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RESUMO

A proposta inicial deste trabalho foi o melhoramento da termoestabilidade
da xilanase do fungo T. aurantiacus (XynA_Ta), expressada em S. cerevisiae
(XynA_Sc), a partir da construcdo anteriormente obtida em P. pastoris
(xynA_Pp). Contudo, a reduzida expressao de XynA_Sc, aliada a duas mutacfes
de amindacidos, motivaram a reclonagem do gene de xynA _Ta em E. coli
(xynA_Ec). O Capitulo 1 descreve o estudo da producdo e caracterizacao de
XynA_Sc, XynA _Pp e XynA_Ec, anterior as corre¢cdes das mutacoes. Estas
exibiram 6timos de expressdo com 650, 5,8 e 815 U.mL?, ap6s 96 h e de
atividade em pH 5-5,5 e 65-70 °C. XynA_Ec destacou-se com ampla faixa de
estabilidade, de 40 a 85 °C, apds 1h, e XynA_Pp mostrou 100% de atividade em
pH 6-8, apos 24 h. XynA _Sc e XynA Pp apresentaram forte ativacdo em
solventes organicos. A XynA_Sc foi inibida em concentragdes superiores a 20
mg.mL* de substrato. O Capitulo 2 apresenta resultados da obtencéo da forma
nativa (corrigida) (XynAc_Ec) e de onze mutantes por MSD. Todas linhagens
foram expressas, purificadas e fatores bioguimicos auxiliaram na selecéo dos
trés mais termoresistentes. Estes foram caracterizados, juntamente com
XynAc_Ec, frente a fatores biofisicos (CD) e estruturais (por homologia - 1TUX-
PDB). Destaque para o mutante H209N com maior termoestabilidade, atividade
catalitica e Tm de 71,3 °C. O aumento na estabilidade térmica foi relacionado ao
incremento de hélices curtas, pontes salinas e a carga positiva no core catalitico
(trabalho publicado). O Capitulo 3 apresenta resultados da combinacéo in silico
dos trés mutantes termoestaveis, com base em dados estruturais (homologia -
1TUX-PDB). Q158R / H209N / N257D exibiu maior conteudo de interacdes
salinas e menor RMSF. Portanto, XynA Pp, XynA Ec e H209N sdo enzimas
potenciais para aplicacdo em bioprocessos; e estudos in silico sugerem que
mutante Q158R / H209N / N257D seja obtido in situ.

Palavras-chave: endo-xilanase, S. cerevisiae, P. pastoris, E. coli,

termoestabilidade, mutantes.



ABSTRACT

The initial purpose of this work was the improvement of xylanase thermal
stability of fungus T. aurantiacus (XynA_Ta), expressed in S. cerevisiae
(XynA_Sc) from the building previously obtained in P. pastoris (xynA_Pp).
However, the reduced expression of XynA_ Sc, combined with two mutations of
amino acids, led to the recloning xynA_Ta gene in E. coli (XynA_Ec). Chapter 1
describes the study of the production and characterization of XynA_Sc, XynA_Pp
and XynA_Ec, previous mutation corrections. These showed great expression
with 650, 5.8 and 815 U.mL-1, after 96 h and activity at pH 5-5.5 and 65-70 °C.
XynA_Ec displayed wide stability range from 40 to 85 °C, after 1h, and XynA_ Pp
showed 100% activity at pH 6-8, after 24 h. XynA_Sc and XynA_Pp exhibited
stronger activation in organic solvents. The XynA_Sc was inhibited by
concentrations greater than 20 mg.mL! of substrate. Chapter 2 describes the
native correction (XynAc_Ec) and construction of eleven mutant obtained by the
MSD. All strains were expressed, purified and biochemical factors helped in the
selection of the three most heat resistant. These were characterized, along with
XynAc_Ec, by biophysical (CD) and structural factors (homology - 1TUX-PDB).
H209N mutant displayed higher thermal stability, catalytic activity and Tm of 71.3
°C. The increase in thermal stability was related to short helices content, salt
bridges, and the positive charge in the catalytic core (published work). Chapter
3 presents results of in silico combination of the three thermostable mutants,
based on structural data (homology - 1TUX-PDB). Q158R / H209N / N257D
showed higher content of bridges interactions and lower RMSF. Therefore,
XynA_Pp, XynA_Ec and H209N are potential enzymes for applied bioprocesses;
and studies in silico suggest that mutant Q158R / H209N / N257D should be
obtained in situ.

Keywords: endo-xylanase, S. cerevisiae, P. pastoris, E. coli, thermalstability,

mutants.
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1. INTRODUCAO

As endo-1,4-B-xilanases sdo enzimas responsaveis pela hidrélise da cadeia
interna da xilana, o principal componente da hemicelulose, produzindo unidades
menores de xilobiose e xilooligossacarideos. A habilidade das endoxilnases hidrolisar
xilana, destacaram-nas como importante enzima para aplicacdes industriais no
tratamento da biomassa residual, branqueamento de papel e producdo de
xilooligossacarideos com importantes funcdes prebioticas. Portanto, dependendo da
aplicacdo final destas enzimas, necessita-se de xilanases capazes de tolerar
ambientes extremos, como elevada temperatura ou pH extremamente &acidos e
basicos. No entanto, nem sempre estas enzimas possuem naturalmente estas
caracteristicas.

O aumento na producdo de enzimas e o melhoramento de caracteristicas
bioquimicas podem ser obtidos por meio de estratégias moleculares, também
denominado de tecnologia de DNA recombinante e engenharia de proteina. Dentre
estas, destacam-se a producdo de proteinas recombinantes heterdlogas,
melhoramento genético por desenho racional ou mutagdo sitio dirigida (MSD); e
evolucéo de enzimas por reacao da cadeia de polimerase propenso a erros (epPCR)
e embaralhamento de DNA, o qual originou-se do inglés DNA shuffling. De acordo
com a caracteristica desejada os mutantes sdo selecionados e estudados para melhor
compreensao do seu potencial biolégico.

Neste sentido, este projeto de Doutorado objetivou inicialmente o
melhoramento genético do gene da endoxilanase do fungo T. aurantiacus (XynA_Ta)
por epPCR apenas. O gene de xilanase clonado em P. pastoris (xynA_Pp) foi doado
por grupo de pesquisa de Biotecnologia de Leveduras, no qual aluna de mestrado
(Fernanda Franco) desenvolveu projeto de clonagem e expressdo em cepa de P.
pastoris, anterior ao trabalho de estudo. Acreditava-se inicialmente que a clonagem e
expressdo de XynA_Tau em S. cerevisiae seria interessante devido ao fato de que o
vetor epissomal de Saccharomyces possui 0 plasmideo natural 2u, o qual confere
também uma origem de replicacdo em E. coli, diferindo-se do vetor de Pichia. Este
altimo plasmideo foi utilizado como molde para amplificagdo e clonagem em S.
cerevisiae (XynA_Sc), seguido de etapa de melhoramento por epPCR.

Problemas relativos a reduzida expressdo de XynA_Sc, aliado a presenca de

dois sitios de mutacdes na sequéncia de aminoacidos (N60D e A221V) da mesma,
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indicaram que realizar estudo de mutacao a partir de um gene naturalmente “mutado”
poderia conduzir a um estudo dificil de ser analisado devido a dificuldades de
comparacdes dos dados. Portanto, estas linhagens de xynA_Pp e xynA_Sc foram
posteriormente expressas durante este trabalho, sendo o protocolo de expresséo de
XynA_Sc estabelecido e o de XynA_Pp executado como determinado em trabalho
anterior. XynA_Pp nao havia sido purificada, o que motivou estudo de purificagao
desta linhagem juntamente com a linhagem deste trabalho, XynA_Sc. Tratavam-se de
construcdes que carregavam naturalmente estes sitios de mutacdes, mas com perfis
completamente diferentes de expressdo. Portanto, estudos de purificacdo e
caracterizacdo bioquimica das linhagens de XynA_ Sc e XynA Pp sdo apresentados
neste trabalho, uma vez que a caracterizacdo da enzima nativa era um dos objetivos
do projeto inicial.

Posteriormente, o gene da xilanase foi clonado em E. coli (XynA_Ec), com as
bases corrigidas por MSD, o qual originou a xilanase nativa corrigida (xynAc_Ec). Este
foi utilizado posteriormente para outras onze reacdes de MSD e dois rounds de
epPCR. Mutantes foram caracterizados frente a condi¢cdes bioquimicas distintas, dos
quais mutantes termoestaveis obtidos por MSD foram selecionados e tiveram dados
biofisicos e estruturais coletados por CD e modelagem molecular. Diante das
dificuldades encontradas no trabalho de expressdo em S. cerevisiae, dada a facilidade
de trabalho com E. coli, tempo reduzido para expresséo, elevado nivel de expressao
e de enzima pura, estes trés mutantes e a nativa foram utilizados para continuacdo do
trabalho de Doutorado, sendo estudos, in silico, de combinacéo destes trés materiais
genéticos representativos dos termoestaveis foram conduzidos para selecdo de
mutantes potenciais para estudos in situ.

Com relagédo aos mutantes em E. coli selecionados, objetivou-se caracterizar
as construcoes frente a fatores bioquimicos, biofisicos e estruturais, assim como
prover estudos in silico a partir da combinagdo dos mutantes pré-selecionados, com
intuito de facilitar etapas posteriores de combinacdo destes materiais genéticos,
contribuindo para economia tempo na bancada e gastos desnecessarios com
reagentes. Por outro lado com as constru¢des em levedura, objetivou-se comparar os
dados bioquimicos das duas linhagens XynA Pp e XynA_Sc contra a nativa em E.
coli, XynA_Ec, com a mesma mutacdo, e checar o efeito de modificacdo pos-

traducional das constru¢des em levedura, comparadas a de bactéria. Trata-se de um
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4. CONCLUSOES

Estes dados coletados mostraram-se bastante satisfatorios, pois foram
revelados fortes fatores estruturais relacionados a estabilidade das xilanases
mutagénicas. De forma geral, todas as estruturas apresentaram um expressivo
aumento no contetdo de interacfes salinas, Q158R/ H209N/N257D mostrou maior
estabilidade durante toda a simulacédo com baixas flutuacdes e de forma geral, todos
apresentaram conteudo de carga positivo ou neutro. Portanto, estes dados nos
sugerem que estas combinacdes (in silico) revelaram construgcdes que podem
apresentar melhoria na termoestabilidade, considerando-se os fatores aqui
investigados. Portanto, estas linhagens sdo possivelmente enzimas potenciais para
estudos in situ, justificando futuro investimento financeiro e de tempo na obtencéo dos

mesmos.

5. REFERENCIAS

AKASAKO, A.; HARUKI, M.; OOBATAKE, M.; KANAYA, S. Conformational stabilities
of Escherichia coli RNase HI variants with a series of amino acid substitutions at a
cavity within the hydrophobic core. The Journal of Biological Chemistry, v. 272, n. 30,
p. 18686—18693, 1997.

AUERBACH, G.; OSTENDORP, R.; PRADE, L.; et al. Lactate dehydrogenase from
the hyperthermophilic bacterium Thermotoga maritima: the crystal structure at 2.1 a
resolution reveals strategies for intrinsic protein stabilization. Structure, v. 6, n. 6, p.
769-781. doi: 10.1016/S0969-2126(98)00078-1, 1998.

BERENDSEN, H. J. C.; POSTMA, J. P. M.; GUNSTEREN, W. F. VAN; DINOLA, A,
HAAK, J. R. Molecular dynamics with coupling to an external bath. The Journal of
Chemical Physics, v. 81, n. 8, p. 3684-3690. doi: 10.1063/1.448118, 1984.

COSTANTINI, S.; COLONNA, G.; FACCHIANO, A. M. ESBRI: A web server for
evaluating salt bridges in proteins. Bioinformation, v. 3, n. 3, p. 137-138. Retrieved
February 16, 2016, , 2008.

COTA, J.; OLIVEIRA, L. C.; DAMASIO, A. R. L.; CITADINI, A. P.; HOFFMAM, Z. B ;
ALVAREZA, T. M.; CODIMA, C. A; LEITE, V. B. P.; PATORE, G.; NETOD, M. O,
MURAKAMI, M. T.; RULLER, R.; SQUINA, F. Assembling a xylanase—lichenase
chimera through all-atom molecular dynamics simulations. Biochimica et Biophysica
Acta (BBA) - Proteins and Proteomics, v.1834, 8, p. 1492-1500, 2013.



117

ELCOCK, A. H. The stability of salt bridges at high temperatures: implications for
hyperthermophilic proteins. Journal of Molecular Biology, v. 284, n. 2, p. 489-502. doi:
10.1006/jmbi.1998.2159, 1998.

FREEDMAN, R. B. Proteins: Structures and molecular properties. Trends in
Biochemical Sciences, v. 10, n. 2, p. 82. doi: 10.1016/0968-0004(85)90239-7, 1985.

KARPLUS, M. & MCCAMMON, J. A. Molecular dynamics simulations of biomolecules.
Nature Structural & Molecular Biology 9, 646—652 (2002).

NATESH, R.; BHANUMOORTHY, P.; VITHAYATHIL, P. J.; et al. Crystal structure at
1.8 A resolution and proposed amino acid sequence of a thermostable xylanase from
Thermoascus aurantiacus. Journal of Molecular Biology, v. 288, n. 5, p. 999-1012. doi:
10.1006/jmbi.1999.2727, 1999.

OOSTENBRINK, C.; VILLA, A.; MARK, A. E.; VAN GUNSTEREN, W. F. A
biomolecular force field based on the free enthalpy of hydration and solvation: the
GROMOS force-field parameter sets 53A5 and 53A6. Journal of Computational
Chemistry, v. 25, n. 13, p. 1656-1676. doi: 10.1002/jcc.20090, 2004.

PRONK, S.; PALL, S.; SCHULZ, R.; et al. GROMACS 4.5: a high-throughput and
highly parallel open source molecular simulation toolkit. Bioinformatics, p. btt055. doi:
10.1093/bioinformatics/btt055, 2013.

SALI, A.; BLUNDELL, T. L. Comparative Protein Modelling by Satisfaction of Spatial
Restraints. Journal of Molecular Biology, v. 234, n. 3, p. 779-815. doi:
10.1006/jmbi.1993.1626, 1993.

STEINBACH, P. J. & BROOKS, B. R. Protein hydration elucidated by molecular
dynamics simulation. PNAS 90, 9135-9139 (1993).

WHITFORD, P. C. ET AL. An all-atom structure-based potential for proteins: Bridging
minimal models with all-atom empirical forcefields. Proteins: Structure, Function, and
Bioinformatics 75, 430-441 (2009).

WOOLFSON, D. N. Core-directed protein design. Current Opinion in Structural
Biology, v. 11, n. 4, p. 464-471. doi: 10.1016/S0959-440X(00)00234-7, 2001.





