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Metas sdo como flechas. Quanto mais alto vocé mira,

mais longe vocé alcanca.

Fernando Angelo
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Resumo

RESUMO

A levedura Komagataella phaffii (Pichia pastoris) tem sido utilizada como uma
plataforma de producdo de proteinas heterélogas ha mais de 20 anos por apresentar niveis
elevados de expressédo génica pelo uso do promotor do gene AOX1 (Paox1) induzido por metanol,
dentre outras vantagens. Entretanto, o metanol, indutor quimico, é téxico e inflamavel. Nos
altimos anos, a optogenética tornou-se uma ferramenta muito utilizada para a regulagéo de
processos biolégicos, como: expressao génica, localizagdo de proteinas, transducao de sinais e
interagBes proteina-proteina. Baseia-se na utilizagdo da luz, um indutor fisico, para o
desenvolvimento de sistemas regulaveis. A aplicacdo de um circuito optogenético em K. phaffii
para a regulacdo da expressdo génica permite utilizar um sistema induzido que ndo afeta o
metabolismo da levedura e nem sofre interferéncia do metabolismo celular. No presente projeto,
buscamos pela primeira vez o desenvolvimento de um circuito optogenético na levedura
Komagataella phaffii responsivo a luz vermelha utilizando o fator de transcri¢do Mit1, presente
na regulacdo do promotor do AOX1 como um dos componentes do sistema. Esse sistema foi
baseado na interacdo responsiva a luz vermelha de proteinas de fusdo que se ligam ao promotor
Paox1. O sistema optogenético foi construido com sucesso requerendo, todavia, ajustes
metodoldgicos para sua implementacdo. Outro sistema de regulacdo estudado neste trabalho foi
baseado no uso de integrases, uma classe de proteinas virais que mediam a integracdo e a
excisdo dos fagos no genoma. Recentemente, foram caracterizadas 11 integrases ortogonais e
ndo ha relatos de sua utilizagdo na construcdo de circuitos na levedura Saccharomyces
cerevisiae até 0 momento. Esta levedura é reconhecida como modelo para o estudo da biologia
dos organismos eucariotos, sendo um dos microrganismos mais estudados e caracterizados.
Apds analises de ortogonalidade, foi feita a analise funcional da integrase 13, junto com a
integrase 4 sob o controle do promotor responsivo a galactose. Estas integrases apresentaram a
capacidade de ativar o dispositivo genético abrindo caminho para sua utilizagdo como novas
ferramentas moleculares para o desenvolvimento e construgdo de circuitos sintéticos. Por
ualtimo, foi combinado o sistema de regulagdo com as integrases com o sistema optogenético
com o objetivo de ter um sistema duplamente regulado. O sistema final obtido apresentou-se

funcional necessitando ainda ajustes nas condic¢Ges de exposicédo a luz vermelha/escuridao.
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Abstract

ABSTRACT

The yeast Komagataella phaffii (Pichia pastoris) has been used as a platform for
heterologous protein production for over 20 years because it has high levels of gene expression
using the methanol-induced AOX1 (Paox1) gene promoter, among other advantages. However,
methanol, the chemical inducer, is a flammable solution. In recent years, optogenetics has
become a widely used tool for the regulation of biological processes such as gene expression,
protein localization, signal transduction and protein-protein interactions. Optogenetics is based
on the use of light, a physical inducer, to construct regulable systems. The application of an
optogenetic circuit in K. phaffii for the regulation of gene expression allows the use of an
induced system that neither affects the yeast metabolism nor suffers interference from cellular
metabolism. In the present project, we seek for the first time the development of an optogenetic
circuit in the yeast Komagataella phaffii responsive to red light using the Mitl transcription
factor, present in the regulation of the AOX1 promoter as one of the components of the system.
The optogenetic system obtained is still under adjustment, but this first approach brings us
closer to the study of optogenetics in our research group. Another regulatory system is based
on the use of integrases, a class of viral proteins that mediate phage integration and excision
into the genome during the lysogenic and lytic life cycle. Recently, 11 orthologous integrases
have been characterized and there are no reports of their use in circuit construction in the yeast
Saccharomyces cerevisiae to date. This yeast is recognized as a model for studying the biology
of eukaryotic organisms, and is one of the most studied and characterized microorganisms.
After orthogonality analyses, functional analysis of integrase 13 was performed, along with
integrase 4 under the control of the galactose responsive promoter. These integrases showed
the ability to activate the genetic device paving the way for their use as new molecular tools for
the development and construction of synthetic circuits. Finally, the regulation system with the
integrases was combined with the optogenetic system in order to have a dual regulated system.
The final system obtained was functional and still requires adjustments in the red light/dark

light exposure conditions.
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Resumen

RESUMEN

La levadura Komagataella phaffii (Pichia pastoris) ha sido utilizada como plataforma
para la produccion de proteinas heterélogas durante mas de 20 afios debido, entre otras ventajas,
por sus altos niveles de expresion génica mediante el uso del promotor del gen AOX1 (Paox1),
inducido por metanol. Sin embargo, el metanol, un inductor quimico, es toxico e inflamable.
En los Gltimos afios, la optogenética se ha convertido en una herramienta ampliamente utilizada
para la regulacion de procesos bioldgicos, como la expresion génica, la localizacion de
proteinas, la transduccidn de sefiales y las interacciones proteina-proteina. Se basa en el uso de
la luz, un inductor fisico, para desarrollar sistemas regulables. La aplicacion de un circuito
optogenético en K. phaffii para la regulacion de la expresion génica permite utilizar un sistema
inducido que no afecta al metabolismo de la levadura ni sufre interferencias del metabolismo
celular. En el presente proyecto, buscamos por primera vez el desarrollo de un circuito
optogenético en la levadura Komagataella phaffii que responde a la luz roja e se basa en el
factor de transcripcion Mitl presente en el mecanismo de regulacion del promotor AOX1. Este
sistema se basaba en la interaccion sensible a la luz de proteinas de fusion que se unen al
promotor Paoxi. El sistema optogenético se construyd con éxito, pero requiere ajustes
metodoldgicos para su aplicacion. Otro sistema de regulacion estudiado en este trabajo se baso
en el uso de integrasas, una clase de proteinas virales que median la integracion y escision del
fago en el genoma. Recientemente, se han caracterizado 11 integrasas ortologas y, hasta la fecha,
no existen informes sobre su uso en la construccidn de circuitos en la levadura Saccharomyces
cerevisiae. Esta levadura es reconocida como modelo para el estudio de la biologia de los
organismos eucariotas, siendo uno de los microorganismos mas estudiados y caracterizados. Se
evalud la integrasa 13, junto con la integrasa 4 bajo el control del promotor sensible a galactosa.
Estas integrasas mostraron la capacidad de activar el dispositivo genético allanando el camino
para su uso como nuevas herramientas moleculares para el desarrollo y construccion de
circuitos sintéticos. Por udltimo, el sistema de regulacion con integrasas se combind con el
sistema optogenético para disponer de un sistema doblemente regulado. El sistema final
obtenido era funcional y ain requiere ajustes en las condiciones de exposicion a la luz roja/luz

oscura.
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Introducéo

1. INTRODUCAO

A biologia sintética € definida como a aplicacdo de um paradigma de engenharia de
design de sistemas aos seres vivos visando aumentar a previsibilidade e robustez dos mesmos
(Ho and Morsut, 2021). A biologia sintética — area interdisciplinar que engloba ciéncias
bioldgicas, da computacéo, biotecnologia, matematica, engenharias, fisica e quimica — tem se
desenvolvido cada vez mais no sentido de modificar organismos para gerar células que
produzam de forma eficiente e com menor desvio metabo6lico um produto de interesse. A

biologia sintética vem contribuir no sentido de ajustar de forma fina o fluxo metabdlico.

Dentre as abordagens em biologia sintética podemos citar a engenharia de promotores
— uso de promotores sintéticos e hibridos —, e 0 uso de circuitos genéticos para controle fino
e preciso de pontos chaves de vias metabolicas e até mesmo para a identificacdo de novas vias
metabdlicas (Medema et al., 2011). Visando um bom rendimento do produto de interesse, além
de expressar os genes que codificam as enzimas da respectiva via, é necessaria a regulacao do
nivel de expressao de cada uma para que nao haja acumulo de produtos intermediarios da via
(Nielsen, 2013).

Um mecanismo de regulacdo bastante explorado atualmente baseia-se em estudos
optogenéticos que comecaram na area de neurociéncia quando a canalrodopsina-2, uma
proteina presente em algas, foi utilizada para controlar a transmissdo sinaptica excitatoria ou
inibitdria de neurdnios de mamiferos pela luz (Boyden et al., 2005, Deisseroth et al., 2006). A
partir desses primeiros estudos, aumentou o repertorio de proteinas sensiveis a luz como, por
exemplo, bacteriorrodopsina e halorrodopsina. Enquanto essas proteinas sensiveis as luzes azul
e verde, respectivamente, tém servido como base para varios sistemas optogenéticos, estes
raramente tém sido utilizados em leveduras (Gautier et al., 2014). Inicialmente, os principais
sistemas optogeneticos eram baseados em luz UV, vermelha e azul, mas o uso da luz tem se

expandido a outros comprimentos de onda.

A optogenética € uma técnica que usa luz para controlar proteinas e fungdes celulares.
As diferentes vantagens da luz como agente indutor favorecem o uso da optogenética em
diferentes sistemas biol6gicos (Wegner et al., 2022). Atualmente, a optogenética ja foi utilizada
em varios estudos para controlar a expressao génica, crescimento, dindmica cooperativa, e vias

metabolicas (Wegner et al., 2022).
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Desde o inicio dos anos 2000, os sistemas optogenéticos responsivos ao vermelho,
verde, azul (Nagel et al., 2002, Shimizu-Sato et al., 2002, Boyden et al., 2005, Deisseroth et al.,
2006), bem como infravermelho proximo e ultravioleta (UV) (Shimizu-Sato et al., 2002,
Crefcoeur et al., 2013, Pathak et al., 2014, Chernov et al., 2017) foram desenvolvidos usando
diferentes proteinas que respondem a luz sendo aplicados em varios campos de pesquisa.
Especificamente, no presente trabalho abordaremos o desenvolvimento de um sistema
optogenético baseado na ativacao por luz vermelha, que a diferenca de sistemas optogenéticos
responsivos a luz de outros comprimentos de onda, apresenta um comprimento de onda

diferente para desligar o sistema.

Outro sistema de regulacdo é baseado no uso de integrases, uma classe de proteinas
virais que mediam a integracao e a excisao de fagos no genoma bacteriano durante o ciclo de
vida lisogénico e litico (Smith and Thorpe, 2002). As integrases reconhecem dois sitios: attB
(Attachment Bacteria ou sitio de ligacdo de bactéria) e attP (Attatchment Phage ou sitio de
ligacdo do fago) e, dependendo da orientacdo dos mesmos, é possivel realizar integracao,

excisdo ou inversao da orientacdo do segmento de DNA (Grindley et al., 2006).

As leveduras Komagataella phaffii e Saccharomyces cerevisiae sdo conhecidas por
serem organismos modelo para o estudo de sistemas de regulacdo. Neste trabalho usaremos
estes organismos para o estudo de sistemas optogenéticos responsivos a luz vermelha e sistemas

de regulacdo baseados na utilizacdo de integrases.

1.1  Biologia sintética e sistemas de controle da regulagdo génica

Recentes avan¢os nas areas de engenharia metabolica, biologia de sistemas e biologia
sintética facilitaram a compreensao de sistemas biol6gicos como um todo e tornaram possivel

a construcdo e regulacdo de vias metabolicas em diversos organismos (Krivoruchko et al., 2011).

Os sistemas de regulacdo permitem que 0s organismos sejam capazes de responder a
condi¢des ambientais transientes e podem promover respostas em uma célula de acordo com as
condicdes do biorreator; gerar células terapéuticas que respondam a determinado estimulo
relacionado a uma doencga no corpo humano e serem usados no desenvolvimento de biosensores
para monitoramento de condigdes ambientais e produgdo de Kits de diagnosticos, dentre outros
(Nielsen, 2013).
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A montagem de sistemas bioldgicos capazes de produzir metabdlitos como farmacos e
biocombustiveis de maneira sustentavel é cada vez mais uma exigéncia do mercado no contexto
dos processos biotecnolégicos (Ho and Morsut, 2021). Com as ferramentas adequadas de
biologia sintética e computacional é possivel realizar a regulacdo fina do metabolismo de um
organismo para a producdo dos compostos de interesse, a insercdo de genes para

complementacdo de uma via metabdlica existente e até a construcao de novas vias.

Um avango na &rea de biologia sintética foi o desenvolvimento de vias de sinalizagéo
sintéticas, muitas vezes baseadas em dispositivos de entrada-saida que sdo controlaveis pelo

usuario: de ferramentas optogenéticas a receptores sintéticos (Ho and Morsut, 2021).

1.2 Leveduras como plataforma de expressédo

A biologia sintética € uma ferramenta para a construcdo de sistemas e o estudo de
leveduras (Tullio, 2022). As leveduras sdo amplamente usadas e a levedura Komagataella.
phaffii apresenta uma série de vantagens que a tornam uma 6tima escolha como plataforma para
diferentes aplicacdes de biologia sintética. Dentre estas, destacam-se a capacidade de realizar
montagem de fragmentos de DNA in vivo (Gibson 2009), a producdo de metabdlitos de alto
valor agregado (Dai, Liu et al. 2015, Li and Borodina 2015), assim como de proteinas para fins
terapéuticos (Vogl, Hartner et al. 2013), biocombustiveis (Tsai, Kwak et al. 2015), além de

diversas aplicacdes na engenharia metabdlica (Salinas, Rojas et al. 2017).

A levedura Saccharomyces cerevisiae é reconhecida como modelo para o estudo da
biologia dos organismos eucariotos, sendo um dos microrganismos mais estudados e
caracterizados. E amplamente utilizada para produzir um amplo espectro de produtos de valor
agregado, por exemplo acidos organicos (Borodina et al., 2015), acidos graxos (Yazawa et al.,
2009), biocombustiveis avancados (Buijs et al., 2013), farmacéuticos (Paddon et al., 2013,
Galanie et al., 2015), biofarmacéuticos (Wang et al., 2017), alcaloides (Li et al., 2018),
carotenoides (Verwaal et al., 2007) e sabores (Tippmann et al., 2013)

1.2.1 Komagataella phaffii

K. phaffii € uma das leveduras mais utilizadas na atualidade no contexto da
biotecnologia industrial. Nas ultimas duas décadas, essa levedura tornou-se uma importante
alternativa a E. coli ou linhas celulares de mamifero para a producao de proteinas recombinantes.
Dentre suas principais vantagens destacam-se a habilidade de realizar modificacdes pos-
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traducionais como clivagem proteolitica, glicosilacdo e formacao de ligacdes dissulfeto, além
da auséncia do padréo de hiperglicosilacdo presente em S. cerevisiae (Weinacker et al., 2013).
Ja foi descrito o uso do sistema CRISPR/cas9 em K. phaffii como ferramenta para realizar
modificacOes genéticas especificas: mutacdo génica e integracdo de cassetes de DNA homologo
(Weninger et al., 2016). Esta levedura tem a capacidade de crescer em meio contendo metanol,
0 que inibe o crescimento de contaminantes. E um sistema barato para o estabelecimento e
manutencdo de escala industrial. K. phaffii tem rapido crescimento celular, podendo chegar até
altas densidades celulares (200 g/L) durante uma fermentacdo em batelada alimentada com
limitacdo de glicose (Heyland et al., 2010). A secrecdo de poucas proteinas endogenas € outra
importante vantagem, pois facilita a purificacdo de proteinas que sejam exportadas ao meio
extracelular. Por ultimo, a facil manipulacdo genética faz com que as técnicas moleculares
desenvolvidas para S. cerevisiae, um dos sistemas experimentais mais bem caracterizados,

sejam facilmente aplicaveis em K. phaffii (Cereghino and Cregg, 2000).

Os vetores de expressao para K. phaffii sdo, geralmente, plasmideos integrativos. Estes
sdo desenhados para conter elementos genéticos para manipulagdo e propagacdo em E. coli;
sequéncias regulatorias (promotores), induziveis ou constitutivas, que sdo reconhecidas pela
célula hospedeira; sequéncias terminadoras de transcricdo de levedura (como por exemplo
AOX1tt), marcas de selecdo auxotréfica ou dominante e sitios maltiplos de restricdo para
clonagem (Cereghino and Cregg, 2000, Damasceno et al., 2012, Logez et al., 2012). Para a
secrecao de proteinas recombinantes ao meio extracelular, os vetores de expressdo contém um
sinal de secrecdo, que € uma sequéncia que codifica um peptideo sinalizador que direciona a
exportacao da proteina heteréloga para o meio extracelular, como €é o caso do fator alfa (a-MF)
de S. cerevisiae (Wang et al., 2016). Alguns vetores ainda podem conter sequéncias tag (HIS6
ou c-myc), que facilitam a identificacdo e purificacdo da proteina heteréloga (Cereghino and
Cregg, 2000). Sinais de localizagdo nuclear (NLS - nuclear localization signal or sequence)
estdo presentes em alguns sistemas de expressdo em K. phaffii, e sdo necessarios para o
transporte ativo de proteinas através de complexos de poros nucleares (Fahrenkrog and Aebi,
2003).

1.2.1.1 Controle do promotor do gene AOX1 (Paox1) na presenca de metanol

Para a expressdo de genes heterdlogos, diferentes promotores enddgenos, com
diferentes forgas, podem ser utilizados, de acordo com o objetivo a ser alcangado. Os
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promotores utilizados nos vetores de expressao podem ser induziveis ou constitutivos (Mokdad-
Gargouri et al., 2012). Dentre os promotores induziveis, em K. phaffii o0 mais usado é o

promotor do gene AOX1 (Paox1).

O gene AOX1 codifica a primeira enzima na via de utilizacdo de metanol. O metanol é
0 agente indutor do Paox: €, apesar de ser o promotor mais estudado e, como consequéncia, 0
mais utilizado, nem sempre representa a melhor solucdo. Seu emprego na industria
biofarmacéutica é desaconselhado, uma vez que residuos de metanol no produto final podem
ter efeitos toxicos em humanos. Seu uso em biorreatores de larga escala também pode ser
problematico, ja que o metanol é altamente inflamavel e o armazenamento de grandes
quantidades desse combustivel é perigoso (Cereghino and Cregg, 2000, Deiters, 2010, Salinas
et al., 2017). A atividade deste promotor é firmemente controlada em nivel transcricional por
um mecanismo de repressao/desrepressdo mediado pela presenca do agente indutor, o metanol
(Wang et al., 2016). Ao mesmo tempo, é fortemente reprimido na presenca de glicose ou

glicerol, que sdo fontes de carbono preferenciais da levedura (Wang et al., 2017).

1.2.1.2 Fatores de transcricdo na regulacdo do Paoxi: Mitl

Diferentes reguladores de transcricdo sao essenciais para expressar 0s genes envolvidos
na via de utilizagdo do metanol em K. phaffii. Dentre eles encontram-se Mxr1 (Lin-Cereghino
et al., 2006), Prm1 (Sasano et al., 2008, Sahu et al., 2014) e Mitl (Wang et al., 2016). Mxrl
desempenha um papel importante, induzindo a transcricdo do AOX1 e de outros genes
envolvidos na via de utilizagdo do metanol, assim como genes envolvidos na biossintese do
peroxissomo (Ohsawa et al., 2022). Este fator de transcrigdo liga-se especificamente a seis sitios
no Paox: (Wang et al., 2016). Prm1, por sua vez, funciona como um regulador positivo dos
genes envolvidos na via de utilizacdo do metanol (Sasano et al., 2008, Sahu et al., 2014).
Estudos demonstraram que em cepas com delecdo deste fator de transcricdo Prm1 (Aprm1l) a
expressao dos genes envolvidos na via de utilizagdo do metanol AOX1, DHAS (dihidroxiacetona
sintase), FDH (formato desidrogenase), FLD (formaldeido desidrogenase), PEX8, PEX5 e
PEX14 (peroxinas 8, 5 e 14, respectivamente) foi severamente afetada (Sahu et al., 2014). Ja
Mitl pertence a familia de fatores de transcricdo com dominios Zn(I1)2Cyses € desempenha um
papel critico no metabolismo do metanol (Wang et al., 2016, Camara et al., 2019, Liu et al.,

2022). Dessa forma, cada um desses reguladores da transcricdo desempenha uma funcdo na
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ativacdo do Paox: na levedura K. phaffii. Entretanto, suas interagdes e funcdes sinérgicas nao

estdo bem esclarecidas.

Um estudo feito por Wang e colaboradores mostrou em um ensaio in vivo que a ligacao
de Mitl e Prm1 ao Paox: era dependente da fonte de carbono e que a forca dessa ligacéo é fraca
(ou nula) na presenca de glicose, leve na presenca de glicerol, e era mais forte na presenca de
metanol. A ligacdo de Prm1 ao Paox: pode ser reprimida por repressores relacionados a glicose
ou por modificagBes pds-transcricionais de Prm1 por quinases ou fosfatases (Wang et al., 2016).
A Figura 1 mostra os sitios de ligacdo dos fatores de transcricdo Mxrl, Prm1 e Mitl ao Paox:
(Figura 1).

Figura 1. Sitios de ligacdo de Mitl, Prm1, e Mxrl no Paoxi. Representacéo esquematica do Paoxi
mostrando os diferentes sitios de ligacdo dos fatores de transcrigdo Mxrl (amarelo) (Kranthi et al.,
2009), Prm1 (verde) (Wang et al., 2016) e Mitl (azul) (Wang et al., 2016).

Até agora, 0 modelo descrito para a ativacdo/regulacdo do Paoxi envolve uma cascata

de sinalizacdo (Figura 2) (Wang et al., 2016).
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Figura 2. Modelo regulatorio para a ativagéo do Paox: envolvendo os fatores de transcricdo Mxrl,
Prm1 e Mitl. Na presenca de glicose, o promotor é reprimido porque Mxrl fica no citoplasma. Na
presenca de metanol, Mxrl é transportado para o ndcleo. O sinal de indu¢do do metanol € transmitido
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de Prm1 a Mitl e, em seguida, grandes quantidades de Mitl induzem uma forte expressdo do promotor
(Wang et al., 2016).

Em células crescidas na presenca de glicose, Mxrl localiza-se no citoplasma e é
translocado ao ndcleo na presenca de glicerol, etanol e metanol como fontes de carbono (Lin-
Cereghino et al., 2006). Esse dado indica que a repressdo induzida pela glicose pode ser
regulada pela variacao da localizagdo de Mxr1 dentro da célula. Os resultados apresentados por
Wang e colaboradores indicam que Mxrl é essencial para a desrepressdo do Paoxi,
diferentemente de Mitl e Prm1, os quais respondem principalmente a inducdo por metanol
(Wang et al., 2016). A delecéo do gene MXR1 bloqueou o sinal de indugdo por metanol devido
a falha do mecanismo de desrepressdo. Consequentemente, a superexpressao de Mitl ou Prm1

ndo melhoraram a expressdo do AOX1 (Sahu et al., 2014, Wang et al., 2016).

Durante a inducdo com metanol, o sinal foi transmitido do metanol para Pwmits,
resultando em uma forte expresséo de Mitl. Estudos adicionais indicaram que Prm1 transmitiu
o sinal de indugdo de metanol para Pmitt. Visto que as células expostas a glicose, glicerol e
metanol mostraram expressao sustentada de Prm1, é possivel que Prm1 transmitisse o sinal de
inducdo do metanol alterando sua estrutura ao invés de alterar a dose do sinal (Wang et al.,
2016).

Mitl é um fator de transcricdo critico na regulacdo do Paoxi que apresenta estrutura e
funcéo que diferem de outros homélogos como Mppl de Hansenula polymorpha (Leao-Helder
et al., 2003, Wang et al., 2016, Liu et al., 2022). Os estudos envolvendo esses fatores de
transcricdo, particularmente Mitl, podem ser muito importantes para elucidar o circuito de
inducdo por metanol e ainda desenvolver sistemas de expressao livres de metanol em K. phaffii
para a expressdo de proteinas de interesse tanto na industria farmacéutica com na industria de
alimentos. Ja que o MIT1 atua diretamente sob a ativagdo do promotor, e ndo depende de
entrada/saida da celula, € um fator interessante para estudar isoladamente e analisar se é capaz
de formar parte de um sistema para ativar 0 Paox: independentemente do agente indutor

(metanol).

1.2.2 Saccharomyces cerevisiae

A levedura S. cerevisiae € amplamente usada como um organismo modelo em pesquisas
cientificas e largamente empregado na industria. Esta levedura é reconhecida como modelo

para o estudo da biologia dos organismos eucariotos, sendo um dos microrganismos mais
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estudados e caracterizados (Ostergaard et al., 2000). A alta eficiéncia de transformacéo, além
da disponibilidade da sequéncia completa do genoma da levedura, tem facilitado a manipulacao
genética desse microrganismo, e novas abordagens estdo sendo constantemente adotadas para
a engenharia metabolica desse organismo para atender necessidades especificas (Ostergaard et
al., 2000).

S. cerevisiae tem sido amplamente utilizada na biotecnologia industrial ja que seu status
GRAS ¢ adequado para operacdo em grande escala, ou seja, ndo ha restri¢cdo para o consumo
humano, nem animal. Como um sistema eucariotico modelo, a biologia molecular e celular
desta levedura tem sido estudada em profundidade com amplas ferramentas de engenharia
disponiveis. Ao contrario dos procariontes, S. cerevisiae possui multiplas organelas
proporcionando diferentes ambientes e compartimentos para biossintese. Além disso, S.
cerevisiae apresenta alta tolerancia a condic¢des industriais adversas (Ostergaard et al., 2000,
Hong and Nielsen, 2012). Portanto, S. cerevisiae tem sido desenvolvida como um

microrganismo plataforma para engenharia metabolica.

Dentre outras caracteristicas esta que possui um rapido crescimento celular com tempo
de geracdo de aproximadamente 90 minutos, facilidade de obtencao de réplicas e isolamento de
mutantes, uma genética e fisiologia bem conhecida, permite que modificacBes genéticas
robustas sejam realizadas, além de ser vidvel com diversos marcadores de selecdo, seja por
auxotrofia ou por resisténcia a drogas (Sherman, 2002). Além disso, os estudos nas areas de
transcriptdmica, metabolémica, por exemplo, geraram dados que permitiram a construcdo de
modelos computadorizados para realizar predi¢des do comportamento in vivo da célula
(Siddiqui et al., 2012).

1.3 Sistemas de controle baseados na luz: optogenética

Na ultima década, a optogenética tornou-se uma ferramenta muito utilizada na
regulacdo e manipulacdo de processos bioldgicos. O termo optogenética € utilizado para
descrever a combinacdo de métodos genéticos e Opticos para a ativacdo ou repressdo de
processos celulares pela luz (Deisseroth, 2011, Salinas et al., 2017). A optogenética é um
método que usa a luz para modular eventos moleculares de maneira direcionada em células ou
organismos Vivos. Baseia-se no uso de proteinas geneticamente codificadas que mudam de
conformacdo na presenca de luz para alterar o comportamento celular, por exemplo,

modificando o potencial de voltagem da membrana das células excitaveis (Guru et al., 2015).
8
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A optogenética desenvolveu-se inicialmente na area de neurociéncia, porém agora €
usada para estudar processos em diversas areas da biologia, incluindo imunologia, biologia
sintética, regulacdo génica, desenvolvimento e motilidade celular (McCue and Kuhliman, 2022).
Com relagdo a inducdo da expressao génica, a optogenética provou ser um eficiente sistema de
controle porque a luz pode ser rapida e facilmente aplicada ou removida do meio de cultura
(Quail, 2002, Salinas et al., 2017, Perez et al., 2022). Além disso, € barata e altamente ajustavel,
e permite um controle espaco-temporal fino da expressao génica (Drepper et al., 2011, Wang
et al., 2012, Figueroa et al., 2021). Enquanto outros estimulos tais como pH, temperatura e
agentes quimicos podem variar nas condi¢fes de cultura, a luz proporciona um ajuste mais
controlado e compativel com diversos sistemas; também néo ha residuos de produtos quimicos
e 0 meio de cultura ndo precisa ser alterado, o que é mais econémico e minimiza o desperdicio
(Kumar et al., 2022).

No entanto, a luz em si pode influenciar o crescimento de leveduras, causando danos no
citocromo mediante um aumento na espécies reativas de oxigénio e a regulacdo positiva da
oxidacdo como resposta ao estresse (Robertson et al., 2013). Apesar desses efeitos, a luz
demonstrou ser uma ferramenta ortogonal e conveniente para superar o0 uso de indutores
quimicos no controle de processos celulares e da expressdo génica em células de levedura
(Pathak et al., 2014).

Em termos gerais, a utilizacdo da luz para controlar a expressao génica € possivel pelo
uso de fotorreceptores, ou seja, proteinas que percebem a luz através de dominios
especializados que apos a estimulacao na presenca da luz, sofrem uma mudanca conformacional
passando para um estado ativo (Schmidt and Cho, 2015). Essa capacidade natural dos
fotorreceptores impulsionou o desenvolvimento de um novo conjunto de sistemas sintéticos

ativados pela luz, denominados sistemas optogenéticos (Pathak et al., 2014).

Até o presente, varios sistemas de dimerizacdo Optica foram descritos e utilizados em
leveduras (Figura 3) com base em diferentes dominios sensores de luz presentes em plantas
como por exemplo fitocromos, criptocromos, dominios LOV (Light, Oxygen, Voltage) e UVR8
(Pathak et al., 2014). Dois sistemas diferentes baseados no fitocromo B (PHYB) de Arabidopsis
ja foram desenvolvidos: PHYB-PIF3 (Shimizu-Sato et al., 2002) e PHYB-PIF6 (Levskaya et
al., 2009).
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Figura 3. Principais sistemas de indugdo optogenética usados em leveduras. A. Os circuitos
optogenéticos baseados em luz vermelha/vermelho distante sdo baseados na interacdo entre 0s
fotorreceptores fitocromo B (PhyB) e uma proteina da familia PIF (como PIF3 ou PIF6) de Arabidopsis
thaliana. Através de uma ligacdo covalente com o cromdforo ficocianobilina (PCB), PhyB muda de
conformag&o quando exposto a luz vermelha (660 nm), reunindo os dominios de ligac&o e ativagdo de
DNA (DBD e AD, respectivamente). A luz vermelho distante (740 nm) causa uma mudanca de
conformac&o que desmonta o complexo. B. O circuito optogenético baseado em luz azul (450-460 nm)
pode usar o criptocromo 2 de Arabidopsis thaliana (CRY2) e seu parceiro de interacdo CIB1 ou 0 VVD
LOV junto com WC-1 LOV de Neurospora crassa. C. O circuito optogenético baseado em luz UV-B
utiliza a interacdo entre o fotorreceptor ultravioleta-B de Arabidopsis thaliana UVRS, que uma vez
estimulado com luz UV (280-315 nm), forma mondmeros que podem interagir com a proteina
constitutiva da fotomorfogénese 1 (COP1). Fonte: (Perez et al., 2022)

Em comparagdo com as técnicas convencionais, as abordagens com técnicas que
apresentam indugdo com luz s&o muito superiores em termos de controle espago-temporal,
ajuste, rapida penetragdo nos tecidos e pelo fato de ser uma técnica ndo invasiva (Kawano et
al., 2016, Salinas et al., 2017, Perez et al., 2022). E um agente fisico ndo incorporado ao

organismo ou ao ambiente (Figueroa et al., 2021).

Neste trabalho, abordaremos o estudo da optogenética a partir de sistemas baseados em
luz vermelha, especificamente no sistema formado pela regido N-terminal do PHYB
(PHYBNT) e 0 PIF3 (PHYNT-PIF3). Para isso nos proximos topicos sera falado de cada um
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destes componentes necessarios para o correto desenvolvimento desta ferramenta baseada na

luz vermelha.

1.3.1 Componentes de um circuito optogenético responsivo a luz vermelha
1.3.1.1 Ficocianobilina (PCB)

Os circuitos optogenéticos que se ativam por luz vermelha sdo baseados na presenca
dos fitocromos, proteinas que requerem o cromaforo ficocianobilina (PCB) para sua atividade.
Este cromoforo esté presente em plantas (fitocromobilina) e em cianobactérias (ficocianobilina)
(Muller et al., 2013, Rockwell et al., 2017). Assim para utilizacdo do sistema optogenético em

outros organismos é necessario a sintese endégena de PCB ou sua suplementacdo exogena.

A PCB ¢ cara e altamente fotolabil, limitando, portanto, as aplicacGes biotecnoldgicas
dos circuitos optogenéticos ativados por luz vermelha (Ge et al., 2013, Uda et al., 2017). O
processo de extracdo e purificacdo da PCB envolve metandlise a elevada temperatura (70 °C)
a partir da microalga Spirulina (Carra, 1970, Ge et al., 2013).

Em cianobactérias, a PCB € sintetizada a partir do grupo heme em uma reacao
enzimatica de duas etapas que compreende a oxidacdo do heme a biliverdina IXa pela acdo da
enzima heme oxigenase 1 (HO1) e a redugdo desse intermediario para 3Z-ficocianobilina pela
enzima PCB: ferredoxina oxidoredutase (PcyA) (Muller et al., 2013). Em plantas, a PCB ¢
sintetizada pela acdo das enzimas heme oxigenase (Hyl) e fitocromobilina:ferredoxina
oxidoreductase (Hy2) (Shin et al., 2014) (Figura 4).

11



Introducéo

CIANOBACTERIAS = [ PLANTAS
Synechocystis sp. S Arabidopsis thaliana
HO1 HY1
- :\' BY% ?as. ll -D \”
Biliverdina IX
PcyA y \a. Hy2
\-\, ~JBL~JcC\ ,[‘g- . :.-\ ;3 E ~ [ -a'v—,
3Z-Ficocianobilina 3Z-Fitocromobilina
v v
_ N ."I; ,- ‘\ I/','v ’c',.::l
<> ¢ N U il S =\ N LN N ]“‘:-A
3E-Ficocianobilina 3E-Fitocromobilina

Figura 4. Biossintese do fitocromo em cianobactérias e plantas. HO1 ou HY1: heme oxigenase.
PcyA: PCB: ferredoxina oxidoredutase e Hy2: fitocromobilina ferredoxina redutase. (Shin et al., 2014)

No entanto, a exigéncia do croméforo PCB foi superada através da engenharia desta via
metabolica em células de mamiferos (Muller et al., 2013, Uda et al., 2017), bactérias (Ge et al.,
2009, Ge et al., 2013, Horner et al., 2019) e até leveduras (Wu and Lagarias, 1996, Shin et al.,
2014, Hochrein et al., 2017). Um estudo feito em K. phaffii demonstrou que as enzimas Hyl e
Hy2 de plantas foram mais eficazes na biossintese da PCB do que as enzimas presentes em
cianobacteérias. Esses resultados sugerem que as enzimas procarioticas HO1 e PcyA sao menos
ativas em K. phaffii do que as enzimas eucaridticas Hyl e Hy2, possivelmente devido a

diferentes dobramentos de proteinas nas células (Shin et al., 2014).
1.3.1.2 Proteinas que respondem a luz vermelha: PHYB e PIF3

Os fitocromos (PHY), encontrados em bactérias, cianobactérias e plantas, sdo uma

familia de fotorreceptores (desde PHYA até PHYE) que regulam o crescimento e
12
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desenvolvimento das plantas em resposta a sinais mediadas pela luz (Quail, 2002, Shimizu-
Sato et al., 2002, Ni et al., 2013, Kumar et al., 2016, Krueger et al., 2019). Eles detectam luz
vermelha e vermelho distante através da fotoisomerizagdo de um cromdforo de tetrapirrol
covalentemente ligado a PCB. Esse evento de fotoisomerizagdo é acoplado a uma transicéo
alostérica no fitocromo entre dois estados conformacionais chamados Pr (absorcdo de

vermelho) e Pfr (absorcdo de vermelho distante) (Levskaya et al., 2009).

PHYA é abundante em mudas jovens cultivadas no escuro e desempenha papéis
importantes na desetiolacdo de plantulas induzida pela luz (Tepperman et al., 2006). PHYA ¢
rapidamente degradado para niveis muito baixos na presenca de luz continua. PHYB € mais
estavel a luz e desempenha um papel importante na mediacgéo da inibicdo do hipocétilo sob luz
vermelha (660 nm) continua a longo prazo. Os fitocromos alternam reversivelmente entre sua
forma Pr, biologicamente inativa e sua forma Pfr, ativa (Tepperman et al., 2006, Levskaya et
al., 2009, Ni et al., 2013).

O fator de transcricdo PIF3 (Fator de Interacdo do Fitocromo 3) é o membro fundador
que faz parte de um conjunto de fatores, denominados fatores de interacdo do fitocromo (PIF),
que interagem de maneira reversivel e dependente da luz com a forma Pfr ativa de PHYB (Ni
etal., 1999). Todas as proteinas PIF tém um motivo no dominio N-terminal, chamado de ligacao
ao PHYB, que se liga ao PHYB com elevada afinidade (Khanna et al., 2004).

O fitocromo existe normalmente na forma Pr inativa e predominantemente no citosol.
A exposicao a luz vermelha (660 nm) converte o fotorreceptor em sua forma Pfr ativa e essa
forma transloca-se para o nucleo, seguida pela rapida formacdo do complexo PHYB-PIF
(Horner et al., 2019). Induzido pela luz, a translocagdo nuclear é necessaria para a maioria das
fungdes bioldgicas de PHYB. No nucleo, os fitocromos iniciam mudancas na expressao de
aproximadamente 10% dos genes do genoma de Arabidopsis (Tepperman et al., 2006) (Figura
5).
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Figura 5. Formacéo do complexo PHYB-PCB e do complexo PHYB-PIF3 na presenca de luz
vermelha. Formagdo do complexo a 660 nm e separagéo a 740 nm.

PIF3 se liga apenas a forma exposta a luz vermelha do fitocromo, Pfr, e ndo mostra
afinidade de ligacdo mensuravel para o estado Pr exposto ao escuro ou ao vermelho distante.
Assim, essa interacdo pode ser revertida pela luz vermelho distante (740 nm) (Levskaya et al.,
2009). Essa interacdo sensivel a luz foi mapeada para o nucleo fotossensorial N-terminal de
650 residuos de PHYB e para um dominio de ligacdo de fitocromo ativado (APB) de 100
residuos N-terminal conservado de PIF3 (Ni et al., 1999, Ni et al., 2013). Também em outros
estudos foi demonstrado que essa regido N-terminal da proteina PHYB (PHYBNT) € suficiente
para sua atividade e ligacdo ao cromdéforo e posteriormente ao PIF3 (Levskaya et al., 2009,
Pathak et al., 2014). Ainda, estudos feitos por Pathak et al. demonstraram que atividade da 3-
galactosidase foi muito maior num sistema optogenético com PHYBNT quando comparado
com PHYB (Pathak et al., 2014).

De forma geral, a interacdo PHY-PIF pode ser funcionalmente acoplada a uma ampla
variedade de processos de sinalizacdo através da construcéo de proteinas de fusdo. A auséncia
de fotorreceptores no genoma de leveduras faz com que seja possivel a implementacdo de
diferentes circuitos optogenéticos nesse tipo de organismos (Salinas et al., 2017). A profunda
caracterizacdo do sistema PHYB e PIF3 de A. thaliana permitiu o desenvolvimento do primeiro
sistema em leveduras capaz de controlar a expressao génica a partir de um promotor na presenca
de luz (Shimizu-Sato et al., 2002). Estudos feitos pelo grupo de Peter Quail (Professor, Research
Director, PGEC, Albany, NY, EUA), utilizando um sistema com o dominio de ligagdo ao DNA
de Gal4 fusionado ao PHYBNT (PHYBNT-GBD) e o dominio de ativacao de Gal4 fusionado
ao PIF3 (PIF3-GAD) em S. cerevisiae demonstraram que o gene reporter lacZ, foi inativado na

auséncia do cromoforo PCB, e a PCB foi inativa na auséncia de luz (Quail, 2002). Em estudos
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em células de mamiferos, em células NIH3T3, foi observada fluorescéncia ap6s 30 minutos de
exposicdo a 5 UM de PCB, o que mostrou a rapida autoligacdo em condicdes fisiologicas
(Levskaya et al., 2009).

A fotorreversibilidade Unica do sistema do PHYB faz possivel o uso do fotorreceptor
como um interruptor molecular. A interacdo induzida pela luz vermelha entre o PHYB-PIF3 in

vitro é rapidamente revertida pela luz vermelho distante (Ni et al., 1999).

O uso de circuitos optogenéticos para controlar fendtipos biotecnologicamente
relevantes com impacto direto nos processos industriais ainda é pouco explorado em leveduras.
Por exemplo, a aplicacdo de circuitos optogenéticos sé foi reportado em um trabalho em K.
phaffii especificamente sob o controle da luz azul (Wang et al., 2022). O controle da expressao
de genes pela luz certamente proporcionard uma valiosa ferramenta para expressao heteréloga
e engenharia metabdlica de leveduras podendo colaborar com a dissec¢cdo molecular de
fendtipos associados ao processo de fermentacdo. No presente projeto buscaremos pela
primeira vez a constru¢do no nosso laboratdrio de um circuito optogenético baseado na luz
vermelha para K. phaffii capaz de regular a atividade do promotor Paoxi, independente de

metanol.

1.4 Sistemas de controle baseados no uso de recombinases sitio-especificas: integrases

Os rearranjos do DNA mediante recombinacao sitio-especifica sdo necessarios para 0s
processos de replicacéo, diferenciacdo e patogénese do genoma bacteriano, e desempenham um
papel essencial no movimento de elementos genéticos tais como transposons, plasmideos,
bacteriéfagos e integrons (Nash, 1996) (Grindley et al., 2006). A recombinac&o sitio-especifica
envolve (a) duas moléculas de DNA, (b) uma proteina recombinase especializada que é
responsavel pelo reconhecimento dos sitios e pela quebra e juncdo do DNA, e (c) um
mecanismo que envolve a quebra do DNA e juncdo com a conservacao da energia da ligacao
fosfodiéster (Grindley et al., 2006).

Recombinases sitio-especificas sdo proteinas que realizam a recombinacdo de
determinada sequéncia de DNA por um mecanismo de reconhecimento de sitio, que sdo
sequéncias nucleotidicas curtas e especificas. Esse processo pode desencadear inser¢éo, excisao
ou inversdo do DNA dependendo do arranjo inicial dos sitios (Figura 6) (Smith and Thorpe,
2002, Grindley et al., 2006).
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Figura 6. Resultados da recombinacdao sitio-especifica: insercao, excisdo ou inversdo do DNA. A.
A recombinacdo intermolecular entre sitios att resulta na integracdo de uma molécula de DNA circular
em um locus gendmico correspondente. Na reacdo inversa, a recombinagao intramolecular de sitios att
compativeis arranjados em “cabeca a cauda” resulta em um resultado de excisao. B. Em contraste,
quando os sites estdo em orientagéo “cabeca a cabega” (ou “repeti¢do invertida”), o resultado do evento
de recombinacdo é a inversao, que isto é, “virar” o segmento de DNA flanqueado pelos sitios att de
recombinagdo. C. Finalmente, a recombinacao intermolecular envolvendo moléculas lineares de DNA
gera duas moléculas recombinantes lineares diferentes. Adaptado de (Abioye et al., 2022).

Estes possiveis resultados sdo usados para uma ampla variedade de propdsitos em
sistemas bioldgicos. Mais comumente, o uso de recombinacdo sitio-especifica por um
organismo ou elemento genético é impulsionado por uma necessidade priméaria para unir ou
separar fisicamente segmentos de DNA. Além da integracdo e excisao de fagos e resolucao de
cointegracdo, os exemplos incluem reducdo de dimeros de replicagio a mondémeros e
transposicdo de DNA (Grindley et al., 2006). No entanto, a recombinacéo sitio-especifica

também € usada como um meio de ativar ou mudar o0 a expressao de um gene, bem como um
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meio de gerar diversidade genética através da aquisicdo de genes ou segmentos de genes

vantajosos (Merrick et al., 2018).

As recombinases sitio-especificas geralmente se enquadram em uma das duas familias
distintas que usam diferentes mecanismos de catélise, das tirosina (também conhecida como a
familia A integrase) ou das serina recombinases (também conhecida como a familia resolvase,
em homenagem a recombinase de resolucdo de cointegracdo codificada por transposons como
Tn3 e yd) (Smith and Thorpe, 2002). Estas duas familias de recombinases ndo apresentam
relagdo em quanto a sequéncia ou estrutura da proteina e empregam diferentes mecanismos de
recombinacdo; cada familia parece ter surgido e evoluido separadamente (Poulter and Goodwin,
2005, Grindley et al., 2006). A familia das tirosina recombinases é estruturalmente diversificada
e extremamente versatil e inclui integrases, resolvases, invertases e transposases (Poulter and
Goodwin, 2005, Grindley et al., 2006). A familia das serina recombinases é mais heterogénea,
variando em tamanho de 180 a quase 800 residuos de aminoacidos e com variacGes inesperadas

na organizacdo dos dominios (Smith and Thorpe, 2002, Smith, 2015).

As integrases reconhecem dois sitios com aproximadamente 50 pb conhecidos como
attB (attachment Bacteria ou sitio de ligacdo de bactéria) e attP (Attatchment Phage ou sitio de
ligacdo do fago) (Abioye et al., 2022). Dependendo da orientacdo dos sitios, elas sdo capazes
de realizar a integracao/excisdo ou a inversdo da orientacdo do segmento de DNA, gerando dois
outros sitios denominados attL (attachment Left ou sitio de ligacdo esquerdo) e attR (attachment
Right ou sitio de ligacdo direito) (Smith and Thorpe, 2002, Grindley et al., 2006, Smith, 2015).
Para a reversdo da acao da integrase, € necessaria a expressdo de um fator proteico denominado
RDF (Recombination Directionality Factor ou fator direcional de recombinagédo) que auxilia a
integrase a agir nos sitios attL e attR, ndo sendo possivel a reversdo pela prépria integrase
devido a modificacdo dos sitios attP e attB (Figura 7) (Smith and Thorpe, 2002, Merrick et al.,
2018).
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Figura 7. Exemplos de rearranjos de DNA mediados por integrases e RDF. Na presenca de uma
integrase, sitios attP e attB se recombinam para formar os sitios attL e attR. Na presen¢a de um RDF,
esta reacdo é revertida. Para a integracdo e excisdo de DNA, os sitios att estdo na mesma orientacéo.
Para a inversao do DNA, os sitios att estdo em orientacdes opostas. (a) Integracdo de DNA mediada pela
recombinagdo attP x attB, e excisdo por recombinagdo attL x attR. (b) Integracdo mediada por
recombinagdo attL x attR, e excisdo por recombinagdo attP x attB. (c) Recombinag&o entre sitios att no
DNA linear. (d) Inversédo de DNA por recombinacéo attP x attB e revertida por recombinagéo attL x
attR . Fonte: Merrick et al. (Merrick et al., 2018).

Dito isso, as integrases do tipo serina apresentam caracteristicas tais como sitios de
reconhecimento pequenos (40 a 60 pb), auséncia de necessidade de sitios e proteinas acessorias
para dobras do DNA e recombinacdo ou determinadas conformaces especificas do DNA, e
por seus resultados de recombinacdo serem unidirecionais, ou seja, sdo capazes de realizar a
inversdo de um segmento de DNA de forma permanente e irreversivel pela mesma, sdo um alvo

importante como ferramenta para a biotecnologia e a biologia sintética (Merrick et al., 2018).

Até o presente, ja foram estudadas bioquimicamente 14 integrases do tipo serina, das
mais de 4.000 identificadas (Van Duyne and Rutherford, 2013, Merrick et al., 2018). Yang et
al (2014) descreveram 11 integrases funcionais em E. coli, sendo altamente ortogonais. Essa
propriedade confere a integrase a caracteristica de ndo reconhecer o sitio de outra integrase,

evitando a inversédo do segmento de DNA no lugar errado (Yang et al., 2014).

A utilizacéo das integrases tem sido descrita no campo da engenharia de genomas, por
exemplo, na integragdo genémica de DNA em um Unico sitio att, ou a integracdo direcionada
GripTite Jump-In (Merrick et al., 2018). Outro exemplo é o intercambio de cassete mediado
por recombinase (RMCE) com uma serina integrase (Merrick et al., 2018). Outro caso € a troca
dupla de cassete de integrase (DICE). Um cassete de DNA carregando genes para resisténcia a
neomicina (neo) e a proteina fluorescente verde (GFP) ladeada por sitios attP para as integrases
phiC31 e Bxbl é inserida no genoma de embriGes de células-tronco ou células-tronco
pluripotentes induzidas por recombinagdo homologa. Um vetor doador carrega um gene de
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resisténcia a puromicina (puroR), uma proteina fluorescente (mCherry), e um gene de interesse
flanqueado pelos sitios phiC31 e Bxbl attB. Na presenca de integrases phiC31 e Bxb1l,
expressadas a partir de vetores de expressdo separados, os sitios attP e attB se recombinam para
remover o cassete neo-GFP do genoma, substituindo-o pelo cassete puroR-mCherry-GOI
(Merrick et al., 2018).

Estes exemplos utilizando as integrases, possibilitam a utilizacdo das mesmas na
construgdo de um circuito ou interruptor genético. Especificamente as aplicacdes onde o que
acontece ¢ a inversdo da sequéncia, tem ganhado importancia para a construcdo de portas e
circuitos logicos. Os circuitos genéticos biologicos sintéticos sdo baseados na algebra binaria
dos circuitos eletrdnicos, onde se colocam partes genéticas sob um controle de entrada e saida
(input-output) para a geracdo de interruptores (switches), portas logicas e redes genéticas
sintéticas (Moon et al., 2011). Falando da construcdo de circuitos l6gicos, a literatura apresenta
alguns exemplos: as serina-integrases ja foram testadas em bactérias (Siuti et al., 2013, Yang et al.,
2014, Hsiao et al., 2016), leveduras (Xu and Brown, 2016) e células de mamiferos (Weinberg et al.,
2017).

Siuti et al. descreveram uma estratégia, mediante o uso das integrases phiC31 e Bxbl e
combinacfes de promotores e terminadores, que permitiu criar todas as 16 fungdes de ldgica
booleana de duas entradas em células vivas de E. coli sem a necessidade de cascatas compostas por
multiplas portas logicas (Siuti et al., 2013). Em 2017, Weinberg et al, desenvolveram uma
ferramenta, testada em células de mamiferos, capaz de predizer a resposta de circuitos 16gicos
baseados em integrases. Foram montados 113 circuitos sintéticos l6gicos, dos quais 109 foram
funcionais (Weinberg et al., 2017). Yang et al. (2014) usaram diferentes integrases para a
construcao de circuitos de memoria permanente em E. coli. Mediante analise bioinformatica, foram
identificadas 34 integrases de fago (e seus sitios de reconhecimento attB e attP), a partir do qual
foram construidos 11 circuitos de memdria perfeitamente ortogonais entre si e as invertases
bacterianas FimE e HbiF (Yang et al., 2014).

A integrases tém sido usadas como componentes de circuitos genéticos. Pham et al 2017
descreveram um conjunto de dispositivos genéticos em bactérias, para a detec¢do baseada em pH
para permitir o controle da expressao de acordo com a diferenca no pH ambiental (Pham et al.,
2017). Especificamente, a integrase 2 foi utilizada formando parte de um circuito baseado em RNA
capaz de gerar uma memoria genética em E. coli. Quando pH do meio é alterado, a integrase 2 é
produzida, promovendo uma inversdo na sequéncia, ativando o gene repdrter permanentemente,
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gerando assim uma memoria genética (Pham et al., 2017). Por outro lado, as integrases 5, 7, Bxbl
e Tp901 foram utilizadas em um circuito baseado em portas logicas do tipo NOT em cascata. Neste
circuito, s6 havera um sinal de saida (producdo de sfGFP) na auséncia de um sinal de entrada. Na
presenca do sinal de entrada as integrases atuaram invertendo a sequéncia do promotor P7, de forma

que ndo haveria mais a producédo do gene repérter (Guiziou et al., 2019).

Considerando que as leveduras tais como S. cerevisiae e K. phaffii sdo organismos
amplamente utilizados em biotecnologia, nesses organismos também foi avaliada a atividade de 10
serina-integrases diferentes: phiBT1, TP901, R4, Bxbl, MR 11, A118, phiK38, phiC31, Wf(3 e SPBC.
Todas elas apresentaram atividade o que confirma a potencial aplicacdo destas proteinas nas
leveduras (Xu and Brown, 2016).

Portanto, com as vantagens da levedura S. cerevisiae apresentadas anteriormente, junto
as caracteristicas apresentadas dos sistemas optogenéticos e dos sistemas de regulacdo por
integrases, neste trabalho, serdo utilizadas as integrases do tipo serina e um sistema
optogenético para a construcdo e validacdo de um circuito duplamente regulado na levedura S.
cerevisiae. Especificamente nesta levedura, recentemente, Yang et al., que desenvolveram os
sistemas LightOn e LightOff em células de mamiferos, apresentaram o sistema yLightOn
adequado para S. cerevisiae (Levskaya et al., 2009, Xu et al., 2018). O sistema contém apenas
uma proteina monomeérica sensivel a luz LVAD, que é uma fusdo do LexA-VVD (LEVI) e o
dominio de ativacdo da proteina Gal4 (Gal4AD) (Xu et al., 2018). Por outro lado, em S.
cerevisiae também foi desenvolvido um sistema de expressdo génica baseado em EL222, capaz
de produzir até 8,49 + 0,31 g/L de isobutanol e 2,38 + 0,06 g/L de 2-metil-1-butanol (Zhao et
al., 2018), que foi usado para regular o fluxo metabdlico e estudar o mecanismo de regulacédo
da traducdo em leveduras. Recentemente, foi descrito um sistema optogenético responsivo a
luz azul (CRY-CIB) em um modelo de interacdo cooperativa a partir da expressdo da enzima
invertase (Suc2) que S. cerevisiae utiliza para hidrolisar sacarose e utiliza-la como fonte Gnica
de carbono (Moreno Morales et al., 2021). Até o presente, em S. cerevisiae ndo foi testada a
combinacdo da regulagdo utilizando um sistema baseado em optogenética e o uso das
integrasses. Combinar estes dos sistemas de regulacdo apresenta-se como uma alternativa
promissora e brindaria ao grupo e aos outros laboratérios uma ferramenta de controle fino e

altamente regulével.
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Obijetivo geral e objetivos especificos

2. OBJETIVO
2.1  Objetivo Geral

Desenvolver sistema para controle da expressdao génica em leveduras baseado em

optogenética e no uso de integrases.

2.2  Objetivos especificos
e Obter uma linhagem de K. phaffii expressando PCB.
e Obter linhagens com o sistema de luz vermelha em K. phaffii e S. cerevisiae.
e Validar o sistema de luz vermelha com o gene repérter EGFP ou Venus.
e Obter um sistema para a expresséo e atividade da integrase 13 em S. cerevisiae
e Obter linhagens de S. cerevisiae com o sistema optogenético e integrases 4 ou 13

e Validar o sistema final com o gene repGrter Venus
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Estratégia

A estratégia utilizada para o estudo optogenético induzivel por luz vermelha em K.

phaffii esta descrita na Figura 8.
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Figura 8. Estratégia de trabalho para a construcdo de um sistema optogenético ativado por luz

vermelha.
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A estratégia utilizada para a regulacdo mediante o uso de um circuito optogenético
induzivel por luz vermelha e o sistema de regulacdo com a integrases 4 e 13 em S. cerevisiae

esta descrita na Figura 9.
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Figura 9. Estratégia de trabalho para a construgdo de um sistema optogenético induzivel por luz
vermelha e o sistema de regulacdo com a integrases 4 e 13 em S. cerevisiae.
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4. MATERIAL E METODOS
4.1  Material

4.1.1 Células

Bacteérias

e Escherichia coli XL10-gold (Agilent Technologies, EUA): Tet" A(mcrA)1834(mcrCB-
hsdSMR- mrr)173 endAl supE44 thi-1 recAl gyrA96 relAl lac Hte [F proAB lacl9Z4AM15
Tn10 (Tet") Amy Cam']

Leveduras

e K. phaffii X-33: arg4::HIS4 (derivada da linhagem GS115) (Invitrogen, Waltham, MA,
EUA)

e S. cerevisiae RE1006: (MATa canl1-100, his3-11,15, leu2-3,112, trp1-1, ura3-52) (R.
Strich) (R. Strich) (Torres and Bonner, 1995).

4.1.2 Meios de cultura para bactérias e leveduras
Meio Luria-Bertani — LB

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

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

Triptona 20 g/L
Extrato de levedura 59/L

NaCl 0,6 g/L
KCI 0,5¢g/L
MgCl; 10 mM
MgSO4 10 mM

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

do meio ser autoclavado foram adicionadas as solucdes para a concentracédo final de 10 mM.

YPD

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

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

MD (Meio Minimo com Dextrose)

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

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

Quando necessario foi adicionado 0,003% L-leucina, 0,002% de L-histidina, 0,002% de

L-triptofano e 0,002% de uracila.

MGal (Meio Minimo com Galactose)
YNB com sulfato de aménio 1,34% (p/v)
Galactose 2% (p/v)

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

4.1.3 Solucgbes

Solucbes estoque para meios de cultura

Solucdo YNB (Yeast Nitrogen Base) com sulfato de amonio 10X

Yeast Nitrogen Base w/o ammonium 3,4% (p/v)
sulfate (Difco)
Sulfato de Amonio (NH4)2S04 10% (p/v)

Esterilizada por filtragdo

Solucdo de glicose 10X

Glicose 20% (p/v)
Solucdo de galactose 10X

Galactose 20% (p/v)
Solucdo de Biotina 500X
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Biotina 0,02% (p/v)
Esterilizada por filtracdo
Antibidticos
Solucdo de ampicilina (1000X)
Ampicilina 100 mg/mL
Dissolvida em agua milli Q e esterilizada por filtracéo
Solugéo de kanamicina (1000X)
Kanamicina 50 mg/mL

Dissolvida em agua milli Q e esterilizada por filtracdo

Solucédo de G418 (100X)

G418 50 mg/mL

Dissolvida em agua milli Q e esterilizada por filtracdo

Solugdo de higromicina B (300 pg/mL e 900 pg/mL e 900)

Higromicina B 50 mg/mL

Dissolvida em PBS (Invitrogen, Waltham, MA, EUA)

Solucdo de zeocina (50 ug/mL e 100 ug/mL)

Zeocina 100 mg/mL
Dissolvida em agua (Invitrogen, Waltham, MA, EUA)

Aminoacidos

Material e Métodos

Os aminoacidos foram esterilizados por filtragdo em membrana de 0,22 um ou autoclavados.

Amino&cido Concentracéo estoque Concentracéo Final
L-Leucina 1% (p/v) 0,03%
L-Histidina 1% (p/v) 0,02%
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L-Triptofano

1% (p/v)

0,02%

Uracila

0,2% (p/v)

0,02%

Solugdes para células bacterianas competentes

e Tampéo de transformagao |

RbCI
MnClz-4H,0

Acetato de potassio

CaCl»-2H.0

Glicerol

12 g/L

9,9 g/L
0,03M
1,5¢g/L
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 tampédo de

transformac&o foi ajustado para 5,8 com &cido acético 0,2 M e a solucgdo foi esterilizada por

filtracdo.
e Tampdo de transformacéo II

MOPS
RbCI
CaCl,

Glicerol

0,02M
1,2 g/L
11 g/L

150 g/L

Uma solucdo estoque de MOPS 1 M foi preparada e seu pH ajustado para 6,8 com

NaOH. A solugéo foi esterilizada por filtracdo. O pH do tampé&o de transformacéo foi ajustado

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

Solucgbes para preparacao de DNA plasmidial (miniprep)

e Solucéo |
Tris-HCI pH 8,0
EDTA pH 8,0

e Solucéo Il

NaOH

25 mM
10 mM

0,2M
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SDS 1% (p/v)

Solucdo preparada no momento de uso.
Solucao 111
Acetato de sodio 3IM
Acido acético 2 M

O pH foi ajustado para 5,0.

Solucbes para eletroforese em gel de agarose

Brometo de Etidio

EtBr 10 mg/mL
Tampao Tris-acetato EDTA (TAE) 50X

Tris 2M
Acido acético 1M
EDTA pH 8,0 0,05 M

Tampao de amostra

TAE 20X 50% (p/v)

Glicerol 30% (V/v)

Azul de bromofenol 0,25 (p/v)
4.1.4 Kits

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

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

NEBBuilder HiFi DNA Assembly (NEB): Clonagem de fragmentos por recombinagéo
homologa

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

Wizard Genomic DNA Purification Kit (Promega): extracdo de DNA gendmico da levedura.
QIAquick® PCR and Gel Cleanup Kit (Qiagen): purificacdo de fragmentos de DNA a partir

de gel de agarose e purificacdo de produtos de PCR.
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4.1.5 Oligonucleotideos (primers)

A Tabela 1 apresenta os primers utilizados neste trabalho com seus respectivos sitios de

restricdo sublinhados.

Tabela 1. Sequéncias dos oligonucleotideos utilizados neste trabalho. Os sitios de restricdo estdo
sublinhados. As sequéncias em minuscula representam regifes de identidade com o template para

recombinacdo homologa.

Primer

TEFBGL?2

TEFBSTBI

ttTEF1-F:

ttTEF1-R

ZFMIT1-F

ZFMIT1-R

PHYBNT-F

PHYBNT-R

VP16-F

VP16-R

Sequéncia (5'-3")

TCATGAGATCAGATCTATAACTGTCGCCTCTTTT
ATC
AATCTCATCGTTITCGAACGAATAACTAAAATGTA
TG
TTAGTTATTCGTTCGAACTCTCGAGTTGCGGCCG
CATTGCTTGAAGCTTTAATTTATTTTATTAACA
TGGTGTGTGGGGGATCCGCTGTGTACTTGCCCTT
CGGTTGAA
AGCGAAGGCGGCGGCAGCGAAGGCGGCACCAG
CGGCGCGACCACCGGCCATATGAGTACCGCAGC
CCCAATCA
ATGATGATGATGGTCGACGCGGCCGCTCATTCCA
ATCCAATTGAGGAAAGCGA
GCCCAATTGATTACGAAATTCGAAACGATGCCA
AAGAAGAAAAGAAAAGTTGTTTCCGGAGTCGGG
GGTAGT
TTCGCTGCCGCCGCCTTCGCTGCCGCCCGCGCCG
CTCGCGCCGGTAGATTCTTTAAAAGAGTCTCTCA
GA
TTAGTTATTCGTTCGAAAAAATGCCAAAGAAGA
AAAGAAAAGTTTCTACGGCCCCCCCGACCGAT
CTTCGCTGCCGCCGCCTTCGCTGCCGCCLCGLGLC
GCTCGCGCCGGTCCCACCGTACTCGTCAATTCCA
A

Sitio de
Restricdo
Bglll
BstBI
Xhol,

Notl

Ndel
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PIF3-F

PIF3-R

FINAL-F

FINAL-R

PGKDS
gPHYBNT-F
GPHYBNT-R
gMIT1-R
qVP16-F
qVP16-R
PIF3-F
gPIF3-R
qPIF3II-F
GAPBGL-F
3’AOX-R

EGFP-F
EGFP-R
PCBIn-R
gmHy1-F
gmHy1ll-R

Venus-F

Venus-R

GALIN-F
CYCIN-R

Material e Métodos

CGAAGGCGGCGGCAGCGAAGGCGGCACCAGCG
GCGCGACCACCGGCATGCCTCTGTTTGAGCTTTT
CAG
GTTAATAAAATAAATTAAAGCTTCAAGCAATGC
GGCCGCTCACGACGATCCACAAAACTGAT
GGGCAAGTACACAGCGGATCAGATCTGCGAGGC
AAGCATCTAC
CTATGGTGTGTGGGGGATCCGCACAAACGAAGG
TCTCACTT
AGATCTCGAGCAAGTGTCCTATGCTG
GAAGAGGAGGAGAACAAGCTC
TGGAGTCTTGCGTCGACGGT
GAAGGTATATCCTTGTTCATTAGG
CTAGACGATTTCGATCTGGAC
AACTCGAAGTCGGCCATATCC
ACGGACCACAGTTCCAAGTC
CATTGCCAATCGTCGAAGAAC

GCAAGATCTTTTTTGTAGAAA
CTATGGTGTGTGGGGGATCCGCACAAACGAAGG
TCTCACTT
GGAATTCATGGTGAGCAAGGGCGAG
GGCGGCCGCTTACTTGTACAGCTCGTCCATG
ATGAGCAAAGTAGATGTTGTAGAA
CAGAACCAACAGCTCCTGGTA
ATGAGACGAAGTATCTCACC
AGGGAATATTAAGCTTATAATGGTGAGCAAGGG
CGAGGAGCTGTTCACCGGGGTGGT
TAGATGCATGCTCGAGTTACTTGTACAGCTCGTC
CATG
cggtacccggagatccACGGATTAGAAGCCGCCGA
ccaagcttgcatgcctgcagCCGCAAATTAAAGCCTTCGA

Bglll

Bglll

Bglll

HindlI1l

Xhol

BamHI
Pstl
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Venusl-F tctaagttttaattacaaaggatccataATGGTGAGCAAGGGCGA BamHI
GG
Venusl-R ttcaattcaattcaatgcggccgcTTACTTGTACAGCTCGTCCA Notl
TG
TEFVenus-F TACGCTGCAGGTCGACgGATCccccacacaccatagcttca
VenusPGK-R gaggCAAGCTAAACAGATCTtaacgaacgcagaattttcg
HO-F CGGCGTTGTTGTACTGTTGCA
HO-R TGAGATGGCGTATTTCTACTCCA
HO-UKG-F CCCCACACACCATAGCTTCAA
HO-UKG-R TAACGAACGCAGAATTTTCGAGT
Venusl-F tctaagttttaattacaaaggatccataATGGTGAGCAAGGGCGA
GG
Venusl-R ttcaattcaattcaatgcggccgcTTACTTGTACAGCTCGTCCA
TG

4.1.6 Marcadores de massa molecular para DNA

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

e O’GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder 75-20.000 pb (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, EUA).

e DNA Ladder 1 kb PLUS (New England Biolabs, Ipswich, MA, EUA)

e DNA Ladder 1 kb (New England Biolabs, Ipswich, MA, EUA)

e DNA Ladder 100 bp (Promega, Madison, WI, EUA)

4.1.7 \Vetores

A Tabela 2 exibe todos os vetores usados neste trabalho e apresenta uma breve descri¢éo

de cada um deles.

Tabela 2. VVetores base utilizados

Vetor Descricéo
K. phaffii
pPICK2 Vetor construido em nosso laboratdrio.
pPICK3 Vetor construido neste trabalho contendo o promotor e o terminador
do TEF1
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pPIC9ABGAL4:V Vetor construido no nosso laboratério contendo a sequéncia de VP16

P16
pGAPZB Vetor comercial (Invitrogen, Waltham, MA, EUA) utilizado para
colocar os genes para a expressao da PCB
pAMDS-EGFP Vetor construido no nosso laboratdrio usado para a expressdo do
EGFP (Pivaet al., 2018)
S. cerevisiae
YCplac111 Vetor centromérico contendo a marca de sele¢do LEU2
YCplac33 Vetor centromérico contendo a marca de selecdo URA3
HO-Poly- Vetor de levedura para integracdo no locus HO com marca de
KanMX4- selecdo que confere resisténcia a G418
HO
pYES2 Vetor desenvolvido pela Invitrogen contendo o promotor Pgai,10 € 0
terminador CYC1 com a marca de selecdo URA3
4.2  Métodos

4.2.1 Células e meios de cultura

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

Para o caso da levedura K. phaffii as linhagens utilizadas nesse trabalho foram a
linhagem comercial X-33 (Invitrogen, Waltham, MA, EUA) e a linhagem Xhis23 (X-33
transformada com um vetor derivado do plasmideo comercial pPIC9 contendo o gene da
proteina fluorescente verde (EGFP) sob o controle do Paox1) (Piva et al., 2018). Para o caso da
levedura S. cerevisiae foi utilizada a linhagem RE1006 (Torres and Bonner, 1995).

Os meios utilizados para o cultivo de leveduras foram: 0 meio complexo YPD (extrato
de levedura 1%, peptona 2% e glicose 2%), e 0s meios minimos MD ( YNB 1,34%, sulfato de
amonio 1%, biotina 4 x 10°% e glicose 2%, BMD (meio MD tamponado com tampao fosfato
100 mM pH 6.0), BMM (YNB 1,34%, sulfato de amdnio 1%, biotina 4 x 10°%, metanol 0,5%
e tampao fosfato 100 mM pH 6.0), BMG (YNB 1,34%, sulfato de amdnio 1%, biotina 4 x 10
%0, glicerol 1% e tampao fosfato 100 mM pH 6.0). Para meios sélidos foi adicionado agar 1%.
Para as leveduras transformadas com vetores contendo zeocina como marca de selecéo, foi
usado 0 meio YPDS (sorbitol 1M foi adicionado ao meio YPD agar). Quando necessario, foram

adicionados 100 pg/mL de zeocina ou 500 pg/mL de G418.
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As etapas de clonagem foram feitas em E. coli XL10-gold (Agilent Technologies, EUA).
O cultivo de bactérias foi feito em meio LB (0,5% extrato de levedura, 1% peptona e 1% NaCl.
Para 0 meio solido foi adicionado agar 1,5%). Para vetores com a marca de selecdo de zeocina,
foi usado o meio LB low-salt com 0,5% de NaCl. Quando necessario foram adicionados 25
pg/mL zeocina, 50 pg/mL kanamicina e 100 pg/mL ampicilina. Para o preparo de células
competentes, foi utilizado 0 meio SOB (2% triptona, 0,5% extrato de levedura, 0,06% NacCl,
0,05% KCI e 10 mM de cada um dos sais: MgCl. e MgSOs).

4.2.2 Amplificagdo por PCR (primers)

A amplificacdo de fragmentos por reacdo em cadeia da polimerase (PCR) foi realizada
com diferentes enzimas, dependendo da aplicacdo. Foram utilizadas a Phusion High-Fidelity
DNA Polymerase (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA), Taqg DNA Polymerase
(Invitrogen, Waltham, MA, EUA), Platinum Tag DNA Polymerase (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, EUA), Q5® High-Fidelity DNA Polymerase (New England Biolabs, Ipswich,
MA, EUA) e Taq DNA Polymerase (New England Biolabs, Ipswich, MA, EUA). Todas as

enzimas foram utilizadas de acordo com as instrucdes do fabricante.

4.2.3 Preparacdo de células bacterianas competentes

Células de E. coli XL10-gold foram semeadas em meio LB &gar a partir de um estoque
armazenado a -80 °C e incubadas a 37 °C durante a noite. Uma colénia isolada foi inoculada
em 10 mL de meio SOB em um frasco Erlenmeyer de 125 mL e incubada a 37 °C sob agitacédo
a 250 rpm por 16 h. Dois mililitros desse pre-in6culo foram inoculados em 100 mL de meio
SOB em um frasco Erlenmeyer de 500 mL e incubados a 37 °C sob agitagdo a 250 rpm por
aproximadamente 1 h, até atingir uma ODeoo de 0,3. A cultura foi resfriada por 15 min em banho
de agua-gelo e, posteriormente, as células foram coletadas a 3.000 x g por 5 mina 4 °C. O
precipitado foi ressuspendido em 32 mL de tampdo de transformacdo | e incubado no gelo por
15 min. Em seguida, as células foram concentradas por centrifugacdo sob as mesmas condi¢oes
e ressuspendidas em 4 mL de tampdo de transformacéo Il. Finalmente, foram feitas aliquotas

de 100 puL em tubos de 1,5 mL e armazenadas a -80 °C.
4.2.4 Manipulacdo do DNA

As digestoes de DNA foram realizadas segundo as instrucdes do fabricante das enzimas.
A quantidade de enzima foi ajustada a quantidade de DNA a ser digerido considerando que 0
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volume da enzima nédo devia ser maior do que 10% do volume total de reacdo. Todas as reacdes

foram incubadas por 2 horas.

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

precipitado foi ressuspendido em 10 pL de dgua milli Q.

A andlise de fragmentos de DNA foi feita utilizando a técnica de eletroforese em gel de
agarose adaptada de Sambrook (1989) (Sambrook et al., 1989). O gel preparado na
concentracdo de 1% (p/v) de agarose em tampdo TAE 1X continha brometo de etidio na
concentracgdo final de 0,5 pg/mL. As amostras foram aplicadas no gel e submetidas a corrente
elétrica (70 V) para permitir a migragdo e separacdo dos fragmentos de DNA. A visualizagéo
das bandas de DNA foi feita com a exposicédo do gel a luz ultravioleta. Os fragmentos de DNA
eluidos de gel de agarose foram purificados utilizando kits de purificacdo, seguindo as

orientacdes especificadas pelo fabricante.

4.2.5 Construcdo de plasmideos

O processo de construcdo dos diferentes vetores foi feito por ligacdo ou por
recombinacdo in vitro. Para a construcdo dos vetores por ligacdo, os produtos de PCR ou
fragmentos de DNA provenientes de digestdo foram unidos ao vetor numa proporcao molar de
3:1. A ligacéo utilizou T4 DNA ligase (Promega, Madison, WI, EUA) ou T4 DNA ligase (New
England Biolabs, Ipswich, MA, EUA) de acordo com as instrug¢des do fabricante. A reacéo foi
feitaa 16 °C durante 16 h. As digestdes de fragmentos de DNA com enzimas de restri¢gdo foram
realizadas conforme instrugdes do fabricante (Promega, Madison, WI, EUA ou New England
Biolabs, Ipswich, MA, EUA).

A construcédo de vetores por recombinacéo in vitro foi feita com o kit In-Fusion Cloning
Kit (Clontech, EUA) ou Nebuilder HiFi DNA assembly cloning kit (New England Biolabs,
Ipswich, MA, EUA). Os fragmentos foram amplificados com sequéncias homdlogas ao vetor e

a reacdo foi realizada de acordo com as instrugdes fornecidas pelo fabricante.
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O sistema de ligacdo ou o sistema de recombinacdo in vitro foram utilizados para
transformar células bacterianas competentes pelo método de choque térmico (Sambrook et al.,
1989). Para extrair os plasmideos das células bacterianas, foi utilizado o protocolo de extracéo
de plasmideos por lise alcalina descrito por Sambrook et al., 1989 com adaptaces.

4.2.6 Sequenciamento de plasmideos

O sequenciamento para conferéncia da sequéncia dos plasmideos construidos foi
realizado pela empresa Myleus Biotecnologia (Belo Horizonte, Brasil), que utiliza o método de
Sanger e a plataforma ABI 3730 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA) para

eletroforese.

4.2.7 Preparacdo de DNA plasmidial

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

por 15 min. O DNA foi armazenado a -20 °C até seu uso.
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Para a obtencao dos plasmideos em maior quantidade foi utilizado o kit Qiagen Plasmid

Maxi (Qiagen), seguindo as orientac6es do fabricante.

4.2.8 Preparacdo de células bacterianas competentes por choque térmico

Este protocolo foi adaptado de Sambrook et al., 1989. Células de E. coli XL10-gold
foram semeadas em meio LB agar a partir de um estoque armazenado a -80 °C e incubadas a
37 °C durante a noite. Uma col6nia isolada foi inoculada em 10 mL de meio SOB em um frasco
Erlenmeyer de 125 mL e incubada a 37 °C sob agitagcdo a 250 rpm por 16 h. Dois mililitros
desse pré-indculo foram inoculados em 100 mL de meio SOB em um frasco Erlenmeyer de 500
mL e incubados a 37 °C sob agitacdo a 250 rpm por aproximadamente 1 h, até atingir uma
ODs0o de 0,3. A cultura foi resfriada por 15 min em banho de &gua-gelo e, posteriormente, as
células foram coletadas a 3.000 x g por 5 min a 4 °C. O precipitado foi ressuspendido em 32
mL de tampéo de transformacéo | (12 g/L RbClI, 9,9 g/L MnCl2-4H,0, 0,03 M acetato de
potassio, 1,5 g/L CaCl2-2H20 e 150 g/L glicerol) e incubado no gelo por 15 min. Em seguida,
as células foram concentradas por centrifugacdo sob as mesmas condicées e ressuspendidas em
4 mL de tampdo de transformacéo Il (0,02 M MOPS, 1,2 g/L RbCI, 11 g/L CaCl e 150 g/L
glicerol). Finalmente, foram feitas aliquotas de 100 uL. em tubos de 1,5 mL e armazenadas a -

80 °C.

Uma aliquota de células competentes armazenada a -80 °C foi descongelada em banho
de gelo e em seguida foram adicionados 10 pL do sistema de liga¢do ou 2 pL do sistema de
recombinacdo in vitro. 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 agar

contendo o antibiético adequado.

4.2.9 Transformacdo de K. phaffii por eletroporacédo

A transformacdo com vetores integrativos foi feita por eletroporacdo segundo o
protocolo descrito no EasySelect Pichia Expression Kit (Invitrogen, Waltham, MA, EUA) com
algumas modifica¢des. Uma coldnia fresca de levedura foi inoculada em 5 mL de YPD. Apoés
12 h de crescimento a 28 °C sob agitag¢do de 250 rpm, 500 uL desse pré-inoculo foram usados
para inocular mais 5 mL de meio. Apds 8h de incubacdo, o volume necessario dessa nova

cultura foi inoculado em 100 mL de meio YPD para atingir uma ODeoo de 1,3 ap06s 16 h de
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crescimento. As celulas foram coletadas e lavadas 3 vezes com agua estéril gelada (100 mL na
primeira lavagem e 50 mL nas outras duas) e uma vez com sorbitol 1 M gelado (3 mL)
centrifugando-se a 1.500 x g por 5 min a 4 °C. Posteriormente, as células foram ressuspendidas
em 300 pL de sorbitol 1 M gelado e 80 puL dessas células competentes foram misturadas com
5-10 ug de DNA linearizado e transferidas a uma cubeta de eletroporagédo de 2 mm (Bio-Rad).
A cubeta foi incubada no gelo por 5 min antes de aplicar um pulso elétrico sob as seguintes
condigdes: 1500 V, 400 Q, e 25 pF. Imediatamente apds o pulso, 1 mL de sorbitol 1 M gelado

foi adicionado. As células foram semeadas em meio minimo para selecéo de transformantes.

4.2.10 Transformacdo de S. cerevisiae por eletroporacédo

Foi utilizado o protocolo proposto por (Becker e Guarente, 1991 (Becker and Guarente,
1991)) com adaptacdes. Uma coldnia isolada foi crescida em 3 mL de YPD por 16 horas. Foi
feito um indculo em 100 mL de YPD com ODsoo inicial de 0,1. Todas as centrifugacdes deste
protocolo foram realizadas utilizando o rotor de angulo fixo F15-6X100 da Thermo Scientific
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA). As células foram coletadas por centrifugacao
a 5.000 rpm por 5 minutos quando a cultura atingiu a ODeoo de 0,8. As células foram
ressuspendidas com 25 mL de tampdo de transformacdo. As células foram incubadas em
temperatura ambiente por 1 h, homogeneizando suavemente a cada 10 minutos. As células
foram centrifugadas a 3.000 rpm por 5 minutos a 4 °C. O precipitado foi lavado com 25 mL de
agua milli-Q estéril gelada duas vezes. Ap0s esse processo, 0 sedimento foi lavado novamente
em 10 mL de 1 M de sorbitol gelado duas vezes. O precipitado celular foi ressuspendido em
100 pL. de 1 M sorbitol. Para cada transformacgao, foi utilizado 40 pL. Adicionou-se 1 ug de
DNA em uma aliquota de célula, incubando no gelo por 5 minutos. A mistura foi transferida
para uma cubeta de eletroporagéo de 0,2 mm e submetida ao choque nos seguintes parametros:
1,5 kV, 25 uF, 200 Q. Posteriormente foi adicionado 1 mL de sorbitol gelado imediatamente e
incubado por 30 minutos, mesmo para selecdo auxotrofica. Para selecdo para marca de

resisténcia a drogas, incubar entre 2-3 horas a 30 °C.

4.2.11 Transformagéo de leveduras pelo protocolo One-Step

O protocolo utilizado foi descrito anteriormente por Chen, 1992 (Chen et al., 1992). A
cultura de levedura foi inoculada e crescida sob agitacdo a 30 °C até a fase estacionaria. Ap0s
este periodo, 200 puL de células foram coletadas em tubos do tipo Eppendorf e centrifugadas

durante 5 segundos a velocidade méaxima. As células foram ressuspendidas em tamp&o One
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Step (0,2 M acetato de Litio, 40% (p/v) de PEG 4000 e 100 mM de DTT). O plasmideo foi
adicionado na concentragdo entre 50 a 1000 ng em um volume final de 100 puL. As células

foram incubadas durante 1 hora a 45 °C e em seguida, plaqueadas em meio seletivo adequado.

4.2.12 Extracdo de DNA total de leveduras

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

Purification (Promega, Madison, WI, EUA) seguindo as orientacGes do fabricante.

4.2.13 Extracdo de DNA gendmico de leveduras para PCR

A extracdo de DNA de levedura que foi utilizado para as reagdes de PCR foi realizada
conforme descrito por Drumonde, 2013, com modificagdes (Drumonde-Neves et al., 2013).
Uma col6nia isolada de levedura foi inoculada em 1 mL de meio de cultura adequado e incubada
a 30 °C por 16 horas. As células foram centrifugadas a 10.000 x g por 2 minutos e o
sobrenadante foi descartado. As células foram ressuspendidas em 100 pL. de Tampao [ e 1, 66
uL de liticase (20 mg/mL). As células foram incubadas a 37 °C por 30 minutos. Apds a
incubacao, foram adicionados 100 uL de Tampao II e as células foram incubadas a 65 °C por 5
minutos. Foram adicionados 80 pL de acetato de potassio 5 M e a amostra foi homogeneizada
e incubada a -20 °C por 10 minutos. A mistura foi centrifugada a 10.000 x g a 4 °C por 15
minutos e o sobrenadante foi transferido para um novo tubo de 1,5 mL. Foram adicionados 250
uL de isopropanol e a solugdo foi incubada a temperatura ambiente por 5 minutos. A solucéo
foi centrifugada a 10.000 x g por 2 minutos, o sobrenadante removido e o precipitado foi lavado
com 500 pL de etanol 70%. A seguir, o precipitado foi ressuspendido em 500 pL de agua
deionizada contendo 100 ng/mL de RNase A.

4.2.14 Extracdo de RNA e tratamento com DNAse |
A extracdo de RNA foi feita com o kit RNAeasy Plus Mini (Qiagen, Alemanha), de

acordo com as orientagdes do fabricante. O RNA foi tratado com DNAse | (Promega, Madison,

WI, EUA), seguindo as orienta¢des do fabricante.
4.2.15 RT-PCR do RNA de levedura

A reacdo de RT-PCR a partir do RNA de K. phaffii foi feita com o kit Illustra Ready-
To-Go RT-PCR Beads (GE Healthcare, EUA), seguindo as orientacGes do fabricante.

4.2.16 Inducéo por galactose
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Protocolo adaptado de (Guthrie e Fink, 1991). As leveduras foram inoculadas a partir
de colbnias isoladas em frasco de 125 mL com 10 mL de meio minimo com glicose. As colonias
foram crescidas por 21 horas a 28 °C e 200 rpm e foram inoculadas em 10 mL de meio minimo
contendo 2% galactose. As leveduras foram inoculadas para ODgoo de 0,3 para a indugdo com

galactose.

4.2.17 Inducdo da expressao e deteccdo de EGFP em meio liquido

4.2.17.1 Indugdo por metanol

Uma coldnia nova da levedura foi inoculada em 25 mL de meio BMG e incubada por
24 h a 28 °C e 250 rpm. Apds esse tempo, as células foram lavadas com agua destilada e
ressuspendidas em 25 mL de BMM (meio de inducdo), que contém 1% metanol. Quando
necessario, foi adicionado metanol a cada 24 h, numa concentracdo de 1% (v/v). Amostras de
cultura foram coletadas em diferentes tempos (0 e 24 h) para avaliar a presenca de EGFP.

4.2.17.2 Inducéo por luz vermelha (660 nm)

Uma coldnia nova da levedura foi inoculada em 25 mL de meio BMG e incubada por
24 h a 28 °C e 250 rpm. Em seguida, as celulas foram ativadas com luz vermelha (660 nm)
durante diferentes tempos de inducdo. Inicialmente foram testados os tempos 0, 12, 24 e 36 h
de inducdo continua. Amostras de cultura foram coletadas em diferentes momentos (0, 12, 24,
36 e 48 h) para avaliar a presenca de EGFP. O dispositivo para a emissao de luz vermelha
utilizado foi o LED Grow Light 25W 660nm Luz Vermelha Dispositivo Luz da Planta para
Planta Interior LED Growing Panel Lamp Adjus.

A partir dos resultados dos primeiros ensaios serdo testados outros tempos de inducéo,

assim como outros tempos nos intervalos entre as diferentes inducoes.

4.2.18 Analise de fluorescéncia por citometria de fluxo

Para avaliar a producdo intracelular de EGFP, ymUKG1 ou Venus, a respectiva
levedura transformada foi submetida a analise por citometria de fluxo. As células foram
crescidas em 25 mL do respectivo meio durante 24 h. Posteriormente as células foram lavadas
2 vezes com PBS (NaCl 137 mM, KCI 2,7 mM, Na;HPOs 10 mM, KH2POs 2 mM)
centrifugando a 3000 x g por 5 min a 4 °C. Finalmente, as células foram ressuspendidas no
volume adequado de PBS a fim de ter aproximadamente 1 x 10° células/mL e foram mantidas

a4 °C até a analise no citbmetro FACSVerse (BD Biosciences, San Jose, CA, EUA). A analise
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dos dados adquiridos foi feita com o software FlowJo verséo 10.8.1 (BD Biosciences, San Jose,
CA, EUA).

4.2.19 Anélise por microscopia de fluorescéncia

Cerca de 10 pL de cada cultura foram depositados numa lamina e a fluorescéncia
emitida por células expressando o gene o gene repdrter 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 (Carl Zeiss) e coletadas com o

programa Zen software (Carl Zeiss).

4.2.20 Inducdo da expressdo e deteccdo de ymUKGL1 e Venus em meio solido

Uma coldnia nova da levedura foi inoculada em 25 mL de meio BMG ou meio minimo,
dependendo do caso, e incubada por 24 h a 28 °C e 250 rpm. Em seguida, foi medido o
crescimento e calculado para comegar com uma ODeo de 1. A partir dessa dilui¢io foram feitas
duas diluicdes seriadas (1:10 e 1:100). Em uma placa de meio minimo so6lido foram colocadas
4 uL de cada diluigao e as placas foram incubadas sob as diferentes condi¢Ges. A presenca do
gene reporter foi avaliada colocando as placas no aparelho Amersham (Fotodocumentador

Amersham Imager 600, GE, tempo de exposi¢édo 1s).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

A fim de facilitar a leitura do documento e a compreensdo dos resultados, estes foram
divididos em trés capitulos. O capitulo 1 trata do estudo da regulacdo com luz mediante a
construgdo de um sistema optogenético em K. phaffii. O capitulo 2 trata do estudo de um sistema
de regulacé@o com luz a partir da construgdo de um sistema optogenético em S. cerevisiae. J& 0
capitulo 3 descreve os resultados obtidos na combinacdo do sistema optogenético em S.
cerevisiae com o sistema de regulagéo contendo as integrases 4 e 13 para a ativagdo do gene
reporter Venus.
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5.1  Capitulo 1: Construcdo de um sistema optogenético na levedura Komagataella phaffii

K. phaffii € o organismo de escolha para a producdo comercial de muitas proteinas
importantes. A primeira parte do trabalho teve como objetivo a construgdo de um sistema

optogenético para ser empregado nesse organismo.

5.1.1 Construcdo dos vetores de expressao

Com o objetivo de construir dois vetores para a expressao das proteinas responsivas a
luz, PHYBNT e PIF3, fusionadas aos dominios de ligacdo ao DNA (ZFMIT1) e de ativacdo
(VP16), respectivamente, foram utilizados os vetores pPICK2 (Anexo 1) e pPICKS3. A diferenca
entre esses dois vetores esta nas sequéncias regulatorias: o vetor pPICK2 (construido no nosso
laboratorio) tem o promotor do gene PGK1 (Ppcki1) € 0 terminador do gene AOX1 (AOX1tt),
enquanto o vetor pPICK3 (construido neste trabalho) tem o promotor e o terminador do gene
TEF1 (Prer1 e TEFL1tt). Foram utilizados dois vetores diferentes para que as construcoes
estivessem sob o controle de diferentes promotores e terminadores, assim evitando perdas de
fragmentos por recombinacdes intramoleculares comuns em K. phaffii (Cregg et al., 1985, Vogl
etal., 2018).

5.1.1.1 Construcéo do vetor pPICK3

A estratégia de construcdo do plasmideo pPICK3 esta representada na Figura 10. O

vetor pPICK2, construido no nosso laboratério, foi utilizado como base para a construcdo do

vetor pPICKaS.

2 3. pPICK3 Final |
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Figura 10. Estratégia para a construcdo do vetor pPICK3. Este vetor contém as sequéncias do Prer:
e 0 TEF1tt e a marca de sele¢do kanamicina para bactérias e geneticina (G418) para leveduras. Na etapa
1 acontece a mudanca do promotor do PGK pelo promotor do TEF1 e na segunda etapa a mudanca do
terminador do AOX1 pelo terminador do TEF1.

2. pPICK212

3448 bp
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Tanto o Prer1 quanto o TEF1tt foram amplificados a partir do DNA gendmico da
linhagem X-33 de K. phaffii com os primers TEFBGL2-F/TEFBSTBI-R (Figura 11A) ttTEF1-
FAtTEF1-R (Figura 11B) (Vogl et al., 2016).

A M 1 2 3 4 5 6

Figura 11. Amplificacdo de Prer1 e TEF1tt do genoma de X-33. Eletroforese em gel de agarose 1%
corado com brometo de etidio. A. Amplificagdo do Prer: (426 pb): Pogos 1, 3, 5: controle negativo.
Pocgos 2, 4, 6: Amplificagdo do fragmento do Prer1. B. Amplificacdo do TEF1tt (303 pb): Pogos 1, 3:
controle negativo. Pogos 2, 4: Amplificagdo do fragmento do TEF1tt. M: Marcador 100 pb DNA Ladder
(Promega, Madison, W1, EUA).

O vetor pPICK2 foi digerido com as enzimas Bglll e BstBI (digestdo sequencial),
liberando um fragmento de 625 pb que corresponde ao Ppcki. O outro fragmento resultante da
digestdo (3022 pb) foi purificado a partir do gel de agarose e ligado ao fragmento
correspondente ao Prer1 (426 pb), por sua vez amplificado por PCR, digerido e purificado
(Figura 11A). Esta ligagdo deu origem ao vetor intermediario pPICK212, que contém 0 Prer1 €
0 AOX1tt. O vetor pPICK212 foi digerido com as enzimas BstBI e Notl (digestdo sequencial),
liberando um fragmento de 664 pb que correspondia ao fator a ¢ ao AOX1tt. O outro fragmento
resultante da digestdo (2784) foi eluido e purificado, sendo utilizado para a montagem por
recombinacdo homologa com o TEFL1tt (303 pb) amplificado por PCR (Figura 11B). O vetor
resultante foi nomeado pPICK3 (3057 pb).

Apos a transformacdo de XL10-gold com o sistema de recombinacdo homdloga e
selecdo em antibiotico adequado, diferentes clones foram submetidos a extracéo de plasmideos
por lise alcalina e analisados por digestdo com enzimas de restricdo. A digestdes com as
enzimas Bglll e BamHI, separadamente, linearizaram o vetor (3057 pb). A Figura 12 mostra o

resultado da digestdo de dois clones selecionados.
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Figura 12. Andlise de restricdo do vetor pPICK3. Eletroforese em gel de agarose 1% corado com
brometo de etidio apresentando o DNA plasmidial intacto (1, 4) e digerido com as enzimas Bglll (2, 5)
e BamHI (3, 6) de 2 clones transformantes. M: Marcador 1 kb DNA Ladder (New England Biolabs,
Ipswich, MA, EUA).

A partir da construcdo do vetor pPICK3, obteve-se mais um vetor no nosso laboratorio
com uma combinacéo diferente de promotor e terminador: foi o primeiro vetor construido com
o TEF1tt. E muito importante ter uma variedade de vetores com diferentes promotores e
terminadores para ter varias opg¢des de escolha a fim de evitar recombinacdes entre fragmentos

indesejados.

5.1.1.2 Construgéo do vetor pPICK2-PHYBNT-MIT1

O vetor pPICK2-PHYBNT-MIT1 foi construido mediante recombinacdo homdloga de
trés partes (Figura 13). A partir do DNA gendmico da linhagem de K. phaffii X-33, foi
amplificada a sequéncia ZFMIT1 (codificando os primeiros 150 residuos de aminoacidos da
proteina  Mitl), contendo regiGes de homologia com a sequéncia linker
(accggcgegageggegegggeggeagegaaggeggeggeagegaaggceggeaccageggegegaccaccgge) e com o
AOX1tt (fragmento amplificado de 531 pb, primers ZFMIT1-F e ZFMIT1-R) (Figura 14A). O
primer ZFMIT1-F contém homologia com o linker que estard entre PHYBNT e ZFMIT1 e
contém um sitio para Ndel que estara dividindo o linker e 0 ZFMIT1. O primer ZFMIT1-R
contém homologia com o AOX1tt (Figura 14A).
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Figura 13. Estratégia para a montagem do vetor pPICK2-PhyBNT-ZFMIT1. O vetor pPICK2-
PhyBNT-ZFMIT1 foi montado por recombinacdo homologa de trés partes.

A amplificacéo da regido N-terminal da proteina PHYB (PHYBNT) foi feita a partir do
vetor pD153phyBN (pPHYBNTGal4DBD), gentilmente doado pelo professor Peter Quail
(Professor, Research Director, PGEC, Albany, NY, EUA) (Ni etal., 1998). A partir deste vetor,
foi feita uma PCR para amplificar a regido PHYBNT contendo homologia com 0 Ppgk1 € a
sequéncia linker, respectivamente (Fragmento amplificado de 1957 pb, primers PHYBNT-F e
PHYBNT-R) (Figura 14B). O primer PHYBNT-F contém homologia com o Ppck1 € inclui a
sequéncia Kozak (ACG) do Paox: e o sinal de localizacdo nuclear (NLS) SV40
(atgCCAAAGAAGAAAAGAAAAGTT) (Weninger et al., 2015). O NLS utilizado foi o do ja
bem caraterizado antigeno T do virus simio 40 (SV40), que ja foi aplicado em K. phaffii com o
objetivo de importar para o nicleo uma proteina heterdloga, a RNA polimerase do bacteriéfago
T7 de procariotos (Hobl et al., 2013, Weninger et al., 2015). Além de K. phaffii, este NLS ja
foi utilizado com sucesso em S. cerevisiae (Nelson and Silver, 1989) e Schizosaccharomyces
pombe (Fleig et al., 2000). Além do emprego do SV40 em K. phaffii para os fins explicados
anteriormente, um estudo publicado recentemente utilizou um fator de transcri¢éo fotossensivel
contendo este SV40 para a construcao do primeiro sistema optogenético em K. phaffii baseado
em EL222, responsivo a luz azul (Wang et al., 2022).0 primer PHYBNT-R contém homologia

com a sequéncia linker projetada para ficar entre 0 PHYBNT e 0 ZFMITL.
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Figura 14. Amplificacdo do ZFMIT1e do PHYBNT do genoma de X-33 e do vetor obtido por
doacdo, respectivamente. Eletroforese em gel de agarose 1% corado com brometo de etidio. A.
Amplificacdo do ZFMIT1 (531 pb) B. Amplificagdo do PHYBNT (1957 pb). 1: controle negativo da
PCR. 2: Amplificagdo do fragmento correspondente. M: 1 kb DNA Ladder (New England Biolabs,
Ipswich, MA, EUA).

Apbs a amplificacdo dos dois cassetes (PHYBNT e ZFMIT1), foi construido por
recombinacdo homologa, junto com o vetor pPICK2 digerido com as enzimas BstBI e Notl, o
vetor pPICK2-PHYBNT-ZFMITL1 (5774 pb). Diferentes extracbes plasmidiais e digestdes
utilizando enzimas de restricdo permitiram confirmar a clonagem a partir de clones
selecionados. Foram feitas digestdes com as enzimas Bglll e BamHI e com a enzima Pvul. No
caso de uma recombinagdo bem-sucedida, a primeira digestéo daria fragmentos de 2358, 2191,
1143 e 82 pb, e a segunda digestéo linearizaria o vetor (5744 pb). A Figura 15 mostra o resultado

da digestdo para os clones selecionados.
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Figura 15. Anélise da clonagem, perfil de restricdio do vetor pPICK2-PHYBNT-ZFMITL1.
Eletroforese em gel de agarose 1% corado com brometo de etidio apresentando o DNA plasmidial
intacto (1) e digerido com as enzimas Bglll e BamHI (2, 4, 6) e Pvul (3, 5, 7) para 3 clones
transformantes. M: Marcador 1 kb DNA Ladder (New England Biolabs, Ipswich, MA, EUA).

5.1.1.3 Construgéo do vetor pPICK3-VP16-PIF3

A partir do vetor pPICK3, foi construido o vetor pPICK3-VP16-PIF3, que contém a
proteina PIF3, que responde a luz vermelha, e o dominio de ativacdo da transcricdo VP16,
unidos por uma sequéncia linker de 72 pb. A proteina PIF3 foi escolhida para a montagem do
sistema optogenético, pois foi demonstrado que o sistema PHYBNT/PIF3 mostrou vantagens
significativas sobre os sistemas PHYB/PIF3, CRY2/CIB, TULIPs e PHYB/PIF6 em relacdo ao
controle transcricional, mostrando niveis mais altos de ativacao, baixo background e controle

reversivel no vermelho distante (740 nm) (Pathak et al., 2014).

Da mesma forma que o vetor pPICK2-PHYBNT-ZFMIT1, o vetor pPICK3-VP16-PIF3
foi montado por recombinacdo homologa de trés partes (Figura 16). A sequéncia VP16 foi
amplificada a partir do vetor de expressdao pPIC9ABGAL4:VP16 (Anexo 2) construido no
nosso laboratorio (fragmento amplificado de 331 pb, primers VP16-F e VP16-R) (Figura 17A).
O primer VP16-F contém homologia com o Prer: € 0 primer VP16-R, com a sequéncia linker
situada entre 0 VP16 e o PIF3. Foi publicado recentemente o uso do VP16, no primeiro estudo

optogenético em K. phaffii, indicando que este fator de ativacdo pode ser utilizado para a
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construcao de um sistema optogenético, no caso em questdo, um sistema responsivo a luz azul
(Wang et al., 2022).

1575pb

PTEF_I linker
T T
PTEF_I VP16 linker

331pb

Vector pPICK3

Figura 16. Estratégia para a montagem do vetor pPICK3-VP16-PIF3. O vetor pPICK3-VP16-PIF3
foi montado por recombinagdo homdloga de trés partes.

A amplificagdo do PIF3 foi feita a partir do vetor de expressao pGAD-PIF3
(pGADPIF3), também doado pelo professor Peter Quail, adicionando sequéncias de homologia
com a sequéncia linker e o TEF1tt (Fragmento amplificado de 1575 pb, primers PIF3-F e PIF3-
R) (Figura 17B). O primer PIF3-F contém homologia com a sequéncia linker situada entre
VP16 e PIF3 e inclui a sequéncia Kozak (ACG) e o sinal de localizagdo nuclear (NLS) SV40
(atgCCAAAGAAGAAAAGAAAAGTT) (Weninger et al., 2015). O primer PIF3-R tem

homologia com o TEF1tt.
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Figura 17. Amplificacdo das sequéncias VP16 e PIF3 do vetor pPIC9ABGAL4:VP16 e do vetor
pGAD-PIF3, respectivamente. Eletroforese em gel de agarose 1% corado com brometo de etidio. A.
Amplificagdo da sequéncia VP16 (331 pb) B. Amplificacdo de PIF3 (1575 pb). 1,3: Controle negativo
da PCR. 2,4: Amplificacdo do fragmento correspondente. M1: Marcador 100 pb DNA Ladder (Promega,
Madison, WI, EUA) e M2: Marcadorl kb DNA Ladder (New England Biolabs, Ipswich, MA, EUA).

Ap6s a amplificacdo dos dois cassetes, foi construido por recombina¢do homéloga,
juntamente com o vetor pPICK3 digerido com as enzimas BstBI e Notl, o vetor pPICK3-VP16-
PIF3 (4961 pb). Foram feitas digestdes com as enzimas Bglll; Scal e Xbal; BamHI; Xbal; e
Spel e Scal para confirmar a clonagem. A Figura 18 mostra o resultado da digestdo para os

clones selecionados.
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Figura 18. Andlise da clonagem, perfil de restricdo do vetor pPICK3-VP16-PIF3. Eletroforese em
gel de agarose 1% corado com brometo de etidio apresentando o DNA plasmidial intacto e digerido com
as enzimas Bglll, Scal e Xbal, BamHI, Xbal, e Spel e Scal para 2 clones transformantes. A: DNA intacto
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(1,4). DNA digerido com Bglll (2, 5) e com Scal e Xbal (3, 6). B: DNA intacto (1,6). DNA digerido
com BamHI (2,7), Xbal (3,8), Spel e Scal (4,9) e Bglll (5,10) M: 1 kb DNA Ladder (New England
Biolabs, Ipswich, MA, EUA).

Com estes resultados obtidos, foram construidos os dois vetores contendo as proteinas

de fusdo para a construcdo do sistema optogenético na levedura K. phaffii.

5.1.1.4 Construgéo do vetor pPICOPTORED

Uma vez construidos e confirmados os vetores pPICK2-PHYBNT-ZFMIT1 e pPICKS3-
VP16-PIF3 o préximo passo foi a unido deles para formar o vetor final pPICOPTORED,
contendo as proteinas que respondem a luz e os elementos de ligacdo ao DNA e de ativacdo
(Figura 19). O vetor final contém as construgdes PHYB-ZFMIT1 e VP16-PIF3 sob o controle
de diferentes promotores e terminadores. Resumindo, a partir do vetor pPICK2, foi construido
0 vetor pPICK2-PHYBNT-ZFMIT1, contendo a regido codante da regido N-terminal da
proteina PHYB (aminoacido 1-621) — que responde a luz vermelha — fusionada a regiao
codante do dominio de ligagdo ao DNA do fator de transcrigdo MIT1 (ZFMIT1) (Wang et al.,
2016), com uma sequéncia linker de 72 pb. Foi escolhida a versdo truncada do PHYB
(PHYBNT) pois estudos prévios demonstraram que esta é suficiente para a ligacdo a PCB e
posteriormente ao PIF3 (Pathak et al., 2014).
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Figura 19. Estratégia para a construcao do vetor pPICOPTORED. O vetor pPICK3-VP16-PIF3
(construido a partir do vetor pPICK3) foi digerido com a enzima BamHI e utilizado para fazer
recombina¢do homoéloga com o fragmento PPGK1-PHYBNT-ZFMIT1-AOX1tt, amplificado por PCR
do vetor pPICK2-PHYB-ZFMIT1 (construido a partir do vetor pPICK?2).

04) BamHl

A estratégia foi a seguinte: a partir do vetor pPICK2-PHYBNT-ZFMIT1 foi amplificado
o fragmento que contém a regido com o promotor, a proteina de fusdo e o terminador (Ppgki1-
PHYBNT-ZFMIT1-AOX1tt) com primers com homologia com o vetor pPICK3-VP16-PIF3
digerido com a enzima BamHI (primers Final-F e Final-R) (Figura 20).

Svai Linker ByHia

R oGkl 2 PhyBN 621 RB L TR AOXitt g

PPGK1-PHYBNT-ZFMIT1-AOX1tt

3457 bp

Figura 20. Mapa contendo a regido amplificada a partir do vetor pPICK2-PHYBNT-ZFMIT1.
Regido contendo a regido do Pecki-PHYBNT-ZFMIT1-AOX1tt (3457 pb), amplificada por PCR com os
primers Final-F e Final-R.

Uma vez amplificada a regido de 3457 pb, foi feita recombinacdo homologa para obter
o vetor final pPICOPTORED (Figura 21).
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pPICOPTORED
8382 bp

A%

Figura 21. Construcgdo do vetor pPICOPTORED. Eletroforese em gel de agarose 1% corado com
brometo de etidio. A. Amplificacdo do fragmento Ppek1-PHYBNT-ZFMIT1-AOX1tt (3457 pb) por PCR
B. DNA plasmidial intacto (1, 3) e digerido com a enzima BamHI (2, 4) para 2 clones transformantes.
M: 1 kb DNA Ladder (New England Biolabs, Ipswich, MA, EUA). C. Mapa fisico do vetor
pPICOPTORED (8382 pb). Em verde claro, a sequéncia do promotor do TEF1. Em azul turquesa, a
sequéncia do VP16. Em rosa o linker, em vermelho, a sequéncia do PIF3 e em marrom o terminador do
TEF1. Em roxo o promotor do PGK1, em amarelo o sinal de localizagéo nuclear SV40, em roxo claro a
sequéncia do PHYBNT, em azul turquesa o dominio de ligagdo ao DNA do MIT1 e em roxo o
terminador do AOX1. EM rosa 0 gene de resisténcia a kanamicina (KanR). Origem de replicacéo
bacteriana é indicada em roxo escuro.

Uma vez feita a recombinagdo homdloga, a clonagem foi confirmada por digestdes com
as enzimas BamHI, Scal e Spel, e Pvul (Figura 22A,B). Além de digestdes, foram feitas
confirmagdes da montagem do vetor pPICOPTORED por PCR (Figura 22C,D).
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Figura 22. Confirmacé&o da construcéo do vetor pPICOPTORED. Eletroforese em gel de agarose
1% corado com brometo de etidio. Analise do perfil de restricio A. DNA plasmidial intacto (1) e
digerido com as enzimas BamHI (2,5), Scal e Spel (3,6), e Pvul (4,7) para 2 clones transformantes. B.
DNA plasmidial intacto (1,3) e digerido com a enzima Pvul (2,4) para 2 clones transformantes.
Amplificacdo por PCR. C. Amplificagdo por PCR do fragmento PIF3-PHYBNT (2176 pb) (2,3,4) e do
fragmento PIF3-PHYBNT (3169 pb) (6,7). Controle negativo (1,3). D. Amplificagdo do fragmento
PIF3-PHYB (2). Controle negativo (1). M1: 2-log DNA ladder (New England Biolabs, Ipswich, MA,
EUA) e M2: 1 kb DNA Ladder (New England Biolabs, Ipswich, MA, EUA).

5.1.2 Construcdo do vetor para a expressdo de PCB

Para a expressdo da PCB é necessaria a atuacdo de duas proteinas, a heme oxigenase
(Hyl) e a fitocromobilina ferredoxina redutase (Hy2) presentes normalmente em plantas.
Foram escolhidas essas enzimas para a sintese da PCB ao invés das enzimas presentes em

cianobactérias, pois em um estudo feito em K. phaffii, as enzimas presentes em plantas foram
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mais eficazes na sintese deste cromdforo quando comparadas com as correspondentes em
cianobactérias (Shin et al., 2014).

Um cassete contendo as sequéncias dos genes para as duas enzimas, assim como uma
regido de autoclivagem (T2A1, do virus Thosea asigna) (Geier et al., 2015) e o sinal de
localizagdo mitocrondrial (MTS) do gene FUML1 de K. phaffii (Shin et al., 2014) (Figura 23)

foram sintetizados pela empresa Epoch Life Science (Epoch Life Science, Missouri, TX, EUA).

17} EcoRE

(a) Start MTS @R2EL oS (1793) Notl End (1799)
D T > e .
' | 1
mut hirdg mut BamiHl met Hind mut EcoRl mut Barrel
PCB
1799 bo

Figura 23. Cassete de expressdo para a sintese da PCB em K. phaffii. Cassete de expressao contendo
0 MTS, os genes mHy1 e mHy2 e a regido de autoclivagem T2ALl.

O vetor GS63751-2 pUC_PCB_cassete (Anexo 3) recebido pela empresa Epoch Life
Science (Epoch Life Science, Missouri, TX, EUA) foi digerido com as enzimas EcoRI e Notl
(1786 pb) e clonado por ligagdo no vetor pGAPZB (Invitrogen, Waltham, MA, EUA) digerido
com as mesmas enzimas (2882 pb). O vetor resultante, pPGAPZB-PCB (4678 pb) (Anexo 4) foi

confirmado por digestdo com as enzimas Xhol, e EcoRI mais Notl (Figura 24).
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Figura 24. Analise da clonagem, perfil de restricéo do vetor pGAPZB-PCB. Eletroforese em gel de
agarose 1% corado com brometo de etidio apresentando o DNA plasmidial intacto (1, 4, 7) e digerido
com as enzimas Xhol (2, 5, 8) e EcoRI e Notl (3, 6, 9) para 3 clones transformantes. M: 1 kb DNA
Ladder (New England Biolabs, Ipswich, MA, EUA).
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5.1.3 Construcdo e confirmacéo das diferentes linhagens

Em K. phaffii, os cassetes de expressdao contendo os elementos de interesse sao
tipicamente integrados no genoma para a obtencao de clones recombinantes (Vogl et al., 2018).
O DNA linearizado, resultando em cassetes do tipo ends-in, pode gerar transformantes estaveis
de K. phaffii via recombinacdo homdloga entre 0 DNA transformador e regiGes de homologia
dentro do genoma (Cereghino and Cregg, 2000). A integracdo do tipo ends-in leva a insercao
aditiva do gene alvo, resultando na insercdo do fragmento desejado sem dele¢des (Schwarzhans
etal., 2016, Vogl et al., 2018).

Foram utilizados trés vetores para a construcdo de uma linhagem da levedura K. phaffii
capaz de expressar um gene reporter na presenca de luz vermelha. Cada vetor contém um
componente para o funcionamento do sistema. Para a avaliacdo do sistema de expressao
optogenético foi utilizado como gene repdrter que codifica para a proteina verde fluorescente
(EGFP). O EGFP encontra-se num vetor sob o controle do Paoxi, construido no nosso
laboratério (P AMDS-EGFP) (Anexo 5) (Piva et al., 2018). O gene repdrter encontra-se sob o
controle do Paox1 pois é especificamente este promotor que sera ativado com a luz, ao invés de

com seu agente indutor (metanol).

Previamente a transformacdo, os vetores pPICK2 (3647 pb) e pPICOPTORED (8382
pb) foram linearizados com a enzima Pvul (que digere dentro da regido do Ppgk1), € 0S vetores
PGAPZB (2900 pb) e pGAPZB-PCB (4618 pb) com a enzima BspHI (que digere dentro da

regido do Pgap).

A partir da linhagem Xhis23, construida no nosso laboratorio, que contém o vetor
pAMDS-EGFP, foram construidas todas as linhagens com a presenca do gene reporter EGFP.
Foram construidas diferentes linhagens com cada um dos vetores integrados, contendo as
diferentes proteinas, e com vetores vazios. A Tabela 3 mostra todas as linhagens construidas

com seus respectivos componentes.

Tabela 3. Linhagens construidas neste trabalho (Parte ). EGFP: vetor pAMDS-EGFP, PHYB-PIF3:
vetor pPICOPTORED, PCB: vetor pPGAPZB-PCB. + : presenca do vetor, O: presencga do vetor vazio-:
auséncia do vetor.

Linhagens EGFP PHYB-PIF3 PCB
Xhis23 + - -
Xhis23 pPICK2 + O -
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Xhis23 pPICOPTORED + + -
Xhis23 pPICOPTORED pGAPZB-
+ - -
PCB
Xhis23 pPICOPTORED pGAPZB + + O
Xhis23 pPICK2 pGAPZB O
Xhis23 pPICK2 pGAPZB-PCB + O +
X-33 pPICOPTORED pGAPZB- i . 4
PCB
X-33 - - -

Por outro lado, foram construidas também as linhagens contendo apenas uma das
proteinas de fusdo e uma linhagem contendo as duas proteinas de fusdo, mas sem o gene

reporter (Tabela 4).

Tabela 4. Linhagens construidas neste trabalho (Parte 11). EGFP: vetor pAMDS-EGFP, PHYB:
vetor pPICK2-PHYBNT-MIT1, PIF3: vetor pPICK3-VP16-PIF3, PHYB-PIF3: vetor pPICOPTORED.
+ @ presenca do vetor, -: auséncia do vetor.

Linhagens EGFP PHYB PIF3 PHYB-PIF3
Xhis23 pPICK2-PHYBNT-MIT1 + + - -
Xhis23 pPICK3-VP16-PIF3 + - + -
X33 pPICOPTORED - - - +

As diferentes linhagens construidas e mostradas nas Tabelas 3 e 4 foram confirmadas
por PCR utilizando DNA gendmico como molde, tanto de fragmentos individuais como
amplificando regides que continham mais de um fragmento e as suas jungdes, para garantir que
0 cassete estivesse completamente integrado. A correta localizacdo da integracdo também foi

analisada por PCR.

A Figura 25 mostra todas as PCR realizadas para a confirmacdo da linhagem Xhis23
pPICOPTORED. Foram realizadas PCRs para amplificar os fragmentos VP16 (331 pb, primers
VP16-F e VP16-R), PHYBNT (1900 pb, primers PHYBNT-F e PHYBNT-R), fragmentos
dentro das regides PHYBNT-MIT1 (1922 pb, primers gPHYBNT-F e qMIT1 e 2500 pb,
primers PHYBNT-F e MIT1-R) e VP16-PIF3 (1628 pb, primers qVP16-F e gPIF3-R). Para
confirmar o local de integracgéo foi realizada uma PCR com um primer que amplifica uma regido
do Ppck1 que ndo esta presente na sequéncia do vetor, ja que 0 vetor apresenta uma verséo
truncada do promotor (2500 pb, primers PGKD8 e PHYBNT-R) (Arruda et al., 2016).
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Figura 25. Confirmagéo da linhagem Xhis23 pPICOPTORED. Eletroforese em gel de agarose 1%
corado com brometo de etidio. Amplificacdo das regides: A. VP16 (331 pb) B. PHYBNT (1900 pb) C.
PHYBNT-MIT1 (1922 pb) e VP16-PIF3 (1628 pb) D. PHYBNT-MIT1 (2500 pb) E: PGKD8-PHYBNT
(2500 pb). Controle negativo (1). Fragmento amplificado (2-6). M: Marcador 1 kb Plus DNA Ladder
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA).

As linhagens Xhis23 pPICK2 pGAPZB e Xhis23 pPICK2 pGAPZB-PCB foram
confirmadas com uma PCR com os primers que anelam no comec¢o do Pgap:1 € no final do
AOX1tt. Como esses vetores foram linearizados para a transformagéo justamente dentro da
sequéncia do promotor e o fragmento que corresponde ao cromdéforo PCB clonado dentro dessa
combinacdo de promotor-terminador, essa PCR pode confirmar tanto a integracdo do fragmento
desejado quanto a integracéo no local certo. Para o caso da linhagem Xhis23 pPICK2 pGAPZB,
que possuia o vetor pGAPZB vazio, se o vetor tivesse sido integrado no locus GAP1, a PCR
amplificaria um fragmento de 988 pb. Para o caso da linhagem Xhis23 pPICK2 pGAPZB-PCB,
como ela apresenta o vetor contento 0 cassete para a expressao da PCB, a mesma PCR

amplificaria um fragmento de 2700 pb. A Figura 26 mostra o resultado para as duas linhagens.
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Figura 26. Confirmacgdo das linhagens Xhis23 pPICK2 pGAPZB e Xhis23 pPICK2 pGAPZB-
PCB. Eletroforese em gel de agarose 1% corado com brometo de etidio. Amplificagdo das regides GAP-
AOX na linhagem A. Xhis23 pPICK2 pGAPZB (988 pb) e B. Xhis23 pPICK2 pGAPZB-PCB (2700
pb). Controle negativo (1). Fragmento amplificado (2-6). M: 1 kb Plus DNA Ladder (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, EUA).

A linhagem Xhis23 pPICOPTORED pGAPZB-PCB ¢ a que contém todos os
componentes do circuito optogenético, ou seja, 0 gene reporter, os cassetes com as proteinas
que respondem a luz vermelha com seus respectivos fatores fusionados, e as enzimas para a
producdo da PCB. Para a confirmacdo dessa linhagem foram feitas PCR que avaliaram a
presenca de todos os componentes do sistema. Para confirmar o local de integragao foi feita a
PCR para amplificar o fragmento PGKD8-PHYBNT (2500 pb) para o caso do vetor
pPICOPTORED e os fragmentos GAP-PCBin (1054 pb) e GAP-AOX (2722) para o caso do
vetor pGAPZB-PCB. Foi feita também uma PCR para amplificar uma regido dentro do
PHYNBT (qPHYBNT, 113 pb), uma regido dentro do VP16 (qVP16, 110 pb) e outra para
amplificar uma regido dentro do cassete PHYBNT-MIT1 (qPHYBNT-gMIT1, 1922 pb). A
Figura 27 mostra todos os resultados das confirmag¢des da linhagem Xhis23 pPICOPTORED
pGAPZB-PCB.
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Figura 27. Confirmagéo da linhagem Xhis23 pPICOPTORED pGAPZB-PCB. Eletroforese em gel
de agarose 1% (A-E) ou 2% (F) corado com brometo de etidio. Amplificagcdo das regides: A. PGKD8-
PHYBNT (2500 pb) B. gPHYBNT (113 pb) C. GAP-PCBIn (1054) D. gPHYBNT-gMIT1 (1922 pb) E:
GAP-AOX (2722 pb) e E: qVP16 (110 pb). Controle negativo (1). Fragmento Amplificado (2-4). M: 1
kb Plus DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA).

A linhagem Xhis23 pPICOPTORED pGAPZB foi confirmada com duas PCRs. O vetor
pPGAPZB foi confirmado com a PCR que amplifica o fragmento GAP-AOX (988 pb, primers
GAPBGL-F e 3’ AOX-R) e o vetor pPICOPTORED com a PCR que amplifica o fragmento
gPHYB-gMIT1 (1922 pb, primers gPHYBNT-F e gMIT1-R). A Figura 28 mostra os resultados
da confirmagéo por PCR.
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A GAP-AOX (988 pb) B qPhyBNT-qMIT1 (1922pb)
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Figura 28. Confirmacao da linhagem Xhis23 pPICOPTORED pGAPZB. Eletroforese em gel de
agarose 1% corado com brometo de etidio. Amplificacdo das regides A. GAP-AOX (988 pb) e B.

gPHYBNT-gqMIT1 (1922 pb). Controle negativo (1). Fragmento amplificado (2-6). M: 1 kb Plus DNA
Ladder (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA).

Todas as linhagens que apresentam o gene repdrter contém o vetor pAMDS-EGFP. Para

confirmar a presen¢a do EGFP foi feita uma PCR (190 pb, primers: EGFP-F e EGFP-R) nas
diferentes linhagens (Figura 29).

eGFP (190 pb)

1 2 3 4 35
s R |

%% PR —

Figura 29. Confirmacéo da presenca do EGFP nas diferentes linhagens. Eletroforese em gel de
agarose 1% corado com brometo de etidio. Amplificacdo do EGFP (190 pb) com os primers EGFP-F e
EGFP-R nas linhagens Xhis23 (2), Xhis23 pPICOPTORED (3) e Xhis23 pPICOPTORED pGAPZB-
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PCB (4 e 5). Controle negativo, sem DNA (1) M: 1 kb Plus DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, EUA).

A linhagem Xhis23 pPICK2-PHYBNT-MIT1 foi confirmada com duas PCRs. O vetor
pPICK2-PHYBNT-MIT1 foi confirmado com a PCR que amplifica o fragmento PGKD8-
PHYBNT (2500 pb, primers PGKD8 e PHYBNT-R) e com a PCR que amplifica o fragmento
gPHYBNT-gqMIT1 (1922 pb, primers gPHYBNT-F e gMIT1-R). A Figura 30 (A e B) mostra
os resultados da confirmagéo por PCR. A linhagem Xhis23 pPICK3-VP16-PIF3 foi confirmada
com trés PCRs. O vetor pPICK3-VP16-PIF3 foi confirmado com a PCR que amplifica o
fragmento VP16-PIF3 (1970 pb, primers VP16-F e PIF3-R), com a PCR que amplifica o
fragmento qVP16-gPIF3 (1628 pb, primers qVP16-F e gPIF3-R) e com a PCR que amplifica o
fragmento VP16 (331 pb, primers VP16-F e VP16-R). A Figura 30 (C-E) mostra os resultados

das confirmagdes por PCR.

A B
PGKDS-PHYBNT (2500 pb) qPHYBNT-qMIT1 (1922 pb)
M1 2 3 4 5 6 7

M 1 2 3 4 5 6 7

D
VP16-PIF3 (1970 pb) qVP16-qPIF3 (1628 pb) VP16 (331 pb)
M1 2 3 4 567 M 1 2 3 4 5 6 7 M1 2 3 4 5

Figura 30. Confirmac&o das linhagens Xhis23 pPICK2-PHYBNT-MIT1 e Xhis23 pPICK3-VP16-
PIF3. Eletroforese em gel de agarose 1% corado com brometo de etidio. Amplificacdo das regides A.
PGKD8-PHYBNT (988 pb) e B. )PHYBNT-qMIT1 (1922 pb) da linhagem Xhis23 pPICK2-PHYBNT-
MIT1 e C. VP16-PIF3 (1970 pb), D. qVP16-gPIF3 (1628) e E. VP16 (331 pb). Controle negativo (1).
Fragmento amplificado (2-7). M: 1 kb Plus DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
EUA) ou 1 kb DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA).
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5.1.4 Analise da expressao: extracdo de RNA, tratamento com DNAse | e RT-PCR

A extracdo de RNA é o primeiro passo para estudos de expressao génica e caracterizacdo
de transcritos (King, 2010). Uma vez construidas e confirmadas todas as linhagens de K. phaffii
para a construgdo do sistema optogenético, foram escolhidas as linhagens Xhis23, Xhis23
pPICOPTORED e Xhis23 pPICOPTORED pGAPZB-PCB para a extracdo de RNA e avaliacao
da transcricdo de diferentes genes presentes no sistema. Para verificar a integridade do RNA
extraido as amostras foram analisadas em gel de agarose 0.8%. A Figura 31 mostra o resultado
da extracdo de RNA antes e ap6s o tratamento com DNAse |, para diferentes clones de algumas

linhagens escolhidas.

A B C

- == = —r—

Figura 31. Extracdo de RNA e tratamento do RNA com DNAse |. Eletroforese em gel de agarose
0.8% corado com brometo de etidio. RNA extraido antes (A, B) e apés o tratamento com DNAse | (C)
de clones das linhagens Xhis23 (1), Xhis23 pPICOPTORED (2) e Xhis23 pPICOPTORED pGAPZB-
PCB (3, 4).

Uma vez obtido o RNA total para cada linhagem, e tratado com DNAse | para eliminar
todos os possiveis restos de DNA, o cDNA foi obtido utilizando como primer 3’ um
oligonucleotideo rico em timina (oligo dT) para amplificar sequéncias de mMRNA que possuiam
caudas poli-A. A partir deste material, foi feita uma PCR convencional utilizando diferentes
pares de primers de acordo com a regido a ser amplificada. Foram utilizados primers para
amplificar regies dentro da sequéncia do PHYBNT, do PIF3 e do mHyl. Como controle, foi
feita uma PCR usando como molde o RNA sem tratamento com transcriptase reversa (controle

negativo). A Figura 32 mostra o resultado para todas as regidoes amplificadas.
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A qPHYNBT (113 pb) B qPIF3 (109 pb)
M 1 1c 2 2¢ 3 3c 4 4c § M 1 1¢ 2 2¢ 3 3¢ 4 4c

C qmHy1 (329 pb)
M 1 1c 2 2¢ 3 3¢ 4 4c S5

300
200

BRI A1)

Figura 32. Analise da expressdo dos genes PHYBNT, PIF3 e mHyl nas linhagens Xhis23 (1),
Xhis23 pPICOPTORED (2) e Xhis23 pPICOPTORED pGAPZB-PCB (3,4). Eletroforese em gel de
agarose 1% (C) ou 2% (A, B) corado com brometo de etidio. Controle (c). M: Marcador 1 kb Plus DNA
Ladder (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA)

Os resultados da Figura 32 evidenciam que tanto as proteinas que respondem a luz
(PHYBNT e PIF3), quando uma das proteinas necessarias para a sintese da PCB (mHy1)
estavam sendo expressas nas linhagens onde os respectivos genes foram integrados. Os
resultados mostraram que na linhagem Xhis23, como esperado, ndo foi observada amplificacéo

de nenhuma regido, confirmando a auséncia de todas essas proteinas.

5.1.5 Avaliacdo da atividade do gene reporter EGFP

Com o objetivo de construir um sistema optogenético capaz de regular a atividade do
Paox1 independente de metanol, o vetor que contém o gene repdrter ()AMDS-EGFP) apresenta
0 EGFP sob o controle deste promotor. Para avaliar a fluorescéncia do EGFP, foram
comparadas a ativacdo na presenca de metanol (seu indutor natural) e na presenca de luz

vermelha.

63



Resultados e Discussdo

5.1.5.1 Inducdo de EGFP na presenca de metanol

Todas as linhagens construidas a partir da linhagem Xhis23 apresentam o EGFP sob o
controle do Paoxi. Para avaliar a atividade do promotor na presenca do seu agente indutor, o
metanol, foram feitos ensaios de citometria de fluxo e de microscopia de fluorescéncia. As
células foram crescidas incialmente em glicerol como fonte de carbono e posteriormente na

presenca de metanol para avaliar a indugdo de EGFP.
5.1.5.1.1Fluorescéncia de EGFP avaliada por citometria de fluxo
A atividade da proteina EGFP foi avaliada na presenca de metanol por citometria de

fluxo. As diferentes linhagens foram crescidas em meio minimo na presenca de 1% de metanol

durante 24 h e as células foram coletadas e preparadas para a citometria de fluxo (Figura 33).

100 =

= Linhagem

X33

- Xhis23
Xhis23 pPICK2
Xhis23 pPICOPTORED
Xhis23 pPICK2 pGAPZB

Xhis23 pPICK2 pGAPZB-PCB
Xhis23 pPICOPTORED pGAPZB-PCB

BEEEEEEN

FITC-A

Figura 33. Expressdo intracelular de EGFP nas diferentes linhagens. Andlise da expressdo de EGFP
por citometria de fluxo. Xhis23: controle positivo e X-33: controle negativo.

Os resultados observados no experimento de citometria de fluxo confirmaram a
atividade da proteina EGFP em todos os clones avaliados. Pode-se observar que todos os clones
transformantes das diferentes linhagens apresentam fluorescéncia quando comparados com a

levedura ndo-transformada (X-33).

5.1.5.1.2 Fluorescéncia de EGFP avaliada por microscopia de fluorescéncia.

A atividade da proteina EGFP foi analisada também por microscopia de fluorescéncia.

A Figura 34 mostra os resultados para um clone da linhagem Xhis23 pPICOPTORED e para
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dois clones da linhagem Xhis23 pPICOPTORED pGAPZB-PCB, além dos controles positivo
(Xhis23) e negativo (X-33) do experimento.

X33
Controle -

Xhis23
Controle +

Xhis23
pPICOPTORED

Xhis23
pPICOPTORED
pGAPZB-PCB

Xhis23
pPICOPTORED
pGAPZB PCB

Figura 34. Expressdo intracelular de EGFP nas diferentes linhagens. Andlise da expressao de EGFP
por microscopia de fluorescéncia na presenca de metanol. Xhis23: controle positivo e X-33: controle
negativo. Coluna 1: campo claro. Coluna 2: campo fluorescente. Coluna 3: superposi¢do dos campos.

Os dois experimentos para avaliar a atividade de EGFP, tanto por citometria de fluxo
quanto por microscopia de fluorescéncia, reafirmaram que o EGFP estava sendo expresso e
ativo na presenca de metanol como agente indutor, ou seja, sob o controle do Paoxi. O proximo
passo foi entdo avaliar a atividade do gene reporter na presenca de luz vermelha (660 nm) como

gente indutor.
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5.1.5.2 Inducdo de EGFP na presenca de luz vermelha

5.1.5.2.1Testes iniciais da inducdo com luz vermelha

Para construir um circuito optogenético funcional é necessaria a expressdo das proteinas,
importacdo do cromoforo PCB, e a montagem do complexo. Por isso, é necessario testar
diferentes condi¢des de preincubacdo e fotoinducao para avaliar qual sera a condigéo ideal para
a ativacdo do sistema. Estudos mostraram que uma condicdo de ativacdo eficiente é a
preincubacéo das células com o croméforo na escuriddo e a incubacao posterior na presenca de
luz (Quail, 2002).

A nossa estratégia inicial para a construcdo de um sistema optogenético em K. phaffii
incluiu a construcdo de um vetor contendo os dois genes necessarios para a producdo da PCB.
O objetivo é fazer com que a prépria levedura use esse cromoforo necessario para o correto
funcionamento do sistema. A producéo da PCB ja foi testada em vérios organismos, incluindo
K. phaffii (Ge et al., 2013, Muller et al., 2013, Shin et al., 2014, Hochrein et al., 2017).

Para todos os experimentos realizados as células das linhagens com os componentes do
circuito optogenético foram crescidas em meio complexo, com glicerol como fonte de carbono.
Nos primeiros experimentos realizados para analisar a funcionalidade do circuito os clones
escolhidos foram incubados durante diferentes tempos, primeiro uma preincubagao no escuro
e depois na presenca de luz vermelha. Foram coletadas amostras 12 e 24 h ap0s ativar o sistema
com a luz vermelha. Ap6s 12 h de inducdo continua com luz vermelha, ndo se observou
praticamente nenhuma fluorescéncia nos clones avaliados. S6 o controle positivo que
apresentou fluorescéncia. Cabe mencionar que para o controle positivo de fluorescéncia, a

linhagem Xhis23 é crescida em meio com metanol.

A Figuras 35 mostra o resultado do experimento depois de 24 h ap6s inducéo,

respectivamente.
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PGAPZB-PCB

Xhis23
pPICOPTORED
L PGAPZB.PCB

Figura 35. Expressdo intracelular de EGFP apds 24 h de indugéo continua. Anélise da expressao
de EGFP por microscopia de fluorescéncia na presenca de luz vermelha (660 nm). Xhis23: controle
positivo e X-33: controle negativo. As células foram induzidas por 24 h na presenca de luz vermelha.

Jaapos 24 h apds o sistema ser ligado, pode-se observar uma determinada fluorescéncia
nos clones avaliados, quando comparado com os controles do experimento (Figura 35). Ainda
o0 controle positivo segue mostrando uma fluorescéncia superior. Nesses primeiros resultados
foram usadas as linhagens construidas no trabalho contendo todos os componentes do sistema,
incluidos os genes para a sintese da PCB.
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5.1.5.2.2 Inducdo na presenca da PCB exo6gena

A partir dos resultados apresentados no experimento anterior, decidiu-se utilizar a PCB
exdgena nos experimentos. O experimento foi feito em meio minimo com glicerol e foi
adicionado a PCB (Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, EUA) na concentracéo final de 20
uM na amostra correspondente. As amostras foram incubadas na presen¢a de luz vermelha

continua, e foi avaliada a fluorescéncia do gene repérter apos 24 e 48 horas de incubacao.

A Figura 36 mostra os resultados obtidos ap6s 24 horas de indugdo. Pode-se observar
que a linhagem contendo todos os componentes do sistema optogenético e com a adi¢do de
PCB (c3 + PCB) mostrou fluorescéncia no experimento de microscopia. Quando se analisaram
os controles, a linhagem Xhis23 crescida em metanol (controle positivo) mostrou fluorescéncia
como esperado. As linhagens X-33 (controle negativo) e a linhagem ¢3-PCB ndo mostraram

fluorescéncia.
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Xhis23

X-33

C3+PCB

C3-PCB

Figura 36. Expressdo intracelular de EGFP apoés 24 h de indugéo continua. Anélise da expressao
de EGFP por microscopia de fluorescéncia na presenca de luz vermelha (660 nm). Xhis23: controle
positivo e X-33: controle negativo. Amostras: c3+PCB e c¢3-PCB

Ap0s 48 horas de indugéo na luz vermelha, se confirmou o mesmo resultado observado
apos 24 horas (Figura 37).
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X-33

C3+PCB
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Figura 37. Expressdo intracelular de EGFP apoés 48 h de indugéo continua. Anélise da expressao
de EGFP por microscopia de fluorescéncia na presenca de luz vermelha (660 nm). Xhis23: controle
positivo e X-33: controle negativo. Amostras: c3+PCB e c3-PCB

Com estes resultados preliminares, pode-se observar que na presenca de PCB e indugéo
na luz vermelha, a amostra ¢3 mostrou fluorescéncia a partir de 24 horas de inducgdo e que se

manteve durante as 48 horas de inducao.

5.1.5.2.3Inducdo na presenca de PCB exdgeno, em diferentes tempos de indugédo

A partir dos resultados obtidos, foi planejado um novo experimento sob as mesmas
condi¢Oes e os resultados foram analisados também por citometria de fluxo. As linhagens foram
crescidas nos seus respectivos meios de cultura e o crescimento foi medido em diferentes
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tempos (O h,0,5h,2h,4h,6h24h,30h, 48 he 52 h) (Figura 38A). Foram coletadas amostras
nos tempos 0 h, 2 h, 6 h, 24 h, 30 h e 48 h para analise por citometria de fluxo (Figura 38B).

A
100+
E 104
5 —
E e~ X-33 (Controle -)
o 1 -= c3+PCB
-+ c3-PCB
-+ Xhis23 (Controle +)
0.1 T T T T T i T 1
0 5 10 15 20 25 30 36 48 60
Tempo (horas)
B

Media geometrica relativa da
fluorescéncia de eGFP por célula (u.a.)

Figura 38. Indugéo na presenca da PCB exdgena. A. Curva de crescimento das diferentes linhagens
no tempo. B. Andlise da expressdo de EGFP por citometria de fluxo em diferentes tempos.

Os resultados obtidos da curva de crescimento (Figura 38) mostram que a linhagem
controle positivo (Xhis23, crescida em metanol), mostrou menos crescimento que as outras
linhagens. Isto faz sentido com o fato de que o metanol inibe o crescimento, entdo € esperado

que na presenca deste agente indutor o crescimento seja mais devagar. Por outro lado, nas
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linhagens X33 e ¢3-PCB o crescimento é semelhante, o que indica que a presenca dos
componentes do sistema optogenético ndo interferem no crescimento da levedura. A linhagem
c3+PCB que apresenta a adi¢cdo do cromoforo, inicialmente o crescimento é mais lento, mas
depois chega na mesma magnitude das outras linhagens. Os resultados da citometria de fluxo
(Figura 38) confirmaram os resultados obtidos por microscopia de fluorescéncia no
experimento anterior. Os resultados no tempo t6 (30 h de indugdo) mostraram uma diferenca
maior entre a amostra da linhagem c¢3+PCB e o controle negativo e a amostra c3-PCB e

resultados similares quando comparados com o controle positivo.

5.1.5.2.4 Inducdo da linhagem Xhis23 pPICOPTORED nas diferentes condi¢bes

A partir dos resultados obtidos onde se observou fluorescéncia na linhagem contendo
0s componentes do sistema optogenético e com a adicdo da PCB exdgena, o préximo
experimento incluiu a avaliacdo dessa linhagem junto com a PCB na presenca de luz e no escuro.
A mesma linhagem foi utilizada para avaliar as diferentes condi¢des de inducdo. Ou seja, na
presenca de metanol como controle positivo, sem PCB como controle negativo e na presenca
de PCB na luz e no escuro. Todas as amostras foram incubadas inicialmente em meio minimo
com glicerol (com a adi¢do da PCB nas amostras necessarias) e mantidas no escuro durante 18
h. A partir desse tempo, foram induzidas na presenca de luz vermelha durante 72 h. A
fluorescéncia foi analisada nos tempos 0 h, 24 h, 48 h e 72 h por citometria de fluxo (Figura
39).
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Figura 39. Avaliacdo da linhagem Xhis23 pPICOPTORED em todas as condigdes. Anélise da
expressdo de EGFP por citometria de fluxo em diferentes tempos. t0: momento antes de colocar na luz
vermelha, t1, t2 e t3: 24 h, 48 h e 72 h respectivamente de incubacdo na presenca de luz vermelha ou no
escuro.

Pode-se observar dos resultados obtidos na citometria de fluxo, que a linhagem Xhis23
pPICOPTORED em presenca de metanol mostrou fluorescéncia, a diferenga do observado no
caso da linhagem crescida em glicerol. Quando observamos a linhagem Xhis23
pPICOPTORED + PCB foi observada fluorescéncia na amostra na presenca de luz,

diferentemente da amostra incubada no escuro.

5.1.5.2.5 Inducéo de todas as linhagens nas diferentes condicGes

Considerando os resultados obtidos em todos os experimentos anteriores, o préximo
passo foi a realizagdo de um experimento contendo todas as linhagens construidas no trabalho
nas diferentes condigdes. Diferentemente dos experimentos anteriores que foram feitos em
frascos de 250 mL com um volume final de 20 mL, este Gltimo experimento foi feito em placas
de 12 pocos com um volume final de 1 mL para cada amostra. Todas as linhagens foram
incubadas durante 18 horas no escuro e a fluorescéncia foi avaliada por citometria de fluxo nos
tempos 0 h, 24 h, 48 h, 72 h de exposi¢édo (ou ndo) a luz vermelha. O experimento foi feito em
quadruplicata. Neste experimento, além da linhagem Xhis23 pPICOPTORED (metanol,

glicerol e com PCB), foram analisadas as linhagens X33 (controle negativo), Xhis23 (metanol,
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controle positivo), Xhis23 pPICK2-PHYBNT-MIT1 (linhagem contendo uma proteina de fusdo
(c1)), Xhis23 pPICK3-VP16-PIF3 (linhagem contendo a outra proteina de fuséo (c10)) e X33

pPICOPTORED (linhagem com as duas proteinas de fusdo e sem o gene repdrter (c45)).

Para observar melhor os resultados, o experimento foi dividido em duas figuras. A
Figura 40A mostra os resultados obtidos para o caso dos controles do experimento (controle
positivo, ctrole+ e negativo, ctrole-) e a amostra contendo os componentes do sistema
optogenético nas condigdes na Luz (c3 + PCB L) e no Escuro (c3 + PCB E). A Figura 40B
mostra as linhagens restantes nas duas condicoes.
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Figura 40. Inducéo de todas as linhagens nas diferentes condi¢es. Analise da expressado de EGFP
por citometria de fluxo nos tempos 0, 24, 48 e 72 h. A. Amostras: ¢3 + PCB L: linhagem Xhis23
pPICOPTORED na luz; ¢3 + PCB E: linhagem Xhis23 pPICOPTORED no escuro; ctrole+: linhagem
Xhis23, em metanol; ctrole-: linhagem X33. B. Amostras: ¢3 + PCB L: linhagem Xhis23
pPICOPTORED na luz; ¢3 + PCB E: linhagem Xhis23 pPICOPTORED no escuro; c45 + PCB L:
linhagem X33 pPICOPTORED na luz; ¢45 + PCB E: linhagem X33 pPICOPTORED no escuro; cl1 +
PCB L: linhagem Xhis23 pPICK2-PHYBNT-MIT1 na luz; c1 + PCB E: linhagem Xhis23 pPICK2-
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PHYBNT-MIT1 no escuro; ¢10 + PCB L: linhagem Xhis23 pPICK3-VP16-PIF3 no escuro; ¢10 + PCB
L: linhagem Xhis23 pPICK3-VP16-PIF3 no escuro.

A partir destes resultados pode-se observar que, a diferenca dos resultados dos
experimentos anteriores, quando analisamos a fluorescéncia incluindo todos os controles do
experimento, todas as linhagens onde foi adicionada a PCB apresentaram fluorescéncia quando
na presenca de luz vermelha. Ou seja, alguma interferéncia esta acontecendo com a adicdo do

cromaforo, o que fez todas as linhagens fluorescerem.

A partir de todos os resultados obtidos na construgéo e implementagéo de um sistema
optogenético em K. phaffii, o objetivo foi entender os possiveis fatores que levaram ao ndo
funcionamento do nosso sistema. O vetor utilizado, contendo todos os componentes do sistema,
foi o vetor pPICOPTORED, vetor integrativo que compreende as duas proteinas de fusdo que
compBem o sistema optogenético. Um estudo recente em S. cerevisiae utilizando um sistema
responsivo a luz azul (CRY2/CIB1) que também utilizou as duas proteinas de fusdo na mesma
construcdo integrativa (no caso, no locus HO) incluiu no desenho do sistema um DNA
espacador de aproximadamente 1,4 kb entre as duas proteinas de fusdo. Demonstraram, com
base em testes iniciais nesse estudo, que 0 espagamento entre os dois marcos abertos de leitura
que codificam os fatores de transcrigdo do sistema é importante para o funcionamento ideal do
sistema optogenético (Moreno Morales et al., 2021). Ndo temos garantia que esse fosse o
problema no nosso caso, mas em testes futuros, podera ser incluido no desenho do nosso sistema

esta sequéncia espacadora.

Os sistemas optogenéticos responsivos a luz vermelha sdo baseados no sistema de duplo
hibrido de leveduras No caso deste trabalho, as proteinas de fusdo que compdem 0s sistemas
de duplo hibrido de leveduras sdo: a fusdo do PHYBNT com o dominio de ligacdo ao DNA do
Mitl (PHYBNT-MIT1) e o PIF3 fusionado ao fator de ativagcdo VP16 (VP16-PIF3). O sistema
baseado no PHYBNT/PIF3 mostrou superioridade quando comparado com outros sistemas
responsivos as luzes vermelha e azul (Pathak et al., 2014). Na nossa proposta, para a introducéao
do estudo da optogenética em nosso grupo de pesquisa, optamos por estudar também um dos
fatores de transcrigdo envolvido na regulacdo do promotor do AOX1 como uma alternativa a
regulacdo por metanol, combinando entdo o estudo da optogenética com a regulacdo deste
promotor. A escolha deste fator de transcri¢do foi baseada nos estudos do grupo de trabalho de
Wang et al, que descreveu o funcionamento do Mitl e como funciona a regulagdo do Paox:
envolvendo os diferentes fatores de transcri¢do. Ainda este grupo de trabalho descreveu a regido
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pertencente ao dominio de ligacdo ao DNA do Mitl e a sua capacidade de ativar o promotor
(Wang et al., 2016).

A partir dos resultados obtidos com o fator de transcricdo Mitl, decidimos explorar o
funcionamento dos componentes responsivos a luz vermelha, ou seja, PHYBNT/PIF3
utilizando um sistema de ligacdo ao DNA/ativacéo ja estudado e conhecido. A resposta baseada
na inducdo por galactose tornou-se um exemplo canénico para integracdo de sinal combinatoria
com base em um interruptor genético (Escalante-Chong et al., 2015). Escolhemos o sistema de
regulacdo baseado no Gal4: dominio de ligacdo ao DNA do Gal4 e o dominio de ativacdo do
Gal4. O sistema de regulacéo responsivo a galactose ja foi estudado em S. cerevisiae e por isso

escolhemos ele para testar o nosso sistema optogenético em S. cerevisiae.
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5.2  Capitulo 2: Construcdo de um sistema optogenético na levedura Saccharomyces

cerevisiae

A optogenética é importante como uma ferramenta para o controle transcricional e a
levedura S. cerevisiae tem sido utilizada como plataforma para a aplicacdo da mesma (Quail,
2002, Shimizu-Sato et al., 2002, An-Adirekkun et al., 2020). Neste capitulo se abordara a
construcdo de um sistema optogenético na levedura S. cerevisiae utilizando um sistema de
duplo hibrido de leveduras com o sistema de regulacdo do Gal4. Como um fator de transcricéo
de ligacdo ao DNA eucaridtico bem caracterizado, Gal4 tem sido extensivamente empregado

para construir sistemas de expressdo génica controlaveis em S. cerevisiae (Zhou et al., 2020).

A galactose € um agente indutor que tem sido muito utilizado em sistemas de duplo
hibrido e utilizar este sistema junto com a ativacdo por luz ajuda a estudar o funcionamento do
sistema optogenético além de oferecer uma alterativa a inducdo com galactose (Stockwell et al.,
2015). Apesar de ser efetiva e muito utilizada na ativacdo de genes, ela possui alguns pontos a
se refletir. Como fonte de carbono, ela é consumida pela levedura e precisa ser reposta no meio
para manter a inducdo. Além disso, o sistema € reprimido pela presenca da glicose, o que requer
uma mudanca de meio para a inducdo. Outra desvantagem é a influéncia da galactose na
fisiologia da levedura em vias ndo relacionadas ao gene de interesse (Ikushima and Boeke,
2017). Entdo, apresenta-se realmente favoravel o estudo do sistema optogenético baseado no

sistema induzido por galactose.

5.2.1 Construcdo do vetor contendo o gene reporter

Com os resultados obtidos no Capitulo 1, com o gene repdrter EGFP, uma alternativa
viavel foi a troca para outro gene reporter. Dentre as variantes de GFP presentes em Aequorea,
as proteinas fluorescentes amarelas (YFP) sdo uma alternativa para resolver o problema. Dentre
as YFP, foi descrita uma versdo melhorada chamada “Venus”. Venus é uma proteina
fluorescente amarela béasica (constitutivamente fluorescente) publicada em 2002, derivada de
Aequorea victoria. E um dimero fraco de maturacio rapida com sensibilidade moderada a
acidos (Nagai et al., 2002, Genove et al., 2005). Com essas informacdes, foi escolhido esse

novo gene reporter (Venus) para 0s proximos testes.

O gene reporter Venus foi amplificado por PCR com os primers Venus-F e Venus-R a
partir do vetor pET21 FLIP XY/P e recombinado in vitro no vetor pYES2 (Thermo Fisher
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Scientific, Waltham, MA, EUA, digerido com HindlIll e Slal), formando o vetor pYVenus
(Figura 41).

A 1 23 M

(5498) HindIII

Figura 41. Construcdo do vetor pYVenus. Eletroforese em gel de agarose 1% corado com brometo
de etidio. A. Amplificacdo do gene Venus por PCR com os primers Venus-F e Venus-R. M: 1 kb Plus
DNA Ladder (New England Biolabs, Ipswich, MA, EUA) B. Confirmacgéo do vetor pYVenus por
digestdo. Pocgos 1 e 2: digerido com Hindlll e Slal (5.7 kb e 750 pb); Poco 3: vetor intacto, ndo digerido.
M: 1 kb DNA Ladder (New England Biolabs, Ipswich, MA, EUA). C. Mapa fisico do vetor pYVenus.
Em azul turquesa, a sequéncia do promotor do GAL1 e do terminador do CYC1. EM amarelo a sequéncia
da Venus. Origem de replicagdo bacteriana é indicada em cinza. Origem de replicacdo de leveduras é
indicada em cinza. Em alaranjado a marca auxotréfica para URA3 e em branco o promotor do gene
URA3. Em verde o gene de resisténcia a ampicilina (AmpR).

Em seguida, o vetor pYVenus foi utilizado para transformacao na levedura RE1006 (R.
Strich) (Torres and Bonner, 1995), gerando a linhagens RE1006 pYVenus. O vetor vazio,
pYES2, também foi transformado na levedura, gerando a linhagem RE1006 pYES.
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5.2.2 Inducéo com galactose

O plasmideo pYVenus (Figura 41C) construido anteriormente é necessario para a
expressdo do gene repdrter Venus. Por ser um vetor epissomal, espera-se que ele esteja presente
em mais copias na levedura (Da Silva and Srikrishnan, 2012), o que leva a uma quantidade

maior do gene repdrter sendo expresso no estado induzido, facilitando sua detec¢éo.

As linhagens RE1006 pYVenus e RE1006 pYES foram induzidas na presenca de
galactose em experimentos em placas com meio minimo e em experimentos em meio liquido
(Figura 42).
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Figura 42. Avaliacdo da fluorescéncia apds 48 h de inducdo com galactose. A. Fluorescéncia no
fotodocumentador de placas de meio minimo com galactose ou glicose contendo diluigdes seriadas de
cada clone pYES ou pYVenus. (B) Citometria de fluxo a partir de in6culos com galactose. A
fluorescéncia obtida pela linhagem RE1006 pYES esta representada em preto, enquanto por RE1006
pYVenus esta representada em cores.
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Em ambos os ensaios, a levedura RE1006 pYVenus mostrou fluorescéncia quando
comparada com a linhagem com o vetor vazio (RE1006 pYES) na presenca do agente indutor
(Figura 42). Como esperado, ndo foi observada fluorescéncia na presenca de glicose, agente
repressor do sistema de regulacéo.

5.2.3 Construcdo e confirmacdo da linhagem contendo os componentes do sistema

optogenético em S. cerevisiae

Os vetores pD153phyBN (pPHYBNTGal4DBD) e pGAD-PIF3 (pGADPIF3), doados
gentilmente pelo professor Peter Quail, foram utilizados para a construgdo de um sistema
optogenético responsivo a luz vermelha e foram transformados na linhagem RE1006 pYVenus
obtida anteriormente. A linhagem RE1006 pYVenus foi transformada primeiro com o vetor
pGAD-PIF3 e a linhagem resultante foi transformada entdo com o vetor pD153phyBN. As
linhagens intermediérias, assim como linhagem final (RE1006 pYVenus pD153phyBN pGAD-
PIF3), foram confirmadas por PCR utilizando DNA genémico como molde e crescidas em
placas de meio minimo para comprovar as respectivas auxotrofias (Figura 43). Ou seja, em
placas de meio minimo, sem a presenca dos aminoacidos uracila, triptofano e leucina, s seria
capaz de crescer a linhagem final contendo todos os vetores de expressdo para cada uma das
partes do sistema optogenético. Esse resultado esperado foi confirmado nas placas de meio

minimo na auséncia desses trés aminoacidos (Figura 43).

Figura 43. Avaliagdo do crescimento em meio minimo das linhagens obtidas. A. Crescimento das
linhagens construidas em meio minimo suplementado com uracila, triptofano e leucina. B. Crescimento
das linhagens em meio minimo sem uracila, triptofano e leucina.
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A linhagem RE1006 pYVenus pD153phyBN foi confirmada com os primers PhyBNT-
F e qPhyBNTII-R (680 pb) e a linhagem RE1006 pYVenus pGAD-PIF3 com o0s primers
gPIF3II-F e PIF3-R (668 pb). A linhagem RE1006 pYVenus pD153phyBN pGAD-PIF3 foi
confirmada com os primers gPhyBNT-F e gPhyB-R (112 pb), Venus-F e Venus-R (755 pb)
(Figura 44).

AMI?. 3 45 6 7 8 B

’!

f
—
—
—
—_—
—_—
_—
-
—

Figura 44. Confirmacéao das linhagens. Eletroforese em gel de agarose 1% corado com brometo de
etidio. Amplificagdo das regies: A. PHYBNT (680 pb), pogos 1-3 na linhagem RE1006 pYVenus
pD153phyBN e PIF3 (668 pb), pogos 3-8 na linhagem RE1006 pYVenus pGAD-PIF3. B. PhyBNT (112
pb), pogos 2-8 na linhagem RE1006 pYVenus pD153phyBN pGAD-PIF3. C. Venus (755 pb), pocos 2-
5 na linhagem RE1006 pYVenus. M: marcador 1 kb (New England Biolabs, Ipswich, MA, EUA).

Uma vez confirmadas as linhagens construidas, o proximo passo foi avaliar a atividade
do gene reporter na presenca de luz vermelha e compara-la com a ativacdo da presenca do

agente indutor, no caso galactose.

5.2.4 Avaliacdo da atividade do gene repdrter Venus na presenga de luz vermelha (660 nm)

5.2.4.1 Experimento 1

Da mesma forma que em K. phaffii, para construir um circuito optogenético funcional
em S. cerevisiae é necessario um tempo prévio de incubacgéo para a expressdo das proteinas e

demais fatores explicados anteriormente. A linhagem RE1006 pYVenus pD153phyBN pGAD-
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PIF3 foi crescida inicialmente em meio minimo com glicose como fonte de carbono para o

crescimento da linhagem prévio a etapa de inducao.

No primeiro experimento, o pre-indculo foi incubado durante 24 h. Depois desse tempo,
foi medido o crescimento e foi feito um experimento em placas de meio minimo com as
diferentes condicfes. Ou seja, placas de meio minimo com galactose como controle positivo
(agente indutor) e glicose como controle negativo (agente repressor). Para avaliar a ativacao na
presenca de luz vermelha (660 nm), foram feitas placas de meio minimo com glicose e a adicéo
do croméforo PCB (necessario para o completo funcionamento do sistema optogenético) e
colocadas nas duas condicdes (luz e escuro). Todas as placas foram mantidas 48 h no escuro.
Apds esse periodo de incubacdo, uma placa de meio minimo com glicose e PCB foi colocada
na luz vermelha e a outra foi mantida no escuro. Apds 96 horas de crescimento, foi analisada a

fluorescéncia e o resultado se mostra na figura a sequir (Figura 45).
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Figura 45. Expressao intracelular da proteina Venus ap6s 48 h no escuro e 96 h de inducao na
presenca de luz vermelha. Andlise da expressdo da Venus em placas de meio minimo na presenga de
luz vermelha (660 nm). A linhagem RE1006 pYVenus pD153phyBN pGAD-PIF3 foi avaliada na
presenca de galactose (controle positivo), glicose (controle negativo) e glicose + PCB (luz e escuro).

Apdbs 96 horas de crescimento, na placa que foi colocada sob a luz vermelha, pode-se
observar a fluorescéncia da proteina Venus a diferenca da placa que foi mantida no escuro. Ou
seja, o sistema optogenético foi ativado na presenca da luz de comprimento de 660 nm,

5.2.4.2 Experimento 2

A partir dos resultados obtidos no Experimento 1, foi feito um novo experimento, para
avaliar se 24 horas de incubacdo no escuro, ao invés de 48 horas (Experimento 1), eram
suficientes para ativar o sistema optogenético. A Figura 46 mostra os resultados obtidos neste

experimento.
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Figura 46. Expressao intracelular da VVenus ap6s 24 h no escuro e 48 h de inducéo na presenca de
luz vermelha. Anélise da expressdo da Venus em placas de meio minimo na presenca de luz vermelha
(660 nm). A linhagem RE1006 pYVenus pD153phyBN pGAD-PIF3 foi avaliada na presenca de
galactose (controle positivo), glicose (controle negativo) e glicose + PCB (luz e escuro).

A partir destes resultados pode-se concluir que com 24 horas de incubagéo no escuro e
48 horas de inducéo, obteve-se o resultado desejado. Ou seja, a fluorescéncia da proteina Venus
foi observada na amostra incubada na luz vermelha e na amostra controle positivo, na presenca

de galactose, e ndo foi observada no escuro e no controle negativo.

O estudo de sistemas optogenéticos, composto por proteinas sensiveis a luz codificadas
geneticamente que podem controlar eventos celulares como expressdo génica ou localizagdo de
proteinas, esta sendo explorado atualmente (Figueroa et al., 2021, Moreno Morales et al., 2021,
Kumar etal., 2022, Perez et al., 2022, Wang et al., 2022, Wegner et al., 2022). A disponibilidade
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da inducéo por luz representa uma ferramenta a mais para sistemas de expressdo que precisam

de regulacéo fina.

Falando em mecanismos de regulacéo fina, as integrasses tem esta capacidade e por isso
pensamos na unido da regulacdo mediante sistemas optogenéticos e sistemas baseados no uso
das integrasses, para ter uma levedura S. cerevisiae que tenha um sistema muito bem regulavel

com um agente indutor que ndo precisa ser adicionado ao meio.
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5.3  Capitulo 3: Combinacéo do sistema de inducdo optogenético em S. cerevisiae com 0
sistema contendo integrases

5.3.1 Construcdo de um sistema contendo 0s componentes para a expressao e atividade da
integrase 13

No nosso laboratorio, anteriormente foi avaliada a expresséao e funcionalidade da serina-
integrase Int 4 (Streptococcus equi subsp equi 4047) assim como o ndo funcionamento das
serina-integrases Int 5 (Streptomyces phage PhiK38-) e Int 8 (Staphylococcus haemolyticus
JCSC1435) (Duarte, 2019), descritas inicialmente para a construcdo de um circuito l6gico
utilizando diferentes integrases em bactérias (Yang et al., 2014). A partir dos resultados obtidos
no nosso laboratério, outras andlises indicaram que a serina-integrase Int 13 (Bacillus
cytotoxicus NVH 391-98) também possuia ortogonalidade com as integrases 4 e 8, de forma
que poderia substituir a integrase 5 em um novo circuito (Yang et al., 2014). A escolha dessas
integrases foi feita tendo em consideracdo os dados obtidos de ortogonalidade entre essas
integrases e a formacdo dos sitios attL e attR das mesmas (Yang et al., 2014). Foi analisada a
presenca de codons de iniciacdo seguidos por cddons de terminagdo dentro das sequéncias que
seriam formadas ap6s a inversdo do promotor nos sitios attL e attR, para evitar que se pudesse
causar uma parada prematura da transcricao. As integrases 4, 5, 8 e 13 atenderam aos critérios
de ortogonalidade e ndo possuiam sitios de iniciacdo seguidos por codons de terminacdo dentro
dos sitios que foram formados ap0ds a inversdo. As integrases 5 e 8 embora atenderam esses

critérios, ndo se apresentaram funcionais.

A partir dessas analises, um sistema de dois plasmideos foi construido para testar a
funcionalidade da Int 13. O primeiro plasmideo contém o gene da int13 sob o controle do
promotor induzivel por galactose (Pcar). Um segundo plasmideo repdrter contém os sitios attB
e attP que flanqueiam o gene repdrter de proteina fluorescente ymUKG1. Para estes
experimentos, foi utilizada a proteina ymUkG1 do coral Umi-Kinoko (Sarcophyton sp.), ja que
0 estudo publicado por o Kaishima et al. mostrou que entre diferentes GFP testadas, a ymUkG1,
a versao monomérica com codon otimizado para S. cerevisiae, mostrou niveis mais altos de

expressao e fluorescéncia (Kaishima et al., 2016).

Um promotor constitutivo (Pter1) foi colocado na frente do sitio attB e transcreve o gene

repdrter na orientagdo contraria. Depois que a integrase € expressa, a orientacdo do gene
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repdrter é invertida e sua sequéncia codante é transcrita. Apds a inversao, os sitios attB e attP

recombinados resultam na formacao de attL e attR (Figura 47).
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Figura 47. Sistema de dos plasmideos para testar a funcionalidade da integrase 13. O sistema de
dois plasmideos é mostrado para testar a integrase e seus locais de reconhecimento. O promotor
constitutivo Prer1 controla a expressdo do gene reporter ymUKG1 apds a inversdo de DNA. O promotor
induzivel PgaL é utilizado para expressao da integrase 13.

Na primeira etapa, a linhagem RE1006 de S. cerevisiae foi transformada com o vetor
contendo um fragmento com os sitios Unicos para a Int 13 (attB 13 e attP 13) flanqueando a
sequéncia do gene reporter ymUGK1 com orientacédo invertida (YCUKGYINT13). O vetor sem
sitios Unicos para a Int13 com a sequéncia do gene reporter na orientacdo correta (YCyUKG)
foi transformado também para ser utilizado como controle positivo na expressdo do gene

reporter (Figura 48).
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Figura 48. Cassete de expressdo do gene repérter ymUKGL. A. Esquema contendo os cassetes de
expressao do gene reporter. A. Cassete de expressdo com o gene ymUKG1 na orientagdo correta
(Controle positivo). B. Cassete de expressdo com o gene ymUKG1 na orientacdo invertida. TEF1-pp:
promotor do TEF1, ymUKG: gene rep6rter umUkG1, PGK-tt: terminador do PGKL1. attB 13 e attP 13:
sitios Unicos para a Int 13.

5.3.1.1 Construgdo do vetor centromérico contendo a integrase 13

A serina-integrase Int 13 (Bacillus cytotoxicus NVH 391-98) foi sintetizada (Epoch Life
Science, Missouri, TX, EUA) e clonada no vetor pYES2, que contém 0 Pgac1,10 (resultando no
vetor pYINT13). O gene referente a Int 13 foi amplificado por PCR a partir do vetor pYINT13
com os pares de primers GALIN-F e CYCIN-R, para amplificar todo o cassete de expressao
(contendo 0 Pgai1,10, @ integrase 13 e o terminador CYC1, 2189 pb) (Figura 49A). Por outro
lado, o vetor YCplacl111 foi digerido com as enzimas de restricdo BamHlI e Pstl (Figura 49B).
Tanto o fragmento com a Int 13 como o vetor YCplaclll digerido foram purificados para

posterior recombinacdo in vitro, resultando no vetor YCINT13.
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Figura 49. Construcgéo do vetor YCINT13. Eletroforese em gel de agarose 1% corado com brometo
de etidio. A. Amplificacdo por PCR do fragmento contendo 0 Pca,10, @ integrase 13 e o terminador
CYC1 com os primers GALIN-F e CYCIN-R. M: 1 kb Plus DNA Ladder (New England Biolabs,
Ipswich, MA, EUA). B. Perfil de restricdo do vetor YCPLAC111 digerido com as enzimas BamHI e
Pstl. Pogo 1. Vetor intacto, ndo digerido. Pocos 2 e 3: YCPLAC111 digerido com BamHI e Pstl (6089
pb e 14 pb); M: 1 kb Plus DNA Ladder (New England Biolabs, Ipswich, MA, EUA).

Para a confirmacdo da clonagem do vetor YCINT13 foi feita a PCR utilizando os
primers GALIN e CYCIN resultando em um produto com 2189 pb (Figura 50A); a analise de
restricdo utilizou a enzima Pvul, cujos produtos seriam de 3949, 2265 e 2048 pb, e Ncol cujo

produto seria o vetor linearizado (8262 pb) (Figura 50B).
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Figura 50. Confirmacao da construcao do vetor centromérico contendo o cassete de expressao da
integrase 13. Eletroforese em gel de agarose 1% corado com brometo de etidio. M: Marcador 1 kb Plus
DNA Ladder. A. Amplificacdo por PCR do fragmento contendo 0 Pgai110, @ integrase 13 e o terminador
CYC1 com os primers GALIN-F e CYCIN-R. M: 1 kb Plus DNA Ladder (New England Biolabs,
Ipswich, MA, EUA). B. Perfil de restrigdo do vetor YCINT13. Pogos 1 e 4: YCINT13 intacto. Pogos 2
e 5: YCINT13 digerido com PVUI. Pocos 3 e 6: YCINT13 digerido com Ncol.

Com esses resultados, foi construido o vetor centromérico YCINT13 (Figura 51)
contendo 0 Pgaiz,10, @ Int 13 € 0 CYC1y, que serd utilizado para transformar a linhagem RE1006

de S. cerevisiae.
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YCINT13

8262 bp

Figura 51. Mapa fisico do vetor YCINT13. Vetor construido para a expressdo da integrase 13 sob o
controle do promotor induzivel por galactose. Em roxo, a sequéncia para a integrase 13 de S. cerevisiae.
de K phaffii. Em branco o promotor GAL1 e o terminador CYC1 de S. cerevisiae. Em cinza a sequéncia
CEN/ARS. Em alaranjado a marca de sele¢cdo LEU2. Em verde claro a marca de resisténcia a ampicilina
(AmpR). Origem de replicagdo bacteriana € indicada em amarelo.

Os vetores centroméricos apresentam maior estabilidade mit6tica e podem fornecer
segregacao adequada durante a mitose. Uma maior estabilidade mit6tica, bem como baixo
numero de cdpias, permitem a expressdo constante e estavel da proteina de interesse (Cao et al.,
2017, Piva et al., 2020).

5.3.1.2 Construcéo da linhagem contendo a Int 13 e o gene repdrter ynmUkG1 com os sitios de
reconhecimento para a integrase 13

A linhagem RE1006 UKG13 (contendo o vetor com o gene reporter ymUKG1 com
orientacdo invertida e os sitios Unicos de reconhecimento da integrase 13) de S. cerevisiae foi
transformada com o vetor YCINT13, obtido anteriormente, gerando a nova linhagem RE1006
UKG13 YCINT13. Foi extraido o DNA total e foram feitas PCRs com diferentes combinagdes
de primers para confirmar a presenca do vetor, além de observar o fenétipo da complementacao
da auxotrofia para leucina e uracila. Para a confirmacdo por PCR foram utilizados os primers
GALIN e CYCIN, gerando um produto de 2189 pb (Figura 52).

92



Resultados e Discussdo
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Figura 52. Confirmacgdo da linhagem RE1006 UKG13 YCINTL13. Eletroforese em gel de agarose
1% corado com brometo de etidio. M: Marcador 1 kb Plus DNA Ladder A. Reagdo de PCR com os
primers GALIN e CYCIN. Po¢o 1: Controle da reagdo sem DNA. Pocos 2-9: Amplificagdo do
fragmento de 2189 pb com os primers GALIN e CYCIN.

Com estes resultados, ficou pronta a levedura contendo um sistema constituido por um
plasmideo para a expressdo da Int 13 sob o promotor responsivo a galactose e o sistema
contendo o gene reporter ymUKG1 na orientacdo invertida flanqueado pelos sitios de

reconhecimento da Int 13.

5.3.1.3 Anadlise funcional da Int 13: analise em placas de meio minimo e citometria de fluxo

Em um trabalho anterior no nosso laboratério foram testadas as integrases 4 e 8 em S.
cerevisiae, e 0s resultados concluiram com o correto funcionamento da integrase 4 nesta
levedura. Por outro lado, a integrase 8 ndo se mostrou funcional nas condi¢des avaliadas (Duarte,
2019). A partir destes resultados decidiu-se continuar os estudos com a integrase 4 e testar
também a integrase 13, com o objetivo futuro de ter duas alternativas de uso de integrases e
construir um circuito genético para estudos de regulacdo e combinacdo com um sistema

optogenético.

A construcdo de um circuito de memdria baseado em uma integrase (no caso a Int 4 ou
a Int 13) requer tanto seu gene quanto os sitios de reconhecimento attB/P. Os vetores contendo
ambos os componentes foram construidos anteriormente. O proximo passo foi analisar o
funcionamento individual da Int 13. Para isso, foram feitos dois experimentos diferentes, um

em placas de meio minimo e um experimento de citometria de fluxo.
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A Figura 53 mostra o resultado do experimento de inducdo com galactose em placas de
meio minimo. Quando comparamos o0s resultados, apos 72 h de crescimento, observamos a
auséncia de fluorescéncia na placa de meio minimo com glicose (agente repressor do sistema)
e a presenca de fluorescéncia na placa de meio minimo com galactose para os 8 clones
transformantes da linhagem RE1006 UKG13 YCINT13. O sistema contendo a integrase 4 ja
havia sido testado em nosso laboratéorio, provando seu funcionamento, enquanto o sistema

contendo a integrase 8 ndo havia mostrado resultados satisfatorios (Duarte, 2019).
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Figura 53. Funcionalidade da integrase 13 em placas de meio minimo. Avalia¢do da fluorescéncia
apos 72 h de inducdo com galactose. (A) Fluorescéncia no fotodocumentador de placas de glicose ou
galactose contendo diluicGes seriadas de cada clone. INT4: linhagem RE1006 UKG4 YCINT4, INTS:
linhagem RE1006 UKG8 YCINTS, 1-8: clones 1-8 da linhagem RE1006 UKG13 YCINT13.
Fotodocumentador Amersham Imager 600, GE, tempo de exposi¢éo 1s.
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O outro experimento para avaliar a funcionalidade da integrase 13 foi mediante
citometria de fluxo. A Figura 54 mostra os resultados obtidos no experimento apos 24 horas de
inducdo com galactose, em todas as amostras avaliadas (Figura 54A) e em uma selegéo de
amostras para ver melhor a diferenca entre os clones (Figura 54B), ja que na Figura 54A foram
colocadas todas as amostras avaliadas. A vantagem deste experimento é que a indugdo em
galactose foi feita apenas durante 24 h, e s6 com esse tempo de incubacdo pdde-se observar a
presenca de fluorescéncia nos 8 clones da linhagem RE1006 UKG13 INT13 quando comparado
com o controle negativo (RE1006 YCplac11l YCPlac33) e com o controle positivo (RE1006

UKG13 (na orientacdo correta)) do experimento.
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Figura 54. Funcionalidade da integrase 13 analisada por citometria de fluxo. Os histogramas
mostram o numero de células no canal FITC-FL-1. As amostras foram crescidas durante 24 horas em
meio minimo com galactose e sua fluorescéncia detectada através de citometria de fluxo. Mostram-se
os histogramas das amostras avaliadas. A. Todas as amostras avaliadas. 8 amostras da linhagem RE1006
UKG13 YCINT13 em crescidas em galactose e uma amostra destas também crescida em glicose. 1
amostra da linhagem RE1006 UKG4 YCINT4 crescida em glicose e em galactose. Controle positivo:
RE1006 UKG13. Controle negativo: RE1006 YCplaclll YCPlac33. B. Selecdo de amostras para
avaliar melhor a diferenca entre os clones. Controles positivo e negativo. 1 amostra da linhagem RE1006
UKG4 YCINT4 em glicose e em galactose e dois amostras da linhagem RE1006 UKG13 YCIN13.
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A Figura 55 mostra os graficos de pontos individuais do experimento de citometria de

fluxo para 6 amostras selecionadas.
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Figura 55. Funcionalidade da integrase 13 analisada por citometria de fluxo em amostras
selecionadas. As amostras foram crescidas durante 24 horas em meio minimo com galactose e sua
fluorescéncia detectada através de citometria de fluxo. Mostram-se os graficos de FSC vs. FL1 para seis
amostras selecionadas, assim como a porcentagem positiva para fluorescéncia.
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Pode-se observar que em todos os clones ha presenca de uma populacdo heterogénea.
Isto acontece devido a expressdo das integrases que estdo sob o controle do promotor responsivo
a galactose, entdo o tempo de inducédo leva em conta a sintese da integrase que ira atuar no gene
reporter permitindo que haja a expressdo deste tltimo. Com estes resultados, pode-se concluir
que a integrase 13 foi expressa com sucesso e a mesma € capaz de induzir, na presenca de
galactose, a recombinacdo e inversdo do gene reporter ymUKG1. Com isso, somam-se duas
integrases (Int 4 e Int 13) que podem ser usadas para a regulacdo da expresséo génica. Ou seja,
estas duas integrases em conjunto podem ser utilizadas para ligar e desligar um sistema de
expressdo génica (circuito génico), ja que cada uma dela tem seus respectivos sitios de
reconhecimento. Colocando os sitios de reconhecimento de cada integrase em sequéncia, estas
podem ser utilizadas para construcgdo de circuitos légicos destinados a ligar/desligar o transgene.
Dessa forma, circuitos génicos podem ser ligados e desligados varias vezes de acordo com a
combinacdo de integrases utilizadas, culminando numa resposta logica de expressao génica via
recombinacdo do DNA. Em E. coli, Yang et al, descreveram a utilizacdo da combinacdo das
integrases para a avaliacdo da ativagdo/inativacdo da GFP. (Yang et al., 2014). A partir dos
nossos resultados em S. cerevisiae, pode-se extrapolar a construcdo desses novos circuitos

combinando as diferentes integrases Int 4 e 13 nesta levedura.

Além de experimentos utilizando mais de uma integrase, podem-se combinar
experimentos para duplamente regular a expressao de genes, por exemplo, combinando o

sistema de regulacdo com as integrases com o sistema de regulacéo optogenético.

5.3.2 Combinacdo do sistema optogenético com o sistema contendo as integrases 4 e 13

A partir dos resultados obtidos com a integrase 13, 0 objetivo dessa Gltima parte do
trabalho foi a utilizagdo do sistema optogenético de S. cerevisiae junto com o sistema de
regulacdo contendo a integrase 4 ou a integrase 13 para permitir um controle ainda mais fino e
regulado da expressdo génica. A estratégia foi a seguinte: na presenca de luz vermelha (660
nm), se ativara o sistema optogenético, levando a ativacdo do Pgai1,10€ cOmM iss0 a expressdo da
integrase 4 ou a integrase 13 (Figura 56A-B), que reconhecera os seus respectivos sitios e levara
a ativacdo do gene reporter Venus (Figura 56C). O controle fino de sistemas bioldgicos tem
aplicacOes potenciais na fabricacdo de produtos biologicos, de saude e biossensores, além da
geracédo de organismos geneticamente modificados.
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SISTEMA OPTOGENETICO SISTEMA COM INTEGRASES
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Figura 56. Estratégia para a construcdo de um sistema de expressao regulado por optogenética e
por integrases. Na presenca de luz vermelha (660 nm), se ativa o sistema optogenético, levando a
ativacdo do PcaL € com isso a expressdo da integrase 4/integrase 13 (A-B), e levard a ativacéo do gene
reporter Venus (C).

5.3.2.1 Construgdo das linhagens

Para a utilizacdo do sistema optogenético foram utilizados os vetores de expressao
pPHYBNTGal4DBD e pGAD-PIF3 (Shimizu-Sato et al., 2002).

Com o objetivo de construir a linhagem contendo todos os componentes do sistema de
regulacdo, primeiro foi construida a linhagem RE1006 contendo o gene repérter Venus. O
cassete contendo a sequéncia do gene repérter Venus com orientacdo invertida e flanqueado

pelas sequéncias de reconhecimento da Int 4 e a Int 13, com o promotor Prer1 € 0 terminador
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do PGK foi sintetizado (Epoch Life Science, Missouri, TX, EUA) com as enzimas de restricao

BamHI e Bglll nas extremidades (Figura 57).
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Figura 57. Cassete de expressdo do gene repdrter Venus. A. Esquema contendo o cassete de
expressdo do gene repdrter Venus com os sitios de reconhecimento das integrases 4 (em preto, attB4 e
attP4) e 13 (em roxo, attP13 e attP13).

A estratégia a seguir incluiu a digestdo do vetor HO-poly-KanMX4-HO (Figura 58A)
(Voth et al., 2001) com as enzimas BamHI e Bglll (Figura 58B). O fragmento de

aproximadamente 6000 pb foi purificado e utilizado posteriormente.

A B

1 2 3 M

Figura 58. Digestéo do vetor HO-poly-KanMX4-HO. A. Mapa fisico do vetor HO-poly-KanMX4-
HO. Em preto, as regifes para a integracdo no locus HO. Em azul a marca de resisténcia a
kanamicina/G418 (KanMX4) e, em verde, a marca de resisténcia a ampicilina (AmpR) B. Perfil de
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restricdo do vetor HO-poly-KanMX4-HO. Pocos 1 e 2: HO-poly-KanMX4-HO digerido com as enzimas
BamHI e Bglll. Poco 3: HO-poly-KanMX4-HO intacto. M: marcador 1 kb plus (New England Biolabs,
Ipswich, MA, EUA).

Por outro lado, o vetor obtido da sintese (pEZclone-NRS-Amp-Blunt-HC-Venus-
INT4_13), contendo o gene reporter Venus no sentido contrario e os sitios de reconhecimento
das integrases 4 e 13, foi digerido com as enzimas Bglll, BamHI e Pvul para liberar o cassete
de interesse de 1692 pb (Figura 59).

A

(2670) Pvul

GS71452 pEZclone-NRS-Amp-Blunt-HC-Venus-INT4_13

3579 bp

Figura 59. Digestdo do vetor pEZclone-NRS-Amp-Blunt-HC-Venus-INT4_13. A. Mapa fisico do
vetor pEZclone-NRS-Amp-Blunt-HC-Venus-INT4_13. Em verde, a sequéncia que veio da sintese. Em
amarelo, a origem de replicacdo bacteriana. Em verde claro, o gene de resisténcia a ampicilina (AmpR).
B. Perfil de restricdo do vetor pEZclone-NRS-Amp-Blunt-HC-Venus-INT4_13. Poco 1: vetor intacto.
Poco 2: vetor digerido com as enzimas BamHlI, Bglll e Pvul. M: marcador 1 kb plus (New England
Biolabs, Ipswich, MA, EUA).

A banda de interesse (1692 pb) foi purificada e foi feita a clonagem por ligacéo desse
fragmento com o fragmento de aproximadamente 6000 pb purificado anteriormente, para dar o
vetor HO-13-4-Venus-4-13. O vetor resultante foi confirmado por digestdo com a enzima Spel
(Figura 60). A confirmacdo mediante digestdo com a enzima Spel deu como resultado uma
banda de 4648 pb e outra de 3079 pb.
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Figura 60. Construcgéo do vetor HO-13-4-Venus-4-13. A. Mapa fisico do vetor HO-13-4-Venus-4-
13. Em verde a sequéncia que veio da sintese. Em alaranjado a marca de resisténcia a kanamicina/G418
(kanMX) e em azul as sequéncias para o direcionamento para a integracdo no locus HO. Em amarelo, a
origem de replicacdo bacteriana. Em verde claro, o gene de resisténcia a ampicilina (AmpR). B. Perfil
de restricdo do vetor HO-13-4-Venus-4-13. Pogos 1, 3, 5 e 7: vetor intacto. Pogos 2, 4, 6 e 8: vetor
digerido com a enzima Spel. M: marcador 1 kb plus (New England Biolabs, Ipswich, MA, EUA).

Uma vez construido e confirmado o vetor HO-13-4-Venus-4-13, a digestdo com a
enzima Spel, que libera o cassete para integragdo no locus HO, foi realizada e o DNA foi
precipitado. O DNA obtido foi utilizado para a transformacdo da linhagem RE1006 por
eletroporacdo e selecdo dos transformantes obtidos na presenca de G418. O vetor HO-poly-
KanMX4-HO foi também digerido com Spel e o fragmento obtido foi utilizado para integracdo

no locus HO (linhagem controle negativo, sem gene repdrter).

A confirmagéo da integracdo no locus HO de S. cerevisiae RE1006 foi feita por PCR
apos extracdo de DNA gendmico de clones selecionados aleatoriamente. Para a linhagem
RE1006 HO-13-4-Venus-4-13 foram utilizados os pares de primers HO-UKG-F e HO-UKG-R
(1686 pb), HO-F e HO-UKG-R (2700 pb), e HO-F e HO-R (4800 pb) (Figura 61). Para o caso
da linhagem RE1006 HO-poly-KanMX4-HO foram utilizados os primers HO-F e HO-R (3100
pb) (Figura 61).
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Figura 61. Confirmacdo das linhagens RE1006 HO-13-4-Venus-4-13 e RE1006 HO-poly-
KanMX4-HO. Eletroforese em gel de agarose 1% corado com brometo de etidio. Amplificagdo das
regibes: A. Promotor-ymUKG1-Terminador (1686 pb), pocos 1-3 na linhagem RE1006 HO-13-4-
Venus-4-13. B. HO-UKG (2700 pb), pogos 1-4 na linhagem RE1006 HO-13-4-Venus-4-13 e C. Locus
HO na linhagem RE1006 HO-13-4-Venus-4-13 (pogos 1-4, 4800 pb) e na linhagem RE1006 HO-poly-
KanMX4-HO (poco 5, 3100 pb). M: marcador 1 kb (New England Biolabs, Ipswich, MA, EUA).

As linhagens obtidas anteriormente foram utilizadas para a insercdo do resto dos
componentes para a construcao do sistema combinando a utilizagéo das integrases e o sistema
optogenético. Todas as linhagens construidas para a avaliacdo do sistema encontram-se na
Tabela 5.

Tabela 5. Linhagens construidas. Venus: vetor HO-13-4-Venus ou vetor HO-Venus (controle
positivo), Int4 ou Int13: vetor pYINT4 ou pYINT13, PhyB: vetor pPHYBNTGal4DBD, PIF3: vetor
pGAD-PIF3. +: presenca do vetor, O: presenca do vetor vazio, -: auséncia do vetor.

Linhagens Venus | Int4 ou Int 13 | PhyB | PIF3
RE1006 HO-13-4-Venus Int4 PhyBNT PIF3 + + + +
RE1006 HO-13-4-Venus Int13 PhyBNT PIF3
RE1006 HO-Kan-HO Int4 PhyBNT PIF3 O + + +
RE1006 HO-Kan-HO Int13 PhyBNT PIF3
RE1006 HO-Venus (Controle Positivo) + - - -
RE1006 HO-13-4-Venus pYES2 + 0] - -

Os vetores utilizados para a construcdo das diferentes linhagens foram os seguintes:
PYINT4 ou pYINTL13 (para a expressao das respectivas integrases: integrase 4 e integrase 13),
pD153phyBN (PhyBNT) e pGAD-PIF3 (PIF3). Foram construidas as linhagens contendo todos
0s vetores com o gene repdrter na orientacao invertida ou sem o gene repérter (C-), a linhagem
controle positivo (C+) e uma linhagem contendo o gene rep6rter na orientacdo invertida e o
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vetor pYES2 (vetor vazio, sem as respectivas integrases). A confirmacdo de cada uma das
linhagens obtidas foi feita por PCR utilizando como molde DNA gendmico de clones

selecionados em cada caso.

As linhagens RE1006 HO-13-4-Venus-4-13 pYINT4 e RE1006 HO-poly-KanMX4-HO
pYINT4 foram confirmadas com os primers GAL-IN e CYC-IN (2232 pb) (Figura 62).

A

Figura 62. Confirmacé&o das linhagens RE1006 HO-13-4-Venus-4-13 pYINT4 e RE1006 HO-poly-
KanMX4-HO pYINTA4. Eletroforese em gel de agarose 1% corado com brometo de etidio.
Amplificacdo da regido: A. Promotor-INT4-Terminador (primers GALIN-F e CYCIN-R, 2232 pb),
pogo 1 é o controle negativo, pogos 2-3 regido na linhagem RE1006 HO-13-4-Venus-4-13 pYINT4,
pocos 4-6 na linhagem RE1006 HO-poly-KanMX4-HO pYINT4. M: marcador 1 kb (New England
Biolabs, Ipswich, MA, EUA). B. Mapa fisico do vetor pYINT4. Em verde a sequéncia para a integrase
4. Em alaranjado o promotor GAL1 e em azul o terminador CYC1. Em cinza se mostra a origem de
replicagdo bacteriana e em preto a origem de replicacdo 2u de leveduras. Em vermelho a marca de
resisténcia a ampicilina. Em verde claro a marca auxotrofica para URA3.

Para o caso da integrase 13, as linhagens RE1006 HO-13-4-Venus-4-13 pYINT13 e
RE1006 HO-poly-KanMX4-HO pYINT13 também foram confirmadas com os primers GAL-
IN e CYC-IN (2189 pb) (Figura 63A-B). A linhagem RE1006 HO-13-4-Venus-4-13 pYES2
também foi confirmada com os primers GAL-IN e CYC-IN. A diferenga é que neste caso, 0
vetor ndo contém nenhuma integrase (vetor vazio). Entdo, o fragmento a ser amplificado com

este par de primers é de 752 pb (Figura 63C).
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A

D

Figura 63. Confirmacéo das linhagens RE1006 HO-13-4-Venus-4-13 pYINT13, RE1006 HO-poly-
KanMX4-HO pYINT13 e RE1003 HO-13-4-Venus-4-13 pYES2. Eletroforese em gel de agarose 1%
corado com brometo de etidio. Amplificacdo da regido: A. Promotor-INT13-Terminador (2189 pb),
poco 1 é o controle negativo, pocos 2-5 na linhagem RE1006 HO-13-4-Venus-4-13 pYINT13. B.
Promotor-INT13-Terminador (2189 pb), pogo 1 é o controle negativo, pocos 2-7 na linhagem RE1006
HO-poly-KanMX4-HO pYINT13. C. Promotor-Terminador (752 pb), poco 3 é o controle negativo,
pogos 1-2 na linhagem RE1006 HO-13-4-Venus-4-13 pYES2. M: marcador 1 kb (New England Biolabs,
Ipswich, MA, EUA). D. Mapa fisico do vetor pYINT13. Em alaranjado, o promotor GAL1 e, em cinza,
o terminador do CYCL1. Em vermelho, a sequéncia da integrase 13. Em amarelo, a origem de replicagdo
bacteriana. Em verde claro o gene de resisténcia a ampicilina (AmpR). Em alaranjado claro, a marca
auxotrofica URA3. Em amarelo, a origem de replicacdo 2 de leveduras. E. Mapa fisico do vetor pYES2.
Em branco, o promotor do GALL e, em cinza, o terminador CYC1. Em amarelo, a origem de replicagéo
bacteriana. Em verde claro, o gene de resisténcia a ampicilina (AmpR). Em alaranjado claro, a marca
auxotrofica URA3. Em amarelo, a origem 2 de replicacéo.

Uma vez construidas as linhagens com ou sem o gene reporter e as integrases, 0 proximo
passo foi colocar o0s componentes do sistema optogenético, PHYBNT (vetor
pPHYBNTGal4DBD) e PIF3 (vetor pPGAD-PIF3. A presencado gene PHYBNT foi confirmada

utilizando os primers PHYBNT-F e gPHYBNT-R (250 pb) (Figura 64).
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C
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Figura 64. Confirmacéo das linhagens RE1006 HO-13-4-Venus-4-13 pYINT4 PHYBNT, RE1006
HO-poly-KanMX4-HO pYINT4 PHYBNT, RE1006 HO-13-4-Venus-4-13 pYINT13 PHYBNT e
RE1006 HO-poly-KanMX4-HO pYINT13 PHYBNT. Eletroforese em gel de agarose 1% corado com
brometo de etidio. Amplificacdo da regido: A. PHYBNT (250 pb), pogo 1 € o controle negativo, pogo 2
na linhagem RE1006 HO-13-4-Venus-4-13 pYINT4 PHYBNT, pocos 3-4 na linhagem RE1006 HO-
poly-KanMX4-HO pYINT4 PHYBNT. B. PHYBNT (250 pb), poco 1 é o controle negativo, pocos 2-4
na linhagem RE1006 HO-13-4-Venus-4-13 pYINT13 PHYBNT. M: marcador 1 kb (New England
Biolabs, Ipswich, MA, EUA). C. PHYBNT (250 pb), pogo 1 é o controle negativo, pogos 2-6 na
linhagem RE1006 poly-KanMX4-HO pYINT13 PHYBNT. M: marcador 1 kb (New England Biolabs,
Ipswich, MA, EUA).

Por outro lado, a presenca do PIF3 em todas as linhagens foi confirmada utilizando os
primers gPIF3I1-F e gPIF3-R (512 pb) (Figura 65).

M 1 2 3 4 5

A B C
M 1 2 3 4 5 6 7 8 M 1 2 3 4 5 6 7

Figura 65. Confirmacéo das linhagens RE1006 HO-13-4-Venus-4-13 pYINT4 PHYBNT PIF3,
RE1006 HO-poly-KanMX4-HO pYINT4 PHYBNT PIF3, RE1006 HO-13-4-Venus-4-13 pYINT13
PHYBNT PIF3 e RE1006 HO-poly-KanMX4-HO pYINT13 PHYBNT PIF3. Eletroforese em gel
de agarose 1% corado com brometo de etidio. Amplificacdo da regido: A. PIF3 (512 pb), po¢o 1 é o
controle negativo, pocos 2-5 na linhagem RE1006 HO-poly-KanMX4-HO pYINT4 PHYBNT PIF3,
pogos 6-8 na linhagem RE1006 HO-13-4-Venus-4-13 pYINT4 PHYBNT PIF3. M: Marcador: 2-log
DNA Ladder B (New England Biolabs, Ipswich, MA, EUA). PIF3 (512 pb), poco 1 é o controle
negativo, po¢os 2-7 na linhagem RE1006 HO-13-4-Venus-4-13 pYINT13 PHYBNT PIF3. M: Marcador
1 kb (New England Biolabs, Ipswich, MA, EUA). C. PIF3 (512 pb), poco 1 é o controle negativo, pogos
2-5 na linhagem RE1006 HO-poly-KanMX4-HO pYINT13 PHYBNT PIF3. M: Marcador: 2-log DNA
Ladder B (New England Biolabs, Ipswich, MA, EUA).
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Para o desenvolvimento do sistema, foi construida uma linhagem controle positivo,
contendo o gene reporter da orientacéo certa sob o controle do promotor constitutivo do gene
TEFL1. A estratégia foi a seguinte: o gene repdrter foi amplificado do vetor pYVenus (Anexo 6)
utilizando primers com homologia ao vetor YCUKGYIN4 (Anexo 7) digerido com as enzimas
de restricdo BamHI e Notl (Primers: Venusl-F e Venusl-R, fragmento de 776 pb). O fragmento
amplificado foi utilizado para fazer recombinacdo homologa com o vetor YCUKGyIN4
digerido com BamHI e Notl, dando o vetor YCVenus (Figura 66). O vetor YCVenus foi
confirmado por digestdo com as enzimas de restricdo BamHI e Hindlll e com a enzima Pstl
(Figura 66).

Figura 66. Construgdo do vetor YCVenus. Eletroforese em gel de agarose 1% corado com brometo
de etidio. A. Amplificacdo por PCR do fragmento contento o gene repérter Venus com homologia com
o0 vetor YCUKGyIN4 digerido com BamHI e Notl, primers Venusl-F e Venusl-R (776 pb). B. Perfil de
restri¢do do vetor YCUKGYIN4 digerido com as enzimas BamHI e Notl. Pogos 1 e 3. Vetor intacto, ndo
digerido. Pogos 2 e 4: YCUKGYIN4 digerido com BamHI e Notl (6276 pb e 824 pb); M: 1 kb Plus DNA
Ladder (New England Biolabs, Ipswich, MA, EUA). C. Mapa fisico do vetor YCVenus obtido por
recombinagdo homdloga. Em marrom, o promotor do TEF1 e, em azul, o terminador PGK1. Em
amarelo, a sequéncia da Venus. Em vermelho, a marca de resisténcia a ampicilina. Em amarelo, a origem
de replicagdo bacteriana. Em verde, a marca auxotréfica URA3. Em cinza, o0 CEN/ARS. D. Perfil de
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restricdo do vetor YCVenus digerido com as enzimas BamHI e Hindlll. Pogos 1, 3,5 e 7. Vetor intacto,
ndo digerido. Pocos 2, 4, 6 e 8: YCVenus digerido com BamHI e Hindlll (5993 pb e 1013 pb). E. Perfil
de restrigdo do vetor YCVenus digerido com a enzima Pstl. Pocos 1, 4 e 6. Vetor intacto, ndo digerido.
Pocos 2, 3 e 5: YCVenus digerido com Pstl (7006 pb) M: 1 kb Plus DNA Ladder (New England Biolabs,
Ipswich, MA, EUA).

A partir do vetor YCVenus construido e confirmado anteriormente, foi amplificado o
cassete contendo o promotor do TEF1, o gene reporter e o terminador do PGK (cassete: TEF-
Venus-PGK) com primers contendo homologia com o locus HO no genoma da levedura S.
cerevisiae (primers: TEFVenus-F e VenusPGK-R, 1478 pb). O cassete resultante da
amplificacdo foi utilizado para fazer recombinacdo homologa com o vetor HO-
Int13Int4VENUSINt4INt13 digerido com as enzimas de restricdo Bglll e BamHI, dando o vetor
final HO-Venus (controle positivo). O vetor final foi confirmado por digestdo com as enzimas

de restricdo Bglll e Sall, Pstl e Spel (Figura 67).
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Figura 67. Construcéo do vetor HO-Venus (controle positivo). Eletroforese em gel de agarose 1%
corado com brometo de etidio. A. Amplificacdo por PCR do fragmento contendo o promotor do TEF1,
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0 gene reporter e o terminador do PGK (cassete: TEF-Venus-PGK), primers TEFVenus-F e VenusPGK-
R, (1478 pb). B. Perfil de restrigdo do vetor HO-Venus (Controle positivo) digerido com as enzimas
Sall e Bglll. Pogos 1, 3,5, 7,9, 11 e 13. Vetor intacto, ndo digerido. Pocgos 2, 4, 6, 8, 10, 12 e 14: HO-
Venus (Controle positivo) digerido com Sall e Bglll (6029 pb e 1447 pb). C. Perfil de restricdo do vetor
HO-Venus (Controle positivo) digerido com a enzima Pstl. Pogos 1 e 3. Vetor intacto, ndo digerido.
Pogos 2 e 4: HO-Venus (Controle positivo) digerido com Pstl (5813 pb, 1010 pb e 653 pb). D. Perfil de
restricdo do vetor HO-Venus (Controle positivo) digerido com a enzima Spel. Pogos 1, 3 e 5. Vetor
intacto, ndo digerido. Pocos 2, 4 e 6: HO-Venus (Controle positivo) digerido com Spel (4397 pb e 3079
pb). M: 1 kb Plus DNA Ladder (New England Biolabs, Ipswich, MA, EUA). E. Mapa fisico do vetor
HO-Venus (Controle positivo) obtido por recombinacdo homdloga. Em azul, as sequéncias para o
direcionamento para a integracdo no locus HO. Em marrom, o promotor TEF1 e, em azul, o terminador
PGK1. Em amarelo, a sequéncia da Venus. Em alaranjado, a marca de resisténcia a kanamicina/G418
(kanMX). Em amarelo, a origem de replicagdo bacteriana. Em verde claro o gene de resisténcia a
ampicilina (AmpR).

Com os resultados obtidos até este ponto, foram construidas todas as linhagens para a
construcdo do sistema de regulacdo combinando o uso das integrases 4 e 13 e 0 sistema

optogenético responsivo a luz vermelha baseado no uso do PHYBNT e do PIF3.

5.3.2.2 Avaliacao do funcionamento do sistema integrases-optogenética
5.3.2.2.1Experimento em placas para avaliar a fluorescéncia da VVenus

A optogenética permite novas modalidades de controle dinamico, em que a luz ou a
escuriddo agem como agentes indutores. Para avaliar o funcionamento do sistema combinando
0 uso da optogenética com as integrases 4 ou 13, foi feito um experimento em placas de meio
minimo na presenca de luz vermelha/escuriddo. Para este experimento os clones foram
crescidos em meio seletivo com glicose como fonte de carbono. Apo6s 24 h de crescimento,
foram feitas as placas. As placas foram incubadas por 48 h. Apos esse tempo, a placa com
galactose como fonte de carbono, glicose sem a presenca da PCB e uma placa de glicose + PCB
foram mantidas no escuro durante 96h. A outra placa de glicose + PCB foi colocada na presenca
da luz vermelha por esse mesmo tempo. No final do experimento, as placas foram colocadas

no fotodocumentador para avaliar a fluorescéncia da Venus (Figura 68).
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Figura 68. Expressao intracelular da proteina Venus ap6s 48 h no escuro e 96 h de inducao na
presenca de luz vermelha. Anélise da expressao da Venus em placas de meio minimo na presenga de
luz vermelha (660 nm). A linhagens foram avaliadas na presenca de A. Galactose, no escuro; B. Glicose
+ PCB, na presenca de luz vermelha; C. Glicose — PCB, no escuro; D. Glicose + PCB, no escuro.
Amostras analisadas: ¢7: RE1006 HO-13-4-Venus-4-13 pYES2, ¢13: RE1006 HO-13-4-Venus-4-13
pYINT13 PHYBNT PIF3, c29: RE1006 HO-poly-KanMX4-HO pYINT4 PHYBNT PIF3, c12: RE1006
HO-13-4-Venus-4-13 pYINT4 PHYBNT PIF3, c+: RE1006 HO-Venus, c-: RE1006.

Os resultados obtidos mostraram que na condi¢do na luz (Glicose + PCB, LUZ), as
linhagens apresentam fluorescéncia quando comparadas com a mesma condi¢ao no escuro e na
amostra ¢7 (RE1006 HO-13-4-Venus-4-13 pYES2) e a amostra controle negativo (RE1006).
Na placa nas condi¢des em galactose o resultado é o esperado assim como na placa sem PCB.
S0 a amostra ¢29 que nédo deveria ter fluorescéncia nenhum, pois ndo apresenta gene reporter

que esta dando um resultado diferente ao esperado.
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5.3.2.2.2 Andlise da orientacdo do gene repdrter Venus

Uma vez desenvolvidas e confirmadas todas as linhagens, o proximo passo foi testar o
funcionamento do sistema, que foi avaliado primeiro em experimentos em placas de meio
minimo (Figura 68) e depois mediante experimentos de PCR. Com os experimentos a partir de
PCR o objetivo é ver se na presenca do agente indutor (luz vermelha ou galactose), o gene
repdrter é invertido e fica na orientacdo correta. A Figura 69 mostra 0s dois possiveis cenarios
que podem acontecer, ou seja, na orientagdo invertida e na orientacdo correta, e 0s pares de

primers que amplificam em cada caso.
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Venus (Orientacao correta)

Figura 69. Andlise da orientacdo do gene repdrter Venus nas diferentes condigdes. Para a orientacdo
correta, os pares de primers que amplificam sdo Venusl-F e VenusPGK-R; e TEFVenus-F e Venusl-R.
Para a orientagdo invertida os pares de primers que amplificam sdo Venusl-R e VenusPGK-R; e
TEFVenus-F e Venusl-F.

Para avaliar a orientagéo correta do gene Venus, primeiramente foi feita a PCR com os
vetores como controles do experimento. Para a orientacdo correta foi utilizado como molde o
vetor HO-Venus (controle positivo), e para a orientacéo invertida foi utilizado o vetor HO-13-
4-Venus-4-13. Foram utilizados os pares de primers Venusl-F e Venusl-R, Venusl-F e
VenusPGK-R, e Venusl-R e VenusPGK-R. O resultado esperado é o0 seguinte: sempre que a
linhagem tiver o gene repdrter, amplificam os pares de primers Venusl-F e Venusl-R. Para ver
a orientacdo, se 0 gene repdrter estiver na orientagdo correta amplificard o par de primers
Venusl-F e VenusPGK-R e se 0 gene reporter estiver na orientagédo invertida amplificara o par
de primers Venusl-R e VenusPGK-R. A Figura 70 mostra os resultados obtidos com 0s

controles do experimento.
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Figura 70. Andlise da orientacdo do gene repdrter nos controles do experimento. Eletroforese em
gel de agarose 1% corado com brometo de etidio. A. Amplificacdo por PCR do fragmento contendo o
gene reporter, primers Venusl-F e Venusl-R, (720 pb). B. Amplifica¢do por PCR e andlise da orientacdo
do gene reporter, pogos 1-3: primers Venusl-F e VenusPGK-R, pogos 4-6: primers Venusl-R e
VenusPGK-R e pocos 7-9: primers Venusl-F e Venusl-R. —: Vetor HO-Venus. «: Vetor HO-13-4-
Venus-4-13. M: 1 kb Plus DNA Ladder (New England Biolabs, Ipswich, MA, EUA).

A partir deste primeiro resultado, foram feitas estas mesmos analises nas amostras das
linhagens RE1006 HO-13-4-Venus-4-13 pYINT4 PHYBNT PIF3 (c12) e RE1006 HO-13-4-
Venus-4-13 pYES2 (c7) apo6s a indugdo com luz vermelha (Figura 71).
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Figura 71. Analise da orientacdo do gene reporter na indugdo com luz vermelha. Eletroforese em
gel de agarose 1% corado com brometo de etidio. Amplificacdo por PCR e analise da orientagdo do gene
reporter, poco 1 e 4: controles negativos; pocos 2 e 4: linhagem RE1006 HO-13-4-Venus-4-13 pYINT4
PHYBNT PIF3 (c12); pocos 3 e 5: linhagem RE1006 HO-13-4-Venus-4-13 pYES2 (c7). M: 1 kb Plus
DNA Ladder (New England Biolabs, Ipswich, MA, EUA).

Os resultados observados na Figura 71 mostram o seguinte: na linhagem RE1006 HO-
13-4-Venus-4-13 pYINT4 PHYBNT PIF3 (c12), amplificaram os primers que se correspondem
com a orientacao correta, ou seja, na presenca da luz vermelha o sistema ontogenético expressou
a integrase 4 e a integrase inverteu a orientacdao do gene repdrter. No caso da linhagem RE1006
HO-13-4-Venus-4-13 pYES2 (7), a amplificacdo ocorreu, como esperado, com 0s primers para
a orientacdo invertida. Como esta linhagem ndo expressa a integrase, 0 gene repdrter nao teve
sua orientacdo invertida em momento algum. Os resultados obtidos até aqui demostram que as
integrases 4 e 13 avaliadas funcionaram e que o sistema tem dois niveis de regulacéo: a inducéo
por luz e a atividade de integrase. Utilizando dois niveis de regulagdo o sistema de expresséo
fica mais robusto e permite, por exemplo a diminuic¢do dos vazamentos do sistema ou diminuir

0 background.

A partir desses resultados, foi avaliada a orientacdo do gene reporter nas diferentes
condicdes de indugéo, ou seja, na presenca de luz, no escuro e na presenca de galactose. Os

resultados obtidos se mostram na Figura 72.
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Figura 72. Analise da orientacdo do gene repérter nas diferentes condi¢cdes de inducdo na
linhagem RE1006 HO-13-4-Venus-4-13 pYINT4 PHYBNT PIF3 (c12). Eletroforese em gel de 1%
agarose corado com brometo de etidio. Amplificagdo por PCR e andlise da orientacdo do gene reporter,
poco 1: controle negativo; pogos 3-5: linhagem RE1006 HO-13-4-Venus-4-13 pYINT4 PHYBNT PIF3
(c12) nas diferentes condic@es, luz, escuro e galactose, respectivamente. M: 1 kb Plus DNA Ladder
(New England Biolabs, Ipswich, MA, EUA).

Os resultados obtidos na Figura 72 mostram que o gene repérter, como esperado, virou
para a orientacdo correta tanto na indugdo com luz vermelha, quando na indugdo com galactose.
Ao avaliar a linhagem na inducdo no escuro, pode-se observar que o gene repdrter também
virou, indicando que o sistema esta sendo ativado no escuro também. Cabe mencionar que como
é um ensaio de PCR com o minimo nivel de fundo que se obtenha vai se amplificar o gene na
orientacdo que estiver. O sistema responsivo a luz vermelha baseado do PHYBNT/PIF3 foi
demonstrado que responde a luz ambiente (luz branca) (Pathak et al., 2014). Uma coisa que
pode ter acontecido € que em algum momento as linhagens, durante algum momento do

processo ficaram expostas, embora minimamente, a luz branca e com isso o sistema se ativou.
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Com este trabalho desenvolvido no nosso laboratério, estamos comecgando o estudo de sistemas
optogenéticos e embora tenhamos uma sala com luz verde, para evitar a luz branca, nem todos
os lugares por onde precisamos passar estdo acondicionados para estudos optogenéticos. Entdo
para os ensaios futuros, recomendamos a adaptacéo de todos os ambientes donde seja necessario

trabalhar.

Esse foi o primeiro trabalho de optogenética no nosso laboratério e, embora o sistema
nédo tenha funcionado como esperado idealmente, abre uma nova possibilidade de estudo para
um sistema de regulacdo baseado na luz como agente indutor. Um novo sistema mais sensivel
e regulavel que junto ao sistema baseado no uso de integrases, oferecerd uma alternativa de
sistema regulacdo fina e duplamente regulado que pode ser utilizado para a construcdo de

circuitos genéticos.
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6. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Nos ultimos anos, a optogenética emergiu como uma alternativa promissora para
substituir produtos quimicos. A optogenética concentrou-se principalmente na otimizacdo de
sistemas existentes e aplicd-los a novos processos. H& uma necessidade continua de
interruptores que permitem um controle mais rigido da sinalizacdo e podem ser facilmente

aplicados em uma variedade de configuragdes, incluindo o tratamento de doencas humanas.

Com o estudo da optogenética em leveduras neste trabalho, por um lado, estudamos um
sistema optogenético responsivo a luz vermelha em K. phaffii, combinando-o com o estudo do
dominio de ligagdo ao DNA do fator de transcricdo Mitl, fator de transcricdo presente na
regulacdo do promotor do AOX1. O sistema optogenético precisa ser refinado, e analisar 0s
principais problemas obtidos, tanto na construcdo do sistema baseado nas proteinas que

respondem a luz, como no estudo do fator de transcricao.

O sistema de regulacéo baseado no uso das integrases 4 e 13 em S. cerevisiae mostrou
resultados favoraveis e promissores, e se obtiveram duas integrases funcionais que podem ser
usadas para a constru¢do de um circuito genético. O proximo passo € combinar as duas
integrases para a construgcdo de um circuito genético contendo um sinal para ligar e outro para

desligar o sistema.

O estudo de regulacdo estudado nesta levedura se voltou para a construgdo de circuitos
estaveis e finamente regulados. O sistema optogenético baseado na luz vermelha em S.
cerevisiae se apresentou funcional. A partir desses primeiros resultados positivos, se combinou
a regulacdo baseada no uso das integrases com o sistema optogenético. Os resultados obtidos
mostram que o sistema foi ativado e o gene reporter foi invertido para a orientagéo correta, mas
precisam ser feito ajustes nas condicOes de escuriddo para ver as diferencas na ativagdo/ndo

ativacao.
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ANEXOS
Anexo 1. Mapa fisico do vetor pPICK2.
Vetor utilizado para a montagem do vetor pPICK2-PHYB-ZFMITL.

et 5
EM7 prt"‘gf;ﬁo°

2000
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Anexo 2. Mapa fisico do vetor pPIC9ABGAL4:VP16FPLC

Vetor utilizado para a amplificacdo da regido VP16

BamHI (938)
Sacl (208) - -Xho! (1192)
~SnaBl (1218)
+ EcoRl (1222)
- Awrll (1228)
|- Nott (1235)

Fator alfa

AOXT 1t

pPICO#BGAL4

Beill (7064) - I\
EcoRi (7056) / i 9465 bp

Stul (6767) -\,

\

sacl (6535) \,\ \ GALA-VP16 HIS4
\\ Sall (3177)
b Swl (3262)

Sacl (9633) -/
Bgll (5621)
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ANexos

Anexo 3. Mapa fisico do vetor GS63751-2 pUC_PCB
Vetor com o cassete sintetizado que contém as duas enzimas para a sintese da PCB.

GS63751-2 pUC_PCB

4485 bp

(lac ogerafor
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Anexo 4. Mapa fisico do vetor pPGAPZB-PCB

Vetor utilizado com o0s genes para enzimas para a expressao da PCB.

pGAPZB-PCB
4618 bp

BxHis  [Myg
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ANexos

Anexo 5. Mapa fisico do vetor pAMDS-EGFP

Vetor utilizado para a expressao do gene reporter EGFP

5' AOX1-

pAMDS-eGFP

amdSloxp HIS4

3' AOX1"
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Anexo 6. Mapa fisico do vetor pYVenus

Vetor utilizado para a amplificacdo do gene repérter Venus
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Anexo 7. Mapa fisico do vetor YCUKGYINT4

Vetor utilizado para a construcdo do vetor YCVenus

(6579) NotI.

YCUKGyYIN4
7100 bp
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Optogenetics involves the uze of light to contral cellular functions and has b i ‘*,_,' in

Lighe foas areas of I, especially in the procise | of gene expression. Whike this techaology is already

Oprogenceics well established in bi and basic b, its use in biopeocess development is still emerging. Some

;l"" WWMchmdlumfudlm, P taking ady of a wile

Hmllmn " ive of biological parts and rel ly easy ge ipulati Indmtmewmcmtbe:w
mueﬂsurdfudaemndondymmknmheu&dm progeneti lled in of balite
pmn!nmon,uweﬂume jonal aspects to be i '!atbesakupddmtypeo(mﬁmﬂly.
i the main appls 3¢ switches in yeast sy and highlight the main advantages and
du!lquofbmoudﬂ!lm idering future directions for this field.

1. Introduction {Byine et al, 2005; Cellk aud Calik, 2012 Mokdad Gargowi et ol 20122

Optogenstics ks an approach that comblnes genetic manipalation and
optical stimulation for regulating cellular processes (Delssesoth, 2017),
In the fleld of nevroscience, It has been used to activate ot suppress
membrane channels in different types of ;in b hnol.

Nieleen, 2013; Kim et al, 2015). As for metabolite production, the
metabolic engineering of K. phaffil allowed for the production of mole.
cules such as siboflavin (He &t al, 2006), lycop and §

(Araye Gueay etal, 2012), while S, cerevisioe was used in the production
of artemisinic acid, a precursor of the first-line antimalarial drug aste-

optogenetics has been used as a tool for oomxolllng gene expression ln
basic and applied research (Boyden et al, 200%; Salinas et al, 2017),
Since the easly 20005, optogenetic systems rezpoasive to red, green, and
blue light (Nagel et al., 2002; Sliimizu-Sato et al., 200%; Boyden et al
2005; Dedsseroth et ul, 20001, as well as near-infrared and ultraviolet
(UV) light (Shimizu-Sato et al., 2002 Crefeoeur ot al., 2013; Pathak
et al, 2014, Chernov er al, 2017) have been developed using different
light-absorbing proteins and wege applied to vartous fields of research,
Bacterin, filamentous fungl, yeasts, and mammalian cells have been
used o studies alming at the optogenetie control of gene expression
(Lol &t al, 201 Figueroa ot al, 2021). This approach is particulacly
useful for straln engineering of veasts Saccharomyces cerevisiae and
Komagataella phaffil { Plchia pastoris), which are easily manipulated and
can reach high product yields with relatively low costs (Celik and Calik
2012). These organisms have been used in the production of thy d

misipin (Paddon and Keazling, 2014),

In beterologous gene expression, the use of inducible promoters is
desired when the target proteln & toxic for Its host even at small con-
centrations, whereas metabolic engineering strategies require multiple
promoters with varyving strengths and elaborate coatro! strategies for
fine tuning of gene expression. Inducible gene expression Is usally
based on chemically inducible promoters that can affect the culture
medium and endogenous metabolism; (ts use Is also limited by the
number of differens possible Inducets. In comparison, light-controlled
induction of geae expression ks highly Inducible and dose-dependent.
as well as pon-toxic and inexpensive (Zhoo of al, 20085), Tt also offers
spatiotemporal control and does not require changes In the culture
medium, being compatible with any carbon source o puttient compo.
sition (Kawano ef al, 2015; Lozt et ol 2019). Light as an inducer of gene
expression is also cost-effective and allows tos the regulation of intensity

of bacterial, viral, and human proteins, including antibodies, enzymes,
peptides, cytokines, pl protelns, and hoy somie of which are
already commercially available or in the final stages of development

* Cotresponling suthor.
E-mail address: notrmmmb be (F.A.G. Toaves)
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hetpe//dolory/ 10,1016/ bloteciundy 20241 (7539

and cycle dusation. Togethes, these features provide fine tuning of the
expeession of key genes in ordet to overcome current hudles in strain
development and further tmprove process scalability.
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At the molecular level, optogenstic systems are based on the use of
protelns named photoreceptoss, which operate as switches (Sallnos
et al, 20175 Loci et ul, 2010). Yeasts contain no known native photo-
receptors and are therefore sultable as chassis for the construction of
optogenetic switches: several optical dimerization systems based on
ditferent protein domains such as phytochromes, cryptochromes,
light-oxygen-voltage (LOV) proteins, and UVRS domalns have been used
in these organisme (Pathiak et al 2014; Hoclueln &t al, 2017; Sallnng
et al, 2010; An-Adiekhun ot al,, 2020), Optogenetic circuits have been
described in yeast proof-of-concept studies, mostly using reporter genes
for the characterization of these genetic tools and, to a smaller extent,
for lnvestigating the lab-scale control of lmportant endogenous genes,
regulators, and branched biochemical pathways (Pathak et ol 2014;
Salioas et al, 2017). Although several different lightcontrolled gene
expression systems have been developed for yeast cells, stadies on the
scale-up of these processes are still scarce (Zhao et al, 2009),

In this review, we have covered the current strategles used for the
construction of yeast strains for optogenstically controlled protein ot
metabolite production, the exlisting systems and avallable parts for the
cloning steps, and the curtent and potential scale-up possibilities for
these processes. The advantages and maln challenges of the develop-
ment of yeast optogenetic systems are also discussed, covering theis
main applications in yeast biotechnology,

1.1. Oprogeneric components

Photoreceptor proteins are naturally present in plants, animals (in
specialized cells), Light-responsive fungi, and even some bactesial spe.
cies. Specific light wavelengths cause conformational changes in the
photoreceptor that can expose a domain, induce protein dimerization. ot
open an jon chaanel (Scluuidr and Cho 2015). Considering thar this
review focuses on optogenetic strategies used In veasts, systems
involving lon channels will not be further mentioned since thess have
predominantly been used in neurobiology studies. Chromophores are
also sequired for photoreceptor proteins to respond to light; these are
molecules that absorb radiation at certain wavelengths and can exist as
attached cofactors or as amino acid residues of the protein itself. Upon
absorbing radiation, photochemical reactions occur within the cluo.
mophore, leading to conformation changes or changes In proteln
chromophore Interaction (Locl ¢ al, 20148),

By creating fusion constructs of light-responsive proteins and
different proteins or domalns of Interest, optogenetics can be used to
control cellular functions through specific light inputs. Cellular pro-
cesses such as metabolism (Zhaeo et 2l 2010), genetic recombination
(Rewnedy ot al, 2010), gene expression (Shimiry-Sato et al, 2002;
Avitlos et al, 2013; Crefeoeur ot al,, 2013; Pathak et al,, 2014; Hochrein
wt al., 2017), subcellular localization (Keansdy et al | 2010; Suickland
et al, 2012; Crefeosur ot al., 2013; Niopek «t al |, 2016; Yumerefendi
et al, 2016), and signaling pathways (Stitekland ot al | 2012) have been
manipulated in yeast using optogenetic systems. Various platforms have
been developed for these applications, mostly using 1ed, blue, or UV
light

The choice of ph prors depends on the intended purpose and
desired characteristies of the biotechnological platform. Each opto.
genetie system has its particulasitles, Including proteln size, light
wavelength. or pozstble requirement of an exogenous chromophore. One
of the most interesting aspects to be considered is the photocyele, thar bs,
some applications might require fast activation and inactivation for fine-
tuned temporal control, while other projects might value systems that
remain activated for hours even after interrupting light exposure (51l
mlzu-Sato et al, 2002; Paruk et al., 2014). However, the photocycle Is
not the oaly determinant of process speed; although it determines how
fast the optogenetic proteins change conformation and assemble o1
dicassemble, subsequent steps will also influence the total response time.
For example, after the optogenetic components interact with each other,
transcription and proteln synthesis or downstream signaling may follow,

Anexos

Blatechnology Advences xxx (xxxx) xxx

and these processes can lncrease the duration between [luminating the
system and observing the final desired response. Similarly, after
removing the light stimulus, even if the optogenetic proteins disas.
semble quickly, there might be a delay In terminating the response due
to a low protein degradation rate,

1.2, Red light-based systems

Most optogenetic systems activated by red light are based on the
Interaction between members of the phytochrome family (such as
phytochrome A [PhyA] and phytochrome B [PhyB)) and the phyto-
chrome Interacting factor (PIF) family (such as PIF3 and PIFG). The
PhyB/PIF3 system is based on proteins from Arabidopsiz thaliana,
Thiough a covaleat bond with a chromophote, PhyB changes irs
conformation when exposed to red light (660 nm). The protein confor-
mation vartant Induced by red light (Pfi) can interact with PIF3, while
that induced by far-red light (740 nm) or darkness (Pr) cannot. Phyto-
chromes assoclate with thelr binding partners within seconds upon red
light exposure and dissociate within hours in the absence of light. Far-
red light lllumination accelerates the dissociation kinetics and
shortens this process to seconds (Levihaya 1 al, 2009),

It Is important to note that the interconversion between the Pr and
Pfr states &5 dose-dependent, that &s, higher light Intensities trigger a
faster change in overall proteln conformation, allowing for greates PIF3.
PhyB Interaction In a shorter time (Shimizu-Sato et ol 2002). These
protein states also absorb light at wavelengths that are sufficiently
similar so that they have an overlapping range, which results in an
equilibrium between states achieved under specific light conditions
(Sharrock, 2000), The interaction between the Pfr state of PhyB and PIF3
can be used to control gene expression by attaching a DNA-binding
domain (DBD) to PhyB and a DNA uanseription activation domain
(AD) to PIF3, creating a yeast two-hybseid system (Fiz 1a). Therefore,
gene expression will occur in red light and cease to happen in darkness
or upon exposure to far-red light {Shimizu-Sato et al |, 2002).

The first optogenetic switch developed and Implenented I yeast
(Slimizu-5ato et al, 2002) consisted of a fusion protein containing the
PhyBNT domain with the Gal4-DBD, as well as a fusion construct of PIF3
and Gald4-AD (PhyBENT.GBD/PIF3.GAD) to drive repoltel gene expres-
ston In 8. cerevisiae. In this ploneering study, the best Induction condi-
tlons tiggered a 1000-fold expression of the reporter gene with alinost
undetectable background in the dark. Moreover, red light pulses of 1
min were sufficlent to obtain maximal induction when compared to 5,
15, and 30 min of irradiation (Shimirn-Sato et al . 2002 de Mena ot al |,
2018), When comparing 4 light-induced systems (PhyB/PIF3, PhyB/
PIFG, and 2 blue light switches) using a Gald-based system in S cerevisiae
(Pathak et al, 2014), Pathak et al, showed that the PhyB/PIF3 system
displaved superlos results regarding light sensitivity and fold activation
levels whea compared 1o the other systems. In addition to presenting a
low background expression level and reversible Inactivation (Fathak
et al, 2014),

PhyB can use phytochromobilin (PYB) or phycocyanobilin (PCB) as
chromophores, which are required for the system to achieve irs
maximum potential, As these cofa are not endog 1o yeasts, a
common approach s to supplement the medium with PCB, which in.
creases process costs and limits sealability. Alternatively, veasts can be
englneered to produce the chromophoie by expressing fwo enzyvmes;
heme oxygenase and bilin reductase (Slun et al. 20145 Hocluein o ol
2017), This was performed with the PhiReX (PhyB/PIF3) system, where
In addition to testing vauying PCB concentrations, the authors abso
created a S. cerevisiae strain that produced endogenous PCB, providing a
cost-effective alternative system that shows potential as a proteln pro-
duction process (Hocluwin et al., 2017),

Near-infrared (NIR) light can also be used In optogenetic systems.
Although the NIR-based optogenetic switch has not yet been tested in
veast, it could contribute with a new activation wavelength in case of
multiple-gene Induction systems. Phytochrome BphPl forms a
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Fig. 1. Optogenetic induction systems wsed in veast. a. Red/farred light optogenetic switches are based on the interaction between red light photoreceptor
phiytochrome B (PhyB) and a protein of the PIF family (such as FIF3 oc FIF6) from Arabidopsis thaliana. Through a covalent bood with chromophore phycocyanobilin
(PCR), PhyB changes conformation when exposed to red light (660 nm), beinging together the fused DNA-binding and activation domains (DBD and AD, respec-
tively). Faraed light (740 nm) cauzes a3 conformation change that disassembles the complex. b. The blue light optogenetic switch is based on 450 460 nm light
stimulation. These systems may use Arabidopsis thafiana cryptochrome 2 (CRY2) and its interacting partner CIB| or the Newrospora crassa VVD LOV along with WC-|
LOV. ¢. The UV-B Light optogenetic switch is based on the lnteraction between Arobidopsts thalfane ultaviolet-B photoreceptar UVRS, which once stimulated with UV
liglht (260-315 num), forms moaomers that can interact with the constitutive photomorphogenesis protein 1 (COP1 ). (For interpretation of the references to colour in

this figure Jegend, the reader is referred to the web version of this article.)

beterodimer with PpsR2; both proteins aze detived from Rhodop-
sendomonas paluseris. NIR light coaverts BphPl to ts Pr state, which
interacts with PpsR2. Darkness is necessary to completely dissociate the
BphP1./PpsR2 dimer and retwun BphP1 to its Pfr conformation, even

dinucieotide. CRY2 dimerizes with CIB1 upon absorbing blue light and
dissociates from (t ln the absence of a light stimulus (Fig. 1b). In 2010,
the first study using this system in yeast and mammalian cells demon.
strated that association occurred In approximateiy 10 s after light

though exposuse to 636 nm or 650 nm light can lesate this p

(Chetnov et al. 2017), This system does not require PCB as a chuomo-
phore and uses biliverdin [Xa instead. In mammalian cells, the endog-
enous biliverdin concentration was sufficient for the system to function,
and no exogenous chromophores were required (Kabermink er al | 2016),
In S. cerevisiae, on the other hand, HMX? (a gene coding for the heme
oxygenase that converts heme to biliverdin) is mostly expressed during
Lron starvation and is nearly undetectable at higher lron concentrations;
this yeast is also known for having an Inefficient heme catabolism
(Protehenko and Philpote. 2003). It is unknown Lf the endogenous hﬂl—

P in mammalian cells while dissociation occurred after 10 min in
the dark. This would allow for accurate temporal resolution of gene
expression (Kennedy et al. 2010) Further investigation of the CRY2/
CIBI pair In S. cerevisioe combined these proteins with a split Gald
(Gal4BD-CRY2 and Gal4AD-CIB1), and results indicated a strong dose-
dependent expression of the Sall teporter protein. Samples incubated
In dim ambient light provided Indistinguishable results from those
Ilncubated In total darkness, which could reduce unwanted activation of
the system and leakage (Kenmedy ot al., 2010; Pathak et al., 2014),

Other blue light optogenetle switches include protelns with LOV
domains, Like CRY2, these also use flavins instead of PCB as chromo-

verdin level would allow yeasts to provide an adeq

response using this system. If this is not achieved, wwhmnmﬁouof
biliverdin or engineering of the yeast to express higher levels of HMX1
would be necessary.

1.3. Blue lghr-based systems

Systems Induced by blue light tvpically do not have an lsactivating
wavelength; their proteins change conformation upon stimulation with
blue light (440-450 noy) and return to thelr original state when in
das} A popul ple uses Arabidopsis thaliana cryptochromes,
more specmcaﬂy ciyptochrome 2 (CRY2) and its lnteracting partner
cryptochrome.-interacting basic-helix-loop-helix (CIB1). This pair does
not require an exogenous chromophore supply, since CRY2 binds
endogenous flavins such as flavin mononucleotide and flavin adenine

phores, The LOV2 domain from Avena sadva phototropin 1 {AsLOV2)
has a Coterminal Ja helix that ks unfolded and exposed in the presence of
blue lght (Losl 2t al | 2016; Figueroa et al . 2021). Therefore, a peptide
of interest can be attached to this Ja hellx for optogenetic control of
peptide photocaging. TULIPs (Tupable Light-Controlled Interacting
Protetn Tags) have made use of this property by attaching a PDZ-binding
peptide to the AsLOV2 domain, achieving protein interaction only in the
presence of blue light. These tools have a fast photocycle, being able to
associare withia seconds and dissociate in only a few minutes. Their
kinetics is also tunable by mutations that altes the affinity between the
Ja helix and the core LOV domain, enabling the generation of mutants
with slower dissociation if needed (Sticklond ef 4l 2012), The Lutes.
action between the Escherichia cofl SsiA peptide and the SspB adaptor
protein has also been explored vslng the AsLOV2 domaln. By attaching
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SsrA to the Ja helix, the ILID system was d as an optog: tool
with the alm of wriggering signaling pathways Inside the cell (Guntan
et al, 2015),

A fungal LOV domain has also been used for yeast optogenetics. The
VVD protein from Neuraspora crasse forms homodimers when exposed to
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B12). When exposed to green light {530 nm), the 5" deoxyadenosyl group
is released, which dissociates the tetramers and results in CuH mono-
mers (Padmanablan ot al, 2019). The nature of this reaction & lire-
versible, as the dissoclated cobalamin does not retun to the

blue light (Fig. 1b). The VVD dimerization kinetics is fast regarding
proteln associntion, but slow (hours) to dissociate (Locl o1 al ., 2018), The
vLightOn systeni, based on the previously developed LightOn switch
{which controlled gene tanseription by using fusion protelns containing
LOV domains with DBD and AD) (Wang #t al, 2012), conssists of a single.
component light-switchable transcription factor. It was able to provide
more than S00-fold induction, extremely low leakage, a5 well as quan-
titative and spatietemporal control of gene expression (Lo ¢t 4l 2010),
Also based on the LOV domaln, FUN-LOV was used in veast based on the
interaction between the white collar 1 protein (WC-1) and VVD, which is
known to occur as part of the Newrospora erassa photoadapration process
{Salinas et al., 2018).

Another LOV-based optogenetic system is based on the blue light-
activated EL222 gene expression system from Erychrobaccer [lroralis
(Motty Mena of al, 2014; Zhao o al, 2010). When exposed to blue light,
EL222 homodimerizes and binds to the C120 promoter, activating gens
expression in & reversible fashion (Zhao «t al. 2015). In 8. cerevisine,
examples of EL222-based switches are OptoEXP and OptoINVRT, which
were wed in the tanscriptional activation and repression of gene
expression, respectively (Zhoo et ol . 2012), Finally, the LOV domain of
the stressosome proteln YivA from Bacillus subilis was employed along
with a histidine protein kinase domain in the copstruction of a chimerie
kinase, constituting a two-component signal transduction system in
S. cerevisige (Bucy and Hellingwer!, 20161, This two-step light input
processing could be important to reduce undesired background noise in
optogenetic circults, since some signaling pathways are able to act as a
low.pass filter that responds only to slow and constant changes in the
induction signal (Hetsen et al, 2004),

LOV domains have been used to | protein ion and
subcellular localization. These peptides were fused to the trans-
membrane domain of Mid2 to anchor ePDZ-fused proteins to the
membrane when under blue light (Wire et oL, 20171 A degradation.
inducing sequence named degron was attached ro the Ju helix of me
LOV2 domain In a way that the blue light-induced confor
chaage in LOV2 d the deg leading to protein degradati
This photosensitive degron was thtn fused to tel.l cvcle protelns to
Investigate and control yeast growth (lealche o1 2l 2013),

1.4, UV light-based systems

A yeast-based optogenetic systems using UV light has been developed
using the Arabidopsts chaliona ultraviolet-B photoreceptor UVRS, This
protein is present in homodimers and, once stimulated with UV light
(280-315 nm), forms menomers that can interact with the constitutive
photomorphogenests proteln 1 (COPL) (Fig. Le). A group of tryprophan
residues in UVRS acts as the chuomophore for this response, thus this
protein does not require an exogs chromopls As for the photo-
cycle, protein assoclation takes seconds and Is trreversible (Crefcoeur
et al, 2013), This system could prove itself useful as an additional
wavelength for multichromatic control (when each waveleagth controls
the expression of a different gene), as performed In mammalian cells
with UV.B, red, and blue light (Muller e ol 2014).

1.5. Green lighr based syseems

Green light receptors with cobafamin-binding domains (CBDs) use
cobalamin as chromophores for photoresponsiveness. A  svstem
currently employed In plants (Chatelle et al. 2015), mammalian cells,
and zebrafish (Katniath o ol 2017) uses the bacterial photoreceptor
CarH, which forms tetztamers after binding to the 35'deoxy-

d ylcabalamin ch phove (AdoChl - a common form of vitamin

h itive AdoCbl form, which Limits the use of this system in ap.
plkadomdl;al q reversible light o . However, a positive
aspect 5 that microorganisms endogenously synthesize AdoCbl
(Baumachiwger and Khaommash, 2021), including veast (Chen @t al,
2020), thus there ks no need for an exog elu pply.

The cyanobacterial system CeaS/CeaR uses PCB m a chromophore
and has a dual-light control with red and green lights, ciassified as a two-
component system (TCS), Green light (535 nm) activates the system by
Inducing autophosphorviation ln Cea$, which then phosphorylates
CcaR, while red light (672 nm) inactivates the system (Huowe of ol
2000; Baumschiages and Khammasl, 2021). When optimized for tan.
seription regulation in Escherichia coli, this system achieved up to 593.
fold gene expression (Onr and Tabor. 2018). Another cyanobactesial
TCS uses the UnS/UirR photoreceptor patr for activation with UV light
(382-405 nm) and inactivation with green lght (535 nm) (Bauwmach!
ager and Khasunash, 2021), This system also uses PCB as a chuomophote
and has been lmplemented for wanseription regulation in Escherichia coll
(Famsakrichuan and Tabor, 2016). A third cyanobacterial system of
possible Integest uses the PixJ ] photoreceptor, which has been shown in
Escherichia coll to alternate between a blue Light-absorbing form (Pb) and
a green light-absocbing form (Pgh (Yoshilars ec al . 2004). These dual-
light systems could be convenient when combining switches with
matching activation/inactivation wavelengths,

2. Genetic engineering strategies

The yeast genome coatains no ph thesefore, light.
responsive elements must be (ncluded throuxh genetic engtm-«lng
Choosing the ideal optogenetic components and constructs for yeast
uansformation s crucial for the development of robust systems for
heterologous proteln production that provide berter yields. For the
Initiad cloning step, different methods have been proven wseful,
lavolving restriction digestion and ligation, recombination, and PCR.
based methods (Oldenburg et al. 1997; Hartley ot al. 2000; Nowr
Eldin et al., 2006; Engler er al., 2008; Gilson et al, 2009; Jeaoen et al
2014; An-Adlrekkan et al, 2020),

Moat plasmids used In yeast are shuttle vectars that can be con-
structed in Escherichia coli and used in S cerevizine oc K. phaffii (Mo el
1907, These yeasts have a variety of available commercial vectors and
molecular tools, which facilitates thels transformation with optogenetic
components {Kivoruchho et al, 2011 Do Silva and Selkoishuan, 2012;
Stddigul et al, 2012 Jepsen o al . 2014). In addition to the components
of the optogenetic system (pk espansive e ts fused 1o the do.
mains of Interest), ved Light based systems may also requite the enzymes
necessary for PCB synthesis, which could result in a substantial amount
of exogenous DNA to be transferred lnto yeast stralns.

The expression of light-responsive proteins is rvpleally controlled by
constitutlve promoters such as ADHI, which provides a contlauous
supply of proteins to parricipate in lightinduced responses (Parhk
etal, 2014) On the other hand, the gene selected to be regulated by light
must be placed under the control of an Inducible promoter that responds
to the transeription factor domains used in the optogenetic system. Le., a
GAL promoter is controlled by optogenetic components that canty a
Gald.DBD (Shlmizie5ato et al, 2002). The large size of some opto.
genetic elements, lneluding the PhyB photosensory domain (908 amine
acid residues) and GIGANTEA (1173 residues), may hamper the cloning
of these sequences into yeast expression vectors { Stleklond «oal 20123,
As a solution, seduced versions of these proteins, such as the N-terminal
of PhiyB (PhyBNT) which contalns residues 1-621, can be employed with
no significant loss of effectiveness (Shumizy Sato et al, 2007 Pathak
et al, 2014), Systems with smaller domains can also be used, such as
CRY2/CIB1 (498 and 170 residues, respectively ) and LOV-based systems
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(125 residues) (Keanedy et al , 2010; Strickland et al., 2012),

Yeast wransformation s usually performed using one of three main
types of plasmids: (1) integrative vectors; (2) low-copy centromeric
vectors; and (3) high-copy episomal vectors (Lee ot al . 2015). A few
studies have successfully used episomal vectors to express photo-
responsive components and reporter proteins (Shinlzu Soto et al, 2002,
Pathak e al. 2014), The PhiReX system used genomically integrated
genes encoding ph ponsi ins and enzymes for PCB biosyn-
thesis, while the reporter gene was expressed from nn eplsomal plasmid
(Hocluwin e2 al, 2017). A system designed for isobutanol production
also had integrated photoresponsive components but used a combing-
tion of vectors for the optogenstically controlled genes of interest:
multiple-copy Integrative and episomal plasmids (Zhao et 2l 2000),

In the study by An-Adirekkun et al, less varlabllity between repli-
eates was observed when the optogenetic components wese genomically
Integrated than whea episomal plasmids were used. This Is in accor-
dance with the hypothesis that episomal vectors are not very stable and
therefore integration-based stiategies might be preferable (An-Adi-
elbun et al, 2020). Even though chromosomal lategrations tend to be
more stable (Lee e 2l 201 %), instability due to recombination can occur
if the introduced cassette shares homology with other genomic loci or if
It g posittoned in the form of multiple-copy tandem artays (Wong et ol |
1996; Lee and Da Silva, 1997).

In addition to vector type, the control of protein Jevels is achieved in
optogenetic constructs by exploring different promoters, terminators,
and protein degradation rates {Lee vt al, 2015), Excessive protein pro-
duction may cause a metabolic burden for the cell to a point where It ean
no longer grow efficiently (Gospens et al, 2001). Therefore, constructs
must be designed in a way that accomplishes the system’s goal
(maximum heterologous protein vield or fine-tuned control) while not
significantly impalring cell growth. A recent study with a synthetic split
tiansceiption factor suggested that the concentrations and ratio of
optogenetic components (DBD [fused to CRY2) and AD [fused to CIB1])
were important for the system to function (An-Adirelbun et al, 2020),
These concentrations were conttolled using a variety of promoters with
different strengths. The combination between a suong and a medium.
strength promoter vielded maximal expression of the reporter gene,
but caused a growth defect (An-Aditekiun et al.. 2020); on the other
hand, a combination of two medlum-strength promotess resulted in a
lower yield, but eliminated the growth defect. A comparison of yield
results obtained by all the promoter combinations revealed the existence
of an optimal ratlo between the two optogenetic components, demon-
strating that oprimlizing protein concentration could be a path for
improving dimesizing systems.

In summary, when telecting an optogenetic system, one should
carefully consider the selection markers, plasmids, stralns, and genes of
Integest to provide an adequate balance of each of the system's com
poaents. Pasticularly in biotechnologleal ap lons, DNA comp
should be desigaed idering an adeq ceﬂglmnhm«emdh!sh
product yields, in addition to a genetically stable strain for enduring
large-scale processes,

3, llumination devices and strategies

An appropriate, reproducible, and controlied delivesy of light is of
utmast lmportance in optogenetic applications (Tucker ot al, 2014;
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for optimizing growth conditions and developing optogenetic systems.
Once the right conditions are established, optogenetic switches as In.
ducers of protein production can be further explored in lasger scales
such as stirved-tank fesmentations.

Different growth strategies have been reported in the development of
optogenetic switches, from shake flacks to larger vessels, and from
manual to automatic systems (Soroking et al, 2009). Hand-made stra-
tegies include the use of LED strips, which are attached to the lncubators
Oumserefend! ot 2l 2015) or wiapped around tube racks to Uluminate a
set of samples (Vumerefondl o al , 2016). Constructing this Kind of set-
up requites basic knowledge on electrics, and these devices can be
adjusted for duration, interval, and intensity of light pulses (Tuckes
etal, 2014),

Some commercial systems are already avatlable, such as the Snap-
Lite LED modules (Quantum Devices, Barneveld, WL USA) that pro-
vide controllable Ulumination of up to 2 wavelengtls. The Light Plate
Apparatus (LPA) is compatible with various optogenetic systems and
model organisms, presenting low device and consumable costs, high
seadabllity and throughput potentials, and offering an alternative for
Iaboratories that do not have hardware expertise (Gerhardr et al |, 20165
Geller et al, 2019), The LPA s programmable regarding timing, in-
tensity, and duration of Ulumination in each well, and can be used to
quantitatively compare the spectral and dynamical properties, as well as
the intensity dependence of different optogenetic systems using various
organisms (Gerhadt of al, 2016). When evaluating the activation and
deactivation kinetics (88.8 p mol m 2 57!, 467 nm) and performing
forward (ground state) actlon spectsa experlments (LEDs berween 352
and 849 nm and outputs of B8.S0 pmol m 7 ), Gerhardt et al,
coacluded that the LPA was compatible witl yeast cultures (Gethord
etal, 2016),

Regarding illuminarion protocols, diffesent studies have attempted
to quantify light lled gene expression gy to optimize their
efficiency and productivity and contribute to the establishment of future
optogenetic biotechnological systems. Fustly, background expression
levels ehould be controlled in ordes to achieve the best Induction levels
with minimal basal expression (Shimizy Sato et al, 2002; Hochieln
et al, 2017). Other aspects to be considered may include preincubation
numes for photoinduction, the distance between the plate or shake flasks
and the light source, as well as other factors such as flask geometry and
culture volume. 1 addition to the culture optimization process usually
performed in biotechnological p using yeast strains, the ideal
on-off (llumination interval should be investigated on a case-by-case
basis, considering If the optogenetie Interaction Is nactivated In the
dark or by othes light wavelengths (Pathak et al | 2014). Moteover, light
intensity should be carefully dosed since It Is known that excessively
Intense blue light triggers a stress response In S, cerevisloe cells (Logs
et al, 2009 Pathak et al., 2014); some blue light-based strategies for
inducing gene expression have thus beea developed to be activated by
short an-off light perioda (Tucket #¢ al, 2014).

However, light intensity Is frequently reported by different studies
using different measurement units and culture conditions, hence
comparing protocols ie a difficult task, as well as weighting and evalu.
ating the different propesties of each optogenetic system. To date, only
one study has compared different optogenetic svstems side-by-side
(Pathak et al, 2014), Table | illustrates some of the monitored param.
eters and the main results as reported by different studies using yeast

H,

Salinaz et al,, 2017; Sweeney et al, 2019), Initial devices developed for
optogenetic induction were simple and hand-made, but recently the
aumber and quality of these systems have grown due to the need for
uses-friendly equipment to provide illumination to cells (Gethardt of ol
2016, Sweeney et al. 2019), 1o odditdon, new optogenetle devices
should allow the use of different wavelengths in complex synthetc
blology strategies. When It comes to culture size, most yeast optogenetic
studies have so far been conducted at laboratory scale. Taking advantage
of the abllity of yeasts such as §. cerevisiae and K. phaffif to grow in
micropiates, test tubes, and culture flasks, small-scale studies are used

ptog for gene expression and metabolic engineering.

The control of target protein expression can also be achieved by
means of feedback signals and modeling approaches. Melendez et al.
coastructed feedback loops that integrated product measurement and
upstream optogenetic signals to regulate gene expression (and ulti-
mately, product accumulation). A fluorescent reporter was used as the
input signal, with a threshold that controlled blue Light Ulumination at
Inboratory scale (Meleadez ot al, 2014), Computational modeling 1s
incrensingly belng used for chatacterizing biological processes, since the
input/output (L/0) analogles origisaily adopted by svathetic blologists
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Table 1
Parameters and main results reported by different studies using yeast optogenetics for gene exp and bolic engineeri

Optogenesi, h ph Rep pene Cultwre conditions Culture volume Light Main reswits Raferonce

system (eunc.) e} intensty

Red lighn-based systems

PhyB/PIFY PCB (25 M) leeZ Preincubation is the  Not mentioned 0w 1000 ol induetion or mare Seimlzu Saty
(PhyBNT- dark with PCB/ ! e ol 2002
GBD/PIF3- continuous ved kphe
GAD)

P8/ PEFI PCB (25 M) malzoze bladisg 30 min of red light Not mentiosed 1mW 4-fold increase In the mwowes of  Tyszhiowics &
(PhyBNT- procein Viag tag stimulation/$0 min wpliced product Mukr, 2000
Caxtein/ PIF3S- in the dack
Nextein)

PyB/PIF3 PCB(2-40pM) B goloctomime 5120 pulssz of redd  Not mentiosed 28mWem™® 2 pM of PCE was sufficlent for Hugihs »t al.,
(PhyBNT- VP (destabilized  light or pulses every waimal activazion 5-5 and 2- SR
G=IDED/ werzion with = 30 min-1h mim light pulses provided
GalAD-PIFS) hadf-life of <1 %) similar results 5 h was the best

incubation time protein Levels
eoerelated linessly with light

Py B/PEFI FCB{103M)  pgelacrosidae €02 ved light pulses  Not mentiosed 29w e PiyB/PEF3 peesented higher Pazhd ot al,
(PhyBNT- every 30 min activation sad extremely low 2014
GalDBED/PIF3- background whea compased
GalAD} PhyB/ with PhyB/PIF6
PFe

Panl/PIFY PCB (3125 wCherry, mCitine  2-miln (nvecvals of 100 pl (364-well Not Faot s ceversible effect ¢ty sof  Juet wnd
(DeLight M) alvernating red and plares) mentiosed roughly 30 3) Welues 2015
PhyB- tafra-red light
mCSerry-

Tom? Bem)-
mCitrine-PIF)

P @ PIF PCB (25 y\) yEOF 30 pulse of red 1 ml (12-well 28mWem ™ PhifleX 1.0: 1 1-fold inductinn Hochres
(PhyBNT- light, followed by 10-  plates) oe 20 ml PhiReX 11: up to 4)-fold sl X7
syaTALE = pulses every Wmin  (100-ml fAazk) tmbaction
[DBD]/PIF3. Sar 16 h
VPsa[AD])

Bloe Heht-based systenm

CRY2/CIBY - Sepelactonidess Shimthedark/45cf  Not mentioned 1.9 mW ~10-$0ld induction Kenoedy vt ol
(GalDBD- Blwe light 010
CRY2PHR
GalAD-CIR1)

CRY2/CIBI = VPP (destabilized 5k of blus light Not menticaed 27 mWem ™ Bloe Bght pulses induced the Hughes wt al.,
(Gal4DBD- version with » praloes or flaches (2 nccumndstion of the YFF 2012
CRY2/0sl4AD- bl life of ~ 1 &) every 4 min) reposter
cmB1

CRY2/CIBI - fpelactosdus 90190 mis of blue  Net mentiosed Up s 70 Bloe Eght of the e fusice Linmal 2012
(CRY2- mmolm *s°'  rate but for o longer duration
GeH4DaD/ eakibited higher activiey
CIB1-GaldAD)

CRY2/CIBY fpalacrandane 15 pulses every 3 Not mentinned S0yWem ™ CRYZPHR had betser activicy Pachah et al,,
(Gal4DBD- min recules, but with significantly 2m4
CRY2 [full- imcrenced background (n the
lengzh or PHE) dark
and GaAD-
cisiy

ALOV2: TULIPY - S-pelactomdase T00-ms pulses every Not mentionad S8¢Wem ©  Similar results s CRY2Z/CIBL Pathak ot al,
(CalDaD- 123 (CalBD-CRY2 (Fall lespth or 2014
*PDZ51 and PHR) and GalAD-CIB1)

GalAD-LOVpep
WT or
valem)

CRY2/CIBY - LexAlBxop)-tock 1z blue bght pulses Not mantiomed S8 yWent ~100-fold induction Pathzh et al.,
(LexA CRV2/ every 3 min 2014
YP16-CiB1)

AsLOV2 {LINX) - P peluctosdne Chimthedakdbhel 2ml S00 pW e B times lower activity comspared Y iusrsfendi

bloe light 10 cells kept b the dack et sl 206

VVD {yLightOn, - Hu3 and “¥Siel 4 & In the dark/blue 1wk (40-wedl AWe o 251 -fold i AH109 celle 573old Yo ot i 2010
LexA-vVD- ClX and CiP* light loduction plates) 25Wm™ i BY4742 cells (contalning
Gal4AD/LexA- Galog)

VVDGal4AD)

FL222 (OptoBXP, - R 8% undes bloe light | ml (24-wwell S31m 134 4340l exprossion (comparable oo ot al.
VP16-EL222 46 hof blue light’4 b  plates) pmolm 5" tothe ADW} promoter) 2004
=nd of dark/4 & of blue 0524 (average: Titwrs of 840 + 0.31 g 17" of
OptaiNVRT) light. Duty cycle of photobioceactor) 775 ool obutanol snd 2,30 + 0,06 g1-*

45 muism bl light and m Y of 2MBOH
75 15 min dark,
{contimed 0% mext page)
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Table 1 {continued )

Optopenets = 5 el Rep pens Culture conditions Cultssre volume Lighy Main results Refrrence

yatetss (eone ) POL Etesnity

WC-1/VVD L (¢ white light 50 ml {tn flasksior 100 janol Maximum geme expression 2t 20 Salluw ot ol
(FUN-LOV: syathase ot conctant dackness 200 pd (96-well w s for punol w7 57" of blue light 2018
WC-1- plates) whire isghe 2.5 times higher expression than
Gal4DBD/ galactese induction
VVD-Gal4AD)

AsLOVZ (opto- - elFsE Two 100 palses 300 pd (96-well 0.06 pW Able to bind
4EBPs, cLIPS), teparsmed by 102 in plates), 200 mi (14 em ™ 0.09 s elF4E
and cLIPS2) the dark flack) YW em” ¥ and I vitro and

50 pW o F Eahibit
tnandlation

Luetad, 2000

cavz/CBl - yEV b 12hof Glass culture tabes 15 pW e ¥ 2ZDED-CRY2ZPHRxedlum, An
(ZDBD- light oc o Light Plate VP 6AD-CIBtmeadiumy stustlar Adurrdhun
CEY2IPHR/ 20-min periods: 3% Apparatue resalts to Gal4BD CRY2PHR, et al, 2000)
VPI6AD-CISL (1 min oa/19 min Gal4AD-CIBI
YOTK) off) 10 100% Tunable a a function of the lighe

(constant light). daty cycle.
UV light baed syseemns

UVRS/COP1 - 16k of UV-B light Not mesticned ISpmol = 7 77.9 Miller Usits (UV light) ve. Crwdenmus
LesADBD- ! 0.12 Milles Usits (dack) et al, 2003
UVRB/

GaldAD-
cop e

are frequently not able to fully represent the real-werld klneties of
biological functions, Redundant pathways, complex intracellufar
signaling, and the vasious processes involved In proteln translation ki-
petics are examples of challenges faced by scientlsts when constructing
computational simulation models for blological systems (Ulwon and
Tabor, 2014). Some examples of optogenetic system characterization
include a bidirectional promoter system developed by Jayasaman et al.,
who used a blue light-based gene expression svstem to simultaneously
activate and repress 2 svnthetic promoters (n bacterial cells, modeling
activation of repression respoases over time and establishing a light
Intensity threchold. This work showed that accurately predicting the
responses expected from optogenetic systems could be important for the
fine-tuning of protein expression and dynamic control of metabolic
pathways (Jayaraman «t al, 2016). An example of successfully intes-
preting and modeling protein expression in Escherichio coli was pes-
formed by Milias-Asgeitis ef al., who established a feedback-contiol
strategy that achleved completely automatic regulation of both
blomass concentration and protein expression In continvous cultures,
even in the presence of envisonmental perturbations (Miling Az peitic
et al, 2016).

Although most modeling studies have been performed wusing
Escherichia coll, the knowledge produced on the kinetics of biological
functions could serve as a basis for furure studies using yeast. Altogether,
controlling protein expression In a veast platform through an opto-
genetle stiategy s a complex achievement and will depend on the
characteristics of the yeast strain, culture conditions, and protein of
interest.

4. Scale.up

So far, the use of optogenetic induction systems in yeast aiming at
biotechnological applications has been performed peimarily on labora.
tory strains and proof-of-principle studies (Shlmizu Sato et al, 2002,
Kennedy et al., 2010; Pathak ot al., 2014), In order to meet biotechno-
logical needs, the scale-up of these proceszes will depend on factors that
include process costs, medium and strain characteristics, and down-
stieam processing. Firstly, the use of physical inducers of protein
expression such as bheat or light teduces costs related to the otherwise
pneeded chemical Inducers while also mitigating risks of toxicity and
Interferences in cell metabolism ot downstream processing (Slimlzu-
Sulo et al. 2002 Valdez Crur et al., 2010; Salinae et al . 2017; Salluss

et al, 2015), In addidon, some chemical Inducers require freezing for
long-term storage, which increases process coats and 1educes the pos-
sibilities of protein production in places, which would also be
overcome by using light as an Inducer (Cao et ol 2017), Finally, the
optogenetic control of gene expression offers a fast and easily tunable
way of switching molecular cirenits on and off in bioreactors (Scou
et ol 2019), representing an advantage for complex metabolic engi-
neering strategies. The use of light-induced protein expression in large-
scale bioprocesses could thus bring economic and practical advantages
over other induction systems (Chang er al._ 2017; Hochreln eral, 2017),
On the other hand. the optogenetic regulation of proteln expression per
s may require the simultaneous production of several heterologous
proteins (dimerization modules, PCB-producing pathway), Thesefore,
the use of optogenetically regulated systems should be carefully evalu-
ated in terms of an additional buzden for biotechnological processes,
especially when considering metabolic engineering stiategies thar
require the expression of multiple enzvmes

The development of an illumination system able to activate, with the
required temporal precision, protein expression in the whole cell content
of a large fermentation bioreactor is a challenging task and an important
requisite for the scale-up of optogenetic bioprocesses. Light penetration
in large fermentation vessels is a challeage faced by optogenetic gene
regulation in different microbial cultures (Brockman and Prather, 2015;
Zhoo et al, 2010; Pouzet ot al., 2020), and yeast fermentative processes
can reach high cell densities; this could hamper light penetration in the
fetmenter vessel (Millas-Atgeitls et al, 2016, Pourst et al, 2020).
Conversely, the light Intensity requited by optogenetic gene regulation
I relatively modest and sometimes even intermittent (Milias Argeitis
st al, 2011), and veast ODgoq vtlues of up to 50 have been considered
acceptable in 5-1 bloreactors ( Zhao et al . 2013), Together, these aspects
Indicate that the scale-up of light sources could be performed with
feasible power levels, which should be evaluared in rerms of efficiency
regarding total process costs,

Optogenetic devices must also restst the sterilization process, unless
used on the exterior of a bi tor, Therefore, studies of hardy
development and the scale-up of light-controlled systems are required
for promoting optogenetic applications in the biotechnology Industry.

Zhao et al. grew 5 cerevisine In glass stirted-tank bloreactors wiap-
ped (o blue LED strips that covered 73% of the expased suiface of the
fermentatton broth (Zhao ot al . 2013). Glass bloreactors wrapped In
LED strips have also been used to optogenetically induce protein
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production in Escherichia coli cultures of up to 7.5 1 (Ding ef al, 2020},
The use of external lluminatton should take lnto considerarion the need
for heat control systems that cover the bloreactor vessel, such as cooling
Jackets. Other examples of laboratory solutions include LED panels and
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liters, and some examples of photobioreactors that could be studied for
yeast optogenetic applications have been reviewed by Hunng «t ol
12017}, Important aspects to be carefully considered when studying this

daptation include specific requirements of mixing, mass uansfer, and

fiber optic Light sources (Ye &1 al., 2011; Pillzota and Yang, 2018), It is
important to note that even these modern light sources produce a certain
amount of heat and could interfere with optogenetic processes, espe-
clally In applications that requite precise temperature control (Owen
“ al, 2019} Large-scale fermentations typically produce much heat,

and the effect of added Lampe should be id whea di ioning
cooling systems | Depasis et al, 2017),
Biotechnological pr that traditionally use light for cell growth

include microaigae and photosynthetie cyanobacteria. These cultures
use photobloreactors, which are available In vaslous designs and made
of wansparent materials using external or submersible lamps, fiber op-
ties, or light guides. Some reactoss alzo use recirculation svstems thar
allow cell flow through an lluminated section (Jolnson et al, 2010)
Yeast cultures are able to thrive in diffecent bioreactor set-ups and have
even been grown I coculture with microalgae for lipid production using
a bubble column photobloteactor (Zhanyg et al. 2014), as well as ln &
symbiotic CO4-recycling manner using a sthved.tank photobloreactor,
both with external lighting (L ¢t al. 2019). Photobloyeactors usually
employed In microalgae cul can reach vol of up to hundreds of

cultire conditions (Huaug 0 ul. 2017). The wide available range of
photobioreactor set-ups could thus provide insights for the design of
optogenetic systems to be used in biotechnological applications with
yeast,

5. Applications of optogenetic switches in yeast

Optogenetic systems developed for the control of gene expression in
yeast present clear advantages when compared to other loduction
methods (Shimizu-Sato ot al., 2002; Hugles ot al, 2012; Pathak et al,
2014), These systems have mostly been used to express repoites genes,
whereas more recent studies have used light 1o control differenr cellular
processes (Jost and Weiner, 2015; Salinas etal,, 2018; Zhoo etal, 2018),
In this section, we will present examples of optogenetic systems that
were applied to yeast cultures with dw alm of developmz Notechmr
logical p that include he 2 p p and
metabolic engineering.

Optogenetic switches that contiol transcription can be used to
separate growth and production phases and to avoid the accumulation of

Fig. 2. E des of k Lications in veast. In the wock performed by Do et ol l.mlﬂumrwlmmmuondhydnmmmmmﬂy
Mmdbyhlueuyu.Mmcawlmmuwulhmddlkmmwwu P J by the same length, The OptoINVRT system was
bazed on the GALSO regulator protein, which bound 1o the GALS transcription factor and inhibited 1LV exp inthe p of blue light. I the dark, GALEO

was pot expressed and ILV2 was pormally peoduced, This way, the ethanol-producing and bomass growth phase was induced by blue Light and the isobutanol-
profucing phase wis induced in the dark. The same rationale was applied 1o lactate peoduction using LDH instead of the 1LVZ gene umsler the coatrol of the
mmNmmmwmhmmwmwd&lptmn(\\‘('rl)mddsemwvduum“uadhlnlnnngthe
pression of li y an lwp yme In the industrial production of L The OptoCluster svstem used FUSY-CRY20lig fusions that also

ined Jomad (fudooml(l"ll]ww(dl])wmmmdwhmwd*ﬂy-mwmwvmMmmhdw
protein clustering in the presence of blue Light (450 nm), bringing together refated enzymes, and ditfision in the dark. PixELL used the saume entymes in an opposite
framework: blue light stimulated protein sodubilizstion, while the dack state consisted of clusters of enzvines kept together by FUS™-PLE (monomers) and FUS*-PixD
(dimers) fusions. (For interpretation of the references 1o colour in this figure legend, the reader is referred to the web version of this amicle.)
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toxic components. These svstems can reach substantial vields with
minimal background expression simply through an external light source,
eliminating the need for costly chemical Inducers. ﬂxe FL'N LOV system,
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mutation in CRY2 (named CRY2oligo), making the fusions less permis-
sive to subunir diffusion. Both proteins were also fused to different en.
zymu of a same pathway (s a way that, upon blue lght ilfumination,

for example, has been used in the ful exp pression of
luuonm:mﬂnn(lS)u:h:gaCmabkwdmLSgene This enzyme is
involved In the synthesls of limonene, an Important compound for
cleaning products and food industries (Sulisae =1 al, 2010). As for
metabolic engineering purposes, the amociated genetic manipulation
usually aims at the overexpression of an enzyme of interest and/or the
knockout/strict repression of endog enzymes that reduce carbon
flow towards by-product formation. These approaches can Interfere with
cell metabolism by reducing growth rates, Increasing cytotoxicity doe to
intermediate metabolites, and dysregulating endogenous cellular pro-
cesses. As such, the fine coatrol of carbon flow through metabolic
beanches is extremely impaortant in industrial applications for achieving
the desired vield without substantial deawbacks (Avalos e ol 2013;
Salinas ot al, 2017; Zhao et al, 2018), Optogenetic systems offer
different ways of regulating metabolic pathways by controlling enzyme
locallzation, quantity, and clustering, as well as the transcription of
geaes involved in the desired pathway. Fig 2 shows established opto-
genetic switches and examples of applicatioas of this technology.

A 2018 study by Zhao et al. on optogenetic isobutanol production
pioneered the implementation of optogenetic toolkits in yeast with the
alm of producing industrially valuable products. The authors developed
a bidirectional switch to control the mitochondrial isobutanol pathway
and produce lactate, isobutanol, and 2.methyl-1-butanol in glucose-fed
yeast. In thelr engineered stralns, pyruvate could be modified by pyru-

ining the biocatalysts were formed and diove metabolic
ﬂmz towards a specific branch (Zhao et al, 2019). PIxELL, on the other
hand, used light as a stimulus for protein solubilization, while Its dark
state maintained clusters of enzymies together by FUSH-PIXE and FUSE-
PIXD fusion constiuets (Dine #¢ ol 2019). PixD and PIXE are Synecho-
cystis sp, proteins that asociate in the duk, forming multi-subunit
complexes; in the presence of blue light, these complexes dissociate
Into PixD dimers and PixE monomers (Dine ot al, 2018),

Zhao et al. used these three systems in the bioconversion of desired
molecules through branched pathways, An OptoCluster system was
designed for deoxy-violacein (DV) production by elustering the VioE and
VloC ecx)ma upon blue light stimulatioa, favoring DV !onu:nion and

ing the sp non-enzymatic production of .
vtolatcln (PDV), On the other hand, PIXELL was applied wlxh an lm’u-
ted logic, wheze the VioE/VioC cluster was maintained (n the dark. This
system was also used for promoting carbon flow towards DV formation
(through VioE and VieC) rather than through the competing bianch
lavolving VieD, which resulted in different products. Results indicated
that the dark state increased DV formation, while blue light favored the
VioD branch, showing the possibility of switching pathway branches
using this system (Zhao et al, 2019),

Considering the avallable systems and examples of applications for
optogenetic switches, the use of light as a regulatory input for the
fennenxauon industry has potentlal to be applied In multiple biotech.

vate decarboxylase | (Pdel ) to produce ethanol, by | dehydiog

pt whether by strongly and mapldly Inducing the

nase (Ldh) to produce lactate, and by acetolactate synthaze (Ilv2) to
produce Isobutanol; ethanol production thus competed with that of
lactate and isobutanol. The authors used the OptoEXP system to express
PDCI under blue light, whereas the OptoINVRT system repressed LDH
expression in blue light and strongly activated it in the dack. This way,
blue light induced the growth phase with ethanol production, while
darkness induced the isobutanol or lactate production phase. Using
constant illumination for fermentation Induction and switching to the
production phase with perfodic light pulses to malntain NAD® pools,
OptoEXP and OptoINVRT together increased isobutanol and 2-methyl-1-
butanol production levels (8.49 g 1.1 and 2.38 g 1.1, respectively) (Zhao
et al, 2018).

More recently, OptoINVRT? was used in S, cerevisiar to control the
expression of the LDH gene for lactic acid production. This is the fastest
OptoINVRT circult to date, showing robust control over engineesed
metabolic pathways, and It Is ready 10 be used in light.contolled mi.
crobial ehemical production (Zlao et ol 2020). These systems have the
advantage of allowing the dynamic control of competing pathways, such
as those involved in cell growth and metabalite production, through the
use of Intermittent light/dark states.

Light-controlled genetic circuiss have also been used to bring
rogether, within membraneless organelles, snzymes that pasticipate ln
the same metabolic pathway (Zhso et al, 2019; Reed =t al., 2020). The
idea of gathering such blomolecular machinery was developed with the
alm of incremsing product yield and reducing byproduect formati
without the need to knock out endogenous genes; this stiategy could also
be emploved in & rime-controllable fashion and potentially control
metabolic flux. The stable protein aggregation using a Ught-lndoced
transition (SPLIT) tool designed by Reed et al. promoted the conden.
sation of proteing upon light stimulus within seconds of a single 405 nm
light pulse, but the membraneless organelles did not disassemble in the
daik, This system was based on the RGG domain of Cacnorbitis elegans
and MBP of Escherichia coll, separated by the light-cleavable PhoCl(Reed
et al, 2020), The OptoDroplet/OptoCluster (Taslmi ot al, 2014; Shin
etal, 2017) and PIXELL (Dloe «t ol 2018) systems fused the FUS proteln
to light-responsive domains (Shio ez al, 2017). OproDroplet used FUS™.
CRY2 fusion proteins, which p d a great capacity to altermate
between the clustered and dlﬁused states, while OptoCluster included a

upxss)on of a gene of interest, regulating and redirecting specific
pathways, or reducing the formation of byproducts and toxic
intermediates.

6. Conclusions

In the context of bioprocess development, optogenetics represents a
fine addition to the yeast genetic toolbox. The growing interest for this
topic has given rise m a wide range of studies employing this technique
for regulating Hulas po in lab y-scale fermen-
tation, In this review, we have covered different aspects of the whole
process, from selecting an appropriate optogenetic system, genetically
engineering this toolbox into yeast strains, and selecting the appropriate
light and growth conditions in order to achieve diverse blotechnological
goals, We have presented new possibilities for applving the existing
knowledge in this feld into new processes, as well as possible paths for
future studies that alm to develop optogenetic processes at commercial
scales. The scale-up and application of optogenetic systems to industrial-
scale fermentation is bound to become a reality ln the upconiing future
and should foster the development of new bloreactors, as well as up-

and d i hinologies, in addition to reducing
the costs and ehunital waste o( induced biotechnological processes.
Finally, the advantages of yeast-based manufacturing processes along
with the pew prospects brought by light-induced systems should
contribute to the development of blotechnological processes that further
expand the lmits of heterologous proteln production and metabolic
engineering,
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