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RESUMO

A levedura Pichia pastoris tem sido amplamente utilizada na producdo de proteinas
recombinantes devido a caracteristicas como fécil manipulacdo, rapido crescimento e
capacidade de fazer modificacBes pos-traducionais mais similares as dos mamiferos. Apesar
do vasto uso desta levedura como sistema de expressdo, ha poucas marcas de selecdo
disponiveis para sua manipulacdo genética. As marcas existentes podem ser auxotroficas
(genes de vias biossintéticas como HIS4, ARG4, URA3, ADE1, dentre outros) ou dominantes
(geralmente genes que conferem resisténcia a drogas). O limitado nimero de marcas seletivas
atualmente disponiveis restringe a construcéo de cepas de P. pastoris contendo mais de uma
modificacdo genética. Nesse contexto, o objetivo deste estudo foi interromper, pela primeira
vez, 0 gene LEU2 no genoma de P. pastoris com o fim de gerar uma linhagem auxotréfica
para 0 amino&cido leucina que pudesse ser utilizada como hospedeira para vetores contendo
este gene como marca de selecdo. A ruptura génica foi obtida pela transformacéo da levedura
com um cassete de expressdo contendo os genes kan® (resisténcia a kanamicina/G418) ou Sh
ble (resisténcia a zeocina) flanqueados por regibes 5" e 3" do gene LEU2 para promover a
recombinacdo homdloga neste locus. Para construir esse cassete de delecdo o gene clonado
LEU2 teve um fragmento de aproximadamente 400 pb excisado apds digestdo com enzimas
de restricdo sendo substituido pelo cassete de expressdo flanqueado por sequéncias loxP.
Apbs transformacdo e selecdo de mutantes auxotroficos, a marca dominante foi removida.
Para tanto, a levedura foi transformada com um vetor contendo o gene que codifica para a
proteina CreA, uma recombinase sitio-especifica que catalisa a reacdo de recombinacao entre
duas sequéncias loxP. Finalmente, para testar esta nova linhagem, foi construido um vetor
contendo eGFP como gene repoérter e 0 gene LEU2 como marca de selegdo. A transformacao
da linhagem auxotréfica leu2 com esse vetor confirmou a recuperacdo da prototrofia e a

capacidade da levedura para produzir a proteina heterologa intracelularmente.

vii



ABSTRACT

The yeast Pichia pastoris has been widely used for the production of recombinant
proteins due to several characteristics such as easy genetic manipulation, fast growth and the
ability to carry out post-translational modifications similarly to mammals. Despite the wide
use of Pichia pastoris as expression system there are few selectable markers available for its
genetic manipulation. The existing markers can be auxotrophic (genes of biosynthetic
pathways, for example HIS4, ARG4, URA3, ADEL1, among others) or dominant (mainly genes
that confer drug resistance). The limited number of available selectable markers restricts the
construction of strains with more than one recombinant modification. The aim of this study
was to interrupt, for the first time, the LEU2 gene in the P. pastoris genome to generate an
auxotrophic strain for the amino acid leucine which could be used as host strain for vectors
carrying the LEUZ2 gene as selectable marker. The disruption was achieved transforming the
yeast with an expression cassette that contained the kan” (kanamycin/G418 resistance) or Sh
ble genes (zeocin resistance) flanked by regions from the LEU2 gene to promote homologous
recombination at that locus in the P. pastoris genome. To construct that deletion cassette the
cloned LEU2 gene had an excised fragment of approximately 400 bp after digestion with
restriction enzymes. That fragment was substituted by the expression cassette flanked by loxP
sequences. After transformation and selection of auxotrophic mutants the dominant marker
was removed. To accomplish this, the yeast was transformed with a vector carrying the gene
that codes for the CreA protein, a site-specific recombinase that catalyzes the recombination
reaction between two loxP sequences. Finally, to test the new strain, it was constructed a
vector containing eGFP as a reporter gene and the LEU2 gene as a selectable marker.
Transformation of P. pastoris leu2 with that vector confirmed the recovery of the prototrophy

and the ability of the yeast to produce the intracellular heterologous protein.
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RESUMEN

La levadura Pichia pastoris ha sido ampliamente utilizada para la produccién de
proteinas recombinantes debido a caracteristicas como facil manipulacion, rapido crecimiento
y la capacidad de realizar modificaciones postraduccionales similares a las de los eucariotas.
A pesar del gran uso de esta levadura como sistema de expresion hay pocas marcas de
seleccion disponibles para su manipulacién genética. Las marcas existentes pueden ser
auxotroficas (genes de vias biosintéticas como HIS4, ARG4, URA3, ADE1, entre otros) o
dominantes (principalmente genes que confieren resistencia a drogas). El limitado nimero de
marcas de seleccion disponibles actualmente restringe la construccion de cepas de P. pastoris
con mas de una modificacion recombinante. En este contexto, el objetivo de este estudio fue
interrumpir, por primera vez, el gen LEU2 en el genoma de P. pastoris con el fin de generar
una cepa auxotréfica para el aminoécido leucina que pudiera ser utilizada como hospedera
para vectores que tengan el gen LEU2 como marca de seleccion. La ruptura se logr6 al
transformar la levadura con un casete de expresion que contenia el gen kan® (resistencia a
kanamicina/G418) o el gen Sh ble (resistencia a zeocina) flanqueado por regiones del gen
LEUZ2 para promover recombinacion homologa en ese locus del genoma de P. pastoris. Para
esto se clond el gen LEU2 y se digirié con enzimas de restriccion para retirar un fragmento de
aproximadamente 400 pb el cual se reemplazd por el casete de expresion flanqueado por
secuencias loxP. Después de la transformacion y seleccion de mutantes auxotréficos se
removié la marca dominante. Para esto se transformo la levadura con un vector que contenia
el gen que codifica para la proteina CreA, una recombinasa sitio-especifica que cataliza la
reaccion de recombinacion entre dos secuencias loxP. Finalmente para evaluar la nueva cepa
se construyd un vector que contenia el gen eGFP como reportero y el gen LEU2 como marca
de seleccion. La transformacion de P. pastoris leu2 con este vector confirmo la recuperacion
de la prototrofia y la capacidad de la levadura para producir la proteina heterdloga

intracelularmente.



INTRODUCAO

Pichia pastoris

Por mais de 20 anos a expressao heteréloga baseada em leveduras tem sido utilizada
na producdo e secrecdo de proteinas recombinantes de humanos, animais, plantas, bactérias,
fungos e virus. Em muitos casos, as leveduras foram usadas para produzir proteinas
heter6logas que ndo podiam ser isoladas em quantidades suficientes a partir da fonte
tradicional assim como proteinas desenhadas especialmente que ndo sdo encontradas na
natureza (DAMASCENO et al., 2012). Uma das leveduras mais empregadas para expressao
heter6loga é Pichia pastoris. Trata-se de uma levedura metilotrofica, ou seja, é capaz de
crescer em metanol como Unica fonte de carbono. Pertence ao grupo dos ascomicetos, €
homotalica e haploide a menos que seja submetida a condi¢des de limitagdo por nitrogénio
(CELIK e CALIK, 2012).

Dentre as caracteristicas apresentadas por P. pastoris como sistema de expressao
destaca-se a sua facil manipulagdo genética — as técnicas necessarias para fazer modifica¢des
no nivel molecular sdo similares aquelas utilizadas em Saccharomyces cerevisiae, um dos
sistemas experimentais mais bem caracterizados (CREGG et al., 2000). Outra propriedade é a
habilidade de crescer (e expressar genes heterdlogos) em altas densidades celulares podendo
alcancar até 200 g/L de peso seco durante uma fermentacdo em batelada alimentada com
limitacdo de glicose (HEYLAND et al., 2010). Também possui a capacidade de produzir altos
niveis de proteinas recombinantes, por exemplo, 14,8 g/L de colageno de rato foram
produzidos em uma fermentacdo em batelada alimentada utilizando um clone contendo 15
copias integradas do gene heter6logo (WERTEN et al., 1999). Como o0s niveis de proteinas
enddgenas que P. pastoris secreta a0 meio s@o muito baixos, a producdo extracelular de
proteinas recombinantes € um primeiro passo no processo de purificacdo da proteina de
interesse (CREGG et al., 2000). Por ultimo, a levedura tem a habilidade de realizar
modificacbes pos-traducionais como clivagem proteolitica, glicosilagdo e formacgdo de
ligagdes dissulfeto (LIN CEREGHINO et al., 2002). Todas estas vantagens fazem com que
atualmente P. pastoris seja a plataforma escolhida para estudar a producdo de varias proteinas



de interesse industrial, como a transglutaminase de milho (LI et al., 2013) e a quimosina B
bovina (NOSEDA et al., 2013), que tém aplica¢es na industria alimenticia.

Aproximadamente 40 anos atras foi descoberta a capacidade de algumas espécies de
leveduras de crescer em metanol (OGATA et al., 1969). Imediatamente, houve interesse em
utilizar esses micro-organismos na producdo de single-cell protein (SCP) para alimentacdo
animal devido ao baixo custo da sintese de metanol a partir de gas natural metano. Durante 0s
anos 70 a companhia Phillips Petroleum desenvolveu meios de cultura e métodos para crescer
P. pastoris em metanol de maneira continua e a altas densidades celulares. Entretanto, o pre¢o
do metano aumentou drasticamente devido a crise do petréleo. Isto, junto com a diminuicao
do preco da soja que era a principal fonte alternativa de proteina para ragdo animal, fez com
que a producdo de SCP nao fosse economicamente vidvel. Posteriormente, nos anos 80, esta
mesma companhia, em parceria com o Salk Institute Biotechnology/Industrial Associates, Inc.
(SIBIA), desenvolveu P. pastoris como sistema de expressdo heteréloga (CREGG et al.,
2000). Atualmente o sistema esta patenteado por meio da Research Corporation Technologies
(Tucson, AZ, USA) e a empresa Invitrogen (Carlsbad, CA, USA) disponibiliza o kit de

expressao para seu uso em pesquisa.

A primeira etapa na via de utilizacdo do metanol é a oxidacdo deste &lcool a
formaldeido gerando peroxido de hidrogénio, reacdo catalisada pela enzima alcool oxidase
(AOX). P. pastoris possui dois genes que codificam para esta enzima: AOX1 e AOX2. O
primeiro é responsavel pela maioria da alcool oxidase expressa na célula. A afinidade de
AOX pelo O, é baixa, 0 que é compensado com a sintese de grandes quantidades da enzima.
Quando a levedura é crescida em metanol, AOX representa 35% da proteina total celular,
porém, em culturas crescidas em glicose, etanol ou glicerol sua expressao é indetectavel
(CREGG et al., 2000; POTVIN et al., 2012).

P. pastoris pode ser modificada geneticamente para produzir proteinas tanto para
pesquisa basica quanto para usos industriais (LIN CEREGHINO et al., 2002). A expressdo de
um gene heterélogo em P. pastoris requer trés etapas basicas: a inser¢do do gene em um vetor
de expressdo; a integracdo desse vetor dentro do genoma da levedura e a selecdo de clones

gue potencialmente estiverem expressando o gene de interesse (LI et al., 2007).



Vetores de expressao

Os vetores de expressao para P. pastoris possuem um cassete de expressao contendo
obrigatoriamente 0s seguintes elementos: um promotor, uma sequéncia terminadora da
transcricdo e, entre eles, um ou mais sitios de restricdo para a clonagem do gene heterélogo.
Para a secrecdo de proteinas recombinantes, alguns cassetes de expressdo contém sinais de
secrecdo como o da fosfatase &cida de P. pastoris ou o fator alfa de S. cerevisiae. Outro
elemento presente nestes vetores é uma marca de selecdo que permita a identificacdo de
clones transformantes. Como as etapas de clonagem geralmente séo realizadas em E. coli, os
vetores para Pichia possuem uma origem de replicacdo para bactéria além de uma marca de

selecdo para transformacéo em ambos os organismos (CREGG et al., 2000; LI et al., 2007).

Promotores

Os promotores utilizados nos vetores de expressdo para P. pastoris podem ser
induziveis ou constitutivos. Entre os induziveis, 0 mais usado é o promotor do gene AOX1
gracas a sua forca e por ser altamente regulado. Usando-se 0 Paoxi a transcricdo do gene
heter6logo é controlada por um mecanismo de repressao/desrepressao. A repressao pela fonte
inicial de carbono (glicerol) garante uma alta densidade celular antes de comecar a producéo
da proteina ap6s inducdo com metanol (MACAULEY-PATRICK et al., 2005; LI et al., 2007).
Outros promotores induziveis sdo os dos genes que codificam a enzima formaldeido
desidrogenase (PrLp1) € uma proteina de membrana do peroxissomo (Ppexs) que além do
metanol, podem ser induzidos com metilamina e acido oleico respectivamente. Embora o
Ppexg proporcione uma alternativa ao sistema induzivel por metanol, ndo é muito usado

devido a seu baixo nivel de expressao.

Dentre os promotores constitutivos destacam-se aqueles que transcrevem genes da via
glicolitica como Pgap (gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase) e Ppcki (fosfoglicerato quinase).
Estes promotores permitem a expressao de genes heterélogos em meios contendo glicose ou
glicerol como substrato. Prgr; (fator de elongacdo da tradugdo) € também um promotor

constitutivo que apresenta uma forca comparavel ao Pgap (POTVIN et al., 2012).



Marcas de selecao

Apesar do amplo uso de P. pastoris como sistema de expressdo ha poucas marcas de
selecdo disponiveis para sua manipulacdo genética. As marcas existentes estdo limitadas a
genes de vias biossintéticas (HIS4, ARG4, URA3, URA5, ADE1, CYS4 e FLD1) que séo
usados com sua correspondente linhagem auxotréfica como hospedeira, ou a genes que
conferem resisténcia a drogas (Sh ble, blasticidina S desaminase e kan®, que conferem
resisténcia a zeocina, blasticidina e G418, respetivamente) (THOR et al., 2005; NETT e
GERNGROSS, 2003; WHITTAKER e WHITTAKER, 2005).

O limitado numero de marcas de selecdo disponiveis restringe a construcdo de
linhagens de P. pastoris com mais do que algumas modificagdes recombinantes. Isto se torna
um problema quando € necessario produzir proteinas hetero-oligoméricas, ou proteinas que
requeiram modificagcdes pos-traducionais, como a glicosilacdo mediada por enzimas que ndo
sdo codificadas pelo genoma da levedura (NETT et al., 2005). Da mesma forma, marcas de
selecdo variadas sdo necessarias quando se deseja alterar/adicionar vias metabdlicas
(engenharia metabolica). Este também € o caso de estudos de pesquisa basica sobre a
fisiologia de P. pastoris com o fim de compreender a autofagia de peroxissomos e a
organizacdo e biogénese de organelas da via secretora (NETT e GERNGROSS, 2003). Este
tipo de pesquisa envolve a integracdo e delecdo de um grande nimero de genes, requerendo
vérias modificacdes genéticas e, por tanto, vérias etapas de selecdo. E por isto que, para o uso
de P. pastoris como sistema modelo, faz-se necessario o desenvolvimento de novas marcas de

selecao.

Linhagens hospedeiras de P. pastoris

Todas as linhagens de expressdo de P. pastoris sdo derivadas da linhagem nativa
NRRL-Y 11430. Mutantes auxotréficos e linhagens deficientes em proteases encontram-se
disponiveis para serem usadas como hospedeiras dos vetores de expressdo. A tabela 1
relaciona as linhagens mais comumente utilizadas apresentando seus respectivos gendtipos e

fenotipos.



Tabela 1. Principais linhagens hospedeiras de P. pastoris.

Linhagen Gendtipo Fendtipo Referéncia
X-33 4hisd : : HIS4 selvagem (HIGGINS et al., 1998)

GS115 his4 His’ (CREGG et al., 1985)

KM71 Aaoxl : : SARGA his4 arg4 Mut®, His™ (CREGG e MADDEN, 1987)
Mc100-3  420xL:: Sﬁ;“afg‘fxz -+ Phisa Mut, His (CREGG et al., 1988)

SMD1168 Apep4 - : URA his4 ura3 Hisé*rgte;irf;eszteAem (GLEESON et al., 1998)

SMD1165 pbrl his4 His{;’rgf;iﬁ;esgtgem (GLEESON et al., 1998)

SMD1163 pep4 pbri his4 His’, deficiente em (GLEESON et al., 1998)
proteinases Ae B

GS190 arg4 Arg’ (LIN CEREGHINO et al., 2001)

JC220 adel Ade (LIN CEREGHINO et al., 2001)

JC254 ura3 Ura’ (LIN CEREGHINO et al., 2001)

YC12 cysd Cys (Lletal., 2001)

JC239 met2 Met (THOR et al., 2005)
YJIN165 urab Ura’ (NETT e GERNGROSS, 2003)
YJN408 argl Arg (NETT et al., 2005)
YJN409 arg2 Arg (NETT et al., 2005)
YJIN410 arg3 Arg (NETT et al., 2005)
YJIN411 his1 His (NETT et al., 2005)
YJIN412 his2 His (NETT et al., 2005)
YJIN413 his5 His (NETT et al., 2005)
YJIN414 his6 His (NETT et al., 2005)

O uso de genes de vias biossintéticas como marcas de selecdo requer de linhagens hospedeiras
que sejam auxotroficas para o nutriente em questdo devido a auséncia de uma copia funcional

desse gene no seu genoma. Desta forma, a menos que a levedura seja transformada com um



alelo funcional do gene para recuperar a prototrofia, uma linhagem auxotréfica sé consegue
crescer em meio contendo o apropriado fator de crescimento (PRONK, 2002). Linhagens
contendo combinacgdes de até quatro genes ndo funcionais encontram-se disponiveis (LIN
CEREGHINO et al., 2001).

Em particular, linhagens defectivas na sintese de aminoacidos sdo de grande interesse
ndo apenas para estudos de selecdo/complementacdo, mas também para serem usadas na
marcacdo de proteinas recombinantes com analogos de aminoacidos ou aminoacidos contendo
isotopos, para estudos de biologia estrutural por ressondncia magnética nuclear
(WHITTAKER e WHITTAKER, 2005).

Linhagens auxotroficas podem ser obtidas por mutagdes pontuais no gene biossintético
ou por delecdo completa ou de uma parte desse gene (ruptura génica). A segunda forma é
mais estavel, pois evita reversées que podem ocorrer no caso das mutacfes pontuais. Para a
ruptura génica sdo construidos cassetes contendo uma marca de selecdo, normalmente
dominante, flanqueada por regides do gene alvo. Por recombinacdo homodloga este cassete
substitui o gene nativo (figura 1). Para se evitar a presenca da marca dominante na linhagem,
técnicas de recombinacdo intramolecular podem ser aplicadas, por exemplo, 0 uso do sistema
Cre/loxP.

Marca de selecao

locus alvo

Figura 1. Estratégia de ruptura génica. A. Cassete de delecdo, B. locus alvo a ser interrompido, C.
Genoma da levedura ap6s recombinacdo homéloga com o cassete de delecéo.



Sistema Cre/loxP

Este sistema se baseia no uso de uma enzima (CreA) que catalisa a recombinacao entre
dois de seus sitios de reconhecimento (loxP). Com este sistema é possivel excisar ou inverter
segmentos de DNA flanqueados por regides loxP assim como gerar recombinagéo
intermolecular entre diferentes moléculas de DNA. Aliés, o sistema pode ser usado como um

interruptor genético nos estudos de ruptura génica (NAGY, 2000).

CreA, proteina de ~38 kDa, é uma recombinase sitio-especifica do bacteriéfago P1 de
E. coli que pertence a familia das integrases (HAMILTON e ABREMSKI, 1984). Seu sitio de
reconhecimento, loxP, é uma sequéncia consenso de 34 pb composto por um nucleo de 8 pb
flanqueado por sequéncias palindromicas de 13 pb como esquematizado na figura 2A. A
sequéncia central assimétrica define a orientagdo do sitio loxP. Quando dois desses sitios
estdo orientados na mesma diregdo, a recombinagdo mediada por CreA permite remover a
sequencia de DNA flanqueada pelos mesmos, deixando no lugar uma sequéncia loxP como
mostra a figura 2B (NAGY, 2000; PAN et al., 2011). O mecanismo de recombinacéo é o
seguinte: uma molécula de recombinase se liga a uma das sequéncias palindrémicas de um
sitio loxP, consequentemente as moléculas de recombinase formam um tetrdmero
aproximando os dois sitios loxP. Os sitios loxP formados apds a recombinacdo estdo
constituidos pelas duas metades complementares dos sitios pré-recombinacdo. Uma
propriedade importante deste sistema é sua especificidade. Para que uma sequéncia especifica
de 34 pb ocorra de maneira aleatéria séo requeridos 10*® pb de DNA. O genoma completo de
mamiferos é de 3x10° pb, sendo quase improvavel que um sitio loxP seja encontrado fora do
genoma do fago. Portanto, a introducao desses sitios por manipulacdo genética no genoma de
eucariotos restringe a recombinagdo mediada pela CreA aos sitios loxP exdgenos (NAGY,
2000).

O sistema de recombinacdo Cre/loxP tem sido adaptado para ser usado em Vérias
leveduras como S. cerevisiae (GULDENER et al., 1996), Kluyveromyces lactis (STEENSMA
e TER LINDE, 2001), Pichia stipitis (LAPLAZA et al., 2006) e Pichia pastoris (PAN et al.,
2011).
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34 bp loxP sequence

13 bp 8 bp 13 bp 2 I r 4
AT TCGTATAGCATACATTATACGAR ‘iﬂ\\( FICGTATAGCATAC \n\n((.m

5'

3

CTTCGTATAGCATAC unmm ,ﬂdx‘m‘r((,m AGCATACATTA r\m

Figura 2. Sistema Cre/loxP. A. Representacdo dos sitios loxP e sua recombinagdo homdloga mediada
pela recombinase CreA, B. Excisdo de um fragmento de DNA flanqueado por regides loxP quando

estas encontram-se na mesma orientacdo. Figura extraida de NAGY, 2000.

Via de sintese de leucina

O gene LEU2 codifica para pB-isopropilmalato desidrogenase, enzima responsavel por

catalisar a terceira etapa da via de biossintese de leucina em P. pastoris. A figura 3 apresenta

a via de sintese dos aminoacidos leucina, valina e isoleucina destacando-se as etapas nas quais

esta envolvida a enzima p-isopropilmalato desidrogenase (EC 1.1.1.85).
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Figura 3. Via de biossintese dos aminoacidos leucina, valina e isoleucina em P. pastoris. Figura
extraida do KEGG PATHWAY database. Os circulos representam a enzima [-isopropilmalato

desidrogenase codificada pelo gene LEU2.

Em S. cerevisiae 0 gene LEU2 tem a mesma funcdo e é uma das marcas de selecéo
mais usadas nos vetores de expressao para essa levedura (CELIK e CALIK, 2012). Antes da
elaboracdo do presente projeto este gene ndo tinha sido utilizado como marca de selecdo para
P. pastoris assim como também ndo existia uma linhagem auxotrofica para 0 aminoacido

leucina, o que motivou a construcdo de uma nova linhagem hospedeira com seu respectivo

vetor contendo a marca LEU2.




1 OBJETIVOS

1.1 Objetivo geral

Interromper o gene LEU2 no genoma de Pichia pastoris com o fim de criar uma
linhagem auxotrofica para o aminoacido leucina que possa ser usada como célula hospedeira

para vetores de expressdo contendo o gene LEU2 como marca de selecéo.

1.2 Metas

e Clonar o gene LEU2.

e Construir cassete de delecdo contendo os genes kan® ou Sh ble.

e Transformar P. pastoris com o cassete de delecéo e selecionar clones Leu'.

e Construir vetor contendo o gene CreA sob controle do promotor Prggs,

e Transformar P. pastoris leu2 com o vetor contendo o gene CreA para remover a marca
de selecdo dominante.

e Construir um vetor para a expressdo de eGFP contendo o gene LEU2 como marca de

selecao.
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2 ESTRATEGIA

A estratégia global para criar uma linhagem de P. pastoris Leu e para construir um

vetor contendo o gene LEU2 como marca de selecdo esta esquematizada na figura 4.

Construcdo de
cassete de delecéo

1. Clonagem do gene
LEU2 no pGEM-T Easy

|

Construcdo de vetor
para expressao de CreA

1. Remocédo do promotor
GALI do vetor pYRCre

2. Clonagem do promotor

Construcao de vetor
contendo LEU?2

1. Remocdo do gene HIS4
do vetor pPIC9-¢GFP

2. Clonagem do gene LEU2

pGEM-LEU TEF1 no vetor pYRCre l
em substituicdo ao Pgyr; pPIC-LEU
2. Substituicido de ~400 pb l
do gene LEU2 pelo cassete 3. Remogcdo do fator a + eGFP
kanloxP ou zeoloxP pYRCre2

4. Clonagem de eGFP

l |

pLEUAkan/pLEUAzeo
Transformacio pGFP-L2
Transformacio J/ Transformacéo
—
/
\-}

Figura 4. Estratégia para a criacdo de uma linhagem de P. pastoris Leu” e para a construcdo de
um vetor contendo o gene LEU2 como marca de sele¢éo.

2.1 Construcao de cassete de delecéo

Para construir o cassete de ruptura génica, o gene LEU2 de P. pastoris foi clonado no
vetor pPGEM-T Easy gerando o vetor pPGEM-LEU. Apo6s digestdo desse vetor com enzimas de

restricdo foi excisado um fragmento de aproximadamente 400 pb do gene LEU2 e substituido
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por um cassete de expressdao contendo uma marca de selecdo dominante (resisténcia a
antibiético). Foram usados dois cassetes de expressdo: um contendo o gene kan® e outro
contendo o gene Sh ble. Ambos os cassetes possuem um promotor para levedura, um
promotor para E. coli, uma sequéncia terminadora da transcricdo e, nas extremidades,
sequéncias loxP. A clonagem desses cassetes de expressdo no vetor pGEM-LEU gerou o0s
vetores pLEUAkan e pLEUAzeo os quais foram digeridos com enzimas de restrigdo que
clivam nas extremidades do gene LEUZ2 para liberar os cassetes de delecdo. A linhagem de P.
pastoris X-33 foi transformada com ambos os cassetes gerando as linhagens P. pastoris

leu2::kan e P. pastoris leu2::zeo. A figura 5 mostra todas as etapas da construcdo do cassete

de delecéo.

S ff ori

¢, 28]

Digestio pGEM-LEU
4.4 kb
LEU?
Pvull EcoRV EcoRV Pvull
—> | Clonagem Clonagem |<€—
loxP loxP
@, flori  pun
J 2— Pvull

pGEM-T Easy

pLEUAzeo/kan
3.0kb

5.7kb/6.1Kb

ot

Cassete de delecio

Figura 5. Etapas para a construcéo do cassete de delecéo utilizado na ruptura do gene LEU2 no
genoma de P. pastoris.
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2.2 Construcéo de vetor para expressao de CreA

Para retirar a marca de selecdo dominante com a qual foi interrompido o gene LEU2
foi construido um vetor de replicagdo autbnoma contendo o gene que codifica para a
recombinase CreA. Essa construcdo foi feita a partir do vetor pYRCre (REIS et al., 2012) que
contem o gene CreA sob o controle do promotor GALL. Para que o gene CreA pudesse ser
expresso em P. pastoris 0 Pga; foi substituido pelo promotor Prgri; gerando o vetor
pYRCre2. A transformacdo de P. pastoris leu2::kan com o pYRCre2 gerou a linhagem P.
pastoris leu2. A figura 6 apresenta um esquema da reciclagem da marca dominante utilizando
a recombinase CreA expressa pelo vetor pYRCre2.

P. pastoris X-33

‘l' P. pastorisleu2::kan

e N —

P. pastorisleu2

hgmR

ampR

PYRCre2
loxP

Figura 6. Remocdo da marca dominante do genoma de P. pastoris leu2::kan utilizando a
recombinase CreA expressa pelo vetor pYRCre2.

2.3 Construcéo de vetor contendo gene LEU2

Para testar a linhagem P. pastoris leu2 como sistema de expressao heteréloga assim
como para avaliar a recuperacdo da prototrofia, foi construido um vetor contendo o gene
reporter eGFP e 0 gene LEU2 como marca de selegdo. O gene HIS4 foi removido do vetor
pPIC9-eGFP (vetor pPIC9 da Invitrogen contendo o gene eGFP) e substituido pelo gene
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LEU2 de P. pastoris gerando o vetor pPIC-LEU. Apoés digestdo desse vetor com enzimas de
restricdo o gene eGFP foi removido junto com o sinal de secrecdo do fator o sendo entéo

clonado o gene eGFP para permitir sua expressdo intracelular sob controle do promotor

AOX1. Desta forma a producdo de eGFP seria facilmente detectada por microscopia de

fluorescéncia. O vetor obtido foi chamado de pGFP-L2 e foi utilizado para transformar P.

pastoris leu2. O processo de construcdo desse vetor esta representado na figura 7.

5'AOX1
ampR_,_ ¥
e T\, fator alfa )
e Digestdao com EcoRV e
.- e clonagem do gene LEU2
| pPIC-eGFP AOX1 TT
EcoRV— EcoRV
3 AOXR
5'AOX1
ampR ?/_:\\ BamHI
7 \
HIS4 f/ g \\ fator alfa
|~
: eGFP
ori pPIC-LEU
s Notl
/AOX1TT
S R 3' AOXI°
LEU2

ori

,./ Digestdo com BamHI e Notl
e clonagem do gene eGFP

3'AOX1

LEU2

Figura 7. Construcdo do vetor pGFP-L2 para expressdo intracelular de proteina verde

fluorescente em P. pastoris leu2. Este vetor contem 0 gene LEU2 como marca de selecdo.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 MATERIAIS

3.1.1 Micro-organismos

Bactérias

Escherichia coli DH5a (Gibco BRL): F-¢80lacZ4AM15 A(lacZYA-argF) U169 recAl
endAl hsdR17 (rg -, mg +) phoA supE44 A- thi-1 gyrA96 relAl

Escherichia coli XL10-gold (Stratagene): Tet" A(mcrd)183 A(mcrCB-hsdSMR-
mrr)173 endAl supE44 thi-1 recAl gyrA96 relAl lac Hte [F~ proAB lacliZAMI15
Tn10 (Tet") Amy Cam']

Leveduras

Pichia pastoris X-33 (Invitrogen EUA): his4::HIS4

Pichia pastoris GS115 (Invitrogen EUA): his4
Pichia pastoris LK (desenvolvida neste trabalho): leu2::kan®

Pichia pastoris M12 (desenvolvida neste trabalho): leu2
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3.1.2 Meios de cultura

LB

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

O pH foi ajustado para 7,2. Para 0 meio solido foi adicionado agar 1,5% (p/v).

LB low-salt

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

O pH foi ajustado para 7,2. Para o0 meio sélido foi adicionado agar 1,5% (p/v).

SOB
Triptona 20 g/L

Extrato de levedura 5 g/L

NaCl 0,6 g/L
KCI 0,5 g/L
MgCl, 10 mM
MgSO, 10 mM

Foram feitas solugdes de MgCl, e MgSO4 na concentracdo de 1 M e filtradas. Depois
do meio ser autoclavado foram adicionadas as solucGes para a concentracdo final de
10 mM.
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YPD

Extrato de levedura 1% (p/v)
Peptona 2% (p/v)
Glicose 2% (p/v)

Para 0 meio sélido foi adicionado agar 2% (p/v).

YPDS é&gar

Extrato de levedura 1% (p/v)

Peptona 2% (p/v)
Glicose 2% (p/v)
Sorbitol 1M

Agar 2 % (p/v)

MD (Meio Minimo com Dextrose)

YNB com sulfato de aménio 1,34% (p/v)

Biotina 4x107°% (p/v)
Glicose 2% (p/v)
Agar 2 % (p/v)

Quando preciso 0 meio minimo foi suplementado com leucina nas concentracfes
finais de 0,02%, 0,04%, 0,05% e 0,08% e com isoleucina na concentracao de 0,05%.

BMGY (Meio Complexo Tamponado com Glicerol)

Extrato de levedura 1% (p/v)
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Peptona 2% (p/v)
Fosfato de potéssio pH 6,0 100 mM
YNB com sulfato de aménio 1,34% (p/v)
Biotina 4x10™% (p/v)

Glicerol 1% (viv)

BMMY (Meio Complexo Tamponado com Metanol)
Extrato de levedura 1% (p/v)

Peptona 2% (p/v)

Fosfato de potassio pH 6,0 100 mM

YNB com sulfato de amonio 1,34% (p/v)

Biotina 4x10™% (p/v)

Metanol 0,5% (v/v)

Para 0s meios minimos e os meios complexos tamponados foram feitas solucGes
estogque de todos os reagentes e misturadas assepticamente ao momento de preparar as
placas. As solucBes dos aminoacidos com uma concentracao de 1% (p/v), a solucédo de
glicose 10X, a solugdo YP 2X [extrato de levedura 2% (p/v) e peptona 4% (p/v)], a
solucdo de fosfato de potéssio 1 M pH 6,0 e a solucdo de agar 3% (p/v) foram
autoclavadas separadamente. A solucédo de biotina 500X e a solucdo YNB com sulfato

de aménio 10X foram esterilizadas por filtrag&o.

3.1.3 Tampdes e solugdes

Solucdes estoque para meios de cultura

e Solucdo YNB (Yeast Nitrogen Base) com sulfato de aménio 10X
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Yeast Nitrogen Base w/o Amino acids (Difco) 3,4% (p/v)

(NH4)2S04
Esterilizada por filtragdo.

e Glicose 10X
Glicose 20% (p/v)

e Biotina 500X
Biotina 0,02% (p/v)
Esterilizada por filtragdo.

Antibidéticos

e Ampicilina (1000X)
Ampicilina 100 mg/mL

10% (p/v)

Dissolvida em agua MilliQ e esterilizada por filtracao.

e Kanamicina (1000X)
Kanamicina 50 mg/mL

Dissolvida em agua MilliQ e esterilizada por filtracao.

e Higromicina B (500X)
Higromicina B 50 mg/mL

e Zeocina (4000X para bactéria, 1000X para levedura)

Zeocina 100 mg/mL

e (418 (100X)
G418 50 mg/mL
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Dissolvida em agua MilliQ e esterilizada por filtracéo.

Solucbes para células bacterianas competentes

e Tampao de transformacao |

RbCI 12 g/L

MnCl,-4H,0 9,9 g/L
Acetato de potassio 0,03 M
CaCl,-2H,0 1,59/l
Glicerol 150 g/L

Uma solucdo estoque de acetato de potassio 1 M foi preparada e seu pH ajustado para 7,5
com acido acético glacial. A solucdo foi esterilizada por filtracdo. O pH do tamp&o de
transformacéo foi ajustado para 5,8 com acido acético 0,2 M e a solucéo foi esterilizada

por filtracdo.

e Tampao de transformacao Il

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

Glicerol 150 g/L

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

para 6,8 com NaOH e a solugéo foi esterilizada por filtracéo.
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Solugdes para miniprep

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

Solucéo preparada no momento de uso.

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

O pH foi ajustado para 5,0.

Solucdes para eletroforese em gel de agarose

e Brometo de Etidio

EtBr 10 mg/mL

e Tampéo Tris-acetato EDTA (TAE) 50X

Tris-Acetato 2M
EDTA 0,05 M
pH 8,0
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e Tampao de amostra

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

3.1.4 Marcadores moleculares para DNA

e Marcador 2-log DNA ladder, 100-10.000 pb (New England Biolabs).

e O’GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder, 75-20.000 pb (Thermo scientific).

3.1.5 Kits

e Zero Blunt® PCR Cloning Kit (Invitrogen): clonagem de produtos de PCR com

extremidades abruptas.

e UltraClean PCR Clean-up Kit (MO-BI0O): purificacdo de produtos de PCR.

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

e Wizard Genomic DNA Purification Kit (Promega): purificacdo de DNA genémico de

leveduras.

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

A tabela 2 apresenta as enzimas de restricdo usadas neste trabalho indicando o sitio de

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

enzima.

Tabela 2. Enzimas de restricdo utilizadas.

Enzima Sitio de clivagem Tampao Temperatura de incubacao
Avrll C*CTAGG NEB2 37°C

BamHI G*GATCC NEB3/BSA 37°C
Bglll A*GATCT NEB3 37°C

EcoRV GAT*ATC NEB3 37°C
Ncol C*CATGG NEB3 37°C
Notl GC*GGCCGC NEB3/BSA 37°C
Pvull CAG*CTG NEB3 37°C
Sacl GAGCT*C NEB1 37°C
Xbal T*CTAGA NEB2 37°C

3.1.7 Vetores

A tabela 3 exibe todos os vetores usados neste trabalho e apresenta uma breve

descricdo de cada um deles.
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Tabela 3. Vetores utilizados.

Vetor

Descricéo

pGEM-T Easy (Promega, EUA)

pGEM-LEUAkan

pGEM-LEUAzeo

pCR-Blunt (Invitrogen, EUA)

pPICZoA (Invitrogen, EUA)

PPICKa

pYRCre (REIS et al., 2012)

pYRCre2

pPIC9-eGFP

pGFP-L2

Vetor para clonagem de produtos de PCR.

Vetor contendo o cassete de delecao kanloxP
flanqueado por regides do gene LEU2.

Vetor contendo o cassete de delecao zeoloxP
flanqueado por regides do gene LEU2.

Vetor para clonagem de produtos de PCR.

Vetor de expressao para P. pastoris contendo o
cassete de expressdo do gene Sh ble.

Vetor de expressao para P. pastoris construido em
nosso laboratério contendo o cassete de expressao do
gene kan® e derivado do vetor comercial pPICZoA.

Vetor para expresséo da recombinase CreA sob
controle do promotor Pgap 1.

Vetor para expresséo da recombinase CreA sob
controle do promotor Prgg;.

Vetor de expressdo para P. pastoris construido em
nosso laboratério para expressar e secretar proteina
verde fluorescente. Este é derivado do vetor
comercial pPIC9 (Invitrogen, EUA).

Vetor construido neste trabalho para a expressao de
eGFP contendo o gene LEU2 como marca de selecéo.

3.1.8 Oligonucleotideos (primers)

A tabela 4 apresenta os primers utilizados neste trabalho com seus respetivos sitios de

restricdo sublinhados.
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Tabela 4. Primers utilizados. Os sitios de restri¢do estdo sublinhados

Primers Sequéncia (5= 3") Sitio de restricdo
PpLEU2-F1 CAGCTGAAGAGTCCAAGTCCAAG Pvull
PpLEU2-R2 CAGCTGGTGCCATTGGTGGTACTGT Pvull

TEF-2F ATACCTAGGCCCCACACACCATAGCTTCAA Avrll

TEF-2R ATACCTAGGTTTGTAATTAAAACTTAGATTAGATTG Avrll
ZeoBlas-F3 CGGATCCATAACTTCGTATAATGTATGCTATACGAAGTT BamHI e Bglll

ATAGATCTCCCACACACCATAGCTTCAAAATG
ZeoBlas-R3 CGGATCCATAACTTCGTATAGCATACATTATACGAAGTT BamHI e Bglll

PpLEU2-EXT1

PpLEU2-EXT2

ATAGATCTAGCTTGCAAATTAAAGCCTTCGAG

GAGGATAAGCTGGGAGACTATG -

TCTGTTGCCTAAGACTGAGAGC -
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3.2 METODOS

3.2.1 Cultivo de micro-organismos

Bactérias foram cultivadas a 37 °C e leveduras a 28 °C. Para ambos 0s casos uma

velocidade de agitacdo de 250 rpm foi usada quando o crescimento foi em meio liquido.

3.2.2 Preparacao de células bacterianas competentes

Células de E. coli DH5a e XL10-gold foram semeadas em uma placa de meio LB a
partir de um estoque guardado a -80 °C e incubadas a 37 °C durante a noite. Uma colonia
isolada foi inoculada em 10 mL de meio SOB em um frasco Erlenmeyer de 125 mL e
incubada a 37 °C sob agitacdo a 250 rpm por 16 h. Dois mL desse pré-in6culo foram
inoculados em 100 mL de meio SOB em um Erlenmeyer de 500 mL e incubados a 37 °C sob
agitacdo a 250 rpm por aproximadamente 1 h até atingir uma ODgy de 0,3. A cultura foi
resfriada por 15 min em banho de agua-gelo e posteriormente as células foram coletadas a
3000 x g por 5 min a 4 °C. O pellet foi ressuspendido em 32 mL de tampéao de transformacéo
| e incubado no gelo por 15 min. Em seguida as células foram submetidas a nova
centrifugacdo sob as mesmas condi¢cbes e ressuspendidas em 4 mL de tampdo de
transformacédo Il. Finalmente foram feitas aliquotas de 100 pL em tubos de 1,5 mL e

armazenadas a -80 °C.
3.2.3 Ligacéo de fragmentos de DNA

Os sistemas de ligacdo foram realizados em um volume total de 10 uL com uma razao
molar entre vetor e inserto de 1:3 a 1:10. Para a construcdo do cassete de delecao foi utilizada

a enzima T4 DNA Ligase (USB) com o tampéo fornecido pelo fabricante e os sistemas foram
incubados a 16 °C por 16 h.
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A ligacdo dos produtos de PCR nos vetores pGEM-T Easy e pCR-Blunt foi realizada
utilizando os kits pPGEM®-T Easy Vector System (Promega) e Zero Blunt® PCR Cloning Kit

(Invitrogen) respectivamente, de acordo com as instrucdes do fabricante.

Todas as ligacOes restantes foram realizadas utilizando a enzima T4 DNA ligase
(Promega) com o tampéo fornecido pelo fabricante. No caso de fragmentos com extremidades
coesivas o sistema foi incubado a 4 °C durante 16 h e, no caso de fragmentos com

extremidades abruptas, a incubacao foi a 16 °C pelo mesmo periodo de tempo.

3.2.4 Transformacéo bacteriana por choque térmico

Para cada sistema de ligacdo foi utilizada uma aliquota de células competentes
armazenadas a -80 °C. As células foram descongeladas no gelo e em seguida foram
adicionados 10 pL do sistema de ligacdo. As células foram incubadas no gelo por 30 min e
posteriormente foram submetidas a choque térmico a 42 °C por 90 s. Foram adicionados 900
pL de meio LB ao sistema que foi incubado a 37 °C por 1 h. As células foram semeadas em
meio LB &gar contendo o antibidtico adequado (50 pg/mL ampicilina, 50 pg/mL kanamicina
ou 25 pg/mL zeocina). Quando foi usada zeocina, 0 meio LB foi preparado com uma menor
concentracdo de NaCl (LB low-salt) para evitar a inibi¢do da droga pelo sal. Quando utilizado
0 vetor pGEM-T Easy foi adicionado ao meio de cultura X-gal (concentracdo final 0,004%
p/v) como substrato da enzima [-galactosidase. As placas foram incubadas a 37 °C durante a

noite.

3.2.5 Preparacéo de DNA plasmidial em pequena escala (miniprep)

Para extrair os plasmideos das células bacterianas foi utilizado o protocolo descrito por
Sambrook et al (2001) com adaptacfes. Cinco mL de meio LB contendo o antibiotico
adequado foram inoculados com uma colénia transformante e incubados a 37 °C por 16-18 h
sob agitacdo. Trés mL da cultura foram centrifugados a 10000 x g por 2 min e as células

foram coletadas e ressuspendidas em 200 pL de solucdo I. Em seguida foram adicionados 360
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pL de solugdo Il recém-preparada, a mistura foi homogeneizada por inversdo e incubada a
temperatura ambiente por 5 min. Posteriormente foram adicionados 300 pL de solugdo Il1
gelada, a mistura homogeneizada e incubada no gelo por 5 min. Apos esse tempo a amostra
foi centrifugada a 10000 x g por 5 min. O sobrenadante foi transferido para outro tubo e
foram adicionados 750 pL de isopropanol. A mistura foi homogeneizada por inverséo e
centrifugada a 10000 x g por 5 min. O sobrenadante foi descartado e o precipitado
ressuspendido em 200 pL de solugdo I. Em seguida, foram adicionados 110 pL de acetato de
amonio 7,5 M e a mistura homogeneizada em vortex seguido de centrifugacdo a 10000 x g
por 10 min. O sobrenadante foi transferido para outro tubo e foram adicionados 750 pL de
etanol 100% gelado. Apos centrifugacdo a 10000 x g por 5 min o sobrenadante foi descartado
e o precipitado lavado com 500 pL de etanol 70% seguido de uma nova centrifugacdo a
10000 x g por 2 min. O sobrenadante foi descartado e o0 excesso de etanol secado em um
concentrador a vacuo. O precipitado foi ressuspendido em 50 pL de 4gua milliQ e RNase A
(20 pg/mL) e incubado a 37 °C por 15 min. O DNA foi armazenado a -20 °C até seu uso.

3.2.6 Preparacéo de DNA plasmidial em grande escala (maxiprep)

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

Plasmid Maxi (Qiagen) seguindo as orientacdes do fabricante.

3.2.7 Digesté@o de DNA com enzimas de restri¢ao

As digestdbes de DNA foram realizadas segundo as instrucbes do fabricante das

enzimas. A quantidade de enzima foi ajustada a quantidade de DNA a ser digerido

considerando que o volume da enzima ndo devia ser maior do que 10% do volume total de

reacdo. A tabela 2 apresenta os tampdes e temperaturas recomendadas para cada enzima.

Todas as reagOes foram incubadas por 2 horas.
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3.2.8 Andlise eletroforética de DNA

Para analisar fragmentos de DNA foi utilizada a técnica de eletroforese em gel de
agarose adaptada de Sambrook et al (2001). O gel preparado na concentracdo de 1% (p/v) de
agarose em tampdo TAE 1X continha brometo de etideo na concentracéo final de 0,5 pg/mL.
As amostras foram aplicadas no gel e submetidas a corrente elétrica para permitir a migracao
e separacdo dos fragmentos de DNA. A visualizacdo das bandas de DNA foi feita com a

exposicao do gel a luz ultravioleta.

3.2.9 Purificacéo e eluicdo de fragmentos de DNA

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

pelo fabricante.

3.2.10 Precipitagdo de DNA

Para retirar sais e enzimas apds digestdo do DNA este foi precipitado adicionando
acetato de sddio para uma concentracdo final de 0,3 M e 2,5 volumes de etanol 100% gelado.
Apos incubagdo a -20 °C por 16 h, o sistema foi centrifugado a 10000 x g por 10 min. O
sobrenadante foi descartado e o precipitado lavado duas vezes com 500 pL etanol 70% por
centrifugacdo a 10000 x g por 2 min. O sobrenadante foi descartado e uma vez seco o

precipitado, este foi ressuspendido em 10 pL de agua milliQ.

3.2.11 Transformagéo de Pichia pastoris (vetores integrativos)
A levedura foi transformada por eletroporacdo segundo o protocolo descrito no

EasySelect Pichia Expression Kit (Invitrogen, EUA) com algumas modificagcbes. Uma coldnia

fresca de levedura foi inoculada em 5 mL de YPD. Apds 24 h de crescimento a 28 °C sob
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agitacdo de 250 rpm, 100 mL de YPD foram inoculados com o volume necessario do pré-
indculo para atingir uma ODgy = 1,3 seguindo-se crescimento sob as mesmas condigdes. As
células foram coletadas e lavadas 3 vezes com agua estéril gelada (100 mL na primeira
lavagem e 50 mL nas outras duas) e uma vez com sorbitol 1 M gelado centrifugando-se a
1500 x g por 5 min a 4 °C. Posteriormente, as células foram ressuspendidas em 300 pL de
sorbitol 1 M gelado e 80 pL dessas células competentes foram misturadas com 5-10 pg de
DNA linearizado. Foram adicionados 320 pL de sorbitol 1 M gelado e a mistura foi
transferida a uma cubeta de eletroporacéo de 2 mm (Bio-Rad) e incubadas no gelo por 5 min
antes de aplicar um pulso elétrico sob as seguintes condi¢des: 1500 V, 400 Q, e 25 pF.
Imediatamente apds o pulso, 1 mL de sorbitol 1 M gelado foi adicionado e as celulas foram
incubadas a 30 °C sem agitacdo durante 2 h antes de serem semeadas no meio adequado para

selecdo de transformantes.

No caso da linhagem M12 foi preciso incubar o pré-indculo s6 durante 12 h e
posteriormente 500 uL dele foram usados para inocular mais 5 mL de meio. Apés 8 h de
incubacdo, o volume necessario dessa nova cultura foi inoculado em 100 mL de meio YPD

para atingir uma ODggo = 1,3 ap0s 16 h de crescimento.

3.2.12 Transformacao de Pichia pastoris (vetores autorreplicativos)

Células eletro-competentes de P. pastoris foram preparadas para transformacdo com
plasmideos de replicacdo autbnoma de acordo com as instrucfes apresentadas no manual do
vetor pPICHOLI (MoBiTec). Um volume de 10 mL de YPD foi inoculado com uma colénia
fresca seguindo-se incubacdo a 30°C/250 rpm por 16 h. Posteriormente, 500 mL de YPD
foram inoculados com o volume necessario do pré-inoculo para atingir uma ODgy = 1,3-1,5 €
incubados a 30°C/250 rpm. A cultura foi coletada por centrifugacdo a 2000 x g por 10 min a
4°C. As células foram ressuspendidas em 100 mL de YPD contendo 20 mL de HEPES 1M
(pH 8,0) e 2,5 mL de DTT 1M e incubadas a 30°C por 15 min sem agitacdo. Apds esse tempo
foi adicionada agua estéril gelada até um volume final de 500 mL seguindo-se centrifugacao a
2000 x g por 10 min a 4°C. Em seguida, as células foram lavadas com 250 mL de agua estéril

gelada e submetidas a uma nova centrifugacdo sob as mesmas condic¢des. As células foram
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lavadas mais uma vez com 20 mL de sorbitol 1 M gelado e ressuspendidas em 500 uL de
sorbitol 1 M gelado. Um volume de 40 pL das células eletro-competentes foi misturado com 5
puL de DNA (100 ng) e o sistema transferido para uma cubeta de 2 mm. Foi usado o Gene-
Pulser (Bio-Rad) para dar o pulso com os seguintes parametros: 1500 V, 400 Q, 25 uF. Apos
0 pulso foi adicionado 1 mL de sorbitol 1 M gelado, e a mistura transferida para um tubo de
1,5 mL seguindo-se incubacdo a 30°C sem agitacdo pelo menos durante 30 min. Finalmente,

as ceélulas foram semeadas em meio contendo o antibidtico adequado.

3.2.13 Avaliagéo do crescimento em meio liquido

Uma col6nia nova da levedura foi inoculada em 5 mL de YPD e incubada por 16 h a
28 °C/250 rpm. Um volume de 100 mL de YPD foi inoculado com o volume necessario do
pré-indculo para comegar a cultura com uma ODggo = 0,1. A cada certo tempo foram coletadas

amostras de 1 mL as quais foram diluidas para determinacdo da ODgoo em espectrofotdmetro.

3.2.14 Extracdo de DNA total de levedura

O DNA genbmico de leveduras foi extraido utilizando o kit Wizard Genomic DNA

Purification (Promega) seguindo as orientacGes do fabricante.

3.2.15 Analise de fluorescéncia no Typhoon scanner

Para detectar rapidamente clones expressando eGFP intracelularmente foi feita uma

analise da fluorescéncia emitida pelas células crescidas em meio solido. A placa foi analisada

utilizando o Typhoon scanner (GE) sob as seguintes condi¢fes: Filtro de emissdo: 526

fluoresceina, Cy2, AlexaFluor 488; PMT: 600; Laser: verde (532); Sensibilidade: normal;
Tamanho do pixel: 200 um; Painel focal: +3 mm.
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3.2.16 Inducéo e expressdo de proteinas recombinantes

Uma colonia nova da levedura foi inoculada em 5 mL de meio BMGY e incubada a 28
°C por 16 h. O volume apropriado dessa cultura foi coletado por centrifugacdo sendo
ressuspendido em 20 mL de meio BMMY para comecar a indu¢do com uma ODggo de 0,3. A
nova cultura foi incubada a 28 °C e a cada 24 h foi adicionado metanol numa concentracdo
final de 0,5% (v/v). Apos 48 h de inducdo, as células foram observadas no microscépio de

fluorescéncia para avaliar a expressdo da proteina heterdloga.

3.2.17 Microscopia de fluorescéncia

Cerca de 10 pL de cada cultura foram adicionados numa lamina e a fluorescéncia
emitida por células expressando eGFP foi detectada utilizando o microscépio invertido de
fluorescéncia Zeiss Axio Observer Z1 equipado com uma objetiva 63x NA 1,4. As imagens
foram capturadas com a camera AxioCam MRm (Zeiss) e coletadas com o programa Zen2011

software (Zeiss).
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4 RESULTADOS

4.1 Clonagem do gene LEU2

O gene LEU2 foi amplificado por PCR a partir do DNA genémico de P. pastoris
GS115 utilizando os primers PpLeu-F1 e PpLeu-R2 que se anelam nas regides 5'-UTR e 3'-
UTR, respectivamente. Esses primers adicionam sitios para a enzima de restricdo Pvull nas
suas extremidades. A figura 8 apresenta a sequéncia do fragmento de 1774 pb que foi alvo de
amplificacdo por PCR. Na figura 9 (poco 3) pode-se observar uma banda de

aproximadamente 1,8 kb obtida por PCR que é consistente com o tamanho esperado.

PpLEU2-F1
CAGCTGAAGAGTCCAAGTCCAAGGTCTCCAATTCCGGAAGGGCTGAACTCGAGTATGTCGACAT
TGATAAGTATATTGAGGAGCAGAACTAGATGTTAAAGCATTTTTTATTTGTATTTTTGATTGTA
GTTTACCTCTGCCAAGTGTATAGCTCTTTGGGCCATATTGCCTTCCAATAGCCACTCTTGCCCA
ATAATTCAACTGAAAGATGATTTGCTTTAGTGTATACTTTCCATCTAACATCCGCTCCACAATG
TCGCGACGATGTGATGAATCATTCCGTATACTCAGGGACTTTTCACCAACATAATATCTCCCCT
GATGTCCGAACCAATTACCAAGAAACCCAAGTCTGTGATTCCCAAGAAGATCGTTCTTCTTCCA
GGTGACCACGTTGGTGCTGAAATTATTGACGAGGCCGTCAAAGTCCTGAAAGCCATTAGCAGCG
TTTCTCCAAATGCTGATTTTGAGTTCCAAACTCAACTAATCGGAGGAGCTGCTATTGATGCCAC
CGGTTCTCCACTACCAGATGAAACCTTGGAAGCTGCTAGAGGCGCTAATGCTGTCCTTTTGGGG
GCTGTTGGTGGGCCTAAATGGGGTACAGGTGATGTCAGACCAGAACAAGGTCTACTGAAAATTA
GAAAAGAACTCAACTTGTATGCTAACTTGCGTCCTTGTAACTTTGCCAGTGACTCTCTTCTAAA
GCTCTCCCCATTGAAAGAGGATATCGTTCGTGGAACCAACTTCACTGTTGTTCGTGAGCTTGTA
GGCGGTATCTACTTTGGAGAAAGAACTGAAGATGATGGCTCAGGAGTTGCCTGGGATACTGAGA
AATACTCTGTCCCTGAAGTGCAACGTATTACCCGTATGGGTGCATTTCTGGCTCTGCAAAGCGA
TCCTCCTTTGCCAATATGGTCTTTGGACAAGGCAAATGTCTTGGCTTCCTCCCGTTTGTGGAGA
AAAACCGTTACTGAAACTTTGGAGAAGGAGTTTCCCCAATTGACTTTGAACCATCAATTGATCG
ACTCTGCGGCCATGATTTTAGTGAAATCTCCTTCCAAGCTGAATGGTATTGTTTTGACTAATAA
CATGTTCGGAGATATCATTTCCGATGAAGCATCCATGATTCCAGGCTCTTTAGGACTGTTGCCA
TCGGCTTCTCTAGCTTCTCTGCCAGATTCTAACGAAGCCTTTGGACTGTACGAGCCTTGCCATG
GCTCAGCTCCAGATTTGGACAAAGGTAAGGTCAACCCTGTAGCTACAATCTTGTCTGCAGCTAT
GATGCTTCGTCTATCCCTGAATCTTACAGAAGAAGCTGATGCTTTAGAGAAAGCCGTCGGTCAA
GTTTTGGACTCTGGGATCATGACTGGAGATTTAGGAGGCTCCAACTCTACCACTGAAGTAGGAG
ATGCTATTTCCAAGGCTGTGGTCGACATTTTGAAAAACTAGACGAAAGAAAAACTTGTATAAAC
ACTGCAATAAATATAGATAATCAAGTCTAACTATTTCTCTACTGTAAGGTTCGGAAAAAGTCCA
TACAAGTGGTAAATACCACCAGTAAGATACCTCCTCCTGGTCCTAGACGTAACACTTTAGGTAG
GAATCCTTTATAAAGAGCTGAGAAACCTTCCTCTTTGGTAACCAGCAGCAACGATGGTAAAGTC
CAGTTATACTTCGGAACCACACCAGGAACCTTGACAGTGTTTTGGATACGAGACTTGACCACGT
CAAATGGAGTATTCAGTATGGTACCGACAGTACCACCAATGGCACCAGCTG

PpLEU2-R2

Figura 8. Sequéncia do fragmento amplificado com os primers PpLeu-F1 e PpLeu-R2. Em azul:
regido codante do gene LEU2; em vermelho, sitios para Pvull; sublinhado, regifes de anelamento dos
primers PpLEU2-F1 e PpLEU2-R2.
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2,0 kb

1,5 kb

1,2 kb

Figura 9. Amplificacio por PCR dos cassetes kanloxP e zeoloxP e do gene LEU2 de P. pastoris.
Eletroforese em gel de agarose 1% corado com brometo de etideo. M: marcador 2-log (New England
Biolabs), 1: kanloxP (~1,7 kb), 2: zeoloxP (~1,3 kb), 3: gene LEU2 (~1,8 kb).

O gene LEU2 amplificado foi ligado ao vetor comercial pGEM-T Easy (Promega). O
sistema de ligagdo foi utilizado para transformar E. coli DH5a. Apds sele¢do em meio LB
contendo ampicilina foi feita extracdo plasmidial de 6 clones transformantes e 0 DNA foi
digerido com Pvull para confirmar a inser¢do do gene LEU2 no vetor. Como o vetor pGEM-T
Easy tem dois sitios de clivagem para Pvull, se o inserto tivesse sido ligado, a digestdo com
essa enzima devia liberar dois fragmentos pequenos de 173 pb e 286 pb, além do fragmento
de 1774 pb correspondente ao gene LEU2 e um fragmento de 2556 pb correspondente ao
resto do pGEM-T Easy. Como observado na figura 10, os clones 2, 3, 4 e 6 apresentaram
bandas de aproximadamente 1,8 kb e 2,6 kb indicando que tinham inserto. Como esperado, 0s

fragmentos menores ndo foram observados devido a baixa concentracdo deles. O clone 4 foi
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selecionado para fazer extracdo plasmidial em grande escala e o vetor obtido foi chamado de
pGEM-LEU.

clone 1 clone 2 clone 3 clone 4 clone 5 clone 6
M 1 D I D 1 D M 1 D 1 D 1 D

Figura 10. Clonagem do gene LEU2 no vetor pGEM-T Easy. Eletroforese em gel de agarose 1%
corado com brometo de etideo apresentando o DNA plasmidial intacto (1) e digerido com Pvull (D)
para 6 clones transformantes. M: marcador 2-log (New England Biolabs).

4.2 Construcédo do cassete de delecao

Com o fim de interromper o gene LEU2 no genoma de P. pastoris foram construidos
dois cassetes de delegdo: um contendo o gene kan® (resisténcia a kanamicina/G418) e outro
contendo o gene Sh ble (resisténcia a zeocina). Os fragmentos kanloxP e zeoloxP foram
obtidos ao amplificar por PCR o0s cassetes de expressdo do gene kan® a partir do vetor
pPICKa e do gene Sh ble a partir do vetor pPICZaA. A amplificagdo foi feita utilizando os
primers ZeoBlas-F3 e ZeoBlas-R3 que adicionam sitios loxP nas extremidades do cassete de
expressao. Ambos os cassetes contém os promotores Prerr € Pevy para controlar a transcrigdo
do gene (kan® ou Sh ble) em levedura e bactéria, respectivamente, assim como a sequéncia
terminadora da transcricdo do gene CYCL. A figura 11 apresenta a sequéncia do fragmento de
1708 pb que seria amplificado a partir do vetor pPICKa e a figura 12 mostra a sequéncia do
fragmento de 1267 pb amplificada a partir do vetor pPICZaA.
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ZeoBlas-F3

CGGATCCATAACTTCGTATAATGTATGCTATACGAAGTTATAGATCTCCCACACACCA
TAGCTTCAAAATGTTTCTACTCCTTTTTTACTCTTCCAGATTTTCTCGGACTCCGCGC
ATCGCCGTACCACTTCAAAACACCCAAGCACAGCATACTAAATTTTCCCTCTTTCTTC
CTCTAGGGTGTCGTTAATTACCCGTACTAAAGGTTTGGAAAAGAAAAAAGAGACCGCC
TCGTTTCTTTTTCTTCGTCGAAAAAGGCAATAAAAATTTTTATCACGTTTCTTTTTCT
TGAAATTTTTTTTTTTAGTTTTTTTCTCTTTCAGTGACCTCCATTGATATTTAAGTTA
ATAAACGGTCTTCAATTTCTCAAGTTTCAGTTTCATTTTTCTTGTTCTATTACAACTT
TTTTTACTTCTTGTTCATTAGAAAGAAAGCATAGCAATCTAATCTAAGGGGCGGTGTT
GACAATTAATCATCGGCATAGTATATCGGCATAGTATAATACGACAAGGTGAGGAACT
AAACCATGGGCCATATTCAACGGGAAACGTCTTGCTCTAGGCCGCGATTAAATTCCAA
CATGGATGCTGATTTATATGGGTATAAATGGGCTCGCGATAATGTCGGGCAATCAGGT
GCGACAATCTATCGATTGTATGGGAAGCCCGATGCGCCAGAGTTGTTTCTGAAACATG
GCAAAGGTAGCGTTGCCAATGATGTTACAGATGAGATGGTCAGACTAAACTGGCTGAC
GGAATTTATGCCTCTTCCGACCATCAAGCATTTTATCCGTACTCCTGATGATGCATGG
TTACTCACCACTGCGATCCCCGGGAAAACAGCATTCCAGGTATTAGAAGAATATCCTG
ATTCAGGTGAAAATATTGTTGATGCGCTGGCAGTGTTCCTGCGCCGGTTGCATTCGAT
TCCTGTTTGTAATTGTCCTTTTAACAGCGATCGCGTATTTCGTCTCGCTCAGGCGCAA
TCACGAATGAATAACGGTTTGGTTGATGCGAGTGATTTTGATGACGAGCGTAATGGCT
GGCCTGTTGAACAAGTCTGGAAAGAAATGCATAAGCTTTTGCCATTCTCACCGGATTC
AGTCGTCACTCATGGTGATTTCTCACTTGATAACCTTATTTTTGACGAGGGGAAATTA
ATAGGTTGTATTGATGTTGGACGAGTCGGAATCGCAGACCGATACCAGGATCTTGCCA
TCCTATGGAACTGCCTCGGTGAGTTTTCTCCTTCATTACAGAAACGGCTTTTTCAAAA
ATATGGTATTGATAATCCTGATATGAATAAATTGCAGTTTCATTTGATGCTCGATGAG
TTTTTCTAACACGTCCGACGGCGGCCCACGGGTCCCAGGCCTCGGAGATCCGTCCCCC
TTTTCCTTTGTCGATATCATGTAATTAGTTATGTCACGCTTACATTCACGCCCTCCCC
CCACATCCGCTCTAACCGAAAAGGAAGGAGTTAGACAACCTGAAGTCTAGGTCCCTAT
TTATTTTTTTATAGTTATGTTAGTATTAAGAACGTTATTTATATTTCAAATTTTTCTT
TTTTTTCTGTACAGACGCGTGTACGCATGTAACATTATACTGAAAACCTTGCTTGAGA
AGGTTTTGGGACGCTCGAAGGCTTTAATTTGCAAGCTAGATCTATAACTTCGTATAAT
GTATGCTATACGAAGTTATGGATCCG

ZeoBlas-R3

Figura 11. Sequéncia do fragmento amplificado com os primers ZeoBlas-F3 e ZeoBlas-R3 a
partir do vetor pPICKa. Em azul, regido codante do gene kan®; em vermelho, sitios loxP;
sublinhado, regides de anelamento dos primers ZeoBlas-F3 e ZeoBlas-R3.
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ZeoBlas-F3

CGGATCCATAACTTCGTATAATGTATGCTATACGAAGTTATAGATCTCCCACACAC
CATAGCTTCAAAATGTTTCTACTCCTTTTTTACTCTTCCAGATTTTCTCGGACTCC
GCGCATCGCCGTACCACTTCAAAACACCCAAGCACAGCATACTAAATTTTCCCTCT
TTCTTCCTCTAGGGTGTCGTTAATTACCCGTACTAAAGGTTTGGAAAAGAAAAAAG
AGACCGCCTCGTTTCTTTTTCTTCGTCGAAAAAGGCAATAAAAATTTTTATCACGT
TTCTTTTTCTTGAAATTTTTTTTTTTAGTTTTTTTCTCTTTCAGTGACCTCCATTG
ATATTTAAGTTAATAAACGGTCTTCAATTTCTCAAGTTTCAGTTTCATTTTTCTTG
TTCTATTACAACTTTTTTTACTTCTTGTTCATTAGAAAGAAAGCATAGCAATCTAA
TCTAAGGGGCGGTGTTGACAATTAATCATCGGCATAGTATATCGGCATAGTATAAT
ACGACAAGGTGAGGAACTAAACCATGGCCAAGTTGACCAGTGCCGTTCCGGTGCTC
ACCGCGCGCGACGTCGCCGGAGCGGTCGAGTTCTGGACCGACCGGCTCGGGTTCTC
CCGGGACTTCGTGGAGGACGACTTCGCCGGTGTGGTCCGGGACGACGTGACCCTGT
TCATCAGCGCGGTCCAGGACCAGGTGGTGCCGGACAACACCCTGGCCTGGGTGTGG
GTGCGCGGCCTGGACGAGCTGTACGCCGAGTGGTCGGAGGTCGTGTCCACGAACTT
CCGGGACGCCTCCGGGCCGGCCATGACCGAGATCGGCGAGCAGCCGTGGGGGCGGG
AGTTCGCCCTGCGCGACCCGGCCGGCAACTGCGTGCACTTCGTGGCCGAGGAGCAG
GACTGACACGTCCGACGGCGGCCCACGGGTCCCAGGCCTCGGAGATCCGTCCCCCT
TTTCCTTTGTCGATATCATGTAATTAGTTATGTCACGCTTACATTCACGCCCTCCC
CCCACATCCGCTCTAACCGAAAAGGAAGGAGTTAGACAACCTGAAGTCTAGGTCCC
TATTTATTTTTTTATAGTTATGTTAGTATTAAGAACGTTATTTATATTTCAAATTT
TTCTTTTTTTTCTGTACAGACGCGTGTACGCATGTAACATTATACTGAAAACCTTG
CTTGAGAAGGTTTTGGGACGCTCGAAGGCTTTAATTTGCAAGCTAGATCTATAACT
TCGTATAATGTATGCTATACGAAGTTATGGATCCG

ZeoBlas-R3

Figura 12. Sequéncia do fragmento amplificado com os primers ZeoBlas-F3 e ZeoBlas-R3 a
partir do vetor pPICZaA. Em azul, regido codante do gene Sh ble; em vermelho, sitios loxP;
sublinhado, regiBes de anelamento dos primers ZeoBlas-F3 e ZeoBlas-R3.

Na figura 9 podem ser observadas bandas de aproximadamente 1,7 kb (poco 1) e 1,3
kb (pogco 2) que confirmam a amplificagio dos fragmentos kanloxP e zeoloxP,
respectivamente. Posteriormente, ambos os fragmentos foram ligados no vetor pGEM-LEU
digerido com EcoRV. Essa digestdo remove um fragmento interno de 375 pb do gene LEU2
como observado na figura 13 (pogo 2).
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3,0 kb

0,5kb

Figura 13. Linearizacdo do vetor pGEM-LEU. Eletroforese em gel de agarose 1% corado com
brometo de etideo apresentando os fragmentos liberados pela digestdo do vetor pGEM-LEU com
EcoRV. M: marcador 2-log (New England Biolabs), 1: pPGEM-LEU intacto, 2: pGEM-LEU digerido
com EcoRV.

O outro fragmento de 4414 pb gerado pela digestdo do pGEM-LEU com EcoRV foi
eluido do gel de agarose para ser ligado com os cassetes de delecdo. Ambos os sistemas de
ligagdo foram utilizados para transformar E. coli DH5a. A selegao foi feita em meio LB com
kanamicina para o sistema pGEM-LEU/kanloxP e em meio LB low salt com zeocina para o
sistema pGEM-LEU/zeoloxP. De cada sistema foram selecionados 4 clones para fazer
extracdo plasmidial e o DNA foi digerido com Pvull e com EcoRV para confirmar a
clonagem. Se o cassete kanloxP tivesse sido ligado, a digestdo com Pvull devia liberar um
fragmento de 3107 pb correspondente ao cassete de delecdo, um fragmento de 2556 pb
correspondente ao vetor pPGEM-T Easy e mais dois fragmentos pequenos de 286 pb e 173 pb;
a digestdo com EcoRV devia linearizar o vetor gerando um fragmento de 6122 pb. Se o
cassete zeoloxP tivesse sido ligado, a digestdo com Pvull devia liberar um fragmento de 2666
pb correspondente ao cassete de delecdo, um fragmento de 2556 pb correspondente ao vetor
pGEM-T Easy e mais dois fragmentos pequenos de 286 pb e 173 pb; a digestdo com EcoRV
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devia linearizar o vetor gerando um fragmento de 5681 pb. Como observado na figura 14 os
clones 3 e 4 transformados com o sistema pGEM-LEU/kanloxP apresentaram bandas dos
tamanhos esperados indicando que tinham o vetor com inserto. No caso do sistema pGEM-

LEU/zeoloxP todos os clones apresentaram bandas dos tamanhos esperados.

pGEM-LEU/kanloxP pGEM-LEU/zeoloxP

clonel clone2 clone3 clone4 <clonel <clone2 clone3 clone4

M 1P EI PEI P E I P E I PE I P E I P E I P E

6,0 kb
5,0 kb
4,0kb

3,0kb
2,0kb

Figura 14. Clonagem dos cassetes kanloxP e zeoloxP no vetor pPGEM-LEU. Eletroforese em gel de
agarose 1% corado com brometo de etideo apresentando o DNA plasmidial intacto (1) e digerido com
Pvull (P) ou EcoRV (E) para 4 clones transformantes de cada sistema. M: marcador 2-log (New
England Biolabs).

O clone 3 do sistema pGEM-LEU/kanloxP e o clone 1 do sistema pGEM-
LEU/zeoloxP foram selecionados para fazer extracdo plasmidial em larga escala e o0s
plasmideos obtidos foram chamados de pLEUAkan ¢ pLEUAzeo, respectivamente. A digestdo
de ambos os vetores com Pvull liberou os cassetes de delecdo com os quais foi transformada

P. pastoris X-33.
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4.3 Determinagéo das concentragdes de G418 e higromicina B

Foi realizado um teste para determinar as concentraces de G418 e higromicina B que
seriam usadas durante as etapas de selecdo de colonias transformantes de P. pastoris. Para isto
foram semeadas diluicSes seriadas de células (10°-10° células/mL) em meio YPD contendo
diferentes concentracbes da droga a avaliar. Para G418 foram avaliadas as seguintes
concentragdes: 300 pg/mL, 400 pg/mL, 500 pg/mL, 750 pg/mL e 1000 pg/mL. Para
higromicina B as concentragdes avaliadas foram: 100 pg/mL, 250 pg/mL, 500 pg/mL, 750
pg/mL e 1000 pg/mL. Como controle foram semeadas as mesmas concentracées celulares em
meio YPD sem a droga. O teste ndo foi feito para zeocina devido a que ja esta bem

determinada a concentracéo necessaria desta droga no meio de cultura (Invitrogen).

Como pode ser observado na figura 15, com uma concentracao de 400 pg/mL de G418
ainda ha formacéo de colonias quando a concentragdo celular inoculada é de 10° células/mL.
Ja com 500 pg/mL do antibidtico ndo houve crescimento celular, por tanto neste trabalho foi

usada essa concentracgao para G418.

Figura 15. Determinagdo da concentracdo adequada da droga G418. Concentracdes avaliadas:
300 pg/mL, 400 pg/mL, 500 pg/mL, 750 pg/mL e 1000 pg/mL.
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No caso da higromicina B, como observado na figura 16, uma concentragdo de 100
pg/mL é suficiente para inibir o crescimento de P. pastoris X-33 e essa concentracdo foi a

utilizada neste trabalho nas etapas de selecao.

Figura 16. Determinacdo da concentracdo adequada da droga higromicina B. Concentragdes
avaliadas: 100 pg/mL, 250 pg/mL, 500 pg/mL, 750 pg/mL e 1000 pg/mL.

4.4 Transformacéao de Pichia pastoris X-33

A linhagem P. pastoris X-33, que apresenta fenotipo selvagem, foi transformada por
eletroporagdo com os cassetes LEUAkan e LEUAzeo. Os clones transformantes foram
selecionados em meio YPDS contendo os antibiéticos G418 (500 pg/mL) ou zeocina (100
pg/mL), respectivamente. Doze clones transformados com LEUAkan e 36 clones
transformados com LEUAzeo foram selecionados e semeados em meio YPD com G418 ou
zeocina, segundo o caso, para obter clones isolados como observado na figura 17. Também
foi semeada a levedura sem transformar para ser usada como controle. Tanto no meio com
G418 quanto no meio com zeocina todos 0s clones cresceram, enquanto que ndo houve
crescimento do controle. Isto indica que a levedura nativa é inibida por ambas as drogas e que
o fato de que todos os clones selecionados cresceram nesses meios pode ser atribuido a

integracdo do cassete de delecdo que confere a resisténcia as drogas.
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Figura 17. Resultado da transformacéo de P. pastoris X-33 com os cassetes de delecdo LEUAkan
e LEUAzeo. A. Clones transformados com LEUAkan crescidos em meio YPD com G418, B. Clones
transformados com LEUAzeo crescidos em meio YPD com zeocina, controle: P. pastoris X-33 sem
transformar.

4.5 Selecéo de clones Leu’

Ap0s a selecdo no meio com antibiotico, os clones transformantes foram semeados em
placas contendo meio minimo com ou sem leucina (figuras 18 e 19). Era esperado que nédo
houvesse crescimento no meio sem leucina devido a interrupcdao do gene LEU2 pelo cassete
de delecdo o que impossibilitaria a sintese do aminoacido. Porém, para ambos 0s sistemas,
houve clones que cresceram em meio sem leucina indicando que o cassete de delecdo foi
integrado em algum outro locus que ndo fosse LEU2. Os clones que n&o cresceram no meio
sem suplementacéo de leucina correspondem aos clones Leu™ e foram recuperados a partir do

meio com leucina onde todos os clones cresceram.
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A B
Figura 18. Selecdo de clones Leu apés transformacdo com o cassete LEUAKkan. A. crescimento
em meio minimo, B. crescimento em meio minimo suplementado com leucina 0,05%.

A B
Figura 19. Selecdo de clones Leu™ apés transformacéo com o cassete LEUAzeo. A. crescimento em
meio minimo, B. crescimento em meio minimo suplementado com leucina 0,05%.

Ao comparar o crescimento dos clones transformantes em meio minimo suplementado
com leucina foi observado que os clones Leu™ cresciam mais devagar do que aqueles que nao
sofreram ruptura do gene LEUZ2, enquanto que em meio YPD o crescimento foi igual para
todos. A principio pensou-se que este comportamento estivesse ligado a uma deficiéncia em
isoleucina ja que a enzima codificada pelo gene LEU2 também estd envolvida na via de
sintese de isoleucina. Com a finalidade de confirmar esta hipétese, os clones transformantes

foram semeados em meio minimo suplementado com leucina e isoleucina. Como pode ser
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observado na figura 20, a adi¢do de isoleucina ao meio minimo ndo melhorou o crescimento

dos clones Leu.

Figura 20. Crescimento dos clones transformantes em meio minimo suplementado com leucina
0,05% e isoleucina 0,05%. A. Clones transformados com o cassete LEUAkan, B. Clones
transformados com o cassete LEUAzeo.

Em Saccharomyces cerevisiae o transporte de leucina para dentro da célula é mediado
por trés sistemas: GAP (permease geral de aminoacidos), S1 (permease de alta afinidade) e S2
(permease de baixa afinidade) (SCHREVE e GARRETT, 1997). A atividade da permease
geral GAP é completamente inibida pela presenca de ion aménio no meio de cultura
(GRENSON et al., 1970). As proteinas S1 e S2 podem funcionar na presenga desse ion
embora suas atividades decrescam consideravelmente (KOTLIAR et al., 1994). Diante desta
informacdo trabalhamos com a hipdtese de que P. pastoris poderia ter um mecanismo
semelhante para transportar leucina e que o lento crescimento dos clones Leu” era devido a
inibicdo da atividade das permeases pelo ion aménio proveniente do sulfato de amonio
presente no meio minimo. Para confirmar esta hipotese, o clone Leu” selecionado foi crescido
em meio minimo sem sulfato de aménio, e contendo como Unica fonte de nitrogénio o
aminoacido leucina. Na figura 21 observa-se o crescimento desse clone comparado com a

levedura nativa.
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Figura 21. Crescimento de P. pastoris X-33 e do clone Leu” em meio minimo. A. com sulfato de
amonio, B. com sulfato de am6nio e leucina 0,02%, C. sem sulfato de aménio, D. sem sulfato de
amdnio e com leucina 0,02%.

Em meio minimo com sulfato de aménio, tanto com ou sem leucina, a levedura nativa
cresceu normalmente enquanto que o clone Leu™ sé apresentou um discreto crescimento em
meio suplementado com leucina. Como esperado, em meio minimo sem sulfato de amdnio,
ambas as linhagens sdo incapazes de crescer, pois ndo ha fonte de nitrogénio. Ja quando este
meio é suplementado com leucina o crescimento do clone Leu™ é similar ao da levedura
nativa. Embora as taxas de crescimento ndo tenham sido estimadas nas diversas condi¢fes
analisadas, estes resultados confirmam a ideia de que a presenca do ion amonio inibe o
transporte de leucina para dentro da célula impedindo o crescimento normal da levedura

auxotréfica.

4.6 Confirmacdo da dele¢do do gene LEU2

Para cada sistema (kanloxP e zeoloxP) foi selecionado um clone Leu e o DNA total
foi extraido. A interrupcdo do gene LEU2 nos clones selecionados foi confirmada por PCR
usando trés combinac¢Ges de primers: PpLEU2-EXT1 e PpLEU2-EXT2, que se anelam em
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regides externas ao gene LEU2 no genoma de Pichia; PpLEU2-EXT1 e ZeoBlas-R3, que se
anelam na regido 5" externa ao gene LEU2 e no cassete de delegéo, respectivamente; e
ZeoBlas-F3 e PpLEU2-EXT2, que se anelam no cassete de delecdo e na regido 3" externa ao
gene LEU2, respectivamente. A figura 22 apresenta um esquema dos sitios de anelamento dos
primers e os tamanhos dos fragmentos que seriam amplificados. Se os cassetes kanloxP e
zeoloxP tivessem sido integrados era esperado amplificar um fragmento de ~3,3 kb e um de
~2,9 kb, respectivamente, quando fosse usada a primeira combinacdo de primers. Se nao
houvesse interrupc¢do, o fragmento amplificado seria de ~2,0 kb. Com a segunda combinacéo
de primers os tamanhos esperados eram ~2,6 kb e ~2,1 kb se os cassetes kanloxP e zeoloxP
tivessem sido integrados, respectivamente, e ndo deveria haver amplificagdo se ndo houvesse
interrupcdo. Com a terceira combinacdo de primers os tamanhos esperados eram ~2,4 kb e
~2,0 kb se os cassetes kanloxP e zeoloxP tivessem sido integrados, e ndo deveria haver

amplificagdo se ndo houvesse delegéo.

X-33

PpLEU2-EXT1 PpLEUZ2-EXT2

- <=

N .co-

2,0 kb
leu::kan®
PpLEU2-EXT1 ZeoBlas-F3 ZeoBlas-R3 PpLEU2-EXT2
- - <m <=
B —TT— B
loxP loxP
3,3 kb
2,6 kb
2,4 kb
leu::zeoR
PpLEU2-EXT1 ZeoBlas-F3 ZeoBlas-R3 PpLEU2-EXT2
-p = <= <=
ST E—
loxP loxP
2,9 kb
2,1 kb
2,0 kb

Figura 22. Sitios de anelamento dos primers utilizados para confirmar delecdo do gene LEU2 e
tamanhos dos fragmentos que seriam amplificados.
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O gel de agarose da figura 23 mostra todas as bandas dos tamanhos esperados para o
clone transformado com o cassete kanloxP confirmando a delecdo do gene LEU2 nesse clone.
Para o clone transformado com o cassete zeoloxP foi observada uma banda do tamanho
esperado com a primeira combinacéo de primers, porém, com o0s outros dois pares de primers
ndo houve amplificagdo. Para o controle, que foi a levedura sem transformar, foi amplificado
um fragmento de ~2,0 kb com a primeira combina¢do de primers e com as outras duas
combinagbes ndo foi observada amplificacdo. Como nosso objetivo era interromper o gene
LEU2, ndo investigamos as razdes que levaram ao resultado negativo da PCR com o cassete
zeoloxP, e continuamos o trabalho com o clone transformado com o cassete kanloxP que foi

denominado P. pastoris LK.

PpLEU2-EXT1/PpLEU2-EXT2 PpLEU2-EXT1/ ZeoBlas-R3 ZeoBlas-F3 / PpLEU2-EXT?2

M C 1 2 C 1 2 C 1 2

4,0 kb
3,0 kb

2,0 kb

Figura 23. PCR para confirmar dele¢éo do gene LEU2. Eletroforese em gel de agarose 1% corado
com brometo de etideo. M: marcador 2-log (New England Biolabs), C: P. pastoris X-33, 1: clone
transformado com kanloxP, 2: clone transformado com zeoloxP.
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4.7 Construcao de vetor para expressao da recombinase CreA

O vetor pYRCre (REIS et al., 2012), previamente desenvolvido no nosso grupo de
pesquisa, contém o gene que codifica para a enzima recombinase CreA sob a regulacdo do
promotor induzivel Pga1 de S. cerevisiae (figura 24). Como em P. pastoris ndo ha
metabolismo para galactose era preciso substituir esse promotor por outro que fosse funcional
nessa levedura, neste caso o promotor constitutivo Prgr;. Para conseguir isto 0 Pgap foi
removido do vetor digerindo-o com a enzima de restricdo Xbal. A banda de aproximadamente
6,0 kb observada na figura 25 (poco 1) corresponde ao fragmento do vetor pYRCre sem o

PcaL1.

Xbal (3953)

Xbal (3462)

Figura 24. Mapa fisico do vetor pYRCre. Vetor para a expressdo da recombinase CreA sob o
controle do promotor Pgays.
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Figura 25. Remog&o do Pgai; N0 pYRCre e amplificacdo por PCR do Prer;. Eletroforese em gel de
agarose 1% corado com brometo de etideo. M: marcador 2-log (New England Biolabs), 1: pYRCre
linearizado ap6s digestdo com Xbal (~6,0 kb), 2: Prgr; (~450 pb).

O Prers foi amplificado a partir do DNA gendmico de S. cerevisiae com 0s primers
TEF-2F e TEF-2R o0s quais adicionam, nas extremidades, sitios para a enzima Avrll. Esta
enzima gera extremidades coesivas compativeis com as extremidades geradas pela enzima
Xbal. A figura 25 (pogo 2) mostra uma banda de aproximadamente 450 pb correspondente ao
Prerpr amplificado por PCR. Esse fragmento foi clonado no vetor comercial pCR-Blunt
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(Invitrogen) e a digestdo desse plasmideo com a enzima de restricdo Avrll liberou 0 Prer;

como observado na figura 26. A outra banda observada, de aproximadamente 3,5 kb,
corresponde ao vetor pCR-Blunt.

clone 1 clone 2 clone 3 clone 4

M I D I D I D T D

40KD -
3,0kb ~ “ Ii - ~
. m—— ——— — l ——
—— . — - -
S
-
0,5 kb
S .

Figura 26. Clonagem do P+tgr; N0 pCR-Blunt. Eletroforese em gel de agarose 1% corado com
brometo de etideo apresentando o DNA plasmidial intacto (I) e digerido com Avrll (D) para 4 clones
transformantes. M: marcador 2-log (New England Biolabs).

Posteriormente, 0 Prgr; foi ligado no pYRCre e células de E. coli XL10-gold foram
transformadas com o sistema de ligagcdo. Foram selecionados 9 clones transformantes em
meio LB contendo ampicilina e seu DNA plasmidial foi extraido (figura 27).

50



A=ttt 4 -4

Figura 27. Clonagem do P+gr; no pYRCre (miniprep). Eletroforese em gel de agarose 1% corado
com brometo de etideo apresentando o DNA plasmidial intacto de 9 clones transformantes.

Como o DNA plasmidial de todos os clones apresentou 0 mesmo perfil foi selecionado
um deles para fazer analises de restricdo e confirmar a clonagem. O DNA foi digerido com a
enzima HindlIl que devia liberar um fragmento de aproximadamente 700 pb caso o promotor
tivesse sido ligado no vetor. Se o vetor estivesse religado era esperada uma banda de
aproximadamente 300 pb, além da banda de 5,7 kb correspondente ao resto do vetor. O
resultado observado na figura 28 confirma a clonagem, mas nao permite saber a orientacdo do

promotor no vetor.

0,7 kb s~ oy

Figura 28. Clonagem do Ptgr; N0 pYRCre (digestdo). Eletroforese em gel de agarose 1% corado
com brometo de etideo apresentando o DNA plasmidial intacto (1) e digerido com Hindlll (D). M:
marcador 1kb O’Gene Ruler.
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Com a finalidade de determinar a orientacdo do Prgr1, 0 DNA plasmidial de todos os
clones foi submetido a PCR com os pares de primers Ampint5/TEF-2F e Ampint5/TEF-2R. O
primer Ampint5 se anela no gene que confere resisténcia a ampicilina como observado na
figura 29. Um fragmento de aproximadamente 5,0 kb seria amplificado com a primeira
combinacdo de primers se o promotor tivesse entrado no sentido anti-horério, ou com o
segundo par de primers se a orientacdo fosse no sentido horéario. Para permitir o controle do
gene CreA o promotor devia estar no sentido anti-horério, desta forma que foi selecionado o
clone 8 o qual apresentou amplificacdo de um fragmento do tamanho esperando quando usado
0 par de primers Ampint5/TEF-2F (figura 30).

Sentido anti-horario Sentido horario

Figura 29. Sitios de anelamento dos primers para amplificar um fragmento de ~5,0 kb com o fim
de determinar a orientacdo do Ptgr; N0 pYRCre. A. Se o0 promotor estivesse no sentido anti-horario
a amplificacdo seria com os primers Ampint5/TEF-2F, B. Se estivesse no sentido horario seria com 0s
primers Ampint5/TEF-2R.
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M A B A B A B A B A B A B
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Figura 30. PCR para determinar orientacdo do Prgr; N0 pYRCre. Eletroforese em gel de agarose
1% corado com brometo de etideo. A: primers Ampint5/TEF-2F, B: primers Ampint5/TEF-2R, M:
marcador 1kb O’Gene Ruler. C-: controle negativo da PCR, reacdo sem template.

O DNA plasmidial do clone selecionado foi submetido a PCR para fazer uma altima
confirmagdo da clonagem na orientacdo desejada. Foram usados os pares de primers
Ampint3/TEF-2F e Ampint3/TEF-2R. A figura 31 mostra os sitios de anelamento desses

primers. Se o0 promotor realmente estivesse no sentido anti-horario era esperado a
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amplificacdo de um fragmento de aproximadamente 2,3 kb usando-se a combinagdo de
primers Ampint3/TEF-2R, enquanto que com o outro par de primers ndo deveria haver

amplificacéo.

ARS1
pTEF CreA

® Teror & TEF-2R

Sentido horario Sentido anti-horario

Figura 31. Sitios de anelamento dos primers para amplificar um fragmento de ~2,3 kb com o fim
de determinar orientagdo do Prgr; N0 pYRCre. A. Se 0 promotor estivesse no sentido horario a
amplificacdo seria com os primers Ampint3/TEF-2F. B. Se estivesse no sentido anti-horario seria com
0s primers Ampint3/TEF-2R.

O resultado observado na figura 32 confirma a orientagdo do promotor no sentido anti-
horario. O vetor obtido contendo o gene CreA sob o controle do Prery foi chamado de
pYRCre2 (figura 33).
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Ampint3/TEF-2F

Ampint3/TEF-2R

C- pYRCre2

C- pYRCre2

Figura 32. PCR para confirmar orientacdo do P+gr; no sentido anti-horario no vetor pYRCre2.

Eletroforese em gel de agarose 1% corado com brometo de etideo. M: marcador 1kb O’Gene Ruler.

C-: controle negativo da PCR, reacdo sem template.

PYRCre2

6.5 kb

Figura 33. Mapa fisico do vetor pYRCre2. Vetor para a expressdo da recombinase CreA sob o

controle do promotor Prgp;.
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4.8 Transformagcao de Pichia pastoris LK e reciclagem da marca kan®

A levedura auxotrofica foi transformada com o vetor pYRCre2 para expressar a
recombinase CreA e permitir assim a reciclagem da marca de selecdo dominante kan. Apés
transformacéo as células foram semeadas em meio YPDS contendo higromicina e incubadas a
28 °C durante 3 dias para permitir a expressdo da recombinase. Como pYRCre2 é um
plasmideo de replicacdo autbnoma sem estabilidade mitotica, sua perda ocorre
espontaneamente, ou seja, uma col6nia pode ser formada por uma mistura de células contendo
o vetor e células “curadas”. Dessa forma, cinco clones transformantes foram selecionados e
transferidos para uma placa com médio YPD com o fim de isolar colénias homogéneas.
Posteriormente, 20 coldnias isoladas foram selecionadas (figura 34A) e semeadas em YPD
contendo 500 pug/mL de G418 (figura 34B) ou 150 pg/mL de higromicina (figura 34C) para
confirmar a excisdo do gene kan® e a perda do pYRCre2, respectivamente. Na placa com
G418, ndo houve crescimento para nenhum clone, confirmando a remogéo da marca kan®. Na
placa com higromicina, foi observado crescimento para alguns clones. Um dos clones que
perdeu o vetor pYRCre2, e que, portanto, ndo cresceu em meio contendo higromicina, foi

selecionado, e a linhagem foi chamada de P. pastoris M12.

Figura 34. Transformacdo com o vetor pYRCre2. A. Clones transformantes crescidos em YPD, B.
Quando semeados em YPD contendo G418 os clones transformantes ndo apresentaram crescimento
devido a remocdo da marca kan®, C. Os clones que perderam o vetor pYRCre2 ndo cresceram em
YPD contendo higromicina B.
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A figura 35 apresenta o comportamento das duas linhagens auxotroficas (LK e M12)
em meio YPD contendo os antibiéticos G418 ou higromicina B comparado com a linhagem
nativa X-33. Como esperado, apenas P. pastoris LK apresenta resisténcia a G418, e nenhuma

das trés linhagens tem a capacidade de crescer em meio contendo higromicina B.

YPD + G418 YPD + Hyg B

Figura 35. Confirmagéo da remocéo da marca de selecdo dominante. Crescimento das diferentes
linhagens em meio contendo antibidtico. X-33: linhagem nativa, LK: linhagem leu2 interrompida com
cassete kan®, M12: linhagem leu2 obtida ap6s remocao da marca dominante.

Para confirmar a remo¢do da marca dominante do genoma da levedura foi feita uma
PCR com 2 combinacOes de primers: PpLEU-EXT1/ PpLEU-EXT2 e ZeoBlas-F3/PpLEU-
EXT2. A linhagem nativa X-33 e a linhagem M12 deveriam apresentar produtos de
amplificagdo somente com a primeira combinagdo de primers sendo que o tamanho do
fragmento amplificado em M12 deveria ser menor devido & delegdo do gene LEU2. A
linhagem LK deveria apresentar amplificagdo com ambos os pares de primers devido a
presenca do gene kan® no seu genoma. O gel da figura 36 mostra as bandas dos tamanhos

esperados para todas as linhagens ratificando a perda da marca dominante na linhagem M12.
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A X-33
PpLEU2-EXT1 PpLEUZ2-EXT2
- <

— 2.0kb ——

LK
PpLEU2-EXT1 ZeoBlas-F3 PpLEU2-EXT2
= = <=

M12
PpLEU2-EXT1  PpLEU2-EXT2
= <=

F——— 1.6 kb —

B
X-33 LK Mi12
M 1 2 12 1 2
-
30K o L e
20KD | —

Figura 36. PCR para confirmar a remocdo da marca de selecdo dominante. A. Sitios de
anelamento dos primers utilizados e tamanhos dos fragmentos que seriam amplificados, B.
Eletroforese em gel de agarose 1% corado com brometo de etideo. M: marcador 1kb O’Gene Ruler, 1:
PpLEU2-EXT1/PpLEU2-EXT2, 2: ZeoBlas-F3/PpLEU2-EXT2.
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4.9 Avaliacéo da recuperacéo da prototrofia

A figura 37 apresenta o comportamento das duas linhagens auxotroficas (LK e M12)

em relacdo a assimilacéo de leucina comparado com o da linhagem nativa X-33.

A MD com sulfato de aménio

B C

MD com

MD sem sulfato

sulfato sem leucina de aménio sem leucina

de amonio tamponado

pH 6.0

~ : R :&
+ leucina 0,04% + leucina 0,04%

Figura 37. Comportamento das linhagens auxotréficas em relagdo a assimilacdo de leucina. As
linhagens LK e M12 foram crescidas em diferentes meios para avaliar a assimilacdo de leucina. A.
MD sem leucina ou suplementado com leucina em diferentes concentracfes, B. MD sem sulfato de
amonio contendo ou ndo leucina, C. MD tamponado (pH 6,0) contendo ou ndo leucina. X-33:
linhagem nativa, LK: linhagem leu2 interrompida com cassete kan®, M12: linhagem leu2 obtida apds
remocdo da marca dominante.

Como esperado, ambas as linhagens auxotréficas ndo foram capazes de crescer em
meio minimo sem leucina. Para recuperar a prototrofia foi adicionado o aminoécido ao meio

MD numa concentracdo de 0,04%, mas ambas as linhagens apresentaram pouco crescimento
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nessas condigdes. Com uma concentracdo maior de leucina (0,08%) o crescimento de todas as
linhagens foi comparavel (figura 37A). Para verificar o efeito inibitorio do sulfato de amonio
no transporte de leucina, a fonte de nitrogénio no meio MD foi substituida por leucina numa
concentracdo de 0,04%. Sob essas condi¢bes todas as linhagens cresceram em niveis
semelhantes (figura 37B). Quando o meio MD suplementado com 0,04% de leucina foi
tamponado para manter o pH no valor de 6,0, o crescimento das linhagens LK e M12

melhorou bastante chegando a ser quase igual ao de X-33 (figura 37C).

4.10 Construcéo de vetor pGFP-L2

Ja tendo a linhagem auxotrofica a seguinte etapa era avaliar o uso do gene LEU2 como
marca de selecdo. Para isso foi construido um vetor de expressdo contendo 0 gene que
codifica uma versdo melhorada da proteina verde fluorescente (eGFP) como reporter. A
construcdo foi feita a partir do vetor pPIC9-eGFP (pPIC9 contendo o gene eGFP)

previamente construido por nosso grupo de pesquisa (figura 38).

5' AOX1

2

BamHI (939)

fator alfa

ori

Notl (1939)

AOXT1TT

pPIC9-eGFP
8.7 kb

EcoRV (6289) EcoRV (2464)

3' AOX1

HIS4

Figura 38. Mapa fisico do vetor pPIC9-eGFP. Vetor pPIC9 contendo 0 gene para a expressdo de
eGFP.
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O vetor pPIC9-eGFP foi digerido com EcoRV para remover um fragmento de
aproximadamente 3,8 kb correspondente ao gene HIS4 e substitui-lo pelo gene LEU2. A
banda de aproximadamente 4,9 kb observada na figura 39 corresponde ao resto do vetor o

qual foi purificado do gel de agarose.

Figura 39. Remocédo do gene HIS4 do vetor pPIC9-eGFP. Eletroforese em gel de agarose 1%
corado com brometo de etideo apresentando o DNA plasmidial intacto (I) e digerido com EcoRV (D).
M: marcador 1kb O’Gene Ruler.

O gene LEUZ foi liberado do vetor pGEM-LEU ao digerir com Pvull e o fragmento
obtido foi clonado no pPIC9-eGFP previamente digerido com EcoRV. Células de E. coli
XL10-gold foram transformadas com o sistema de ligacdo e a selecdo de transformantes foi

feita em meio LB contendo ampicilina. Oito clones transformantes foram selecionados e seu
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DNA plasmidial foi extraido. Todos os clones apresentaram o mesmo perfil eletroforético de
DNA plasmidial. Consequentemente, o DNA plasmidial de um clone selecionado foi digerido
com EcoRV para confirmar a clonagem. A digestdo deveria liberar dois fragmentos de
aproximadamente 400 pb e 6,3 kb caso o gene LEU?2 tivesse sido ligado no vetor. Se o vetor
estivesse religado era esperada uma banda de aproximadamente 5 kb. O resultado observado
na figura 40 confirma a clonagem e o vetor resultante foi chamado de pPIC-LEU.

6,0 kb
5,0kb

Figura 40. Clonagem do gene LEU2 no pPIC9-eGFP. Eletroforese em gel de agarose 1% corado
com brometo de etideo apresentando o DNA plasmidial intacto (I) e digerido com EcoRV (D). M:
marcador 1kb O’Gene Ruler.

Com o fim de expressar 0 gene repdrter intracelularmente, era preciso remover o fator
alfa do pPIC-LEU. A digestdo desse vetor com BamHI e Notl tirou um fragmento de
aproximadamente 1 kb correspondente ao fator alfa junto com o gene eGFP como observado
na figura 41 (poco 4). O fragmento restante de aproximadamente 5,7 kb foi purificado do gel
de agarose e ligado com o gene eGFP obtido pela digestdo do vetor pGFP-N3 (Clontech) com
BamHI e Notl. Na figura 41 (pogo 2) observa-se a banda de aproximadamente 740 pb
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correspondente ao gene GFP liberado do pGFP-N3. Células de E. coli XL10-gold foram
transformadas com o sistema de ligacdo e a selecdo de transformantes foi feita em meio LB
contendo ampicilina. Quatro clones transformantes foram selecionados e seu DNA plasmidial
foi extraido. Para verificar a clonagem, o DNA foi digerido com as enzimas BamHI e Notl as
quais deviam liberar o gene GFP. Como observado na figura 42, sé o clone 4 apresentou a
banda esperada de aproximadamente 740 pb confirmando a presenca do inserto. O vetor
obtido foi chamado de pGFP-L2.

M 1 2 3 4
-
- 4 -
6,0kb\-—-~aw~—
5.0 kb - ——— whilen. oo Pos—y
- — ‘
s

Figura 41. Obtencao do gene eGFP e remocao do peptideo sinal do fator alfa do vetor pPIC-
LEU. Eletroforese em gel de agarose 1% corado com brometo de etideo. 1: pGFP-N3 intacto, 2:
pGFP-N3 digerido com BamHI e Notl, 3: pPIC-LEU intacto, 4: pPIC-LEU digerido com BamHI e
Notl. M: marcador 1kb O’Gene Ruler.

63



clone 1 clone2 clone3 clone4
M I D I D 1 D 1 D

Figura 42. Clonagem do gene eGFP no pPIC-LEU. Eletroforese em gel de agarose 1% corado com
brometo de etideo apresentando o DNA plasmidial intacto (I) e digerido com BamHI e Notl (D). M:
marcador 1kb O’Gene Ruler.

Para determinar a orientacdo do gene LEU2 no pGFP-L2 o vetor foi digerido com a
enzima de restricdo Ncol. Se o0 gene tivesse entrado no sentido horario eram esperadas bandas
de aproximadamente 2,4 kb e 3,9 kb. Se o gene estivesse no sentido anti-horario as bandas
esperadas eram de aproximadamente 1,8 kb e 4,6 kb. O resultado observado no gel da figura
43 permite verificar que o gene LEU2 encontra-se no sentido horario. O mapa do vetor final
(pGFP-L2) é apresentado na figura 44. Antes de transformar P. pastoris M12 com o pGFP-

L2, o vetor foi digerido com Sacl para promover integracdo no locus do promotor AOX1.
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Figura 43. Orientacéo do gene LEU2 no vetor pGFP-L2. Eletroforese em gel de agarose 1% corado
com brometo de etideo apresentando o DNA plasmidial intacto (1) e digerido com Ncol. Se o gene
estivesse no sentido horario eram esperadas bandas de ~2.4 kb e ~3,9 kb. Se estivesse no sentido anti-
horario os tamanhos esperados eram ~1,8 kb ¢ ~4,6 kb. M: marcador 1kb O’Gene Ruler.

Sacl (209)

BamHI (939)
Ncol (952)

eGFP

ori

Ncol (3401)

Figura 44. Mapa fisico do vetor pGFP-L2. Vetor para expressao intracelular do gene eGFP em P.
pastoris contendo o gene LEU2 como marca de selec¢éo.
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4.11 Transformacéo de P. pastoris M12 com o vetor pGFP-L2

Para estabelecer as condi¢es ideais para a transformacao da linhagem auxotréfica foi
feita uma curva de crescimento das linhagens M12 e X-33 em meio YPD. Ambas as culturas
comegaram com uma ODgg de 0,1 sendo entdo incubadas durante 72 h a 28° C. A figura 45
apresenta o grafico do logaritmo da OD versus o tempo para as duas linhagens. Esperavamos
que a taxa de crescimento da linhagem auxotréfica fosse menor que a da linhagem nativa,
porém, durante as 72 h de incubacdo, o comportamento de ambas as linhagens foi quase
idéntico. Com esse resultado decidimos usar a cultura de 72 h de crescimento para inocular
100 mL de meio YPD a fim de realizar a transformacdo. Todavia, ap6s 16 h de incubacédo
desse novo indculo ndao houve nenhum indicio de crescimento. A hipotese que propusemos
para explicar esta observacdo é que o crescimento de P. pastoris M12 em meio YPD ¢€ igual
ao da linhagem nativa (mesmo tempo de duplicagdo), mas, ap0s atingir a fase estacionéria, a
linhagem auxotrdfica comecaria a morrer mais rapidamente. Para testar esta hipotese seria
necessario testar a viabilidade celular por contagem de CFU ou por visualizacdo de células
vivas com corantes especificos. Finalmente, foi possivel realizar a transformacdo quando
usado um pré-inoculo fresco (como indicado na se¢do 3.2.11 de Materiais e Métodos) que

assegurou que as células permanecessem na fase exponencial antes de serem transferidas ao

meio novo.
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Figura 45. Curva de crescimento das linhagens M12 e X-33 em meio YPD. Ambas as culturas
comecgaram com uma ODgq de 0,1.
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P. pastoris M12 foi transformada com o vetor pGFP-L2 e como controle a levedura
foi submetida ao protocolo de transformacgdo sem adigdo de DNA. Um dos aspectos mais
importantes a considerar era que a levedura mutante pudesse recuperar a prototrofia quando
fosse transformada com um vetor contendo 0 gene LEU2. Apos transformacdo com pGFP-L2
a levedura conseguiu crescer em meio minimo sem suplementagdo de leucina, enquanto que

n&o foi observado crescimento na placa onde foi semeado o controle (figura 46).

Figura 46. Transformacdo com o vetor pGFP-L2. Crescimento em meio minimo de P. pastoris
M12 apds transformagdo com pGFP-L2 (A) ou sem DNA (B).

Um total de 50 clones transformantes foram selecionados e semeados em meio
minimo (MD) e meio minimo com metanol (MM) para avaliar sua fluorescéncia no Typhoon
scanner. Como controle foi usada a levedura nativa X-33. Na placa com meio MM foi
adicionado metanol na concentracéo final de 0,5%. Como a prépria célula emite fluorescéncia
era preciso garantir que o tamanho das colénias fosse igual em ambas as placas para evitar
que um excesso de biomassa interferisse na analise. Para isto a placa com meio MD foi
incubada a 28 °C durante 30 h enquanto que a placa com meio MM foi incubada durante 90 h
uma vez que o tempo de duplicacdo de P. pastoris em meio com metanol é trés vezes maior
do que em meio com glicose. Apés a incubacdo as placas foram escaneadas utilizando o

Typhoon scanner. A figura 47 apresenta o resultado emitido pelo Typhoon antes (A) e depois
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de remover o background (B). As setas indicam o controle. Ap6s subtrair a fluorescéncia

propria das células e do meio de cultura foi possivel ver que s6 os clones transformantes

emitem fluorescéncia quando crescidos em meio com metanol devido a indugdo do Paox €

conseguinte expressao da proteina verde fluorescente.

A Metanol Glicose

B Metanol Glicose

Figura 47. Expresséo intracelular de eGFP. 50 clones de P. pastoris M12 transformada com pGFP-
L2 foram semeados em meio minimo com metanol ou glicose e as placas foram analisadas no
Typhoon scanner. As setas indicam o controle (P. pastoris X-33). A. Resultado emitido pelo Typhoon,

B. Resultado apés remocao do background.
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Aleatoriamente foi escolhido um dos clones transformantes para ser estudado mais
detalhadamente por microscopia de fluorescéncia. Como controle do experimento foi utilizada
a linhagem M12 sem transformar. Apds 16 h de crescimento em meio com glicerol e 48 h em
meio com metanol as células foram visualizadas no microscépio de fase invertida utilizando
as técnicas de contraste por interferéncia diferencial (DIC) ou de fluorescéncia (FM). Em
meio com glicerol ndo foi observada fluorescéncia sob nenhuma das duas condigdes (DIC ou
FM) nas células transformadas ou sem transformar. J& em meio contendo metanol as células
transformadas com o vetor pGFP-L2 emitem fluorescéncia apenas quando visualizadas sob

FM, confirmando a expresséo intracelular de proteina verde fluorescente (figura 48).

Glicerol Metanol

Figura 48. Expressao intracelular de eGFP. A expressao intracelular de proteina verde fluorescente
foi visualizada por microscopia de fase invertida. Células da levedura sem transformar (M12) e
transformada com pGFP-L2 (M12 + eGFP) foram observadas sob contraste por interferéncia
diferencial (DIC) ou microscopia de fluorescéncia (FM) ap6s crescimento em meio contendo glicerol
ou metanol.
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5 DISCUSSAO

A producdo de proteinas recombinantes usando a levedura P. pastoris como sistema
de expressao € considerada, de um modo geral elevada, porém existem limitacdes quando o
objetivo é produzir varias proteinas simultaneamente como no caso da producdo de proteinas
hetero-oligoméricas. Esta limitacdo decorre do baixo ndmero de marcas de selecdo que
atualmente encontram-se disponiveis para esta levedura o que limita os estudos de engenharia

metabolica e introducéo de vias metabolicas inteiras.

A manipulacdo de P. pastoris no nivel molecular é possivel devido ao sistema de
transformacdo que permite a integracdo de DNA exdgeno no genoma da levedura por
recombinacdo homologa (LIN CEREGHINO et al., 2001). Esta caracteristica da levedura
permite a ruptura de genes inserindo sequéncias de DNA flanqueadas por regides homologas
as do gene que se deseja interromper para promover a recombinacao nesse locus no genoma.
Desta forma tém sido interrompidos varios genes de P. pastoris: 0 gene URA5 que codifica a
enzima orotato fosforribosiltransferase (NETT e GERNGROSS, 2003), os genes ARG,
ARG2, ARG3, HIS1, HIS2, HIS5 e HIS6 envolvidos na biossintese de arginina e histidina
(NETT et al., 2005), o gene CBS, que codifica a enzima cistationina p-sintase (HE et al.,
2006), dentre outros. Geralmente, a ruptura é feita usando-se um gene que confere resisténcia
a antibioticos para facilitar a sele¢do dos clones transformantes e, posteriormente, essa marca

de selecdo dominante pode ser reciclada.

MutagOes pontuais (transicOes, transversdes e mudancas da fase de leitura) podem
gerar clones auxotroficos, porém, estes clones sdo susceptiveis a reversées da mutacao, por
exemplo, supressao intragénica o que pode restaurar a prototrofia com alta frequéncia (VON
BORSTEL et al., 1998). Esta instabilidade limita a aplicacdo de mutantes espontaneos na
expressao de proteinas heterdlogas. Por outro lado, a ruptura génica permite causar defeitos
metabolicos especificos no organismo gerando uma linhagem estavel (WHITTAKER e
WHITTAKER, 2005).

Embora a lista de genes de vias biossintéticas mutagenizados ou deletados em P.

pastoris seja grande, varios deles pertencem a mesma via metabolica o que reflete no limitado
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namero de linhagens auxotroficas de P. pastoris (tabela 5). Com este trabalho buscamos o

desenvolvimento de uma nova linhagem auxotrofica deficiente na biossintese de leucina pela

ruptura do gene LEU2,

Tabela 5. Genes de vias biossintéticas mutagenizados ou deletados em P. pastoris.

Gene Nutriente requerido pela Referéncia
mutado/deletado linhagem

adel Adenina (LIN CEREGHINO et al., 2001)
ade? Adenina (DU etal., 2012)

argl Arginina (NETT et al., 2005)

arg2 Arginina (NETT et al., 2005)

arg3 Arginina (NETT etal., 2005)

argé Arginina (LIN CEREGHINO et al., 2001)
arol Fenilalanina, tirosina e triptofano (WHITTAKER e WHITTAKER, 2005)
aro7 Fenilalanina, tirosina e triptofano (WHITTAKER e WHITTAKER, 2005)
cysd Cisteina (LI etal., 2001)

hisl Histidina (NETT etal., 2005)

his2 Histidina (NETT etal., 2005)

his4 Histidina (CREGG et al., 1985)

his5 Histidina (NETT etal., 2005)

his6 Histidina (NETT et al., 2005)

lys2 Lisina AUSTIN et al., 2011)

met2 Metionina (THOR et al., 2005)

tyrl Tirosina (WHITTAKER e WHITTAKER, 2005)
ura3 Uracila (LIN CEREGHINO et al., 2001)
urab Uracila (NETT e GERNGROSS, 2003)

LEU2 é uma das marcas auxotroficas mais usadas em vetores de expressdo para

Saccharomyces cerevisiae (CELIK e CALIK, 2012). Este gene codifica a enzima [-

isopropilmalato desidrogenase que catalisa a terceira etapa na biossintese de leucina e até

agora ndo tinha sido investigada como uma marca de sele¢do em P. pastoris.
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O alvo para a ruptura génica foi P. pastoris X-33 e sua escolha reside no genoétipo
selvagem que esta possui. Esta caracteristica facilita o estudo dos efeitos que a mutagdo
poderia causar na célula e, dessa forma, seria possivel avaliar a factibilidade de se usar o gene

LEU2 como marca de selecéo.

A ruptura do gene LEU2 foi feita utilizando dois cassetes de delecdo, LEUAkan, que
contem a marca kan®, e LEUAzeo, que contem a marca Sh ble. Nos dois cassetes as marcas
dominantes sdo flanqueadas por regibes loxP para permitir sua reciclagem. ApGs
transformacdo com ambos os cassetes de delecdo apenas uma porcentagem dos clones
analisados apresentou fen6tipo Leu™ (59% no caso do LEUAkan, e 72% no caso do LEUAzeo)
e a analise por PCR feita para alguns clones mostrou que isto foi o resultado da recombinacéo
homologa no locus LEUZ2. Os clones restantes provavelmente integraram o cassete em algum
outro lugar no genoma da levedura. Este resultado ndo é totalmente inesperado porque, além
da recombinacdo homdloga, a integracdo em P. pastoris pode estar baseada no reparo por
unido de extremidades ndo-homdlogas. Esta € a principal via presente em fungos filamentosos
e organismos eucariotos para reparar o DNA gendmico (NAATSAARI et al., 2012). Estudos
anteriores mostraram que 0 comprimento, 0 tipo e a estrutura das regides homdélogas
flanqueadoras pode favorecer o reparo por unido de extremidades ndo-homdélogas sobre a
integracdo sitio-especifica (MELLITZER et al., 2012). A frequéncia da substituicdo génica
contra a integracdo ndo homologa depende fortemente do tamanho das sequéncias homélogas
nas extremidades do cassete de delecdo. Em P. pastoris esta frequéncia é <0,1% quando as
sequéncias homdlogas sdo menores que 500 pb (CREGG e RUSSELL, 1998). As sequéncias
LEU2 presentes nos cassetes de delecdo tinham um tamanho de aproximadamente 700 pb,
sendo esperado uma alta frequéncia de integracdo homoéloga. Apesar de a integracdo nao ter
sido especifica para todos os clones, foi possivel obter varios clones que apresentaram
fenotipo Leu” com ambos os cassetes. Um desses clones contendo o cassete LEUAkan foi

escolhido e a linhagem auxotrofica foi chamada de LK.

Para a utilizagdo de P. pastoris como sistema de expressdo na producdo de proteinas
heterdlogas com fins industriais ndo é desejavel o uso de marcas que conferem resisténcia a
drogas. Isto € devido a duas razdes. Primeiro, € que a selecdo com esse tipo de marcas requer

adicionar ao meio de cultura esses compostos que, além de toxicos, sao custosos o que eleva o
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preco de producdo (HENSING et al., 1995). Segundo, € o risco de 0s micro-organismos
geneticamente modificados serem liberados acidentalmente ao ambiente durante sua
manipulacdo em processos em grande escala, podendo acontecer uma transferéncia horizontal
de genes como ocorre em baixa frequéncia desde plantas transgénicas para bactérias do solo
(DROGE et al., 1998). Desta maneira poderiam ser gerados micro-organismos patogénicos
resistentes a antibioticos. Além do mais, a presenca de antibioticos no meio pode afetar a

funcdo celular inclusive nas linhagens resistentes (PRONK, 2002).

A remocdo da marca dominante kan® foi feita usando o sistema Cre/loxP. Para a
expressdo do gene que codifica para a recombinase CreA em P. pastoris foi utilizado um
vetor replicativo (pYRCre2) que devido a sua baixa estabilidade mitética é facilmente perdido
apos crescimento das células em meio ndo seletivo (DA SILVA e BAILEY, 1991). A
expressao do gene CreA no pYRCre2 é controlada pelo Prgri, um promotor constitutivo que
proporciona uma boa alternativa ao amplamente usado Pgap (POTVIN et al., 2012). Apo6s
remocao da marca, foi confirmada a perda de resisténcia a droga na linhagem resultante M12
(figura 35).

Ao observar o lento crescimento dos clones Leu” em meio minimo suplementado com
leucina a primeira explicacdo que tivemos foi a de que a delecdo do gene LEU2 tivesse
alterado também a sintese de isoleucina ja que a enzima [-isopropilmalato desidrogenase esta
envolvida na rota metabolica deste aminoacido catalisando a conversdo de D-eritro-3-
metilmalato a 2-oxobutanoato, precursor da isoleucina (figura 49). Porém, o 2-oxobutanoato
pode ser sintetizado também a partir de treonina, portanto, a delecdo da B-isopropilmalato
desidrogenase ndo necessariamente ia alterar a sintese de isoleucina. Efetivamente, ao
suplementar o meio minimo com leucina e isoleucina, os clones Leu continuaram
apresentando um lento crescimento sugerindo que este comportamento ndo estava relacionado

com uma deficiéncia em isoleucina como considerado inicialmente.
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Figura 49. Um resumo da via de biossintese de isoleucina.

Em S. cerevisiae 0 excesso de leucina no meio diminui um pouco a taxa de
crescimento da linhagem nativa e a adicdo de isoleucina ou valina restabelece o crescimento
normal indicando que a leucina modula a atividade ou a expressdo de enzimas nas vias
biossintéticas dos outros dois aminoécidos de cadeia ramificada (NIEDERBERGER et al.,
1981). Provavelmente, em P. pastoris exista um mecanismo regulatério similar, contudo, no
caso da linhagem auxotrofica a leucina adicionada no meio é utilizada para suprir a caréncia
nutricional deste aminoacido, ndo chegando a afetar as vias de sintese dos outros

aminoacidos.

A captagdo de leucina por ambas as linhagens auxotréficas (LK e M12) foi avaliada
semeando-se as leveduras em meio minimo YNB suplementado com o aminoacido na
concentracdo de 0,04%. Embora tenha sido observado em S. cerevisiae que a simples adigédo
de aminoacidos ndo € suficiente para recuperar totalmente a prototrofia (PRONK, 2002), a

diferenca observada do crescimento dos clones em placa com 0,04% leucina foi significativa
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(figura 37A). A prototrofia pode ser apenas parcialmente restabelecida com a suplementacéo
com excesso de leucina (0,08%) (figura 37A).

Consideramos, pois, que o sulfato de aménio presente no meio MD estivesse afetando
a captacdo de leucina, ja que quando este sal foi substituido por leucina na concentragdo de
0,04% como Unica fonte de nitrogénio, ambas as linhagens auxotroficas cresceram
similarmente a linhagem nativa X-33 (figura 37B). Este resultado esta de acordo com um
estudo prévio onde células de S. cerevisiae crescidas em meio minimo apresentaram um
incremento na taxa de captacdo de leucina quando usado o aminoacido como Unica fonte de
nitrogénio (BUSSEY e UMBARGER, 1970).

Ja é sabido que a presenca de jons NH,;" no meio de cultura pode reprimir vérias
enzimas e permeases envolvidas na utilizagdo de fontes de nitrogénio secundarias na levedura
(WIAME et al., 1985). Leucina é transportada por pelo menos trés sistemas em S. cerevisiae:
GAP (permease geral de aminoacidos), S1 (permease de alta afinidade) e S2 (permease de
baixa afinidade) (SCHREVE e GARRETT, 1997). Em meio contendo NH," a atividade da
GAP é inibida (GRENSON et al., 1970; JAUNIAUX e GRENSON, 1990) e a das proteinas
S1 e S2 é reduzida fortemente (KOTLIAR et al., 1994). Além disso, duas permeases
redundantes de baixa afinidade para leucina (codificadas pelos genes AGP2 e AGP3) séo
superexpressas quando as outras permeases estdo inibidas (SCHREVE e GARRETT, 2004).
A observacdo de que a prototrofia s6 pode ser recuperada quando uma alta concentracdo de
leucina foi usada pode ser explicada pelo fato de que na presenca de NH," a captacdo de
leucina é mediada principalmente por essas permeases de baixa afinidade, dai a necessidade
de uma grande quantidade de substrato para saturar a enzima e dessa forma aumentar sua
velocidade de reacdo. Ao analisarmos o genoma de P. pastoris pudemos identificar alguns
genes que codificam proteinas com diferentes identidades com a permeasse GAP de S.
cerevisiae e que poderiam ser alvos de inibicdo pelo ion aménio: PP7435 Chr1-0324 (63%
identidade), PAS_Chrl-1 0030 (63% identidade), PAS Chrl-4 0479 (58% identidade),
PP7435-Chr1-1281 (58% identidade), PP7435-Chr1-0515 (52% identidade) e PAS_Chrl-
1 0203 (52% identidade).
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O efeito do fon NH," na atividade das permeases para leucina pode estar relacionado
com o pH intracelular, como ja foi observado em S. cerevisiae. Um estudo prévio mostrou
que uma linhagem leu2 de S. cerevisiae era mais sensivel as condicdes acidas internas e que
sua transformacdo com um plasmideo contendo o gene LEUZ2 incrementou seu crescimento
em presenca de &cido acético. O gene LEU2 eliminou os requerimentos de leucina na
linhagem auxotréfica sugerindo que a captagdo do aminoacido estava sendo inibida pelo
estresse acido intracelular (HUESO et al., 2012). Nesse mesmo trabalho a superexpressao do
gene BAP2 que codifica a permease S1 e a supersuplementacdo do meio com leucina na
presenca de &cido acético melhoraram o crescimento da linhagem auxotrofica. Isto
demonstrou mais uma vez que as limitacdes no crescimento da linhagen leu2 em meio acido

eram devidas a inibicdo do transporte de leucina pelo baixo pH intracelular.

O NH," é um écido conjugado fraco que é desprotonado dentro da célula depois de ser
incorporado com ajuda de transportadores especificos. Como resultado, o gradiente de
prétons é dissipado causando acidificacdo do citosol (PLANT et al., 1999). Esta acidificacdo
poderia estar interferindo na captacdo de leucina devido ao fato de que, em leveduras, 0s
aminoacidos e outros nutrientes sdo assimilados por um mecanismo simporte com prétons
(HORAK, 1997). Para avaliar esse efeito, o meio MD foi tamponado para manter o pH no
valor de 6,0. Como pode ser observado na figura 37C tanto as linhagens auxotroficas quanto a
nativa apresentaram crescimento quase idéntico indicando que realmente a diminuicéo do pH
interno é o que impede a captacdo de leucina. Estes dados mostram que os fendtipos
observados em P. pastoris leu2 sdo similares aos de células de S. cerevisiae portando a

mesma mutacao auxotréfica.

A recuperacdo da prototrofia de uma linhagem auxotréfica pode ser por
suplementacdo do meio com o nutriente apropriado ou por complementacéo do gene defectivo
com um alelo funcional, contudo, os efeitos de ambos os métodos podem ser diferentes. Por
exemplo, a suplementacdo nutricional e a complementacdo genética de uma linhagem leu2 de
S. cerevisiae produziram taxas de crescimento especifico diferentes. Alias, um crescimento
semelhante ao da linhagem nativa foi observado quando a linhagem auxotrofica foi
transformada com um alelo funcional do gene LEU2. Isto pode ser devido a que a
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suplementacdo nutricional exige a entrada do composto na célula e esse processo pode afetar
a taxa especifica de crescimento (PRONK, 2002).

O uso de linhagens auxotroficas esta baseado na suposi¢édo de que a introdugdo de um
alelo funcional do gene mutado/deletado vai levar a uma situacdo fisiologica idéntica a da
célula nativa. Porém, se o gene é introduzido em alto nimero de cOpias a superproducdo da
proteina pode afetar o crescimento. Quando a linhagem auxotrofica é complementada pela
introducdo de uma copia do gene ndo sdo esperados efeitos prejudiciais no crescimento
(PRONK, 2002).

No presente trabalho confirmamos que P. pastoris M12 pode ser transformada
satisfatoriamente com um vetor de expressdo contendo o gene LEU2 como marca de selecéo.
Nesse caso, 0 mais provavel é que a recuperacgdo da prototrofia fosse o resultado da integracdo
no locus AOX1 ja que o vetor foi linearizado na sua regido 5°’AOX1 o que favorece a
recombinacdo homologa nesse locus. Contudo, ndo podemos descartar a possibilidade de que
o vetor tinha sido integrado no locus leu2 ou em algum outro lugar no genoma como foi
observado com os cassetes de delecao LEUAkan e LEUAzeo. No entanto, o tamanho das
regides 5’ e 3’ presentes na marca LEU2 utilizada neste estudo s&o suficientes para garantir a
presenca do promotor e da sequencia terminadora da transcrigdo. Isto permite a recuperacao

da prototrofia sem importar o local de integracdo da marca.

Uma vantagem de se usar vetores contendo como marca de selecdo um gene de P.
pastoris em vez de um gene de S. cerevisiae é que o vetor pode ser direcionado para ser
integrado no genoma da levedura no locus do gene usado como marcador. Por exemplo,
vetores contendo o gene ARG4 de S. cerevisiae podem ser usados em P. pastoris, porém,
estes ndo podem ser integrados no locus ARG4 provavelmente porque a homologia entre
ambos os genes ndo é suficiente para uma eficiente recombinagdo homodloga (LIN
CEREGHINO et al., 2001).

Nas linhagens auxotroficas a necessidade da ceélula pelo nutriente especifico pode

incrementar levando a mudancas fisioldgicas e alterando o crescimento celular (CAKAR et

al., 1999). No caso das linhagens arg4 e his4 de P. pastoris, as células crescem com a mesma
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taxa da linhagem nativa em qualquer meio suplementado com o aminoécido correspondente.
Enquanto que as linhagens adel e ura3 crescem significativamente mais lento que a linhagem
nativa, inclusive no meio contendo grande excesso de adenina ou uracila. Alias, a
transformacdo destas duas linhagens com vetores contendo os genes ADE1l ou URA3
restabeleceu o crescimento normal sugerindo que o lento crescimento era devido a uma
inabilidade da levedura para transportar o nutriente eficientemente (LIN CEREGHINO et al.,
2001). No caso das linhagens arol, aro7 e tyrl de P. pastoris, nenhuma delas é capaz de
crescer em meio complexo (YPD), mesmo quando o meio é suplementado com o0s
aminoacidos aromaticos (WHITTAKER e WHITTAKER, 2005). Apesar do lento
crescimento apresentado por P. pastoris M12 em meio minimo, quando crescida em meio

complexo (YPD) seu comportamento é praticamente igual ao da linhagem nativa.

Para testar o sistema de expresséo para P. pastoris baseado no gene LEU2 procuramos
expressar 0 gene que codifica a proteina verde fluorescente (GFP) um dos mais utilizados
genes reporter disponiveis atualmente. GFP é uma proteina que tem a propriedade de
fluorescer espontaneamente. A GFP ¢é isolada de organismos marinhos luminescentes como a
agua-viva Aequorea victoria e a alga Renilla reniformis. Estes organismos produzem as
proteinas primarias aequorina e luciferase respectivamente e a GFP converte a
quimioluminescéncia azul delas em luz verde fluorescente (CUBITT et al., 1995; PHILLIPS,
1997).

A GFP de A. victoria estd composta por 238 residuos de aminoacidos. Seu pico de
absorbancia é a 395 nm com um pico menor a 475 nm. O tempo de vida do estado excitado é
de 3,25 ns e a maxima emissdo é detectada a 508 nm (CUBITT et al., 1995). A figura 50A

apresenta os espectros de excitacdo e emissao da GFP nativa.

Uma caracteristica importante da GFP é que a proteina autocatalisa a formacao do seu
proprio cromoforo, portanto pode ser expressa em diferentes organismos na sua forma
fluorescente sem necessidade de se adicionar substratos exdgenos ou cofatores. A expressdo
de GFP em E. coli e C. elegans mostrou que o croméforo pode ser formado na auséncia de
outros produtos de A. victoria (CHALFIE et al., 1994). Devido ao fato de que a deteccdo de
GFP requer apenas de irradiagdo com UV ou luz azul, esta proteina € amplamente usada como
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reporter intracelular para monitorizar expressao génica e localizacdo de proteinas em células
vivas sem as limitacdes de outros métodos que dependem da disponibilidade de um substrato.
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Figura 50. Espectros de excitacdo e emissdo da GFP. A. Proteina nativa B. Versdo melhorada da
proteina. O espectro de excitagdo esta representado em linha tracejada e o de emissdo em linha
continua. Adaptado da nota técnica: Excitation and Emission of Green Fluorescent Proteins (BioTek).

Existe uma variante do gene GFP chamada GFPmutl (CORMACK et al., 1996) que
foi utilizada nesse trabalho e que possui uma substituicdo dos aminoacidos Phe-64 por Leu e
Ser-65 por Thr e na regido codante contéem mais de 190 mutacOes silenciosas que
correspondem a codons preferencias em humanos. Esta variante (eGFP) representa, pois, uma
versdo melhorada da proteina que apresenta uma fluorescéncia mais intensa e uma maior
expressdo em células de mamiferos. As mutagdes feitas nesta variante da proteina deslocaram

seu pico maximo de excitagdo a 375 nm para 488 nm como pode ser observado na figura 50B.
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Este novo pico de absorbancia facilita a monitorizacdo da proteina usando conjuntos de filtros
padrbes de excitacdo-emissao para isotiocianato de fluoresceina (FITC) e permite a excitacdo

com laser de argonio para a deteccdo de GFP por citometria de fluxo.

A expresséo intracelular do gene eGFP em P. pastoris M12 mostrou a viabilidade de
se usar esta linhagem junto com vetores contendo a marca LEU2 como uma plataforma para a
producdo de proteinas heterdlogas. E importante notar que a leitora de fluorescéncia Typhoon
utilizada neste trabalho nédo possui laser azul sendo que a excitacdo da eGFP néo foi feita no
comprimento de onda ideal e consequentemente sua deteccdo foi fraca. Mesmo assim, este
experimento proporciona uma boa alternativa para diferenciar clones expressando o gene
daqueles que ndo o expressam e selecionar s6 aqueles de interesse para uma analise mais

detalhada como a microscopia de fluorescéncia.
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6 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Apesar de que a integracdo dos cassetes de dele¢do ndo tenha sido 100% especifica,
foi possivel obter clones Leu” com ambos os cassetes e foi demonstrada a eficicia da
estratégia utilizada na ruptura do gene LEU2. Além disso, foi confirmado que o uso do

sistema Cre/loxP é uma abordagem adequada para a reciclagem de marcas em P. pastoris.

A ruptura do gene LEU2 causou mudancas fisiolégicas na levedura, porém, isto nao
impede seu crescimento normal em meio complexo. Ao parecer, P. pastoris possui um
sistema de captacdo de leucina similar ao de S. cerevisiae 0 qual é sensivel a diminuicdo do
pH intracelular. Devido a isto, a taxa de crescimento da linhagem M12 se vé reduzida em
meio minimo suplementado com leucina e contendo NH,". O crescimento normal da

linhagem auxotrofica é restabelecido controlando o pH.

Este trabalho confirmou que P. pastoris M12 pode ser transformada satisfatoriamente
com um vetor de expressdao contendo o gene LEU2 como marca de selegdo o qual restaura o
gene leu2 e permite a recuperacdo da prototrofia. Assim mesmo, a expressdo do gene eGFP
em M12 corroborou a factibilidade de se usar vetores contendo a marca LEU2 como uma

plataforma para a expressao heteréloga em P. pastoris.

Nosso seguinte objetivo é utilizar esta linhagem como hospedeira para vetores
contendo o gene defectivo leu2-d, cassete de expressdo do gene LEU2 com o promotor
truncado que possui baixo nivel de expressao necessitando estar em alto nimero de copias
para suprir a caréncia nutricional (SERVIENE; MELVYDAS, 2001). Deste modo seria
possivel identificar transformantes com madaltiplas copias integradas, expressando em maior

guantidade o gene de interesse.

Também esperamos desenvolver linhagens de P. pastoris contendo mais de um gene

deletado, especificamente, uma linhagem his4 leu2.
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