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Introducao

Atividade Enziméatica -> Medida da velocidade
Inicial da reacao sob condi¢cOes determinadas

Estabilidade Enzimatica -> Capacidade das
enzimas de ter sua atividade catalitica sob diferentes
condicoes de reacao ao longo do tempo =
associada a sua estrutura 3D

Minimizacado favoravel da area hidrofobica +
Reducao desfavoravel dos estados conformacionais
sobre o enovelamento = Estabilidade.




Introducao

Unfolded
protein
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Figure 17.1 Schematic diagram of a folding energy landscape
(Radford, 2000; from Schultz, 2000).



Aspectos Termodinamicos

Estabilidade das Enzimas

Desnaturado

Estado termodinamicamente mais
estavel em condigoes fisiologicas

Os estados de equilibrio da desnaturacao das proteinas consistem
na alteracao das propriedades fisico quimicas da
solugao de modo a deslocar o equilibrio
— valor da constante de equilibrio.




Aspectos Termodinamicos

CF(U} - CP{N} = ﬂ.Cp >0 > Positiva e constante

AH = AH, + AC, (T~ T)
AG=AH-T-AS=G, -G
AS =ASy + AC, In (T/T)

AG=AH,—-T - A5, + &CP -(T—-Ty)— T - In (T/T,)]

AG =0 > Limite da Estabilidade

AH
T, UL

Temperatura em que 50% das enzimas

ASp, estao desnaturadas
T, is the melting temperature of the protein.



Aspectos Termodinamicos
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Figura 3-1 - Pardmetros termodinamicos para a desnatura¢do de uma proteina. A) Contri-

‘buicido en,tglp.;ca (AH"p.n, linha a cheio) e entropica (TAS®p.x linha tracejada) e B) variacdo .
da energia livre (AG®;.x,) em funcio da temperatura. T,, ¢ a temperatura no ponto médio,
quando 50% da proteina estd desnaturada ( figura adaptada de Pfeil and Privalov. 1976 ’
Biophys. Chem. 4, 4] ). ’ ’



Aspectos Termodinamicos

CP(U] - CP{N} = i‘-Cp >0 > Positiva e constante
AH = AH, + ﬂ.CP (T—T,)

AS =ASy + AC, In (T/T)

AG=AH,—T - ASy+AC, - [(T—Tg)— T - In (T/Ty)]

ﬁG[T] - ’ﬁHm {1 o Tx"erm] o 'ﬂ“cp [{Tm o T} +T-1n {T!’Tm}]
9G/oT] r_ 7= 0= AH,/T,, + AC, - In (T,/T,,)

T =T exp[-AH /T - AC . T de maxima
<= Im€XP | m/ (Lom pl] estabilidade




Desnaturacao Irreversivel

C}&\hidr@nsa 00 quetyg

de higagdes PeDtidicy

tormagdo de ligagge,
intramoleculares
%% agregacio

] . a
‘7___‘ renaturacao
A4 Incorrecta

alteragoes
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alteracoes
nao covalentes




Desnaturacéao Irreversivel

Alteracoes Covalentes

e Quebra das ligacoes peptidicas: contaminacao c/
proteases,pH acido ou alcalino

e Desamidacao dos residuos de asparagina e
glutamina (introduz cargas negativas no interior
da molecula conduzindo a perda da atividade)

Alteracoes Nao Covalentes
e Agregacao (interacoes hidrofobas minimiza
contato com a agua externa -pelos aas

hidrofobos expostos na superficie, que se
agregam)




Desnaturacao Irreversivel

e Inativacao pode seqguir cinética de 1a
ordem, exceto enzimas imobilizadas.

Bl e

~ET=_ Ak Taxa de perda de atividade
t E= atividade enzima , t= tempo,

Integrando Kd = constante de desativagao

FE = ekdt
Ec Eo= atividade no tempo zero

E= atividade no tempo t
k= constante de desativacao




Desnaturacao Irreversivel

Ex. Decaimento da cutinase a
pH 9,2 em diferentes
Temperaturas — pode-se calcular
Kd para cada Temperatura

Kd maior com aumentode T
150 200

Terpo (mmn)

Meia-vida t1/2 =1n 0,5
- Kd

E/Eo= 0,5

no de meia vida — tempo ao fim do qual a enzima perde 50% da atividade



Fatores na Estabilidade

e Temperatura

e pH

e Forca ionica

e Presenca de agentes desnaturantes
e Atividade da agua

e Pressao




Efeito da Temperatura

Desnaturacao por
desdobramento da
Molecula- liberdade
conformacional aumenta

a elevadas temperaturas —
reversivel na zona

de transicao Desnaturado
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Efeito da Temperatura

IMOBILIZACAO:
Tende a aumentar a estabilidade das enzimas.

Enzimas Termoestaveis

Resistentes a desnaturacao termica

eDemanda industrial (mercado ~US$ 250 milhoes)
*Processos mais drasticos

*Organismos termofilicos




Modelo de 3 Estados: Lumry-Eyring

Observed deactivation

kD, obs
rate constant

Ky Ko
N == X - D
1

kp intrinsic deactivation
rate constant

v =Kqgbs * [Elo= Kgobs * (IN] + [U]) K= [U]/ [N]

[E]o=[N]+ U],

V= kd . [U] folding equilibrium constant

HighT,orT>T,:  then [U]» [N],thus K« 1,and k; ; =ks - K
veky - K- N=kyg - [N - (1+K) ighT,orT>T, en [U]> [N], thus K< 1,and kg = k4

or Moderate T, or T< T then [U]<[N], thus K> 1, and k; o =k; - K/(1+K)

kyooo=ky- (K/(1+
dobs = Ka - (K/(1+K)) LowT,or T« Ty  then [U]« [N], thus K> 1,and kg gy, = k4



Efeito do pH

Normalmente valores extremos de pH induzem a
desnaturacao (muito 1 ou muito |).

Alteracao da carga dos aminoacidos da molecula
(anula interacoes eletrostaticas- promove
repulsoes)- 7 dos 20 aas das proteinas alteram
sua carga com variacao do pH

Afeta a estrutura da molecula.




Efeito do pH

Desnaturacao acida (pH |) desaparecimento das
cargas negativas (grupos COOH das Asp e Glu).

Desnaturacao alcalina (pH 1): desaparecimento

das carga positivas- acumulo negativas grupos COOH e nas tirosinas
e cisteinas.

3

C=C(H:0).

Estrutura interna

de uma proteina-
irreversivel aumenta
reatividade

(HQO}: O
'
(H;0):"O=C-{CH,) -




Efeito do pH

—

Efeito na Atvidade

Efeito na Estabilidade




Efeito da Pressao

O efeito da pressao em um processo fisico-
quimico em equilibrio € governado por uma
mudanca de volume no processo (AV).

A aplicacao de pressao faz com que o equilibrio
se deslogue em favor do lado da reacao com
menor volume.




Efeito da Pressao

Interacoes Intramoleculares

o Interacoes ionicas: Proteinas formam pares ionicos que
estabilizam sua estrutura terciaria e quaternaria. A
pressao leva ao seu rompimento.

o Hidratagdo: Deformagao da proteina pela entrada de
agua dentro da molecula.

e LigacOes de hidrogenio: Promove as ligacoes de H,

acarretando em conformagoes flutuantes. Diminui o
tamanho das ligacoes comprimindo a molecula.




Efeito da Pressao

Interacoes Intermoleculares

eProteina-Proteina: Dissociacao de proteinas
oligomericas,fragmentacao da molécula.

eFnzima-Substrato: A ocorréncia de

eletrostricao pode romper o par ionico
entre substrato e enzima.




Efeito da Pressao

(1 bar)
H,0 H,0 H,0
O P
i g lel | O
roH
. subunit “Hi_ subunit J
H,0 H,O H,O
(0.5 ~ 2 kbar)
H,0 H,0 H,0
g L
O H
C'H'-l'
o > < 0
OH
\__Subunit__/ ﬂ HA__subunit

H,0

- presence of cavities within protein

- dissociation of oligomer

- electrostriction

- clathrate formation around
hydrophobic residues



Efeito da Pressao

(~ 5 kbar)
k c" 7 " bt - conformational fluctuations provide
$ S | ; pathways for water to penetrate into cavities
ol - shortening of hydrogen bonds (not in figure)
cH, - swelling of hydrophobic core due to water
LOH ‘_.r“"'f t\‘
/ subunlt _..«*"f HA__subunit )
/ Hilﬁ \
H,0 H,O
(5 ~ 10 kbar)
H,0 H,0 H,0
Hy - formation of molten globule state
Hy CHy - disruption of tertiary structure
- o\ - loss of void spaces within protein

H,0 H,0 H,0




Efeito da Pressao

Termoestabilizacao Induzida por
Pressao

Pressao e Temperatura sao forcas opostas
em termos de entropia.

Aumentando a temperatura leva a desordem enquanto
que aumentando a pressao leva a ordem.

Porém, isso nao € verdadeiro para todas
as proteinas.




Efeito da Forca Ionica

u —> forca ionica — C'Z-z
C; = concentracdo de ion ‘Ll 2 E L“1

Z; = carga ionica

InK = InK" — z¢ - 7 VH
1+ /1

Série de Hofmeister ou Liotrépica
Stabilizing proteins Destabilizing proteins

P
i~

Anions: SO, HPO,.- CH,COO- F-| CF Br NOy I ClO,- SCN-

Kosmotropes | < * | Chaotropes

Cations: Mg>* Li* Na~| K~ NH,~ (CH,),N"

" Destabilizing proteins Stabilizing proteins ]



Qutros

Agentes Desnaturantes

Substancias que causam a desnaturacao das
enzimas- aumentam solubilidade cadeias laterais
da proteina (hidrofobas e polipeptidica)

Na maioria das vezes e reversivel (100%).

Utilizados p/ caracterizacao termodinamica da
desnaturacao.

Ex: cloreto de guanidina e uréia

Atividade da Agua

O nivel e distribuicao de agua residual afeta a
eficiéncia catalitica.

Falta de agua torna a molécula mais rigida e
excesso de agua diminui estabilidade enzimatica
(aw<1- causa rigidez)




Estabilizacao

Naturally occurring
Proteins

Screening Traditional Methods Protein Engineering
Methods

Screening of enzymes Chemical modification

from harsh environments « Immobilization = Rational design
Screening of = Stabilizing additives = Directed Evolution
environmental DNA using = Lyophilization = Computational protein
metagenomics design

Analysis (selection parameters):
Thermostability,
enantioselectivity, substrate
specificity, etc.

e e

Industrially applicable
proteins



Estabilizacao

Metagenomica 0~
Detectar 0 maximo de genes possiveis que VP P O T oty
codifiquem proteinas reconheciveis, e se
possivel, determinar a que grupo oy 'mm
filogenético pertencem DNA
Community Environmental
Método de Sequenciamento shotgun Eam“"“g‘“‘“““"“/ \j"*““'"“"s approach
i Amplify single gene, Restriction digest total DMA and
aleatorio do DNA total clonado de uma o e b e Sotoun seauenes. O
comunidade microbiana encoding 163 rRNA sequence directly (without
cloning) using a high throughput
, ] DHA sequencer
- DNA é fragmentado mecanicamente Sequence and
P . generate tree Assembly and
através de um nebulizador annotation
- Clones sao sequenciados sem qualquer . \
conhecimento acerca da orientagéo dos / L““’”*“( e
fragmentos de DNA .
Sln gle-gene phyi ogenetic tr Total gene pool of the community
9 SequenCiaS Sé.O analisadas pOf 1. Phylogenetic snapshot 1. Id!entiﬁcatinn of all gene categories
computador em busca de sobreposi¢ao fhe commanty 3. Linking of genes to phyiotypes

2. Identification of novel

para organizacao dos fragmentos ohylotypes

sequenciados na ordem correta




Estabilizacao

Engenharia
de Proteinas

Como melhorar a enzima?

, Otimizacao da sequéncia de

aminoacidos

[

- Aumentar ou inverter a seletividade

- Alargar ou estreitar a especificidade
ao substrato

- Alterar o perfil de pH ou temperatura

- Aumentar a estabilidade a
temperatura, ao solvente ...

- Suprimir a inibicdo por substrato ou
por produto

\- Aumentar a eficiéncia catalitica



Métodos
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QO O

Mutant 1 Mutant 2

e e
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Ratianal Protein Design

N

Pratein strechura

'

1. Planning of mutants
2. Site-direcied
mutageness
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Métodos

Mutant

enzymes

Analylics
Protain charactanzation Product analysis
- Substrate range achiral, chiral
- Kinelics
- Stability —
- Enantiosalectivity -
- Sequancing of ganes

% % J% — In vitro-recombination
' (DMA-shuffiing')

insiable  Low enanficselectivity  Low activity S —

Ganas

Negative hd
e |y R

improved mulant enzymes




Métodos

Phenotype Nature of change Detection of mutant
Auxotroph Loss of enzyme in biosynthetic pathway Inability to grow on medium lacking the nutrient
Temperature-sensitive Alteration of an essential protein so it is more heat-sensitive Inability to grow at a high temperature (for example, 40°C)
that normally supports growth
Cold-sensitive Alteration of an essential protein so it is inactivated at low Inability to grow at a low temperature (for example, 20°C) that
femperature normally supports growth
Drug-resistant Detoxification of drug or alteration of drug target or permeability Growth on medium containing a normally inhibitory
o drug concentration of the drug
Rough colony Loss or change in lipopolysaccharide layer Granular, imegular colonies instead of smoaoth, glistening
colonies
Monencapsulated Loss or modification of surface capsule small, rough colonies instead of larger, smooth colonies
Monmotile Loss of flagella or nonfunctional flagella Compact instead of flat, spreading colonies
Pigmentless Loss of enzyme in biosynthetic pathway leading to loss of one Presence of different color or lack of color
Or more pigments
Sugar fermentation Loss of enzyme in degradative pathway Lack of color change on agar containing sugar and a pH
indicator
Virus-resistant Loss of vinus receptor Growth in presence of large amounts of virus



Mutagénese

Normal DNA
replication

- \( DNA

l Transcription

5'-"/ mRNA

Asparagine Stop Tyrosine Tyrosine
codan codon codon codon
l l l l Translation
Faulty Incomplete Mormal MNormal .
protein protein protein protein Protein
Missense Nonsense Silent Wild type

mutation mutation mutation



Mutagénese

Reversao da Mutacéao

Sistemas de Reparo de DNA

Menor viabilidade celular

Analog Substitutes Tor
o

Br GH

H -~ Njﬂ/ H-~. M )JE/ 3
D;\N D;\N
| |
H H

S-Bromouracil Thymine
1a)
HaM
—~H ~H

™

2-Aminopuring

{r=1]

Adenine

Agent Action Result

Base analogs

5-Bromouracil Incorporated like T, occasional faulty pairing with G AT — GC and occasionally GC — AT
2-Aminopuring Incorporated like A, faulty pairing with C AT — GC and occasionally GC — AT

Chemicals reacting with DNA

Mitrous acid (HNOq)

Hydroxylamine (MH=0H)

Alkylating agents

Moncfunctional (for example, ethyl methanesulfonate)

Bifunctional (for example, mitomycin, nitrogen mustards,
nitrosoguanidine)

Deaminates Aand C
Reacts with C

Puts methyl on G; faulty pairing with T
Cross-inks DINA sitands; faulty region excised by DNase

AT - GC and GC — AT
GC — AT

GC — AT
Both point mutations and deletions

Intercalating dyes

Acridines, ethidium bromide

Inserts between two base pairs

Microinsertions and microdeletions

Radiation

Ultraviolet
lonizing radiation (for example, X-rays)

Pyrimidine dimer formation
Free-radical attack on DA, breaking chain

Fepair may lead to ermror or deletion
Repair may lead to error or deletion




Desenho Racional

Cristalografia por Raios X

Estrutura 3D de =) Ressonancia Magnética Nuclear

Proteinas
Modelagem Molecular

1) Clonagem do gene de interesse em um vetor de

DNA de fita simples (bacteriéfago M13)

2) Sintese de um pequeno iniciador (primer)

oligonucleotidico de DNA contendo a alteracao de

base desejada (mutacao)

3) Depois este € pareado com uma fita simples de
Mutagénese DNA contendo o gene-al_\io, sendo este pargamento

... S completo, exceto naregiao de pareamento incorreto

Sitio-Dirigida 4) Em seguida, o oligonucleotideo sintético é

estendido pela DNA polimerase, copiando o restante

do gene

5) A molécula de fita dupla resultante € inserida em

uma célula hospedeira por Transformacao

6) Mutantes s&o selecionados por algum marcador,

como resisténcia a antibiotico



wector

Clone into
single-stranded
Source

Single-strandeaed
— DMNA from M13
phage

with source oligonucleotide

Base-pairing Add synthetic
1 gene with one base

mismatch

>

Extend single
strand with
DMNA polymerase

4

Transformation
and selection

Clons and
select mutant



Exemplo

Artigo: “Estabilizacao da Lipase B de Candida antarctica em Solventes Organicos

Hidrofilicos por Desenho Racional de Ligacées Hidrogénio”, Park, H.J.; Joo, J.C;
Park, K.; Yoo, Y.J; Biotechnol Bioproc Eng 14: 722-728 (2012)

Solventes Organicos
Hidrofilicos:

EtOH, MeOH, Acetona

Desnaturacao

Alteracdo da cinética reacional

Aplicacao: Producao de Biodiesel

i .
Ry— &
H;,c-o—(l)l—la*1 Catalyt 4=90g ™ OH
S A R,—0—LRr,



Exemplo

Artigo: “Estabilizacao da Lipase B de Candida antarctica em Solventes Organicos
Hidrofilicos por Desenho Racional de Ligacoes Hidrogénio”

O que influencia a estabilidade da enzima nesses solventes?

Table 2. Mutational information denved from previous directed evolution studies

Type of Organic solvent Stabilizing factors

Enzyme Mutation solvent stability” Location discussed References
[I{ﬁi’:r:ﬁlflfm' loprotcinase NI23D  50%Ethanol  Two imeshigher  oonl* 'I{';;':i;:ﬁ““ bond L‘*ﬁ?_“ﬁ%‘f
Myceliophthora thermophila g>goN 0% Ethanol  Five times higher E}'jf“ Additional hydrogen i”;‘;af e
Sl bl s amour e S5 feme o
Phospholipase Al [263Q  50%DMSO  Fourfold increase - ; fﬁ:‘;‘::?l“bﬁl . Soor -

'{}rgani{_' solvent stability is compared with that of the wild-type enzyme.

1 Interagoes por ligagdes hidrogénio - As moléculas de agua se
ligariam mais fortemente a superficie da enzima = | quantidade de
agua seria dessorvida = 1 estabilidade enzimatica



Exemplo

Artigo: “Estabilizacao da Lipase B de Candida antarctica em Solventes Organicos
Hidrofilicos por Desenho Racional de Ligacoes Hidrogénio”

O que influencia a estabilidade da enzima nesses solventes?

- Introducao de aminoacidos polares ou carregados (Asp/GIn/Ser/Asn)
- Os residuos alvo devem se localizar na superficie enzimatica

- Os residuos alvo ndo devem estar envolvidos na formacao de
estruturas secundarias (alfa-hélices ou folha-betas).

Assim, alteracdes dos aminoacidos Asp e Asn para Glu e GIn,
respectivamente, nas estruturas voltareversa e alca da superficie
enzimatica alteraria a rede ligac6es hidrogénio, sem afetar a atividade
catalitica das enzimas, ja que a diferenca dos aminoacidos é s6 de um
grupo metila



Exemplo

Artigo: “Estabilizacao da Lipase B de Candida antarctica em Solventes Organicos
Hidrofilicos por Desenho Racional de Ligacoes Hidrogénio”

Modelagem Molecular = Simulacao das Mutacdes

Table 3. Target residue selection using a rational approach

Residue . Secondary Target Residue . Secondary Target
number SASA strluc-:ittﬁl'«:rlir rc?&uc number SASA sil'm.:'r{liu'ma;lir rcsi%uc
f 26.5 Loop 51 0 Helix
17 453 Helix 74 42.8 Loop
49 57.1 Helix 79 0.4 Helix
75 169 Loop 85 2.4 Helix
126 328 Sheet 06 68.4 Loop 0
134 1.8 Turn (loop) a7 6.6 Loop 0
Asp 145 82 Helix Asn 169 41.7 Helix
187 0 Catalytic residue 181 0 Sheet
200 0.6 Turn (loop) 196 46.6 Loop
1223 54.2 Loop 0 | 206 70.7 Turn 0
252 26.6 Helix 209 8.5 Sheet
257 262 Helix 259 29.7 Loop
|EE~5 S0 Turn (loop) O | 264 58.3 Turn O
206 356 Loop 292 71.7 Loop 0

"SASA: solvent accessible surface area. Exposure ratio (%a).

SASA > 50% - Aa na superficie



Exemplo

Artigo: “Estabilizacao da Lipase B de Candida antarctica em Solventes Organicos
Hidrofilicos por Desenho Racional de Ligacoes Hidrogénio”

Modelagem Molecular = Simulagcao das Mutacoes

Table 4. Information of hydrogen bond inferactions between amino acid side-chain and water molecules

w“q type Mumber of _Aw:ragc Average Mutant residuc MNumber of _Avcragc Average
residue hydrogen bonds  distance (A) angle (%) hydrogen bonds  distance (A) angle ()
D223 1.824 164 D223E 1.810 156
[ D263 1956 159 DZ63E 1.896 161 |
NO6 1.840 172 N6 () 1.870 168
L NO7 2.120 141 NYTOQ 2225 149 |
N206 2.105 166 N2060Q) 2270 168
N264 1.983 151 No4() 3 1.957 154
N292 1.770 171 N292Q) 1 1810 166




Exemplo

Artigo: “Estabilizacao da Lipase B de Candida antarctica em Solventes Organicos

Hidrofilicos por Desenho Racional de Ligacoes Hidrogénio”

Modelagem Molecular = Simulagcao das Mutacoes

Table 4. Information of hydrogen bond inferactions between amino acid side-chain and water molecules

w“q type Mumber of _Aw:ragc Average Mutant residuc MNumber of _Avcragc Average
residue hydrogen bonds  distance (A) angle (%) hydrogen bonds  distance (A) angle ()
D223 5 1.824 164 D223E 4 1.810 156
[ D263 7 1.956 159 D2635E 8 1.896 161 |
N9 3 1.840 172 N9 3 1.870 168
L N97 2 2.120 141 NYTQ 4 23725 149 |
N206 2 2 166 N2060) 1 22 168
[ N264 3 @ 151 N640) 3 @ 154 |
N292 | : 171 N292Q 1 . 166




Exemplo

Artigo: “Estabilizacao da Lipase B de Candida antarctica em Solventes Organicos
Hidrofilicos por Desenho Racional de Ligacoes Hidrogénio”

Modelagem Molecular = Simulagcao das Mutacoes

Table 4. Information of hydrogen bond inferactions between amino acid side-chain and water molecules

Wild type Mumber of Average Average Mutant residuc MNumber of Average Average

residue hydrogen bonds  distance (A) angle (%) hydrogen bonds  distance (A) angle ()
[ D223 5 324 @ D223E 3 T8I0
[ D263 1.956 D2635E 1.896

7 g
N96 3 1.840 172 N96Q 3 1.870 168
[ NO7 3 3120 E NOTO 3 3375 49 |
N206 2 2,105 166 N206Q 1 2270 168
[ N264 3 1983 151 N64Q 3 1057 54|
N202 1 1.770 @ N2920) 1 1.810 @L



Exemplo

Artigo: “Estabilizacao da Lipase B de Candida antarctica em Solventes Organicos
Hidrofilicos por Desenho Racional de Ligacoes Hidrogénio”

Modelagem Molecular = Simulagcao das Mutacoes

Fig. 2. Location of mutation sites. Catalytic residues (yellow) and
mutation sites (magenta) are shown as dots and surfaces, respectively.



Exemplo

Artigo: “Estabilizacao da Lipase B de Candida antarctica em Solventes Organicos
Hidrofilicos por Desenho Racional de Ligacoes Hidrogénio”

Geracao de Mutantes e Obtencéao da Enzima

-O gene CalB foi subclonado no plasmideo pPICZalphaA usando as enzimas de
restricao Xhol e Xbarl, e os primers utilizados foram sintetizados

-Mutagénese sitio-dirigida = protocolo QuickChange - PCR

-Transformacéao foi feita em Pichia pastoris X-33 utilizando o método de choque
térmico com LiCl

-Mutantes foram cultivados em meio com glicerol, peptona e ext levedura para
crescimento, e depois com o0 mesmo meio substituindo glicerol por metanol
parainduzir a expressao das lipases

- A lipase foi separada por centrifugacao, concentrada por ultrafiltracéo (30
kDa), e purificada por um sistema cromatografico de troca iénica (FPLC)
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Artigo: “Estabilizacao da Lipase B de Candida antarctica em Solventes Organicos
Hidrofilicos por Desenho Racional de Ligacoes Hidrogénio”

Estabilidade na Presenca de Metanol
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MULBGENESE
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Mutagénese —

Aleatodria
e
Starting DiﬂATemplate

EEad X 4

] I I X
S| == R C—
s i ¥ X X
6 | | LA i X X 1
& e T T XX X
o N Y Y7 Y Y 11X

Fig. 1. Random mutagenesis by error-prone PCR. Mutations are randomly inserted into the DNA sequence under
conditions that reduce the fidelity of Tag DNA polymerase. The number of mutations increase with the number of gene
duplication events, PCR primer binding sites are denoted at the 5" and 3’ of the DNA sequence and random point

mutations are given as “X".

Error-Prone PCR

Método baseado no aumento substancial
na frequencia de introducao de erros da
Tag DNA polimerase. Isso é induzido por:

-Adicao de Mn?* para reduzir a
especificidade do pareamento das bases
- Estequiometria desbalanceada dos
desoxirribonucleotideos trifosfatados para
se obter umaincorporacao errada

- Aumento da concentracdo de Mg?* para
estabilizar os pares de bases nao
complementares

- Aumento da concentracdo da enzima
para aumentar a probabilidade de
elongacao do terminal com iniciador
errado.
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Mutag én_ese —l Error-Prone PCR
Aleatoria

http://www.expasy.org/
Biblioteca de
Genes Mutantes

PDB; http://www.rcsb.org/

Bioinforméatica =y

Se|egé0 —— ngh-Throughput
Screening (HTS)



DNA Shuffling

- Este método é empregado junto com o0s ensaios de selecdo de mutantes
- A molécula de DNA é fragmentada fisicamente (sonicacdo ou por DNAse
1) 2 50-100 bp

- Os fragmentos séao purificados por eletroforese em gel, e sujeitos a 40-
60 rodadas de PCR, mas sem os primers flanqueadores, assim se
autoiniciando, e cadeia de DNA crescendo

- Os fragmentos estendidos se dissociam durante o proximo ciclo de
PCR, e se autoiniciam em um diferente ponto no préximo ciclo

- Depois os produtos completos podem ser recuperados conduzindo
ciclos de PCR com primers com purificacao por eletroforese em gel da
variante amplificada, e a clonagem no vetor alvo.




DNA Shuffling
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Cloning, transformation into
E.coli then screening or selection
for desired function

Drenaturation of fragmenis

Annealing of fragments and
salf-priming in PCR leads 1o
fragment extension and
incorporation of new mutations,
and than teamplate switching

PCR cyches repeated =340 times

Figure 11.4 Procedure for
(McPhersomn, 2000]).
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Artigo: “Evolucao Dirigida de Alfa-amilase Maltogénica de Bacillus sp. TS-25",
Jones, A.; Lamsa, M.; Frandsen, T.P.; Spendler, T.; Harris, P.; Sloma, A.; Xua, F.; Nielsen, J.B.;
Cherry, J.R.; J Biotechnol 134: 325-333 (2008)

Alfa-Amilase Panificacao Retarda o envelhecimento e
Maltogénica endurecimento dos paes
Desnaturacao

Gelatinizacao da

Amilopectina \ / da Enzima
Temperaturas: 52°C - 88°C

pH 5.5 < Acdo enzimatica por 3.5 min =) P30 Branco

oH 4.3 © Acdo enzimatica por 2.2 min ==p P80 de Centeio, e
Pao de Massa Azeda

Aumentar o tempo de acao em pH mais acido
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Artigo: “Evolucao Dirigida de Alfa-amilase Maltogénica de Bacillus sp. TS-25"

Mutagénese Aleatoria: error-Prone PCR

MutacOes foram randomicamente introduzidas no promotor de amilase
bacteriana (BAN) de B. amyloquefaciens e na sequéncia codificadora da
alfa-amilase maltogenica utilizando o error-prone PCR, controlado pela
alteracao da concentracédo de MnCI2 e com a mistura desbalanceada de

nucleotideos.

Biblioteca de genes

Estes fragmentos foram subclonados no plasmideo pHP13amp da E. coli
para criar bibliotecas de mutantes, e depois os plasmideos de DNA
resultantes sao utilizados para transformacéao da B. subtilis através de
High-throughput screening. Isso foi feito porque a eficiéncia de
transformacéao da B. subtilis € mt inferior ao da E. coli.
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Fig. 3. Activity and thermal stability of Novamyl vananis derived from error-
prone PCR libraries (4), relative to wild-type Novamyl (O). The circles
encompass three classes from which variants were selected for shuffling. To
simplify ranking. variants were normalized to wild-type Novamyl which was
arbitrarily set at one for activity and thermal stability.
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Artigo: “Evolucao Dirigida de Alfa-amilase Maltogénica de Bacillus sp. TS-25"

Recombinacao Aleatoria: DNA shuffling

Fragmentacao parcial randomica (600 bp) dos genes mutantes que
apresentaram atividade amilolitica em pH mais acido e temperaturas
mais altas utilizando DNAse I|. Depois para recombinacéo foi realizado o
PCR sem primers.

Produtos corretamente reunidos (promotor BAN e sequencia
codificadora da amilase completos) foram re-amplificados pelo PCR
utilizando primers flanqueadores, clonados no plasmideo pHP13amp
para criar bibliotecas de E. coli recombinadas, que depois eram
utilizadas na transformacao de B. subtilis
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Fig. 4. Activity and thermal stability of selected Novamyl error-prone variants
(%), shuffled variants (Il ). and final selected variants (4A). relative to wild-
type Novamyl (@). To simplify ranking, variants were normalized to wild-type
Novamyl which was arbitrarily set at one for activity and thermal stability.
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Fig. 6. Thermal stability of wild-type Novamyl (4) and selected wariants:
MNM447 (), NM319 (@), NM404 (a). NM398 (=) and NM326 (M ). Puri-
fied samples were incubated for 0, 5, 10, 15, 20 and 25 min at 830°C in the

presence of maltotriose. Time points for varniants are given as a percent of the
initial actavity at time = 0.
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120
100 ® 1
Table 1
Melting temperatures for wit Novamyl and vanant NM447 at pH 4.0 and 5.0
T at pH 4.0 (°C) Ty at pH 5.0(*C)
Novamyl wi 64 83
NM44T T2 93

Incubation time (mMin)

Fig. 6. Thermal stability of wild-type Novamyl (4) and selected wariants:
NM447T (H), NM319 (@), NM404 (a). NM398 (=) and NM326 (K ). Puri-
fied samples were incubated for 0, 5, 10, 15, 20 and 25 min at 830°C in the
presence of maltotriose. Time points for varniants are given as a percent of the
initial actavity at time = 0.
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Fig. 5. Bread performance (staling) of wild-type Novamyl and variant NM447
as measured by firmness. Straight dough at pH 4.5 was supplemented with 15 mg
Novamyl (4}, 3 mg Novamyl (&), 0.5 mg variant NM447 (@), or no enzyme (Il
) (control). Purified enzymes and the no enzyme control were mixed with bread
dough ingredients and allowed to ferment for 20 min at 24 °C. The dough was
baked at 230 “°C for 22 min. Baked samples were tested for initial firmness and
then retested 1, 3 and 7 days after baking.



Aplicacoes Industriais

Enzima Micro-organismo | Propriedade Método Aplicacéo
melhorada
Beta-Glicosidase | Trichoderma Aumento do kcat/Km | Desenho Hidrolise de
reesei e do kcatem 5,3 e Racional celobiose e
6,9 vezes celodextrinas
Lacase Pycnoporus Aumento do Kcat/Km | Evolucao Pré-tratamento de
cinnabarinus em 8000 vezes Dirigida lignocelulosicos,
sintese organica e
bioeletrocatalise
Xylanase XT6 Geobacillus Aumento da Combinados Biobranqueamento
stearo- estabilidade térmica
thermophilus em 52 x, e da
eficiencia catalitica
em 90%
Glicerol Klebsiella Aumento da Desenho Sintese de 1,3-
desidratase pneumoniae estabilidade em Racional propanodiol
relacdo ao pH em 2x
Lipase Geobacillus sp. Aumento da atividade | Combinados Transesterificagédo
NTU 03 em 79 vezes
Pyranose 2- Trametes Aumento da meia- Desenho Alimentos
oxidase multicolor vida de 7,7 min para Racional

10 h, a 60°C




Estabilizacao

Modificacao quimica

Monofunctionally substituted proteins

- Acylated proteins,

- alkylated proteins

- Amidation and guanidination - thermostabilization - replacement of Lys (or His)
residues by Arg resulting in enhanced intramolecular or inter-subunit salt bridges.

Reticulation by glutaraldehyde and other bifunctional agents: diimidates,
disulfonylchlorides. Ex. dimethyl suberimidate (DMS), dimethyl adipimidate (DMA)
and dimethyl 3,3.-dithiobispropionimidate (DTBP).

Grafting to polysaccharides: Glycoproteins have interesting biological properties
along with increased stability to proteolysis, heat, storage and chemical denaturants
[4], which, in many cases, seems to be due to the carbohydrate part of the
molecule. In addition, most glycoproteins have high water solubility. This has

led to covalent attachment of dextran activated by S-triazine, cyanogen bromide or
periodate to protein with high yields.



Estabilizacao

Modificacao quimica

Grafting to polymers: There are relatively few reports on grafting of polymers to
enzymes. In some cases the polymer-attached enzyme shows different kinetic
properties and pH profiles. PVP conjugation with a-D-N-acetyl hexosaminidase
showed increased enzyme stability to proteolytic attack and increased half-life,
however, stability to heat and acid deactivation was similar or even slightly
decreased as compared to native enzyme [4]. Polymergrafted enzymes have been
patented for use in detergents, penicillin hydrolysis and other processes [4].
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Figure 1. Scheme of the chemical modification of enzymes -with: (I) methoxy-
polvethivliene glycol activated with triazine (TZ-PEG); {11} methoxyv-polvethvlene
glycol activated with succinimidyl carbonate (SC-PEG); (111} fatty-acid chlorides.



Estabilizacao

Formulacao
Addition of ligands: substrate, NAD, NADH, substrate analogues

Addition of salts:
- divalent cations on thermostability = 0.1 M
- non-specific ion effects (serie liotropica) > 0.1 M.

Addition of polyols and sugars: It has been shown that addition of sugars
(trealose, glucose, lactose, sucrose) and polyols (glycerol, sorbitol, mannitol,
eritritol, xylitol e adonitol) to aqueous solutions of enzyme strengthens the
hydrophobic interactions among non-polar amino acid residues leading to protein
rigidification and resistance to thermodeactivation. Stabilization effect of these
compounds has been attributed to a positive effect on the water activity of the
medium and a decreased possibility of microbial contamination.

Another class of solutes are novel low molecular weight organic compounds like
mannosylglycerate, di-glycerolphosphate, mannosylglyceramide which have been
identified in thermophilic and hyperthermophilic archaea and bacteria which may
play a role in osmotic and/or thermal adjustment.



Estabilizacao

Formulacao
Addition of DMSO and Glycerol as cryoprotectants: DMSO addition up to
approx. 40% (v/v) led to 100% residual activity after 9 months for malate
dehydrogenase. Glycerol when used as a cryoprotectant gives good results. Lactate
dehydrogenase has been protected from damage during freeze—thawing using
solutes from very dissimilar chemical classes including sugars, polyols, amino acids,
methylamines, and lyotropic salts. These solutes are preferentially excluded from
contact with the protein surface, thereby accounting for their cryoprotective action.

Addition of polyethylene glycols and synthetic polymers: Invertase is stabilized
by incorporation of PEG in solution—an effect that increases with increasing
concentration and chain length of PEG. This is due to increased solvent ordering of
the medium. Studies on the thermal inactivation of glucose oxidase with time in the
presence of PVA, PVP and acetylated PVA has found that PVP has stabilizing effect.
This was explained by the non-specific but significant interactions between the
enzyme and polymer.

Polyethyleneimine (PEI), a cationic polymer, at 0.01-1% (w/v) increased lactate
dehydrogenase storage stability at 36 8C. PEI also prevented aggregation of the
protein during long-term storage. Both high and low molecular weight (ca. 600,000
and 2000, respectively) PEI were equally effective.



Estabilizacao

Formulacao

Addition of miscellaneous additives:
- Tween 20 in a concentration of 0.05% (v/v) has been found to show effective

stabilization of b-amylase.

- Addition of 0.02% (w/v) Triton X-100 to a freshly prepared solution of porcine
pancreatic amylase stabilized the enzyme over a period of 3 h and activated it by
41%. It has been postulated that stabilization occurs due to their binding to the
enzyme-proteins to give an optimally folded and compact barrel motif structure

that gives maximum activity



