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RESUMO

O sistema de expressdo Pichia pastoris tem sido utilizado com sucesso na produgéo de
uma grande variedade de proteinas heter6logas. Esta levedura retine caracteristicas como facil
manipulacdo molecular, crescimento celular rapido, capacidade de realizar modificacfes pos-
traducionais e secrecdo eficiente de proteinas, além de atingir altas densidades celulares com
grande producdo da proteina heterdloga. O objetivo deste estudo foi construir um vetor de
expressao em P. pastoris para producdo de proteina heterdloga, reunindo elementos genéticos
que possibilitem a selecdo de transformantes com multicopias integradas, buscando aumentar
o nivel de expressdo. Nesse sentido, foi utilizado o vetor comercial pPICZaA (Invitrogen) que
teve seu gene de resisténcia Sh ble substituido pelo gene kan®, derivado do transposon Tn
903, alterando a resisténcia ao antibidtico zeocina para o antibiotico G418. Elevadas
concentracdes deste antibidtico podem ser utilizadas para a selecdo de clones com alto
namero de cdpias integradas. Apods troca da marca de selecdo, foram clonados no vetor um
promotor do gene constitutivo glicolitico PGK1 (Ppck1) de P. pastoris, um sinal de secrecdo
fator o de acasalamento de Saccharomyces cerevisiae - com cédons otimizados para P.
pastoris - e um novo sitio maltiplo de clonagem. Para analisar a capacidade de produzir uma
proteina heteréloga, o gene da pré-quimosina B de Bos taurus foi clonado no vetor e mostrou-
se capaz de coagular leite no teste de atividade. Novos elementos genéticos podem ser
clonados no vetor a fim de aumentar a frequéncia de integracdo gendmica, como uma porgao
repetitiva do DNA de P. pastoris - que servira como alvo da integracdo - e o gene defectivo

leu2-d de S. cerevisiae para uso de marca auxotrofica.



ABSTRACT

The Pichia pastoris expression system has been successfully used in the production of a
wide variety of heterologous proteins. This yeast combines characteristics such as easy
molecular handling, rapid cell growth, capacity to carry out post-translational modifications
and efficient secretion. In addition, it can achieve high cell densities with high production of
the heterologous protein. The aim of this study was to create a new P. pastoris vector using
genetic elements that allow the selection of multicopy transformants aiming to increase
heterologous expression. We used the commercial vector pPICZaA (Invitrogen) as a platform
to replace the native Sh ble gene by kan®, derived from transposon Tn5, and, thus, changing
antibiotic resistance from zeocin to G418. High concentrations of the former antibiotic can be
used to select clones with high number of integrated copies. Next, we cloned the promoter of
the constitutive glycolytic gene PGK1 (Ppgk1) from P. pastoris, the o mating factor signal
sequence of Saccharomyces cerevisiae - with codons optimized for P. pastoris - and a new
multiple cloning site. To analyze the ability to produce a heterologous protein, the bovine
chymosin B was cloned and successfully secreted as judged by milk coagulating test.
Furthermore, we began the construction of a new vector based on the auxotrophic leu-2d
marker from S. cerevisiae which should enable the selection of multiple events of integration

in the genome of a LEU2-null strain of P. pastoris.



1 INTRODUCAO

1.1 Pichia pastoris

Pichia pastoris € uma levedura metilotrofica, isto €, capaz de crescer em metanol
como Unica fonte de carbono. E largamente utilizada para producio de proteinas heterologas
devido a algumas caracteristicas importantes como: crescimento em altas densidades celulares
(>130 g¢g/L de peso seco), existéncia de um promotor forte e altamente controlado pela
presenca de metanol, genética molecular semelhante a Saccharomyces cerevisiae, capacidade
de realizar modificacGes pds-traducionais como glicosilacdo e fosforilacao, além de producéo
da proteina recombinante na forma soltvel (CREGG et al, 2000; DALY & HEARN, 2005).

Existem diversas linhagens de P. pastoris o que permite escolher um fendtipo
adequado para cada aplicacdo (Tabela 1). A linhagem SMD1168, por exemplo, é deficiente
para as proteases carboxipeptidase Y e protease B1. Estas caracteristicas sdo particularmente
importantes, pois proteases sdo responsaveis, em alguns casos, pela degradacdo das proteinas
heter6logas. As linhagens KM71, GS115 e a propria SMD1168 sdo mutantes para 0 gene
histidina desidrogenase (HIS4), gerando o fendtipo His’, o que propicia 0 uso de vetores
contendo este gene para transformacéo e selecdo de clones por complementacao auxotréfica
em meio sem histidina. Algumas linhagens, como SMD1165, SMD1168 e GS115,
apresentam a capacidade de utilizar metanol como a linhagem selvagem X-33, fenotipo este
chamado de Mut®. Ja a linhagem MC100-3 ndo possui os genes que codificam para as
enzimas alcool oxidase 1 (AOX1) e alcool oxidase 2 (AOX2) em suas formas funcionais o que

resulta em um fenotipo conhecido com Mut” (DALY & HEARN, 2005).



Tabela 1: Linhagens mais utilizadas de P. pastoris.

Linhagem Gendtipo Fendtipo

X-33 selvagem selvagem

GS115 his4 Mut®, His’

KM71 his4,a0x1::ARG4 arg4 Mut®, His®
SMD1165 his4, prbl Mut®, His", protease deficiente
SMD1168 His4, pep4 Mut®, His",pep4
MC100-3 arg4 his4 aox1::ARG4 Mut’, His

aox2::his4

1.2 Promotores de P. pastoris

P. pastoris possui varios promotores disponiveis, tanto constitutivos como induziveis:
Paox1, Paox2: PrLp1, Ppas, Prexs: Pyer1, Peap, Ptert, Preki, Pici (HARTNER et al, 2008).
Apesar da grande disponibilidade de promotores, os principais sistemas de expressao de P.
pastoris sdo baseados no promotor Paoxi do gene AOX1 que codifica a enzima alcool oxidase
1 (AHN et al, 2007). Esta enzima catalisa 0 primeiro passo da via de oxidacdo de metanol na
qual este alcool é convertido a formaldeido. O uso do promotor Paox: € amplamente
difundido para a expressdo de proteinas heterdlogas por ser altamente regulado e induzido por
metanol (CREGG et al, 2000).

A regulacdo do promotor Paoxi ocorre tanto pela presenca de metanol como pela
auséncia de outra fonte de carbono como glicose, glicerol ou etanol. A transcricdo de sua
proteina é fortemente reprimida na presenca de glicose e, em menor grau, na presenca de
glicerol ou etanol. Na auséncia de fontes de carbono ocorre uma leve desrepresséo da
transcricdo. Ja na presenca de metanol, ocorre uma forte indugdo da transcrigdo. O controle

sobre a inducdo do Paoxi permite a producdo regulada de proteinas heterologas, mesmo que



sejam toxicas para a célula. O controle da expressdo aliado a sua forga sdo os principais
motivos de tamanha notoriedade deste promotor (HARTNER et al, 2008).

A utilizacdo do promotor Paox; para expressdo de proteinas heterdlogas apresenta
também algumas desvantagens ou restri¢des relacionadas ao uso do metanol como: toxicidade
em determinadas concentra¢des; dificil monitoramento e controle da concentra¢do de metanol
em fermentagdes de pequeno porte devido a sua rapida evaporacao; necessidade de troca das
fontes de carbono durante a fermentagéo entre a etapa de crescimento (glicerol) e a de indugéo
(metanol); é inadequado para producgdo de certos alimentos, pois este geralmente é derivado
de fontes petroguimicas; risco gerado pelo armazenamento de grandes quantidades de metanol
em industrias produtoras de proteinas heterdlogas. (PATRICK et al, 2005; AHN et al, 2007).

Promotores constitutivos representam uma alternativa para o promotor Paoxi quando a
proteina ndo é toxica. Por exemplo, o promotor do gene codificador da gliceraldeido 3-fosfato
desidrogenase (Pgap) é fortemente ativo na presenca de glicose. O Pgap pOsSsui a vantagem de
poder ser usado na auséncia de metanol (utilizado como indutor), além de ndo necessitar de
troca da fonte de carbono, 0 que barateia o custo e torna 0 processo menos trabalhoso
(CEREGHINO & CREGG, 2000). Outro promotor constitutivo de P. pastoris é aquele que
controla a expressdo do fator 1-a de elongagio da tradugdo (Prer1), com forca comparavel ao
Pcap €m alguns sistemas de expressao. Este promotor mantém o mesmo nivel de expresséo,
tanto em um ambiente com alta, quanto em um ambiente com baixa concentracdo da fonte de
carbono (AHN et al, 2007).

Estudos realizados por Almeida et al (2005) demonstraram que o promotor
constitutivo do gene da 3-fosfoglicerato quinase (Ppgk1i) proporcionou elevada expressdo
quando utilizado para dirigir a expressdo da a-amilase de Bacillus subtilis em trés distintas

fontes de carbono. O nivel mais elevado de expressdo ocorreu em meio de cultura contendo



glicose como fonte de carbono, seguido glicerol e metanol. Este promotor é uma alternativa

na expressao de proteinas heter6logas que ndo possuam toxicidade para a célula.

1.3 Marcas de selecdo

A manipulacdo de P. pastoris envolve técnicas de genética molecular bem
desenvolvidas. A selecdo de transformantes € feita tanto pelo uso de marcas auxotroficas
como marcas dominantes, todavia, existe um nudmero limitado de marcas de selecdo
disponiveis para os vetores de P. pastoris (CEREGHINO & CREGG, 2000). Plasmideos
contendo marca de selecdo auxotrofica devem conter um alelo do tipo selvagem, permitindo
assim o restabelecimento de determinada via biossintética ap6s transformacdo. Alguns
exemplos de genes utilizados como marca auxotréfica em P. pastoris sdo: HIS4 (histidinol
desidrogenase), @ ADE2  (PR-aminoimidazolsuccino-carboxamida  sintase), = ARG4
(argininosuccinato liase) e URA3 (orotidine-5'-fosfato decarboxilase). Quando vetores que
contenham marcas auxotroficas sdo usados, deve-se escolher uma linhagem com fendtipo
apropriado, por exemplo, a linhagem SMD1168 deve ser transformada com plasmideo que
contenha o alelo HIS4 para restabelecer o fenétipo His® (CEREGHINO et al, 2001).

Marcas de selecdo dominantes geralmente estdo relacionadas a genes que conferem
resisténcia a determinadas drogas. Os genes mais comumente utilizados como marcas
dominantes em leveduras sdo: Sh ble, blasticidina S e kan® que conferem resisténcia as drogas
zeocina, blasticidina e kanamicina/G418, respectivamente. (PATRICK et al, 2005;

PAPAKONSTANTINOU et al, 2009).



1.4 Vetores de expressao

Um tipico vetor de expressdo para P. pastoris deve possuir a capacidade de se
propagar tanto em E. coli (utilizada na construcdo do cassete de expressdao) como em P.
pastoris. Dentre as caracteristicas presentes nestes vetores destacam-se: marcas de selecdo
funcionais tanto para E. coli como para P. pastoris, uma origem de replicacdo bacteriana, um
promotor que dirija a expressdo da proteina heteréloga, um terminador que proporcione uma
eficiente terminacdo da transcri¢cdo, um sitio maltiplo de clonagem para insercdo do gene e
um sinal de secrecdo para a proteina heterdloga (CEREGHINO & CREGG, 2000).

Um dos vetores mais utilizados para manipulacdo genética de P. pastoris é o pPIC9
(Invitrogen®), que apresenta o gene HIS4 utilizado como marca de selecdo de transformantes.
Este vetor também contém gene de resisténcia a ampicilina (para selecdo em E. coli) além do
promotor induzivel Paoxi. A partir do vetor pPIC9 foi desenvolvido o vetor pPIC9K
(Invitrogen®), adicionando-se 0 gene que confere resisténcia a kanamicina (em procariotos)
ou ao seu analogo G418 (em eucariotos). A adi¢cdo desta nova marca de selecdo permite que
os transformantes prototréficos His* sejam selecionados também em meio contendo G418.
Essa marca permite a selecdo em diferentes niveis de concentracdo da droga o que permite
selecionar transformantes que possuam mdultiplas copias do vetor, o que pode favorecer a
obtencéo de altos niveis de expressdo (DALY & HEARN, 2005).

Os vetores pPIC9 e pPIC9K possuem tamanhos de 8,0 e 9,3 kb, respectivamente.
Vetores com esse tamanho ou maiores apresentam alguns problemas como dificuldade nos
passos de clonagem in vitro (SEARS et al, 1998) e diminuicdo na estabilidade de sequéncias
integradas (ROMANOS et al, 1992).

A fim de aumentar a eficiéncia de transformacdo foram desenvolvidos vetores de

menor tamanho. Para tal, foram feitas algumas mudancas como: substituicdo do gene de



resisténcia a G418 pelo gene Sh ble cujo produto confere resisténcia a zeocina; retirada da
regido 3' do gene AOXI, e retirada do gene HIS4, tendo em vista que sua utilizacdo ndo
propicia a selecdo de multicopias integradas. O conjunto destas mudancas gerou vetores que
possuem tamanhos entre 3,3 e 3,6 kb. Um exemplo desta série é o vetor pPICZa
(Invitrogen®) (DALY & HEARN, 2005).

Os vetores da série pPICZa (Invitrogen®) possuem alguns elementos que favorecem a
expressdo heter6loga de proteinas como: sequéncia do promotor AOXL1, induzivel por
metanol; sequéncia com multiplos sitios de clonagem para insercdo do gene de interesse; sinal
de secrecdo do fator o de acasalamento de S. cerevisiae que direciona a secre¢do da proteina
recombinante; marca de resisténcia a zeocina (Sh ble) sob o comando dos promotores TEF1 e
EM7 — para levedura e bactéria, respectivamente — permitindo a selecdo de transformantes
multicépia em P. pastoris; origem de replicacdo para propagacdo do plasmideo em E. coli;
regido terminadora da transcricdo do gene AOX1, que permite um processamento eficiente do
MRNA para aumento de sua estabilidade; e peptideo C-terminal que contém epitopo para o
anticorpo anti-myc e uma cauda Hise. Estes Ultimos elementos podem ser utilizados para
deteccdo e/ou purificacdo da proteina recombinante, desde que estejam na mesma fase de

leitura do gene heterélogo.

1.5 Integracdo de multicopias do vetor

A transformacdo genética de P. pastoris ocorre por integracdo no genoma por
recombinacdo homologa (CEREGHINO & CREGG, 2000). O numero de copias integradas
dos vetores de expressdo afeta a produtividade da proteina, podendo ser um dos pontos

determinantes da producdo. Um alto nimero de cdpias do gene heterdlogo pode levar a um



aumento na producdo da proteina heter6loga, o que desperta o interesse na geracdo de
transformantes com multicopias integradas no genoma da levedura (ROMANOS, 1995).

Dentre as estratégias utilizadas para producdo de clones contendo multicopias
integradas encontram-se, uso de técnicas de transformacéo com esferoplastos, a construcdo de
multimeros dos cassetes de expressdo in vitro, a selecdo de transformantes em altas
concentragdes de antibidtico, a amplificacdo pods-transformacional do vetor, a integracdo
direcionada para loci de DNA repetitivo, como o rDNA, a utilizagdo de marcas auxotroficas
com genes defectivos, além da selecdo com substéncias inibidoras de determinada via
metabdlica, como o 3-amino-1,2,4 triazol (3-AT).

A transformacdo via esferoplastos gera transformantes com ndmero de coOpias
varidveis sendo pequena a proporcdo de clones com alto nimero, o que requer a busca de
muitos clones para identificar transformantes que possuam alto nimero de cépias integradas
(CLARE et al, 1991).

A transformacdo com multimeros envolve a clonagem de vérias copias do cassete de
expressdo no mesmo vetor. Todavia, 0 tamanho desses vetores é aumentado pelas vérias
copias do cassete de expressdo, tornando-os geneticamente instaveis (DALY & HEARN,
2005). Além disso, a construcdo desse tipo de vetor é trabalhosa e seus resultados sdo
limitados, mesmo que sejam feitas varias transformacfes do cassete de expressao utilizando
diferentes marcadores de selecdo (MARX et al, 2009).

Transformantes que apresentam integracdo de multicopias podem ser encontrados a
partir de selecdo em altas concentragcbes de antibioticos, pois a resisténcia a altas
concentragdes de antibiotico pode estar relacionada a um alto nimero de copias do gene de
resisténcia. Com isso colbnias resistentes a altos niveis da droga tendem a possuir um maior

numero de copias do vetor integrado. Este método é eficaz, mas é trabalhoso e menos de 5%



das coldnias resistentes a altas quantidades da droga possui alto nimero de copias do vetor
integrado. Essa quantidade se reduz a 1-2% para colbnias que apresentam mais de 10 vetores
integrados. A grande maioria das colbnias apresenta essa resisténcia por razfes ainda
desconhecidas (ROMANOS et al, 1998).

SUNGA et al (2008) descreveram uma maneira para aumentar o nimero de copias do
vetor em P. pastoris apés a transformacao. Esse método é conhecido como Post-Translational
Vector Amplification (PTVA) e consiste em selecionar, inicialmente, transformantes em
baixas concentracdes de antibidtico como, por exemplo, zeocina ou G418. Col6nias isoladas
sdo, entdo, semeadas em placas com maiores concentragdes de antibiotico. Este gradiente
permite a selecdo de transformantes que sofreram amplificacdo do nimero de cépias do vetor.
O método PTVA gera uma grande quantidade de transformantes com multicépias integradas
do vetor. A proporcao de transformantes que possui 10 ou mais copias do vetor integrado é de
6%.

As sequéncias rDNA presentes no genoma podem ser utilizadas nas estratégias de
integracdo de multicopias de P. pastoris pois encontram-se em grande nimero de cdpias
permitindo, assim, maior um maior nimero de eventos de integracdo. MARX et al (2009)
descreveram a utilizacdo dessas sequéncias, juntamente com o método PTVA. O cassete de
expressao teve como alvo o espaco intergénico ndo-transcrito (do inglés NTS) presente entre
as repeticdes in tandem da sequéncia que codifica os rRNA 28S, 5.8S e 18S. A sequéncia
NTS foi escolhida para que, mesmo com um grande numero de copias integradas no DNA,
nenhum gene fosse comprometido. A sequéncia NTS foi inserida no vetor, de forma que este
tenha como alvo de integracdo o locus do rDNA. Apos transformacéo, selecbes em niveis
crescentes de antibiotico foram realizadas, levando a um aumento no ndmero de copias do

vetor com consequente aumento da producéo da proteina heteréloga.



Marcas auxotréficas também podem ser utilizadas para producdo de transformantes
com alto nimero de cdpias integradas. O metodo utiliza alelos defectivos, que possuem
baixos niveis de expressdo e por isso necessitam estar em grande nimero de copias para que
supram determinada caréncia nutricional. Um exemplo de gene defectivo € o gene leu2-d []
alelo do gene LEUZ2 de S. cerevisiae [] que codifica para B-isopropilmalato desidrogenase (j3-
IPM), responsével por catalisar a terceira etapa da via de biossintese do aminoacido leucina.
O alelo leu2-d possui uma timina na posicdo 863 ao invés de uma citosina e uma dele¢do na
regido 5' que reduz o promotor a apenas 29 pb. Por causa dessa delecdo, o alelo leu2-d so6
pode proporcionar o aparecimento de transformantes prototréficos quando em alto nimero de
copias, como ocorre quando se usa um plasmideo epissomal (YEp) (ERHART &
HOLLENBERG, 1983).

Outro método de selecdo de transformantes com multicopias integradas é baseado no
uso da droga 3-AT, um inibidor da enzima codificada pelo gene HIS3 (imidazol glicerol P-
desidratase) que participa da via de biossintese de histidina. Altas concentragcdes de 3-AT
exigem um grande nimero de cépias do gene HIS3 para selecdo de transformantes de P.
pastoris por complementacdo auxotréfica em meio sem histidina. Esse método pode permitir
o isolamento de transformantes multicopia em apenas uma Unica etapa de selecdo

(MENENDEZ et al, 2000).
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2 JUSTIFICATIVA

Nosso Grupo de Pesquisa utiliza ha varios anos a levedura P. pastoris como
plataforma para expressdo de varias proteinas de interesse biotecnoldgico. Atualmente, os
vetores de expressdo mais utilizados em Pichia sdo patenteados pela empresa Invitrogen, o
que implica no pagamento de licenca de uso comercial a essa empresa em caso de
comercializacdo das proteinas recombinantes produzidas a partir desse sistema. Esse fato
motivou nosso Grupo a desenvolver novos vetores de expressdo para P. pastoris com
caracteristicas inovadoras que permitissem aumentar os niveis de expressdo da proteina
heter6loga e reduzir os custos nas etapas de pesquisa e desenvolvimento.

Baseados nas semelhancas da genética molecular de S. cerevisiae e P. pastoris
buscamos incorporar nos novos vetores algumas caracteristicas genéticas que, quando
combinadas, poderdo levar a um incremento da producdo de proteinas heterélogas. Dentre as
caracteristicas desejadas, destacamos 0 uso de uma marca de selecdo dominante (kan®) que
confere resisténcia ao antibiético G418. Como aspecto inovador do projeto, buscou-se
também o uso de uma marca auxotrofica (leu2-d) que tem como vantagem adicional o fato de

reduzir os custos dos meios de cultura para a producéo.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Desenvolver vetores para a selecdo de eventos de integragdo multicopia em P.

pastoris.
3.2 Objetivos Especificos:

a) Clonar no vetor gene kan® que confere resisténcia a kanamicina/G418.
b) Clonar no vetor o promotor constitutivo Ppgki em substitui¢do ao Paoxi.

c¢) Clonar no vetor uma sequéncia de secre¢do do fator a com cdédons otimizados para

P. pastoris.
d) Clonar no vetor o gene da pré-quimosina B de B. taurus e testar sua atividade.

e) Construir cassete de delecdo para o gene LEU2 de P. pastoris e criar linhagem

leu2.

f) Clonar o alelo defectivo leu2-d de S. cerevisiae.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Material

4.1.1 Microrganismos

e Escherichia coli
DH5a (Gibco BRL): F-¢80lacZAM15 A(lacZY A-argF) U169 recAl endAl hsdR17 (r -,

mg +) phoA supE44 - thi-1 gyrA96 relAl

¢ Pichia pastoris

GS115 (Invitrogen®): his4

Esta linhagem possui um alelo mutante (his4) do gene que codifica para histidinol
desidrogenase para permitir a selecéo de transformantes por complementagéo auxotréfica

em meio minimo sem histidina.

X-33 (Invitrogen®)
Trata-se de uma linhagem isogénica a GS115 sendo prototréfica para o fenétipo His™.
Utilizada para transformacdo com vetores que ndo possuem o gene HIS4 como marca de

selecdo para evitar a necessidade de suplementacdo do meio com histidina.

e Saccharomyces cerevisiae
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RE1006: MATa canl1-100 his3-his3-11,15 leu2-3,112 trp1-1 ura3-52.

4.1.2 Vetores

4.1.3

pPpGEM-T (Anexol)

Vetor de clonagem de produtos de PCR, possui 0 tamanho de 3 kb (Promega®).

pPCV-B
Vetor de clonagem de produtos de PCR construido em nosso Laboratério e derivado

do vetor pBluescript 1l KS com um polilinker contendo sitios para ECORV e Xcml.

pPICZaA (Anexo 2)

Vetor de expressdo para P. pastoris (Invitrogen®).

YEplac195 (Anexo 3)

Vetor epissomal de S. cerevisiae.

Primers

A Tabela 2 relaciona os primers usados nesse trabalho



Tabela 2: Sequéncia dos primers usados neste trabalho.

Primer Sequéncia Sitio
Kan-F1 5'-GCCATGGGCCATATTCAACGGGAAACGTCTTGCTCTAGGC Ncol
CGCGATTAAATTCCA
Kan-R1 5'-GAGGCCTGGGACCCGTGGGCCGCCGTCGGACGTGTTAGAA Stul
AAACTCATCGAGCA
PGK-D10 5-CAGATCTGCGAGGCAAGCATCTACT Bglll
3PROPP-R 5'-GTCGACGCGGCCGCACTAGTCCCGGGGAATTCGGCTTCAGC Sall, Natl,
TTCTCTCTTCTC Spel, Smal,
EcoRlI
5-leud 5'-GAGATCTATATATATTTCAAGGATATACCATTCTAAG Bglll
3-leud 5-GAGATCTGTTTCATGATTTTCTGTTACACC Bglll
PPLEU2-F1 5'-CAGCTGAAGAGTCCAAGTCCAAG Pvull
PPLEU2-R1 5-TGGATCCGGAGATATTATGTTGGTGAAAAGT BamHI
PPLEU2-F2 5-TGGATCCTTGAATTCGAAAGAAAAACTTGTATAAACCTG BamHlI, EcoRlI
PPLEU2-R2 5'-CAGCTGGTGCCATTGGTGGTACTG Pvull
5PP-LOX 5'-AGGATCCATAACTTCGTATAATGTATGCTATACGAAGTTAT BamHI
CCCACACACCATAGCTTCAAAA
3PP-LOX 5-AGAATCCATAACTTCGTATAGCATACATTATACGAAGTTAT EcoRI

ACCTTCTCAAGCAAGGTTTTCAG

Obs: Os sitios de restricdo estdo sublinhados.

4.1.4 Tampdes e solugdes

e Tampéo TE20
Tris-HCI (pH 7,5) 10 mM

EDTA

20 mM

e Ampicilina (500x)
Ampicilina 50 mg/mL

Dissolvida em agua e esterilizada por filtracéo.

14
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Brometo de Etideo

EtBr 10 mg/mL
Tampao TAE (50x)

Tris-Acetato 2M
EDTA 0,05 M
pH 8,0

Tampdao de amostra para gel de agarose (10x)

TAE 20x 50 % (v/v)
Glicerol 30 % (v/v)
Azul de bromofenol 0,25 % (p/v)

Tampao de transformacao |

RbClI 12 g/L

MnCl;-4H,0 9,9¢g/L

Acetato de potassio 30 ml de uma solucdo 1M pH 7,5
CaCl,-2H,0 1,5¢g/L

Glicerol 150 g

Ajustar para pH 5,8 com acido acético 0,2 M. Esterilizar por filtragdo em membrana
de 0,22 um.

Tampéo de transformacéo 11

MOPS 20 mL de uma solugdo 1 M (pH 6,8)
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RbCl 1,2 g/L
CaCl, 11 g/L
Glicerol 150 g

Ajustar pH do MOPS para 6,8 com NaOH. Esterilizar por filtracdo em membrana de
0,22 pm.

Tris-HCI 1,5 M (pH 8,8)
Tris-HCI 18,2 g
Agua destilada (g.s.p) 100 mL

O pH foi ajustado com HCI fumegante.

Tris-HCI 1 M (pH 6,8)
Tris 12,19
Agua destilada (.5.p) 100 mL

O pH foi ajustado com HCI fumegante.

SDS 10% (p/v)
sDS 10g
Agua destilada (g.s.p.) 100 mL
Liticase

Liticase 20 mg/mL (p/v)



Tampéo de amostra 2X
Tris-HCI 1M (pH 6,8)
SDS

-Mercaptoetanol
Glicerol

Azul de bromofenol

Solucéo SE

Sorbitol

EDTA

pH 7,5

200 mM
4% (p/v)
4% (v/v)
20% (v/v)

0,1% (p/v)

09M

10 mM

Tampdo acetato de sédio 0,5 M (pH 5,5)

Acetato de sédio

Agua destilada (g.s.p.)

*Corrigir o pH para 5,5 com acido acético glacial.

Solucéo |
Tris-HCI (pH 8,0)
EDTA (pH 8,0)

Glicose

419

1L

25 mM
10 mM

50 mM

17
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4.1.6

Solucéo 11
NaOH 02M
SDS 1,0%

* Preparar a solu¢do no momento do uso

Solucao 111
Acetato de potassio 3M
Acido acético 2M

pH ajustado para 5,0

Marcadores de massa molecular para DNA

18

Marcador de massa molecular de DNA de fago A digerido com EcoRI e Hindlll

(LEcoRI/HindI11)

Marcador de massa molecular de DNA de fago A digerido com BstEIl (ABStEII)

Meio de cultura

LB (Luria-Bertani)

Extrato de levedura 0,5%
Peptona de caseina 1,0%
NaCl 1,0%

O pH foi ajustado para 7,2. Ao meio solido foram adicionados 1,5% de &gar

bacteriolégico
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e SOB
Bacto-triptona 2,0% (p/v)
Extrato de levedura 0,5% (p/v)
NaCl 0,0584% (p/v)
KCI 0,0186% (p/v)

O pH foi ajustado para 7,2

e SOC
SOB 100 mL
Glicose 20 mM
MgCl, 5,0 mM
MgSO, 5,0 mM

As solucbes de glicose, MgCl, e MgSO, foram preparadas em agua bidestilada e

esterilizadas por filtragdo em membrana Millipore (0,2 pm).

e BMGY
Extrato de levedura 1% (p/v)
Peptona 2% (p/v)
Tampao Asp-Glu (pH 6,8) 5% (v/v)
YNB* 1,34% (p/v)

Biotina 4x10°%



Glicerol 1% (v/v)

*Solucdo YNB 20X (sem aminoécidos)

Yeast Nitrogen Base w/o Amino acids (Difco) 3,4% (p/v)
(N H4)2SO4 10% (p/V)

Esterilizacdo por filtracdo em membrana Millipore (0,2 um).

YPD

Extrato de levedura 1%
Peptona de caseina 2%
Glicose 2%

Ao meio solido foram adicionados 2% de agar bacterioldgico

YPDS

Extrato de levedura 1%
Peptona de caseina 2%
Glicose 2%
Sorbitol 1M

Ao meio solido foram adicionados 2% de agar bacterioldgico

MD (Minimal Dextrose Medium)
YNB 1,34%

Biotina 4x107°%



Glicose 2,0%

Ao meio solido foram adicionados 2% de agar bacterioldgico

21



22

4.2 Métodos

4.2.1 Desenho Experimental

A estratégia geral estd resumida esquematicamente na Figura 1. Nesse projeto, foi
proposta a construcdo de vetores para selecdo de eventos de integragdo multicopia em P.
pastoris, aléem de ferramentas para o desenvolvimento de uma linhagem de P. pastoris com a
mutacdo auxotrofica leu2.

O vetor contendo a marca dominante kan® (resisténcia a kanamicina/G418) foi
concebido para ser construido a partir de modificacbes genéticas no vetor comercial
PPICZaA que possui a marca Sh ble (resisténcia a zeocina). O gene kan" foi obtido por PCR
a partir do vetor pPIC9K (Invitrogen®) usando-se primers que introduzem os sitios de
restricdo para Ncol e Stul em suas extremidades, 0 que permitiu sua subclonagem no vetor
pPICZaA digerido com as mesmas enzimas a fim de substituir o gene Sh ble. A fim de testar
a funcionalidade do cassete de expressdo do gene kan®, o vetor resultante, pPICKa, foi
utilizado para transformar P. pastoris com selecdo de transformantes em G418. Apos o teste
de funcionalidade do cassete de expressdo o vetor teve o promotor do gene AOXI removido
apos digestdo com Bglll e Sall sendo substituido pelo promotor constitutivo do gene PGK1
seguido de uma sequéncia de secre¢do do fator oo com codons otimizados para P. pastoris. O
vetor resultante foi denominado pPICKaPRO. Foi clonado, entéo, o gene da pré-quimosina B
de B. taurus (fragmento Xhol-Notl) que foi utilizado para determinar a eficiéncia do vetor em
produzir e secretar proteina heteréloga. O vetor resultante foi chamado pPICKaCHY M.

Em paralelo, o alelo leu2-d de S. cerevisiae foi obtido por PCR e testado quanto a sua

funcionalidade por transformacéo de levedura leu2. Este alelo podera ser incorporado ao vetor
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pPICKaCHYM. Para testa-lo em P. pastoris, uma linhagem leu2 serd desenvolvida apos
ruptura génica do gene endogeno LEU2. O vetor resultante receberd também a sequéncia do
5S rDNA (clonada no sitio de BamHI) que sera obtida por PCR. A sequéncia do rDNA tera
um sitio de restri¢cdo Unico que permitira a linearizacdo do vetor o que aumenta a eficiéncia de
transformacdo. Serdo feitos testes que indiquem o numero de integracdo em linhagens

transformantes selecionadas por determinacgéo da atividade da pro-quimosina B.

pPICOK
PCR

Gene Eant PGEK1::Fatoro

col/ Stul BglIl/ Sall

Shhble

PPICKax
pPICKaPRO
PPICZad * Transformar P pastoris. ) )
* Transformar P pasioris. *Selecionar tmnsformantes em Quimosina
*Zelecionartransformantes em G412 G418 N . . Xhol/ Notl
*Testar atividade da quimesina.

PPICKCHYM-R  5SrDNA

*Transfonmarlinhagem Jeu’.

*3Selecionarclones Leu™.
*Analizar atividade da quirnosma.

*Cuantificarmiumero de copias. 5. cerevisiae

Figura 1: Estratégia para construcdo do vetor integrativo multicépia.

4.2.2 Cultivo de microrganismos

Bactérias foram cultivadas a 37°C em meio LB enquanto leveduras a 28°C em meio

apropriado para cada experimento.
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4.2.3 Preparacdo de células bacterianas competentes para transformacao por choque
térmico.

O preparo de células de E. coli competentes para choque térmico foi realizado como
descrito por Cohen (1972) Células de E. coli DH5a foram crescidas em 5mL de meio LB e
incubadas a 37°C durante a noite sob agitacdo de 250 rpm. Em seguida, 1 mL do pré-inoculo
foi adicionado a 30 mL de meio LB e essa cultura foi incubada a 37°C sob agitacdo de 250
rpm. Apos atingira ODggonm de 0,2 a 0,3 as células foram coletadas por centrifugacédo a 3000 x
g por 10 minutos a 4°C e ressuspendidas em 10 mL de solucdo 100 mM CacCl, estéril e
gelada. Em seguida, as células foram submetidas a nova centrifugacdo sob as mesmas
condicdes. Por fim, as células foram ressuspendidas em solugdo contendo 1,6 mL de 100 mM
CaCl; e 0,4 mL de glicerol estéril. Aliquotas de 50 pL ou 100 pL, depositadas em tubos de
microcentrifuga, foram utilizadas para transformacao ou armazenadas a -80°C para posterior

utilizacdo.

4.2.4 Transformacao de E. coli por choque térmico

Uma aliquota de célula competente foi utilizada para cada sistema de ligacdo. Células
mantidas a -80°C foram descongeladas no gelo. Em seguida, foram adicionados 10 pL do
sistema de ligacdo as células, e as mesmas foram incubadas no gelo por 30 minutos. Apos este
periodo, as células foram submetidas ao choque térmico, incubando-se a 42°C por 90
segundos, e retornando ao gelo por 2 minutos. Foram adicionados 800 pL de meio LB ao
sistema que foi incubado a 37°C por 1 hora. O plagueamento foi feito em meio LB agar com
antibidtico adequado. Apds transformacdes as placas foram incubadas a 37°C por periodo

aproximado de 16 h.
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4.25 Preparacdo de DNA plasmidial em pequena escala (miniprep)

A extracdo de plasmideos em pequena escala foi feita de acordo com SAMBROOK et
al, 2001 com adaptacdes. Uma colbnia de bactéria foi incubada em 5 mL de meio LB
contendo o antibidtico adequado e cultivada a 37°C por 18 horas. Estas células foram
coletadas atraves de centrifugacdo a 12.000 x g por 2 minutos a temperatura ambiente,
descartando-se o sobrenadante. O sedimento foi ressuspendido em 200 pL de solugdo I, e em
seguida adicionou-se 360 pL de soluc¢do II recém-preparada. A amostra foi homogeneizada
por inversdo suave do tubo. Apds incubacdo por 5 minutos a temperatura ambiente, foram
adicionados 300 uL de solugdo III gelada ao lisado, procedendo-se nova homogeneizacéo por
inversdo do tubo. A amostra foi entdo incubada no gelo por 5 minutos e centrifugada a 12000
X g por 5 minutos a 4°C. O sobrenadante foi transferido para outro tubo, sendo adicionados
750 uL de isopropanol. A solucdo foi homogeneizada por inversdo e submetida a uma nova
centrifugacdo a 12000 x g por 5 minutos a 4°C. O sobrenadante foi descartado e o precipitado
ressuspendido em 200 pL de solugdo TE. Foram entdo adicionados 110 puL de acetato de
amonio 7,5 M seguindo-se centrifugacdo a 12.000 x g por 10 minutos (4°C). O sobrenadante
foi recuperado em um tubo novo sendo adicionados 750 uL de etanol 100% gelado. A mistura
foi centrifugada a 12.000 x g por 5 minutos a temperatura ambiente. O precipitado foi lavado
(sem ressuspender) com 1 mL de etanol 70% gelado. Apds secagem por exposi¢cdo ao ar, o

precipitado foi ressuspendido em 50 uL de agua e RNAse A (20 ug/mL) e incubada a 37°C

por uma hora. O DNA plasmidial foi estocado a -20°C até o0 uso.
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4.2.6 Preparacdo de DNA plasmidial em média escala (midiprep)
O DNA plasmidial foi extraido utilizando o kit Qiagen Plasmid Midi (Qiagen), de

acordo com as orientagOes do fabricante.

4.2.7 Digestao de DNA com enzimas de restricao

As digestdes foram realizadas conforme instrucdes dos fabricantes das mesmas. O
tempo de incubacdo, os tampdes, as temperaturas de reacdo, as concentracbes de DNA e
enzima variavam de acordo com o material a ser digerido e a eficacia da enzima. Geralmente,
foram utilizadas 10 U de enzima para cada 5 pg de DNA seguindo-se incubagéo a 37°C por

2h. O volume da enzima néo ultrapassou 10% do volume final da reacéo.

4.2.8 Precipitacdo de DNA

Foram adicionados 0,3 M de acetato de sodio e 2,5 volumes de etanol 100% gelado ao
DNA. Apds a incubacdo a -20 C durante a noite, a amostra foi submetida a centrifugacéo a
1.200 x g por 30 minutos a 4°C. O sobrenadante foi descartado e foi adicionado 1 mL de
etanol 70% e novamente o material foi centrifugado a 1,200 x g por 15 minutos a 4°C, o
sobrenadante foi descartado. O precipitado foi seco e ressuspendido em 10 pL de agua Milli-

Q e armazenado a 20°C

4.2.9 Analise eletroforética de DNA
A eletroforese em gel de agarose utilizada para analise dos fragmentos de DNA foi
feita de acordo com SAMBROOK et al, 2001. O gel é composto por agarose na concentragcdo

de 1,0% (p/v) e por tampéo de corrida TAE 1X com brometo de etideo, na concentracao final
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de 0,5 pg/mL. As amostras ¢ os marcadores moleculares foram aplicados no gel e submetidos
a eletroforese com voltagem ajustada entre 1 a 5 VV/cm. Para visualizacdo das bandas de DNA,

o gel foi exposto a luz ultravioleta.

4.2.10 Sistema de ligacéo

Os sistemas de ligacdo foram realizados com raz&o molar entre vetor e inserto de 1:3 a
1:10. Utilizou-se a enzima T4 DNA Ligase (New England Biolabs) juntamente com os
tampdes de reacdo fornecidos pelos fabricantes. Os sistemas foram incubados a 16°C por 16

h.

4.2.11 Eluicéo de fragmentos de DNA

Ap0s digestdo dos vetores com enzimas de restricdo apropriadas, fragmentos de DNA
contendo sequéncias de interesse foram aplicados em gel de agarose e submetidos a
eletroforese. Os fragmentos de DNA de interesse foram recortados do gel com lamina de
bisturi de aco carbono estéril (Wiltex plus) e purificados com o kit QIAquick Gel Extraction

(Qiagen), segundo recomendacdes do fabricante.

4.2.12 Purificacéo e clonagem dos produtos de PCR

A purificacdo dos produtos de PCR foi realizada com o kit Pure link PCR Purification
Kit (Invitrogen®). A quantificacdo do produto de PCR purificado foi realizada em gel de
agarose 1,0% por comparagdo de intensidade de bandas com DNA de concentragdo
conhecida. Apds ligacdo dos fragmentos de PCR com o vetor de clonagem foram realizadas
transformacdes de células competentes de E. coli DH5a. Os transformantes foram plaqueados

em meio LB &gar contendo ampicilina e X-gal. Foram selecionadas colonias transformantes
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brancas para mini-preparacao plasmidial com o kit DNA Purification SystemWizard® Plus SV

Minipreps (Promega®).

4.2.13 Transformacao em P. pastoris

O protocolo de transformacéo de P. pastoris foi uma adaptacdo daquele descrito por
Scorer et al. (1994). Células da levedura P. pastoris foram crescidas em meio YPD agar até o
aparecimento de colénias isoladas. Foi realizado um pré-in6culo com 10 mL de YPD em
frasco Erlenmeyer de 125 mL utilizando uma col6nia isolada de levedura. O pré-indculo foi
incubado a 30°C durante a noite. No dia seguinte, foi medido a ODggonm do pré-indculo e
calculado o volume a ser utilizado para o indculo levando em consideracdo o tempo de
geracdo de 2 horas. O volume de células suficiente para atingir a ODggonm de 1.3 no horério
programado foi adicionado a 200 mL de YPD em frasco Erlenmeyer de 1 L. Quando o
indculo atingiu o crescimento esperado, fez-se uma incubacgdo no gelo por 15 minutos para
cessar 0 crescimento. As células foram coletadas por centrifugagcdo a 1500 x g por 5 min a
4°C. O precipitado foi ressuspendido em 200 mL de &gua gelada. Foi realizada outra
centrifugacdo nas mesmas condigdes anteriores e o precipitado ressuspendido em 100 mL de
agua estéril gelada por 2 vezes. Ap6s mais uma centrifugacdo nas mesmas condicBes as
células foram ressuspendidas em 10 mL de sorbitol 1 M gelado. Foi centrifugado novamente e
as células ressuspendidas em 500 pL de sorbitol gelado. As células foram separadas e,
aliquotas em tubo Eppendorff e mantidas no gelo até a utilizagdo. Foram misturados 80 puL de
célula com aproximadamente 10 pug de DNA linearizado (ressuspendido em agua). A mistura
foi colocada em cubetas de 0,2 cm e incubada por 5 minutos no gelo. A eletroporacdo foi
realizada com os seguintes parametros: 1500 V, 25 uF, 400 Q. Imediatamente apds o choque

foi adicionado 1 mL de sorbitol gelado na cubeta e o conteddo transferido para tubo estéril de
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1,5 mL. Seguiu-se incubacdo a 30°C sem agitagéo por 1 hora e foram plaqueados de 50 a 200
ML do sistema de transformagdo em YPDS contendo 250 pg/mL G418. As placas foram
incubadas por no maximo 4 dias até o aparecimento das coldnias. Foram selecionados clones

para posterior analise.

4.2.14 Extracdo de DNA total de levedura

O protocolo usado foi uma adaptacdo de BURKE et al (2000). Uma coldnia de
levedura foi inoculada em 3 mL de meio YPD e cultivada a 28°C por cerca de 24 horas. 400
pL dessa cultura foram adicionados a 40 mL de meio YPD em frasco tipo Erlenmeyer de 250
mL. Seguiu-se o cultivo por 24 horas sob agitacdo a 28°C. Depois do crescimento as células
foram coletadas por centrifugacdo a 3.000 x g por 5 minutos a temperatura ambiente e
ressuspendidas em tampdo SE. Em seguida, 100 pL de solucédo de liticase foram adicionados
a amostra incubando-se por 1 hora a 37°C. Centrifugou-se a suspensdo (3.000 x g por 5
minutos a temperatura ambiente), ressuspendeu-se as células em 3 mL de tampdo TE20 e
adicionou-se 0,5 mL de SDS 10% . A mistura foi incubada por 30 minutos, quando recebeu
acetato de potassio 5M (pH 8,9) e foi incubada no gelo por 30 minutos. Centrifugou-se a
suspensdo (10.000 x g por 10 minutos a 4°C) e o precipitado foi descartado. Ao sobrenadante
foi adicionado um volume de clorofane e ap6s homogeneizacdo gentil, a mistura foi
centrifugada a 3000 x g por 10 minutos. A fase aquosa, € menos densa, foi recolhida para um
novo tubo, recebendo 2,5 volumes de etanol 100%. Ap0s ser incubada a temperatura ambiente
por 5 minutos, a mistura foi centrifugada a 10.000 x g por 15 minutos a 4°C. Depois da
centrifugacdo, o precipitado foi lavado com etanol 70% e ressuspendido em 0,5 mL de
tampdo TE mais 5 pL de RNAse A (10 mg/mL), ap0s ser secado por exposicao ao ar. O DNA

total de levedura foi guardado a 4°C para uso ou a -20°C para estoque.
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4.2.15 Expressao heterologa em P. pastoris e teste de atividade

Clones transformantes e controle negativo (P. pastoris linhagem X-33) foram
crescidos em meio BMGY por 48 horas sob agitacdo (200 rpm) a temperatura de 28°C. Apds
crescimento uma aliquota foi centrifugada e 1 mL de sobrenadante foi recolhido para teste de
atividade enzimatica. A enzima foi convertida para sua forma cataliticamente ativa, pro-
quimosina, a partir de um processo de acidificacdo/neutralizacdo. O pH do sobrenadante foi
ajustado para 2,0 e incubado por 15 minutos a temperatura ambiente. Em seguida o pH foi
ajustado para 6,3 e incubado por mais 1 hora para posterior teste de coagulacdo. A solucdo de
leite utilizada no teste é composta por 100 mg/mL de leite em pd dissolvido em &agua
destilada, com 0,15 mM CaCl,. Para o ensaio enzimético, 5 mL de leite foram incubados por
5 minutos a 37°C, em seguida foi adicionado 1 mL do sobrenadante contendo a enzima
quimosina ativada e analisou-se o efeito de coagulacdo do leite pelo tempo de 15 minutos a

37°C.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Construcdo de vetor com marca dominante kan®

Com o objetivo de construir um vetor com uma marca de selecdo que conferisse
resisténcia a antibiético tanto em levedura quanto em bactéria, foi selecionado o gene kan®
(derivado do transposon Tn 903) uma aminofosfotransferase. Este gene confere de resisténcia
ao antibidtico kanamicina (em E. coli) e ao seu analogo G418 (em P. pastoris) atuando sobre
a subunidade menor do ribossomo causando erros na traducéo e inibicao da translocagéo.

O gene kan® foi obtido por PCR. Para tal, utilizou-se a DNA Polimerase de alta
fidelidade Phusion (Finnzymes), os primers Kan-F1 e Kan-R1 e, como DNA molde, o vetor
pPICIK (Invitrogen®). O primer Kan-F1 foi desenhado de tal forma a alterar o nucleotideo
+4 da sequéncia codante do gene kan” com o objetivo de criar um sitio de restricdo para Ncol
a fim de facilitar o processo de subclonagem no vetor de Pichia. O primer Kan-F1 altera,
pois, o0 segundo residuo de aminoacido da proteina de serina para glicina. Foi esperado que
esta mudanca ndo alterasse significativamente a funcdo da proteina por estar localizada
préxima da extremidade N-terminal. Uma segunda alteracédo foi feita no nucleotideo +33, mas
trata-se de uma mutacao silenciosa, pois o cddon original, UCU, que codifica para serina, foi
alterado para UCG, que codifica para 0 mesmo aminodacido. Esta alteracdo foi feita com a
finalidade de eliminar um sitio de restricdo para Xhol (CTCGAG) o qual é importante para a
clonagem do gene heterdlogo no sitio de maltipla clonagem do vetor. Ja o primer Kan-R1 se
anela na regiso 3' do gene kan® presente no vetor pPICIK e amplifica 34 pb correspondentes
ao inicio do terminador do gene CYC1 até o sitio Stul. A Figura 2 mostra a sequéncia do

amplicon de ~850 pb, resultado da PCR.
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Figura 2: Sequéncia primaria e traducdo conceptual do amplicon contendo o gene kan®. As

mutagBes nas posicdes +4 (A—G) e +33 (G—T) estdo destacadas em vermelho. A sequéncia do

terminador da transcri¢cdo do gene CYCL1 estdo em azul. Os sitios de restri¢do estdo sublinhados.
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A amplificacdo do gene gerou um fragmento de ~850 pb, conforme pode ser visto na
Figura 3. Este foi purificado e ligado ao vetor de clonagem pBluescript 1l KS. O sistema de
ligacdo foi usado para transformacdo por choque térmico de E. coli DH5a, seguindo-se de
selecdo em meio contendo X-gal e o antibiotico ampicilina. Duas col6nias brancas foram

escolhidas para extracdo de DNA plasmidial (miniprep).
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- 1,650
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Figura 3: Andlise eletroforética da amplificacdo do gene Kan®. Pogos 1, 2, 3 e 4: produto de
amplificacdo do gene Kan® derivados de quatro amplificacdes diferente. Pogo 5: marcador 1 Kb Plus
DNA ladder (Invitrogen®).

A fim de verificar a presenca do inserto, bem como sua integridade, o DNA extraido
de 2 clones selecionados foi digerido com as enzimas de restricdo Ncol ou Stul. Ambas as
enzimas possuiriam apenas um sitio de restricdo no vetor resultante, portanto, quando
digerido com apenas uma enzima, o vetor seria linearizado enquanto que, ao ser digerido com

ambas as enzimas, o vetor liberaria fragmentos de ~850 pb e ~3,0 kb. A digestdo com Stul,
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embora parcial (Figura 4, pocgo 3), permitiu a liberagdo de um fragmento de ~850 pb quando

a digestdo dupla foi realizada (Figura 4, pogos 1 e 4).

bp
=12,000

-5,000

Figura 4: Analise eletroforética do perfil de restrico da clonagem do gene Kan® em pBluescript
I KS. Poco 1: pBluescript 11 KS + kan® digerido com Ncol + Stul; Pogo 2: pBluescript I KS + kan®
digerido com Ncol; Poco 3: pBluescript 11 KS + kan® digerido com Stul; poco 4: pBluescript 11 KS +
kan® digerido com Ncol + Stul ; Poco 5: marcador 1 Kb DNA Plus ladder; Poco 6: pBluescript 11 KS

+ kan® intacto.

Apos confirmagdo da clonagem, um plasmideo selecionado foi digerido com as
enzimas Stul e Ncol, e, em seguida, o gene kan® foi purificado e subclonado no vetor
pPICZaA. Para que o vetor pPICZaA recebesse o gene de resisténcia, o mesmo foi
previamente digerido com Stul e Ncol produzindo extremidades complementares para a
ligacdo apos a liberacdo do gene Sh ble (que confere resisténcia a zeocina). Apdés ligacdo e
transformacdo de E. coli seguiu-se selecdo em meio contendo kanamicina. Um clone
selecionado foi digerido com Stul e Ncol a fim de confirmar a clonagem. O vetor resultante,

denominado pPICKa, possui ~4 kb e seu desenho esquematico é representado na Figura 5.
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BstBl (934)

pPICKalfa
4034 bp

Stul (3009)
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Xbal (1272)

KanR
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Ncol (2162) pTEF1

EM7

Figura 5: Desenho esquematico do vetor pPICKa.

O vetor pPICKa foi amplificado e usado para transformacéo da levedura P. pastoris
X-33 por eletroporacdo. Os transformantes foram crescidos e selecionados em meio YPD
suplementado com G418 (250 pg/mL). Alguns transformantes tiveram o DNA gendmico
extraido, com posterior realizacdo de PCR com Os primers Kan-F1 e Kan-R1para comprovar
a presenca do gene kan" integrado. A Figura 6 mostra que todos os clones analisados

possuiam em seu genoma o gene kan".
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Figura 6: Analise eletroforética da amplificacdo do gene kan® a partir de DNA gendmico de P.
pastoris transformada. Pocos 1, 2, 3, 4, 5 e 6: produto de amplificacdo do gene kan" de seis

diferentes transformantes; Poco 7: marcador de DNA AEcoRI/Hindlll.

ApoOs construcdo do vetor pPICKa, buscou-se a clonagem de um cassete que
promoveria a substituicdo do promotor Paoxi pelo promotor Ppcki além da substituicdo da
sequéncia de secrecdo do fator o de acasalamento de S. cerevisiae por uma versao com
cddons otimizados para P. pastoris construida em nosso laboratério. Além disto, um novo
polilinker contendo sitio para maultiplas clonagens (MCS) foi adicionado. Esse cassete foi
denominado PGK1::Fator o e sua sequéncia € mostrada na Figura 7.

O cassete PGK1::Fator oo contém 618 pb do promotor PGK1 de P. pastoris que
incluem alguns sitios de restricdo: Pvul, Sacl e Xbal. Estes sitios Unicos sdo Uteis para a
linearizagdo do vetor a fim de facilitar a integragdo homologa por adi¢do no locus PGK1 de P.
pastoris. O cassete contém, ainda, 267 pb da sequéncia sinal do fator o de S. cerevisiae com
cddons otimizados para P. pastoris. Embora se tenha mantido sequéncia original de residuos
de aminoéacidos original, a sequéncia otimizada com cddons preferenciais de P. pastoris visou

contribuir para uma eficiente tradugdo/secrecdo da proteina heteréloga. Como resultado da
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otimizacdo dos codons, manteve-se o sitio original de Xhol, que permite a clonagem de genes
em fase com o peptideo sinal, e a eliminagdo de um sitio de Hindlll presente na sequéncia
original. A vantagem do sitio de Xhol é que ele se encontra antes dos sitios para as proteases
Kex2p e Stel3p, dessa forma, no processo de clonagem, as sequéncias do gene heterélogo
podem reconstituir esses sitios 0 que permite o processamento da proteina por estas proteases

gerando um N-terminal com o amino terminal desejado.

AGATCTGCGAGGCAAGCATCTACTAATGTTTATTTTTCGTCCAACCTAATTGTGGTTTCA
BglII
AAGCGCTATCAGGTGGGGGGTAAGAGGAATGTGAGTGGAAAGCGAARATAACTGGCAGCT

GGGGTCAGATCCCGTGATGCCACCTCTTGTGGTATTTTGAAACGCGTGTTGCGATTGGCC

GCGAGAACGGAAAGGAATATATTTACTGCCGATCGCATTTTGGCCTCARATARATCTTGA
Pvul

GCTTTTGGACATAGATTATATGTTCTTTCTTGGAAGCTCTTTCAGCTAATAGTGRAAGTGT
TTCCTACTAAGGATCGCCTCCARAACGTTCCAACTACGGGCGGAGGTTGCAAAGARAACGG
GICTCTCAGCGAATTGTTCTCATCCATGAGTGAGTCCTCTCCGTCCTITTCCTCGCGCCTG

GCAATAARAGCCTCCTTCGGAGGAGCTCCGTCTAGAGRAATAATTGCTGCCTTTCTGACTTT
SaclI Xbal
CGGACTAGCGCCAACCGCGAACCACACCACCACACCATCACTGTCACCCGTCATAGTTCA

TCCCTCTCTCCTTATAAAGCATCTAATAGGTTCCACAATTGTTTGCCACAAARATCTCTT

AGCATAGCCCAATTGATTACGAAATTCGAAACGATGAGATTCCCATCTATCTTCACTGCT
BstBI
GTTTTGTTCGCTGCTTCCTCTGCCTTGGCTGCTCCAGTTAACACCACTACTGAGGACGAG

ACTGCTCAGATCCCAGCCGAGGCTGTCATTGGATACTCTGACTTGGAGGGAGATTTCGAT
GTTGCTGTTTTGCCATTCTCCAACTCTACCAACAACGGTTTGTTGTTCATTAACACCACC

ATCGCTTCTATCGCTGCCAAGGAGGAGGGTGTCTCTCTCGAGAARGAGAGAAGCTGAAGCC
Xhol

GRAATTCCCCGGGACTAGTGCGGCCGCGTCGAC
EcoRI Smal Spel NotI Sall

Figura 7: Sequéncia do cassete PGK1::Fator a. Em vermelho, as sequéncias do promotor Ppgk; de
P. pastoris; em azul, o sinal de secrecdo do fator o de S. cerevisiae com cédons otimizados para P.

pastoris; em preto, o0 MCS. Sitios de restrigdo relevantes estdo sublinhados.
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Apos a sequéncia sinal, encontra-se um novo MCS com sitios para EcoRI, Smal, Spel,
Notl e Sall. Com excecéo de Smal, que esta presente no gene kan®, todos os outros sitios s&o
unicos no vetor. Em suas extremidades, o cassete PGK1::Fatora. contém sitios para Bglll e
Sall para subclonagem no vetor pPICKa. Nesta subclonagem, todo o polilinker original do
vetor pPICZaA, assim como o tag c-myc, foram substituidos. Manteve-se, contudo, as
sequéncias originais do His tag caso se deseja adicionar uma cauda de 6 histidinas no C-
terminal da proteina. Nesse caso, 0 gene subclonado ndo deve possuir stop codon para que a
sequéncia His tag seja traduzida.

Os fragmentos correspondentes ao promotor Ppgki € fator o de acasalamento foram
obtidos usando-se como molde outros vetores construidos no nosso laboratorio. O promotor
Peck1 foi amplificado com os primers PGK-D10 e PGK-RZ, enquanto o fator a com os
primers 5PROPP-F e 3PROPP-R. As Figuras 8A e 8B mostram a analise desses fragmentos
em gel de agarose, onde sdo observados fragmentos com os tamanhos esperados de 618 pb
(Ppek1) € 267 pb (fator a), respectivamente. Os fragmentos foram entdo digeridos com a
enzima de restricdo BstBlI e ligados. O sistema de ligacdo foi utilizado como molde para uma
PCR na qual foram utilizados os primers PGK-D10 e 3PROPP-R. O fragmento amplificado
de ~0,9 kb (Figura 8C) foi entdo clonado no vetor pPCV-B. Células de E. coli DH5a. foram
transformadas com o sistema de ligacdo e, apds selecdo em meio contendo X-gal e o
antibiotico ampicilina, realizou-se extracdo do DNA de algumas colénias brancas seguindo-se

digestdo com as enzimas Bglll e Sall.
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Figura 8: Andlise eletroforética da amplificagio do promotor Ppck; e do fator a de
acasalamento. A) Pogo 1: produto de amplificacdo promotor Ppgky; Pogo 2: Marcador de DNA 100
pb (Fermentas). B) Poco 1: Marcador de DNA 100 pb (Fermentas); Poco 2: produto de amplificacéo
do fator o de acasalamento. C) Poco 1: marcador de DNA A EcoRI/Hindlll; Pogo 2: produto de

amplificacdo do cassete PGK1::Fator a.

O resultado da digestdo de um clone selecionado mostrou a liberacdo do cassete
PGKZ1::Fator a, que possui o tamanho aproximado de 0,9 kb (Figura 9A). Este fragmento foi
purificado e subclonado no vetor pPICKa, digerido previamente com as mesmas enzimas.
Quando digerido com Bglll e Sall, o vetor pPICKa libera dois fragmentos, um de ~1,3 kb,
contendo o promotor Paoxi, O fator a € 0 sitio multiplo de clonagem, e outro, de 2,7 kb, que

foi purificado (Figura 9B).
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Figura 9: Andlise eletroforética do perfil de restricdo da clonagem do cassete PGK1::Fator a no
vetor pPCV-B. A) Pogo 1: vetor pPCV-B + PGK1::Fator a intacto; Poco 2: vetor pPCV-B +
PGKZ1::Fator a digerido com Sall + Bglll; Po¢co 3: marcador de DNA A EcoRI/Hindlll. B) Pogo 1:
marcador de DNA A EcoRI/Hind I1I; Poco 2: pPICKa digerido com Bglll + Sall; Poco 3: pPICKa
intacto.

O fragmento de 2,7 kb eluido foi ligado ao cassete PGK1::Fator o purificado. O
plasmideo resultante de ~3,6 kb foi denominado pPICKaPRO e seu desenho esquematico esta

representado na Figura 10.
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Figura 10: Desenho esquematico do vetor pPICKaPRO.

Para testar o vetor pPICKaPRO em P. pastoris, foi feita a clonagem do gene da proé-
quimosina B de Bos taurus. O gene da pré-quimosina B foi escolhido para que a expressdo
desta enzima em P. pastoris servisse como indicador da capacidade do vetor de produzir uma
proteina heteréloga e posteriormente sua eficiéncia em aumentar a expressao em decorréncia
de integracdo em multiplas cdpias no genoma. A escolha dessa enzima deveu-se ao fato de
despertar interesse biotecnoldgico, sendo utilizada no processo de coagulacédo do leite. A pro-
quimosina B é uma protease aspartica encontrada em abundancia no estbmago de mamiferos

recém-nascidos (KAPPELER et al, 2006). E sintetizada intracelularmente como “pré-pro-
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quimosina” e secretada na forma de pro6-enzima com liberacdo de um peptideo sinal com 16
aminoacidos. A pro-quimosina é ativada em condigdes acidas com a retirada de um peptideo
com 42 residuos de aminoacidos (VALLEJO et al, 2008). Sua acdo envolve a clivagem
proteolitica entre os residuos de aminoacidos fenilalanina-105 e metionina-106 da caseina k
que, em sua forma integra, impede a coagulacdo do leite, pois gera uma repulsdo eletrostatica
entre as micelas. Apds a clivagem, a caseina k perde sua fungdo solubilizadora diminuindo a
repulsdo eletrostatica e permitindo a aglomeracdo de micelas juntamente com proteina
(KUMAR et al, 2006) (REID et al, 1997). Devido a sua atividade de coagulacdo, a quimosina
B ¢€ a enzima favorita na producgdo de queijos, apresentando alta especificidade para caseina k
além de possuir baixa atividade hidrolitica para outras proteinas do leite evitando, assim, a
formacéo de peptideos hidrofdbicos indesejaveis que alteram o sabor do queijo (KAPPELER
et al, 2006).

O vetor pPICKaPRO foi digerido com as enzimas Xhol e Notl de forma que pudesse
receber o gene da pro-quimosina B (CHYMb) clonado no vetor pBluescript Il KS, e
sintetizado quimicamente com codons preferenciais de P. pastoris na forma de um inserto
Xhol-Notl de ~1,1 kb. Apds transformacdo, o vetor formado foi digerido com as mesmas
enzimas para confirmacdo da clonagem. Os fragmentos gerados sdo mostrados na Figura 11.
O vetor resultante foi denominado pPICKCHYM e sua representacdo esquematica encontra-

se na Figural2.
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Figura 11: Analise eletroforética do perfil de restricdo da clonagem do gene da pro-quimosina B
no vetor pPICKaPRO. Poco 1: pPICKaPRO + quimosina intacto (clone 1); Pogo 2: pPICKaPRO +
quimosina digerido com Xhol + NotI (clone 1); Pogo 3: pPICKaPRO + quimosina intacto (clone 2);
Pogo 4: pPICKoPRO + quimosina digerido com Xhol + Notl (clone 2); Pogo 5: pPICKaPRO +
quimosina intacto (clone 3); Pogo 6: pPICKaPRO + quimosina digerido com Xhol + Notl (clone 3);
poco 7: pPICKaPRO + quimosina intacto (clone 4); Poco 8: pPICKaPRO + quimosina digerido com
Xhol + Notl (clone 3); Poco 9: Marcador de DNA A BstEIl. As setas indicam as bandas esperadas de
1.123pb (quimosina) e 3.604 pb (restante do vetor).
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Figura 12: Desenho esquematico do vetor pPICKCHYM.

O vetor pPICKCHYM foi usado para transformacdo da levedura P. pastoris X-33 por
eletroporacdo. O vetor foi digerido previamente com Sacl para dirigir a integracdo do cassete
de expressdo para o locus PGK1, pois sitio de restricdo encontra-se no promotor Ppgki
presente no vetor. Os transformantes foram crescidos a 28°C em placa com YPD contendo
G418 (0,5 mg/mL). As colonias isoladas resistentes foram selecionadas e transferidas para
uma nova placa contendo G418 (0,5 mg/mL) para posterior realizacdo de testes de atividade

da quimosina B.
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Para realizacdo de teste de atividade da quimosina B, 3 clones transformantes e 1
controle negativo (P. pastoris X-33) foram crescidos em meio BMGY por 48 horas sob
agitacdo (200 rpm) a 28°C. Apos crescimento, uma aliquota foi coletada por centrifugagéo e 1

mL de sobrenadante foi recolhido para teste de atividade enzimaética.

Por ser secretada em sua forma inativa — pré-quimosina —, a enzima foi convertida
para sua forma cataliticamente ativa por um processo de acidificacdo/neutralizacdo que libera
42 residuos de aminoacidos e permite que a enzima realize a clivagem da caseina k com
consequente coagulacdo do leite (VALLEJO et al, 2008). Para o ensaio enzimatico, 5 mL de
leite foram incubados por 5 minutos a 37°C, em seguida foi adicionado 1 mL do sobrenadante
contendo a enzima quimosina ativada e analisou-se o efeito de coagulacao do leite pelo tempo
de 15 minutos a 37°C. O controle negativo (P. pastoris X-33) ndo apresentou coagulacdo. O
tempo de coagulacdo dos trés clones foi de aproximadamente 4 minutos, indicando que a

enzima apresenta atividade.

Analises eletroforéticas da expressdo proteica deverdo ser feitas e novos ensaios
enzimaticos com um numero maior de clones serdo realizados. Esses novos testes serdo feitos
juntamente com quantificacdo da proteina contida no ensaio e medicdo da densidade celular

no momento da coleta do sobrenadante.
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5.2 Construgdo de um vetor com marca auxotrofica leu2-d

Para que se possa utilizar a marca auxotrofica leu2-d em P. pastoris, trés etapas foram
propostas:
a) Clonagem e verificacdo da funcionalidade do gene defectivo leu2-d em S.
cerevisiae.
b) Criacdo de linhagem de P. pastoris auxotrdfica para leucina a partir da delecédo do
gene LEU2.

c) Construcao de vetor de transformacdo de P. pastoris contendo o gene leu2-d.

5.2.1 Clonagem do alelo leu2-d

O gene leu2-d foi amplificado a partir do DNA gendmico da linhagem de S. cerevisiae
S288c usando os primers 5-leud e 3-leud. A sequéncia do amplicom é mostrada na Figura 13.
O alelo leu2-d (~1,4 kb) possui apenas 29 pb da regido 5' regulatéria do gene além das regides
codante e terminadora de transcricdo. Sitios de restricdo para a enzima Bglll foram

adicionados nas extremidades para posterior subclonagem do alelo em vetor de Pichia.
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AGATCTATATATATTTCAAGGATATACCATTCTAATGTCTGCCCCTAAGAAGATCGTCGT
TTTGCCAGGTGACCACGTTGGTCAAGAAATCACAGCCGAAGCCATTAAGGTTCTTAAAGC
TATTTCTGATGTTICGTTCCAATGTCAAGTTCGATTTCGAAAATCATTTAATTGGTGGTGC
TGCTATCGATGCTACAGGTGTTCCACTTCCAGATGAGGCGCTGGAAGCCTCCAAGAAGGC
TGATGCCGTTTTGTTAGGTGCTGTGGGTGGTCCTAAATGGGGTACCGGTAGTGTTAGACC
TGAACAAGGTTTACTAAAAATCCGTAAAGAACTTCAATTGTACGCCAACTTAAGACCATG
TAACTTTGCATCCGACTCTCTTTTAGACTTATCTCCAATCAAGCCACAATTTGCTAAAGG
TACTGACTTCGTTIGTTGTCAGAGAATTAGTGGGAGGTATTTACTTTGGTAAGAGAAAGGA
AGACGATGGTGATGGTGTCGCTTGGGATAGTGAACAATACACCGTTCCAGAAGTGCAAAG
AATCACAAGAATGGCCGCTTTCATGGCCCTACAACATGAGCCACCATTGCCTATTTGGTC
CTTGGATAAAGCTAATGTTTTGGCCTCTTCAAGATTATGGAGAAAAACTGTGGAGGAAAC
CATCAAGAACGAATTCCCTACATTGAAGGTTCAACATCAATTGATTGATTCTGCCGCCAT
GATCCTAGTTAAGAACCCAACCCACCTAAATGGTATTATAATCACCAGCAACATGTTTGG
TGATATCATCTCCGATGAAGCCTCCGTTATCCCAGGTTCCTTGGGTTTGTTGCCATCTGC
GTCCTTGGCCTCTTTGCCAGACAAGAACACCGCATTTGGTTTGTACGAACCATGCCACGG
TTCTGCTCCAGATTTGCCAAAGAATAAGGTCAACCCTATCGCCACTATCTTGTCTGCTGC
AATGATGTTGAAATTGTCATTGAACTTGCCTGAAGAAGGTAAGGCCATTGAAGATGCAGT
TAAAAAGGTTTTGGATGCAGGTATCAGAACTGGTGATTTAGGTGGTTCCAACAGTACCAC
CGAAGTCGGTGATGCTGTCGCCGAAGAAGTTAAGAAAATCCTTGCTTAAAAAGATTCTCT
TTTTTTATGATATTTGTACATAAACTTTATAAATGAAATTCATAATAGAAACGACACGAA
ATTACAAAATGGAATATGTTCATAGGGTAGACGAAACTATATACGCAATCTACATACATT
TATCAAGAAGGAGAAAAAGGAGGATGTAAAGGAATACAGGTAAGCAAATTGATACTAATG
GCTCAACGTGATAAGGAAAAAGAATTGCACTTTAACATTAATATTGACAAGGAGGAGGGC
ACCACACAAAAAGTTAGGTGTAACAGAAAATCATGAAACAGATCT

Figura 13: Sequéncia predita do alelo leu2-d isolado por PCR. Em preto, a regido promotora

truncada do gene LEU2; em vermelho, a regido codante; em azul, o terminador da transcricdo. Os

sitios para Bglll estdo sublinhados.

Apds a PCR, o amplicon de ~1,4 kb foi purificado e ligado ao vetor de clonagem

pBluescript 11 KS seguindo-se transformacdo de E coli DH5a. Apds extragdo de DNA

plasmidial de alguns transformantes, realizou-se a digestdo com a enzima de restricdo Pvull,

que possui dois sitios no vetor, o que gera dois fragmentos, um de ~1,9 kb e outro de ~2,5 kb,

conforme mostrado na Figura 14.
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Figura 14: Andlise eletroforética do perfil de restricdo da clonagem do gene leu2-d no vetor
pBluescript Il KS. Pogo 1: pBluescript 11 KS + leu2-d intacto (clone 1); Pogo 2: clone 1 digerido com
Pvull; Poco 3 pBluescript 1l KS + leu2-d intacto (clone 2); Poco 4: clone 2 digerido com Pvull (clone
2); Poco 5: clone 3 digerido com Pvull; Poco 6: clone 4digerido com Pvull; ); po¢o 7: marcador de
DNA ABstEILI.

Apbs a digestdo com Pvull, um clone selecionado foi digerido com Bglll para
confirmar a presenca do alelo leu2-d (~1,4 kb). Embora parcial, a digestdo permitiu visualizar

a banda de tamanho esperado (Figura 15). O vetor resultante foi denominado pBlue-leu2-d.

Figura 15: Analise Eletroforética do perfil de restricdo da clonagem do gene leu2-d no vetor
pBluescript 11 KS. Pogo 1: pBluescript Il KS + leu2-d intacto (clone 1); Poco 2: clone 1 digerido com
Bglll; Pogo 3: marcador de DNA AEcoRI/Hind I11.
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Para testar a funcionalidade do alelo leu2-d o mesmo foi subclonado no vetor de S.
cerevisiae YEplac195 (ANEXO3). Este vetor foi digerido com BamHI, o que gera uma
extremidade compativel com a gerada pela enzima Bglll o que permite a subclonagem do
alelo leu2-d que possui este sitio em suas extremidades. Apos a digestdo, o vetor YEplac195
foi desfosforilado e ligado ao alelo leu2-d purificado apds digestao do vetor pBlue-leu2-d com
Bglll. Células competentes de E. coli DH5a foram transformadas com o sistema de ligagdo e
selecionada em meio contendo ampicilina 100 pl/pl. A clonagem foi confirmada através do
padrdo de bandas apds digestdo com Pvull e Kpnl (Figura 16). O vetor resultante foi

denominado YEplac195-leu2-d.

bp

21226

5148
4873
4268

3530

2027
1904

1584
1375

o947
831

1.0% agarose

Figura 16: Analise Eletroforética do perfil de restricdo da clonagem do gene leu2-d no vetor
Yeplac195. Poco 1: YEplac195-leu2-d intacto; pogo 2: YEplac195-leu2-d digerido com Pvull; Pogo
3: YEplac195-leu2-d digerido com Kpnl; Pogo 4: marcador de DNA AEcoRI/HindllII.

O vetor YEplac195-leu2-d foi usado para transformar S. cerevisiae RE1006. A selecéo
dos transformantes se deu com a utilizagdo de meio minimo contendo histidina, triptofano e

leucina omitindo-se uracila ja que o vetor possui a marca auxotrofica URA3. As coldnias
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transformantes foram, entdo, transferidas para meio minimo contendo histina e triptofano,
mas sem leucina. O crescimento das colbnias nessas placas mostrou que as células
transformadas adquiriram o fenétipo Leu” devido a presenca do gene leu2-d. Paralelamente,
foi realizado, como controle negativo, uma transformacdo de S. cerevisiae RE1006 com o
vetor YEplac195. O controle negativo cresceu na placa original de transformacdo (meio
minimo contendo histidina, triptofano e leucina), mas ndo apresentou col6nias quando foi
transferido para placa sem leucina.

Esses resultados demonstram o sucesso da clonagem e a funcionalidade do alelo leu2-
d de S. cerevisiae que serd usado para complementacdo auxotréfica de mutantes leu2 de P.

pastoris, tendo em vista a proximidade genética das duas leveduras.

5.2.2 Construcdo de linhagem auxotréfica para leucina

A fim de deletar o gene LEU2 de P. pastoris que esta relacionado com a via de
biossintese de leucina, propusemos a construcdo de um “cassete de delecdo”. A delegdo serad
feita por recombinacdo homdloga por substituicdo de toda a regido codante do gene LEU2
pelo gene Sh ble (resisténcia a zeocina). Dessa forma, gera-se um mutante null para o gene
LEU2 sendo que a selecdo seréa feita em placas contendo zeocina. O gene LEU2 de P. pastoris
esta localizado no cromossomo 3 (entre os nucleotideos 86.733 e 87860) e sua regido codante
possui 1228 pb. Neste trabalho, foi escolhida a linhagem de P. pastoris X-33 para se construir
a linhagem mutante leu2.

A estratégia geral para criacdo da linhagem leu2 é mostrada na Figura 17. Para que
seja feita a delecdo por recombinacdo homdloga o cassete de delecdo deve conter sequéncias

com alta identidade aos alvos de integracdo nas suas extremidades 5' e 3' a fim de que ocorra
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dois eventos de recombinacdo no locus desejado. Para isso, foram desenhados dois pares de
primers para amplificacdo de regides 5' e 3' do gene LEU2 de P. pastoris. O primeiro par,
PPLEU2-F1 e PPLEU2-R1, amplifica a por¢do 5' do gene, enquanto o par PPLEU2-F2 e

PPLEU2-R2, amplifica uma porcéo 3'.

Genoma de . pastoris Vetor pPICZoA
PCR
PCR
S'LEU2 3'1LEU2
Pl BamHi [ [ Npory PVl AR
BamHI
E Zeo-loxP
BamHI EcoRI
loxP loxP

v

SLEU2| Zeo 31 EU? | Cassete de delecdo leu2AZeoloxP

h
Transformacao de P. pastoris.
Selecdo dos clones Leu-. —————> Linhagem leu-
Confirmacdo por PCR.

Figura 17: Estratégia para delecéo do gene LEU2 de P. pastoris.

As sequéncias das regides amplificadas 5' e 3' estdo representadas na Figura 18. A
regido amplificada 5' (5'LEUZ2) possui 324 pb e suas extremidades possuem os sitios para
Pvull e BamHI. J& a regido amplificada 3' (3'LEU2) possui 343 pb e em uma de suas
extremidades estdo presentes os sitios para BamHI e EcoRl, e na outra extremidade, Pvull. O

resultado da PCR de ambas as sequéncias é mostrado na Figura 19.
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GCTGAAGAGTCCAAGTCCAAGGTCTCCAATTCCGGAAGGGCTGAACTCGAGTATGTCGAC
PPFLEU2-F1
ATTGATAAGTATATTGAGGAGCAGAACTAGATGTTAAAGCATTTTTTATTTGTATTTTTG
ATTGTAGTTTACCTCTGCCAAGTGTATAGCTCTTTGGGCCATATTGCCTTCCAATAGCCA
CTCTTGCCCAATAATTCAACTGAAAGATGATTTGCTTTAGTGTATACTTTCCATCTAACA
TCCGCTCCACAATGTCGCGACGATGTGATGAATCATTCCGTATACTCAGGGACTTTTCAC

CAACATAATATCTCCCCTGATGTCCGAACCAATTACCAAGAAACCCAAGTCTGTGATTCC
PPLEUZ-R1
CAAGAAGATCGTTCTTCTTCCAGGTGACCACGTTGGTGCTGAAATTATTGACGAGGCCGT

CAAAGTCCTGAAAGCCATTAGCAGCGTTTCTCCAAATGCTGATTTTGAGTTCCAAACTCA
ACTAATCGGAGGAGCTGCTATTGATGCCACCGGTTCTCCACTACCAGATGAAACCTTGGA
AGCTGCTAGAGGCGCTAATGCTGTCCTTTTGGGGGCTGTTGGTGGGCCTAAATGGGGTAC
AGGTGATGTCAGACCAGAACAAGGTCTACTGAAAATTAGAAAAGAACTCAACTTGTATGC
TAACTTGCGTCCTTGTAACTTTGCCAGTGACTCTCTTCTAAAGCTCTCCCCATTGAAAGA
GGATATCGTTCGTGGAACCAACTTCACTGTTGTTCGTGAGCTTGTAGGCGGTATCTACTT
TGGAGAAAGAACTGAAGATGATGGCTCAGGAGTTGCCTGGGATACTGAGAAATACTCTGT
CCCTGAAGTGCAACGTATTACCCGTATGGGTGCATTTCTGGCTCTGCAAAGCGATCCTCC
TTTGCCAATATGGTCTTTGGACAAGGCAAATGTCTTGGCTTCCTCCCGTTTGTGGAGAAA
AACCGTTACTGAAACTTTGGAGAAGGAGTTTCCCCAATTGACTTTGAACCATCAATTGAT
CGACTCTGCGGCCATGATTTTAGTGAAATCTCCTTCCAAGCTGAATGGTATTGTTTTGAC
TAATAACATGTTCGGAGATATCATTTCCGATGAAGCATCCATGATTCCAGGCTCTTTAGG
ACTGTTGCCATCGGCTTCTCTAGCTTICTCTGCCAGATTCTAACGAAGCCTTTGGACTGTA
CGAGCCTTGCCATGGCTCAGCTCCAGATTTGGACAAAGGTAAGGTCAACCCTGTAGCTAC
AATCTTGTCTGCAGCTATGATGCTTCGTCTATCCCTGAATCTTACAGAAGAAGCTGATGC
TTTAGAGAAAGCCGTCGGTCAAGTTTTGGACTCTGGGATCATGACTGGAGATTTAGGAGG
CTCCAACTCTACCACTGAAGTAGGAGATGCTATTTCCAAGGCTGTGGTCGACATTTTGAA

AAACTAGACGAAAGAAAAACTTGTATAAACACTGCAATAAATATAGATAATCAAGTCTAA
PPLEU2-F2
CTATTTCTCTACTGTAAGGTTCGGAAAAAGTCCATACAAGTGGTAAATACCACCAGTAAG

ATACCTCCTCCTGGTCCTAGACGTAACACTTTAGGTAGGAATCCTTTATAAAGAGCTGAG
AAACCTTCCTCTTTGGTAACCAGCAGCAACGATGGTAAAGTCCAGTTATACTTCGGAACC
ACACCAGGAACCTTGACAGTGTTTTGGATACGAGACTTGACCACGTCAAATGGAGTATTC

AGTATGGTACCGACAGTACCACCAATGGCACCAG
PPLEU2-R2

Figura 18: Sequéncia do locus LEU2 de P. pastoris. Em vermelho, a regido codante do gene LEU2.
A regido de anelamento dos primers esta sublinhada. A sequéncia foi obtida a partir dos dados do
genoma da linhagem GS115 de P. pastoris (SCHUTTER et al, 2009).
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Figura 19: Andlise eletroforética da amplificacdo da sequéncia 5'LEU2 e da sequéncia 3'LEU2.
Pogo 1: produto de amplificacdo da sequéncia (5'LEUZ2). Poco 2 produto de amplificacdo da sequéncia
3'LEU2. Poco 3: Marcador de DNA 100 pb (Fermentas).

O gene de resisténcia Sh ble, ao ser amplificado do vetor pPICZaA recebera em cada
extremidade uma sequéncia loxP oriunda dos primers 5PP-LOX e 3PP-LOX. Essa sequéncia
permitird e excisdo do gene Sh ble por recombinacdo para a reciclagem desta marca de
selecdo.

A sequéncia loxP é a mesma sequéncia do sitio lox encontrado no genoma do
bacteriofago, ATAACTTCGTATAATGTATGCTATACGAAGTTAT, e é formada por dois
palindromos invertidos de 13 pb e uma sequéncia central de 8 pb (em negrito) totalizando 34
pb. As duas sequéncias palindromicas sdo sitios de ligagdo para a enzima Cre recombinase
enquanto que os 8 pb centrais funcionam como espacador e direcionam a sequéncia. Duas
sequéncias que estejam orientadas na mesma direcdo ao serem recombinadas produzem um
sitio Unico de loxP com liberacdo do fragmento interno entre elas. A proteina Cre é uma
recombinase sitio-especifica e catalisa a reacdo de recombinagdo entre as duas sequéncias

loxP (CARTER & DELNERI, 2010).

O fragmento amplificado do gene Sh ble foi denominado ZEOIloxP (Figura 20).
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1.0% agarose

Figura 20: Analise eletroforética da amplificacdo da sequéncia ZEOIoxP.: Pogo 1: marcador de

DNA LEcoRI/HindlIl. Poco 2: produto de amplificacdo da sequéncia ZEOIoxP.

Apdbs amplificacdo, os trés fragmentos, 5'LEU2, 3'LEU2 e ZEOIloxP, foram clonados
no vetor pPCV-B para posterior montagem do cassete de delecdo. Os vetores resultantes
foram denominados pPCV-B5leu2, pPCV-B3leu2 e pPCV-BZeolox. As Figuras 21, 22 e 23
mostram a analise eletroforética do perfil de restricdo dos vetores pPCV-B5leu2, pPCV-
B3leu2 e pPCV-BZeolox, respectivamente, confirmando a clonagem dos fragmentos, 5'LEU2,

3'LEU2 e ZEOLOXP.
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Figura 21: Andlise Eletroforética do perfil de restricdo da clonagem do fragmento 5'LEU2 no
vetor pPCV-B (pPCV-B5leu2). Poco 1: Marcador de DNA GeneRuler™ 1kb Plus (Fermentas);
pogo 2: vetor pPCV-B5leu2 digerido com BamHI + Pvull (clone 1); Pogo 3: vetor pPCV-B5leu2
intacto (clone 1); Poco 4: vetor pPCV-B5leu2 digerido com BamHI + Pvull (clone 2); Pogo 5: vetor
pPCV-B5leu?2 intacto (clone 2).

Figura 22: Andlise Eletroforética do perfil de restricdo da clonagem do fragmento 3'LEU2 no
vetor pPCV-B (pPCV-B3leu2). Poco 1: vetor pPCV-B3leu2 intacto (clone 1); poco 2: vetor pPCV-
B3leu2 digerido com BamHI e Pvull (clone 1); Poco 3: vetor pPCV-B3leu2 digerido com BamHI +
Pvull (clone 2); Poco 4: vetor pPCV-B3leu2 digerido com BamHI + Pvull (clone 3); Pogo 5: vetor
pPCV-B3leu2 digerido com BamHI + Pvull (clone 5); Poco 6: Marcador de DNA GeneRuler™

1kb Plus (Fermentas).
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Figura 23: Andlise Eletroforética do perfil de restricdo da clonagem do cassete ZEOLoOXP no
vetor pPCV-BZeolox. Poco 1: marcador de DNA 2-Log DNA Ladder (New England Biolabs); poco
2: digestdo do vetor pPCV-BZeolox com BamHI e EcoRlI.

Para montagem do cassete de delecdo, do fragmento 3'LEU2 serd retirado do vetor
pPCV-B3leu2 ap6s digestdo com BamHI e Sacl (este Gltimo sitio esta presente no vetor) e
subclonado no vetor pPCV-B5leu2 digerido com as mesmas enzimas. O Ultimo passo para
montagem do cassete de delecdo sera a subclonagem do fragmento ZEOIloxP entre os
fragmentos clonados 5'LEU2 e 3'LEU2 apds digestdo com BamHI. A digestdo do vetor
resultante com Pvull liberard o cassete de delecdo que, apds purificacdo, poderd ser usado
para transformar P. pastoris.

Apds transformacdo de P. pastoris com o cassete de delecdo, o cultivo dos
transformantes deverd ser feito em meio YPD com zeocina, selecionando os transformantes
primeiramente com a marca dominante. Posteriormente, serdo feitas analises do fenotipo em

meio minimo com e sem leucina para confirmar a entrada do cassete de delecdo no locus
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esperado. Uma PCR sera realizada para confirmacdo da delecdo da regido codante do locus
LEU2.

A levedura resultante serd usada com hospedeira para transformagdo com o vetor
contendo a marca leu2-d. Para que surjam transformantes prototréficos, o vetor devera se
integrar em multiplas cdpias no genoma a fim de compensar a deficiéncia no promotor leu2-d.
Isto sera obtido apds a clonagem das sequéncias do rDNA 5S, um trabalho que também sera
realizado posteriormente. Para confirmar a integracdo de multiplas cépias do vetor, os clones
transformantes serdo transferidos para placas contendo concentragdes crescentes de G418
uma vez que a resisténcia a esse antibidtico é dose dependente. Além disso, a atividade de
quimosina B nos sobrenadantes das culturas sera testada. Espera-se que as modificacGes

introduzidas nesse vetor contribuam para um incremento da producéo da proteina heteréloga.
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CONCLUSAO

1) Com a utilizacdo do gene de resisténcia kan" foi possivel a selecdo de transformantes

2)

3)

em meio contendo o antibiotico G418 apesar de terem sido feitas mudancas na regido

codante do gene, com substituicdo de um aminoacido.

O promotor Ppgki1, com codons otimizados, mostrou-se funcional para a expressdo da

proteina heteréloga quimosina B de B. taurus neste vetor.

O peptideo sinal fator a de acasalamento de S. cerevisiae com codons otimizados para

P. pastoris foi capaz de promover a secrecdo eficiente da quimosina B.

4) A quimosina B expressa mostrou-se funcional promovendo a coagulacédo de leite apds

5)

6)

7)

ser ativada por baixo pH.

O alelo defectivo leu2-d foi clonado com sucesso sendo capaz de complementar a
mutacdo auxotrofica leu2 em linhagem de S. cerevisiae quando clonado em vetor

epissomal.

Foram desenvolvidas ferramentas para construcdo de uma linhagem de P. pastoris

mutante auxotrofica para o gene LEU2.

Em seu conjunto, os resultados obtidos neste trabalho contribuiram para o
desenvolvimento de tecnologia que podera permitir um incremento da expressao
heter6loga em P. pastoris por meio de estratégias de aumento do nimero de copias
integradas do vetor no genoma desta levedura.
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7 PERPECTIVAS

A fim de gerar um vetor com maior potencial para integracdo de multicopias os vetores
construidos nesse projeto receberdo uma sequéncia do DNA ribossomal (rDNA) 5S. Estudos
de bioinformatica serdo desenvolvidos para se determinar a sequéncia exata do rDNA 5S de
P. pastoris permitindo que uma porcdo desta sequéncia seja amplificada e clonada no vetor
pPICKCHYM formando o novo vetor pPICKCHYM-R. A sequéncia rDNA 58S sera utilizada
como sequéncia alvo para integracdo do vetor no genoma e espera-se que facilite a ocorréncia

de eventos de integragéo.

O vetor pPICKCHYM-R receberé a sequéncia leu2-d, formando o vetor pPICKCHYM-
RL que serd utilizado para transformar uma linhagem de P. pastoris leu2 a ser criada neste
projeto. Apds transformacdo da linhagem P. pastoris leu2 com o vetor pPICKCHYM-RL e
selecdo em G418, a habilidade do vetor em produzir transformantes prototréficos sera testada.
Esperamos que um clone selecionado em meio minimo sem a adi¢do de leucina possua um
alto nimero de copias, pois o alelo defectivo leu2-d proporciona um baixo nivel de expressao
e necessita estar em grande nimero de cdpias para restabelecer a via biossintética de leucina e

suprir a necessidade nutricional deste aminoacido.

Colbnias isoladas transformadas com o vetor pPICKCHYM-RL serdo semeadas em placas
com maiores concentracfes do antibidtico G418. A partir desse gradiente serdo selecionados
clones com resisténcia a altas concentra¢Ges do antibidtico, sendo esperado que a resisténcia a
altas quantidades da droga seja decorrente do aumento no nimero de cépias do gene de
resisténcia. Andlises do nimero de cdpias do vetor integrado serdo feitas a partir de RT-PCR
e southern blot, para relacionar possiveis variagdes no nivel de expressdo proteica as

alteracfes no nimero de copias do vetor integrado ao DNA.



60

8 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

AHN, J.; HONG, J.; LEE, H.; PARK, M.; LEE, E.; KIM, C.; CHOI, E.; JUNG, J,;
LEE, H. Translation elongation factor 1-a gene from Pichia pastoris: molecular cloning,
sequence, and use of its promoter. Applied Microbiology and Biotechnology, v. 74, p. 601-
608, 2007.

ALMEIDA, J. R. M..; MORAES, L. M. P.; TORRES, F. A. G. Molecular
characterization of the 3-phosphoglycerate kinase gene (PGK1) from the methylotrophic yeast
Pichia pastoris. Yeast, v. 22, p. 725-737, 2005.

CARTER, Z.; DELNERI, D. New generation of loxP-mutated deletion cassettes for
the genetic manipulation of yeast natural isolates. Yeast, v. 27, p. 765-775, 2010.

CEREGHINO, G. P. L.; CEREGHINO, J. L.; SUNGA, A. J.; JOHNSON, M. A;
LIM, M.; GLEESON, M. A. G.; CREGG, J. M. New selectable marker/auxotrophic host
strain combinations for molecular genetic manipulation of Pichia pastoris. Gene, v. 263, p.
159-169, 2001.

CEREGHINO, J. L.; CREGG, J. M. Heterologous protein expression in the
methylotrophic yeast Pichia pastoris. FEMS Microbiology Reviews, v. 24, p. 45-66, 2000

CLARE, J. J.,, ROMANES, M. A., RAYMENT, F. B.,, ROWEDDER, J. E., SMITH,
M. A., PAYNE, M. M., SREEKRISHNA, K., HENWOOD, C. A. Production of mouse
epidermal growth factor in yeast: high-level secretion using Pichia pastoris strains containing
multiple gene copies. Gene, v. 105, p. 205-212, 1991.

CREGG, J. M.; CEREGHINO, J. L.; SHI, J.; HIGGINS, D. R. Recombinant protein
expression in Pichia pastoris. Molecular Biotechnology, v. 16, p. 23-52, 2000.

CREGG, J. M,; MADDEN, K. R.; Use of site-specific recombination to regenerate
selectable markers. Molecular and General Genetics, v. 219. p. 320-323, 1989.

DALY, R.; HEARN, M. T. W. Expression of heterologous proteins in Pichia pastoris:
a useful experimental tool in protein engineering and production. Journal of Molecular
Recognition, v. 18, p. 119-138, 2005.



61

DEMAIN, A. L.; VAISHNAYV, P. Production of recombinant proteins by microbes
and higher organisms. Biotechnology Advances, v. 27, p. 297-306, 2009.

ERHART, E.; HOLLENBER, G, C. P. The presence of a defective LEU2 gene on
2um DNA recombinant plasmids of Saccharomyces cerevisiae is responsible for curing and

high copy number. Journal of Bacteriology. v. 156, p 625-635, 1983.

HARTNER, F. S.; RUTH, C.; LANGENEGGER, D.; JOHNSON, S. N.; HYKA, P.;
LIN-CEREGHINO, G. P.; LIN-CEREGHINO, J.; KOVAR, K.; CREGG, J. M.; GLIEDER,
A. Promoter library designed for fine-tuned gene expression in Pichia pastoris. Nucleic Acids
Research, v. 36, n. 12, p. 1-15, 2008.

INVITROGEN. pPICZa A, B, and C Pichia expression vectors for selection on

Zeocin™ and purification of secreted, recombinant proteins. v. 195-20, 2010.

KAPPELER, S. R.; BRINK, H. (J.) M. V. D.; RAHBEK-NIELSEN, H.; FARAH, Z,;
PUHAN, Z.; HANSEN, E. B.; JOHANSEN, E. Characterization of recombinant camel
chymosin reveals superior properties for the coagulation of bovine and camel milk.

Biochemical and Biophysical Research Communications, v. 342, p. 647-654, 2006.

KUMAR, A.; SHARMA, J.; MOHANTY, A. K.; GROVER, S.; BATISH, V. K.
Purification and characterization of milk clotting enzyme from goat (Capra hircus).
Comparative Biochemistry and Physiology, v. 145, p. 108-113, 2006.

MARANHAO, A. Q.; MORAES, L. M. P. Extracdo e purificacdo de DNA. In:
AZEVEDO, M.O.; FELIPE, M. S. S.; BRIGIDO, M. M.; MARANHAO, A. Q.; De-SOUZA,
M. T.(Orgs.), 2003.

MARX, H. MECKLENBRAUKER, A. GASSER, B., SAUER, M.
MATTANOVICH, D. Directed gene copy number amplication in Pichia pastoris by vector
integration into the ribosomal DNA locus. FEMS Yeast Research, v. 9, p. 1260-1270, 2009.

MENENDEZ, J., GARCIA, B., HIDALGO, Y. New method for the selection of
multicopy transformants of Pichia pastoris using 3-Amino-1,2,4 Triazol. BioTechniques, v.
29, p. 1094-1099, 2000.



62

PAPAKONSTANTINOU, T., HARRIS, S., HEARN, M. T. W. Expression of GFP
using Pichia pastoris vectors with zeocin or G-418 sulphate as the primary selectable marker.
Yeast, v. 26, p. 311-321, 2009.

PATRICK, S. M.; FAZENDA, M. L.; McNEIL, B.; HARVEY, L. M. Heterologous
protein production using the Pichia pastoris expression system. Yeast, v. 22, p. 249-270,
2005.

REID, J.R.; COOLBEART, T.; AYERS, J. S.; COOLBER, K. P. The Action of
chymosin on k-casein and its macropeptide: effects of pH and analysis of products of
secondary hydrolysis. International Dairy Journal, v. 7, p. 559-569, 1997.

ROMANOS, M. A, SCORER, C. A, CLARE, J. J. Foreign gene expression in yeast:
areview. Yeast, v. 8, p. 423-488, 1992.

ROMANOS, M. Advances in the use of Pichia pastoris for high-level expression.
Current Opinion in Biotechnology, v. 6, p. 527-533, 1995.

ROMANOS, M., SCORER, C., SREEKRISHNA, K., CLARE, J. The generation of
multicopy recombinant strains. Methods in Molecular Biology, v. 103, p. 55-72, 1998.

SAMBROOK, j.; FRITSCH, E. F.; MANIATIS, T. Molecular cloning: A laboratory
Manual. Second edition. Cold Spring Harbor Laboratory Press, 2001.

SCHUTTER, K. D.; LIN, Y. C.; TIELS, P.; HECKE, A. V.; GLINKA, S,
LEHMANN, J. W.; ROUZE, P. PEER, Y. V.; CALLEWAERT, N. Genome sequence of the
recombinant protein production host Pichia pastoris. Nature Biotechnology, v. 27, n. 6, p.
561-569, 20009.

SEARS, 1. B., OCONNOR, J., ROSSANESE, O. W., GLICK, B. S. A versatile set of
vectors for constitutive and regulated gene expression in Pichia pastoris. Yeast, v. 14, p. 783—
790, 1998.

SERVIENE, E., MELVYDAS, V. Effect of the defective leucine gene leu2-d, on the
properties of recombinant plasmid in yeast Saccharomyces cerevisiae. Biologija, v. 4, p. 30-
33, 2001.



63

STORICI, F., COGLIEVINA M., BRUSCHI. A 2-um DNA-based marker recycling
system for multiple gene disruption in the yeast Saccharomyces cerevisiae. Yeast, v. 15, p.
271-283, 1999.

SUNGA, A. J., TOLSTORUKOV, I., CREGG, J. M. Posttransformational vector
amplification in the yeast Pichia pastoris. FEMS Yeast Research, v. 8, p. 870-876, 2008.

VALLEJO, J. A.; AGEITOS, J. M.; POZA, M. VILLA, T. G. Cloning and expression
of buffalo active chymosin in pichia pastoris. Journal of Agricultural Food Chemistry, v.
56, p. 10606-10610, 2008.



pGEM=-T
Vecior
(3000bp)

pGEME®-T Vector sequence reference points:

T7 RNA polymerase transcription initiation site
multiple cloning region

SP6 RNA polymerase promoter (17 to +3)

SP6 RNA polymerase transcription initiation site
pUC/M13 Reverse Sequencing Primer binding site
lacZ start codon

lac operator

p-lactamase coding region

phage fl region

lac operon sequences

pUC/M13 Forward Sequencing Primer binding site
T7 RNA polymerase promoter (-17 to +3)

Anexo 1. Representacdo esquematica do mapa fisico do vetor pPGEM®-T (Promega)
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Anexo 2. Representacdo esquematica do mapa fisico do vetor pPICZaA (Invitrogen)

Xho I

Comments for pPICZx A
3593 nucleotides

5" AOX1 promoter region: bases 1-941

§" AOX1 priming site: bases 855-875

a-factor signal sequence: bases 941-1207

Multiple cloning site: bases 1208-1276

c-myc epitope: bases 1275-1304

Palyhistidine (6xHis) tag: bases 1320-1337

3" AOX1 priming site: bases 1423-1443

AQOX1 transcription termination region: bases 1341-1682
TEF1 promoter: bases 1683-2093

EMT promoter: bases 2095-2162

Sh ble ORF: bases 2163-2537

CYC1 transcription termination region: bases 2538-2855
pUC origin: bases 2866-3539 (complementary strand)

" Pzt is in Version B only
Cla lis in Varsion C only

TThe two Xho | sitesin the vecior allow
tha user to clone thair gane in framea with
the Kax2 cleavage site, resulting in
axprassion of their native gane without
addiional amino acids at the N-tarminus.



Anexo 3.

Ampicillin
AmpR_promoter
RatII 3308

Representacao esquematica do mapa fisico do vetor YEplac 195

lac_promoter
M13_pUC_rev_primer
M13_reverse_primer
HindIII 233

PBR322_origin PtI 249

Sall 251

Xbal 257

BamHI 263

Smal 270

Kpnl 276

Sacl 282

EcoRI 284

M13_Fforward20_primer

N3_pUC_fwd_primer

Hpal 742
2micron2_origin

YEplac195
5241 bp

URAS_pramoter v

NdeI 3087
EcoRv 2814
Neol 2793 Clal 2088
BstBI 2735 Stul 2566

Apal 2628 URA3
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