 | 0044 | 0041 | 0042 | 0044 | 0042 | 0042 | 0,043 0,05 0,042 0,05 [s30
- 0,1 0,09 0,107 | 0,126 | 0,111 | 0,114 | 0,126 | 0,095 | 0,099 | 0,094 | 0096 | 0,106 |450
0,04 0,041 | 0,051 0,04 0,046 | 0,044 | 0051 | 0042 | 0,038 | 0042 | 0,042 | 0,042 |630
, | 0125 | 0106 | 0104 |0,133 | 0133 | 0,145 | 0111 | 0,107 | 0086 | 0,09 0,09 0,089 |40
0,043 | 0,041 0,04 0,043 0,04 0,04 0,042 | 0046 | 0,039 | 0041 | 0,041 0,04 |s30

Fonte: autoria propria.
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Figura 7: gréafico das absor¢des corrigidas, com destaque para as variantes selecionadas.
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E importante ressaltar que os resultados obtidos no ELISA podem indicar um valor
mascarado de inibi¢do, uma vez que cada variante carrega um gene diferente para producao
de proteinas, a quantidade sintetizada ndo ¢ igual para todas.

Dessa forma, pode haver um inibidor com melhores indices de inibicao e que seja pouco

produzido, bem como um inibidor pouco eficiente e produzido em grandes quantidades.

4.2. Sequenciamento

O eluido contendo o DNA plasmidial isolado (antes da amplificacéo) foi quantificado
via BioDrop Duo (BioDrop Ltd, Cambridge - UK). Os resultados estédo apresentados na
tabela 2:

Tabela 2: concentracdes de DNA plasmidial obtido das culturas de E. coli.

Amostra Concentracéo de DNA (ng.puL™?)

A3 80,03
A4 40,81
A5 61,41
A6 48,75
C9 72,51

Fonte: autoria prépria.

Os resultados dos sequenciamentos obtidos podem ser vistos na figura 8, bem como a

sequéncia original do SPINK5.15, alinhadas para comparacao.

23



Figura 8: sequenciamento obtido para as varidveis selecionadas. Destacada em amarelo esta a regido onde
foram inseridas as mutagBes; em letras vermelhas, os codons de parada. A) sequenciamento em bases
nitrogenadas. B) sequéncia de aminoacidos codificados (X representa codon de parada).

A

SPINK5.15 AGCCTGGATAGCGAAATGTGTAAAGATTATCGTGTTCTGCCTCGCATTGGT TATCTTTGTCCA
A5 AGCCTGGATAGCGAAATGTGTAAAGATTATCGTGTTCTGCCTCGCAT TGGTTATCTTTGTCCA
ol AGCCTGGATAGCGAAATGTGTAAAGATTATCGTGTTCTGCCTCGCATTGGT TATCTTTGTCCA
A3 TAATTAATTAAGCTTGAAGAAGGTGAATTTTCAGAAGCACG-CGTATAAGTGAGTAGCGGCCG
.V TAATTAATTAAGCTTGAAGAAGGTGAATTTTCAGAAGCACG-CGTATAAGTGAGTAGCGGCCG
A6 TAATTAATTAAGCTTGAAGAAGGTGAATTTTCAGAAGCACG-CGTATAAGTGAGTAGCGGCCG

SPINK5.15 AAGGATCTGAAGCCTGTCTGTGGTGATGATGGTCAGACCTATAACAATCCGTGTATGCTGTGT
AS TAATTAAGTAAGCCTGTCTGTGETGATGATGGTCAGACCTATAACAATCCGTGTATGCTGTGT
ol TGAACTGAAAAGCCTGTCTGTGGTGATGATGGTCAGACCTATAACAATCCGTGTATGCTGTGT
A3 CAGBTTC TG AN Cm = = e e e
A4 CAGE T T~ — == === =
76 CAGGTTC T == == === = —

SPINK5.15 CATGAARATCTGATTCGTCAGACCAATACGCATATTCGTAGCACCGGTAAATGTGAGGAA
A5 CATGAARATCTGATTCG TCAGACCAATACGCATATTCGTAGCACCGGTAAATGTGAGGAA
ol CATGAARATCTGATTCGTCAGACCAATACGCATATTCGNAGCNCCGGTAAATGTGAGGAA
- T
e
A6 e

B

LEKTT SLDSEMCKDYRVLPRIGYLCPKDLKPVCGDDGQTYNNPCMLCHENT TRQTNTHTRSTGKCEE

A5 SLDSEMCKDYRVLPRIGYTLCPXLSKPVCGDDGQTYNNPCMLCHENT, TRQTNTHTRSTGKCEE
Co9 SLDSEMCKDYRVLPRIGYLCPXTEKPVCGDDGQTYNNPCMLCHENL TRQTNTHI -S-GKCEE
A3 XLIKLEEGEFSEA-RISEXRPQVL
A4 XLIKLEEGEFSEA-RISEXRPQV
A6 XLIKLEEGEFSEA-RISEXRPQV

Fonte: autoria prépria.

As variantes A3, A4 e A6 apresentaram sequenciamento idéntico ao pHAL30 puro,
sem a construcdo SPINKS5.15 inseridas. Estas, em teoria, deveriam ter sido eliminadas com
a solucdo de panning block, uma vez que ndo ha especificidade quanto ao antigeno que se
ligam.

J& as variantes A5 e C9 apresentaram a insercdo do gene SPINK5 com mutacdes,
entretanto, na regido que foram feitas as mutacgdes, surgiram codons de parada, sendo o
cddon Ocre na variante A5 e Opala na C9. A linhagem de E. coli utilizada ndo é supressora
destes codons, entdo a traducdo do RNAm € interrompida no meio da sequéncia do SPINKS5,
iniciando novamente ao encontrar um cédon de iniciagdo ATG (metionina).

Dessa forma, somente um trecho do peptideo do SPINKS5.15 é expressa ligada a
proteina plll do capsideo viral. Como essas variantes foram selecionadas no panning, ha a
possibilidade de que o mecanismo e/ou sitio de inibicdo do SPINK5.15 possam estar
associados a este fragmento do gene, porém ndo foram encontrados em literatura tais

informagdes, podendo ser alvo de estudos futuramente.
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5. CONCLUSAO

A presenca de variantes com nenhuma insercdo no plasmideo e codons de parada
precoces no gene mutado implicam em baixa eficiéncia no biopanning e/ou numero
insuficiente de rodadas. Mesmo utilizando solugdes de panning block e blocking, peptideos
que teoricamente deveriam ser eliminados foram selecionados em contato com o antigeno.

Como proximos passos, serdo efetuadas novas rodadas de panning, utilizando uma
menor quantidade de antigeno, com o intuito de selecionar inibidores que se liguem de

forma mais especifica, bem como novos testes de ELISA e sequenciamentos.
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