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Resumo

Komagataella phaffii (anteriormente conhecida como Pichia pastoris) é uma
levedura considerada como uma das mais importantes plataformas disponiveis para
producéo de proteinas e metabdlitos em larga escala da atualidade, devida a sua alta
produtividade e facil controle dos parametros fermentativos. Sua caracteristica
fisiolégica mais distinta é a capacidade de usar metanol como fonte Unica de carbono
gracas a hiperexpressdo do gene AOX1 que codifica para a enzima peroxissomal
alcool oxidase 1. O promotor Paox1 permite a alta expressdo com controle finamente
regulado pela concentragdo de metanol, 0 que o tornou o sistema de expressao
recombinante mais utilizado neste organismo. No entanto, a maior limitacdo deste
sistema no contexto de bioprocessos industriais € o fato do metanol ser altamente
téxico e inflamavel. Faz-se necessario o desenvolvimento de um sistema de inducéo
da expressao génica baseado em um agente indutor atoxico, preferencialmente nédo
consumido pela célula, a fim de diminuir os custos de producédo em larga escala.

Neste trabalho foram testados dois mecanismos de controle de expressao: a
nivel transcricional, pelo sistema GAL proveniente de S. cerevisiae buscando a
inducéo da producgéo da proteina recombinante fluorescente verde (GFP) sob controle
do promotor PgaL1 regulado por galactose e o sistema de controle de expresséo a nivel
traducional utilizando um riboswitch controlado por tetraciclina buscando inibir a
producdo das proteinas B-galactosidase e Ku70p. Os resultados demonstraram
sucesso na utilizacdo do riboswitch como mecanismo de controle da producéao de
proteina em K. phaffii com facil aplicacdo e potencial grande impacto na aplicacéao

deste sistema em larga escala.

Palavras chave: Komagataella phaffii; riboswitch; tetraciclina; aptamero; controle

de expresséao génica;
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Abstract

Komagataella phaffii (formerly Pichia pastoris) is considered one of the
most important platforms available for large-scale production of proteins and
metabolites today, due to its high productivity and easy control of fermentative
parameters. Its most distinctive physiological feature is the ability to use methanol
as a sole carbon source, achieved through the hyperexpression of the AOX1
gene encoding the peroxisomal alcohol oxidase enzyme. The Paoxi promoter
allows high expression with finely regulated control by methanol concentration,
making it the most widely used recombinant expression system in this organism.
However, the main limitation of this system in the context of industrial
bioprocesses is the highly toxic and flammable nature of methanol. The
development of a gene expression induction system based on a non-toxic inducer
agent, preferably not consumed by the cell, is necessary to reduce production

costs on a large scale.

In this work, two expression control mechanisms were tested: at the
transcriptional level we used the GAL regulation system from S. cerevisiae to
control the transcription of the green fluorescent protein (GFP) under the control
of the PcaL1 promoter regulated by galactose. At the translational level,
expression control was achieved using a tetracycline-controlled riboswitch aiming
to inhibit the production of B-galactosidase and Ku70p proteins. The results
demonstrated success in using the riboswitch as a mechanism for controlling
protein production in K. phaffii with easy application and significant potential
impact on the application of this system on a large scale.

Keywords: Komagataella phaffii; riboswitch; tetracycline; aptamer; translational

control of gene expression.
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1. Introducéo

1.1 A crescente demanda por inovacao e produtos biotecnolégicos

Biotecnologia é definida como a exploracdo de processos biologicos para
propdsitos industriais, utilizando manipulagBes genéticas de microrganismos
para producado de produtos de interesse variados. (Dicionario Oxford, 32 edicao,
2018). Em especial, considera-se que o desenvolvimento de tecnologias de
producdo de biocombustiveis e biofarmacos estdo entre as prioridades
humanitarias modernas. A crescente demanda energética, necessidade de
transicdo de matriz energética, os altos custos de desenvolvimento e producao
de novas drogas, acesso universal a saude e elevacao dos custos de producéo
tradicionais impulsionam os investimentos nesta area (ACHARYA 2004). Neste
contexto, a biologia sintética e a biotecnologia industrial ganham destaque e
fazem parte do ecossistema de Bioeconomia, que promove a criagcdo de
produtos, servicos, empresas e marcos regulatérios necessarios para que estas
tecnologias sejam utilizadas de forma estratégica e possam alcancar a
populacdo (CLARKE 2020).

1.2 Biologia sintética e engenharia metabdlica

A biologia sintética compreende um conjunto de tecnologias que combina
partes biol6gicas de maneira a construir genes, proteinas, vias metabdlicas e/ou
organismos completamente novos (CHURCH et al., 2014). E uma area
multidisciplinar, abrangendo a biologia computacional e molecular, a engenharia
metabdlica e a biologia de sistemas com o objetivo de criar ou conferir uma nova
fungéo a um organismo, desenhando circuitos com elementos que se combinam
para atingir a resposta desejada. Esta resposta pode ser uma adaptacao de vias
metabdlicas existentes ou até a criagdo de circuitos e organismos
completamente novos (JENSEN; KEASLING, 2015; PICATAGGIO, 2009).

As aplicacbes deste tipo de tecnologia incluem a construcdo de
organismos capazes de sintetizar moléculas de interesse comercial, como
biocombustiveis, farmacos ou intermediarios de industrias quimicas e
alimenticias (D’ESPAUX et al., 2015; DHAMANKAR; PRATHER, 2011;
GALANIE, 2015). Como exemplos de aplicacfes da biologia sintética em K.
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phaffii, pode-se citar a construcdo de enzimas semissintéticas que modificam o
padrdo de glicosilacédo da levedura e construcdes policistronicas de até 9 genes
(GEIER et al., 2015a; VOGL; HARTNER; GLIEDER, 2013). O sistema CRISPR-
Cas9 também foi utilizado no nocaute eficiente de genes em K. phaffii
(WENINGER et al., 2016, 2018).

Construcdes de DNA usadas em biologia sintética podem incluir diversas
enzimas, sitios de ligacéo e proteinas regulatorias, fatores de transcricdo e até
polimerases sintéticas, compondo grandes extensbes de DNA (NIELSEN;
SEGALL-SHAPIRO; VOIGT, 2013; PINHEIRO et al., 2012). Para permitir a
correta montagem destes grandes cassetes de expressao heterologa, foi
necessario um grande esforco no desenvolvimento de novas tecnologias.
Classicamente, diferentes fragmentos de DNA eram unidos através de reacdes
mediadas por enzimas de restricédo e ligases. No entanto, esta metodologia pode
ser bastante demorada e relativamente dificil dependendo dos sitios de restricéo
utilizados. Sendo assim, na ultima década, novos sistemas de clonagem foram
disponibilizados, podendo ser divididos em quatro classes principais: baseados
em enzimas de restricdo (ex.: Bio-Brick e Golden Gate); reacfes com sequéncias
de homologia in vivo (ex.. recombinacdo associada a transformacdo em
leveduras e bactérias) e in vitro (ex.:Gibson Assembly); e com anelamento de
oligonucleotideos (ex.: LCR — Ligase Chain Reaction e CPEC - reacdo de
polimerase circular) (QUAN; TIAN, 2011 ; GOMES et al., 2018).

Dessa forma, para adaptar K. phaffii ao uso como uma plataforma de
biologia sintética sdo necessarias ferramentas que permitam a rapida montagem
de grandes e complexas sequéncias de DNA, controle especifico da expresséo
génica e facilidade na obtencéo de clones geneticamente modificados.

1.3 A levedura Komagataella phaffii

Komagataella phaffi é uma levedura metilotrofica utilizada
comercialmente desde a década de 70, primeiramente servindo como fonte de
proteina para racdo animal. Anteriormente era chamada de Pichia pastoris até
sua reclassificacdo ao género Komagataella em 1995. O genoma de trés cepas
de K. phaffii ja foram sequenciados e dados sobre genes identificados e putativos

estdo disponiveis nas bases de dados do site www.pichiagenome.org e no banco
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de dados GenBank sob o nimero de acesso GCA_000027005.1 (KUBERL et al.,
2011; MATTANOVICH et al., 2009; DE SCHUTTER et al., 2009).

Desde entdo, com o avanco da tecnologia do DNA recombinante, esta
levedura tem sido cada vez mais utilizada como plataforma eucariética para a
producdo de proteinas heterdlogas (CEREGHINO, 2000; LI et al., 2007).
Atualmente duas linhagens (X-33 e GS115) sdo comercializadas como
plataformas de expressao de proteinas pela empresa Invitrogen (Madison, EUA).
O crescimento a altas densidades celulares, a capacidade de realizar
modificagbes poOs traducionais similares a ceélulas de mamiferos e seu
desenvolvido sistema de secrecdo de proteinas tornam esta levedura uma boa
opcao neste tipo de aplicacdo (AHMAD et al., 2014). K. phaffii ja foi utilizada
como plataforma de expressdo de diversas enzimas, peptideos, proteinas
bacterianas, proteinas virais e anticorpos humanos (ARAUJO et al., 2015;
BAGHBAN et al.,, 2019; CELIK; CALIK, 2012; MACAULEY-PATRICK et al.,
2005).

Além de sua aplicacdo na producao de proteinas heterélogas, K. phaffii
também tem sido utilizada na producdo de outras moléculas de interesse
comercial, como a riboflavina, S-adenosil-metionina, licopeno e B-caroteno
(ARAYA-GARAY et al., 2012; HE et al., 2006; MARX; MATTANOVICH; SAUER,
2008). K. phaffii também possui potencial para a producdo de metabdlitos
secundarios gracas ao forte fluxo na via das pentoses fosfato e ao seu
metabolismo fortemente aerdbico, que ocorre mesmo em grandes
concentracfes de substrato pois ndo sofre influéncia do efeito Crabtree (ATA et
al. 2021). Isso a favorece como plataforma de producéo pois nao diverge seu
fluxo metabdlico a producdo de etanol como no caso da levedura
Saccharomyces cerevisiae (POTVIN; AHMAD; ZHANG, 2012; SOLA et al.,
2004). Sendo assim, o numero de estudos publicados com este microrganismo
ganhou grande impulso desde a década de 1990 (Figura 1), fazendo com que
se intensificasse o desenvolvimento de novas ferramentas para manipulacéo
genética, técnicas de aumento da eficiéncia no cultivo e novas frentes comerciais

utilizando K. phaffii.
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Figura 1: O aumento do interesse pelo uso comercial de K. phaffii gerou o
crescimento do numero de artigos cientificos publicados. Periodo de pesquisa:
1975 a 2024. Os termos de pesquisa utilizados estdo indicados acima dos

respectivos graficos. Fonte: PubMed (NCBI).

1.4 Ferramentas para a manipulacédo genética de K. phaffii

As técnicas de manipulacdo genética empregadas em K. phaffii sdo
majoritariamente baseadas no uso de vetores integrativos, muito utilizados na
expressdo heterdloga de proteinas e que apresentam como vantagem a
estabilidade das construcbes. O uso de vetores epissomais, embora menos
comum, apresenta maiores eficiéncias de transformacédo e permitem o manejo
em K. phaffii de forma mais versétil (CAMATTARI et al., 2016).

Os vetores disponiveis atualmente permitem o uso de marcas de selecao
como a resisténcia aos antibioticos zeocina, higromicina e G418 ou a auxotrofia
para diversos aminoacidos e bases nitrogenadas (DROCOURT et al., 1990;LIN-
CEREGHINO et al., 2001, 2008;NETT et al., 2005; YANG et al., 2014). Novas
marcas de selecdo tém sido desenvolvidas para reduzir a dependéncia dos
vetores existentes e buscar sistemas mais eficientes. Exemplos sdo o gene
FLD1, que confere resisténcia da levedura ao formaldeido, e o gene da toxina
mazF usado em contrasselecéo (SUNGA; CREGG, 2004; YANG; JIANG; YANG,
2009). O gene amdS de Aspergillus nidulans também ja foi empregado em K.

phaffii e € um exemplo de marca de selecdo dominante que nao requer uso de
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antibiotico. O gene confere a levedura a habilidade de usar acetamida como
fonte de nitrogénio e ao mesmo tempo é responsavel por um efeito de
contrasselecdo em meio de cultura contendo fluoroacetamida, onde linhagens
gue possuirem a marca amdS morrem na presenca deste composto (PIVA et al.,
2018). Outro exemplo de marca de selecdo que permite contrasselecdo é o gene
URA5, uma marca auxotrofica que permite a selecdo em meio minimo sem
uracila. A contrasselecéo é realizada com o acido 5-fluorético (5’-FOA), que é
convertido em um composto téxico quando a enzima codificada pelo gene URA5S
esta presente (NETT; GERNGROSS, 2003).

Um sistema também adaptado de S. cerevisiae utiliza a via de sintese de
adenina como marca de selecéo. Linhagens com a delecao do gene ADE2, que
codifica a enzima fosforibosil aminoimidazol carboxilase (EC 4.1.1.21), ja sao
utilizadas comercialmente em K. phaffii devido a sua auxotrofia para adenina
(PichiaPink Expression Kit, Invitrogen). Este gene catalisa a sexta etapa da
biossintese das purinas e causa o acumulo de 5-fosforibosil 5-aminoimidazol
(AIR), um composto avermelhado que leva a colonias com esta coloragéo
(GEDVILAITE; SASNAUSKAS, 1994). Dessa forma, colbnias com este gene
deletado serdo avermelhadas, e colénias que receberem o gene nativo como
marca de selecao auxotréfica, além de recuperarem a prototrofia, voltardo a ser
brancas. Este sistema pode ser utilizado na andlise de estabilidade de
plasmideos e do numero de copias integradas na levedura (DU; BATTLES;
NETT, 2012). Em S. cerevisiae, a delecdo de genes de enzimas que atuem antes
da fosforibosil aminoimidazol carboxilase na via de sintese de adenina, como o
gene ADE3, evita a acumulagcéo do composto vermelho e faz com que linhagens
ade2 ade3 sejam brancas (UGOLINI; CV, 1996). A delecdo completa do gene
ADE3 em S. cerevisiae também causa auxotrofia para o aminoacido histidina,
provavelmente devido ao acumulo de intermediarios com acdo regulatoria
(REBORA; LALOO; DAIGNAN-FORNIER, 2005). Estirpes de K. phaffii com
multiplas auxotrofias estéo disponiveis, como a GS200 (arg4 his4), Jc227 (adel
arg4), Jc 300 (adel arg4 his4) e Jc308 (adel arg4 his4 ura3).

E notavel que muitas das ferramentas de manipulacdo genética desta
levedura foram adaptadas de S. cerevisiae. Inicialmente, os plasmideos
utilizados em K. phaffii carregavam as origens de replicacdo de plasmideos

desenvolvidos para S. cerevisiae e as estratégias de transformacao e integracéo
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gendmica eram similares. No entanto, a levedura S. cerevisiae possui um
sistema de reparo por recombinacdo homologa ativo e ja bem caracterizado na
literatura, diferentemente de K. phaffii que utiliza majoritariamente o sistema de
recombinacdo ndo homologa (non-homologous end-joining), causando
integracdes ndo especificas e reduzindo a eficiéncia da transformacgéo
(SCHWARTZ et al.,, 2017). Sendo assim, a utilizacdo de estratégias de
integracdo por recombinacdo homologa requer extenso trabalho de selecéo de
transformantes e confirmacao da integracéo no loci correto. Mesmo com estes
percalcos, novas técnicas tém permitido uma eficiente manipulacdo genética de
levedura, como a montagem de vetores in vivo utilizando sequéncias homologas
maiores que em S. cerevisiae (CAMATTARI et al., 2016; YU et al., 2012). Um
importante avanco veio com a recente delecdo do gene KU70, que codifica para
uma proteina envolvida no mecanismo de reparo de danos na dupla fita do DNA,
permitindo reduzir a taxa de recombinacio nédo especifica (NAATSAARI et al.,
2012; SCHWARTZ et al., 2017; WENINGER et al., 2018). Porém, resultados
posteriores demonstraram que a delecdo permanente de KU70 traz
consequéncias deletérias as linhagens, como instabilidade gendmica e baixa
taxa de crescimento (NAATSAARI et al., 2012). Alternativas como o sistema
CRISPR-Cas9 estdo sendo desenvolvidas para tentar aumentar a taxa de
sucesso de integracao direcionada de sequéncias heterdlogas (TKACHENKO et.
al, 2023).

Novas alternativas para utilizacdo desta levedura incluem diversas
estratégias para o aumento do nivel de transcricdo de genes, a construcdo de
bibliotecas de promotores e de fatores de transcricdo, até a insercdo de vias
inteiras em uma so etapa de transformacdo (HARTNER et al., 2008; VOGL et
al., 2014). Neste contexto, destaca-se o0 uso da sequéncia 2A proveniente do
Picornavirus (familia Picornaviridae), que permite a utilizacdo de cassetes
policistrdbnicos em células eucariéticas. Esta estratégia consiste na insercao de
uma sequéncia de 66 nucleotideos entre as regides codantes de 2 ou mais genes
controlados por um Unico par promotor-terminador. Com isso, durante a traducéo
do mRNA policistrénico, a sequéncia viral de 22 peptideos produzida passa por
um processo de deslizamento do ribossomo (ribosome skipping), que resulta na
quebra das proteinas e liberacdo dos produtos de cada gene especifico

(HOEFGEN et al., 2018). Sendo assim, € possivel fazer a insercdo de multiplos
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genes em uma unica etapa de transformacéo, eliminando a necessidade de
utilizacdo de mdultiplos promotores, terminadores e marcas de selecdo. Esta
estratégia se mostra bastante interessante em situacfes em que se quer inserir
ou modificar vias metabdlicas que requerem diversas etapas de processamento.
Além disso, atualmente a escassa quantidade de promotores e terminadores
caracterizados para uso em K. phaffii restringe o nimero de modificacdes

genéticas possiveis.

1.5 Controle de expressao génica e promotores utilizados em K. phaffii

K. phaffii ja foi utilizada para expresséao de mais de 5.000 proteinas segundo
dados disponiveis em http://www.pichia.com (XU et al., 2018). A maioria dos
sistemas de expressdo utiliza o promotor Pcap (gliceraldeido 3-fosfato
desidrogenase) para ativacdo constitutiva da transcricdo e o Paoxi (@lcool
oxidase I) induzivel por metanol (VOGL; GLIEDER, 2013). Estas sequéncias séo
conhecidas pelo seu restrito controle da transcricdo e por sua forte inducéo a
partir da sinalizagdo por carboidratos e metanol, respectivamente. Outras
sequéncias induziveis foram reportadas como o Prpi, promotor do gene
codificador da enzima formaldeido desidrogenase dependente de glutationa,
dihidroxiacetona sintase (Ppas), 0S promotores ativados em baixa concentragao
de glicose (Pc1) e reprimidos por glicerol (Pcs) (PRIELHOFER et al., 2013; SHEN
et al., 1998; TSCHOPP et al., 1987). Além dos promotores induziveis, outros
promotores constitutivos ja foram testados, sendo eles o promotor do fator de
elongamento da traducdo (Pter1) (STADLMAYR et al., 2010) e o promotor da
GTPase (Pyrr1) (SEARS et al., 1998). No entanto, estes promotores ndo séo
amplamente utilizados devido a problemas relacionados a forca de expresséo,
condi¢cBes para inducao e o rigor na regulacdo da transcricdo. Por exemplo, o
PrLp1 necessita ndo somente de metanol como Unica fonte de carbono para sua
inducdo, mas também de sulfato de aménio — (NH4).SOs— como fonte de
nitrogénio. Ja no caso de Pg1 € Pge, assim como em outros promotores, a forca
do promotor ndo suporta os altos niveis de expressdo requeridos para a
producdo em larga escala de proteinas heteréloga (AHMAD et al., 2014; SHEN
et al., 1998).
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A utilizacdo do promotor correto para as condicfes de expressao da proteina
recombinante é fundamental, pois um promotor fraco ird produzir poucos
transcritos e por consequéncia o rendimento proteico sera reduzido. Por outro
lado, um promotor excessivamente forte pode produzir uma sobrecarga
metabolica na célula, diminuindo a taxa de crescimento celular, aumentando o
acumulo de proteinas mal dobradas e a producéo de proteinas (GOMES et al.,
2018). De forma a dirimir este problema, considera-se que a utilizacdo de um
promotor constitutivo ou de um promotor induzivel, permite o controle da
quantidade de proteinas em determinadas condi¢cfes. No entanto, nos casos em
que se deseja inserir multiplos genes de uma via metabdlica na levedura, a
utilizacdo de multiplos promotores e terminadores se torna tecnicamente
desafiador. A proporcionalidade de cada proteina de uma via metabdlica é
cuidadosamente controlada por uma célula e replicar este mecanismo
transcricional complexo com precisao ainda nédo se faz viavel. A fim de contornar
este problema, tentativas de utilizacdo de metodologias de embaralhamento
aleatorio de cassetes monocistrénicos se mostraram pouco eficientes em muitos
casos (GEIER et al.,, 2015; KIM et al., 2013; SHAO; ZHAO; ZHAO, 2009).
Estudos mais aprofundados de caracterizacdo de novas sequéncias promotoras
e da utilizacdo de cassetes de expressao policistronicos se fazem necessarios
para permitir a utilizacdo de grandes sequéncias de DNA recombinante em K.
phaffii (GEIER et al., 2015b; HOEFGEN et al., 2018). Sendo assim, sistemas de
regulacdo da expressdo génica de S. cerevisiae podem ser testados em K.
phaffii, que permitiria a ampliacdo do numero de ferramentas disponiveis para

esta levedura.

1.6 O sistemade expresséo génicaregulado por galactose em S. cerevisiae

Uma das mais importantes estratégias utilizadas para producao
heter6loga de proteinas em S. cerevisiae é baseada no seu sistema de
expressdo regulado por galactose. A familia de genes GAL em S. cerevisiae
consiste em trés genes regulatorios (GAL4, GAL 80 e GAL3) e cinco genes da
via metabdlica (GAL1, GAL2, GAL7, GAL10 e MEL1), que em conjunto permitem
esta levedura o uso de galactose como fonte Unica de carbono (LOHR et al.,

2016). O gene regulatério GAL4 codifica um fator de transcricdo chamado Gal4p,
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gue se liga a sequéncia de ativacdo da transcricdo (em inglés, UAS) dos genes
GAL como um homodimero e inicia o recrutamento do complexo mediador da
RNA polimerase I, iniciando a transcricdo (KANG; MARTINS; SADOWSKI,
1993; SELLECK; MAJORS, 1987; TRAVEN; JELICIC; SOPTA, 2006). Os genes
da familia GAL podem apresentar mdultiplos sitios de ligacdo para Gal4p,
permitindo um controle fino da expressao destes genes. Ja o gene GALS80
codifica para uma proteina repressora, Gal80p, que se auto associa para a
formacdo de um homodimero, ganhando a capacidade de ligar-se a Galdp e
impedindo sua ligagdo ao DNA, consequentemente prevenindo o recrutamento
do complexo, levando a impossibilidade de transcricdo dos genes GAL
(PANNALA et al., 2010). Gal3p é um transdutor de sinal que interage com Gal80p
em resposta a galactose. Sua atividade é dependente de ATP e galactose, para
que consiga se ligar a Gal80p (PENG; HOPPER, 2000). Ja a proteina Gal2p &
uma permease de membrana que € responsavel pelo transporte de galactose
para o citoplasma (KRUCKEBERG, 1996; SELLICK; CAMPBELL; REECE,
2008). O sistema est4 demonstrado na Figura 2.

Ao contrario de S. cerevisiae, K. phaffii ndo metaboliza este carboidrato
(Jiang et al., 2015), pois ndo possui a maquinaria enzimatica necessaria para tal.
Um sistema de expressao induzido por galactose representaria uma alternativa
mais segura que o sistema induzivel por metanol. Além disso, também é uma
opcdo mais econdmica, uma vez que as quantidades necessarias para a indugao
seriam bastante reduzidas, ja que a levedura néo seria capaz de degradar o
indutor. No entanto, para que este sistema seja utilizado em K. phaffii, devem
ser incorporados ao genoma desta levedura os quatro genes do regulon GAL de
S. cerevisiae. Porém, em S. cerevisiae, cada um destes genes possui
promotores especificos com forcas de expresséao diferenciadas entre si. Desta
forma, integrar maltiplos genes em K. phaffii representa um grande desafio, uma
vez que sdo necessarios varios loci para a insercdo dos genes e o controle fino
e balanceado da expressao de cada gene. Assim, cria-se um grande desafio de
engenharia metabdlica e a utilizacdo do cassete policistrbnico se mostra a
estratégia mais adequada para esta situagdo, pois reduzira a complexidade total

da construgéo.

21



Galactose

[
Il ® feedback
<+— Gal2p <«
@ feedback
Gal3p +
g — ld—ATP
= Gal3p*
j
|
e (O feedback

Gal80p
|

N

PGALBD
Galdp [~ GAL80| —

1 Pews
Gal8op — Galap [~ GAL3| —

—_I_ Popiz
Gap [ > [o2] —

\ Galap |—> eGFP /

Figura 2. Representacdo gréfica do circuito genético ativado por galactose. A

Ntcleo

galactose é capaz de ativar a transcricdo de genes controlados por promotores da
familia GAL. A presenca de galactose leva a fosforilagdo de Gal3p que sequestra
Gal80p e impede sua migracdo ao nucleo. A auséncia de Gal80p no nucleo permite a
ativacdo da transcricdo dos genes GAL por Gal4p. Para provar que o circuito genético
é funcional em K. phaffii, a proteina eGFP foi clonada sob controle do promotor PgaL1

para que seja transcrita na presenca de galactose.

1.7 Aptameros como sequéncias controladoras de expressdo génica e
proteica
Aptameros séo sequéncias sintéticas de DNA que possuem a capacidade de
se dobrar em uma estrutura tridimensional e ligar-se ndo covalentemente com
alta especificidade e afinidade a uma molécula alvo (DEROSA, 2016). Estas
sequéncias podem ser sintetizadas aleatoriamente in vitro e posteriormente
selecionadas de acordo com sua afinidade pela molécula alvo ou podem ser

desenhadas com o auxilio de softwares de predicdo de estrutura tridimensional
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(TUERK, 1990). A técnica mais utilizada ganhou o acrénimo SELEX (do inglés
Systematic Evolution of Ligands by EXponential enrichment) e consiste em trés
etapas: i) criacdo das bibliotecas de oligonucleotideos que podem conter até 106
sequéncias candidatas. Estas sequéncias possuem uma regido aleatéria
flanqueada por duas regides conhecidas. As regides aleatérias serdo testadas
por sua afinidade ao alvo. Estes oligonucleotideos podem ser marcados por
fluoréforos, radioisétopos ou outra molécula que permita sua recuperacao; ii) a
fase de recuperacdo das sequéncias que interagiram com a molécula alvo e; iii)
amplificacéo por PCR das sequéncias recuperadas permitindo a criacdo de uma
grande massa necessaria para as etapas subsequentes de teste e
caracterizacdo (DEROSA, 2016). Estas trés etapas podem ser repetidas
extensivamente, com modificagdo das condi¢cdes de incubacdo entre alvo e
oligonucleotideos, a fim de se obter um grau maior de rigor na selecdo dos
aptameros.

Uma vez feita a selecdo dos aptameros, estas pequenas sequéncias podem
ser rapidamente aplicadas para ligagdo com diversos tipos de ligantes, como por
exemplo: toxinas, antibidticos, marcadores moleculares, drogas, metais
pesados, deteccdo de estirpes bacterianas dentre outros (MCKEAGUE, 2015).
A vantagem desta metodologia em relacédo a outras mais amplamente utilizadas,
como as tecnologias baseadas em interagfes com anticorpos, esta no seu baixo
custo e mais facil aplicabilidade. Os aptameros ndo necessitam de cultivo de
células ou insumos bioldgicos de alto custo para sua producdo e podem ser
produzidos in vitro em larga escala, com minimas variacées entre lotes. Além
disso, a vida util dos aptameros é maior que a de anticorpos e sdo mais estaveis
mesmo apos exposicdo a condigcbes impréprias de armazenamento, pois
possuem capacidade de renaturacdo mesmo apés altas temperaturas ou
desidratacéo (SMITH, 2007; ROHLOFF, 2014).

Os aptametros também podem ser utilizados para a construcdo de
riboswitches, que sdo sequéncias inseridas na regido 5’-UTR de mRNAs que
exercem funcéo regulatoria sobre a transcricdo ou traducdo dos alvos. Este
mecanismo ocorre através da interacao reversivel do ligante, geralmente uma
pequena molécula, que causa uma mudanca da estrutura tridimensional do RNA,
impedindo que as proteinas do maquinario celular reconhegcam e processem

corretamente a sequéncia (Figura 3).
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Figura 3: Mecanismo de agdo de um riboswitch. A) Os aptadmeros sé&o inseridos
no mRNA para criar uma sequéncia que serve de sitio de ligagcdo para uma
molécula. Este sistema pode ser utilizado para ativar a transcricdo (esquerda),
traducdo (centro) ou splicing (direita). B) O riboswitch também pode ter funcao
inibitéria parcial ou total, caso a sequéncia seja inserida em uma regido
controladorado mRNA, como sitios de ligacao de ribossomos. Retirado de: Kavita
& Breaker, 2023. Doi: 10.1016/j.tibs.2022.08.009.

Sendo assim, 0s aptameros estdo ganhando cada vez mais atencdo da
comunidade cientifica por sua flexibilidade de aplicagdo em diversos ramos.
Atualmente ha uma escassa disponibilidade de vetores e linhagens comerciais
para K. phaffii, apesar de sua relevante importancia biotecnolégica e, portanto,
€ altamente desejavel que se faca o0 melhoramento genético e criacdo de novas
linhagens desta levedura, visando a otimizacdo da producdo de proteinas
recombinantes e outras moléculas de grande interesse econdémico.

O atual sistema de expressdao heter6loga de proteina é baseado
majoritariamente no promotor Paoxi, que como dito anteriormente, apresenta
algumas desvantagens. Neste trabalho, tratamos do desenvolvimento de duas

novas linhagens de K. phaffi onde uma possui um sistema regulavel de
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expressao génica baseado no regulon GAL de S. cerevisiae e a outra possui um

sistema de controle da expresséo proteica baseado em um riboswitch construido

por aptameros sensiveis a tetraciclina.

2. Objetivos

a) Desenvolver uma linhagem de K. phaffii com um sistema de controle de

expressdo génica baseado no regulon GAL de S. cerevisiae.

Objetivos especificos:

Vi.

Vii.

Construir vetor contendo gene reporter eGFP (enhanced green
fluorescent protein) sob controle do promotor Pgai1;

Amplificar as regides codificantes do regulon GAL de S. cerevisiae
(GAL2, GAL3, GAL4, GAL80);

Montar os genes do regulon GAL em um cassete de expresséo
policistronico sob controle do promotor Pter1 de S. cerevisiae e
contendo a marca de selecdo dominante G418R;

Integrar o cassete do regulon GAL no locus do gene AOX1;

Testar os fenétipos dos clones obtidos;

Detectar atividade de eGFP em meio contendo galactose e glicerol;
Avaliar a concentracdo 6tima de galactose para inducédo do promotor

PcaLi;

b) Desenvolver uma linhagem de K. phaffi com um sistema de controle de

expressao proteica baseado no riboswitch sensivel a tetraciclina.

Objetivos especificos:

Clonar o gene KU70 da linhagem GS115 de K. phaffii em um vetor
epissomal com suas sequéncias promotoras e terminadoras;

Clonar o gene lacZ em um vetor epissomal para utilizacdo como
gene reporter;

Inserir os aptameros nas regides promotoras dos genes KU70 e lacZ
para testar controle da expresséao das proteinas;

Criar um mecanismo de deteccao por western blotting para a
proteina Ku70p;
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V.

Avaliar condicdes de inibicdo da expresséao proteica com exposicao a

tetraciclina com as proteinas Ku70p e a enzima [3-galactosidase;
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2. Estratégia
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Figura 4: Fluxograma de trabalho para montagem das linhagens de controle da expresséo génica e proteica em K. phaffii.



3. Materiais e Métodos

41. Células

Bactérias:
e Escherichia coli XL10-gold (Agilent Technologies, EUA): Tet" A(mcrA)183,
A(mcrCB-hsdSMR- mrr)173, endAl, supE44, thi-1, recAl, gyrA96, relAl,
lac, Hte [F proAB lacl9ZAM15 Tn10 (Tet") Amy Cam']

e DH10-alpha (Thermo Fischer Scientific, EUA): F,mcrA,A(mrr-hsdRMS-

mcrBC), ®80dlacZAM15,
AlacX74,endAl,recAl,deoR,A(ara,leu)7697,araD139,galU,galK,nupG, rp
sL, A

Leveduras:

e Komagataella phaffii GS115 (ATCC20864)
e Komagataella phaffii X-33 Aku70::amdS

4.2. Meios de cultivo

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

O pH foi ajustado para 7,2. Para o meio solido, foi adicionado agar 1,5% (p/v). O
meio foi esterilizado por calor umido em autoclave. Quando necessario, foram
utilizados os antibidticos zeocina a uma concentracdo final de 25 pg/mL,

ampicilina 100 pg/mL ou kanamicina 100 pg/mL.

SOB
Extrato de levedura 0,5% (p/v)
Triptona 2% (p/v)
NacCl 0,5% (p/v)
KCI 0,2% (p/v)
MgClz 10 mM
MgSOa4 10 mM



O pH foi ajustado para 7,5. Solu¢des de MgCl> e MgSO4 na concentracao de 1M
foram filtradas com membranas de poro 0,22 um para esterilizacdo e
adicionadas ao meio esterilizado por calor umido em autoclave para a

concentracéo final de 10mM.

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

Para o meio sdlido, foi adicionado agar 2% (p/v). Quando necessario, foram
utilizados os antibiéticos Zeocina a uma concentracao final de 100 pg/mL e G418
200 pg/mL.

MEIO MINIMO (MM)
YNB com Sulfato de Amonio 1,34% (p/v)
Biotina 4x10°% (p/v)

Para o preparo, foram feitas solu¢des estoque de cada reagente e a mistura foi
feita em ambiente asséptico. O meio minimo foi suplementado com sorbitol ou
galactose na concentracdo indicada. As solucdes estoque utilizadas foram

esterilizadas por filtracdo com filtro de nitrocelulose 0,22 um (Millipore).

4.3Solucdes
4.3.1 Solucdes para eletroforese em gel de poliacrilamida
Acrilamida:bisacrilamida: 29% acrilamida; 1% bisacrilamida.
1,5M Tris-HCI pH 8,8
1M Tris-HCI pH 6,8
10% saédio dodecilsulfato
10% perssulfato de aménio (armazenada a -20 °C até o momento de uso.)
Tampao de amostra desnaturante 5X: Tris-HC|I 60mM (pH 6,8)
SDS 2% (p/v)
B-Mercaptoetanol 14,4 mM



4.3.2

Glicerol 25% (v/v)
Azul de bromofenol 0,1% (p/v)
Tampao de corrida: Tris-Glicina 10X (250 mM Tris-HCI ; 1,9 M)
Solucéo de lise: 50 mM Tris-HCI pH 8,0
Tween 20 1,25% (v/v)
0,04% (v/v) Complete Protease Inhibitor Cocktail
(Roche)
Solucéo corante: Comassie brilliant blue G-250 0,2% (p/v)
Metanol 30% (v/v)
Acido acético glacial 7% (v/v)
Solucédo descorante: Metanol 30% (v/v)

Acido acético glacial 7% (v/v)

Western Blotting
Tampao de transferéncia: 25 mM Tris-HCI

190 mM Gilicina
SDS 0,1 % (p/v)
Metanol 20 % (v/v)

Tampao de incubacao (TBST): 20 mM Tris-HCI pH 7,5
150 mM NacCl
Tween 20 0,1 % (v/v)

Solucéo de blogueio de membrana: Leite em pé integral reconstituido em

tampéo TBS-T 5% (p/v)

4.3.3

Preparo de DNA plasmidial por lise alcalina
Solucéo I: Tris-HCI 25mM (pH 8,0)
EDTA 10 mM (pH 8,0)
Solugéao II: 200mM NaOH
SDS 1% (p/v)
Solucédo preparada no momento de uso.
Solucdo llI: Acetato de Sodio 3M
Acido acético 2M
O pH foi ajustado para 5,0.



4.3.4 Eletroforese em gel de agarose
Brometo de etidio: EtBr 10 mg/mL
Tampao Tris-acetato-EDTA (TAE) 50X: Tris 2M
Acido acético glacial 1M
EDTA 0,05 M (pH 8,0)

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

4.3.5 Antibidticos
e Zeocina 100 mg/mL (Thermo Fischer)
e Kanamicina (50mg/mL): Dissolvida em agua destilada e esterilizada por
filtrac&o.

e Tetraciclina (LmM): Dissolvida em etanol 99,5% (v/v).

As solucdes de antibidticos foram mantidas em aliquotas a -20 °C até o

momento de utilizacao.

4.4 Preparo de células bacterianas competentes por choque térmico

As células de E. coli competentes foram preparadas para transformacéo
por choque térmico. XL10-gold ou DH10-alpha foram semeadas em meio LB
agar a partir de um estoque armazenado a - 80 °C e incubadas por 16 h a 37 °C.

Uma col6nia isolada da bactéria foi inoculada em 10 mL de meio SOB em
um frasco Erlenmeyer de 125 mL e incubada a 200 rpm e 37 °C por 16 h. A
leitura da DOeoo foi feita e o volume de células necessario para um inoculo de
0,05 DOsoo em 100 mL de meio SOB foi feito e incubado por tempo suficiente
para que a DOsoo chegasse a 0,3. A cultura foi entdo resfriada por 15 min em
banho de agua-gelo e as células foram centrifugadas a 3000 x g por 5 min a 4

°C. O precipitado foi ressuspendido em 32 mL de tampéo de transformacao |
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(RbCI 12 g/L, MnCl,-4H20 9,9 g/L, acetato de potassio 0,03 M, CaCl,-2H>0 1,5
g/L e glicerol 150 g/L) e incubado em gelo por 15 min. As células foram entéo
centrifugadas novamente e ressuspendidas em 4 mL de tampéo de
transformacao Il (MOPS 0,02 M, RbCI 1,2 g/L, CaCl, 11 g/L e glicerol 150 g/L).
Ao final do protocolo, as células foram separadas em aliquotas de 100 pL e
congeladas em banho de gelo seco e etanol. O armazenamento foi feito a -80
°C.

O procedimento de transformacdo utilizou uma aliquota de células
competentes descongeladas em gelo por 30 min, entdo submetidas a 42 °C por
90 segundos e novamente a gelo por 2 min. As células receberam 1 mL de meio

LB, foram recuperadas por 1 h a 37 °C e semeadas em meio seletivo

4.5 Preparo de células bacterianas competentes por eletroporacao

Uma colbnia isolada da bactéria foi incubada por 16 h a 37 °C e 200 rpm
em 5 mL de meio LB com 50 pug/mL de tetraciclina. Um mililitro deste pré-indculo
foi adicionado a 100 mL de meio LB sem antibi6ético num frasco Erlenmeyer de
500 mL. A cultura foi incubada a 37 °C e 200 rpm até que a ODeoo chegasse a
0,5. O frasco foi entdo resfriado em gelo por 20 min e as células foram
centrifugadas a 1200 x g por 5 min a 4 °C. Ap6s a remoc¢do de todo o
sobrenadante, as células foram ressuspendidas em 10 mL de glicerol 10%
gelado. Em seguida, foi feita uma incubacdo em gelo por 20 min e as células
foram novamente coletadas por centrifugacdo nas mesmas condicbes. O
precipitado foi ressuspendido em 100 uL de glicerol 10% gelado e as células
foram separadas em aliquotas de 40 pL, congeladas em gelo seco e

armazenadas a - 80 °C.



O procedimento de transformacao por eletroporacao utilizou os seguintes
parametros numa cubeta de 0,1 cm: 1,8 kV, 10 yF e 600 Q. Apds o choque, as
células receberam 1 mL de meio LB, foram cultivadas por 1 h a 37 °C e foram

semeadas em meio seletivo.

4.6 Extracdo de plasmideos de E. coli por lise alcalina

A extracdo dos plasmideos de E. coli foi realizada pelo método de lise
alcalina descrito por Sambrook e colaboradores, em 1989, com modificagdes.
Uma colbnia isolada da placa de transformantes foi inoculada em 5 mL de meio
LB com o antibiético adequado e este inoculo foi incubado a 37 °C por 16 h sob
agitacdo. As células de 3 mL de cultura foram coletadas por centrifugacao a
10.000 x g por 2 minutos e o precipitado foi resuspendido em 200 pL de solucéo
I. Foram adicionados 360 uL de solucdo Il para provocar a lise das células e a
amostra foi incubada a temperatura ambiente por 5 minutos. Posteriormente
foram adicionados 300 pL de solucéo lll gelada e a mistura foi incubada por 5
minutos em gelo. A amostra foi coletada centrifugacéo a 10.000 x g por 5 minutos
e 0 sobrenadante foi transferido para outro tubo. Foi adicionado 750 pL de
isopropanol, homogeneizado por inverséo e submetido a centrifugacéo a 10.000
X g por 5 minutos. O sobrenadante foi descartado e o precipitado resuspendido
em 200 pL de solucéo I. Foram adicionados 110 pL de acetato de aménio 7,5 M
e a amostra foi homogeneizada com agitacédo vigorosa. Em seguida, a amostra
foi submetida a centrifugacdo a 10000 x g por 10 minutos. O sobrenadante foi
transferido para um novo tubo e precipitado através da adicdo de 750 uL de
99,5% (v/v) gelado. Seguiu-se com uma centrifugacao a 10000 x g por 5 minutos

e foi feito o descarte do sobrenadante. Uma lavagem com 500 pL de etanol 70%



(v/v) gelado foi realizada seguida de centrifugacéo a 10000 x g por 5 minutos.O
sobrenanadante foi descartado e o precipitado foi seco com incubagéao a 45 °C.
Apds secagem, o precipitado foi ressuspenso em 50 pL de agua destilada
ultrapura contendo RNase A (20 pg/mL) e incubado a 37 °C por 15 minutos. O
DNA foi armazenado a -20 °C até quando necessario.

Também foram utilizados os kits de extracdo de plasmideos Wizard SV

Plus (Promega) e Qiagen Plasmid Maxi (Qiagen).

4.7 Andlise de sequéncias de DNA por homologia

O alinhamento de sequéncias de DNA foi feito utilizando a ferramenta
BLASTn (blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi). As analises necessérias para design
dos oligonucleotideos utilizados neste trabalho foram feitas utilizando os

softwares SnapGene e Tm Calculator (Thermo Fischer).

4.8 Amplificacdo por PCR

A amplificacdo de fragmentos por reacdo em cadeia da polimerase (PCR) foi
realizada com diferentes enzimas, dependendo da aplicacéo. Foram utilizadas a
Phusion Dna Polymerase (Thermo Fischer Scientific ou New England Biolabs) e
a Taq DNA Polymerase (Thermo Fischer Scientific, EUA) de acordo com as
instrucdes dos fabricantes. Os oligonucleotideos utilizados neste trabalho estdo

descritos na Tabela 1.



Tabela 1: Oligonucleotideos utilizados neste trabalho para amplificagdo por PCR de fragmentos de DNA. Sequéncias em negrito

representam regides de recombinacdo homologa. Sequéncias em itélico representam o motivo 2A.

ID Nome Sequéncia Caracteristicas
CCGCCCTAGGCAATTAATATTTACTTATTTCG N
[1] PGAL1-GFP-F Amplifica o cassete contendo promotor PcaL1, gene
GATTAGAAGCCGCCGAGC . ]
GFP e o terminador CYC1 com regifes para clonagem
GAATTCGGATCCGTTTAAACTCATTCAACCG o i
[2] PGAL1-GFP-R por recombinag&o homdloga no vetor pPICH
CAAATTAAAGCCTTCGAGC
ATGCATGCGCGGCCGCGATCTAACATCCAAA
GACGAAAGGTTGAATGAAACCTTTTTGCCAT
[3] Regal-TEF1-F Amplifica o promotor TEF1 do genoma de S.
CCGACATCCACAGGTCAATGTTTCTACTCCTT o
cerevisiae S288c. A extremidade 5’ possui regiao
TTTTACTCTTCCAG )
homologa ao locus 5 UTR do gene AOX1. A
TTGCTGTGAAACAACAGGCATATTGTTCTCCT . L ]
[4] extremidade 3’ possui regido homologa ao gene GAL2
RegalTEF1-R | CAACTGCCATCTTAGATTAGATTGCTATGCTT
TCTTTCTAATG
ATTACAACTTTTTTTACTTCTTGCTCATTAGAA
[5] Regal-GAL2-F | AGAAAGCATAGCAATCTAATCTAAGATGGCA Amplifica o0 gene GAL2 do genoma de S. cerevisiae
GTTGAGGAGAACAATATGC S288c. A extremidade 5’ possui regiao homologa a
Regal- TATTGGAACGTTTGTATTCATGGGCCCTGGAT extremidade 3’ do P+er1. A extremidade 3’ possui
[6] TAGATTCAACATCACCAGCCAATTTCAACAAAT | regiso homodloga a extremidade 5’ do gene GAL3.
GAL2-R CAAAGTTCAAAGTTTATTCTAGCATGGCCTTG
TACCAC
Regal TTACAACATGACGACAAACCGTGGTACAAGG
egal-
[7] ZAG:J\LS e CCATGCTAGAATAAACTTTGAACTTTGATTTG Amplifica o0 gene GAL3 do genoma de S. cerevisiae
TTGAAATTGGCTGGTGATGTTGAATCTAATCC S288c. A extremidade 5’ possui regido homologa a




AGGGCCCATGAATACAAACGTTCCAATATTCA
GTTC

GCACGCTTGTTCGATAGAAGACAGTAGCTTCA
TGGGCCCTGGATTAGATTCAACATCACCAGCC

extremidade 3’ do gene GAL?2 adicionado do
fragmento 2A. A extremidade 3’ possui regido

homdloga a extremidade 5’ do gene GALA4.

[8] RegalGAL3-R
AATTTCAACAAATCAAAGTTCAAAGTTTATTGT
TCGTACAAACAAGTACCCAAG
TTGTACGAACAATAAACTTTGAACTTTGATTT
] Regal-2A GTTGAAATTGGCTGGTGATGTTGAATCTAATC Amplifica o0 gene GAL4 do genoma de S. cerevisiae
GAL4-F CAGGGCCCATGAAGCTACTGTCTTCTATCGAA S288c. A extremidade 5’ possui regido homéloga a
C extremidade 3’ do gene GAL3 adicionado do
AGATCTCTTGTTGTAGTCCATGGGCCCTGGAT fragmento 2A. A extremidade 3’ possui regiao
[10] RegalGAL4-R TAGATTCAACATCACCAGCCAATTTCAACAAAT homodloga a extremidade 5’ do gene GALS80.
CAAAGTTCAAAGTTTACTCTTTTTTTGGGTTTG
GTGGG
CCAAAAAAAGAGTAAACTTTGAACTTTGATTT
[11] Regal-2A GTTGAAATTGGCTGGTGATGTTGAATCTAATC | Amplifica o gene GAL80 do genoma de S. cerevisiae
GAL80-F CAGGGCCCATGGACTACAACAAGAGATCTTC S288c. A extremidade 5’ possui regiao homologa a
GG extremidade 3’ do gene GAL4 adicionado do
R IGALSO TCCCGTTGAATATGGCCCCATGGGCCCTGGA fragmento 2A. A extremidade 3’ possui regiéo
ega -
[12] 9 TTAGATTCAACATCACCAGCCAATTTCAACAAA homéloga a extremidade 5’ do gene G418R.
R TCAAAGTTCAAAGTTTATAAACTATAATGCGAG
ATATTGCTAACGTTTAATG
TCTCGCATTATAGTTTATAAACTTTGAACTTTG - ) )
Amplifica o gene G418R junto do terminador CYC1 a
Regal-2A ATTTGTTGAAATTGGCTGGTGATGTTGAATCT ] ] o
[13] partir do vetor pPICK2. A extremidade 5’ possui regiao
G418-F AATCCAGGGCCCATGGGGCCATATTCAACGG

GAAACGTC

homologa a extremidade 3’ do gene GALS80




ATGCATGCGAATTCATAGGTTACAAATAAAAA

adicionado do fragmento 2A. A extremidade 3’ possui

[14] Regal-G418- | AGTATCAAAAATGAAGCCTGCATCTCTCAGGC regido homologa ao locus 3’'UTR do gene AOX1.

CYC1Lt-R AAATGGCATTCTGACATCCTCTTGAAGCTTGC

AAATTAAAGCCTTCGAGC

[15] ampregal ATGCATGCGCGGC
[16] a?é’;‘i?g" TTGCTGTGAAACAACAGGC
[17] aggg%f;" ATTACAACTTTTTTTACTTCTTGCT
[18] agf[‘;?g" TATTGGAACGTTTGTATTCA

ampregal- Esta série de primers foi utilizada para o elongamento
[19] GAL3-F TTACAACATGACGACAAACC das extremidades dos fragmentos amplificados pelos
[20] aGmXIr_%QS" GCACGCTTGTTCGATAG oligonucleotideos da série “Regal” (IDs [1] a [14]). Os
[21] arggr&gﬁl— TTGTACGAACAATAAACTTTGAAC alvos e sentido de amplificacéo estéo identificados

amoreaal pelo nome do oligonucleotideo.
[22] OALAR AGATCTCTTGTTGTAGTCCATG
[23] aG”;pJggf‘F" CCAAAAAAAGAGTAAACTTTGAACTTTGA
[24] aG”X’LrSeg_""FL' TCCCGTTGAATATGG
[25] agﬂeg?g" TCTCGCATTATAGTTTA
[26] arG“ﬂes?g" ATGCATGCGAATTCATAGGTT

Anela no terminal 3’ do fragmento amplificado pela
[27] newGAL2-R TTATTCTAGCATGGCCTTGTACCAC )
reacdo de PCR com o oligonucleotideo [6].

28] newGAL3-R TTATTGTTCGTACAAACAAGTA Anela no terminal 3’ do fragmento amplificado pela

reacdo de PCR com o oligonucleotideo [8].
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Anela no terminal 3’ do fragmento amplificado pela

[29] newGAL4-R TTACTCTTTTTTTGGGTTTGGTGGGGTAT _ i
reacdo de PCR com o oligonucleotideo [10].
[30] newGALSO-R TTATAAACTATAATGCGAGATATTG Anela no terminal 3’ do fragmento z?mpllflcado pela
reacdo de PCR com o oligonucleotideo [12].
[31] mid-3'TEF1-F AAAGAAAGCATAGCAATCTAATCTAAG
[32] mid-5’GAL2-R GAAATACTTTGGTCTTGGTGG
[33] mid-3'GAL2-F CCACCAAGACCAAAGTATTTC
— A série “mid” de oligonucleotideos foi utilizada para
[34] mid-5GAL3-R ACCACCAGTAGGAATATCGC . .
35 T 3TGALSF GCGATATICCTACTGGTGGT confirmacdo da montagem (ordem e sentido) dos genes
mid- -
3] TEGALAR no cassete policistronico. Os alvos e o sentido de
mia- - CATGTCATCCTCTTCAGACC o x .
amplificagdo  estdo descritos no nome do
[37] mid-3'GAL4-F GTAGCTATATGGACAATCATAATGT ) i
oligonucleotideo.
mid-5’GAL80- _ - .
[38] R TCTCAAAATATATGGTGATTTAC Este conjunto pode ser utilizado em diversas
combinac¢des para gerar amplicons parciais do cassete.
mid-3'GAL80-
[39 . GTAAATCACCATATATTTTGAGA
[40] mid-5'G418-R GCATAAATTCCGTCAGCC
[41] pPIC9-F CTTGCATGCACCATTCCTTGC Amplifica o vetor pPIC9 excluindo-se o terminador
AOX1, o fragmento do gene HIS4, o sitio de clonagem
[42] pPICO-R TTAGCATGCTTCGAATAATTAGTTGTTTT multipla e o sinal de secrec¢éo de proteinas fator-a.
3'UTR-KU70- up/downstream a partir do genoma de K. phaffii GS115.
[44] ATAGAATTCAAGAAGATTTTGAATTTACG Foram adicionadas sequéncias de endonucleases para
R clonagem no vetor pPICH.
ATACATATGTACCCATACGATGTTCCAGATTA
CGCTTACCCATACGATGTTCCAGATTACGCTT | Amplifica a ORF KU70 adicionando um sitio de Ndel
[45] KU70-3HA-F no cédon inicial e a sequéncia 3xHA para substituicao

ACCCATACGATGTTCCAGATTACGCTAGTGTT
GTCAGCAAGCAATA

no gene nativo.
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ATATCTAGAAATTCGTTGGCGGATCTCCTCAA

[46] Mid-KU70-R Anela no sitio de Xbal na posic¢éo 661 da ORF de
T KU70.
TCGAGAACATATGGGGGATCCATGACCGGAT
[47] lacZ-F Amplifica 0 gene lacZ a partir do vetor pZ0. O
CCGGAG h ; N
fragmento contém extremidades para recombinacao
(48] lacZ.R ACGTTGCGAGGAAAAAGTAAGGAACACGAATT | homdloga com o vetor pPICH70-3tc, onde substitui-se
acZ-
ATTTTTGACAC 0 gene KU70 por lacZ.
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4.9 Construcdo dos plasmideos pV2A-T para o cassete policistrénico
GAL
Os genes do regulon GAL e o promotor TEF1 foram obtidos a partir do DNA

gendmico de S. cerevisiae S288c. A marca de selecdo G418 e o terminador
CYC1 foram amplificados a partir do plasmideo pPICK2. As primeiras
amplificacbes dos fragmentos citados acima foram realizadas com os
oligonucleotideos da série Regal ([1] a [14]). Para a enzima Phusion, foram
utilizadas as seguintes condi¢cdes de reacdo: desnaturacao inicial a 98 °C por 1
minuto seguido de 40 ciclos de desnhaturacdo a 98 °C por 30 segundos,
anelamento por 30 segundos com temperatura variavel de acordo com os pares
de oligonucleotideos utilizados (gradiente de 60 a 72 °C variando 0,3 °C por ciclo)
e extensdo a 72 °C com tempo variavel calculado de 30 segundos para cada
quilobase amplificada. A extenséo final foi feita a 72 °C por 5 minutos e as
reacoes foram armazenadas a -20 °C até sua utilizac&o.

A ligacao de vetores a produtos de PCR ou a fragmentos provenientes de
digestdo utilizou a T4 DNA ligase e a solucdo tampéo da fabricante USB
Technologies. As ligacGes foram feitas a 16 °C por 16 horas. Quando houve
necessidade de defosforilagcdo do vetor a ser utilizado, foi utilizada a Shrimp
Alkaline Phosphatase (Promega) com o tampédo e protocolo fornecido pelo
fabricante. A digestao de fragmentos de DNA com enzimas de restricao utilizou
a solucao tampao e a temperatura indicados pelo fabricante por um minimo de
duas horas.

Também foi utilizado o método de clonagem por recombinacéo in vivo
como descrito por (JACOBUS; GROSS, 2015). Os fragmentos foram

amplificados com sequéncias homdlogas ao vetor para permitir a montagem in
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vivo dos plasmideos, onde quantidades equimolares dos fragmentos foram
utilizados para a transformacao da bactéria juntamente com 250 ng do vetor
onde as sequéncias foram clonadas, respeitando-se a relacdo 2:1 de
inserto:vetor.

No caso de clonagens que nao puderam ser feitas em E. coli, o vetor e 0s
fragmentos contendo sequéncias homdélogas para montagem por recombinacao
foram transformados diretamente em K. phaffii através do protocolo de

transformacao de levedura por eletroporagéo.

4.10 Transformacgéo de leveduras por eletroporacao

Uma colonia fresca de levedura foi inoculada em 10 mL de meio YPD em
um frasco Erlenmeyer de 250 mL e incubada a 30 °C e 200 rpm por 24 h. Essa
cultura foi utilizada para inocular 100 mL de meio YPD em frasco Erlenmeyer de
um litro, o qual foi incubado a 30 °C e 200 rpm pelo tempo necessario para que
a ODsoo chegasse a 1,0. As células foram entdo incubadas em banho de 4gua e
gelo por 10 minutos e em seguida, centrifugadas a 3000 x g por 5 minutos a 4
°C. Foram feitas duas lavagens subsequentes com agua destilada estéril gelada,
sendo elas de 100 mL e 50 mL, respectivamente. Uma terceira lavagem com 4
mL de sorbitol 1 M gelado foi feita. Ao final, as células foram ressuspendidas em
100 pL de sorbitol 1 M gelado e 80 pL de células foram usados para a
eletroporacédo com 5-10 pg de DNA. A eletroporacgéo utilizou uma cubeta de 2
mm e parametros de 1,5 kV, 25 yF e 200 Q. Um mL de meio YPD gelado foi
imediatamente adicionado a cubeta. No caso de plasmideos com marca de
selecdo de resisténcia a antibiéticos, as células foram recuperadas por 2 h a 30

°C em meio YPD sem agitacéo e depois semeadas em meio seletivo.
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4.11 Microscopia de fluorescéncia e triagem de transformantes positivos
Uma col6nia da cepa X-33 de K. phaffii cotransformada com os plasmideos
pV2A regal e pPICH-Pgall-gfp foi cultivada em meio minimo (MM)
suplementado com sorbitol 1% (p/v) durante 48 horas a 30 °C sob agitagao a 200
rom. As células foram coletadas por centrifugacdo a 2.000 x g por 5 minutos e
lavadas com agua destilada estéril duas vezes. As células foram imediatamente
reinoculadas em meio YNB fresco contendo galactose 2% (p/v). As células foram
cultivadas em condicdes similares por 24 horas. Uma aliquota de 10 puL do meio
de cultivo foi colhida e depositada em uma lamina de vidro para analise no
microscopio invertido de fluorescéncia Zeiss Axio Observer Z1 equipado com
lente objetiva de 63x de aumento NA 1,4. A detecc¢do da proteina eGFP foi feita
com excitacdo a 488 nm, emissdo a 507nm e ganho de sinal automatico. As
imagens foram capturadas com a camera AxioCam MRm (Carl Zeiss) e
processadas pelo software Zen (Carl Zeiss). As figuras demonstradas na sesséo
de Resultados séo representativas de trés experimentos independentes. O

controle negativo foi realizado com células X-33 com a auséncia dos plasmideos.

4.12 Extracédo de proteinas de K. phaffii

Uma colbnia isolada obtida de placa de petri contendo meio YPD
suplementado com o antibidtico Zeocina (100 pg/mL) e agar 2% (v/v) foi
inoculada em 10 mL de meio YPD liquido suplementado com o antibiético
Zeocina em frasco de 250mL a partir de uma colonia isolada em meio YPD

também (YPDZeo) (100 pug/mL) a 30 °C sob agitacéo de 200 rpm até atingir fase
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estacionaria de crescimento (aproximadamente 24 horas). Um novo inoculo foi
feito em 50mL de meio liquido YPDZeo a uma DOeoonm de 0,1 a 30 °C sob
agitacao de 200 rpm até atingir DOsoonm de 1,0. As células foram coletadas por
centrifugagéo por 10 min a 5.000 x g a 4 °C. As células foram lavadas com agua
destilada gelada por duas vezes, repetindo-se as etapas de centrifugacéo entre
as lavagens. Foi adicionado 450 pL de tampé&o de extracdo (50 mM Tris-HCI,
Tween 20 1,25% (v/v), pH 8,8) ao precipitado e as células foram colocadas sob
estresse mecanico com vigorosa agitacdo na presenca de pérolas de vidro de
tamanho entre 425 e 600 nm, em ciclos de 30 seg sob agitac&o intercalados por
30 segundos em banho de agua e gelo, em um total de 5 ciclos. A fase liquida
foi transferida por pipetagem para um novo tubo e centrifugada a 4 °C por 10
minutos a 12.000 x g. O sobrenadante contendo a fragé@o solUvel de proteinas foi
transferido para um novo tubo e mantido sob refrigeracéo até o momento do uso

ou congelado a -20 °C caso ndo fosse utilizado imediatamente apds a extracao.

4.13 Dosagem de proteinas solUveis em extrato total de K. phaffii

As proteinas foram dosadas pela metodologia modificada de Bradford
(BioRad). O meétodo consiste na reacdo em microplaca entre o reagente
Coomassie Brilliant Blue G-250 que se liga as proteinas em condi¢des acidicas,
mudando da coloracdo vermelha para azul. A guantidade de corante azul
formada € proporcional a quantidade de proteina e mensurada pela absorbancia
a 595 nm. A curva de calibracéo foi feita utilizando diluicbes de Albumina Sérica
Bovina (BSA) variando a concentragcdo de proteina total entre 0,125 a 2 mg/mL.

Foram utilizados 5 puL do padrdo/amostra para 250 pyL de reagente. A reacao
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ocorreu por 5 minutos. O branco foi realizado com reagente e agua destilada

substituindo a amostra.

4.14 Extracdo rapida de DNA gendmico para confirmacdo de
transformantes

Para confirmacédo da integracdo dos cassetes no locus desejado, as
colénias transformantes a serem testadas foram ressuspendidas em 50 pyL de
agua destilada estéril. Em seguida, foi adicionada 1 pL de solucéo de Liticase (2
mg/mL) e incubada a 30 °C por 1 hora. A lise dos esferoblastos formados foi feita
pela adicdo de 20 mM NaOH a 100 °C por 5 minutos. Os debris celulares foram
centrifugados a 10.000 x g por 1 minuto. O volume de 2 pL foi utilizado nas

reacoes de PCR com a Taq Polimerase (NEB).

4.15 Construcéo dos vetores de expresséao de KU70 e lacZ

O vetor epissomal pPICHOLI (Mobitec Molecular Biotechnology, Alemanha)
foi utilizado como arcabouco inicial para a constru¢cdo dos vetores utilizados
neste trabalho. O vetor inicial foi digerido com as enzimas de restricdo BamHI e
Notl para que fosse feita a linearizagdo do vetor e extragdo do cassete de
promotor e terminador do gene AOX1, nativo de K. phaffii. O vetor resultante foi
denominado como pPICH. Entéo, o gene repoérter lacZ foi amplificado por PCR
a partir do vetor pLGA178 (GUARENTE, 1983) utilizando a Phusion DNA
polimerase (New England Biolabs, EUA) sob as seguintes condic¢oes:
desnaturacao inicial a 98 °C por 1 minuto seguido de 40 ciclos de desnaturacéo

a 98 °C por 30 segundos, anelamento de oligonucleotideos a 60 °C por 30
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segundos e extensdo a 72 °C por 2 minutos. Uma etapa adicional de extenséo a
72 °C por 5 minutos foi realizada logo em seguida e a reacao foi finalizada e
armazenada a -20 °C até posterior analise. As concentracdes dos reagentes
seguiram as recomendagfes do fabricante. Foram utilizados os
oligonucleotideos [47] e [48] a uma concentracdo final de 0,25 uM para
amplificagéo do gene lacZ. O fragmento de DNA amplificado nesta reacéo foi
clonado no vetor pPICH utilizando o DNA assembly kit (New England Biolabs).
Foi utilizada a proporcao vetor-inserto de 1:2 com massa total de 50 ng de DNA
e uma sequéncia de sobreposicdo de 25 nucleotideos complementares. A
reacao foi incubada a 50 °C por 60 minutos e subsequentemente transformada
na cepa quimiocompetente XL-10 Gold de E. coli. As células foram semeadas
em LB agar contendo zeocina (25 pg/mL) e os transformantes corretos foram
selecionados via confirmacdo por PCR e andlise de fragmentos gerados por
digestéo por enzimas de restricdo. O vetor resultante foi chamado de pPICH-

lacZ.

O gene KU70 (Numero de acesso GenBank CP014717.1) foi amplificado do
DNA genbmico extraido da cepa GS115 de K. phaffii (Invitrogen). Os
oligonucleotideos [43] e [44] foram utilizados para amplificagdo em condi¢cbes de
reacdo de PCR idénticas as usadas para o gene lacZ. A clonagem do gene KU70
no vetor pPICH se deu de forma similar a utilizada para o gene lacZ. O vetor

resultado foi chamado de pPICH-ku70.

Uma sequéncia de 3 tags HA in tandem com o cddon inicial dos genes foi
adicionada ao gene KU70 via PCR (oligonucleotideos [45] e [46]) para permitir
gue o epitopo da proteina Hemaglutinina A pudesse ser utilizado como marcador

da proteina Ku70p por western blotting posteriormente.
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O aptamero de tetraciclina foi sintetizado pela empresa GenOne (Brasil) e
clonado no plasmideo pUC19. A sequéncia do aptamero foi amplificada via PCR,
purificada, digerida pelas enzimas de restricdo Sphl e Ndel (New England
Biolabs) e clonados nos vetores pPICH-lacZ e pPICH-ku70. Os novos vetores
doravante denominados pPICH-lacZ-3tc e pPICH-ku70-3tc  foram
transformados em K. phaffii pelo método de eletroporacéo. As transformantes
resultantes deste processo que contém o plasmideo pPICH-lacZ-3tc foram
identificadas como TRS Blue (do inglés tetracycline-responsive strain). As
transformantes do plasmideo pPICH-ku70-3tc foram identificadas neste trabalho
como TRS ku70. Ambos os plasmideos contém 3 sequéncias repetidas do
aptamero de tetraciclina (riboswitch) de tamanho total 295pb clonadas in tandem
ao cédon inicial. Os plasmideos pPICH-lacZ e pPICH-ku70 foram utilizados como

controles negativos nas reagdes por nado ter o riboswitch de tetraciclina.

4.16 Atividade de B-galactosidase

Uma cultura inicial de células de K. phaffii contendo os plasmideos pPICH-
lacZ ou pPICH-lacZ-3tc foram crescidas por 12 horas a 30 °C e 200 rpm de
agitacdo em meio YPD suplementado com zeocina e com presenca ou auséncia
de tetraciclina. As células foram coletadas por centrifugacédo a 3.000 x g por 5
minutos e reinoculadas em meio YPD fresco a uma concentracdo final de 0,1
DOsoonm. As células foram crescidas até uma concentracdo entre 0,7 — 0,8
DOsoonm € foram coletadas por centrifugacdo. O pellet foi ressuspendido em 1 mL
de tampdo Z (60 mM NaHPO,; 10 mM KCI and 1 mM MgSO4). A
permeabilizacdo das células ocorreu com a adi¢do de 25 pL de uma solucao de

SDS 0,1% (p/v) e 50 pL de cloroférmio. Entdo, foram feitos 3 ciclos de vigorosa
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agitacdo por 30 segundos, incubacédo a 30 °C por 15 minutos e 5 minutos a - 80
°C (freeze and thaw). Apds realizada a ruptura das células, a reacdo de dosagem
da atividade enzimética foi iniciada com a adi¢do de 200 pL de uma solucéo de
ONPG 4 mg/mL a 30 °C. A reacédo foi incubada até que obtida a coloracdo
amarela apds aproximadamente 5 minutos. A interrupcao da reacéao foi feita a
partir da adicdo de 500 pL de 1M NaCOs. As amostras foram imediatamente
centrifugadas para separacao do debri celular e a absorbancia a 600nm e 420nm
foi dosada imediatamente. A atividade de B-Galactosidase foi calculada através

da féormula:

0D420nm )

Miller units = 1,000 x (0D600nm * VT

onde T é o tempo de reagdo em minutos e V é o volume de cultura utilizado

para obtencdo da quantidade de células necessaria.

4.17 Anélise estatistica

Toda a andlise estatistica descritiva dos resultados apresentados neste
trabalho foi realizada utilizando o software GraphPad Prism. O teste t ndo
pareado entre duas amostras foi calculado a partir dos dados obtidos de trés
experimentos independentes com triplicatas experimentais. As figuras e gréaficos
apresentados sdo representativos dos resultados médios obtidos nos

experimentos, demonstrando o desvio padrdo quando possivel.

20



4.18 Eletroforese de proteinas em gel de poliacrilamida (PAGE) e Western
Blotting

Os extratos de proteina realizados nas amostras foram analisados em gel de
poliacrilamida SDS-Page (5% stacking, 12% resolving). Previamente a aplicacdo
no gel, as amostras foram incubadas a 100 °C por 5 minutos em tampé&o de
carregamento contendo 100 mM Tris-HCI (pH 6,8), 8M ureia, 20% (v/v) glicerol,
4% (p/v) SDS, 0.2% (p/v) azul de bromofenol and 100 mM (-mercaptoetanol. A
eletroforese ocorreu em temperatura ambiente a uma corrente constante de 0,05
A por gel presente na cuba. O conteudo do gel foi revelado com a incubagéo em
solucéo coloidal de Comassie Brilliant Blue G-250 (Merck, Alemanha). Todos os
géis foram preparados em duplicata onde um foi utilizado para revelacéo e outro
para o western blotting. A transferéncias das proteinas do gel de poliacrilamida
para membranas de nitrocelulose (Merck Millipore) foram feitas em cuba
semiumida com todo o material embebido em tamp&o de transferéncia (25 Mm
Tris-HCI, 190mM glicina, metanol 20% (v/v)) por 50 minutos a temperatura
ambiente e corrente constante de 0,15 A. A qualidade da transferéncia foi
verificada com a coloragdo reversivel da membrana de nitrocelulose com
solucdo de Ponceau S (Ponceau S 0,1% [p/v], acido acético glacial 5% [v/v]). O
bloqueio da membrana foi realizado com incubacéo por 1 hora em 5% (p/v) leite
em po6 reconstituido em tampao TBST. Em seguida, a membrana foi incubada
em tampé&o TBST contendo 1 pg/mL de anticorpo monoclonal anti-HA de coelho
(SAB5600193, Sigma Aldrich) e 3% (p/v) BSA por 1 hora em temperatura
ambiente. Em seguida, a membrana foi exposta por 1 hora a temperatura
ambiente ao anticorpo secundario conjugado com peroxidase anti-

imunoglobulina de coelho proveniente de cabra (ab6721, Abcam). A revelacéo
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foi feita apds incubacdo da membrana conjugada aos anticorpos com o substrato
guimioluminescente (Abcam) por 2 minutos em camara escura. A imagem foi
obtida em modo semiautomatico apds exposi¢cado de 1 minutos através do Imager
680 (Amersham). Entre cada etapa de incubacéo (bloqueio, anticorpo primario,
anticorpo secundario e revelacdo) foram feitas trés etapas de lavagem da
membrana que consistiam na incubacdo da mesma em tampdo TBST a
temperatura ambiente por 5 minutos. Medidas da intensidade de banda por
densitometria foram feitas utilizando o software ImageJ 1.54 através do calculo
de éarea sob a curva. O background foi normalizado. Nenhuma edicdo foi
realizada nas figuras apresentadas. Brilho e contraste foram ajustados para
melhor visualizacdo dos dados. Estimativa de tamanho de Ku70p é de

aproximadamente 60 kDa.

5 Resultados e Discussao

Para melhor compreensao dos resultados obtidos, esta sessao foi dividida em

duas partes de acordo com os Objetivos deste trabalho apresentados acima.

5.1 Desenvolvimento da linhagem de K. phaffii contendo o sistema de
controle de expressdo génica baseado no regulon GAL de S.

cerevisiae.

5.1.1 Construcao do sistema reporter ativado por galactose

O vetor pPICH-Pgal1l-GFP foi desenvolvido com o objetivo de expressar a
proteina eGFP como gene repérter na presenca de galactose. Para isso, foram

necessarias varias etapas de clonagens para permitir a montagem correta do

22



cassete policistrénico GAL (Figura 5). O gene eGFP foi obtido através de
clivagem com as endonucleases BamHI e Notl a partir do plasmideo pKLdGFP-
NTS (BETANCUR, 2017). A digestdo do plasmideo foi analisada em gel de
agarose 1% (p/v) e o fragmento com peso molecular correspondente ao eGFP
(720 pb) foi excisado do gel (Figura 6). O fragmento de DNA foi eluido da agarose
e purificado utilizando o kit Wizard Gel and PCR Clean-Up System (Promega)
como recomendado pelo fabricante. Subsequentemente o gene eGFP foi ligado
ao vetor pYES2, previamente digerido com as enzimas BamHI e Notl, através
da reacdo com a enzima T4 DNA ligase (NEB). Com isso, o vetor resultante,
adiante a ser chamado de pYES2-GFP contém a ORF eGFP sob controle do
promotor PgaL1. O produto da ligagéo foi entdo transformado por choque térmico
na linhagem DH10 alpha de E. coli para amplificagcdo de massa do vetor. As
células transformantes foram selecionadas em placas de LB suplementadas com
ampicilina (200 pg/mL). Foram escolhidas 6 colbnias aleatoriamente para
extracdo de DNA plasmidial por lise alcalina e confirmacao da correta clonagem.
O plasmideo extraido das coldnias transformantes foi testado através da
digestdo com endonucleases e amplificacdo por PCR do fragmento contendo o
promotor PgaL1, 0 gene eGFP e o terminador CYC1, com os oligonucleotideos
[1] e [2] (Figura 7A). O cassete PGAL1-GFP amplificado foi purificado para
clonagem no vetor epissomal pPICH, previamente linearizado com a
endonuclease EcoRI e defosforilado com a enzima fosfatase alcalina de
camardo (SAP, do inglés shrimp alkaline phosphatase). Esta etapa foi
necessaria pois o vetor pPICH contém a sequéncia de replicacdo autbnoma
(ARS) necessaria para o funcionamento em K. phaffii. O vetor linearizado foi

cotransformado na linhagem DH10a de E. coli juntamente com o cassete
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PGAL1-eGFP, em razdo molar vetor:inserto de 1 para 2, com 250 ng de massa
total de DNA, pela técnica de choque térmico. Uma vez que o inserto e o vetor
possuem regides homoélogas com tamanho de 30 pb em cada extremidade, as
células bacterianas séo capazes de fazer a recombinacao entre o vetor e inserto,
finalizando a clonagem. As colonias transformantes foram selecionadas em meio
LB suplementados de zeocina (25 pg/mL). O vetor resultante foi denominado
pPICH-PGAL1-GFP. Apés selecdo de transformantes e extragdo do plasmideo,
a confirmacao da correta insercdo do fragmento de interesse foi avaliada por
PCR com amplificacdo do cassete PGAL1-GFP-CYCITT (oligonucleotideos [1]
e [2]) e anadlise de produtos de digestdo por endonucleases (Figura 7B). Com
este vetor € possivel testar o funcionamento do regulon GAL, uma vez que o
GFP ser& ativado somente na presenca de galactose e de todas as proteinas

reguladoras do sistema.
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Figura 5: Estratégia de montagem do plasmideo epissomal pPICH-PgallGFP. O gene
eGFP foi amplificado por PCR a partir do vetor pKLAGFP-NTS. O fragmento foi digerido
com as endonucleases BamHI e Notl e clonado no vetor pYES2 previamente digerido com
as mesmas enzimas, formando o vetor pYES-GFP. O cassete contendo o promotor Pgar1,
0 gene eGFP e o terminador CYCL1 foi amplificado por PCR e clonado no vetor epissomal
pPICH. O vetor final chamado pPICH-Pgall-GFP foi transformado em K. phaffii para

expressao do gene repérter na presenca de galactose.




5.850 pb

Figura 6: Digestdo do plasmideo pYES2-GFP para retirada do gene eGFP e
confirmacdo da correta clonagem. Os fragmentos gerados na digestdo sao
compativeis com a correta clonagem. Este plasmideo foi utilizado para amplificagdo do
cassete PGAL1-GFP-CYCLTT utilizado para o teste de ativacdo de eGFP por galactose.
M: Marcador de peso molecular 1 kb DNA ladder (Sinapse Biotecnologia); 1: pYES2 ndo
digerido; 2: pYES2 digerido com BamHI e Notl (tamanho esperado 720 pb).
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Figura 7: Digestdo do vetor pPICH-Pgall-GFP para confirmacéo da insercdo do
fragmento de eGFP regulado por galactose. A) Fragmentos de PCR do cassete
PGAL1-GFP-CYCLTT amplificado do vetor pYES2-GFP. Tamanho esperado: 1.526 pb.
M: Marcador de peso molecular 1 kb DNA ladder (Sinapse Biotecnologia); 2-6:
fragmentos de PCR resultantes da amplificagdo do contetdo plasmidial das colénias

transformadas com o vetor pYES2-GFP; 7: controle negativo. B) Amplificacdo do
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cassete clonado no vetor pPICH-PgallGFP. Tamanho esperado: 1.526 pb. M: Marcador
de peso molecular 1 kb DNA ladder (Sinapse Biotecnologia); 1 — fragmento de PCR do

cassete.

5.1.2 Construcéo e insercédo do regulon GAL em K. phaffii

Para que o correto funcionamento do sistema fosse alcancado, utilizou-se a
estratégia de construcdo de um cassete policistrdnico contendo os genes da
familia GAL responsaveis pela ativacdo da transcricdo na presenca de
galactose. Na Figura 8 temos a representacdo grafica da estrutura geral do
regulon GAL. O cassete tem sua transcri¢cao regulada pelo promotor TEF1 (389
pb) de S. cerevisiae, que ja havia sido utilizado por nosso grupo de pesquisa e
demonstrado eficiéncia similar ao TEF1 nativo de K. phaffi. Os genes GAL2
(1.725 pb), GAL3 (1.563 pb), GAL4 (2.646 pb) e GAL80 (1.308 pb), que foram
amplificados via PCR a partir do genoma de S. cerevisiae S288c com a retirada
dos cédons de parada de cada gene, para permitir a completa transcricdo do
cassete policistronico. Esta etapa € necesséaria pois o ribossomo poderia
interromper a tradugdo do mRNA prematuramente ou gerar um erro na fase
leitura, gerando uma proteina ndo funcional. Cada gene foi intercalado pelo
fragmento 2A, que gera uma quebra da proteina durante a traducdo do mRNA.
Isto ocorre através do mecanismo de deslizamento do ribossomo, liberando as
proteinas individualmente contendo 6 aminoacidos no C-terminal e 2
aminoacidos no N-terminal das proteinas liberadas. Além disso, foi adicionado
ao cassete a marca de selecdo dominante G418R, que confere resisténcia ao
antibiético geneticina, a fim de permitir a correta selecdo das células
transformantes. O gene G418R foi posicionado ao final do regulon para garantir

gque todas as outras sequéncias codantes estariam sendo corretamente
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transcritas. Isto se deve ao fato de que todo o0 cassete possui apenas uma
sequéncia iniciadora de transcricdo, um codon inicial e um cédon de parada. Do
contrario, o posicionamento do gene de resisténcia ao antibidtico em outra
posicdo poderia levar ao aparecimento de falsos positivos, onde as células
poderiam abortar a traducdo do mRNA logo apds a traducdo da marca de
resisténcia ao antibiético. Portanto, os genes subsequentes deixariam de ser
traduzidos e as outras proteinas necessarias ao sistema de regulacdo nado
seriam expressas. Todas as ORFs possuem cerca de 20 — 25 pb de homologia
entre si para permitir a correta montagem direcionada do cassete. O terminador
CYC1 foi escolhido para controlar a finalizagdo da transcricdo do cassete. Nos
terminais 5’ e 3’ do cassete policistronico foram inseridas sequéncias homadlogas
ao locus do gene AOX1, a fim de posteriormente direcionar a integracéo
gendmica deste fragmento de DNA e gerar a delecdo do gene AOX1. A delecéo
do gene AOX1 confere o fenétipo MutS (baixa taxa de crescimento utilizando
metanol como fonte exclusiva de carbono). Desta forma, seria possivel fazer a

dupla selecéo dos clones.

Uma vez feita a amplificacéo e purificacdo de todos os fragmentos de DNA
do cassete (Figura 9), a reacéo de transformacao por eletroporacéo de K. phaffii
foi montada contendo quantidades equimolares dos fragmentos com um total de
10 pg de DNA, objetivando a montagem in vivo e integracdo gendémica do

cassete.
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Figura 8: Representacdo do cassete policistronico desenhado para expresséo dos
genes da familia GAL. O cassete tem sua transcricdo controlada pelo promotor
constitutivo forte TEF1 de S. cerevisiae. Cada gene da familia GAL esta intercalado por
uma sequéncia de quebra 2A para permitir a separacdo das proteinas durante a
traducdo do mRNA. O gene G418R confere resisténcia ao antibiético geneticina para
selegcéo de transformantes. Os terminais 5’ e 3’ possuem regides homélogas ao locus
do gene AOX1 para permitir a integracdo do cassete e simultdnea delecdo do gene.
Desta forma estes genes seriam expressos constitutivamente e permitiriam a regulacéo

da expressdo de eGFP a partir da presenca de galactose no meio de cultivo.
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Figura 9: Amplificacdo dos elementos do regulon GAL. Os genes GAL2, GALS,
GAL4 e GALBO0 foram amplificados por PCR a partir do DNA genémico de S. cerevisiae
S288c para montagem do cassete policistronico. O gene G418R junto do terminado
CYCL1 foi amplificado do vetor pPICK2. Tamanhos esperados: GAL2 (1.722pb); GAL3
(1.560 pb); GAL4 (2.643 pb); GAL80 (1.305 pb); G418% + CYCL1_TT (1.134 pb). M:

Marcador de peso molecular 1kb DNA ladder (Sinapse Biotecnologia).
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ApoOs a transformacédo, cerca de 200 colonias foram selecionadas e
transferidas para uma nova placa de YPD suplementado com geneticina. O DNA
gendmico destas colbnias foi extraido e um subsequentemente foi testada a
presenca dos genes do regulon GAL por PCR utilizando-se os oligonucleotideos
da série “mid” ([31] a [40]). Nao houve amplificacdo em nenhum dos clones
testados. Porém, ao testar a amplificacdo individual dos genes
(oligonucleotideos [3] a [14]), houve amplificagcdo de apenas parte dos genes
GAL e da marca de selecdo G418R (Figura 10). Esta estratégia se mostrou
ineficiente para a correta montagem e integragao do cassete GAL devido ao fato
de K. phaffii possuir um sistema de recombinacdo homdloga (HR) pouco
eficiente. O resultado demonstra que os fragmentos de DNA foram integrados
em regides distintas do genoma por recombinacédo ndo homdloga (NHEJ). Uma
nova tentativa foi feita utilizando maiores sequéncias de homologia entre os
fragmentos (45-50 pb), apds elongamento com os oligonucleotideos [15] a [26],
mas 0 mesmo resultado negativo foi obtido. Além disso, aumentou-se
significativamente o grau de dificuldade para obtencéo de produtos de PCR de
boa qualidade, uma vez que varios produtos inespecificos eram amplificados
mesmo apds extensivas adaptacdes de protocolo (Figura 11). Dada as
dificuldades de clonagem in vivo em K. phaffii, optou-se por adaptar a estratégia
de montagem utilizando a bactéria E. coli para clonagem dos fragmentos no

plasmideo pPIC9.
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Figura 10: Fragmentos de PCR obtidos a partir do DNA gendmico dos clones
transformantes de K. phaffii com o regulon GAL. A) A confirmagé&o da transformacé&o
com o cassete policistronico foi realizada por PCR. As colonias transformantes
semeadas em YPD + geneticina (200 pug/mL) tiveram seu DNA gendmico extraido e
cada fragmento do cassete foi testado. B) O DNA gendmico de dois clones foram
digeridos com a endonuclease Notl e testados por PCR para os genes G418R e ADE2,
para eliminar a possibilidade de resultado negativo por interferéncia ou baixa eficiéncia
de PCR devido ao super enovelamento do DNA genémico. O gene ADE2 foi utilizado

nos dois casos como controle positivo reacional.
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Figura 11: Amplificacdo por PCR dos genes do regulon GAL com o conjunto de
oligonucleotideos ampRegal. Os novos primers foram utilizados para realizar o
elongamento dos fragmentos, faciltando a montagem e integracdo do cassete

policistrénico. Foram testadas diversas condi¢des reacionais, incluindo o uso de DMSO,
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para obteng&o dos novos fragmentos. M: Marcador de peso molecular 1 kb DNA ladder
(Sinapse Biotecnologia); Inferior: concentracdo (%) de DMSO utilizada na reacao;

Superior: fragmento alvo da reacdo de PCR.
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Figura 12: Mapa do vetor pPIC9 utilizado para montagem do regulon GAL em E.
coli. Este vetor foi utilizado devido a suas caracteristicas de estabilidade e
direcionamento integrativo em K. phaffii, podendo ser clonado em E. coli para facil

manipulacdo do material genético.

O vetor integrativo pPIC9 (Figura 12) € um shuttle vector utilizado em K.
phaffii para producao de proteinas recombinantes. Este vetor possui um sitio de
clonagem entre o promotor e terminador AOX1, assim como o gene HIS4 que
pode ser utilizado para reversdo de auxotrofia para histidina e o fragmento do

terminal 3’ do gene AOX1 para integracao genémica.

A Figura 13 mostra os novos fragmentos amplificados com regides de

homologia somente nos terminais 5 de cada fragmento. Para se fazer a
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clonagem dos fragmentos do regulon GAL, o vetor pPIC9 foi amplificado por PCR
para que se retirasse o gene HIS4, o terminador AOX1 e o sinal de secregéo do
fator alpha (oligonucleotideos [41] e [42]) (Figura 14). Assim, foi obtido o vetor
minimo pPIC9m. O vetor linearizado e as novas sequéncias foram amplificadas,
purificadas e transformadas por eletroporacdo na cepa XL10 Gold de E. coli em
guantidades equimolares, respeitando-se a propor¢ao de 2:1 entre inserto e
vetor. As células transformantes foram semeadas em meio LB contendo
ampicilina. Ap0s o crescimento, apenas uma colbnia apresentou crescimento
satisfatorio e foi novamente plagueada em meio contendo ampicilina. O DNA
plasmidial foi extraido pelo método de lise alcalina e posteriormente testado por
PCR para os genes do regulon GAL (Figura 15). Vé-se que somente 0 promotor
Pter1, 0 gene GAL2 e a sequéncia G418+CYC1t foram amplificados. Este
resultado demonstra que a célula apenas foi capaz de montar o vetor
parcialmente. Posteriormente, foi verificado que o promotor e 0 gene GAL2
haviam sido corretamente montados. Sendo assim, as duas sequéncias unidas
foram amplificadas utilizando-se os oligonucleotideos [15] e [27] (Figura 16).
Com isso, diminui-se o nimero de eventos de recombinacdo e aumenta-se a
probabilidade da correta montagem. A transformacéo foi repetida em condi¢des
similares, agora contendo o fragmento Unico TEF1-GAL2 obtido na etapa
anterior. Porém, o mesmo resultado foi obtido. Desta maneira, pode-se
hipotetizar que a bactéria esteja recombinando internamente parte do vetor
montado devido ao nimero repetitivo de sequéncias 2A. Uma alternativa seria a
modificacdo dos codons das sequéncias 2A, mantendo-se o padrdo de
aminoacidos. No entanto, a execucao destas modificacbes poderia levar a erros

na sequéncia e seria extremamente laborioso. Sendo assim, optou-se por uma
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nova estratégia para montagem do cassete policistrénico utilizando o plasmideo

PV2A-T.
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Figura 13: Fragmentos de PCR amplificados com os oligonucleotideos ampRegal
apo6s purificacdo. A obtencdo de material purificado foi realizada para aumento da
eficiéncia de montagem do cassete policistrénico. M: marcador de peso molecular 1 kb
plus DNA ladder (Thermo Scientific).
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Figura 14: Amplificagdo do vetor pPIC9m por PCR. O material foi excisado do gel de
agarose e purificado para utilizacdo no processo de clonagem e montagem do cassete
policistrénico. Tamanho esperado: 4.186 pb. M: marcador de peso molecular 1 kb dna

ladder (Promega).
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Figura 15: Montagem do regulon GAL no vetor pPIC9m em E. coli. Os fragmentos
dos genes do cassete policistronico foram transformados em E. coli juntamente do vetor

pPIC9m para montagem in vivo. Foram feitas dois conjuntos de reagdes de PCR com
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os oligonucleotideos(ampRegal) utilizados para a clonagem e oligonucleotideos(mid)
gue se ligam em duas ORFs consecutivas, para garantir a correta montagem in tandem.
A) Amplicons obtidos da transformacéo de E. coli XL10 Gold com o regulon GAL e o
vetor pPIC9m. Ctrl+: controle positivo utilizando DNA gendmico de S. cerevisiae S288c
como fita molde; B) Amplicons obtidos a partir da combinacéo de oligonucleotideos mid,
onde 1: TEF1-F + GAL2-R, 2: TEF1-F + G418-R e 3: GAL2-F + G418-R. M: marcador
de peso molecular 1 kb plus dna ladder (Thermo Scientific) em ambas as figuras.

2.000

Figura 16: Fragmento de PCR amplificado do vetor pPIC9Gal contendo o promotor
Prer1 € 0 gene GAL2. Este fragmento foi corretamente montado in vivo e foi amplificado
para a préxima rodada de transformagéo, diminuindo assim o nimero de fragmentos a

serem clonados simultaneamente.

O plasmideo pV2A-T (Figura 17) € um shuttle vector, ou seja, funcional em
E. coli e K. phaffii, que permite a recombinagdo e clonagem de multiplos
fragmentos de DNA em sequéncia orientada. Seu primeiro uso foi descrito por
HOEFGEN et al., 2018 em Aspergillus nidulans onde foi inserido com sucesso
toda a via biossintética do alcaloide psicotrépico psilocibina. Cada ORF é
separada pela sequéncia 2A de picornavirus e uma sequéncia alvo da
endopeptidase TEV. A estratégia demonstrada na Figura 18 consiste na

clonagem individual de cada fragmento de DNA a ser incorporado no cassete
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policistrénico no vetor inicial pV2A-T. Esta etapa pode ser realizada atraves de
reacoes de digestdao por endonucleases seguido de ligacdo ou via PCR e
recombinacdo homéloga in vivo. Em seguida, faz-se a propagacao e purificacdo
do vetor para obtencdo de massa necessaria para as etapas subsequentes. A
fim de unir dois fragmentos alvos em um Gnico vetor, faz-se a digestdo de um
dos vetores (doador) com a endonuclease Swal e do outro vetor (receptor) com
Pmel. Assim, criam-se duas extremidades homologas entre os plasmideos que
sdo utilizadas para recombinacao in vivo. O vetor resultante agora contém dois
fragmentos in tandem separados pela sequéncia 2A. Este vetor pode ser
reprocessado para adicdo de novos fragmentos de DNA utilizando-se a mesma
l6gica. Desta forma, o vetor resultante final contém todos os fragmentos de DNA

inseridos na ordem desejada, formando um cassete policistronico.

EcoRV
ngl Syyal
| ¥ |
\\?\\\ ATEV2q g
& %
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Pacl .. :\
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Figura 17: Descricéo visual do vetor pV2A-T. O vetor contém a origem de replicacdo
ORI do plasmideo pUC19, gene modificado Kan* que confere resisténcia a kanamicina.
O sitio de clonagem possui duas sequéncias 2A separadas pela regido de
reconhecimento da endopeptidase TEV. O gene repérter Venus esta dividido em duas
partes pelo sitio de clonagem. Retirado de HOEFGEN et al., 2018.
https://doi.org/10.1016/].ymben.2018.05.014
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Desta forma, adotando-se esta estrutura de trabalho para a construgcéo do
regulon GAL com fim de aplicacdo em K. phaffii, foi feita a clonagem individual
dos genes GAL2, GAL3, GAL4 e GAL80 no plasmideo pV2A-T. Na Figura 19 é
demonstrada a amplificacdo via PCR dos fragmentos de interesse, utilizando
oligonucleotideos que modificam a sequéncia original com a retirada dos cédon
de parada e insercdo das sequéncias homologas ao vetor contendo os sitios de
restricdo necessarios. Os fragmentos foram ligados ao vetor utilizando a técnica
de clonagem por extensédo circular com polimerase, onde os fragmentos s&o
clonados no vetor através de uma reacado de PCR em que ocorre o anelamento
dos fragmentos de DNA e a consequente circularizagdo do vetor contendo o
inserto (QUAN e TIAN, 2011). Todas as etapas de clonagem foram verificadas
por padrao de digestdo dos plasmideos com endonucleases assim como a
presenca e ordenacgédo dos genes via PCR. Também foi realizada a recuperacéo
do plasmideo transformado na levedura através da extracdo de DNA total e este
material foi transformado em E. coli para garantir que o produto final estava
corretamente montado e funcional. O sequenciamento do vetor ndo foi realizado
em tempo habil, porém a correta transcricdo do gene de resisténcia ao antibibtico
garante que os fragmentos estdo na fase de leitura correta. O mapa do vetor final
e sua confirmacgao de constru¢cao encontram-se na Figura 20. O promotor TEF1
foi inserido no vetor apds linearizacdo com a endonuclease Pacl através de
reagdo de ligagdo com a enzima T4 DNA ligase. Desta forma, espera-se que o

regulon GAL seja transcrito de maneira constitutiva forte.
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Figura 18: Esquema de montagem do cassete policistrédnico com auxilio do vetor
pV2A-T. i) Os genes de interesse sdo individualmente amplificados com
oligonucleotideos que contém sequéncias homdlogas ao vetor para recombinacao
orientada. ii) Vetor linearizado com EcoRV. iii) Os plasmideos podem ser digeridos com
as endonucleases Swal (plasmideo aceptor) ou Pmel (plasmideo doador). A escolha da
enzima depende da ordem desejada dos fragmentos no cassete policistrénico. iv) Swal
e Pmel criam terminais com sequéncias homélogas que permitem a remontagem do

plasmideo por recombinagédo. v) Apos a fusdo de dois genes, o vetor resultante recria
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os sitios das endonucleases utilizadas, permitindo a adicdo de novos fragmentos. vi) O
vetor final resultante possui todos os fragmentos de DNA em ordenados e separados
pela sequéncia 2A. Os fragmentos devem ser modificados para retirar os cédons de
parada para permitir que o cassete policistronico funcione corretamente. O sitio de Pacl
permite a adicdo de novos elementos ao plasmideo antes do cassete, como promotores
e sequéncias de integracao genémica. O correto funcionamento do plasmideo também
pode ser verificado pela presenca da proteina funcional YFP na célula transformada.
Retirado de HOEFGEN et al., 2018. https://doi.org/10.1016/j.ymben.2018.05.014

4 kb

3.530 pb
3kb

Figura 19: Eletroforese em gel de agarose dos fragmentos de DNA utilizados para
construcao do regulon GAL no plasmideo pV2A-T. A) Vetor pV2A-T linearizado com
a endonuclease EcoRV. B) Fragmentos de DNA amplificados para clonagem individual
no plasmideo pV2A-T. Tamanho esperado dos amplicons: Promotor TEF1: 407 pb.
GAL2: 1.722 pb. GAL3: 1.560 pb. GAL4: 2.643 pb. GAL80: 1.305 pb.
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Figura 20: Confirmacgdo da construcdo do vetor pV2A_regal contendo o cassete
policistronico para expressdo do regulon GAL em K. phaffii. A) Mapa do vetor
construido. B) Digestdo do vetor pV2A_regal com Pacl extraidos de duas colbnias

transformantes. Tamanho esperado de 11.000 pb.

Com o intuito de testar o funcionamento do sistema de expresséo génica

regulado por galactose em K. phaffi, os plasmideos pV2A regal e pPICH-
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PGallGFP foram cotransformados na cepa X33 por eletroporacdo. Desta forma,
espera-se que na presenca de galactose ocorra a producéo da proteina eGFP

que é capaz de emitir fluorescéncia a 507nm.

Na Figura 21 é possivel observar que ndo houve sinal de fluorescéncia
significativo quando excluida a autofluorescéncia das células ou o sinal de fundo.
Existem varias hipéteses levantadas pelo grupo de trabalho para explicar o
resultado obtido, como: falta de expressdo balanceada dos genes do regulon
GAL, mau funcionamento do sistema de expressao de eGFP controlado pelo
promotor PgaL1, falha na sinalizagao do sistema pela galactose e problemas na
separacdo das proteinas pelo sistema 2A apdés a traducdo do mMRNA
policistrénico ou até mesmo ao baixo nimero de cépias do plasmideo. Devido a
grande complexidade do sistema construido pelo nimero de genes envolvidos e
pela dificuldade de se obter transformantes positivos, decidiu-se desenvolver
uma cepa de K. phaffii laboratorial com caracteristicas de recombinacdo
homologa mais pronunciadas para facilitar o desenvolvimento posterior do
sistema do regulon GAL realizando a integracdo genémica dos fragmentos de

DNA componentes.
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Figura 21: Prova de conceito do funcionamento do regulon GAL em K. phaffii. As
células foram crescidas em meio minimo YNB com sorbitol 1% (p/v) e galactose 2%
(p/v) durante 24 horas. As imagens foram obtidas com 40x de aumento. A excitacdo
ocorreu a 488nm e a emisséo foi obtida a 507nm. N&o foi obtido sinal suficientemente
significativo da proteina fluorescente eGFP durante os testes, sendo necessario

reavaliar o sistema de expressao policistrénico regulado por galctose.

5.2 Desenvolvimento da linhagem de K. phaffii responsiva a tetraciclina

A fim de desenvolver um sistema de expressdo baseado no aptéamero
regulado por tetraciclina, foi utilizado o vetor epissomal pPICH como arcabouco
para clonagem dos genes KU70 e lacZ sob controle do riboswitch. Desta forma,
poderiamos garantir a estabilidade e multiplas copias, eliminando a possibilidade

de um resultado falsamente positivo devido a baixa expressdo do gene.
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Figura 22: Mapa dos plasmideos contendo o aptamero de tetraciclina (tc)
controlando a producéo de proteinas. A) pPICH-lacZ-3tc vetor epissomal contendo o
gene lacZ sob controle de 3 sequéncias repetitivas do aptamero tc. B) pPICH-ku60-3tc
vetor epissomal contendo o gene KU70 sob controle do aptdmero tc. Todas as
sequéncias foram amplificadas por PCR e clonadas no vetor pPICH por recombinacao

homadloga ou por PCR.

A prova de conceito do funcionamento do sistema foi iniciada com a
expressao da enzima B-galactosidase codificada pelo gene lacZ controlado pelo
riboswitch no plasmideo pPICH-lacz-3tc (Figura 21A). O sistema foi testado na
presenca e na auséncia de tetraciclina. De acordo com a estratégia utilizada, a
presenca do riboswitch nao influencia na expressdo do mRNA do gene, mas
apenas em sua traducédo. Ou seja, desta forma, células de K. phaffii contendo o
sistema de controle de expressao proteica que fossem expostas a presenca do
composto X-Gal e apresentassem atividade enzimatica satisfatoria de J-
galactosidase devem ganhar a coloracéo azul que se intensifica de acordo com

o tempo de exposicao. Na presenca de tetraciclina, espera-se que o riboswitch

44



assuma uma conformacéao tridimensional que impede o acoplamento correto das
duas subunidades ribossomais e as células mantenham a colora¢do branca
devido a reduzida ou ausente producdo da enzima (Figura 23). Como
demonstrado na Figura 24, as colbnias semeadas em YPD contendo X-Gal
expostas a concentracbes de tetraciclina iguais ou superiores a 50 pM
apresentaram reducdo na intensidade da cor azul, compativel com o resultado
esperado em caso de funcionamento correto do riboswitch. Este resultado
também é corroborado pelo trabalho publicado por HANSON et al., 2003, onde
0 aptamero mostrou a capacidade de reducao da producao de luciferase a partir

das mesmas concentracdes de tetraciclina.

Sem ligacao
) entre as subunidades
do ribossomo
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Figura 23: Mecanismo de funcionamento do riboswitch durante a traducédo do

MRNA. Na auséncia de tetraciclina, o ribossomo se liga ao mMRNA e o traduz a uma

proteina. Na presenca de tetraciclina, o aptamero assume uma estrutura tridimensional

que impede a montagem correta do ribossomo e reduz a producgédo da proteina.
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Figura 24: O aptamero de tetracicilinareduz a traducao de B-galactosidase em K.
phaffii. Células transformadas com o vetor pPICH-lacZ-3tc foram semeadas em meio
YPD contendo X-GAL por 3 dias a 30 °C seguido de 4 dias a 4 °C para intensificar a
coloracdo azul. Concentracdes crescentes de tetracicilina mostram uma resposta
inibitéria da traducdo dose-dependente, prevenindo a metabolizacdo de X-GAL e
diminuindo a intensidade da cor azul em concentracfes maiores do antibidtico. Esta
figura é representativa de trés experimentos independentes que continham triplicatas de

cada colbnia em cada placa.

Uma vez que o experimento em placa possui um tempo prolongado de
incubacdo para que ocorra o aparecimento da coloracdo azul, foi necessario
avaliar a resposta celular em um periodo menor de tempo. Para isso, a atividade
de B-galactosidase foi mensurada entre 10 e 60 minutos de exposicédo a 100 uM
de tetracicilina através do ensaio utilizando ONPG. O resultado mostrou uma
reducdo de aproximadamente 34% na atividade enzimatica apds 60 minutos de
exposicao (Figura 25). Sendo assim, foi comprovado o funcionamento do
sistema de controle de expresséao proteica baseado no riboswitch regulado por
tetraciclina. Considerando estes resultados, caso as colonias expostas a

tetraciclina que se tornaram brancas sejam retiradas da presenca do estimulo, a
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traducdo da enzima retornara e as células adquirirdo a coloracdo azul
rapidamente, uma vez que o mRNA ja produzido seria imediatamente traduzido.
Um ponto de atencdo para futuras aplicacdes desta tecnologia estd na
necessidade de adaptar o tempo de exposi¢cado e a concentracao de tetraciclina
para cada proteina recombinante a ser produzida, pois € sabido que a enzima [3-
galactosidase possui uma meia-vida curta na ceélula e, portanto, o resultado

observado aqui necessita de adaptacfes para cada proteina.
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Figura 25: Atividade de B-galactosidase é reduzida ap0s exposi¢cdo da célula a
tetraciclina. A cepa TRS Blue mostrou uma reducdo da atividade enzimatica especifica
de B-galactosidase ap6s 30 minutos de exposicao a tetraciclina em meio YPD liquido.
*O teste T ndo pareado mostra que ha uma diferenca significativa entre os dados de 30
e 60 mins da cepa TRS Blue na presenca de tetraciclina em relacdo aos outros grupos

testados em um intervalo de confianca de 95%. n = 3.

Apds demonstrada a prova de conceito do sistema, este trabalho focou seus
esforcos em demonstrar o funcionamento do riboswitch em outra proteina, a fim

de avaliar se o resultado observado seria similar. Para isso, utilizamos a proteina
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Ku70p, envolvida no reparo da quebra da dupla fita de DNA. Para isso, foi
necesséria fazer a delecdo do gene KU70 na cepa X-33 de K. phaffii. Em seu
lugar foi adicionado o gene amdS, demonstrado por PIVA et al., 2018 ser uma
efetiva marca de contra sele¢cdo quando combinado com o composto Acetamida.
A nova cepa Aku70::amdS de X-33 foi transformada com o plasmideo pPICH-
ku70-3tc contendo o gene modificado com a sequéncia HA (Figura 22B). Esta
etapa de marcacao do N-terminal da proteina foi necessaria pois a delecao do
gene KU70 ndo gera nenhum fendtipo visual e desta forma, podemos verificar a
reducdo da traducdo da proteina por Western Blotting. Apds a exposi¢cao das
células a 250 uM de tetraciclina por 8 horas em meio de cultivo liquido YPD, foi
observada a reducdo da concentracdo de Ku70p em aproximadamente 40%
apos andlise de densitometria da imagem (Figura 26). Portanto, foi demonstrado
que a presenca de tetraciclina é capaz de ativar o riboswitch e
consequentemente reduziu a traducdo da proteina. Ademais, é importante
destacar a reversibilidade do sistema, caracteristica que torna a utilizacao do
roboswitch vantajosa. Ao se retirar as células da presenca da tetraciclina, a
célula pode retomar a traducédo dos mRNA disponiveis imediatamente, fazendo

com gue a célula tenha uma resposta mais célere.
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Figura 26: Reducdo da traducdo de Ku70p apOs ativacdo do riboswitch de
tetraciclina. A cepa TRS ku70 foi exposta a 250 pM de tetraciclina por 8h e foi
observada uma reducdo de 40% na quantidade de proteina expressa. Tamanho

estimado da proteina Ku70p = ~60 kDa.

O uso do riboswitch de tetraciclina se mostrou uma estratégia efetiva e de
baixo custo que pode ser aplicado a virtualmente qualquer proteina. Posto que
0 sistema permite o controle preciso da expressao proteica no nivel traducional,
genes que estejam sendo controlado por promotores fracos ou fortes podem ser
controlados da mesma maneira, pois a forca de restricdo da traducao pode ser
ajustada com o aumento ou reducdo do numero de sitios de ligacao a tetraciclina
do riboswitch (HANSON 2003; SUESS 2003; BERENS 2015; RUSCITO 2016).
Isto significa que menos manipulacdes genéticas sdo necessarias para estudos
de producédo de proteinas recombinantes, assim como a utilizagdo de diversas
combinacdes de promotores e terminadores no caso da insercdo de multiplos
genes. Em especial, no caso do gene KU70, sua delecdo pode gerar efeitos

deletérios na célula (SCHWARZHANS 2016).
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6 Conclusdes e perspectivas
A montagem do regulon GAL em K. phaffii se mostrou tecnicamente
desafiadora e se faz necesséria a reavaliacdo do processo de montagem e
integracdo do cassete no genoma. Como prova de conceito, pode-se fazer a
expressdo constitutiva do gene GAL4 para se testar a capacidade de ativacéo
do promotor PgaL1 controlando o gene repoérter lacZ. Desta forma, pode-se
mensurar 0 desempenho deste sistema em condicbes Otimas, seguido da
comparacao do desempenho do sistema com todas as proteinas controladoras.
Além disso, este trabalho conseguiu demonstrar que o uso de aptameros
para o controle da producéo de proteina em K. phaffii € vidvel e representa uma
contribuicéo significativa para o desenvolvimento de novos estudos de aplicacéo
deste microrganismo como plataforma de producdo de produtos biolégicos de
alto valor agregado. A cepa TRS KU70 produzida neste trabalho, que contém o
gene KU70 sob controle do riboswitch de tetraciclina, podera ser testada para o
aumento da recombinagcdo homodloga de fragmentos exdgenos de DNA quando
na presenca de tetraciclina, facilitando o desenvolvimento de novos estudos de
manipulacdo genética desta levedura e potencializando o uso de K. phaffii na

industria.
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