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Resumo

RESUMO

O sistema de expressdo baseado na utilizacdo da levedura Komagataella phaffii tem
sido utilizado com sucesso na producdo de uma grande variedade de proteinas heter6logas.
Esta levedura rene caracteristicas como facil manipulacdo molecular, crescimento celular
rapido, capacidade de realizar modificagdes pos-traducionais e secrecdo eficiente de proteinas,
além de atingir altas densidades celulares com grande producdo da proteina heteréloga. Uma
das proteinas de grande interesse na industria biofarmacéutica e cosmeética é o fator de
crescimento epidermal humano (hEGF). O objetivo desse estudo foi desenvolver um sistema
para a producdo de hEGF na levedura K. phaffii. Para isso foram utilizados os peptideos sinais
dos genes aF, SUC2 e PHOL. Trés vetores foram construidos, cada um deles contendo um
dos peptideos sinal. Foram construidos os vetores de expressdo sob o controle do promotor do
PGK1 e utilizados para transformacdo de K. phaffii M12-K, uma linhagem mutante para o
gene KEX1. Os clones recombinantes foram confirmados por PCR de colbnia e foram
crescidos em meio minimo para avaliar a cinética de crescimento. Os clones positivos foram
selecionados e utilizados na expressao em frasco empregando meio complexo. A presenca do
hEGF foi avaliada por SDS-PAGE e confirmada por Western blot na presenca de um
anticorpo especifico. Com isso, um clone de cada sistema foi escolhido para a purificacdo do
hEGF por cromatografia de exclusdo molecular e RP-HPLC. A partir desses experimentos foi
confirmada a presenca do hEGF e o polipeptideo foi parcialmente purificado. Finalmente, foi
escolhido o clone 1% para otimizar o processo de purificagdo, adicionando uma etapa em
HILIC. O hEGF foi satisfatoriamente purificado. O tamanho correto e a sequéncia do N-
terminal igual ao EGF presente em humanos foram confirmados por espectrometria de massas
e sequenciamento automatico. Os resultados obtidos mostram que o hEGF foi produzido com

sucesso em K. phaffii com a sequéncia primaria correta.
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Abstract

ABSTRACT

The expression system based on the utilization of the yeast Komagataella phaffii has
been used successfully used in the production of a large variety of heterologous proteins. This
yeast combines several important features such as easy molecular manipulation, rapid cell
growth, ability to perform post-translational modifications and efficient secretion of proteins,
in addition to large heterologous protein production at high cell densities. One of the proteins
of great interest in the biopharmaceutical and cosmetic industry is the human epidermal
growth factor (REGF). The aim of this study was to develop a system for hEGF production in
K. phaffii. For this, the 3 different signal peptides sequences from genes aF, SUC2 and PHO1
were tested. Three vectors were constructed, each containing one of the signal peptides.
Expression vectors were constructed under the control of the PGK1 promoter and used for
transformation of K. phaffii M12-K, a strain mutant for the KEX1 gene. Recombinant clones
were confirmed by colony PCR and grown in minimal medium to evaluate growth Kinetics.
Positive clones were selected and used in flask expression using complex media. The
presence of hEGF was assessed by SDS-PAGE and confirmed by western blot with a specific
antibody. One clone from each system was chosen for the production and purification of
hEGF by molecular-exchange chromatography and RP-HPLC. From these experiments the
presence of hEGF was confirmed and the polypeptide was partially purified. Finally, clone
1°F was chosen to optimize the purification process by adding one step in HILIC. The hEGF
was successfully purified. Correct size and N-terminal sequence equal to EGF present in
humans were confirmed by mass spectrometry and Edman sequencing. Together, our results

show that hEGF was successfully produced in K. phaffii with the proper primary structure.
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Resumen

RESUMEN

El sistema de expresion basado en la utilizacion de la levadura Komagataella phaffii
ha sido utilizado con éxito en la produccion de una gran variedad de proteinas heterdlogas.
Esta levadura relne caracteristicas como facil manipulacion molecular, rapido crecimiento
celular, capacidad de realizar modificaciones pos-traduccionales y eficiente secrecion de
proteinas, ademas de llegar hasta altas densidades celulares con elevada produccion
heter6loga. Una de las proteinas de gran interés en la industria biofarmacéutica y cosmétic es
el factor de crecimiento epidérmico humano (hEGF). El objetivo de este estudio foi
desarrollar un sistema para la produccion de hEGF en la levadura K. phaffii. Para eso fueron
utilizadas los péptidos sefiales de los genes oF, SUC2 e PHOL. Fueron construidos tres
vectores, cada uno de ellos conteniendo una de las sequencias sefiales. Los vectores fueron
construidos sobre el control del promotor del gen PGK1 y fueron utilizados para la
transformacion de la cepa M12-K de K. phaffii, que es mutante para el gen KEX1. Los clones
recombinantes fueron confirmados mediante PCR de colonias y fueron crecidos en medio
minimo para analizar la cinética de crecimiento. Los clones positivos fueron seleccionados y
utilizados para expresion en frasco utilizando medio complejo. La presencia de hEGF fue
analizada por SDS-PAGE e confirmada por western blot en presencia de un anticuerpo
especifico. A partir de ahi, una muestra de cada sistema fue escogida para la purificacion de
hEGF utilizando cromatografia de exclusion molecular y RP-HPLC. A partir de esos
experimentos fue confirmada la presencia de hEGF y el polipeptideo fue parcialmente
purificado. Finalmente, fue escogido el clon 1°F para optimizar el proceso de purificacion,
adicionando una cromatografia en HILIC. El hEGF fue satisfactoriamente purificado. El
tamafio correcto y la secuencia del N-terminal igual al EGF presente en humanos fueron
confirmados por espectrometria de masas y sequenciamiento automatico. Los resultados

obtenidos muestran que fue producido hEGF en K. phaffii, con la sequencia primaria correcta.
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Introducéo

1. INTRODUCAO

1.1. Komagataella phaffii e expressao heterdloga

O uso das leveduras como sistema de expressdo vem sendo realizado com sucesso
crescente ao longo dos Ultimos 20 anos (Damasceno et al., 2012). Esses organismos sdo uma
eficiente plataforma para a expressdo de proteinas recombinantes e representam uma das
alternativas mais utilizadas para a producdo de proteinas em larga escala (Spohner et al.,
2015). Komagataella phaffii (inicialmente classificada como Pichia pastoris) (Kurtzman,
2005) € uma das leveduras mais empregadas para expressdo heteréloga (Kurtzman, 2009). Foi
introduzida pela empresa Phillips Petroleum h& mais de quatro décadas na producédo
comercial de “single cell protein (SCP)” como suplemento animal (Cereghino et al., 2000;
Spohner et al., 2015). A mais notavel caracteristica fisioldgica dessa levedura ¢é o fato de ser
metilotrofica, ou seja, capaz de crescer em meio contendo metanol como Unica fonte de
carbono (Bertheleme et al., 2015). Pertence ao grupo dos ascomicetos, € homotalica e
haploide a menos que seja submetida a condi¢des de limitagdo por nitrogénio (Celik et al.,
2012).

N&o existe uma solucdo universal para a producgdo de proteinas recombinantes e ainda
ndo é possivel predizer qual sistema de expressao € o melhor para produzir uma proteina com
alto rendimento e capacidade funcional (Bill, 2014). H& uma série de vantagens que fazem de
K. phaffii uma 6tima escolha como sistema de expresséo de proteinas recombinantes (Spohner
et al., 2015; Weinacker et al., 2013).

Dentre suas principais caracteristicas destaca-se a facil manipulacdo genética: as
técnicas moleculares desenvolvidas para Saccharomyces cerevisiae, um dos sistemas
experimentais mais bem caracterizados, sdo facilmente aplicaveis em K. phaffii (Cereghino et
al., 2000; Spohner et al., 2015). Recentemente, foi descrito o uso do sistema CRISPR/cas9 em
K. phaffii como ferramenta para realizar modificagdes genéticas especificas: ruptura génica e
integracdo de cassetes de DNA homdlogo (Weninger et al., 2016). Essa levedura tem a
capacidade de crescer em meio contendo metanol, o que inibe até certo ponto o crescimento
de contaminantes. E um sistema barato para o estabelecimento e manutencio em escala
industrial. K. phaffii tem rapido crescimento celular, podendo chegar até altas densidades
celulares (200 g/L) durante uma fermentacdo em batelada alimentada com limitacdo de

glicose (Heyland et al., 2010). A secrecdo de poucas proteinas enddgenas é outra importante
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vantagem, pois facilita a purificacdo de proteinas que sejam exportadas ao meio extracelular.
Por ultimo, a levedura tem a habilidade de realizar modificacdes pos-traducionais como
clivagem proteolitica, glicosilacdo e formacdo de ligacdes dissulfeto, além da auséncia do
padréo de hiperglicosilagdo presente em S. cerevisiae (Weinacker et al., 2013).

Todas estas vantagens fazem com que atualmente K. phaffii constitua um versatil
sistema de expressao e a plataforma escolhida para a producgéo de varias proteinas de interesse
na industria alimenticia e na saude (He et al., 2016; Spohner et al., 2015; Weinacker et al.,
2013). O sistema de expressdo baseado no uso da levedura K. phaffii vem sendo usado com
sucesso na producdo de proteinas bacterianas, fangicas, de plantas, animais e humanos
(Weinacker et al., 2013). Mais de 5000 proteinas ja foram produzidas em K. phaffii e mais de
70 encontram-se no mercado ou na etapa final de desenvolvimento. Exemplos de proteinas
heterdlogas produzidas por K. phaffii v8o desde enzimas bacterianas até biofarmacos e
anticorpos monoclonais. Biofarmacos como Kalbitor® (ecallantide: proteina recombinante
inibidora de calicreina) e Insugen® (insulina humana recombinante), usados para tratar a
angioedema e a diabetes, respectivamente, sdo produzidos em K. phaffii e foram aprovados
pela Federal Drug Administration (FDA, EUA) (Bernstein et al., 2012). Algumas das
principais areas de investigacdo e aplicacao de proteinas expressas em K. phaffii sdo, diabetes,
alergias, cancer, papiloma virus humano e aterosclerose (Vogl et al., 2013; Weinacker et al.,
2013)

A expressdo de qualquer gene de interesse em K. phaffii consta de trés etapas bésicas:
uma primeira etapa onde é inserido o gene de interesse em um vetor de expressdo; uma
segunda etapa para integracdo do vetor de expressao dentro do genoma da levedura; e uma
terceira para a selecdo dos clones que potencialmente estiverem expressando o gene de
interesse (Cereghino et al., 2000; Li et al., 2007) (Figura 1).
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Sitio Multiple de
Clonagem

Figura 1. Representacdo esquematica para a expressao de um gene de interesse em K. phaffii. Expressdo
por integragdo no genoma. Uma vez confirmada a sequéncia correta, o vetor de expressao contendo o
gene de interesse é transformado em células de K. phaffii. Posteriormente, séo selecionadas as colonias
recombinantes que expressam a proteina desejada. Adaptado de (Byrne, 2015).

Quando sdo desenhadas as estratégias para a clonagem e expressdo de proteinas
heter6logas em K. phaffii alguns pontos importantes devem ser considerados. Por exemplo: a
selecdo de uma combinacdo promotor-terminador, a presenca de marcadores de selecdo e a
aplicacdo dos sistemas tanto para expressdo intracelular como para secrecdo (com o uso de
um adequado peptideo sinal). A selecdo do vetor de expressao e da linhagem apropriados séo
0S mais importantes pré-requisitos para a expressao de proteinas recombinantes com sucesso
(Ahmad et al., 2014).

1.1.1. Vetores de expressao

Os vetores de expressdo para K. phaffii sdo geralmente plasmideos integrativos. Séo
desenhados para conter elementos genéticos para manipulagdo e propagagdo em Escherichia
coli; sequéncias regulatorias (promotores), induziveis ou constitutivos, que sdo reconhecidas
pela célula hospedeira; sequéncias terminadoras de transcri¢do de levedura (AOXL1tt), marcas
de selecéo auxotrdfica ou dominante e sitios multiplos de restricdo para clonagem (Cereghino
et al., 2000; Damasceno et al., 2012; Logez et al., 2012). Para a secre¢do da proteina
recombinante ao meio extracelular, os vetores de expressao contém um sinal de secrecdo, uma
sequéncia que codifica um peptideo sinalizador que direciona a exportagdo da proteina

heter6loga para o meio extracelular, como ¢ o caso do fator alfa (a-MF) de S. cerevisiae
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(Wang et al., 2016). Alguns vetores ainda podem conter, opcionalmente, sequéncias “tag”
(HIS6 ou c-Myc), que facilitam a identificacdo e purificacdo da proteina heteréloga
(Cereghino et al., 2000).

1.1.2. Promotores

Para a expressao de genes heterélogos, diferentes promotores enddgenos, fortes ou
fracos, podem ser utilizados. Os promotores utilizados nos vetores de expressdo podem ser
induziveis ou constitutivos (Spohner et al., 2015). Entre os promotores induziveis, 0 mais
usado é o promotor do gene AOX1 (Paox1). O gene AOX1 codifica a primeira enzima na via de
utilizacdo de metanol. Este promotor é firmemente controlado em nivel transcricional por um
mecanismo de repressao/desrepressdo mediado pela presenca do agente indutor, o metanol.
Ao mesmo tempo, é fortemente reprimido na presenca de glicose ou glicerol, fontes de
carbono preferenciais (Ahmad et al., 2014; Cereghino et al., 2000; Tschopp et al., 1987; Vogl
etal., 2013).

Apesar de ser o promotor mais estudado e, como consequéncia, mais utilizado, 0 Paox1
nem sempre é a melhor opcdo. Seu emprego com produtos utilizados para a industria
biofarmacéutica é desaconselhado, uma vez que altas doses de metanol podem ter efeitos
toxicos. Além disso, uma vez adicionado a cultura, € dificil reduzir sua dose. Seu uso em
biorreatores de larga escala também pode ser problematico, jA que o metanol é altamente
inflamavel e o armazenamento de grandes quantidades desse combustivel é perigoso
(Prielhofer et al., 2013; Vogl et al., 2013; Wang et al., 2017)

Outros promotores induziveis utilizados sdo os dos genes que codificam a enzima
formaldeido desidrogenasse (PrLp1) € uma proteina de membrana do peroxissomo (Prexs) que,
além do metanol, podem ser induzidos com metilamina e &cido oleico respectivamente.
Embora o Ppexg proporcione uma alternativa ao sistema induzivel por metanol, ndo é muito
usado devido ao seu baixo nivel de expressdao (Vogl et al., 2013). Outros trés novos
promotores induziveis de K. phaffii sdo aqueles que regulam a expressao dos genes da alcool
desidrogenase (Papw1), glicerol quinase (Pcur) e enolase (Peno1) (Ahmad et al., 2014; Liu et
al., 1995; Shen et al., 1998; Stadlmayr et al., 2010). Recentemente, foram descobertos cinco
genes induziveis por ramnose e, dentre eles, PLraz € PLras S80 ativados na presenca de

ramnose e reprimidos na presenca de glicose (Liu et al., 2016)
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Dentre os promotores constitutivos, destacam-se aqueles que transcrevem genes da via
glicolitica, como o0 Pgap (gliceraldeido 3-fosfato desidrogenasse) e 0 Ppcki (fosfoglicerato
quinase) (Arruda et al., 2016; de Almeida et al., 2005; Waterham et al., 1997). Estes
promotores permitem a expressdo de genes heterélogos em meios contendo glicose, glicerol e
outras fontes de carbono como substrato. O Prer: (fator de elongacdo da tradugéo) e também
um promotor constitutivo que apresenta uma forca comparavel ao Pgap (Ahn et al., 2007;
Logez et al., 2012; Vogl et al., 2013). No nosso grupo de pesquisa foi isolado o promotor do
gene PGK1 que codifica para a enzima glicolitica 3-fosfoglicerato quinase, a qual transfere
um grupo fosforil do 1,3-bifosfoglicerato para ADP, produzindo ATP e 3-fosfoglicerato (de
Almeida et al., 2005). Foi observada uma alta eficiéncia na producdo da enzima a-amilase de
Bacillus subtilis o que demonstrou a possibilidade de usar 0 Ppgki COMO um promotor
constitutivo (Arruda et al., 2016). A grande vantagem de utilizar Ppgk1 para controlar a
expressdao do gene heterdlogo € que ndo é necessario realizar mudancas no meio de cultura

para passar de uma fase de crescimento para uma fase de expressao.

Quando o correto dobramento da proteina ou o processamento na via secretéria sao as
etapas limitantes para obter elevadas quantidades do produto ativo, um promotor que
apresente uma forma menor pode ser desejavel (Mattanovich et al., 2004). Por isso €
importante a identificacdo de promotores com diferentes propriedades regulatorias e niveis de
expressdo. Alguns destes promotores sdo 0 Ppers, 0 Pypr1 € 0 Powmp1 (Sears et al., 1998;
Stadlmayr et al., 2010).

1.1.3. Marcas de selegéo

Independentemente do tipo de vetor de expressdo utilizado, este deve possuir uma
marca de selecdo que permita identificar as celulas que receberam o DNA exdgeno. Existem
poucas marcas disponiveis para a manipulacdo genética em K. phaffii. Existem as marcas de
selecdo limitadas a genes de vias biossintéticas como HIS1, HIS2, HIS4, ARG4, URA3, URAb,
ADEL1, LEUZ2, dentre outras (Ahmad et al., 2014; Cereghino et al., 2000). Na utilizagéo deste
tipo de marca, primeiramente é preciso criar uma linhagem auxotréfica por meio da
inativacdo de um gene de via biossintética. Nesse caso, o vetor de transformacdo a ser
utilizado possui uma copia funcional do gene alterado, assim permitindo o crescimento dos
transformantes sem a necessidade de suplementacdo com a biomolécula produzida pela via

metabdlica em questdo (Cereghino et al., 2000; Piva et al., 2017).
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As marcas auxotroficas defectivas consistem em genes de vias biossintéticas que
possuem seu promotor reduzido. Tal caracteristica faz com que a taxa de transcricdo do gene
seja baixa e, para compensar isso a levedura precisa integrar um alto nimero de copias da
marca para poder crescer em meio sem suplementacdo. Um exemplo é a marca leu2-d, alelo
truncado do gene LEU2. O alelo leu2-d possui apenas 29 pb do promotor original e seu uso
como marca de selecdo, em combinacdo com o uso de meio complexo, propiciou um aumento
da producdo de acido artemisinico em 8,1 vezes em S. cerevisiae (Ro et al., 2008). Esses
resultados demonstraram que a marca defectiva permite a levedura manter o plasmideo com
alta estabilidade em meio ndo seletivo. No nosso laboratério foi desenvolvido um sistema
genético baseado em uma marca auxotrofica defectiva, o leu2-d. Esse sistema pode ser
aplicado para aumentar a producdo de proteinas heterélogas em K. phaffii, permitindo a
selecdo de clones multicdpias ap6s a transformacao (Betancur et al., 2017).

O outro tipo de marca de sele¢do € a presenca de genes que conferem resisténcia a
drogas, por exemplo, Sh ble, kanR e blasticidina S desaminase, que conferem resisténcia a
zeocina, G418 e blasticidina, respectivamente (Spohner et al., 2015). As marcas de selecdo
dominantes de resisténcia a drogas geralmente codificam para proteinas que protegem a célula
dos efeitos de um antibi6tico, por exemplo, a fosfotransferase produzida pelo gene kan
(Delneri et al., 2000), ou para enzimas que permitam o metabolismo de um novo composto.
Dessa forma, essas marcas aumentam a carga de proteinas a serem produzidas pela célula e
isso pode sobrecarregar o seu metabolismo. A resisténcia a antibiéticos também apresenta
problemas no caso de leveduras naturalmente resistentes, que podem originar falsos positivos
nas transformacdes (Kanda et al., 2014). Como outro exemplo de marcas de selecdo
dominantes, no nosso laboratério foi desenvolvido um sistema para o uso da marca amdS
(acetamidase), permitindo a reciclagem da marca através da contrasselecdo com

fluoroacetamida (Piva et al., 2018)

1.1.4. Linhagens hospedeiras. Cepas mais utilizadas

A escolha de uma cepa especifica de K. phaffii é determinada pela aplicacdo desejada.
Ha varias cepas desta levedura com uma grande variedade de genotipos que estdo disponiveis
atualmente. (Cereghino et al., 2000; Logez et al., 2012). Todas as cepas modificadas de K.
phaffii sdo derivadas da linhagem nativa NRRL-Y 11430 (Northern Regional Research
Laboratories) (Cereghino et al., 2000).
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Mutantes auxotroficos e linhagens deficientes em proteases encontram-se disponiveis
para serem usadas como hospedeiras dos vetores de expressdo. A tabela 1 mostra os genétipos

e fendtipos das principais linhagens hospedeiras.

Tabela 1. Gendtipos e fenétipos das principais linhagens de Komagataella sp.

Linhagem Genotipo Fendtipo Referéncia
X-33 Ahis4::HIS4 Prototrofica (H ig%n;igt al.,
GS115 his4 His- (Creltgjgg8 g al.,
KM71 Aaox:: 2?;64 his4 MutS, His (Tscq%%r;;at al.,
MC100-3 Aaoéc:l:ogém:isiAr§244arg4 Mut’, His (Cri%%g; al
SMD1168 Apep4::URA3 his4 ura3 His};),rgte;‘iir?;esr;tiem (Gleisgogn8t)et al.,
SMD1165 pbr1 his4 Hislc'),rgte;‘iirc];esr;tg em (Gleelsgogn8m)et al.,
SMD1163 pep4 pbri his4 Hp:f) t’e?ﬁgi;;srxeeeg‘ (Glecels;;8§t al.,
JC220 adel Ade (Crelggg9 g; al,
JC254 ura3 Ura (Crelgggg g; al.,
GS190 arg4 Arg (Crelggg9 g; al.,
M12 leu2 Leu (Betagg;;)et al.,

O uso de genes de vias biossintéticas como marcas de selecdo requer que as linhagens
hospedeiras sejam auxotroficas para o nutriente em questdo, devido a auséncia de uma copia
funcional desse gene no seu genoma. Desta forma, a menos que a levedura seja transformada
com um alelo funcional do gene para recuperar a prototrofia, uma linhagem auxotréfica s6
consegue crescer em meio contendo o fator de crescimento apropriado (Cereghino et al.,
2000). As linhagens auxotroficas podem ser obtidas por mutagfes pontuais no gene
biossintético ou pela delecdo completa ou de uma parte desse gene (ruptura génica). A ruptura

génica é mais estavel, pois evita reversdes que podem ocorrer no caso das mutacdes pontuais.

No nosso laboratorio foi construida a linhagem M12-K derivada da linhagem M12

(Betancur et al., 2017) que apresenta uma delec¢do no gene KEX1.
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1.1.5. Secrecdo de proteinas

Os vetores de expressdo podem conter também um sinal de secrecéo (peptideo-sinal)
que direciona a proteina heteréloga para a via secretdria. A expressdo de proteinas
recombinantes em K. phaffii pode ser intracelular ou extracelular. A vantagem desta Gltima é
que essa levedura secreta poucas proteinas endogenas e seu meio de crescimento ndo contém
proteinas adicionais. As proteinas exogenas podem representar até 80 % do total das proteinas
extracelulares, o que pode atuar como primeiro passo no processo de purificacdo (Ahmad et
al., 2014; Larsen et al., 2013; Wang et al., 2016).

A sequéncia sinal mais utilizada é o fator o de acasalamento ou “alpha mating factor”
(a-MF) de S. cerevisiae (Ahmad et al., 2014; Cereghino et al., 2000). Na via de secre¢do, 0
peptideo sinal do a-MF é clivado por uma peptidase-sinal presente na membrana do reticulo
endoplasmatico rugoso. Apds a proteina ganhar o limen do reticulo endoplasmético, a
protease Kex2 da levedura reconhece o sitio de clivagem Lys-Arg e libera a porcéo pré do
fator-a. A presenga de sequéncia Glu-Ala proxima ao sitio de clivagem da Kex2 pode
aumentar a atividade desta enzima, e ser posteriormente removida da proteina madura pela
acdo de uma diaminopeptidase, produto do gene STE13 (Figura 2) (Ahmad et al., 2014;
Amorin, 2008; Cereghino et al., 2000).

Pro fator a Proteina

Glu Gly Val Ser Leu Glu Lys Arg Glu Ala Glu Ala ||Ala Pro Thr Arg
GAA GGG GTA TCT CTC GAG AAA AGA GAG GCT GAA GCC||GCA CCC ACC CGC

Xhol

I I I
Kex2 Ste13

Figura 2. Sitios de clivagem no fator e. Sitios de reconhecimento das principais proteases envolvidas no
processamento do peptideo sinal

Apesar de ser o sinal de secrecdo mais utilizado e que geralmente apresenta 0s
melhores resultados, ha alguns casos em que o a-MF de S. cerevisiae ndo resolve o problema
de interesse (Damasceno et al., 2012). Entdo, outros sinais de secre¢do sdo utilizados como,
por exemplo, o sinal de secrecdo da fosfatasse &cida (PHO1) de K. phaffii ou da invertase
(SUC2) de S. cerevisiae (Cereghino et al., 2000; Liang et al., 2013). Em altimo caso, quando

0s sinais de secrecdo disponiveis comercialmente falham, a sequéncia sinal nativa da proteina
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heter6loga ou outra associada a altos niveis secretdrios também podem ser utilizadas (Yu et
al., 2015).

As diferentes sequéncias sinais diferem amplamente na eficiéncia de secrecdo das
proteinas recombinantes. Por isso, é necessario identificar diferentes sinais de secrecdo para
encontrar a 6tima para cada proteina (Massahi et al., 2015). Os diferentes peptideos sinais
também podem ser utilizados em conjunto para comparar a expressdo de uma determinada
proteina a fim de escolher qual é o melhor sinal de secrecdo para obter os melhores resultados

e assim ter o melhor sistema.

1.1.6. Outros aspectos de interesse

Existem varios aspectos que podem ser otimizados para a expressdo de proteinas
recombinantes em K. phaffii. A otimizacdo de cddons tipicos de leveduras no gene de
interesse resulta em um aumento muito grande nos niveis de expressdo das proteinas.
Também algumas sequéncias influem nos niveis de expressdo, por exemplo, a sequéncia de
iniciacdo da traducdo, adaptacdo no contetdo de GC e a adaptacdo no ponto isoelétrico da

proteina desejada (Spohner et al., 2015).

K. phaffii demonstrou ser uma eficiente plataforma para a producdo de proteina
recombinante em larga escala (Cereghino et al., 2000), sendo que a fermentacdo pode ser
facilmente aplicada para atender a demandas maiores, e parametros que influenciam a
produtividade e a atividade da proteina, tais como pH, aeracdo e taxa de alimentacdo da fonte
de carbono, podem ser controlados (Macauley-Patrick et al., 2005). E por preferir um
crescimento aerdbico, essa levedura ndo é considerada uma forte fermentadora como S.
cerevisiae, assim, os produtos de fermentacdo como o etanol e o acido acético ndo se
acumulam rapidamente levando, portanto, mais tempo para atingir niveis toxicos a célula
(Celik et al., 2012).

Estas caracteristicas junto aos meios de crescimento de baixo custo fazem de K. phaffii
um sistema de expressao altamente eficiente e com uma oOtima relagdo custo-beneficio.
1.2. K. phaffii e a producédo de biofarmacos

A producdo de proteinas recombinantes tornou-se um negdcio multimilionario, sendo

que 25 % dos produtos farmacéuticos comercializados sdo biofarmacos. O objetivo da
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industria farmacéutica € atingir processos de producdo competitivos, ou seja, Processos

altamente produtivos, eficientes e econdmicos (Weinacker et al., 2013).

K. phaffii é uma plataforma ideal para a producdo de proteinas de interesse
biofarmacéutico, ja que oferece as vantagens da eficiéncia da facil manipulacdo das células
procariotas (E. coli) e também a qualidade das células eucariotas (Yu et al., 2015). Para a
producdo de biofarmacos, a utilizacdo de leveduras permite ter por um lado um crescimento
robusto em meios de cultura simples (em biorreatores de grande escala) com modificagOes
genéticas facilmente possiveis de realizar e com a introducdo de modificacBes pOs-

traducionais desejaveis (Vogl et al., 2013).

Uma das aplicacdes na industria biofarmacéutica € a producdo de subunidades
recombinantes de vacinas (Wang et al., 2016). Uma proteina de grande interesse na atualidade
é a insulina. Este biofarmaco é produzido como proteina recombinante utilizando dois
processos diferentes. Um deles é a producdo do precursor da insulina na forma de corpos de
inclusdo, usando E. coli, e o outro envolve a utilizacdo do sistema de expressao em leveduras,
em K. phaffii. O sistema de expressdo com K. phaffii utiliza o a-MF como sinal de secregéo,
para obter o precursor da insulina soltvel no sobrenadante do cultivo. Usa a linhagem X-33 e
0 precursor da insulina com os codons otimizados para expressao em K. phaffii (Weinacker et
al., 2013).

K. phaffii também tem sido utilizada na producdo de anticorpos terapéuticos, enzimas
para aplicacdes biotecnolodgicas e citocinas (Bertheleme et al., 2015). O primeiro polipeptideo
terapéutico expressado em K. phaffii, o &cido “ecallantide”, foi aprovado pela FDA no ano
2009 e é comercializado pela Dyax Corporation (Cambridge, MA) para o tratamento do
angioedema hereditario (Bernstein et al., 2012; Lunn et al., 2011). O “ecallantide” é um
inibidor da calicreina plasmatica. A calicreina é uma glicoproteina, que faz parte da familia
das proteases serinicas presentes nos tecidos e nos fluidos corporais dos mamiferos. As
calicreinas plasméticas atuam ao nivel da cascata da coagulagdo sanguinea e na fibrindlise.
Apesar da sua importancia as calicreinas apenas estdo presentes nos érgdos e fluidos

bioldgicos em baixas concentracdes (Bos et al., 2003; Raspi, 1996).

O segundo produto aprovado pela FDA foi a ocriplasmina, para o tratamento da
adesdo vitreomacular sintomatica (VMA). A ocriplasmina é uma forma truncada da plasmina,

uma serina-protease humana. Consiste s6 no dominio catalitico da plasmina. A ocriplasmina
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tem varias vantagens sobre a plasmina: é consideravelmente mais estavel, tem menor tamanho
0 que resulta em melhor penetracdo nos tecidos. E a primeira droga aprovada para o
tratamento da VMA (Khan et al., 2016; Stefanini et al., 2014).

1.2.1. O fator de crescimento epidermal humano (hEGF) e sua produgdo em leveduras
1.2.1.1.0 hEGF

Um dos compostos de grande interesse na industria biofarmacéutica e cosmética é o
fator de crescimento epidermal humano ou “human epidermal growth factor” (hEGF). O
hEGF é um polipeptideo de aproximadamente 6,0 kDa (6222,01 Da), formado por 53 residuos

de aminoécidos e trés ligacdes dissulfeto (Figura 3) (Cohen et al., 1975).
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Figura 3. Sequéncia de aminoacidos do hEGF. Figura adaptada de (Cohen, 1987) com
modificagdes.

O EGEF inicialmente foi isolado das glandulas submandibulares de camundongos
adultos e, quando aplicado em camundongos recém-nascidos, foram observadas algumas
mudancas anatdmicas como abertura precoce das palpebras e erup¢do prematura dos dentes
(Cohen, 1962). Posteriormente, foi detectado na urina humana um polipeptideo com algumas
das propriedades bioldgicas e imunolédgicas do EGF de camundongo, o qual foi identificado

como fator de crescimento epidermal humano (hEGF) (Cohen et al., 1975; Mu et al., 2016).

O gene do hEGF esta localizado no locus 4925 (Gene/Locus MIM number 131530).
Tem aproximadamente 110 kb e 24 éxons. Codifica para a sintese de uma grande pré-proteina
de 1207 residuos de aminoacidos que, apOs processamento proteolitico, resulta no

polipeptideo maduro com 53 residuos de aminoacidos (Carpenter et al., 1979).

O hEGF se liga ao seu receptor (EGFR). Este receptor é ativado quando seu ligante se

liga ao dominio extracelular, propiciando assim a formacdo de dimeros com outro EGFR
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ativado. O EGFR ativado € responsavel por estimular inimeras vias de sinalizacdo
intracelulares. Ha duas vias principais de sinalizacdo citoplasmatica decorrentes da ativacdo
do EGFR: RAS e PI3 quinase/Akt (Capdevila et al., 2009).

A sinalizacdo do EGFR tem impacto em muitos aspectos na biologia tumoral.
Alteracdes no EGFR sdo frequentes em diversos tipos de cancer e podem promover a
sobrevivéncia celular, proliferacdo, invasdo, reparo e angiogénese (Hynes et al., 2005). A
partir dessa sinalizacdo entdo o hEGF estimula a proliferacdo de uma grande variedade de
células, incluindo precursores neurais in vitro (Kilpatrick et al., 1995) e células tumorais. O
sistema formado pelo EGF e seu receptor tem sido utilizado para o tratamento do cancer
(Crombet Ramos et al., 2015).

O hEGF pode inibir a secrecdo de acido gastrico no estbmago, aumentar a proliferacdo
e queratinizacdo dos tecidos epiteliais e acelerar a cicatrizacao de feridas (He et al., 2016). J&
foi demonstrado que o tratamento tdpico de ratos com uma pomada de hEGF recombinante
estimula a cicatrizacdo de feridas devido ao incremento da taxa de proliferacéo epidermal e de
miofibroblastos e a acumulacdo de colageno na derme (Kwon et al., 2006). Também foi
demonstrado o efeito cicatrizante do hEGF em pacientes com Ulcera do pé diabético (Pai-
Dhungat et al., 2015). Essas caracteristicas fazem com que as aplicacdes terapéuticas deste
fator de crescimento sejam amplas: cicatrizacdo de feridas e queimaduras, cura da abrasdo da

superficie da cdrnea e tratamento de Ulceras gastricas (He et al., 2016; Tang et al., 2016).

1.2.1.2.Producédo do hEGF

Versdes sintéticas do cDNA do hEGF tém sido expressas em células hospedeiras
como E. coli (Oka et al., 1985) e S. cerevisiae (Coppella et al., 1989). Embora as leveduras
sejam uma atraente plataforma para a producdo de hEGF na sua forma soluvel, a acdo de uma
carboxipeptidase (Kex1) resulta na remocdo da arginina C-terminal. Em S. cerevisiae, essa
peptidase é codificada pelo gene KEX1. Em K. phaffii esse gene também ja foi deletado para
produzir endostatina humana e murina contendo a lisina C-terminal; porém, ndo foram feitos
testes com o peptideo completo e o peptideo truncado para avaliar se realmente esse

aminoacido é essencial para a atividade bioldgica da molécula (Boehm et al., 1999).

Ainda, outro estudo demonstrou que as versdes de hEGF com 52 ou 53 residuos de
aminoacidos possuem a mesma atividade e a mesma afinidade pelo receptor em fibroblastos

(Hollenberg et al., 1980). Contudo, para a utilizacdo de hEGF na industria biofarmacéutica, é
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desejavel a integridade da molécula e, portanto, a delecdo do gene KEX1 é uma estratégia
promissoria para diminuir o problema da degradacdo de proteinas com aminoacidos basicos

na regido C-terminal.

No nosso laboratdrio foi construida uma linhagem de K. phaffii com uma delecdo no
gene KEX1 para ser usada como plataforma para a producdo de hEGF. Testes iniciais de
expressao mostraram que o hEGF havia conservado o residuo de arginina C-terminal, o que
pode ser atribuido & delecdo de KEX1. Todavia a molécula apresentava residuos Glu-Ala no
N-terminal, o que foi atribuido a um processamento incompleto por parte da
diaminopeptidase codificada pelo gene STE13, que atua no processamento do sinal de
secre¢do a-MF. Esses resultados mostram que, para que se possa produzir hEGF em K. phaffii,
aléem da delecdo de KEX1, é necessario incluir um sinal de secrecdo que possa Ser
eficientemente processado, a fim de que o N-terminal correto da molécula seja obtido.

K. phaffii foi o sistema heterélogo escolhido para a expressdo do hEGF devido a
diversas vantagens dessa plataforma de producdo (Cereghino et al., 2000). Essa levedura
apresenta crescimento rapido em meios de cultura simples e sua manipulacdo genética ¢ facil
e rapida. Altos niveis de producdo proteica ja foram relatados para ela. Além disso, esse € um
sistema eucariotico capaz de realizar modificacdes pds-traducionais e de secretar as proteinas
para 0 meio de cultura (Higgins, 2001; Looser et al., 2015). O correto processamento pds-
traducional de proteinas é uma caracteristica essencial para a producdo de hEGF, ja que a
presenca de ligacdes dissulfeto (o hEGF apresenta trés ligacdes dissulfeto) é essencial para
sua atividade bioldgica (Alewood et al., 2005; Chen et al., 2017). Quando comparado a outros
sistemas eucarioticos de expressdo, K. phaffii é o sistema mais barato e de escalonamento

mais simples, o que o torna muito atrativo industrialmente.

Devido as suas potencialidades terapéuticas, o EGF ja foi obtido de forma
recombinante a partir da sua secrecdo para 0 meio de cultura na levedura S. cerevisiae (Brake
et al., 1984). Além disso, foi produzido no periplasma de E. coli (Abdull Razis et al., 2008).
Sua expressao extracelular também foi documentada em Bacillus brevis (Yamagata et al.,

1989) e em plantas de Nicotiana benthamiana (Thomas et al., 2014).

Em K. phaffii, ja foi obtido o EGF murino (Clare et al., 1991) e porcino (Lee et al.,
2006), em ambos os casos utilizando o promotor do gene AOX1. Existem alguns estudos que

apresentam a expressao do EGF humano em K. phaffi onde foi utilizado o promotor do gene
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AOX1 (Eissazadeh et al., 2017; Khan et al., 2017). O uso de indutores quimicos, como o
metanol, indutor do Paoxi, apresenta limitagGes. Especificamente, altas doses podem ter
efeitos tdxicos, podem ser bastante caros e, uma vez adicionados a cultura, € dificil reduzir a
dose (o composto quimico teria que ser retirado do meio). Em fermenta¢cdes em grande escala
essas questdes devem ser levadas em consideracdo. Além disso, o metanol é inflamavel. Na
industria biofarmacéutica ndo é desejado o uso do metanol na expressdo de proteinas
(Prielhofer et al., 2013; Vogl et al., 2013). Por isso, a expressao do EGF utilizando um

promotor que nao use metanol pode ser uma estratégia promissora.

Em S. cerevisiae, 0 gene KEX1 ja foi caracterizado e o produto desse gene, Kex1, esta
relacionado com o processamento de proteinas secretadas ao meio de cultura (Cooper et al.,
1989). Kex1 é uma glicoproteina associada & membrana e tem atividade carboxipeptidésica
com especificidade para aminoacidos basicos no C-terminal de proteinas e peptideos. Em K.
phaffii, o gene precursor da carboxipeptidase KEX1 foi identificado e relatado (GenBank
numero de acesso AF095574). Aspergillus oryzae também apresenta um gene similar ao
KEX1 denominado KEXA, que apresenta atividade de carboxipeptidase do tipo serina (Morita
et al., 2012). A comparacdo da estrutura primaria da proteina Kex1 em K. phaffii e S.
cerevisiae revelou apenas 36% de identidade e 43,7% de similaridade (Boehm et al., 1999).
Mesmao assim, os residuos envolvidos na triade catalitica em S. cerevisiae (Ser198, Asp406 e
His470) sdo conservados (Shilton et al., 1997). Ja foi demonstrado que Kex1 € responsavel
pelo processamento incompleto da proteina glargina insulina, um analogo da insulina. Kex1
foi a responsavel pela remocdo da arginina C-teminal da cadeia [ desta proteina (Sreenivas et
al., 2016).

Com a ideia de produzir o fator de crescimento epidermal humano integro (53
aminoacidos), foi utilizada neste trabalho a linhagem M12-K construida no nosso laboratorio,
na qual foi deletado o gene KEX1 para evitar a degradacdo de proteinas heterélogas pela
proteinase codificada por esse gene. A linhagem M12-K é derivada da linhagem M12, que é
auxotréfica para leucina, e é utilizada com vetores que apresentam a marca leu2-d (Betancur
et al., 2017). As marcas auxotroficas defectivas consistem em genes de vias biossintéticas que
possuem seu promotor truncado, o que faz com que a taxa de transcricdo do gene seja baixa.
Esse é o caso da marca leu2-d e, para compensar isto, a levedura tem que integrar um alto
numero de copias da marca para poder crescer em meio minimo (Betancur et al., 2017). Esse

processo garante também integrar um elevado numero de cépias do gene de interesse. Isto

14



Introducéo

representa uma maneira de obter clones que contenham multiplas copias de um determinado

vetor de expressao.
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2. OBJETIVO
2.1.  Objetivo Geral
Desenvolver um sistema para a producéo de hEGF na levedura K. phaffii.

2.2.  Objetivos especificos

o Amplificar o gene hEGF contendo os peptideos sinais dos genes SUC2, PHOL ¢ oF.

o Clonar os fragmentos amplificados no vetor pKGFP-Id.

o Transformar a levedura K. phaffii e selecionar clones que expressem hEGF.
o Produzir o hEGF em frasco e purificar a proteina recombinante.

o Analisar o hEGF por espectrometria de massa.

3. ESTRATEGIA

A estratégia utilizada para producdo de hEGF em K. phaffii esta descrita na figura 4.

Amplificacao do hEGF com os o Construcao de pKaFEGF-Id,
peptideos sinais "| pKSUC2EGF-ld e pkPHO1EGF-ld
Y
Transformacao

Selecao de transformantes

1 /x PCR. de colonias

Crescimento

SDS-PAGE

A 4

Identificacio do EGF

\/

Western blot

A 4

Purificacio -p. FPLC, HPLC, HILIC

A 4

Confirmacao da sequéncia

Figura 4. Estratégia de trabalho para a producao de hEGF. Estratégia para a producdo de hEGF
com os os peptideos sinais oF, SUC2 e PHO1 em K. phaffii.
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4, MATERIAIS E METODOS
4.1. Materiais
4.1.1. Células

Bacterias

o Escherichia coli XL10-gold (Agilent Technologies, EUA): Tet" 4(mcrA)1834(mcrCB-
hsdSMR- mrr)173 endAl supE44 thi-1 recAl gyrA96 relAl lac Hte [FproAB
lacl9Z4M15 Tn10 (Tet") Amy Cam']

Leveduras

o K. phaffii X-33: his4::HIS4 (derivada da linhagem GS115) (Invitrogen, EUA)
o K. phaffii M12: leu2 (derivada da linhagem X-33) (Betancur et al., 2017)
o K. phaffii M12-K: leu2 kex1 (derivada da linhagem M12, construida no nosso

laboratdrio)

4.1.2. Meios de cultura
Meio Luria-Bertani — LB

Extrato de levedura 0,5% (p/v)
Peptona 1% (p/v)
NaCl 1% (p/v)

O pH foi ajustado para 7,2. Para o0 meio sélido, foi adicionado agar 2% (p/v)

SOB
Triptona 20 g/L
Extrato de levedura 59/L
NaCl 0,6 g/L
KCI 0,5¢g/L
MqgCl; 10 mM
MgSO4 10 mM

Foram feitas solu¢bes de MgCl, e MgSO4 na concentragéo de 1 M e filtradas. Depois

do meio ser autoclavado foram adicionadas as solucdes para a concentracédo final de 10 mM.
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YPD
Extrato de levedura 1% (p/v)
Peptona 2% (p/v)
Glicose 2% (p/v)

Para o meio sélido, foi adicionado agar 2% (p/v)

MD (Meio Minimo com Dextrose)

YNB com sulfato de amonio 1,34% (p/v)
Biotina 4x10°% (p/v)
Glicose 2% (p/v)

Para o meio sélido, foi adicionado agar 2% (p/v)

BMGY (Meio Complexo Tamponado com Glicerol)

Extrato de Levedura 1% (p/v)
Peptona 2% (p/v)
Fosfato de Potassio pH 6,0 100 mM
YNB com sulfato de aménio 1,34% (p/v)
Biotina 4x107°% (p/v)
Glicerol 1% (viv)

Para os meios minimos e 0s meios complexos tamponados, foram feitas solucdes
estoque de todos os reagentes e misturadas assepticamente no momento de preparar as placas.
As solugdes dos aminoacidos com uma concentracao de 1% (p/v), a solucdo de glicose 10X, a
solugdo YP 2X [extrato de levedura 2% (p/v) e peptona 4% (p/v)], a solucdo de fosfato de
potéssio 1 M pH 6,0 e a solucdo de agar 2% (p/v) foram autoclavadas separadamente. A
solucdo de biotina 500X e a solu¢do YNB com sulfato de amonio 10X foram esterilizadas por

filtragdo (utilizando um filtro de 0,22 pm).

4.1.3. Solucdes

Solucbes estoque para meios de cultura

Solucdo YNB (Yeast Nitrogen Base) com sulfato de amonio 10X
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Yeast Nitrogen Base w/o ammonium 3,4% (p/v)
sulfate (Difco)
Sulfato de Amonio (NH4)2SO4 10% (p/v)

Esterilizada por filtragdo

Solucdo de glicose 10X

Glicose 20% (p/v)
Solucdo de Biotina 500X

Biotina 0,02% (p/v)
Esterilizada por filtracdo
Antibidticos

Solugéo de ampicilina (1000X)

Ampicilina 100 mg/mL

Dissolvida em agua milli Q e esterilizada por filtracéo

Solucdo de kanamicina (1000X)

Kanamicina 50 mg/mL

Dissolvida em agua milli Q e esterilizada por filtracéo

Solucédo de G418 (100X)

G418 50 mg/mL
Dissolvida em agua milli Q e esterilizada por filtracéo

Solucbes para células bacterianas competentes

Tampao de transformacéo |

RbCl 12 g/L

MnClz-4H,0 9,9¢0/L
Acetato de potassio 0,03 M
CaCl2-2H20 1,5g/L
Glicerol 150 g/L
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Uma solucdo estoque de acetato de potassio 1 M foi preparada e seu pH ajustado para
7,5 com acido acético glacial. A solucédo foi esterilizada por filtracdo. O pH do tampéo de
transformac&o foi ajustado para 5,8 com &cido acético 0,2 M e a solucéo foi esterilizada por

filtrag&o.

e Tampao de transformacao Il

MOPS 0,02 M
RbCI 1,2 g/L
CaCl; 11 g/L

Glicerol 150 g/L

Uma solucdo estoque de MOPS 1 M foi preparada e seu pH ajustado para 6,8 com
NaOH. A solugéo foi esterilizada por filtragdo. O pH do tampé&o de transformacéo foi ajustado

para 6,8 com NaOH e a solugdo foi esterilizada por filtrag&o.

Solucbes para preparacéo de DNA plasmidial (miniprep)

e Solucéo |
Tris-HCI pH 8,0 25 mM
EDTA pH 8,0 10 mM
e Solucdo Il
NaOH 0,2 M
SDS 1% (p/v)

Solucdo preparada no momento de uso.

e Solucdo Il
Acetato de sédio 3M
Acido acético 2M

O pH foi ajustado para 5,0.

Solucoes para eletroforese em gel de agarose

e Brometo de Etidio

EtBr 10 mg/mL

e Tampdo Tris-acetato EDTA (TAE) 50X
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Tris
Acido acético
EDTA pH 8,0

Tampao de amostra

TAE 20X
Glicerol

Azul de bromofenol

Materiais e Métodos

2M
1M
0,05 M

50% (p/v)
30% (v/v)
0,25 (p/v)

Solucbes para eletroforese em gel de poliacrilamida

Acrilamida:bisacrilamida (29:1)

Acrilamida

Bisacrilamida
Tris-HCI 1,5 M pH 8,8
Tris-HCI 1 M pH 6,8
SDS 10% (p/v)

Persulfato de aménio 10% (p/v)

Armazenado a -20°C.

Tampao de amostra desnaturante 5X

Tris-HCI pH 6,8
SDS
[-Mercaptoetanol
Glicerol

Azul de bromofenol

Tampao de corrida Tris-Glicina 5X

Tris
Glicina
SDS

29% (p/v)
1% (p/v)

60 mM
2% (p/v)
14,4 mM
25% (p/v)
0,1% (p/v)

16,7 g/L
104,5 g/L
0,5% (p/v)

Revelacéo de proteinas por coloracao do gel com Azul de Coomassie

Solucdo corante com Coomassie
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Coomassie brilliant blue G-250
Metanol
Acido acético glacial

Solucdo descorante com Coomassie

Metanol

Acido acético glacial

Materiais e Métodos

0,25% (p/v)
30% (v/v)
7% (p/v)

30% (v/v)
7% (p/v)

Revelagdo das proteinas por coloracao do gel com Nitrato de Prata

Solucao de fixacao

Acetona
TCA
Formaldeido

Solucdo de pré-tratamento |

Acetona

Solucdo de pré-tratamento 11

Tiossulfato de sodio

Solucdo de impregnacao

Nitrato de prata
Formaldeido

Solucdo de revelagédo

Carbonato de sédio
Tiossulfato de sédio
Formaldeido

Solucdo de parada

Acido acético

50% (v/v)
50% (v/v)
37% (VIV)

50% (v/v)

10% (v/v)

20% (v/v)
37% (viv)

2% (p/v)
10% (v/v)
37% (viv)

1% (viv)

Todas as solugdes foram feitas em agua destilada em um volume final de 60 mL.

Solucdes para transferéncia e Western blot

Solucdo salina de Tris com Tween 20 (TBST)
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TrispH 7,5 20 mM
NaCl 150 mM
Tween 20 0,1% (v/v)

Solucdo de transferéncia

TrispH 7,5 25 mM
Glicina 190 mM
Metanol 20% (v/v)

Solucéo de Blogueio

BSA 3% (p/v)

A solucdo de blogueio foi diluida em TBST

4.1.4. Kits

Qiagen Plasmid Maxi kit (Qiagen): purificacdo de plasmideos em grande escala.

In-Fusion HD Cloning Kit (Clontech): clonagem de fragmentos por recombinagédo
homologa in vitro.

Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega): purificacdo de fragmentos de
DNA a partir de gel de agarose e purificacdo de produtos de PCR.

Optiblot ECL Detect Kit (23 pg-187 ng) ab133406 (abcam): deteccdo para analise por
Western blot.

4.1.5. Oligonucleotideos (primers)

A tabela 2 apresenta os primers utilizados neste trabalho com seus respectivos sitios

de restrigéo sublinhados.

Tabela 2. Primers utilizados. Os sitios de restri¢do estdo sublinhados

Primer Sequéncia (5- 3") Sitio de
Restricao
SUC2EGF-F AATTGATTACGAAAGGATCCAAACGATGCTTTTG BamHl

CAAGCCTTCCTTTTCCTTTTGGCTGGTTTTGCAGC
TAAGATATCTGCAAACTCCGACTCCGAATGTCC
PHO1EGF-F AATTGATTACGAAAGGATCCAAACGATGTTCTCT BamHI
CCAATTTTGTCCTTGGAAATTATTTTAGCTTTGGC
TACTTTGCAATCTGTCTTCGCTAACTCCGACTCCG
AATGTCC
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oFEGF-F GAGGAGGGTGTCTCTCTCGAGAAAAGAAACTCC Xhol
GACTCCGAATGTCC
EGFAOX1-R TTATCTCAATTCCCACCACTGCGGCCGCGTCGAC Notl
CAT

4.1.6. Marcadores de massa molecular para DNA
o 2-log DNA ladder, 100-10.000 pb (New England Biolabs).
o O’ GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder 75-20.000 pb (Thermo Scientific).

4.1.7. Marcadores de massa molecular para proteinas
o SeeBlue Pre-Stained Protein Standard, 3-198 kDa (Life Technologies)

4.1.8. Enzimas de restricéo

A tabela 3 apresenta as enzimas de restri¢do usadas neste trabalho, indicando o sitio de

clivagem, assim como a temperatura de incubacdo e o tampdo recomendado para cada enzima.

Tabela 3. Enzimas de restrigcdo utilizadas

Enzima Sitio de clivagem Tampao Temperatura de
incubacao
BamHlI G*GATCC NEBuffer 3.1 37°C
Notl GC*GGCCGC NEBuffer 3.1 37°C
Xhol C*TCGAG NEBuffer 3.1 37°C
Bglll A*GATCT NEBuffer 3.1 37°C
Sacl GAGCT*C NEBuffer 1.1 37°C

4.1.9. Vetores

A tabela 4 exibe todos os vetores usados neste trabalho e apresenta uma breve

descricdo de cada um deles.

Tabela 4. Vetores utilizados

Vetor Descricao
pKGFP-Id Vetor construido em nosso laboratério contendo o gene LEUZ2
como marca de selecdo (Betancur et al., 2017).
pk-LeudEGF Vetor para amplificacdo do hEGF
pKaFChym-Id Vetor contendo o aF como peptideo sinal (construido neste
trabalho)
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pKaFEGF-Id Vetor para a expressdo de hEGF contendo o peptideo sinal oF
(construido neste trabalho)

pKSUC2EGF-Id Vetor para a expressdo de hEGF contendo o peptideo sinal SUC2
(construido neste trabalho)

pKPHO1EGF-Id Vetor para a expressédo de hEGF contendo o peptideo sinal PHO1
(construido neste trabalho)

4.2. Métodos

4.2.1. Cultivo de micro-organismos

As bactérias foram cultivadas a 37 °C e as leveduras a 28 °C. Para ambos casos, uma
velocidade de agitacdo de 250 rpm foi usada quando o crescimento foi em meio liquido.

4.2.2. Amplificacdo por PCR

Os primers utilizados nesse trabalho estdo listados na Tabela 2. As amplificacdes
foram realizadas utilizando-se Phusion High-Fidelity DNA Polymerase (Thermo Scientific,
EUA), de acordo com as instrugdes do fabricante.

4.2.3. Preparacdo de células bacterianas competentes

Células de E. coli XL10-gold foram semeadas em meio LB agar a partir de um
estoque armazenado a -80°C e incubadas a 37°C durante a noite. Uma coldnia isolada foi
inoculada em 10 mL de meio SOB em um frasco Erlenmeyer de 125 mL e incubada a 37°C
sob agitacdo a 250 rpm por 16 h. Dois mililitros desse pré-indculo foram inoculados em 100
mL de meio SOB em um frasco Erlenmeyer de 500 mL e incubados a 37°C sob agitacdo a
250 rpm por aproximadamente 1 h, até atingir uma ODsoo de 0,3. A cultura foi resfriada por
15 min em banho de 4gua-gelo e, posteriormente, as células foram coletadas a 3.000 x g por 5
min a 4 °C. O precipitado foi ressuspendido em 32 mL de tamp&o de transformacéo | e
incubado no gelo por 15 min. Em seguida, as células foram concentradas por centrifugacdo
sob as mesmas condigdes e ressuspendidas em 4 mL de tampdo de transformacdo II.

Finalmente, foram feitas aliquotas de 100 pL em tubos de 1,5 mL e armazenadas a -80°C.

4.2.4. Manipulagdo do DNA

As digestdes de DNA foram realizadas segundo as instru¢bes do fabricante das
enzimas. A quantidade de enzima foi ajustada a quantidade de DNA a ser digerido considerando
que o volume da enzima ndo devia ser maior do que 10% do volume total de reagdo. A tabela 3
apresenta os tampdes e temperaturas recomendadas para cada enzima. Todas as reac6es foram

incubadas por 2 horas.
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Para retirar sais e enzimas ap0ds a digestdo, o DNA foi precipitado adicionando acetato
de sodio para uma concentracao final de 0,3 M e 2,5 volumes de etanol 100% gelado. Apos
incubacéo a -20 °C por 16 h, o sistema foi coletado por centrifugagéo a 10.000 x g por 10 min.
O sobrenadante foi descartado e o precipitado lavado duas vezes com 500 pL de etanol 70%
por centrifugacdo a 10.000 x g por 2 min. O sobrenadante foi descartado e, uma vez seco, 0

precipitado foi ressuspendido em 10 pL de 4gua milli Q.

A andlise de fragmentos de DNA foi feita utilizando a técnica de eletroforese em gel
de agarose adaptada de Sambrook (1989) (Sambrook et al., 1989). O gel preparado na
concentracdo de 1% (p/v) de agarose em tampdo TAE 1X continha brometo de etideo na
concentragdo final de 0,5 pg/mL. As amostras foram aplicadas no gel e submetidas a corrente
elétrica (70 V) para permitir a migracéo e separacdo dos fragmentos de DNA. A visualizacéo
das bandas de DNA foi feita com a exposicao do gel a luz ultravioleta.

Os fragmentos de DNA eluidos de gel de agarose foram purificados com o kit Wizard
SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega, EUA) seguindo as orientacGes especificadas

pelo fabricante.

4.2.5. Construcédo de plasmideos

A ligagdo do fragmento pKoFChym-ld com o vetor pKGFP-Id digerido com as
enzimas de restricdo Bglll e Notl foi feita utilizando a enzima T4 DNA ligase (usb) com o

tampdo fornecido pelo fabricante. O sistema foi incubado a 16°C durante 16 h.

O sistema de ligacdo foi utilizado para transformar células bacterianas competentes
pelo método de choque térmico. Uma aliquota de células competentes armazenada a -80 °C
foi descongelada no gelo (de 2-5 minutos) e em seguida foram adicionados 10 puL do sistema
de ligacdo. As células foram incubadas no gelo por 30 min e posteriormente foram
submetidas a choque térmico a 42 °C por 90 s. Foram adicionados 900 puL de meio LB ao
sistema, que foi incubado a 37 °C por 1 h. As celulas foram semeadas em meio LB &gar
contendo o antibiotico adequado.

A construcdo dos plasmideos contendo sequéncias dos diferentes peptideos sinais (oF,
SUC2 e PHO1) e o EGF foi feita utilizando o kit In-Fusion® HD Cloning Kit (Clontech,

EUA), seguindo as indica¢des do fabricante.

4.2.6. Preparacdo de DNA plasmidial
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Para extrair os plasmideos das células bacterianas em pequena escala (miniprep) foi
utilizado o protocolo descrito por (Sambrook et al., 1989) com adaptacdes. Cinco mililitros de
meio LB contendo o antibi6tico adequado foram inoculados com uma coldnia transformante e
incubados a 37 °C por 16-18 h sob agitacdo. Trés mililitros da cultura foram coletados por
centrifugacdo a 10.000 x g por 2 min e o precipitado de células foi ressuspendido em 200 pL
de solucdo I. Em seguida, foram adicionados 360 uL de solugao II recém-preparada; a mistura
foi homogeneizada por inversdo e incubada a temperatura ambiente por 5 min. Posteriormente,
foram adicionados 300 pL de solugdo III gelada, a mistura homogeneizada e incubada no gelo
por 5 min. Apos esse tempo a amostra foi concentrada por centrifugacdo a 10.000 x g por 5
min. O sobrenadante foi transferido para outro tubo e foram adicionados 750 pL de
isopropanol. A mistura foi homogeneizada por inverséo e submetida a centrifugagdo a 10.000
X g por 5 min. O sobrenadante foi descartado e o precipitado ressuspendido em 200 pL de
solucdo I. Em seguida, foram adicionados 110 pL de acetato de amonio 7,5 M e a mistura
homogeneizada vigorosamente seguido de centrifugacdo a 10.000 x g por 10 min. O
sobrenadante foi transferido para outro tubo e foram adicionados 750 pL de etanol 100%
gelado. Apds centrifugacdo a 10.000 x g por 5 min, o sobrenadante foi descartado e o
precipitado lavado com 500 pL de etanol 70% seguido de uma nova centrifugacdo a 10.000 x
g por 2 min. O sobrenadante foi descartado e o excesso de etanol foi seco a temperatura
ambiente. O precipitado foi ressuspendido em 50 pL de agua milli Q contendo RNase A (0,1
mg/mL) e incubado a 37 °C por 15 min. O DNA foi armazenado a -20 °C até seu uso.

Para a obtencdo dos plasmideos em maior quantidade foi utilizado o kit Qiagen

Plasmid Maxi (Qiagen), seguindo as orientac6es do fabricante.

4.2.7. Tranformacdo de leveduras por eletroporagédo

A transformacdo com vetores integrativos foi feita por eletroporacdo segundo o
protocolo descrito no EasySelect Pichia Expression Kit (Invitrogen, EUA) com algumas
modificacbes. Uma colénia fresca de levedura foi inoculada em 5 mL de YPD. Apos 12 h de
crescimento a 28 °C sob agitagdo de 250 rpm, 500 pL desse pré-indculo foram usados para
inocular mais 5 mL de meio. Apos 8 h de incubacdo, o volume necesséario dessa nova cultura
foi inoculado em 100 mL de meio YPD para atingir uma ODeoo de 1,3 ap0s 16 h de
crescimento. As células foram coletadas e lavadas 3 vezes com agua estéril gelada (100 mL
na primeira lavagem e 50 mL nas outras duas) e uma vez com sorbitol 1 M gelado (3 mL)

centrifugando-se a 1.500 x g por 5 min a 4 °C. Posteriormente, as células foram
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ressuspendidas em 300 pL de sorbitol 1 M gelado e 80 uL dessas células competentes foram
misturadas com 5-10 ug de DNA linearizado e transferidas a uma cubeta de eletroporacéo de
2 mm (Bio-Rad). A cubeta foi incubada no gelo por 5 min antes de aplicar um pulso elétrico
sob as seguintes condicdes: 1500 V, 400 Q, e 25 pF. Imediatamente apds o pulso, 1 mL de
sorbitol 1 M gelado foi adicionado. As células foram semeadas em meio minimo para selecédo

de transformantes.

4.2.8. PCR de col6nia

A PCR de colbnia é realizada a partir de col6nias isoladas em cada transformacéo e
tem por objetivo detectar quais sdo os clones positivos (que inseriram o fragmento em estudo).
Com a ponta da pipeta ou com um palito, a coldnia é riscada 0 mais precisamente possivel e
diluida em 5 pL de agua. O controle negativo contém a reacdo de PCR sem DNA. A reacédo
de PCR de colonia contém os “Primers Forward” e “Reverse”, DNA polimerase (Phusion),
Tampdo HF 1X, dNTPs a 2 mM e &gua, perfazendo o volume de 15 pl. Os resultados sdo

analisados em gel de agarose a 1%.

4.2.9. Avaliacdo do crescimento em meio liquido

Uma coldnia nova da levedura foi inoculada em 500 pLL de MD em placa deep-well e
incubada a 30 °C e 250 rpm por 24 h. Um volume de 100 uL de MD foi inoculado com o
volume necessario do pré-indculo para comecar a cultura com uma ODeoo de 0,1 em placa de
96 pocos. A analise de crescimento foi realizada com o espectrofotdmetro Eon High
Performance Microplate Spectrophotometer (Biotek, EUA) incubando a 30 °C sob agitacdo de
300 rpm por 72 h, coletando dados de ODeoo a cada 30 minutos.

Para plotar as curvas de crescimento foram usados os valores de logaritmo natural da
ODeoo em fungdo do tempo. A velocidade méxima de crescimento foi calculada como a

inclinacdo da parte linear dessas curvas que corresponde a fase exponencial de crescimento.

4.2.10. Crescimento e expressao de proteinas recombinantes em frasco

Uma colénia da levedura foi inoculada em 5 mL de meio BMGY e incubada a 28 °C
por 16 h. O volume apropriado dessa cultura foi inoculado em 100 mL de meio BMGY para
comecar a expressao com uma ODeoo de 0,05. A nova cultura foi incubada a 28 °C durante 24
h. Posteriormente as amostras foram centrifugadas a 3000 x g por 5 min e o sobrenadante foi

recuperado.
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4.2.11. Concentracédo do sobrenadante

Uma vez obtido o sobrenadante dos clones crescidos em meio complexo, este foi
concentrado para os experimentos de purificacdo da proteina de interesse. O sobrenadante foi
concentrado utilizando o sistema Amicon ultrafiltration setup com uma membrada de 1 kDa.

As amostras foram concentradas entre 9 e 12 vezes.

4.2.12. Precipitacéo das proteinas com TCA

As proteinas presentes no sobrenadante foram precipitadas com TCA, para isso 250
pL de TCA 100% foram adicionados a 1 mL do sobrenadante e a mistura foi incubada a -
20 °C durante a noite. Depois foi centrifugada a 14000 x g por 15 min. O precipitado foi
lavado duas vezes com acetona 100 %. Finalmente, o precipitado foi ressuspendido em 25 pL

de tampéo de amostra 1X.

4.2.13. Quantificacdo de proteinas pelo Método de Bradford

A determinacdo da concentracdo de proteinas presentes nas amostras foi feita pelo
Método de Bradford (Bradford, 1976). Foram adicionados 10 pL de amostra (sobrenadante
concentrado) ou &gua (branco) e 200 uL do reagente de Bradford numa placa de 96 pocos. As
reacOes foram incubadas a temperatura ambiente por 5 minutos e foi medida a ODsgsnm. Cada
amostra foi aplicada por duplicata. Para o calculo das concentracfes foram interpolados os

resultados obtidos com uma curva padrao previamente realizada.

4.2.14. Anélise eletroforética em gel de poliacrilamida desnaturante

Para separacdo eletroforética de proteinas foi utilizado o sistema SDS-PAGE na
concentragdo de 15%. Foi utilizado um sistema de cubas verticais de eletroforese (BioRad,
EUA). A corrida eletroforética foi conduzida em tampédo 1X com uma voltagem inicial de 60
V e depois de 100 V. As amostras a serem analisadas foram diluidas com tampédo de amostra
5X.

Para visualizacdo das proteinas ap0s eletroforese, os géis foram corados com
Coomassie Brilliant Blue ou com Nitrato de Prata, dependendo do caso. Para o caso da
coloragdo com Coomassie, o gel foi incubado na solugdo corante por 16 h sob agitagéo,

seguido de incubacdo na solucdo descorante, sob agitacdo, até o aparecimento das bandas.
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Para o caso da coloragdo com Nitrato de Prata foi seguido o protocolo descrito por
Nesterenko (Nesterenko et al., 1994).

A estimativa de massa molecular foi feita por comparagcdo com marcador de massa

molecular (Life Technologies) e com o EGF padrdo (Sigma) aplicados no gel.

4.2.15. Western Blot

Para a conformacéo da presenca de EGF foi feito um ensaio de Western Blot, segundo
0 protocolo da BioRad, EUA (General Protocol for Western Blotting), com algumas
modificagdes.

4.2.15.1. Transferéncia para a membrana

Uma vez concluida a corrida eletroforética, o gel foi incubado em solucdo de
transferéncia por 15 minutos. Para a transferéncia, foi utilizada uma membrana de PVDF. A
membrana foi ativada 40 segundos em metanol, seguido de 5 minutos em &gua e 10 minutos
em solucdo de transferéncia. A transferéncia foi feita a 15 V, 150 mA, durante 30 minutos.
Foi utilizado o Trans-Blot® SD Semi-Dry Transfer Cell (BioRad).

4.2.15.2.Bloqueio da membrana

Depois da transferéncia, a membrana foi incubada 1 h em solucdo de bloqueio a

temperatura ambiente.

4.2.15.3. Anticorpos e revelacao

A membrana foi incubada com o anticorpo primario (anti-EGF antibody ab9695,
abcam) durante a noite a 4°C. Apos a incubagdo com o anticorpo primario, foram feitas trés
lavagens com TBST durante 5 minutos cada uma. A membrana foi incubada 1 h com o
anticorpo secundario (Goat anti-rabbit IgG H&L HRP ab205718, abcam). Depois, a
membrana foi lavada trés vezes com TBST. Os anticorpos foram diluidos em TBST. A
revelagdo foi feita com o Optiblot ECL Detect Kit (23pg-187ng) ab133406 (abcam, Reino
Unido), conforme as especificacdes do fabricante. A deteccdo por quimioluminescéncia foi

feita no equipamento Amersham Imager 600 (GE Life Sciences, EUA).

4.2.16. Purificacdo do hEGF
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O processo de purificacdo final do EGF foi feito em trés etapas. Uma primeira onde
foi feita uma Cromatografia de Exclusdo Molecular, a segunda em HPLC-fase reversa e uma

terceira em HILIC.

4.2.16.1.Cromatografia de Exclusdo Molecular (FPLC)

A cromatografia de exclusdo molecular foi feita utilizando-se a coluna SuperdexTM
30 PG (AKTA Pure, GE Healthcare). O sistema e a coluna foram previamente equilibrados
com o tampdo fosfato de potassio 50 mM, pH 6 a um fluxo de 1 mL/min. O tampdo foi
filtrado e degaseificado antes de ser aplicado no sistema e na coluna. Em cada corrida
cromatografica foram injetados 1 mL de sobrenadante de cultura concentrado em filtro
Amicon de 1 kDa e filtrado em membrana de 0,22 um. A elui¢do foi realizada a um fluxo
continuo de 1mL/min. A presenca de proteinas foi monitorada pela absorbancia a 216 nm e
280 nm. Fragdes de 1 mL foram coletadas automaticamente. Este procedimento repetiu-se
varias vezes. As fracdes de interesse foram secadas em sistema de SpeedVac e armazenadas a
-20 °C para o préximo passo de purificacdo. Antes, 500 pL de cada fracdo foram separados e

precipitados com TCA para andlise por gel de poliacrilamida desnaturante e por Western blot.

4.2.16.2.Purificagéo da fracdo do EGF/FPLC por HPLC-fase reversa

As fracBes da cromatografia de exclusdo molecular em que a proteina desejada foi
visualizada foram ressuspensas em agua milli Q e utilizadas em cromatografia em fase
reversa. Das fracOes obtidas, 200 ul de amostra foram injetados no sistema em fase reversa
(Shimadzu Co. Kioto, Japan série LC 20A), em coluna analitica C1s (Kinetex Phenomenex
300A, 250 x 4.6 mm, EUA). As fases moveis utilizadas foram TFA 0.12% (v/v) em agua
deionizada (solucdo A) e TFA 0.12% (v/v) em acetonitrila (solucédo B). A eluicdo foi feita em
um gradiente linear de 0-50 % de B em 50 minutos. A detecgéo foi feita a 216 nm e a fracéo
correspondente ao EGF (36,5 minutos de retengdo para a primeira purificagdo e 32,5 minutos
de tempo de retencdo para a segunda) foi coletada manualmente em microtubos de 1,5ml,

secas em sistema de SpeedVac e armazenadas a -20 °C para posterior analise.
4.2.16.3.Purificacdo da fragcdo do EGF/HPLC por HILIC

A fragdo correspondente ao hEFG purificado cromatografia por HPLC-fase reversa,
foi submetido a uma recromatografia em fase normal com coluna HILIC (Phenomenex 300A,

150 x 4.6 mm). As fases maveis utilizadas foram TFA 0.12% (v/v) em agua deionizada 10%

(solucdo A) e TFA 0.12% (v/v) em agua deionizada (solucdo B). A eluicdo foi feita em um
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gradiente linear de 0-20% de B em 25 minutos. A deteccdo foi feita a 216 nm e a fracao
correspondente ao EGF (18 minutos de tempo de retencdo) foi coletada manualmente em
tubos tipo eppendorf de 1,5ml, seca em sistema de SpeedVac e armazenadas a -20 °C para

posterior analise.

4.2.17. Espectrometria de massa MALDI-TOF/TOF

As fracBes cromatograficas de interesse foram analisadas em espectrometro de massa
do tipo MALDI-TOF/TOF (matrix-assisted laser desorption/ionization -time of flight/time of
flight) modelo Autoflex Il (Bruker Daltonics, Alemanha). As fragdes foram ressuspendidas
em acetonitrila 50% contendo TFA 0,1% e 0,5 uL de cada fragdo cromatografica aplicada em
placa de ago inoxidavel juntamente com matriz acido sinapinico (SA 20 pg/uL) ressuspendida
em acetonitrila 50% contendo 0,1% de TFA (v/v). O procedimento foi realizado no modo

linear positivo, sendo a faixa m/z analisada a partir de 4000 a 20.000 Da.

4.2.18. Degradacdo de Edman e sequenciamente automatico

Apds a determinacdo da massa molecular, a proteina foi sequenciada automaticamente
pelo método de degradacdo de Edman. A determinacdo da estrutura priméaria por meio do
sequenciamento automatico do N-terminal de peptideos foi realizada em un sequenciador de
aminoacidos PPSQ-23 (Shimadzu, Japdo) conforme instruc@es do fabricante.

4.2.19. Anélise de dados
As analises estatisticas e os graficos foram feitos com o software GraphPad Prism 5.
Foi aplicado ANOVA seguido do teste de Tukey para comparacdo entre as amostras. As

sequéncias foram analizadas e alinhadas utilizando o programa CLUSTAL OMEGA
(CLUSTAL OMEGA 1.2.4 multiple sequence alignment).

32



Resultados

5. RESULTADOS

5.1.  Construcdo dos cassetes de expressdo para hEGF contendo diferentes peptideos sinais

Com o objetivo de produzir o hEGF mantendo sua integridade foram testados trés
peptideos sinais diferentes que sdo amplamente utilizados para expressdo heteréloga em K.
phaffii. A fim de expressar o cDNA codificador de hEGF em K. phaffii, trés construcoes
génicas foram desenhadas. Foram utilizados os peptideos sinais: o fator a de S. cerevisiae, do
qual o final do fator foi otimizado para K. phaffii (aF) (foram eliminadas as sequéncias GLU-
ALA no final do sinal de secrecdo e feita otimizacdo de codons para K. phaffii), o sinal de
secrecdo da invertase de S. cerevisiae (SUC2) e o sinal de secrecdo da fosfatase acida (PHO1)
de K. phaffi. O cDNA do hEGF foi amplificado por PCR a partir do vetor pK-LeudEGF
(Anexo 1), utilizando os primers aFEGF-F e EGFAOX1-R; SUC2EGF-F e EGFAOX1-R;
PHO1EGF-F e EGFAOX1-R, respectivamente (Tabela 2).

Na figura 5 pode-se observar, para cada um dos sistemas, uma banda do tamanho
correspondente ao fragmento do cDNA do hEGF com o respectivo peptideo sinal (258 pb
para 0 SUC2, 203 pb para o oF, e 267 pb para o PHO1). Os fragmentos foram obtidos com
pares de primers que contém os peptideos sinais e que contém 15 pb homologas ao vetor de

expressdo para realizar a clonagem por recombinacdo homologa.
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Figura 5. Amplificacdo por PCR dos cassetes tFEGF, SUC2EGF e PHO1EGF. Eletroforese em
gel de agarose 1% corado com brometo de etideo. M: O’GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder (Thermo
Scientific). 1: SUC2EGF (controle negativo), 2: SUC2EGF (258 pb), 3: aFEGF (controle negativo), 4:
oaFEGF (203 pb), 5: PHO1EGF (controle negativo), 6: PHO1EGF (267 pb)
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Os produtos de PCR foram purificados.

5.2.  Construcdo dos vetores pKaFEGF-Id, pKSUC2EGF-Id e pKPHO1EGF-Id

Depois de purificados, os fragmentos foram clonados por recombinagdo homdloga no
vetor também purificado. Para os sistemas com o0s peptideos sinais SUC2 e PHOL1 foi
utilizado como molde o vetor pKGFP-Id. Este vetor foi digerido com as enzimas BamHI e
Notl e clonado com os fragmentos SUC2EGF ou PHOL1EGF. O vetor pKGFP-Id (Betancur et
al., 2017) empregado neste trabalho utiliza uma versdo de 618 pb do Prck1 de K. Phaffii que é
capaz de controlar a expressdo de proteinas heterdlogas e de promover a integracdo do vetor
no locus PGK1 no genoma da levedura (Arruda et al., 2016; de Almeida et al., 2005).

Com o objetivo de construir o vetor com o oF, foi construido um vetor intermediario

contendo o a-MF fusionado com o gene da quimosina bovina construido em nosso laboratério.

Este vetor intermediario (pKaFChym-Id) foi obtido da digestdo do vetor pKGFP-Id com as

enzimas de restricdo Bglll e Notl e a posterior ligacao deste fragmento purificado pKaFChym.

Este sistema de ligacdo foi utilizado para transformar E. coli XL-10 Gold. O vetor resultante
pKaFChym-Id foi digerido com as enzimas Xhol e Notl e clonado com o fragmento

purificado aFEGF. Os vetores utilizados estdo esquematizados na figura 6.
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Figura 6. Mapas fisicos dos vetores de expressdo utilizados para a construcdo dos plasmideos.
S&o mostradas as enzimas de restricao e os sitios utilizados para as digestoes.

Os produtos da clonagem foram utilizados para transformar E. coli XL-10 Gold. Ap6s
a selecdo, foi feita a extracdo plasmidial de 6 clones transformantes de cada sistema e 0 DNA
foi digerido com Bglll e Notl (para os sistemas SUC2EGF e PHO1EGF) ou com Xhol e Notl
(sistema aFEGF), para confirmar a insercdo do EGF com 0s respectivos peptideos sinais no
vetor de expressédo. Se o fragmento tivesse sido clonado, a digestdo com as respetivas enzimas
devia liberar um fragmento de 855 pb para o sistema SUC2EGF, 865 pb para o sistema
PHOI1EGEF e 175 pb para o sistema aFEGF. A figura 7 mostra o resultado da digestdo para os

clones selecionados.

Clone 1 Clone 2 Clone 3
M I D I D M I D
\ Skb
" L e
1kb
0,7 kb

Figura 7. Andlise da clonagem, perfil de restri¢do dos vetores construidos. Eletroforese em gel de
agarose 1% corado com brometo de etideo apresentando o DNA plasmidial intacto (1) e digerido com
Bglll e Notl (D) para 2 clones transformantes (clonel: pKEGFPHO1EGF-Id e clone 2:
pKEGFSUC2EGF-Id) ou digerido com Xhol e Notl (D) para um clone transformante (clone 3:
pKoFEGF-Id). M: O’GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder (Thermo Scientific, EUA).

Como esperado, o fragmento menor (175 pb) ndo foi observado devido a sua baixa
concentragdo. Estes clones foram selecionados para fazer extragcdo plasmidial em grande
escala (midiprep), a fim de obter quantidade maior de DNA. Os vetores obtidos foram
chamados pKaFEGF-Id, pKSUC2EGF-Id e pKPHO1EGF-Id, respetivamente.

5.3.  Transformagéo de K. phaffii M12-K

Como apresentado na figura 8, os vetores pKoaFEGF-ld, pKSUC2EGF-Id e

pKPHO1EGF-Id foram linearizados com a enzima Sacl, previamente & transformacao.
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Figura 8. Linearizacdo dos vetores pKaFEGF-Id, pKSUC2EGF-Id e pKPHO1EGF-Id com a
enzima Sacl. Eletroforese em gel de agarose 1% corado com brometo de etideo apresentando 0 DNA
plasmidial intacto (1,3,5) e digerido com Sacl (2,4,6) para 1 clone transformante dos sistemas
pKaFEGF-Id, pKSUC2EGF-Id e pKPHO1EGF-Id respectivamente. M: O’GeneRuler 1 kb Plus DNA
Ladder (Thermo Scientific, EUA).

Com a ideia de produzir o hEGF integro, foi deletado o gene KEX1 da linhagem M12
(Betancur et al., 2017) para evitar a degradacdo do peptideo pela proteinase codificada por
esse gene. A linhagem M12-K de K. phaffii foi transformada por eletroporacdo com cada um
dos vetores de expressdo pKaFEGF-Id, pKSUC2EGF-Id e pKPHO1EGF-Id.

Quando a levedura foi transformada com os diferentes vetores, comegcaram a aparecer
coldnias nas placas ap6s quatro dias de incubagdo. Na placa controle, onde foi plaqueada a
levedura submetida a eletroporacdo sem DNA, ndo houve crescimento. Foram selecionadas
30 coldnias de cada sistema e isoladas para uma nova placa de MD (Figura 9). Foi semeada a

levedura sem transformar para ser usada como controle.
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Figura 9. Resultado da transformacéo de K. phaffii M12-K com os vetores pKaFEGF-Id (A),
pKSUCZ2EGF-Id (B) e com pKPHO1EGF-Id (C). Col6nias selecionadas em placas com meio MD
apos 4 dias de incubacéo a 28 °C. Controle negativo (c-): K. phaffii M12-K sem transformar.

5.4. Confirmacéo da presenca do gene do hEGF

A partir dos 30 clones plaqueados ap6s a transformagéo, foram selecionados 6 clones
de cada sistema para avaliar a presenca do gene do hEGF com seu respectivo peptideo sinal
por PCR de col6nia. As colbnias transformantes foram isoladas e foi feita uma PCR de
coldnia para testar quais dos transformantes eram realmente recombinantes, utilizando os
primers oFEGF-F e EGFAOX1-R; SUC2EGF-F e EGFAOX1-R; PHO1EGF-F e EGFAOX1-
R, respectivamente. Foram usados como controles negativos reacdes de PCR com o0s
respectivos primers para cada sistema e sem a colbnia. Se a integracdo tivera ocorrido
satisfatoriamente deveriamos esperar fragmentos de 203, 258 e 267 pb para os sistemas com 0
aF, SUC2 e PHOL, respectivamente. A figura 10 mostra o resultado da eletroforese onde
pode-se observar que todas as coldnias transformantes selecionadas sdo recombinantes.

Os clones recombinantes foram selecionados e armazenados para caracterizagao

posterior.
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Figura 10. PCR de colénia de 6 clones de cada sistema. Eletroforese em gel de agarose 1% corado
com brometo de etideo. A: Sistema pKaFEGF-Id, B: Sistema pKSUC2EGF-Id e C: pKPHO1EGF-Id.
M: marcador 100 pb (New England Biolabs, EUA), 1. Controle negativo, 2-7: colonias de cada
sistema.

5.5.  Avaliagéo do crescimento dos clones transformantes

Para avaliar se havia diferenca na velocidade de crescimento foram selecionados 5
clones de cada sistema e foi feita uma cinética de crescimento em MD. O crescimento foi
comparado com o da levedura X-33. As analises foram realizadas em triplicata. A figura 11

mostra as curvas de crescimento com valores de InODeoonm €m funcéo do tempo, em horas.

A B
1.0+ 1.0
0.5 - aFclone 1 - SUC2 clone 1
0'0 - aFclone 7 054 T - SUC2 clone 3
.0+ 0.0 T r ;
£ o5 AN AT go -~ afclonelo o5 /20 " s0 - SUC2eclone 14
§ 10 i Tempo (horas) ~ aF clone 18 g™ Tempo (horas) ~ SUC2 clone 21
a 10 / aFclone23 2 107 SUC2 clone 23
o -1.51 X-33 < -1.5 X-33
= =
= =2.01 MD = -2.04 MD
-2.5- -2.51
-3.0- C -3.0-
1.0
0.5- + PHOI clone 1
o-" e - PHOI clone 6
E _0'.‘;_ 20 g0 PHOIclone 12
§ Tempo (horas) ©  PHOI clone 21
210 PHOI clone 28
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z s
= 208 MD
-2.5+
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Figura 11. Cinética de crescimento dos clones transformados com os vetores pKoaFEGF-Id,
pKSUC2EGF-Id e pKPHO1EGF-Id. Células crescidas em meio minimo (MD) a 30°C durante 72 h.
ODs¢oo medida a cada 30 min. Todas as culturas comegaram com uma ODgoonm de 0,1. X-33: linhagem
prototréfica de K. phaffii. A: Sistema pKoFEGF-Id, B: Sistema pKSUC2EGF-Id e C: Sistema

pKPHO1EGF-Id.

Como observado na figura 11, houve clones que apresentaram um perfil de
crescimento parecido ao de X-33 e outros que cresceram muito mais lentamente. A tabela 5
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apresenta a velocidade especifica maxima de crescimento (umax) para cada um dos clones

avaliados.

Tabela 5. Velocidade especifica maxima de crescimento (max) dos clones avaliados.

Sistema Clone Moo (h-l)

aF 1 0,1421 £ 0,007395 "
7 0,08950 + 0,003217
10 0,05148 + 0,0006114
18 0,05009 + 0,0007032
23 0,06841 + 0,001070

X-33 0,1301 +£0,001750

SuUC2 1 0,06256 + 0,001713
3 0,04911 £+ 0,0008656
14 0,05305 + 0,0009771

21 0,04833 +0,001223
23 0,06606 = 0,001036

X-33 0,1113 £ 0,001861
PHO1 1 0,04905 + 0,0008365
6 0,02915 + 0,0006097
12 0,03560 + 0,0007036
21 0,02646 + 0,0004889
28 0,02923 + 0,0004225

X-33 0,1113 + 0,001861

ns: ndo significativo em comparagdo a linhagem selvagem X-33. Anélise de variancia (ANOVA) seguida do
teste de Tukey.

A partir deste experimento, foi selecionado um clone de cada sistema para 0s

proximos ensaios (clone 1°F, clone 235U e clone 1°7°Y),

5.6.  Crescimento e expressao dos clones positivos em frasco

Os clones 1°F, 235UC2 ¢ 1PHOL foram selecionados para crescimento e expressdo em
frasco. Foi colocada para crescimento também a linhagem M12-K, como controle negativo.
Os clones foram crescidos em frascos de 1L, em um volume final de 100 mL. O ensaio foi
realizado em meio complexo e, para isso, 0s clones foram crescidos em meio BMGY durante
24 h e o sobrenadante foi coletado. A tabela 6 mostra os valores de ODgoonm Obtidos no final
das 24 h de crescimento. As proteinas do sobrenadante foram precipitadas com TCA e

analisadas em gel de poliacrilamida em condi¢Ges desnaturantes e por Western blot.

Tabela 6. ODsoonm dos clones selecionados apds 24 h de crescimento.

Clone OD600nm
clone 1°F 28
clone 235U¢2 29,5
clone 1°HO! 20,5
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M12-K 26,5

5.7.  ldentificacdo do hEGF

5.7.1. Avaliacdo das proteinas presentes no sobrenadante

Para confirmar a presenca de uma banda do tamanho do hEGF (~6 kDa), foi feita uma
eletroforese em gel de poliacrilamida em condi¢Ges desnaturantes (SDS-PAGE). Foram
aplicados em cada poco do gel 10 pg de proteinas totais, quantificadas pelo método de
Bradford. A figura 12 mostra o resultado do gel.

Figura 12. SDS-PAGE 15% de clones selecionados. Anélise feita por SDS-PAGE 15%, corado com
Coomassie Brilliant Blue. Sobrenadante de clones crescidos em meio BMGY durante 24 h a 28 °C e
250 rpm. M: Marcador SeeBlue Pre-Stained Protein Standard (Life Technologies, EUA). 1. EGF
padrdo (4uL) (Sigma, EUA), 2: M12-K, 3: clone 1°F, 4: clone 23°““? e 5: clone 1°"°'. A banda
correspondente ao EGF ¢é a de ~ 6 kDa.

Foi observada uma banda de ~6 kDa em todas as construcdes, que corresponde ao
tamanho do hEGF maduro, assim como foi confirmada a referida banda no poco onde foi
aplicado o EGF padrédo (Sigma, EUA). No entanto, a banda de ~6 kDa néo foi observada no
controle correspondente a M12-K, indicando que essa banda corresponde a uma proteina que
ndo esta presente no sobrenadante bruto de K. phaffii, a qual, muito provavelmente, seria a

nossa proteina de interesse.

5.7.2. Confirmacéo da presenca do EGF

Com o objetivo de confirmar se a banda de ~6 kDa presente na eletroforese SDS-
PAGE se trata especificamente de nossa proteina de interesse, foi realizado um Western blot
utilizando um anticorpo especifico para hEGF. Um mililitro de sobrenadante dos clones
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selecionados foi precipitado e aplicado no gel SDS-PAGE. Depois de finalizado, o gel foi
transferido a membrada de PVDF e, posteriormente, incubado com os anticorpos primario
(anti-EGF) e secundario (Goat anti-rabbit 1IgG H&L HRP), até finalizar o protocolo com a
revelagdo da membrana. A figura 13 mostra o resultado final do processo de revelagdo da

membrana.

Figura 13. Andlise da producéo de EGF por Western Blot em clones selecionados. Foi aplicado 1
mL de cada sobrenadante precipitado com TCA e ressuspendido em 25 pL. M: Marcador SeeBlue
Pre-Stained Protein Standard (Life Technologies, EUA), 1: EGF padrdo (2 pL) (Sigma, EUA), 2:
M12-K, 3: clone 1%, 4: clone 23%'% 5: clone 17"°%. Anticorpos: anti-EGF antibody ab9695 e Goat
anti-rabbit 19G H&L HRP ab205718 (abcam, Reino Unido).

O Western blot realizado revelou o aparecimento de uma banda de ~6 kDa nos clones
com os trés peptideos sinais oF, SUC2 e PHO1. N&o foi verificado o aparecimento de
nenhuma banda na amostra correspondente ao controle negativo M12-K. Foram aplicados no
gel 2 pL do EGF padréo (Sigma, EUA) como controle positivo e confirmada a presenga da
banda correspondente ao EGF.

5.8.  Purificacdo e identificagdo da proteina recombinante
Uma vez confirmada a presenga do hEGF nas amostras, iniciou-se o processo de

purificacdo. Inicialmente foram utilizados dois passos para a purificacdo: uma cromatografia
de excluséo molecular e um HPLC em fase reversa.

As amostras de sobrenadante de cada um dos clones em estudo foram concentradas
em sistema Amicon ultrafiltration setup, com uma membrana de 1 kDa, entre 9-12 vezes
(Tabela 7).
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Tabela 7. ODgoonm € fatores de concentracéo dos clones selecionados apos 24 h.

Clone ODs00nm Concentragao Amicon
1 kDa
clone 1°F 28 12X
clone 235V¢2 29,5 10X
clone 1°HO! 20,5 9,2X
M12-K 26,5 12X

Um mililitro de sobrenadante concentrado foi submetido a uma cromatografia de
exclusdo molecular Superdex 30 PG. As fracdes onde foi confirmada a presenca do hEGF
foram reunidas e aplicadas em um HPLC em fase reversa. A fragdo do HPLC foi analisada
por espectrometria de massas para confirmar o tamanho do hEGF.

5.8.1. Purificacdo por Cromatografia de Exclusdo Molecular (FPLC)

Inicialmente foi feita uma purificacdo parcial utilizando-se cromatografia de exclusédo
molecular em uma coluna Superdex 30 PG. Para cada clone foram aplicados 1 mL de
sobrenadante concentrado no sistema Amicon 1 kDa. Para a identificagdo do tempo de eluigéo
do EGF dentro da corrida cromatografica, foi feita uma primeira cromatografia aplicando o
EGF padrio (Sigma, EUA) (Anexo 2). Para cada um dos clones (clone 1°F, clone 23%V¢? ¢
clone 1°"°Y) foram feitas as cromatografias seguindo as mesmas condicdes do EGF padréo.
As figuras 14 a 17 mostram 0s cromatogramas obtidos para cada amostra. A partir do
cromatograma obtido para o EGF padréo, foram selecionadas e coletadas as fracGes da 28 a
35 para confirmar a presenca do hEGF. Para o caso do sistema com o0 PHO1 como peptideo
sinal foram selecionadas as fracdes 30 a 37. As fracdes coletadas foram analisadas em gel de

poliacrilamida desnaturante e em Western blot.
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Figura 14. Perfil cromatografico em FPLC da amostra clonel®f. Cromatografia Superdex 30 PG
correspondente a 1 mL de sobrenadante concentrado em Amicon 1 kDa. Tampéo Fostato de Potassio
50 mM, pH 6. Em vermelho, A =216 nm e em azul A = 280 nm. O retangulo representa as fragdes 28 a

35.
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Figura 15. Perfil cromatografico em FPLC da amostra clone23°““%. Cromatografia Superdex 30
PG correspondente a 1 mL de sobrenadante concentrado em Amicon 1 kDa. Tampédo Fostato de
Potassio 50 mM, pH 6. Em vermelho A = 216 nm e em azul A = 280 nm. O retdngulo representa as

fragdes 28 a 35.
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Figura 16. Perfil cromatografico em FPLC da amostra clone1”™°*. Cromatografia Superdex 30 PG
correspondente a 1 mL de sobrenadante concentrado em Amicon 1 kDa. Tampdo Fostato de Potéassio
50 mM, pH 6. Em vermelho, A =216 nm e em azul A = 280 nm. O retdngulo representa as fragdes 30 a
37.
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Figura 17. Perfil cromatogréafico em FPLC da amostra M12-K. Cromatografia Superdex 30 PG
correspondente a 1 mL de sobrenadante concentrado em Amicon 1 kDa. Tampao Fostato de Potassio
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50 mM, pH 6. Em vermelho, A =216 nm e em azul A =280 nm. O retdngulo representa as fracoes 28 a
35.

5.8.1.1.SDS-PAGE das fracGes da cromatografia de exclusdo molecular

Uma vez coletadas as fracGes de interesse foi feito um gel de poliacrilamida para
avaliar a presenca do hEGF e de outras proteinas ou componentes nesta fracdo. De cada 1 mL
de fracdo coletada, 500 pL foram precipitados com TCA e ressuspendidos em 20 pL de
tampdo de amostra 1X para serem aplicados em um gel (SDS-PAGE). Este mesmo
procedimento foi feito para cada um dos clones. Como a amostra poderia ter sido diluida
durante a cromatografia, apos a corrida do gel a coloracdo foi feita com nitrato de prata. A

figura 18 mostra os resultados obtidos para os clones avaliados.

Figura 18. SDS-PAGE das fragdes coletadas em FPLC. SDS-PAGE 15%. M: Marcador de peso
molecular, SeeBlue Pre-Stained Protein Standard (Life Technologies, EUA), 1: EGF padréo (2 pL)
(Sigma, EUA), 2-9: fracOes 28 a 35 (para A, B e D) e 2-9: frages 30-37 (para C). A: clone 1%, B:
clone 23%°¢2, C: clone 1™"°*e D: M12-K. Colorag&o com nitrato de prata.

A partir dos géis obtidos das fragbes da cromatografia de exclusdo molecular foi
confirmada a presenca de uma banda do tamanho do hEGF, e que é do mesmo tamanho que o
EGF padrdo também aplicado nos géis como controle positivo. A banda foi confirmada em

cada um dos sistemas com os diferentes peptideos sinais e ndo foi observada no gel
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correspondente a M12-K. A partir desse resultado, foram selecionadas as fracdes 30 a 33,

para confirmar a presenca do hEGF por Western blot.

5.8.1.2.Western blot das fracfes da cromatografia de exclusdo molecular

Para confirmar que a banda coletada das fracbes da cromatografia de exclusdo
molecular era 0 hEGF foi feito um Western blot com as frac6es 30 a 33 de cada clone. De
cada uma das fracdes, 500 pL foram precipitados e ressuspendidos em 20 pL de tampéo de
amostra. A figura 19 mostra o resultado do Western blot para cada uma das fragdes das

amostras aplicadas.

A M1 2345 B M1 23 45

CMl 2 3 45 6 7 809

b

Figura 19. Western blot das frac6es coletadas em FPLC. M: Marcador SeeBlue Pre-Stained Protein
Standard (Life Technologies, EUA), 1: EGF padrdo (2 pL) (Sigma, EUA), 2-5: fragBes 30 a 33 (para
A, B e C) e 6-9: fragdes 30-33 (C). A: clone 1%, B: clone 17H°, C: M12-K (pocos 2-5) e clone 235V¢?
(pocos 6-9).

A partir dos resultados do Western blot foi possivel confirmar a presenca do hEGF
para os sistemas com o0s peptideos sinais oF e SUC2. Para o caso do sistema com o peptideo

sinal PHO1 ndo foi possivel identificar a presenca do hEGF.

Isto pode ser devido & baixa concentracdo presente nas fragdes, o que fez com que a
sensibilidade do método ndo fosse capaz de detectar o hEGF, j& que no gel de poliacrilamida
as bandas correspondentes as fraces estavam muito fracas. Para o caso do controle M12-K,
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como esperado, nao foi observada nenhuma banda, indicando a auséncia do hEGF. As fracdes

30 a 33 de cada clone foram secas em sistema de SpeedVac para o préximo passo.

5.8.2. HPLC em fase reversa

Uma vez que foi confirmada por Western blot a presenga de EGF nas fragdes 30 a 33
da cromatografia de exclusdo molecular para dois dos sistemas, estas fracdes de todos 0s
sisntemas foram submetidas a um ensaio em RP-HPLC. Assim como no primeiro passo de
purificacdo, uma aliquota de EGF padrdo foi aplicada em RP-HPLC (Anexo 3). Conhecendo-
se seu tempo de retencdo, foram passadas as amostras correspondes aos diferentes peptideos

sinais. Os perfis cromatograficos podem ser observados nas figuras 20 a 23.

Datafile Name:aFcLlcd
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Figura 20. Perfil cromatografico em RP-HPLC da amostra clone 1°F. Cromatografia realizada em
coluna de fase reversa C18 (Kinetex Phenomenex 300A, 250 x 4.6 mm). A fracdo de interesse esta
indicada com uma seta. O experimento foi monitorado a 216 nm, com um fluxo de 1 mL/min.
Amostra das fracbes 30 a 33 coletadas da cromatografia de exclusdo molecular. A linha azul
representa o gradiente crescente de acetonitrila. A seta indica o pico de interesse.
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Figura 21. Perfil cromatografico em RP-HPLC da amostra clone 232, Cromatografia realizada
em coluna de fase reversa C18 (Kinetex Phenomenex 300A, 250 x 4.6 mm). A fracdo de interesse esta
indicada com uma seta. O experimento foi monitorado a 216 nm, com um fluxo de 1 mL/min.
Amostra das fraces 30 a 33 coletadas da cromatografia de exclusdo molecular. A linha azul
representa o gradiente crescente de acetonitrila. A seta indica o pico de interesse.
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Figura 22. Perfil cromatografico em RP-HPLC da amostra clone 17%°*. Cromatografia realizada
em coluna de fase reversa C18 (Kinetex Phenomenex 300A, 250 x 4.6 mm). A fracdo de interesse esta
indicada com uma seta. O experimento foi monitorado a 216 nm, com um fluxo de 1 mL/min.
Amostra das fraces 30 a 33 coletadas da cromatografia de exclusdo molecular. A linha azul
representa o gradiente crescente de acetonitrila. A seta indica o pico de interesse.
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Datafile Name:controle_negativol.lcd
Sample Name:cortrole_negativo
Sample IDicontrole_negativo

mV %
Eomrole egativol.lcd Detector A Chl 216hm n

600

r90
550+

5001 80
450 [70
4001

[60
3501

(50
300
2501 40
200 130

150+

100+

50—/L g
o

5.0 10.0 15.0 20.0 25.0 30.0 35.0 40.0 45.0 min

Figura 23. Perfil cromatografico em RP-HPLC da amostra M12-K. Cromatografia realizada em
coluna de fase reversa C18 (Kinetex Phenomenex 300A, 250 x 4.6 mm). O experimento foi
monitorado a 216 nm, com um fluxo de 1 mL/min. Amostra das fracbes 30 a 33 coletadas da
cromatografia de exclusdo molecular. A linha azul representa o gradiente crescente de acetonitrila.

A partir dos resultados obtidos nos cromatogramas, € possivel identificar a fracdo que
corresponde ao hEGF. Além disso, as amostras aplicadas na cromatografia ainda ndo estdo
puras, ja que apresentam outros sinais, que podem indicar outros componentes presentes nas
amostras. Como esperado, a fracdo correspondente a amostra com o peptideo sinal PHO1 tem
um intensidade muito baixa, ja que no gel de poliacrilamida apresentou umas bandas bem
fracas e ndo exibiu nenhum sinal no Western blot. A partir deste ponto, o sistema PHO1 foi

descartado para as analises posteriores.

5.8.3. Espectrometria de massas

A fim de se determinar o grau de pureza e a massa molecular do hEGF obtida apos a
etapa de cromatografia em C18 (HPLC em fase reversa), a fracdo coletada da cromatografia
foi analisada em espectrometro de massa MALDI-TOF/TOF modelo Autoflex 1l (Bruker
Daltonics, Alemanha). Semelhantemente aos casos anteriores, foi feita espectrometria de
massas para 0 EGF padrdo (Anexo 4), para confirmar a massa molecular. As amostras
correspondentes ao clone 1% e clone 23%YC? foram submetidas & analise e as figuras 24 e 25

mostram os espectros de massas obtidos, respectivamente.

49



Resultados

x104
6175.802

Intens. [a.u.]

081
0.6

6309.093

024

0.0 —’Jl "‘T"VJ\744447\4'47

T g g g g T g g g g T g g g g T g g g g T g g g g T g g g g T g
5000 5500 6000 6500 7000 7500 8000

miz

Figura 24. Espectro de massa da amostra clone 1°F. O ion de maior intensidade, representado pela
massa 6175,802 Da, é a proteina de interesse. Experimento realizado em espectrdmetro de massa
MALDI-TOF/TOF modelo Autoflex Il (Bruker Daltonics, Alemanha).
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Figura 25. Espectro de massa da amostra clone 23°Y“2. O jon de maior intensidade, representado
pela massa 6175,802 Da, é a proteina de interesse. Experimento realizado em espectrdmetro de massa
MALDI-TOF/TOF modelo Autoflex Il (Bruker Daltonics, Alemanha).

Pelos resultados obtidos é possivel afirmar que no pico observado nos cromatogramas
da RP-HPLC ndo ha apenas a proteina de interesse, ja que foram obtidos dois picos no
espectro de massas. De acordo com a andlise de massas, um dos picos corresponde ao hEGF e
0 outro pode ser um contaminante presente na amostra. Pode ser outra proteina presente no

sobrenadante de cultura ou algum contaminante do meio de cultura.

A massa obtida para o EGF padrao foi de 6307,491 g/mol e, para o caso dos clone 1%
e clone 23%Y¢2, foi de 6175,802 g/mol e 6181,610 g/mol respectivamente.

O EGF padrdo (Sigma, EUA) utilizado como controle neste estudo é produzido em E.
coli. Por isso, ele apresenta na estrutura primaria uma metionina adicional no N-terminal,
apresentando entdo 54 aminoacidos. Para que a massa do hEGF de nossos clones esteja
correta, a diferenca de massas entre o EGF padrdo e eles deve ser igual a massa de um residuo
de metionina (131 g/mol). A diferenca entre 0 EGF padrdo e as amostras clone® 1 e clone
23%YC2 foi de 131,67 g/mol e 126 g/mol, respectivamente, indicando que o tamanho do hEGF

produzido em K. phaffii estd compativel com o esperado. Essa diferenca entre os dois clones
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deve-se a um erro na calibracdo do equipamento. Entdo, o hEGF secretado por K. phaffi
apresenta 0 mesmo tamanho que o EGF humano maduro. No entanto, até esta etapa, 0 hEGF

nédo pode ser considerado puro.

Uma vez alcangados esses resultados, o passo seguinte foi tentar melhorar o processo
de purificacdo com o objetivo de obter uma fracdo que, no espectrdmetro de massas, defina
apenas o0 hEGF. Para os experimentos seguintes, decidiu-se trabalhar com o sistema aF, j& que

era o que vinha dando os melhores resultados, com a amostra clone 1°F.

5.9.  Melhoramento do processo de purificacdo do hEGF na amostra clone 1%,

A amostra clone 1°F foi escolhida para dar continuidade e melhorar o processo de
purificacdo do hEGF. O clone foi crescido em frascos de 1 L, utilizando trés frascos contendo
100 mL de cultura, a fim de obter suficiente material para os experimentos de purificacdo e
posteriormente de atividade bioldgica. Apds 24 horas de crescimento, o sobrenadante foi
coletado e concentrado utilizando o sistema Amicon ultrafiltration setup utilizando uma
membrana de 1 kDa. A amostra foi concentrada 12 vezes. Como aparentemente o clone 1%
apresentou uma melhor producdo, a fracGes tanto da cromatografia de exclusdo molecular
como do HPLC em fase reversa foram submetidas a nova cromatografia para uma melhor

pureza.

5.9.1. HILIC

Tendo em consideracdo que, quando foi analisada a fracdo da cromatografia em HPLC
em fase reversa por espectrometria de massas, foram obtidas duas fragOes, indicando a
presenca de mais de uma proteina ou contaminante na amostra, a fracdo do HPLC em fase
reversa foi submetida a uma cromatografia em HILIC, para tentar separar o hEGF do outro

componente. A figura 26 mostra o cromatograma obtido.

Satisfatoriamente, a amostra aplicada produziu duas fracbes no cromatograma,
indicando que, efetivamente, apenas a cromatografia em HPLC em fase reversa ndo era

suficiente para separar o hEGF.
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Figura 26. Perfil cromatografico em HILIC da amostra clone 1°F. Cromatografia realizada em fase
normal com coluna HILIC (Phenomenex 300A, 150 x 4.6 mm). O experimento foi monitorado a 216
nm, com um fluxo de 1 mL/min. Amostra do pico coletado da cromatografia em HPLC-fase reversa.
A linha azul representa o gradiente crescente de acetonitrila. A seta indica o pico de interesse.

A fracdo foi coletada manualmente e guardada para posterior analise.

5.9.2. Espectrometria de massas

Para confirmar que efetivamente o hEGF havia sido purificado, a fracdo de maior
intensidade obtida na cromatografia em HILIC foi analisada por espectrometria de massas. Na
figura 27 pode-se observar que a fracdo obtida corresponde ao EGF humano e que a massa
monoisotopica obtida no espectro, 6216,269 Da, corresponde a massa monoisotépica do EGF

humano.
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Figura 27. Espectro de massa da amostra clone 1°F, O ion de maior intensidade, representado pela
massa monoisotdpica 6216,269 Da, é o hEGF. Experimento realizado em espectrdmetro de massa
MALDI-TOF/TOF modelo Autoflex Il (Bruker Daltonics, Alemanha).

Como pode ser visualizado no resultado obtido, este método cromatografico em
HILIC utilizado como etapa final na purificagio do hEGF foi efetivo, uma vez que o
polipeptideo recombinante foi detectado numa unica fragdo, que foi confirmada depois no
espectro de massas. Com a adicdo de um terceiro passo no processo de purificacdo, a
cromatografia em HILIC, foi possivel a separagdo do EGF humano com um elevado grau de

pureza.

5.9.3. Sequenciamento automatico de Edman

Para confirmar a sequéncia correta do N-terminal do hEGF obtido apds a

cromatografia em HILIC a amostra foi submetida a um sequenciamento automatico pelo
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método de degradacdo de Edman. A sequéncia de aminoacidos do hEGF produzido em

phaffii foi alinhada (CLUSTAL O (1.2.4) multiple sequence alignment) com a sequéncia

K.
do

EGF humano P01133 EGF_HUMAN (www.uniprot.org) e com o EGF padrédo (Sigma,
Alemanha, sequéncia obtida com o fabricante) (Figura 28). O sequenciamento chegou até o

residuo 29, o que representa 55 % do total de aminoacidos.

P01133 EGF humano 1 -NSDSECPLSHDGYCLHDGVCMYIEALDKYACNCWGYIGERCQYRDLKWHELR 53
hEGF (oF clone 1) 1 -NSDSECPLSHDGYCLHOGVCMYIEALDKY=======-s=ssseeseenna-- 29
EGF padrao (Sigma) 1 MNSDSECPLSHDGYCLHDGVCMYIEALDKYACNCVGYIGERCQYRDLKWHELR 54

Figura 28. Resultado do alinhamento da sequéncia de aminoéacidos obtida pelo método

de

degradacdo de Edman. Sdo comparadas as sequéncias do EGF humano, EGF padrdo e hEGF

produzido em K. phaffii. (CLUSTAL O (1.2.4) multiple sequence alignment)

A partir dos resultados obtidos foi confirmada a estrutura priméria até o aminoaci

29 do hEGF produzido em K. phaffii. Esta estrutura € a mesma presente no EGF huma

do

no

confirmando que o hEGF secretado utilizando o oF foi corretamente processado no N-

terminal.
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6. DISCUSSAO

As leveduras vém se estabelecendo como importantes ferramentas biotecnoldgicas
para a producdo de proteinas heterdlogas de aplicacdo tecnoldgica, farmacéutica e industrial.
Dentre as leveduras, K. phaffii se destaca como importante sistema de expressdo heterdloga
(Fraczek et al., 2018; Piva et al., 2017; Weninger et al., 2016). Essa levedura ja foi utilizada
com sucesso para a expressdo de uma grande variedade de proteinas de interesse industrial
(Cereghino et al., 2000; Higgins, 2001). Neste trabalho foi demonstrada a producéo do hEGF
em K. phaffii, baseada na utilizacdo de um vetor sob o controle do promotor do gene PGK1,
que codifica a 3-fosfoglicerato quinase, e permite a expressdo constitutiva de proteinas
heter6logas (de Almeida et al., 2005). Para a expressdéo do hEGF em K. phaffii foram
escolhidos trés peptideos sinais ja utilizados para a expressdo heterdloga tanto em K. phaffii
como em S. cerevisiae. A primeira etapa realizada foi a construgdo dos vetores contendo o
hEGF e os peptideos sinais: o fator o (aF), 0 SUC2 e 0 PHOL1.

A selecdo dos transformantes foi feita em meio minimo ja que, com a presenca da
marca leu2-d, a levedura deveria recuperar a prototrofia. As trés construcdes foram
transformadas na linhagem M12-K e as colonias transformantes foram obtidas em MD. A
partir da obtencdo de colbnias transformantes, foram feitos os testes para saber se tais
coldnias eram recombinantes. A partir de PCR de col6nia, foi identificada a presenca do gene
do hEGF com os respectivos peptideos sinais, indicando que as sequéncias de interesse
estavam presentes nas colonias. Todavia, a presenca do gene ndo necessariamente implica na
expressdo do mesmo, ja que a proteina expressada precisa ser corretamente processada e

secretada ao meio extracelular.

A secrecdo das proteinas desejadas para 0 meio de cultura foi analisada nos
experimentos de SDS-PAGE e Western blot no sobrenadante de cultura. Com o SDS-PAGE,
foi possivel demonstrar a presenca de uma banda do tamanho do hEGF (aproximadamente 6
kDa), presente nas amostras com os trés peptideos sinais. O experimento de Western blot
mostrou que a secrecdo da proteina utilizando trés peptideos sinais, aF, SUC2 e PHO1, para o
ambiente extracelular ocorreu e que a proteina secretada foi eficientemente reconhecida por

um anticorpo especifico pelo hEGF.

Com o objetivo de se buscar uma caracterizagdo fisico-quimica e estrutural mais

apurada do hEGF produzido, tentou-se sua purificacdo. No inicio, os trés sistemas foram
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escolhidos para dar continuidade ao trabalho e, finalmente, somente o sistema baseado no oF
foi empregado. A escolha do hEGF com este peptideo sinal foi devida ao fato deste ter
propiciado melhores niveis de secrecdo como observado nos experimentos de SDS-PAGE e

western blot.

Inicialmente, a proteina produzida a partir dos trés sistemas de secrecdo foi
parcialmente purificada por cromatografia de exclusdo molecular e por HPLC em fase reversa.
A partir dessas duas etapas cromatograficas, ndo se conseguiu a purificagdo completa da
proteina. O sistema de HPLC em fase reversa, normalmente, mostra-se eficiente na separagdo
de compostos proteicos de baixa massa molecular. No entanto, nos resultados apresentados
naquele estagio do trabalho, as etapas de purificacdo utilizadas ndo foram suficientes para que
se obtivesse o material com o grau de pureza necessario para a realizacdo dos ensaios

bioldgicos.

A partir dos resultados da purificacdo parcial do hEGF, foi escolhido o clone com o
aF e otimizado o processo de purificacdo com a adicdo de uma cromatografia em HILIC. Os
resultados apresentados demonstram que o hEGF obtido estava com um grau de pureza
suficientemente adequado para a realizacdo de uma caracterizacdo mais detalhada e ensaios
de atividade bioldgica.

Embora ndo tenham sido feitos estudos de cinética de producdo nem avaliados 0s
parametros fermentativos, no presente trabalho, os niveis de expressdo de hEGF em frasco
foram bons. Isso € evidenciado pelas bandas visualizadas nos géis de poliacrilamida em
condicOes desnaturantes. Ainda, quando aplicada a mesma quantidade de proteinas totais no
gel, foi possivel comparar que a expressao tinha sido mais eficiente no sistema baseado no oF
como peptideo sinal. Embora seja um resultado bastante preliminar, pois as culturas foram
feitas somente durante 24 horas, € possivel especular que poderia haver um aumento da

produtividade em tempos maiores de cultivo ou em condi¢fes fermentativas otimizadas.

Existem poucos estudos completos de expressdao de hEGF em K. phaffii, e eles sdo
utilizando o Paox1 € empregando o a-MF como sinal de secre¢do. Em um estudo publicado no
ano 2014, foi expresso em K. phaffi o hEGF derivado da linhagem celular Huh-7 (Khan et al.,
2014). S6 que o estudo sO chegou até confirmar a presenca da banda de aproximadamente 6
kDa no gel de poliacrilamida, mas ndo foram feitos estudos posteriores para saber se 0 hEGF

produzido tinha sido corretamente processado e tinha o tamanho correto. Em outro estudo
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publicado por esses mesmo autores 0 hEGF foi parcialmente purificado e foi observado que
uma fracdo do polipeptideo produzido estava sendo glicosilada (Khan et al., 2017). O hEGF
ndo é glicosilado nem apresenta potenciais sitios de glicosilacéo, entdo esse resultado pode ser
devido a um incorreto processamento que adicionou ou eliminou residuos e fez com que se
formassem potenciais sitios de glicosilacdo, que foram reconhecidos posteriormente. Tanto a
fracdo glicosilada obtida como a ndo glicosilada tiveram atividade bioldgica medida pelo
ensaio de MTT (Khan et al., 2017).

Outro estudo onde foi produzido hEGF utilizou a linhagem GS115 e também um vetor
sob o controle do PAOXL. Para a deteccdo do hEGF foi feito um ELISA e foi confirmada a
presenca do polipeptideo. Nesse estudo foram comparadas algumas condicGes e a secrecao
obteve os melhores resultados em 60 horas (2,48 pug/mL) (Eissazadeh et al., 2017). Mas o
meio empregado foi BMMY que utiliza metanol como agente indutor e que seu uso ndo é

desejavel na industria biofarmacéutica.

No nosso estudo a identidade das bandas obtidas em SDS-PAGE foi confirmada
como sendo a proteina hEGF por western blot. Em alguns estudos relacionados com a
expressdo do EGF, ndo foi possivel detectar a presencga da proteina por western blot. Em um
trabalho publicado por Khan et al, se descreve a expressédo em K. phaffii do hEGF derivado da
linhagem humana Huh-7 e o sinal ndo foi detectado por western blot. Possivelmente, ndo
houve deteccdo devido a baixa eficiéncia na expressdo e secrecdo da proteina (Khan et al.,
2014).

A verificacdo da presenca do hEGF em SDS-PAGE e a confirmagdo por western blot
no sobrenadante de cultura € indicativo de que a proteina foi processada corretamente. De fato,
0 dobramento proteico e formacdo de ligacOes dissulfeto sdo fatores limitantes na via de
secrecdo de proteinas (Hohenblum et al., 2003; Kowalski et al., 1998). As proteinas séo
dobradas no reticulo endoplasmaético, onde existe um sistema de controle de qualidade que
assegura que somente proteinas corretamente dobradas serdo secretadas para 0 meio
extracelular (Agaphonov et al., 2002). Proteinas mal dobradas sdo rapidamente degradadas
pela via de degradacdo proteica associada ao reticulo endoplasmatico ou por proteases
vacuolares (Agaphonov et al., 2002; Hohenblum et al., 2003).

Ainda assim, as vezes 0 processamento ndo € totalmente correto e as proteinas

secretadas ao meio extracelular ndo apresentam alguns residuos do N- ou C-terminal. Sabe-se
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também que o processamento correto no N-terminal da proteina é crucial na obtencdo da
mesma com a estrutura nativa (Li et al., 2012). Em particular a escolha do sinal de secrecédo
pode ter uma grande influéncia, uma vez que esta sequéncia precisa ser removida apds a

proteina ter sido direcionada para o meio extracelular.

Ja foi reportado que proteinas que apresentam lisina ou arginina no C-terminal séo
reconhecidas pela protease Kex1 e este Gltimo aminoacido é clivado (Boehm et al., 1999;
Sreenivas et al., 2016). Por isso, o desenvolvimento no nosso laboratério da linhagem M12-K
é uma alternativa para expressar proteinas que apresentem esses residuos no seu C-terminal, o
que garante o correto processamento dessa extremidade da proteina. O hEGF apresenta

arginina no seu C-terminal.

Para garantir que, além do dobramento correto, 0 hEGF apresentasse o tamanho e a
estrutura priméaria corretos, foram feitos estudos de espectrometria de massas e
sequenciamento pelo método de degradacdo de Edman. Esses estudos confirmaram o tamanho
correto da proteina produzida e a estrutura do N-terminal até o aminoacido 29. Para garantir
que o hEGF produzido em K. phaffii seja igual ao EGF produzido em humanos sera

sequenciado o polipeptideo completo.

Para o escalonamento da producdo, a utilizacdo de fermentadores é a metodologia
mais empregada para a obtencdo de altos niveis de proteinas recombinantes em K. phaffii. Por
isso, para se produzir maiores quantidades de hEGF para a realizacdo de testes de atividade
bioldgica in vivo e para a futura producdo industrial dessa proteina, a expressdo dos clones
recombinantes em fermentador é a opcdo mais promissora. Uma vez padronizados e ajustados

os parametros fermentativos, a eficiéncia na producdo de hEGF pode aumentar muito.

Para confirmar que o hEGF produzido apresenta as mesmas propriedades que o EGF
humano € necessario o desenvolvimento de testes de atividade bioldgica, para saber se o
hEGF produzido é capaz de estimular o crescimento e proliferacdo de uma linhagem de
células dependentes de hEGF. A linhagem MCF-10A (ATCC® CRL-10317™) é uma
linhagem epitelial ndo-tumorigénica e dependente de EGF para seu crescimento (Bessette et
al., 2015). Por tanto, a bioatividade de nosso hEGF pode ser avaliada utilizando-o como

suplemento para o crescimento desta linhagem celular.
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7. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Neste trabalho o hEGF foi produzido em K. phaffii utilizando trés diferentes peptideos
sinais (aF, SUC2 e PHO1).

O hEGF produzido foi purificado em trés etapas cromatogréaficas. O processo pode ser

otimizado e escalonado para uma caracterizacdo mais completa do polipeptideo produzido.

De acordo com os dados de espectrometria de massa, a proteina recombinante possui a
massa molecular esperada sugerindo que ndo houve processamento do C-terminal. Sendo

assim, o hEGF produzido apresenta 0 mesmo tamanho que o EGF produzido em humanos.

A sequéncia do N-terminal do hEGF foi confirmada pelo método de degradacdo de

Edman, indicando que o sinal de secrecao utilizado foi eficientemente clivado.

Com o objetivo de avaliar a bioatividade do hEGF purificado serdo feitos testes de

atividade biologica utilizando a linhagem celular MCF-10A.
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ANEXOS
Anexo 1. Mapa fisico do vetor pK-LeudEGF .
Vetor utilizado para expressao do cDNA do hEGF em K. phaffii.

pPGK1
rSacl (447)

CYCtt EGF
-Notl (1058)
HIS tag
pK-LeudEGF AOX 1t

5199 bp

KanR &
EM
PTEF1

leu2-d
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Anexo 2. Perfil cromatografico em FPLC do EGF padréo (Sigma, EUA).
Cromatografia Superdex 30 PG correspondente a 1 mL de sobrenadante
concentrado em Amicon 1 kDa. Tamp&o Fostato de Potassio 50 mM, pH 6. Em

vermelho A =216 nm e em azul A = 280 nm

— 1 288 Cheom { Gel Flirafion 30 pg 15 04 17 004 —U 3 318 Ciwom. 1:Gel Filtration 30 pg 16 68 17 001 ——Run Log Cheoen 1 Gel Fliradion 30 pg 18 88 17 844
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Anexo 3. Perfil cromatogréaficoem RP-HPLC do EGF padrao (Sigma, EUA).
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Cromatografia realizada em coluna de fase reversa C18 (Kinetex Phenomenex

300A, 250 x 4.6 mm). A fracdo de interesse estd indicada com uma seta. O

experimento foi monitorado a 216 nm, com um fluxo de 1 mL/min. Amostra das

fragdes 30 a 33 coletadas da cromatografia de exclusdo molecular. A linha azul

representa o gradiente crescente de acetonitrila

Datafile Name:EGFpadLlcd
Sample Name:EGFpad

Sample ID:EGFpad

%

mV
[EGFpadi.icd Detector A Ch1 2160m
3004
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/40
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Anexo 4. Espectro de massas do EGF padrao (Sigma, EUA).
O ion de maior intensidade, representado pela massa 6175,802 Da, € a proteina
de interesse. Experimento realizado em espectrOmetro de massa MALDI-
TOF/TOF modelo Autoflex Il (Bruker Daltonics, Alemanha).
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