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RESUMO

Neste trabalho foi construido um conjunto de vetores de expressdo regulados para finalidades
de clonagem e expressdo de genes heter6logos em Escherichia coli. Os promotores sdo
elementos essenciais dos cassetes de expressdo utilizados nesse tipo vetores. Os vetores,
derivados desse trabalho, que expressam genes heterdlogos em diferentes niveis e de forma
bem regulada foram baseados em um promotor sintético denominado de DM. A atividade do
promotor DM pode ser modulada tanto por IPTG como por glicose. Os plasmideos
denominados: pDMO02 (baixa copia), pCDM (baixa copia), pDMUO1 (alta cdpia) e pDMUO2
(alta copia) foram capazes de expressar em altos niveis e de maneira regulada em E. coli as
sequéncias génicas da GFP (Green Fluorescent Protein), da tiorredoxina humana fusionada
com a enteroquinase bovina e do hormonio de crescimento de tambaqui. A sequéncia
promotora DM foi modificada por meio de sintese quimica randdomica de DNA para a
construcdo de uma biblioteca de novos promotores sintéticos e estes foram a seguir ligados ao
vetor pCDM em posicdo adequada para expressar o gene reporter da GFP. Clones de E. coli
contendo plasmideos recombinantes com diferentes promotores foram obtidos. Um grupo de
clones que possuem novas sequéncias promotoras mantiveram a regulacdo por glicose e
tiveram maiores niveis de expressao enquanto outro grupo de clones apresentou menor nivel
de regulacdo por glicose, porém com niveis bem maiores de expressdo de GFP. Os resultados
mostram que 0s novos promotores sintéticos podem ser utilizados para o desenvolvimento de
novos, potentes e regulados vetores de expressdo para a expressdo de genes heterélogos tanto

para fins de pesquisa como para bioindustriais.

Palavras-chave: Promotor sintético regulado DM, regulacdo do operon lac, vetores de

expressdo, hormonio de crescimento de tambaqui.
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ABSTRACT

In this work, a set of regulated expression vectors was constructed for purposes of cloning and
expression of heterologous genes in Escherichia coli. Promoters are essential elements of the
expression cassettes used in this type of vectors. The vectors, derived from this work, which
express heterologous genes at different levels and in a well-regulated way were based on a
synthetic promoter called DM. DM promoter activity can be modulated by both IPTG and
glucose. The plasmids named: pDMO02 (low copy), pCDM (low copy), pDMUO1 (high copy)
and pDMUO02 (high copy) were capable of expressing at high levels and in a regulated manner
in E. coli the gene sequences of GFP (Green Fluorescent Protein), human thioredoxin fused
with bovine enterokinase and tambaqui growth hormone. The DM promoter sequence was
modified by means of random chemical DNA synthesis to construct a library of new synthetic
promoters and these were then ligated into the pCDM vector in an appropriate position to
express the GFP reporter gene. E. coli clones containing recombinant plasmids with different
promoters were obtained. A group of clones that had new promoter sequences maintained
glucose regulation and had higher levels of expression, while another group of clones showed
a lower level of glucose regulation, but with much higher levels of GFP expression. The
results show that the new synthetic promoters can be used for the development of new, potent
and regulated expression vectors for the expression of heterologous genes for both research
and bioindustrial purposes.

Keywords: DM-regulated synthetic promoter, lac operon regulation, expression vectors,

tambaqui growth hormone.



1 CONTEXTUALIZACAO

O conjunto de ferramentas da Tecnologia do DNA recombinante (rDNA) permite a
clonagem de genes heter6logos até a expressao e purificacdo da proteina isolada para o
estudo estrutural e funcional, ou seu uso em aplicacBes biotecnoldgicas. A sequéncia
codificante da proteina de interesse pode ser inserida em um vetor ou conjunto de vetores de
expressdo apropriado e transformada em um hospedeiro procariotico, como a bactéria
Escherichia coli, que possui longa tradicdo segura em laboratérios e na producdo de
proteinas de interesse industrial, como: insulina, horménios, fatores de crescimento e
estimuladores, isso porque € bem caracterizada geneticamente e metabolicamente, reduzindo
os custos de producdo e melhorando o rendimento (FERRER-MIRALLES et al., 2009;
ROSANO et al., 2019).

Um dos principais componentes de um vetor de expressdo reconhecido por E. coli é
o “cassete de expressdo génica”, composto por um conjunto seleto de sequéncias de DNA
que garantem a producéo de proteinas de interesse (STRIEDNER et al., 2010; ZWICK et al.,
2012). Um “cassete de expressdo” (5° = 3’) é composto principalmente de uma sequéncia
de DNA denominada de promotor, capaz de recrutar a RNA polimerase holoenzima
(02pp'®e) e iniciar a sintese do RNA mensageiro (MRNA); uma regido composta pela
mensagem genética a ser transcrita, como um gene repérter ou gene heter6logo; um
terminador de transcricdo — para interromper a sintese do mRNA pela RNA polimerase e 0
sitio de ligacdo ao ribossomo (RBS — Ribossome Binding Site), que recruta o ribossomo e
inicia o processo de traducdo de um RNA mensageiro em uma proteina (SCHUMANN &
FERREIRA, 2004; DADE-ROBERTSON et al., 2018).

A escolha do promotor € muito importante para o0 bom funcionamento de vetores de
expressdo em E. coli (CHEN et al., 2018). Os promotores rigorosamente regulados sdo
aqueles que possuem um regulador de transcrigdo no ndcleo ou préximo do promotor e sdo
os eleitos para a expressdao de genes em altos niveis (BROWNING & BUSBY, 2016;
MOREIRA et al., 2018; BROWNING et al., 2019; HOTHERSALL et al., 2021). Moléculas
indutoras sintéticas andlogas, como isopropil p-D-1-tiogalactopirandsido (IPTG) podem ser
usadas para regular a expressdo do transgenes em organismos que utilizam um promotor
responsivo correspondente, como baseados no proprio promotor lac, e derivados como 0

promotor Tac, o promotor Trp, LacUV5 e outros sistemas categorizados como promotor



araBAD, promotor L, promotor R e o promotor T7 que combinam diferentes tipos de
regulacdo e forca (MOREIRA et al., 2018).

Como os circuitos e vias genéticas existentes sdo dificeis de controlar devido a falta
de sistemas de regulacdo de genes sem interferéncia, foram desenvolvidos sistemas com o
minimo de vazamento da expressao da proteina recombinante antes do inicio do bioprocesso
e assim evitar a morte da hospedeira por toxicidade da expressao pela producgdo da proteina
recombinante. Ha também um interesse continuo em novas abordagens em cassetes mais
eficientes com promotores regulados inseridos em diferentes backbones plasmidiais que
aperfeicoem a clonagem e producéo de proteinas heterélogas em E. coli (SAIDA, 2007;
FERRER-MIRALLES et al., 2009; CHEN et al., 2018; MCCARTY & LEDESMA-
AMARO, 2019; ROSANO et al., 2019).

Com todas estas consideracdes, 0s cassetes de expressdo podem ser inseridos em
diferentes plasmideos com diferentes estratégias para os estudos de expressdo de novos
genes e por isto inspirou 0s autores a inventar um novo promotor, que apresentasse
estringente regulacdo e de forca média de expressdo de genes heterdlogos em E. coli. O
promotor sintético DM classificado com média expressdo e 6tima regulacdo, foi construido
por sintese quimica simultaneamente com um cassete de expressdo. O cassete de expressdo
contém a sequéncia da regido 5> UTR do mRNA do gene da proteina 10 do bacteriofago T7
que contém um eficiente RBS (OLINS et al., 1988), o gene repdrter da proteina verde
fluorescente - GFP (Green Protein Fluorescent), e um terminador de transcricdo, o T1 do
gene de rrnB de E. coli (OROSZ et al., 1991).

Apos a sua concepcdo, o cassete de expressdo foi inserido em diferentes backbones
plasmidiais denominados: pDM-GFP, pDMUO1, pDMO02, pCDM e pDMUOQ2 para testar
suas funcionalidades. Nesse contexto, os resultados nesse estudo de fluorescéncia e SDS-
PAGE referentes a expressao do gene repdrter da GFP sob o controle dos plasmideos pDM-
GFP (baixa copia) e pDMUO1 (alta copia) e dos genes heterologos: do hormdnio de
crescimento recombinante de tambaqui (tGH), contido no vetor pPDMU-tGH; do vetor pDM-
TEK, contendo o gene da tiorredoxina humana e a parte catalitica da enzima enteroquinase
bovina sob o controle do promotor DM, demostraram médios e altos niveis de expressao e
alta performance de regulacdo das proteinas mencionadas sob o controle do promotor DM

em E. coli.



A presente sequéncia promotora DM, invengdo e motivo de patente, clonado em um
versétil conjunto de vetores difere dos outros promotores conhecidos atualmente e apresenta
vasta aplicacdo biotecnologica. Principalmente, a presente invencdo abre caminho para a
clonagem de proteinas recombinantes de interesse industrial e na engenharia metabolica do
maquinario celular envolvendo a expressdo simultadnea de diferentes genes heterélogos.
Pode ser utilizado para expressdo em altos niveis das proteinas toxicas, cuja elevada

producdo e minuciosa regulacdo tem sido um desafio.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 0 PROCESSO DE TRANSCRICAO

A informacéo genética contida na molécula de DNA possui relacdo com a sintese de
proteinas necessarias ao metabolismo celular, na qual sdo expressos constitutivamente ou em
certas condicOes, na forma de mRNAs (contido nos genes) para posterior traducdo génica
(em proteinas) (SCHUMANN & FERREIRA, 2004; LEWIN et al., 2005). Essa regulacédo
transcricional da conversdo de um molde de DNA para RNA é conhecido como transcricao
génica e possui a RNA polimerase (RNAp) como enzima responsavel pela sua execucéo e,
por conseguinte, € um dos processos mais fundamentais para a viabilidade da célula
(DRENNAN et al., 2012). Todos os organismos vivos codificam pelo menos uma RNAp
sendo que a estrutura do nucleo e muitos elementos atuantes e reguladores sdo partilhados

por RNAp bacterianas, eucariéticas e por archaea (RUFF et al., 2015).

O primeiro passo na expressao génica em todos 0s organismos requer a abertura do
duplex de DNA para expor uma fita para a sintese de RNA. O nivel de transcricdo génica
estd relacionado com a frequéncia com que a RNAp inicia o processo, bem como sua
afinidade a sequéncia promotora (HAUGEN et al., 2006, 2008; VAN HIJUM et al., 2009;
SAECKER et al., 2011).

O processo de transcri¢do génica ocorre primeiramente quando a RNAp reconhece e
se liga a elementos presentes na dupla fita de DNA (interacdo eletrostatica) (FEKLISTOV et
al., 2014). Logo ap0s, ocorre a formagdo de um complexo mais estavel de reconhecimento
formado pelo nucleo da enzima RNAp com a regido promotora ou sequéncia conhecida
como promotor (GEZVAIN & LANDICK, 2004). Em bactérias, a RNAp é composta por
um nucleo de mdaltiplas subunidades que é fortemente associado a um fator de especificidade
6. Enquanto o nucleo contém o sitio ativo da polimerase, sendo capaz de sintetizar RNA, o
fator sigma especifica quando e onde deve ocorrer o inicio da transcricdo (GRUBER &
GROSS, 2003; HOOK-BARNARD et al., 2007). O nucleo da enzima RNAp interagindo
com o fator sigma (o) forma a holoenzima. Somente a holoenzima é capaz de reconhecer a
sequéncia promotora e ocasionar as mudancas conformacionais no DNA necessérias para
separar as duas fitas de DNA para formar uma bolha de transcricdo e iniciar de fato iniciar o
ciclo da transcrigdo génica (LEE et al., 2012).



Em todos os organismos, a transcricdo por RNAp dependente de DNA pode ser
dividida em quatro etapas mecanicamente e estruturalmente distintas: reconhecimento da
regido promotora no DNA, iniciacdo, alongamento e terminacdo (BORUKHOV &
NUDLER, 2003; GEZVAIN & LANDICK, 2004; CAMPBELL et al., 2008; RUFF et al.,
2015).

A ligacdo especifica da RNAp holoenzima ao promotor forma um “complexo
fechado” (RPc) e pde em movimento uma série de grandes mudancas conformacionais em
ambas as biomoléculas. Tais mudancas colocam o duplex de DNA no local do sitio ativo da
RNAp, que em seguida, abre 0 DNA para formar uma bolha de transcri¢do para a “formacao
do complexo aberto” (RP0) (SAECKER et al., 2011; RUFF et al., 2015). Isto ocorre devido
a uma isomerizacdo, pois supde que deve resultar em um movimento da cadeia de DNA
livre da bolha ao sitio ativo da enzima RNAp de modo que a sintese de RNA possa comecar
(GEZVAIN & LANDICK, 2004; BROWNING & BUSBY, 2004, 2016).

O complexo aberto é capaz de iniciar a transcricdo, mas na maioria dos casos, 0
promotor mantém-se em um complexo de transcricdo inicial (ITC) que sofre rodadas curtas
de formacdo de transcrito e com isso ndo inicia a transcricdo. Apds a RNAp deixar o
promotor, é formado um complexo de alongamento da transcri¢cdo (TEC), onde a subunidade
o se dissocia e 0 complexo segue de maneira processiva e estavel (GEZVAIN & LANDICK,
2004). O fator ¢ ndo é necessario para a fase de elongacdo e é tipicamente liberado do
nacleo da RNAp, e apenas esta prossegue polimerizando o RNA (SAECKER et al., 2011).

Ao alcancar o final da regido a ser transcrita, sinais presentes na sequéncia do DNA
ou do RNA levam ao término da transcri¢do, fazendo com que o complexo DNA-RNAp e
RNA sejam desfeitos. Tais sequéncias sdo chamadas de terminadores de transcri¢cdo e sao
reconhecidas pela RNAp. Este processo de terminacdo pode ocorrer pela acdo de fatores
proteicos ou pelo simples desequilibrio das forcas que mantém o hibrido DNA-RNA juntos
(Figura 1) (ROBERTS et al., 2008; VAN HIJUM et al., 2009).
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Figura 1: Transcri¢éo de genes bacterianos. O ciclo de transcricéo bacteriano.
A RNAp holoenzima, que compreende o nicleo da enzima e um fator sigma,
interage com o promotor de DNA para formar o complexo fechado (RPc). Ap6s
0 processo de reconhecimento do promotor ocorre uma isomeriza¢do em dois ou
mais passos para formacdo do complexo fechado (RPc) para o complexo aberto
(RPo), desenrolando a dupla fita de DNA na regido do local de inicio da
transcricdo e permitindo que encontre o sitio ativo da holoenzima. A adicdo de
nucleosideos trifosfatos (NTPs) permite uma transicdo adicional para o
complexo de iniciagdo que sintetiza o transcrito do RNA mensageiro (RNAm). O
processo pode ser mantido no promotor, o que resulta em ciclos de iniciagdo
abortiva em que sdo produzidos apenas pequenos fragmentos de RNA.
Alternativamente, a RNAp pode escapar do promotor para entrar na fase de
elongacéo, levando a liberacdo do fator sigma e ao alongamento do transcrito de
RNA usando NTPs e fatores de transcrigdo (TFs) (ndo mostrados). A transcricdo
prossegue até que a RNAp encontre um terminador de trasncri¢éo (TT), fazendo
com que o transcrito de RNA seja liberado e a RNAp possa dissociar-se do
molde de DNA para voltar a se envolver com um fator sigma para uma nova
rodada de trasncricdo (Fonte: Adaptado de BROWNING & BUSBY, 2016).

2.2 ARNA POLIMERASE EM PROCARIOTOS

Os procariotos utilizam dois conjuntos distintos de mecanismos para a ativacdo do

inicio da transcricéo, e estes estdo focados no promotor ou na RNAp (LEE et al., 2012). A



RNAp bacteriana € composta por pelo menos cinco subunidades constantes e pode ser
encontrada em duas formas: a) a apoenzima ou nucleo da enzima que possui todas as
subunidades exceto a subunidade ¢ (ou fator o); e b) a holoenzima que possui as
subunidades a2, B, B', ®, e o, capaz de reconhecer promotores génicos especificos e iniciar a
sintese de RNA (BROWNING & BUSBY, 2004; CASES & DE LORENZO, 2005;
FEKLISTOV, 2013).

A RNAp da bactéria Gram-negativa E. coli € uma das mais estudadas e a mais bem
caracterizada dentre os procariotos. As duas subunidades alfa (a) possuem 40 kDa cada. A
subunidade beta (B) possui em torno de 155 kDa e a beta linha (B') possui 160 kDa
(BURGESS, 1969; ISHIHAMA, 2000). A subunidade dmega (®) possui 10 kDa e os fatores
sigma (o) possuem massa molecular variando de 25 a 92 kDa. A subunidade o é formada
por dois dominios de aminoacidos independentes e unida por um ligante flexivel de 20
aminoacidos: o dominio N-terminal (9 kDa) com residuos de 1 a 235 aminoécidos e o C-
terminal (26 kDa) composto por residuos de 250 a 329 aminoacidos (MURAKAMI et al.,
2002; MURAKAMI & DARST, 2003). As subunidades p e p' possuem 1,342 e 1,407
aminoacidos, respectivamente e a subunidade ® (11 kDa) apresenta 91 residuos de
amino&cidos (SAECKER et al., 2011; RUFF et al., 2015).

Cada subunidade tem um papel especifico na ligacdo ao DNA, na interacdo entre as
subunidades da enzima e no processo catalitico. A parte N-terminal de a esta envolvida na
formacéo de dimeros e da ligacéo de p com B', e 0 seu C-terminal esta preso por meio de um
ligante flexivel ao seu N-terminal, ¢ e responsavel pela interagdo com o “elemento UP”
presente em alguns promotores que funciona como ativador transcricional (BROWNING &
BUSBY, 2004; GEZVAIN & LANDICK, 2004). A subunidade p contém o sitio catalitico
ativo da polimerase e juntamente com B' especifica a interacdo do ¢ (sigma) com o promotor
e a fita de DNA, e também liga os ribonucleotideos que irdo ser polimerizados em RNA
(BROWNING & BUSBY, 2004; GEZVAIN & LANDICK, 2004). O papel da subunidade ®
(6mega) atua como uma “chaperona molecular” para o correto enovelamento da subunidade

B' e auxilia na montagem estavel da RNAp (SCHUMANN & FERREIRA, 2004).
2.3 FATOR SIGMA (o)

Como mencionado anteriormente, o fator ¢ esta envolvido no reconhecimento dos

promotores, sendo que cada um reconhece um conjunto distinto de genes, sendo que



existem, pelos menos, seis tipos diferentes do fator ¢ em E. coli. Cada um desses fatores
regula um subconjunto de genes em resposta a diferentes estimulos, como caréncia
nutricional, aumento de temperatura, fase estaciondria, estresse oxidativo, estresse osmotico,
programa de desenvolvimento, etc (tabela 1) (CHANDRANGSU & HELMANN, 2001).
Assim, torna-se possivel a um organismo apresentar uma resposta adequada a esses
estimulos ambientais e sobreviver a certas condigdes adversas utilizando a mesma enzima
(RNAp) e quando necessario ajustando somente o fator ¢ (GRUBER & GROSS, 2003;
BROWNING & BUSBY, 2004; SAECKER et al., 2011; TRIPATHI et al., 2014).

Tabela 1: Fatores sigma (o) de Escherichia coli.

Fator sigma Gene Funcdo/Resposta Seg. Consenso
() -35 Espacador -10
Fecl Fecl Captacdo de citrato férrico GAAAAT - 15 bp -
(ECF) TGTCCT
24 rpoE Estresse térmico extra- GGAACTT- 15 pb-
citoplasmatico (ECF) GTCTAA
28 FIiA ou Mobilidade celular e CTAAA-15pb-
rpoF patogenicidade ou sintese de GCCGATAA
flagelo
32 rpoH Choque térmico extremo;  CCCTTGAA -13-15pb
renaturacdo de proteinas - CCCGATNT
38 rpoS Resposta a estresse e fase TTGACA- 16-18 pb-
estacionaria TATACT
54 rpoN Assimilacdo ou limitacdo de CTGGNA -6pb-
nitrogénio (N2) TTGCA
70 rpoD Manutencao basal; TTGACA - 16-18pb-
crescimento celular, sigma TATAAT

constitutivo
Fonte:  Adaptado de HELMANN, 2001.

Em contraste, todas as espécies de bactérias possuem pelo menos um fator o
primario. Em E. coli, o sigma primario € o 70 (¢70) (codificado pelo gene rpoD), que ativa a
transcri¢do principalmente dos genes constitutivos (housekeeping) ou transcricdo dos genes
de manutengdo basal da bactéria. Este fator 670 é o principal, sendo o fator sigma mais
abundante na célula (MERRICK, 1993; HELMANN, 2001). Em E. coli, 0 670 tem uma



maior afinidade para o nucleo da RNAp do que qualquer um dos seus fatores ¢ alternativos
que sdo utilizados sob certas condigdes de crescimento ou estresse. Outros fatores pertencem
a familia sigma 54 (o654), responsavel pela expressdo de genes envolvidos na utilizagdo de
nitrogénio (WIGNESHWERARAJ et al., 2008; SACHDEVA et al., 2009; GHOSH et al.,
2010; SACHDEVA et al., 2010; LEE et al., 2012).

Como parte da holoenzima funcional, 670 sigma reconhece um promotor constituido
por dois elementos bem conservados na sequéncia, 0s hexameros -35 e -10, que s&o
separados por uma regido espacadora de 16-19 pb (RUFF et al., 2015). O fator 670 pode ser
dividido em quatro dominios proteicos peculiares unidos por ligantes flexiveis (regides 1, 2,
3 e 4) e subdominios (2.1, 2.2, 2.3 etc) com base na funcdo, estrutura e conservacdo da
sequéncia (HOOK-BARNARD & HINTON, 2007). Cada dominio de 670 interage com
ambos: RNAp e DNA. Os dominios 2 e 4 fazem contatos especificos com as regides -10 e -
35 respectivamente, ao passo que o dominio 3 interage com a regido -10 estendida presente
em alguns promotores (CAMPBELL et al., 2008). Embora os dominios 2, 3 e 4 sdo
conhecidos por estarem envolvidos no reconhecimento do promotor, a funcdo do dominio 1
ndo € bem compreendida, esta ausente em muitos fatores ¢ e supde-se que esteja envolvido
na regulacdo do complexo aberto e no inicio da transcricdo na sequéncia de DNA do
promotor (Figura 2) (MURAKAMI & DARST, 2003; RODRIGUE et al., 2006;
SACHDEVA et al., 2010).
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Figura 2: InteracBes especificas das sequéncias entre a RNA polimerase, sigma 70 e
regides do promotor. Representacdes esquematicas das subunidades do nlcleo da RNA
polimerase, 670 e 0 DNA do promotor. RNAp: a2: azul-claro; e B’: cinza; w: preto; sub-
regides do o: estdo mostradas. Promotor: Elemento UP: azul claro; regido -35: roxo;
elemento -10 estendido (EXT): vermelho; regido -10: amarelo; discriminador (DISC):
laranja; sitio de inicio da transcricdo ou +1: verde. DS DNA: DNA de dupla fita a jusante do
+1: cinza. Os conectores que ligam as subunidades aC e aN e subdominios do ¢ sdo
mostrados como molas. Parte das regifes de um promotor consenso (CONS) é mostrado e 0s
promotores Pgr, T7AL e 0 P; do rrnB sdo mostrados abaixo. As bases ausentes sdo mostradas
por tragos (Fonte: RUFF et al., 2015).

2.4 PROMOTORES PROCARIOTICOS E SEUS ELEMENTOS

Os promotores procaridticos reconhecidos apresentam tamanho aproximado de
60~80 pares de bases (pb). Esta localizada a montante do ponto de inicio de transcri¢do (+1)
e existe um dado promotor para um ou seleto conjunto de genes. Estes promotores possuem
regides especificas que atuam como sitios de reconhecimento e ancoragem capazes de
recrutar a RNAp holoenzima e iniciar a sintese de RNA no sentido 5 para 3’ (LI et al.,
2015). Desta maneira, controlam os niveis celulares das proteinas codificadas por estes
genes através de sua taxa de transcri¢do. Entretanto, embora cada conjunto de gene(s)
possua um promotor, nem todos sao idénticos entre si, pois nas células bacterianas a RNAp
é confrontada com um conjunto com cerca de pelo menos 2.000 sequéncias promotoras
diferentes para cada 3.000 genes (BROWNING & BUSBY, 2004).

O passo principal na iniciacdo da transcricdo é o reconhecimento do promotor pela
RNAp holoenzima. Os estudos cristalograficos e estudos de mobilidade eletroforética
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(footprints, EMSAs - Electrophoretic Mobility Shift Assays e mais recente Microscopia
Crioeletronica), diversos trabalhos de codificacdo e analise de promotores de procariotos in
silico através de programas de computador utilizando algoritmos levaram a geracdo de
modelos que explicam como determinadas regies da sequéncia de DNA, que compdem o
promotor, sdo reconhecidos por ambos: subunidade ¢ e RNAp (SAECKER et al., 2021).
Foram observadas que em certas regides dos promotores haviam sequéncias conservadas e
por isso reforcam um conceito existente de uma ‘“sequéncia promotora consenso” que
apresenta identidade entre algumas bases dos promotores nas mesmas posi¢des da sequéncia
e que tais sdo altamente conservadas entre elas (HAWLEY & MCCLURE, 1983; HARLEY
& REYNOLDS, 1987; HIGUCHI et al., 1988; BEREZHNOY & SHCKORBATOV, 2005;
BURDEN et al., 2005; HELLMAN & FRIED, 2007; HOOK-BARNARD & HINTON,
2007; RUFF et al., 2015).

Desde essas analises iniciais considerava-se que, por serem conservadas, essas
regides deveriam ter papeis relevantes no inicio do processo de transcricdo (HARLEY &
REYNOLDS, 1987; BEREZHNOY & SHCKORBATOV, 2005). Com a evolugdo dos
procedimentos de sequenciamento de DNA, houve a descoberta de muitas sequéncias
promotoras dentro do genoma de E. coli reconhecidas pela holoenzima (RNApc70)
contendo sequéncias similares de DNA e que foi descoberta a importancia funcional destas
sequéncias em muitas investigacbes (BROWNING & BUSBY, 2004). Dado que se
estabeleceram duas regides nos promotores que formam o nicleo do representado pelos
hexameros -35 (*° TTGACA %) e -10 (**2 TATAAT ) e geralmente separado entre si por
17 pb, sendo a transcricdo iniciada em uma purina (sitio de inicio da transcricdo ou +1)
localizada aproximadamente a 7 pb apos a regido -10, bem como outras regiGes definidas
denominadas de: o elemento UP, “clemento -10 estendido e o discriminador (BROWNING
& BUSBY, 2004). Essas sequéncias tornaram-se conhecidas como regides de identidade
sendo localizadas nos procariotos a aproximadamente proximos do nucleo do promotor a
montante do inicio da transcri¢do (+1) (PRIBNOW, 1975; HAWLEY & MCCLURE, 1983;
BEREZHNOY & SHCKORBATOV, 2005; FEKLISTOV, 2013; RUFF et al., 2015).

Em média, promotores de bactérias contém entre oito e nove bases iguais as do
consenso, sendo raro ocorrer promotores com todas as sequéncias iguais as sequéncias
consenso (nas seis posicdes da regido -35 e -10) (Figura 3) (BROWNING & BUSBY,

2004). Ou seja, foi elucidado que existem variagbes nas sequéncias nucleotidicas de
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promotores e que estas variacOes afetam a ligagdo da RNAp aos promotores, e também que
existem regides mais importantes do que outras para o funcionamento do promotor, como a
regido -10, que onde é altamente conservada e essencial para o reconhecimento e abertura
das fitas pela holoenzima, independente da regido -35 estar presente (HAWLEY &
MCCLURE, 1983; BROWNING & BUSBY, 2004; BEREZHNOY & SHCKORBATOQOV,
2005; FEKLISTOV, 2013).

-35 Sequéncia espacadora -10 DISC +1
A TTGACAAAAATTGGTATATATGATATAATGGCGCA
<€ > <€ > ) TSS
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2 2
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Figura 3: Regibes consensuais dos promotores de E. coli. Na parte A da figura e destacado em
vermelho, mostra os nucleotideos preferenciais das regies -35 e -10, no elemento -10 estendido
TG (-10 EXT) e no sitio inicial da transcri¢cdo ou +1 de promotores de E. coli. Na parte B mostra o
nimero de promotores existentes com a sequéncia espagadora e sequéncia discriminadoras
preferenciais em ndmero de nucleotideos (Fonte: modificado de ROSINSKI-CHUPIN et al.,
2015).

Sabe-se que as sequéncias promotoras que apresentam elementos mais parecidos
com as da sequéncia consenso funcionam mais eficientemente, tendem a ser mais ativos e
possuem uma maior atividade de ligacdo com a RNAp do que promotores cujas sequéncias
nucleotidicas difere da sequéncia consenso preferencial de 670 (5> TTGACA — 17 pb —
TATAAT 3°) (SCHUMANN & FERREIRA, 2004). Isso implica que, promotores com
maior afinidade pela RNAp, resultam em uma maior frequéncia na transcri¢do dos genes.
Ao contrario, promotores com baixa afinidade pela RNAp ocasionam em uma menor
transcricdo de genes (MURAKAMI & DARST, 2003b; SAECKER et al., 2011).
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2.4.1 Regibes -35 e -10

As regides de hexameros -35 e -10 desempenham um papel muito importante na
seletividade e na frequéncia da iniciacdo da transcricdo, contudo formam o nudcleo do
promotor. A regido -35 possui a sequéncia de consenso 5’ - TTGACA -3’ como0-35=T,; -
34 =T; e -33 = G sendo estas bases as mais altamente conservadas. Estas bases interagem
com o subdominio 4.2 em promotores e podem recrutar ativadores como ACl e CAP
influenciando em diversas etapas da transcricdo. Também pode interagir com o nucleo da

RNAp para mediar o recrutamento de fatores de alongamento (RUFF et al., 2015).

A regido -10 apresenta uma regido consenso 5’ - TATAAT - 3’ onde os pb desta
regido geralmente séo ricosem A e T. As bases -11 = A e -7 = T s&o as bases mais altamente
conservadas do hexadmero. O hexamero ou regido -10 desempenha um papel fundamental de
modo a formar o complexo aberto (abertura das fitas), enquanto a regido ou hexametro -35
serve como um alvo para ativadores de transcricdo (HOOK-BARNARD & HINTON, 2007,
RUFF et al., 2015).

Muitas mutacbes ocorrem dentro das regiGes -35 e -10, em geral, muitas dessas
mutacdes podem fugir da regido consensual e consequentemente podem diminuir ou
aumentar a frequéncia de iniciacdo da transcricdo do(s) gene(s) (CAMPBELL et al., 2008;
RUFF et al, 2015; HEYDUK & HEYDUK, 2018). Um promotor historicamente
importante, caso a parte, é o promotor do operon lac de Jacob e Monod de 1961 (JACOB &
MONOD, 1961). O promotor lac ndo é tdo semelhante a sequéncia de nucleotideos presente
na regido -35 e -10 conhecida como consenso. Possui uma base na regido -35 e duas na
regido -10 que difere da sequéncia consenso e a regido espagadora entre estas duas regides €
de 18 pb (CZARNIECKI et al., 1997).

Entretanto, considerando que promotores que apresentam as sequéncias mais
préximas as do consenso sdo mais fortes, construiram outro promotor, o promotor LacUV5 a
partir do promotor lac. O promotor LacUV5 difere em apenas uma base da regido -35
consenso, e apresenta a regido -10 idéntica a da regido consenso. Com essa mudanca, a
atividade promotora aumentou cerca de 2,5 vezes (Tabela 2) (FULLER, 1982;
SCHUMANN & FERREIRA, 2004).



Quadro 1: Algumas sequéncias nucleotidicas de promotores

utilizados em vetores de expressdo.

Regiao
Promotor | Regido -35 | espagadora | Regiéo -10
PLac TTtACA 18 pb TATQtT
PrLacuvs TTtACA 18 pb TATAAT
Prip TTGACA 17 pb TtaAcT
Prac TTGACA 16 pb TATAAT
APL TTGACA 17 pb gATACT
APR TTGACt 17 pb gATAAT
Consenso | TTGACA 17 pb TATAAT

Os nucleotideos presentes na sequéncia consenso sdo demonstrados
em negrito. Nas sequéncias dos promotores, 0s nucleotideos
idénticos a sequéncia consenso sdo mostrados em letras maiusculas,
e 0s que ndo sdo idénticos, sdo mostrados em nucleotideos
minusculos (SCHUMANN & FERREIRA, 2004).

2.4.2 A regido espacadora

A regido espacadora é um segmento de DNA que ndo apresenta nenhuma sequéncia
de consenso de nucleotideos e estd localizada entre as regides -35 e -10. Mas existe um
comprimento de consenso, que é 0 espacamento entre os subdominios 64,2 € 62,3. Sendo
que, ha autores que afirmam que esta regido € a mais importante que a sequéncia como um
todo para a determinacdo do promotor, isso porgue esse espaco seria 0 mais preferencial do
fator sigma 70 (MITCHELL et al., 2003; KIRYU et al., 2005; SHIMADA et al., 2014).

Foi observado em promotores fortes que o0 espacamento de 17 nucleotideos era
preferencial entre os hexadmeros consensuais -35 e -10. Posteriormente, foi confirmado por
cristalografia de Raios-X que o espacamento de 17 nucleotideos era o ideal para o
acoplamento da subunidade sigma 70 e mutagdes que alterem o tamanho do espacador de 17
pb existentes entre as sequéncias -35 e -10 também modificam o nivel da transcricdo dirigida
pelo promotor mutado (BROWNING & BUSBY, 2004, SCHUMANN & FERREIRA,
2004; KIRYU et al., 2005; RUFF et al., 2015).

2.4.3 Sitio de inicio da transcrigdo ou +1

Os “sitios de inicio de transcrigao” (Transcription Start Site - TSS) é o nucleotideo

onde a transcricdo se inicia e geralmente é numerado de +1. Quando a RNA polimerase esta
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posicionada na regido promotora, ela comeca a polimerizar os ribonucleotideos da fita de
RNA antiparalela nesta posicéo, ou seja, o inicio de gene da se nesta posi¢cdo (RANGEL-
CHAVEZ et al., 2017).

A base do sitio de inicio da transcricdo preferencial na posicdo +1 é Adenina
(43,88%), seguido por Guanina (24,31%), Uracila (18,03%) e Citosina (13,76%) (RUFF et
al., 2015). Esta distribuicdo foi obtida a partir de uma populacdo de 8.500 iniciagOes de
transcricdo mapeadas. N&o é bem entendido como o nucleotideo é escolhido para iniciar a
transcricdo e parece ser meramente baseado na existéncia de uma distancia adequada do
promotor para onde a RNA polimerase se liga para iniciar a transcricio (RANGEL-
CHAVEZ et al., 2017).

2.4.4 O elemento UP

Uma lista inicial de sequéncias promotoras dependentes de 70 revelou uma
sequéncia rica em bases AT a montante do elemento —35 que apresentava identidade e
verificou que as sequéncias dentro desta regido aumentavam significativamente a transcri¢cao
de alguns promotores e, portanto atribuiu-se a funcdo enhancer transcricional para esta
sequéncia (ROSS et al., 1993; RAO et al., 1994; ESTREM et al., 1998; GOURSE et al.,
2000; ROSS & GOURSE, 2005; RHODIUS et al., 2012; LEE & BORUKHOV, 2016).

Trabalhos subsequentes elucidaram dois subsitios de sequéncias ricas em A/T, um
elemento UP proximal (45 a —37) e um elemento UP distal (-58 a —45). Cada um dos dois
elementos pode ser reconhecido por uma das duas subunidades a presentes na RNAp, e 0
contato dos elementos proximal, distal ou ambos pode afetar a atividade do promotor
(HOOK-BARNARD & HINTON, 2007). Embora uma sequéncia especifica seja preferida
para a ligacdo, as subunidades a também podem interagir de forma nédo especifica com esta
regido do DNA (se houver um periodo prolongado de interacdo entre ambos) e que pode
levar a tempos necessarios para formar complexos abertos entre RNApaCTDs e elemento
UP nesses promotores gerando sequéncias funcionais para a transcri¢do. Os promotores
podem ter um ou ambos, embora o elemento UP distal seja mais funcional sozinho, uma

sequéncia completa do elemento UP completo é mais eficiente (RUFF et al., 2015).

Os elementos UP foram notados pela primeira vez por sua capacidade de aumentar a
transcricdo dos promotores de rRNA, e usando o promotor ribossomal rrnB P1, Ross e
colaboradores demonstraram que a regido de -60 a -38 do ponto de inicio da transcri¢cao
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(+1), denominada elemento UP, realmente fazia contato com o dominio C-terminal das
subunidades a da RNAp e uma sequéncia de elemento UP de consenso (5’
NNNAAAWWTWTTTTNNNAAANNN3” (W = A ou T e N = qualquer base) foi
determinada usando andlise mutacional aumentando a transcricdo 330 vezes in vivo (ROSS
etal., 1993; GAAL et al., 1994; RAO et al., 1994; ESTREM et al., 1998, 1999; GOURSE et
al., 2000; ; ROSS & GOURSE, 2005; HOOK-BARNARD & HINTON, 2007; RHODIUS et
al., 2012).

2.4.5 Elemento -10 estendido

Uma compilacdo inicial e analise de promotores indicaram que havia alguma
preferéncia pela sequéncia TG a montante de -10 (HAWLEY & MCCLURE, 1983). Dados
genéticos e bioquimicos também sugeriram a importancia do contato entre RNAp nesta
regido do DNA. Através destes estudos verificaram uma sequéncia consenso reconhecido
por 670 como motivo —15 TGn -13, também chamado de sequéncia estendida —10
(BERMAN & LANDY, 1979; SIEBENLIST & GILBERT, 1980; BUSBY et al., 1984;
GRANA et al., 1985; PONNAMBALAM et al., 1986).

InvestigacBes sobre a importancia do motivo —15 TGn —13 mostraram que esta
sequéncia existe quando ha a auséncia de elemento —35 ou — 10 ou que diferente de suas
sequéncias consensos (5 TTGACA - 17pb — TATAAT 3’) ou em espagadores mais longos
(18 pb ou mais). Promotores que se desviam significativamente do consenso nesses
elementos sdo mais propensos a ter um motivo TGn (HOOK-BARNARD & HINTON,
2007).

Muitos promotores de E. coli foram analisados e identificados por sequenciamento
de DNA, e os resultados revelaram que o motivo TGn da posicdo —15 a posi¢do —13 esta
presente em cerca de 20% dos promotores de E. coli. A atividade ideal requer a presenca de
Timina na posicdo —15 e Guanina na posicdo —14, embora dependendo do promotor, a
presenca de apenas um desses nucleotideos pode ser vantajoso para a atividade do promotor.
O elemento -10 estendido foi determinado como um motivo de 3-6 nucleotideos (5’ -17
TRTGn -13, onde R = A ou G; N = qualquer nucleotideo 3°) localizado logo a montante da
regido -10 (5 TATAAT 3’) e que pode afetar o nivel de transcricdo através de contatos
especificos com dominio 63 (HOOK-BARNARD; HINTON, 2007).

2.4.6 Regido discriminadora
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Muitas hipoteses das taxas da transcricdo abortiva e de iniciacdo pela RNAp
(e2pp'we70) de E. coli foram discutidos e elucidadas por microscopia crio eletrénica nas
sequéncias nucleotidicas posicionadas entre as regides - 10 e o sitio de inicio da transcricao
de promotores (PEMBERTON et al., 2000; HAUGEN et al., 2006, 2008; RUFF et al., 2015;
HENDERSON et al., 2017). A principal funcdo desta sequéncia discriminadora é na
regulacdo do tempo de vida do complexo aberto (RPo) do DNA pela RNA polimerase.
Estudos cristalograficos do sitio ativo da RNAp mostraram que os nucleotideos presentes a
jusante da regido -10, juntamente com o sitio de inicio da transcri¢do (+1) sdo reconhecidos
pelo 670 subdominio 61.2 (HAUGEN et al., 2006; BARINOVA et al., 2008; RUFF et al.,
2015).

Analises de mutagéneses e de bioinformatica de promotores nessa regido, mostraram
que o tempo de vida diminui a medida que o comprimento do discriminador aumenta de 6
para 8 bases. Estas observagdes indicam que muitos promotores de E. coli formam
complexos abertos de longa duragdo e que os locais de inicio da transcricdo in vivo sdo de
grande importancia (RUFF et al., 2015).

O discriminador é uma regido com cerca de 5 a 8 pb e extremamente rica em bases
nucleotidicas G ¢ C. Possui 5> GGG 3’ como sequéncia consenso nas posi¢oes -7, -6 € -5,
pois sdo muito importantes para 0 aumento e estabilidade do complexo aberto e fazem uma
interacdo mais forte com ¢1.2 (FEKLISTOV et al., 2006; BARINOVA et al., 2008; LEE &
BORUKHOQOV, 2016). Abordagens bioguimicas mapearam esses grandes efeitos na
estabilidade de RPo para interacbes especificas com a regido conservada o¢1.2
Discriminadores de comprimentos de DNA menores em ITCs sdo propostos como instaveis
e a troca de nucleotideos GC para AT podem implicar em desestabilidade dos complexos
(RPc e RPo) levando a curtos tempos de vida. O impacto do contetdo de G e C em relacdo a
interacdo do discriminador com o subdominio ¢1.2 pode variar em promotores e diferentes
purinas podem ser favorecidas para uma interacdo melhor com ¢1.2 (BARINOVA et al.,
2008; RUFF et al., 2015; HENDERSON et al., 2017).

2.5 TERMINADORES DE TRANSCRICAO

Além das fases de iniciagdo e do alongamento, a terminagdo da transcri¢do
representa outro fator essencial para a transcricio do DNA, e, portanto, é outra fase

regulatéria muito importante na etapa da expressao génica. O sistema de paradigma no qual
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a antiterminacdo da transcrigdo foi descrita pela primeira vez foi o sistema mediado por
bacteriofago A-N em E. coli. Estudos subsequentes revelaram um conjunto crescente de
sistemas de controle da terminacdo de transcrigdo, utilizando uma variedade de mecanismos
para controlar a formacéo de sinais de terminacdo no RNA nascente, ou a capacidade da
RNAp de reconhecer esses sinais. A investigacdo desses mecanismos reguladores forneceu
informacdes valiosas sobre a operagcdo da maquinaria de transcricdo em procariontes
(HENKIN, 1996, 2000; CAMBRAY et al., 2013).

As bactérias usam dois mecanismos alternativos para encerrar a transcricdo: a
terminacdo dependente do fator de transcricdo ou proteina Rho, que depende da interacdo
com a RNAp e ocorre em locais que ndo podem ser facilmente caracterizados por sua
estrutura ou sequéncia e a terminacdo independente de Rho ou terminacdo intrinseca que
envolve sinais de sequéncia e estrutura que podem ser identificados computacionalmente.
Ambos os terminadores, dependentes de Rho e intrinsecos sdo afetados por sistemas de
controle de terminacdo, embora alguns sistemas de término sejam especificos do tipo de
terminador (HENKIN, 1996; GALE et al., 2021). No entanto, as caracteristicas da sequéncia
exata e as etapas de recrutamento e funcdo de Rho ndo sdo tdo bem compreendidas o
suficiente para uso em sistemas genéticos sintéticos (HENKIN, 1996; CAMBRAY et al.,
2013).

As caracteristicas dos terminadores independente do fator Rho ou terminadores
intrinseco foram bem estudadas em E. coli e € responsavel pelos 80% dos eventos de
terminacdo de transcricdo neste organismo (CAMBRAY et al., 2013). Os terminadores
intrinsecos sdo funcionais na auséncia de fatores adicionais em reacGes de transcri¢do
realizadas in vitro, portanto podem terminar a transcricdo sem a ajuda de fatores auxiliares,
consistem em um grampo (hairpin) de comprimento 6-12 pb fechado por uma alca curta de
3-5 nucleotideos, rico em bases G e C e seguido a jusante por um trecho de 7 a 12
nucleotideos de U na transcricdo de RNA, que corresponde no DNA a um palindromo
invertido seguido por uma cauda poli-T (figura 4) (HENKIN, 1996; CAMBRAY et al.,
2013; GALE et al., 2021).
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Gene Cauda poli-T
5;~TGAAAAAAACGA(‘AAA GCGCCGCGE CAGC CGCGGCGC TTTTTTATCCCTGT 3’

ACTTTTITTTGCTGTITT CGCGGCGC GACG GCGCCGCG AAAAAATAGGGACA

Transcrigao do
filamento molde

R N A UGAAAAAACGACAAA UUUUUUUAUCCCUGU
5 cp—dc Cauda U 9

8 G
G C

Grampo ‘=5
G C
c G
G (%)
= Alca

Figura 4: Esquema de um terminador de transcricéo intrinseco. Os terminadores no
DNA intrinsecos consistem em uma sequéncia rica em nucleotideos G e C seguido por
uma regido rica em Ts (cauda poli-T) em seu lado 3' e que sdo transcritos em um grampo
com uma pequena alca com uracilas no RNA a montante (cauda U) (adaptado de
KINGSFORD et al., 2007).

Como a terminacdo intrinseca depende das afinidades de ligacdo diferencial entre os
nucleotideos do DNA e RNA, a RNAp reconhece a sequéncia terminadora e realiza uma
pausa na transcrigdo para a formacdo da cauda poli-U e do grampo com a al¢a curta. A
interacdo entre as bases U do mRNA e A do DNA é fraca resultando na desestabiliza¢do do
MRNA e deslocando-o para fora do sitio ativo da RNAp. A presenca da alca em grampo
(rico em G e C) no sitio ativo da RNAp interrompe a ligagdo mRNA-DNA devido ao
alongamento mais lento existente da cauda rica em U que permite a o dobramento da
estrutura do grampo desestabilizando o complexo de transcricdo (LI et al., 2015; GALE et
al., 2021). O dobramento do grampo é um passo fundamental no processo de terminacéo, e
experimentos moleculares mostraram que se ndo existir a estrutura do dobramento em
grampo, permite que a RNAp continue realizando a transcricao através do terminador (LI et
al., 2015).

2.6 SEQUENCIA SHINE-DALGARNO

Traducdo é o processo de sintese de proteinas, e ocorre em uma estrutura de varias
subunidades chamado de ribossomo. Em procariotos, a transcri¢cdo e a traducdo ocorrem

praticamente juntas, ou seja, 0S ribossomos iniciam a tradugdo no RNA nascente
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simultaneamente com a transcricio (KACZANOWSKA & RYDEN-AULIN, 2007; LI et al.,
2015). Assim, o acoplamento transcricdo-traducdo € uma caracteristica especifica da
expressdo génica procaridtica e desempenha papéis essenciais em muitos aspectos da
regulagio (KACZANOWSKA & RYDEN-AULIN, 2007; LI et al., 2015).

A sequéncia de Shine e Dalgarno (SD), baseada nos sobrenomes dos cientistas que a
descreveram pela primeira vez, ou simplesmente “sitio de ligagdo ao ribossomo” (RBS -
Ribossome Binding Site) foram descritos primeiramente em mRNAs de bacteriéfagos
(SHINE & DALGARNO, 1974). Estes pesquisadores sugeriram que esta regido interagia
com uma extremidade rica em pirimidinas, a 3' anti-SD (que possui a sequéncia
complementar UCCUCC) do rRNA 16S, presente na subunidade ribossémica 30S. Estas
regides unidas auxiliam na formacdo do complexo de iniciacdo da traducdo para facilitar a
ancoragem do mRNA e a adaptacao ao ribossomo 30S (SHINE & DALGARNO, 1974).

A regido de iniciacdo da traducdo compreende trés sequéncias diferentes: (1) a
sequéncia de Shine-Dalgarno, (2) o codon de inicio, (3) a regido espacadora entre a
sequéncia de Shine-Dalgarno e o codon de inicio, e as vezes (4) intensificadores de traducéao
(OMOTAJO et al.,, 2015). Neste sentido, o ribossomo liga-se ao local e sinaliza ao
ribossomo a orientacdo correta em relacdo ao cddon de inicio e, assim, permite que a
traducdo comece (figura 5) (CHEN et al., 1994; THIEL et al., 2018).

Complexo 30S

—— 1l
5’ UCCUUUCUAGAGAAAGACAGGGGGAC UAGUCAUCG AUG CGUCAUUCACAGUACUCAUCUACCGUAUCACG 3°
L | A

Cédon
de

inicio

Localde Sitio de espagamento
pausa ligacido de
. IRNA 16S .

Reconhecimento pela subunidade ribossdmica 30S

Local de ligagdo ao ribossomo e sequéncia de codificagdo da proteina 5'

Figura 5: O sitio de ligacdo ao ribossomo e a sequéncia codificante de proteinas controlam a taxa
de inicio da traducdo de um mRNA. A regido RBS é subdividida em um local de pausa, um sitio de
ligacdo ao rRNA 16S, um cdédon de inicio e uma sequéncia espacadora. O reconhecimento de uma
subunidade 30S estende-se desde a montante do local de pausa até cerca de 22 bp a jusante do c6don de
inicio (Adaptado de SALIS, 2011).
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Tal como na iniciacdo da transcricdo, em que um dos quatro nucleotideos € mais
preferencial que o outro, na iniciagdo da traducdo alguns codons também sdo mais
preferenciais do que outros (RANGEL-CHAVEZ et al.,, 2017). Em E. coli, o cddon
preferencial de inicio nos genes para a iniciacdo da traducdo é AUG (91%), seguido por
GUG (8%) e UUG (1%) de acordo com a eficiéncia de traducdo, onde AUG é predominante
encontrado (SHINE & DALGARNO, 1974; RINGQUIST et al., 1992; BARRICK et al.,
1994; SCHUMANN & FERREIRA, 2004; GUALERZI & PON, 2015). Esta preferéncia nos
codons utilizados para o inicio da traducdo é conservado em outras bactérias (RANGEL-
CHAVEZ et al., 2017).

Muitos pesquisadores descobriram em RBS de genes de E. coli com o auxilio de
programas de bioinformatica (utilizando algoritmos de busca) que existem espacamentos
preferencias entre a sequéncia de SD e o cddon de inicio (AUG) em uma variedade de
mMRNAs que variavam de 5 a 13 nucleotideos com parte ou uma totalidade de uma sequéncia
rica de varias purinas (UAAGGAGGU) e que culminou para os seguintes resultados: (1) A
sequéncia de SD 5 UAAGGAGG 3’ permite uma produgdo de proteina 3 a 6 vezes maior
do que 5 AAGGA 3’; (2) o espagamento 6timo UAAGGAGG foi determinado como sendo
4 a 8 nucleotideos e 5 a 7 para AGGAGG encontrado em muitos genes predominantemente
usados para armazenamento e processamento de informacgdes e traducgéo, e biogénese de
ribossomos (figura 6) (SHINE & DALGARNO, 1975; RINGQUIST et al., 1992; BARRICK
et al., 1994; MA et al., 2002; JIN et al., 2006; KACZANOWSKA & RYDEN-AULIN,
2007; VIMBERG et al., 2007; PASOTTI & ZUCCA, 2014; OMOTAJO et al., 2015; THIEL
etal., 2018).
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mRINA RBS Codon | Sequéncia
de do gene
inicio

Proteina A do fago Qf CUG AGU AUA AGA GGA CAU | AUG | CCU AAA
Capsideo A do fago QB CUU UGG GUC AAU UUG AUC | AUG | GCAAAA
Fago yCro AUG UACUAA GGA GGUUGU | AUG | GAA CAA
Capsideo do fago fl UUU AAU GGA AACUUC CUC | AUG | AAAAAG
Fago ®X174 A* CUU UGG GUC AAU UUG AUC | AUG | GCAAAA
Lipoproteina AUC UAG AGG GUA UUA AUA | AUG | AAAGCU
RecA GGC AUG ACA GGA GUA AAA | AUG | GCUAUC
GalE AGC CUA AUG GAGCGAAUU | AUG | AGAGUU
GalT CCC GAUUAA GGA ACGACC | AUG | ACGCAA
Ribosomo 1.10 CAU CAA GGA GCA AAG CUA | AUG | GCU UUA
T7 gene 10 UUA AGAAGGAGAUAUACAU | AUG | GCU AGC

Figura 6: Sitios de ligacéo ao ribossomo (sequéncia de Shine-Dalgarno). Algumas sequéncias
de Shine-Dalgarno e sua relagdo ao cédon iniciador. As sequéncias do RBS de cada mRNA estdo
sublinhadas (Fonte: com modificagdo de SCHNEIDER & STEPHENS, 1990).

A eficécia da interacdo primaria entre 0 RBS e o ribossomo depende do (i) grau de
complementaridade entre a sequéncia do ndcleo da SD e da sequéncia do anti-SD do rRNA
16S, (ii) a distancia do SD do cddon de iniciacdo da traducdo e (iii) as sequéncias
nucleotidicas circundantes, que podem formar estruturas secundarias que interferem na
ligacdo de ambos (MA et al., 2002; OMOTAJO et al., 2015; THIEL et al., 2018).

A estrutura secundaria na regido de iniciacdo da traducdo do mRNA desempenha um
papel importante na eficiéncia da expressdo génica. Aparentemente, a sequéncia SD nao é
essencial para a ligacdo do mRNA aos ribossomos durante a traducdo, embora a falta da
sequéncia SD e/ou do codon de inicio afeta a acessibilidade da subunidade ribossémica 30S
ao mRNA impedindo a traducéo ou a eficiéncia da iniciagdo é diminuida na sua auséncia
(MELANCON et al., 1990; SCHUMANN & FERREIRA, 2004). Entretanto, a forca de
interacdo da SD, um espac¢o longo excessivo ou curto entre 0 SD e a escolha do codon de
inicio pode acarretar um efeito direto sobre a producdo de proteinas, assim como na
eficiéncia da iniciacdo da traducdo, em até 600 vezes, sendo AUG o mais eficaz do que os
outros codons (MA et al., 2002; MUTALIK et al., 2013).

2.7 REGULACAO DA EXPRESSAO GENICA EM PROCARIOTOS BASEADO NO
OPERON LAC

Os procariotos monitoram constantemente as condigdes fisico-quimicas

extracelulares, para que possam responder modificando seu padréo de expressao do genoma
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(ISHIHAMA, 2012; BICH et al., 2016). A iniciacdo da transcricdo é a principal etapa de
regulacdo da expressao do genoma, mesmo que a sintese de mMRNA também seja regulada na
etapa de alongamento e término da transcricdo (ISHIHAMA, 2012). Apenas uma parte de
genes estimados é transcritos em um dado momento e para economizar na sintese proteica
alguns produtos génicos séo transcritos em larga escala, enquanto outros sao necessarios em
menor escala. O principio que norteia a regulacdo génica é o principio da economia de
energia (BOSDRIESZ et al., 2015).

Os primeiros estudos de expressao génica em procariotos foram do metabolismo da
lactose em E. coli. O operon lac foi o primeiro sistema de regulagdo génica descrito,
resultante de pesquisa realizada por Francois Jacob e Jacques Monod em 1961, tendo como
a acdo de um repressor controlando a transcricdo em resposta a um indutor (alolactose)
(JACOB & MONOD, 1961; LEWIS, 2013). O operon lac é o conjunto de genes responsavel
pela sintese de trés enzimas envolvidas no metabolismo da lactose, que se ativa na presenca
desse agUcar, mas na auséncia da glicose, substrato inicial preferido. Devido a este sistema,
acabou se tornando o paradigma no estudo da regulacdo de outros genes em bactérias para a
biologia de sistemas atuais (GILBERT & MAXAM, 1973; PENUMETCHA et al., 2010;
BICH et al., 2016; PHILLIPS et al., 2019).

O operon lac consiste em uma regido regulatoria constituida como: (i) o promotor
(P); (ii) um operador lac (lacO), onde um repressor (Lacl) se liga; e uma proteina ativadora
do catabolismo — CAP, também conhecida como proteina receptora de cAMP (CRP)
(PENUMETCHA et al., 2010; BICH et al., 2016). Essas regiGes antecedem as trés
sequéncias estruturais dos genes lacZ, lacY e lacA, respectivamente, que codificam as
proteinas responsaveis para a utilizacdo do aclcar lactose apenas quando a mesma esta
disponivel (ULLMANN, 2009; PHILLIPS et al., 2019).

Na auséncia de lactose, o0 operon lac € bloqueado por uma proteina repressora Lacl,
codificada pelo gene lacl, que se encontra geralmente em plasmideos ou a montante do
promotor lac na forma natural. Esta proteina € um regulador negativo da transcri¢cdo do
operon lac reprimindo a transcricdo do operon lacZYA atraves da ligacdo no operador que
estd a jusante do promotor lac, sobreposto no sitio de inicio da transcricdo (figura 7-A)
(LEWIS et al., 1996; OEHLER et al., 2006; PENUMETCHA et al., 2010; BICH et al., 2016;
SCHULLER et al., 2020). O operador consiste em uma sequéncia de nucleotideos especifica

que é reconhecida pelo repressor Lacl que se liga fortemente, bloqueando fisicamente
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(estrangulando) o inicio da transcricdo. O operador O1 e repressor Lacl ligado foram
isolados como um oligonucleotideo de 27 pares de bases protegido da digestdo por DNAse.
A estrutura tridimensional do repressor Lacl ligado a um DNA operador de 21 pb (5°-
AATTGTGAGCGGATAACAATT-3") também foi determinada por difracdo de raios-X
(OEHLER et al., 1990).

O repressor Lacl tem alta afinidade pela lactose. Na presenca de lactose, o repressor
é inibido alostericamente por alolactose que se liga ao repressor Lacl, induz uma mudanca
conformacional na estrutura da proteina e o Lacl ndo pode mais se ligar ao sitio lacO. Isso
deixa o sitio lacO desobistruido para a ligagdo de RNAP e, assim, a transcri¢do génica do
operon ocorre (figura 7-B) (LEWIS et al., 1996; OEHLER et al., 2006; PENUMETCHA et
al., 2010; BICH et al., 2016; SCHULLER et al., 2020).

Quando a bactéria E. coli é cultivada no meio contendo glicose e lactose, a expressdo
do operon lac permanece inativada, ou seja, enquanto houver glicose disponivel, a bactéria
ird consumi-la, e ndo utilizard a lactose devido a glicose ser a fonte de carbono principal,
coerente com o fato de que o agucar € mais energicamente eficiente a ser metabolizado,
portanto, faz sentido evitar a expressdo do operon lac quando a glicose esta presente.
Embora a lactose possa induzir a expressdo do operon lac, o nivel de expressao € muito
baixo. A razdo para isso é que o0 operon lac esta sujeito a repressdo catabdlica ou a expressdo
reduzida de genes provocada pelo crescimento na presenca de glicose (LEWIS, 2013).

O promotor lac devido a sua sequéncia ndo ser tdo idéntica a consensual, apresenta
pouca capacidade de se ligar a RNA polimerase e formar um Rpo, e por isso é pouco
transcrito mesmo quando induzido. Existe um sitio de ligacdo a montante do promotor lac
para uma proteina denominada de “proteina ativadora do catabolismo” (CAP). A CAP ativa
a transcricdo de mais de 100 promotores e controla positivamente a atividade da RNAp
aumentando a capacidade dela para transcrever varios genes ou operons catabélicos
(BUSBY & EBRIGHT, 1999; LAWSON et al., 2004; ULLMANN, 2009; LEWIS, 2013;
BICH et al., 2016).

CAP é um dimero de duas subunidades idénticas, cada uma com 209 residuos de
aminoacidos e possui massa molecular de 45 kDa capaz de forte interacdo com sitio de
DNA de 22 pares de bases com simetria dupla, 5'- AATGTGATCTAGATCACATTT-3'
(BUSBY & EBRIGHT, 1999; LAWSON et al., 2004; ULLMANN, 2009). Uma subunidade
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da CAP interage com a primeira metade do sitio de DNA e a outra subunidade de CAP
interage com a metade restante do sitio de DNA(EBRIGHT et al., 1989; LAWSON et al.,
2004).

Para se ligar ao seu sitio de ligacdo, a proteina CAP é alostericamente regulada por
monofosfato de adenosina ciclico ou AMP ciclico (CAMP), um pequeno sinalizador
intracelular da auséncia de glicose. Na presenca de concentragdes elevadas de CAMP, devido
a auséncia de glicose, a CAP se liga a CAMP, funciona como um ativador de transcri¢éo
cooperativamente com a RNAp para reconhecer seu sitio de ligacdo de DNA particular nas
regides regulatorias de varios genes, inclusive do operon lac. Em células com pouca oferta
de glicose e a alta oferta de lactose, o nivel de CAMP é elevado e 0s genes necessarios para o
metabolismo da lactose sdo expressos ao maximo (LEWIS, 2013; BICH et al., 2016). Na
presenca de glicose diminui o nivel de proteinas CAP e ndo ha sintese de CAMP em altos

niveis, com isso a transcri¢do do operon lac enfraquece (BICH et al., 2016).

O sitio de ligacdo de CAP/CAMP no operon lac a montante do Plac faz com que a
polimerase aumente a afinidade pelo promotor. A presenca deste ativador ligado
(CAP/cAMP) juntamente ligado ao seu sitio de DNA favorece a interacdo e ligacdo da
RNAp ao promotor lac para produzir o RPo e com isso ativar a transcrigdo aumentando em
torno de 50 vezes a sua atividade (figura 7-C) (LAWSON et al., 2004; BICH et al., 2016).
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O Repressor se liga ao operador e bloqueia a
transeri¢do do operon lac
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transerito  em
Gene lacl transerito ° ) niveis baixos

e traduzido em O Repressor se liga a lactose, muda a
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Proteina ativadora do catabolismo se liga a cAMP, muda a
conformagio, se liga ao sitio de ligacdo da CAP e ativa a
transcrigdo do operon lac
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transcrito  em
Gene lacl transcrito 0 o R i lach i altos baixos
e traduzido em epressor se liga a lactose, muda a
tepressor Lacl lact 3 conformagdo, e ndo pode mais se ligar no
actose
operador

Figura 7: O operon lac é regulado pelo repressor Lacl e pela atividade de
CAP/cAMP. O repressor Lacl é codificado pelo gene lacl, que se liga ao operador
impedindo que ocorra a transcricdo pela RNA polimerase. Na auséncia de lactose, o
repressor Lacl estd ligado ao operador (A). Na presenca de lactose, o repressor Lacl
desliga-se do operador e assim ocorre a transcricdo (B). A proteina CAP ligada com a
cAMP reconhece uma sequéncia especifica na regido regulatéria do gene que se localiza
perto do promotor lac denominado de sitio de ligagdo a CAP e consequentemente
estimulando a ligagdo da RNA polimerase ao promotor, ocasionando a ativacdo maxima
da transcricdo do operon lac (C).

Promotores dependentes de CAP para ativacdo da transcricdo podem ser agrupados
em duas classes com base na posicdo do sitio de DNA para CAP e 0 mecanismo
correspondente para ativacao da transcricdo (BUSBY & EBRIGHT, 1999; LAWSON et al.,
2004).

Nos promotores dependentes de CAP Classe I, o sitio de DNA para CAP esta
localizado a montante do promotor. Os promotores dependentes de CAP classe | mais bem
caracterizados sdo o promotor lac e o promotor artificial CC que possuem um sitio de DNA
para CAP posicionado na regido -61,5. A ativacdo da transcricdo em promotores
dependentes de CAP Classe | envolve uma unica interagdo proteina-proteina entre CAP e
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RNAp holoenzima, e prossegue através de um mecanismo simples de "recrutamento”, pelo
qual CAP facilita a ligacdo de RNAP ao promotor para produzir o complexo fechado
RNAP-promotor (LAWSON et al., 2004).

Nos promotores dependentes de CAP de Classe Il, o sitio de DNA para CAP se
sobrepde ao elemento —35 no nticleo do promotor. Os promotores dependentes de CAP de
classe Il mais bem caracterizados s&o o promotor galP1 e o promotor artificial CC que
possuem um sitio de DNA para CAP centrado na posicdo -41,5. A ativacdo da transcricdo
em promotores dependentes de CAP de classe Il envolve trés conjuntos de interacbes
proteina-proteina entre CAP e RNAP e prossegue através de mecanismos de "recrutamento”
e "pbs-recrutamento”, pelo qual o CAP facilita a ligagdo de RNAP ao promotor para
produzir o RPc e facilitar a isomerizacdo para Rpo (LAWSON et al., 2004).

O controle positivo mediado pelo cAMP-CAP tem sido frequentemente associado ao
efeito do CAMP no sistema da repressao catabdlica. Este modelo, no entanto, foi contestado
apos varios resultados que mostram que a repressdo catabdlica do operon lac (e de outros
sistemas) pode ser modulada independentemente do CcAMP. Estudos adicionais
cristalogréficos e biofisicos in vitro revelaram que a ligacdo do CAP também estabiliza a
ligagdo do repressor Lacl ao operador. Portanto, a CAP atua ndo simplesmente ativando a
transcricdo, mas também aumentando a repressdo dos genes catabdlicos (LAWSON et al.,
2004). Os mecanismos responsaveis pela repressdo catabdlica, ativacao, repressdo e 0 seu
sitio de reconhecimento ainda precisam de mais estudos (CROOKS et al., 2004; LAWSON
et al., 2004; ULLMANN, 2009; GUAZZARONI & SILVA-ROCHA, 2014; AMORES et
al., 2015).

2.8 EXPRESSAO DE GENES HETEROLOGOS EM E. coli

A bactéria mais comumente utilizada para a expressdo de genes heterdlogos é a
Escherichia coli, uma enterobactéria Gram-negativa que tem sido caracterizada ao longo de
décadas, de utilizacdo segura nos laboratorios de pesquisa (utilizada principalmente para
clonagem, modificacdo genética e producdo de proteinas em pequena escala para fins de
pesquisa) e na industria (em bioprocessos biotecnolégicos) (HUANG et al., 2012). Essa
bactéria tem atraido interesse, devido a habilidade de crescer rapidamente atingindo altas

concentracdes celulares, permitir o uso de substratos baratos e possuir varias cepas com
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genotipo conhecido (CHOI et al., 2006; SIVASHANMUGAM et al., 2009; SANCHEZ-
GARCIA et al., 2016).

A rDNA desenvolvida no final dos anos 70 usando a E. coli como plataforma
bioldgica permitiu a aprovacédo do uso clinico pelo FDA (Food and Drug Administration) da
insulina humana recombinante produzida em E. coli para o tratamento de diabetes em
humanos, sendo o primeiro farmaco recombinante a entrar no mercado (FERRER-
MIRALLES et al., 2009; HUANG et al., 2012; BAESHEN et al., 2014; OVERTON, 2014;
SANCHEZ-GARCIA et al., 2016; SELAS CASTINEIRAS et al., 2018).

Assim, muitos esfor¢os recentes de rDNA, engenharia metabdlica e biologia sintética
tém se centrado no desenvolvimento de ferramentas no ajuste da expresséo para facilitar a
busca de um equilibrio 6timo entre a viabilidade celular e o cassete de expressdo para a
producdo de diferentes proteinas recombinantes em E. coli (ANDRIANANTOANDRO et
al., 2006; FERRER-MIRALLES et al., 2009; OVERTON, 2014; CHEN et al., 2018). O uso
da E. coli para obtencdo de proteinas em quantidade suficiente para o estudo da estrutura e
funcdo da mesma ou para diversas aplicacdes clinicas ou industriais € hoje um marco na
historia do conhecimento de proteinas (HUANG et al.,, 2012; OVERTON, 2014;
SANCHEZ-GARCIA et al., 2016; CHEN et al., 2018).

Varios sdo os fatores que ocasionam a escolha preferencial da expressdao em E. coli:
as linhagens mutantes disponiveis; um grande numero vetores de clonagem e expressao
compativeis; os marcadores para selecdo de clones; a forca e a regulacdo do promotores;
controle do numero de copias do gene; a eficiéncia dos terminadores de transcricdo; a
estabilidade do RNA mensageiro ap6s a transcricdo; a forca e estrutura do RBS bem
definidos; capacidade de otimizacdo de codons; linhagens com co-expressdo de tRNAs
raros; tags de afinidade para purificacdo; e faceis condicdes de cultivo, como: tempo;
temperatura; pH; caracteristicas nutricionais e meio de cultura bem definidos (SAHDEYV et
al., 2008; FERRER-MIRALLES et al., 2009; HUANG et al., 2012; ARPINO et al., 2013;
GOPAL & KUMAR, 2013; ROSANO & CECCARELLI, 2014; CHEN et al., 2018).

A E. coli é capaz de produzir proteinas em niveis tdo altos quanto de 10 a 50% da
proteina celular total, além de ser bem caracterizada geneticamente, possui seu metabolismo
amplamente conhecido, apresenta rapido crescimento celular, e existem varias revisdes

descrevendo varias cepas modificadas de E. coli para produzir proteinas terapéuticas com
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alto rendimento, baixo custo e qualidade (SCHUMANN & FERREIRA, 2004; JANA &
DEB, 2005, SORENSEN et al, 2005, DEMAIN & VAISHNAYV, 2009;
SIVASHANMUGAM et al., 2009; ADRIO & DEMAIN, 2010; HUANG et al., 2012,
PACHECO et al., 2012; OVERTON, 2014; ROSANO & CECCARELLI, 2014; BAESHEN
etal., 2015; MARSCHALL et al., 2016; SELAS CASTINEIRAS et al., 2018).

No entanto, somente alguns genes podem ser expressos neste organismo e as
principais desvantagens da E. coli como sistema de expressao incluem: a incapacidade de
fazer modificacbes pos-traducionais (MPT) encontradas na maioria das proteinas
eucarioticas, como: glicosilacdo; fosforilacdo; processamento ndo proteolitico; a
incapacidade de formar pontes dissulfeto e a ndo secre¢do da proteina para o0 meio de cultura
(CHOI et al., 2006; FERRER-MIRALLES et al., 2009; SIVASHANMUGAM et al., 2009;
CHEN, 2012; HUANG et al., 2012; SELAS CASzTINEIRAS et al., 2018). Nesta situacio,
0 processamento de proteinas a estas respostas de estresse celular pode tornar os produtos
indteis, principalmente por falta de solubilidade, e muitas espécies de proteinas se depositam
em grandes quantidades como agregados proteicos conhecidos como corpos de inclusao
(IBs) (FERRER-MIRALLES et al., 2009; SINGH et al., 2015).

A formacdo dos IBs pode ser vantajosa, uma vez que se obtém proteinas
recombinantes com rendimentos relativamente elevados e podem ser purificadas ap6s o
bioprocesso (SINGH et al., 2015). Sdo apropriados para a producdo de proteinas toxicas e
sdo principalmente resistentes a ataques de proteases (BERLEC & STRUKELJ, 2013).
Muitas proteinas terapéuticas recombinantes aprovadas foram produzidas com éxito na
forma soltvel em E. coli ou purificadas com sucesso a partir de IBs (CHOI et al., 2006;
FERRER-MIRALLES et al., 2009; HUANG et al., 2012; BERLEC & STRUKELJ, 2013;
OVERTON, 2014; SANCHEZ-GARCIA et al., 2016; SELAS CASTINEIRAS et al., 2018).

2.9 EXPRESSAO DE GENES HETEROLOGOS EM E. coli UTILIZANDO O
SISTEMA DE REGULACAO DO OPERON LAC

Para a expressdo de proteinas recombinantes em altos niveis em E. coli é necessario
que o promotor do “cassete de expressao” seja regulado, pois a expressdo em altos niveis da
proteina “estranha” no interior da célula pode ser prejudicial e muitas vezes letal,
principalmente se ela for toxica a célula hospedeira (SAIDA et al., 2006; SAIDA, 2007;
MARSCHALL etal., 2016).
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Um promotor eficiente de E. coli adequado para a sintese de proteinas em alto nivel
para aplicacdo industrial deve apresentar varias caracteristicas desejaveis, entre elas: 1) deve
ser forte, resultando em um acumulo de 20 a 40% ou mais da proteina no citoplasma celular;
2) ter um nivel minimo de atividade de expresséo basal, sendo rigorosamente regulado; 3) e
sua inducdo deve ser feita de forma simples, efetiva, economicamente viavel (MAKRIDES,
1996; SCHUMANN & FERREIRA, 2004; JANA & DEB, 2005; SORENSEN et al., 2005;
BERLEC & STRUKELJ, 2013).

A maioria dos sistemas que empregam promotores regulaveis nos vetores de
expressdo se baseia na repressdo por impedimento estérico, onde reguladores de transcri¢do
(repressores) ligam-se ao seu operador especifico, posicionado sobreposto ou justaposto aos
hexameros consensuais de reconhecimento (-35 e -10) da sequéncia promotora. Dessa
maneira, com a ligacdo da molécula repressora ao operador, haverd o impedimento do
reconhecimento do promotor pelo fator sigma e pela RNA polimerase dificultando ou
impedindo o inicio do processo transcricional do gene  heter6logo
(ANDRIANANTOANDRO et al., 2006; BROWNING; BUSBY, 2016; RUDGE et al.,
2016; ENGSTROM & PFLEGER, 2017).

N&o existe um sistema de expressdo universal, e a escolha de cada combinagéo
(hospedeira e o vetor de expressdo) vai depender de cada proteina a ser expressa. A E. coli
tem sido utilizado com sucesso como hospedeira para expressar genes heter6logos sob o
controle de varios promotores regulados. Dos sistemas de regulacdo existentes, 0s
promotores atualmente empregam a regulacao derivada do operon lac em seus sistemas de
expressao, entre eles, destacam-se 0 promotor lac e seus derivados tac, trp, trc e LacUVS5,
comumente usados tanto na pesquisa basica quanto na industria e todos eles sdo induzidos
por IPTG (CHOI et al., 2006; OVERTON, 2014; ROSANO & CECCARELLI, 2014;
RAVISHANKAR et al., 2015; MOREIRA et al., 2018).

Normalmente para a expresséo de genes heterdlogos em E. coli, utiliza-se o indutor
sintético isopropil-p-D-tiogalactopiranosideo (IPTG), pois é um forte indutor quimico
anélogo da lactose utilizado na indugdo do promotor lac e derivados (CHOI et al., 2006;
OVERTON, 2014; ROSANO & CECCARELLI, 2014; RAVISHANKAR et al., 2015;
MOREIRA et al.,, 2018). Na auséncia do indutor como a prépria molécula do IPTG, o
repressor Lacl se liga ao operador situado logo apds ao promotor. Quando o indutor IPTG

estd presente liga-se ao produto génico do lacl (repressor Lacl) e causa a dissociacdo do
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operador ocasionando a transcricdo do(s) gene(s) heterélogo(s) (VAN HOEK &
HOGEWEG, 2007; FERNANDEZ-CASTANE et al., 2012).

O IPTG é um indutor sintético que apresenta duas vantagens: ndo € dependente de
lac permease, se difundindo pela membrana celular por difusdo e ndo pode ser clivado pela
B-galactosidase e assim ndo perde sua capacidade indutora, prevenindo o término da
transcricdo (SCHUMANN & FERREIRA, 2004; VAN HOEK & HOGEWEG, 2007
FERNANDEZ-CASTANE et al., 2012; ROSANO & CECCARELLI, 2014). Se por um lado
ele apresenta efetividade na inducdo e ndo sendo consumido durante 0 processo, por outro
lado o uso de promotores induziveis por IPTG limita sua aplicacdo na producédo em larga
escala devido a sua toxicidade e alto custo (CHOI et al., 2006; HUANG et al., 2012;
RETNONINGRUM et al., 2019).

Por ser toxico, o uso de IPTG ndo é recomendado para a producdo de proteinas
recombinantes com finalidades terapéuticas em salde humana ou animal em bioprocessos
em escala industrial. Se utilizado nesses casos, procedimentos para remogédo das impurezas
do IPTG deverdo ser incorporados a0 processo e sera necessario comprovar que a esta
ausente no produto final (JONASSON et al., 2002; RETNONINGRUM et al., 2019). Para
contornar estas desvantagens, o IPTG pode substituir a lactose em concentracGes baixas (0,5
a 1mM) para minimizar potencias problemas de solubilidade de proteinas (YABUTA et al.,
1995; ANDREWS et al., 1996; STUDIER, 2005; CHOI et al., 2006; PETI & PAGE, 2007,
SHOJAOSADATI et al., 2008; SIVASHANMUGAM et al., 2009; MUHLMANN et al.,
2017).

A purificacdo é o Gltimo passo a serem realizadas ap0s a expressdo. Atualmente as
construgdes dos sistemas de expressdo sdo realizadas com a finalidade de facilitar este
processo. Entre o grande ndmero de sistemas existentes, varias estratégias baseadas em
sequéncias de aminoacidos manipuladas, fusbes de proteinas e dominios de proteina Unica.
O mais utilizado s&o 0s que expressam as proteinas de fusdo, onde o gene da proteina alvo
esté ligado a um gene de outra proteina que ficara retida na fase estacionaria de uma coluna
cromatografica. Tendo vantagem adicional é que a proteina de fusdo pode proteger a
proteina de interesse do ataque de proteases, possivelmente estabilizando o mMRNA e podem
também podem auxiliar na formacdo de pontes dissulfeto aumentando o rendimento de
proteina soltvel (BERLEC & STRUKELJ, 2013; OVERTON, 2014; SANCHEZ-GARCIA
etal., 2016; OLIVEIRA & DOMINGUES, 2018).
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2.10 VETORES DE EXPRESSAO PARA E. coli

Os vetores de expressdo sdo veiculos de clonagem utilizados para a introducdo de
informacdo genética dentro de um hospedeiro utilizando as ferramentas da rDNA para
estudo ou producdo de proteinas recombinantes (SMILLIE et al., 2010; BERLEC &
STRUKELIJ, 2013). Os vetores mais simples e estritamente utilizados s&o conhecidos como
plasmideos. Plasmideos sdo moléculas circulares, fita dupla de DNA e extracromossomais
existentes em microrganismos. Com excecao dos vetores que se integram no genoma, que
ndo sdo comumente utilizados, a grande maioria apresenta: replicacdo independente; uma
marca de selecdo; geralmente um ou mais genes e sitios Unicos para enzimas de restricdo
que facilitam a ligacdo de diferentes genes exdgenos (BERLEC & STRUKELJ, 2013).

Os vetores de expressdo funcionais em E. coli contém elementos comuns
responsaveis pela producdo controlada de proteinas recombinantes e possuem uma grande
variabilidade de aplicacbes, como: clonagem de genes; para a selecdo de clones
recombinantes; selecdo de origem de replicacéo; selecdo de promotores; expressdo ou ainda
expressdo e secrecdo de uma dada proteina (BERLEC & STRUKELYJ, 2013; OVERTON,
2014).

Um vetor de clonagem e expressao utilizado em E. coli deve possuir as seguintes
propriedades: habilidade para se replicar na célula hospedeira, como a presenca de uma
origem de replicacdo independente (Ori) que controla a taxa de replicacdo do plasmideo e,
portanto, 0 numero de copias; deve acomodar insertos de varios tamanhos sem danificar as
funcBes de replicacdo; deve possuir a facilidade de insercdo na célula hospedeira depois de
manipulagdo in vitro; deve conter um ou mais genes marcadores de selecdo e permitir uma
manutencdo estavel dos plasmideos; e conter somente um sitio de multiplo de clonagem
(MCS) para endonucleases de restricdo para clonagem de genes ou partes bioldgicas de
DNA (OVERTON, 2014)

As Oris mais comuns sdo ColE1 (15-20 copias na célula) derivado do plasmideo
pBR322, p15A (10-12 copias por célula) e uma versdo mutante da Ori do pMB1 que esta
presente na série pUC (500 a 700 copias na célula) (HUANG et al., 2012; BERLEC &
STRUKELYJ, 2013; OVERTON, 2014).

Os marcadores de selecdo conferem resisténcia a antibidticos e permitem a

manutengdo estavel do plasmideo. Os antibioticos comumente utilizados na rDNA séo
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Ampicilina, Canamicina, Tetraciclina e Cloranfenicol. A ampicilina pode ser problematica
devido a sua suscetibilidade a degradacéo no meio de crescimento e pode ser substituida por
carbenicilina. A tetraciclina mostrou ser altamente estavel durante o cultivo (BERLEC &
STRUKELJ, 2013; OVERTON, 2014).

2.11 USO DE CAIXA DE FERRAMENTAS GENETICAS

A padronizagéo das partes bioldgicas e sua montagem é uma das idéias centrais por
trds da biologia sintética para controlar com precisdo a expressao génica (KANG et al.,
2014).

No inicio, sistemas de superexpressdo de genes comecaram a ser projetados e
testados levando a producédo industrial de proteinas valiosas como insulina e interferons
(ROSANO & CECCARELLLI, 2014; MOREIRA et al., 2018). Depois varios plasmideos
sofisticados para superexpressdo de proteinas em E. coli e cepas hospedeiras apropriadas
foram concebidas e construidas geneticamente para melhorar mais ainda a expressdo génica
e a biosseguranga no manuseio de OGMs (HOCHKOEPPLER, 2013; KANG et al., 2014).

Embora o desenvolvimento de uma variedade de promotores e vetores plasmidiais
tenha sido relatado, eles muitas vezes carecem da informacéo dos perfis de expressdo génica
e ndo sdo otimizados para a expressdo génica de multiplos genes que codificam uma via
heter6logas (KANG et al., 2014). Para minimizar o desequilibrio metabolico, varios
plasmideos disponiveis comercialmente foram projetados para cada processo
biotecnoldgico, escolhendo entre diferentes promotores e origens de replicacdo, ambos sdo
responsaveis pelo controle chave no nivel de expressdo do(s) gene(s) de interesse(s) (IRLA
etal., 2016; LOZANO TEROL et al., 2021).

Diferentes promotores induziveis por IPTG (T7, A3, Ipp, tac, Pac, Sp6, lac, npr, trc e
sin) tém sido utilizados para estudos de expressdo de proteinas recombinantes. Geralmente
promotores sdo introduzidos em backbones vetoriais que possuem diferentes origens de
replicacéo e estratégias de clonagem e expressdo de genes heterdlogos (HEISS et al., 2016;
LOZANO TEROL et al., 2021; YU et al., 2021).

Devido a essa variedade de parametros, um manuseio simples e a possibilidade de
trocar facilmente elementos genéticos especificos devem ser pré-requisitos no

desenvolvimento de uma plataforma de expresséo adequada e bem estruturada. Um exemplo
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é a caixa de ferramentas BioBrick, que possui partes genéticas padronizadas, como vetores
de expresséo integrativos e replicativos, origens de replicacdo, diferentes promotores com
diferentes regulacdo e niveis de forca, hospedeiras geneticamente modificadas e genes
reporteres diferentes (KRUGER et al., 2022).

Os genes reporteres desempenham um papel fundamental nos estudos de expressao
génica. Eles sdo mais comumente usados como indicadores dos niveis de transcricdo de
muitas variantes de sequéncia de DNA e de traducéo dentro das células (IRLA et al., 2016).
As células sdo testadas medindo diretamente a quantidade da proteina reporter. As proteinas
fluorescentes sdo consideradas como reporteres ideais, pois ndo requerem substratos. A
proteina verde fluorescente (GFP) que originalmente veio de uma &gua-viva
bioluminescente chamada Aequorea victoria mostra uma fluorescéncia verde brilhante
qguando exposta a luz ultravioleta, possui um unico pico de excitagdo centrado em cerca de
395 nm, com um pico de emissdo em 509 nm e é devidamente muito utilizada em estudos
laboratoriais para diversas aplicacOes de estudos, sob o controle de diversos promotores
constitutivos e induziveis em E. coli (YANG et al., 2016; DEUTCH, 2018; ABDELAAL &
YAZDANI, 2021).

2.12 HORMONIO DE CRESCIMENTO (GH)

O horménio do crescimento (GH) é um polipeptideo globular de aproximadamente
24 kDa composto de 188 até 210 aminoacidos ligados entre si atraveés de uma estrutura de
hélice quadrupla com duas pontes dissulfeto entre as cadeias e um segmento aminoterminal
invariavel (YOUSEFIAN & SHIRZAD, 2011; COSTA et al., 2016; GHAVIM et al., 2017).

A quantidade de GH natural é extremamente baixa e a sua disponibilidade é limitada.
O hormonio do crescimento recombinante (rGH) de peixes demonstrou que possui a mesma
funcdo do GH natural. Visto que em condic¢des fisioldgicas a quantidade endogena do GH é
extremamente baixa e sua disponibilidade é limitada, a expressdo heteréloga é uma
importante alternativa para producdo exogena de maiores niveis deste hormdénio, o que pode
viabilizar a realizacdo de estudos voltados para a fisiologia e desempenho zootécnico das

espécies de peixes utilizadas na piscicultura (LI et al., 2003).

Como a forma nativa de GH é uma proteina ndo glicosilada de cadeia simples e a
producéo de rGH foi extensivamente realizada utilizando diferentes sistemas de expressao

em E. coli como preferencial a outros microorganismos ou sistemas celulares mais
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complexos. Por sua vez, bibliotecas de cDNAs codificadoras de GH de vérias espécies
foram construidas utilizando a bactéria E. coli para o desenvolvimento de estudos pré-
clinicos e clinicos em humanos (em estudos endocrinologicos no tratamento de nanismo,
fraturas Osseas nos casos de osteoporose, queimadura de pele, hemorragias por Ulcera,
doencas cardiovasculares, entre outros) e sido amplamente utilizado eficiéncia no consumo
alimentar, composic¢ao nutricional e crescimento de peixes. Algumas dessas sequéncias sao
derivadas de humanos, ratos, suinos, bovinos, de galinhas e peixes (VENUGOPAL et al.,
2002; CUMMINGS & MERRIAM, 2003; LI et al., 2003; HOYBYE & CHRISTIANSEN,
2015; COSTA et al., 2016).

O tambaqui tem sido, até o presente, a Unica espécie de peixe nativa contemplada
com pesquisas sobre o gene codificador do GH. O dobramento correto das proteinas
terapéuticas do GH é essencial para sua funcdo se for utilizado para terapia génica.
Eficientes métodos para producdo, purificacdo e caracterizacdo de GHs em larga-escala tém
sido desenvolvidos, sendo a produgdo em sistemas de expressao heteréloga em E. coli um

caminho promissor.



36

3 OBJETIVOS GERAIS

O presente trabalho refere-se ao desenvolvimento de novos vetores bem regulados

para clonagem e expressao de genes heter6logos em E. coli.

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Design do promotor sintético DM, sintese quimica do cassete de expressdo bem

regulado e construcdo do pDM-GFP;

e Clonagem do cassete de expressao contendo o promotor DM em diferentes

backbones plasmidiais para construcdo de um conjunto de vetores;

e Clonagem e expressdo de genes heterélogos em E. coli utilizando os vetores de

expressao construidos;

e Melhoramento do promotor DM por sintese quimica de DNA randémica.
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4 METODOLOGIA

4.1 ETAPAS DA CONSTRUCAO DO CONJUNTO DE VETORES REGULADOS

' Construgdo de um Reoulaca
: foolbox regulado egularace
Design do promotor — expressdode Melhoramento
Y baseadono p
sintetco DM . - . proteinasem E. do promotor DM
promotor DM para coli por SDS-PAGE
L L E. coli ot
- 1 ] pr———— B
Design do promotor = O vetor pDMUO1 i
—{ DM & sintese do pDM- L || Vetores pDM- - Eeﬁl%nni?a
GFP | GFP e pDMUO1 promotora
= |_| Owvetor pDMO2
Transformacao M
s T T e | T T T T T T T
| | genética do pDM-GFP — Clonagem
em E, coli e extragio |_| Ovetor pDMUDZ plasmideo pDM- Molecular e
plasmidial [alta cdpia) | TEK | Transformagio
Genética
Analise com 0 _
— endonucleasesde r‘d; gLﬂa:ﬁgae I, )
restrigao ™ expressiodo Andlige dos
gene da GFP =t Vetor pDMU-tGH = clones
recombinantes
—_— L — L —
Densidade R
- dptica e :
Fluorescéncia |_| Sequenciamento
dos promotores
R

Figura 8: Esquema representando o fluxograma desenvolvido neste trabalho.

4.2 MATERIAL
4.2.1 Linhagens Bacterianas

As linhagens hospedeiras de E. coli utilizadas neste trabalho foram a: JM110 e
DH5¢F 1Q.

A hospedeira JM110 possui 0 seguinte genotipo: rpsL (Strr) thr leu thi-1 lacY galK
galT ara tonA tsx dam dcm supE44 A (lac-proAB) [F’ traD36 proAB laclqg ZAM15], confere
resisténcia ao antibidtico estreptomicina e contém o gene lacl em um plasmideo F’ que
codifica a proteina repressora Lacl em alto nivel capaz de bloquear a transcricdo de

promotores baseados no sistema lac.
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A linhagem DH5a (F- endAl ginV44 thi-1 recAl relAl gyrA96 deoR nupG purB20
080dlacZAM15 A(lacZYA-argF) U169, hsdR17(rK—-mK+X-)). Deficiente em recombinacao.
Deficiente em Endonuclease A. Boa para clonar grandes plasmideos (DURWALD &
HOFFMANN-BERLING, 1968; HANAHAN, 1983; GRANT et al., 1990).

A linhagem de E. coli DH5aF"1Q apresenta o seguinte genotipo: F-p80lacZAM15 4
(lacZzYA-argF) U169 recAl endAl hsdR17 (rk-, mk+) phoA supE44 - thi-1 gyrA96 relAl/F
proAB+ laclqZ4M15 zzf: Tn5 [KmR]. A linhagem DH5aF 1Q também apresenta expressao
para o produto do gene laclg, conferindo a producdo de repressor Lacl em alto nivel e
apresenta resisténcia ao antibiotico canamicina (JESSE & BLODGETT, 1988). A linhagem
DH5aF 1Q foi utilizada neste trabalho para transformacdo genética do plasmideo
pDMUrGH.

4.2.2 Plasmideos utilizados neste trabalho
4.2.2.1 pUNA

O vetor pUNA apresenta 2338 pares de bases, possui como marcador genético o
gene que confere resisténcia a ampicilina, a Ori do pUC (500-700 copias na célula) e

apresenta um sitio Unico de restri¢do da enzima de restricdo Notl na posicdo 248.

(2273) AatIl Pfol (46)
(2271) Zral [

(2155) Sspl
KasI (237)

| Narl (238)
Sfol (239)

~ Eagl - NotI (248)
~Pvull (282)

Pcil (458)

(1831) Scal —

pPUNA™
2338 bp

(1721) Pvul — |

_ BseYI (762)

(1573) Fspl PspFI (766)

Figura 9: Mapa fisico do vetor pUNA. O vetor possui 0 gene que
confere resisténcia a ampicilina e uma Ori de alto nimero de cdpias.
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O vetor pRIQT apresenta 3128 pares de bases, possui 0 gene que confere resisténcia

a ampicilina, a Ori do pUC (500-700 codpias na célula) e apresenta o prefixo de

reconhecimento para as endonucleases EcoRI, Notl e Xbal (na posicdo 326 até 341) e sufixo

de reconhecimento para as endonucleases Spel, Notl e Pstl. O vetor possui 0 gene laclqTS

que codifica para expressao em alto nivel do repressor Lacl termo sensivel.

(tonB terminator]

(1575) PstI
(1565) NotI

EcoRI (326)
NotI (333)

BioBrick prefix

XbaI (341)

(Terminador de transcricdo segA-pgmj
Spel (1557)

Figura 10: Vetor pRIQT. O vetor possui 0 gene que confere resisténcia a
ampicilina e uma Ori de alto nimero de copias. Possui o0 gene laclqTS que codifica
para expressao em alto nivel do repressor Lacl termo sensivel entre um prefixo e

sufixo.

4.2.2.3 Vetor pGSM-tGH

O vetor pGSM-tGH possui 6076 pares de bases, possui 0 gene que confere

resisténcia a ampicilina, a Ori do pUC de alto numero de cépias (500-700 cépias na célula).

Possui 0 gene lacl que codifica para expressdo do repressor Lacl para regulacdo de
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promotores baseados no lac e apresenta o gene recombinante tGH entre os sitios das

endonucleases Ndel e BamHlI.

ﬁromotorT? Xbal (47)

h Ndel (87)

4 1 JPE—

(5864) Sl (6xHis)

BglII (152)

KpnI (162)

——— —— Ncol (180)
EcoRI (185)

Mfel (287)

6000

(5331) Milul .DD MscI (579)
ador lac| | Nsil (702)
0P®oBS T7 ¢ BamHI (779)

Nte,

Eagl - SaclI (786)
Xhol (794)

(5128) Apal

(4829) Hpal-____
___—Psil (1326)

pGSM-tGH
6076 bp

Scal (1861)
Pvul (1973)

PstI (2100)

(3230) Pcil

Figura 11: Vetor pGSM-tGH. O vetor possui 0 gene que confere resisténcia a
ampicilina e uma Ori de alto namero de copias. Possui o gene lacl que codifica para
expressdo do repressor Lacl e o gene tGH entre os sitios das endonucleases Ndel e

BamHI.

4.2.3 Oligonucleotideos utilizados neste trabalho.

Os oligonucleotideos foram sintetizados quimicamente pela (EXXTEND -

Campinas/SP) e estdo listados no quadro 2.

Quadro 2: Oligonucleotideos utilizados neste trabalho.

Oligonucleo Sequéncia5’ 2> 3’ MER*
tideos
pLK1 TATGTTAACTTAAGGTACCAGATCTGTTTAAACG 34
pLK2 ACAATTGAATTCCATGGTCTAGACAAATTTGCCTAG 36
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PDSM-1 CGAATTCGCGGCCGCTTCTAGAWWAAAWWTWTTTTW 67
WAAWAKAATTGWSWGCGGATAACAATTGTGT
PDSM-2 | TACTAGTAGCGGCCGCTGCAGA 53
TYSSTCCCATTATMACACAATTGTTATCCGC
VF1 TGCCACCTGACGTCTAAGAA 20
RCP1 GAGAAAGTAGTGACAAGTGTTGGCC 25

*nucleotideos

4.2.4 Meios de cultura para bactéria.

Tabela 2: Meio de cultura Luria-Bertani.

Composicéo

Liquido

Solido

Peptona 10g/L;

Extrato de levedura 5g/L;
Cloreto de sédio 10g/L;
Agua destilada 1000 mL

Adicdo de agar 15¢/L

Ajuste para pH 7,5 e esterilizacdo por autoclavagem.

Todos os meios de cultura bacteriana foram dissolvidos em &gua destilada ou

deionizada e posteriormente autoclavados a 121 °C por 15 min.

O meio seletivo Luria Bertani (LB) solido e/ou liquido contendo canamicina 50

pg/mL ou ampicilina 100 pg/mL foram usados para selecdo de clones recombinantes,

crescimento bacteriano, ensaios de fluorescéncia e producéao de proteinas.

4.2.5 Reagentes, tampdes e solugdes

Todos os reagentes, tampOes e soluges estdo apresentados no ANEXO 1. Os

reagentes e tampdes utilizados para o preparo das solugdes foram de grau analitico. A &dgua

utilizada neste trabalho foi destilada e deionizada (4gua ultrapura tipo 1).

As solugbes foram esterilizadas a 120°C por 15 minutos ou, quando necessario,

filtradas em membranas do tipo milipore com poro de 0,22um.

4.3 METODOS
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4.3.1 Clonagem molecular

Todas as técnicas de clonagem e manipulacdo de DNA recombinantes foram
realizadas de acordo com (MANIATIS et al ., 1982), ou de acordo com os fabricantes das
enzimas e kits. As endonucleases (enzimas de restricdo) e outras enzimas modificadoras de
DNA (SAP- Fosfatase Alcalina de Camardo e T4 DNA ligase) foram usadas conforme
especificado pelos fornecedores ( (New England Biolabs, Ipswich, MA, USA). Os DNAs
purificados, vetores e fragmentos, quando submetidos a reacdo de ligacdo, utilizou-se a
enzima T4 DNA ligase (New England Biolabs, Ipswich, MA, USA) e a reacdo foi incubada
a 16°C por 16-18 horas (MANIATIS et al ., 1982).

Todos os resultados com endonucleases foram analisados em gel de agarose, corado
com brometo de etidio e visualizado sob luz ultravioleta (UV) em fotodocumentador. Os
produtos da digestdo quando necessarios foram analisados utilizando os marcadores
moleculares da GeneRulerTM™ 1 kb DNA Ladder (Fermentas), Ladder 1Kb (Quatro G) ou
Invitrogen 100 pb DNA ILdder (ANEXO 2).

4.3.2 Transformacao genética

Os protocolos de preparo de células eletrocompetentes e quimiocompetentes estdo
listados no ANEXO 3 e 4, respectivamente. O preparo de células competentes para

transformacdes genéticas foram realizadas segundo HANAHAN, 1983.
4.3.3 Extracdes de plasmideos e purificacdo

As extragdes de plasmideos dos clones selecionados foram realizadas com o Kit de
extragdo Illustra plasmidPrep Mini Spin Kit (GE Healthcare Bioscience) ou com o kit da
Cellco Fast-n-easy Plasmid Mini-Prep kit (Column based isolation of plasmid DNA) o qual
possuem solucBes que atuam nas fases de lise celular, inibicdo de proteases, lavagem e
eluicdo do DNA plasmidial (ANEXO 5). Os procedimentos foram realizados de acordo com

as especificacdes do fabricante.

A purificagdo dos fragmentos ou vetores apos digestdes quando necessarias foram
realizadas através do Kit comercial illustra GFX PCR DNA and Gel Band Purification (GE
Healthcare). Os procedimentos foram realizados de acordo com as especificacbes do
fabricante (ANEXO 6).
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O protocolo de purificacdo de DNA por precipitacdo esta listado no ANEXO 7.
4.3.4 SDS-PAGE

As proteinas recombinantes produzidas por clones de E. coli portadores dos
plasmideos foram analisada por eletroforese em gel desnaturante de poliacrilamida (SDS-
PAGE) segundo LAEMMLLI, 1970. Os produtos da producéo de proteinas foram analisados
utilizado o Blueye prestained protein ladder (11 to 245 kda) (ANEXO 2).

4.3.5 Design do promotor DM e sintese do pDM-GFP

O promotor DM foi construido para ser reconhecido pela maquinaria RNAp
associada com o 670 de hospedeiras E. coli. Foi realizado o design da sequéncia do
promotor DM utilizando as melhores sequéncias consensos da atualidade moderna de
promotores e reconhecimento eficiente pela RNAp (alaIIpp'®e670) como o elemento UP, as
regides -35 e -10, a regido espacadora, o elemento -10 estendido, o discriminador e o sitio de
inicio da transcricio (HOOK-BARNARD & HINTON, 2007; RUFF et al., 2015;
RANGEL-CHAVEZ et al., 2017; MAZUMDER & KAPANIDIS, 2019).

No design do promotor DM foi ndo adicionado o sitio da CAP para tornar o
promotor ndo responsivo a repressdo catabdlica como encontrado nos promotores
dependentes de CAP Classe | e Il, nas regides -61,5 e 41,5, respectivamente (LAWSON et
al., 2004).

Para obtermos um promotor mais estrigentemente regulado, decidiu-se mimetizar o
que ocorre no operon MER (que codifica resisténcia a mercurio) de E. coli sobrepondo a
regido operadora lacOl1l selvagem de 21 pb (5’-AATTGTGAGCGGATAACAATT-3’) a

regiao -35.

O promotor DM foi encomendado, construido por sintese quimica de DNA pela
empresa Genone Biotecnologies Ltda (Rio de Janeiro) e inserido em um cassete de
expressao com cerca de 1015 nucleotideos para testar sua funcionalidade pela maquinaria de
traducdo de proteinas (RBSmRNA). O cassete de expressdo contém a jusante do sitio de
inicio da transcricdo ou +1 a sequéncia da regido 5° UTR do mRNA do gene da proteina 10

do bacteridfago T7, que contém um eficiente RBS (OLINS et al., 1988) e o gene reporter da
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proteina verde fluorescente - GFP (green protein fluorescent) sobreposto com um sitio de
restricdo da enzima Ndel no cddon de inicio da traducéo.

Apos o cddon de término da traducdo do gene da GFP foi adicionado um sitio de
restricdo da enzima BamHI, seguido do terminador de transcri¢do, o T1 do gene de rrnB de
E. coli (OROSZ et al., 1991) para interromper a sintese do mRNA. Nas extremidades 5’ e 3’
do cassete de expressdo foram adicionados os sitios das endonucleases EcoRlI, Notl, Xbal e
Spel, Notl e Pstl, respectivamente, de modo a permitir a transferéncia deste cassete de
expressao para outros vetores de expressao ou expressdo/secrecdo da série IGEM_Manaus e

outros da série Biobrick.

O cassete de expressao foi subclonado em um plasmideo denominado pSB3K3-TH2
e o vetor resultante foi denominado pDM-GFP. O vetor pDM-GFP possui Ori de baixo
namero de copias (10-12 copias) proveniente do plasmideo pl5A (CHANG & COHEN,
1978) e o gene de resisténcia a canamicina originario do transposon Tn903 (GRINDLEY &
JOYCE, 1980).

4.3.6 Transformacdo genética do pDM-GFP em E. coli, extracdo plasmidial e

analise com endonucleases de restricéo

O plasmideo pDM-GFP foi recebido liofilizado (4ug) e redissolvido em 20 uL de
agua ultrapura estéril. A seguir, para obtencdo de massa plasmidial e analise da expressdo do
gene da GFP, o plasmideo foi introduzido em células de E. coli JM110 (YANISCH-
PERRON et al., 1985) com 0,2 uL da solugdo de DNA plasmidial misturados com 50 uL de
células eletrocompetentes e submetidas ao procedimento de eletroporacdo (ANEXO 3). Em
seguida, diferentes aliquotas dos sistemas foram semeadas em placas de Petri com meio LB
solido suplementado com canamicina. As placas foram incubadas invertidas a 37°C durante
16 horas.

Colonias transformantes foram selecionadas para pré-inoculos contendo canamicina.
Os pré-inoculos foram incubados sob agitacdo constante (140 rpm) por um periodo de 14
horas a 37°C. Clones transformantes de E. coli JM110 portadores do vetor pPDM-GFP foram
selecionados e seus plasmideos extraidos (ANEXO 5). Os resultados da extracdo do vetor
pDM-GFP foi submetido a eletroforese em gel de agarose 0,8%, corado com brometo de
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etidio e visualizado sob luz ultravioleta (UV) em fotodocumentador. Os DNAs dos clones

extraidos foram guardados a -20°C até o seu uso novamente.

Para uma melhor caracterizacdo dos sitios Unicos endonucleases que existem no
mapa fisico do plasmideo pDM-GFP, este foi tratado com endonucleases EcoRI, BamHI,
Ndel, Pstl, Spel, EcoRV, Notl e simultaneamente com EcoRI e Pstl, EcoRI e Spel, EcoRlI e
Ndel, Ndel e BamHI. Os sistemas foram incubados a 37°C por 2 horas e os resultados
foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 0,8%, corado com brometo de etidio e
visualizado sob luz ultravioleta (UV) em fotodocumentador. Os DNAs plasmidiais dos

clones extraidos foram estocados a -20°C até o seu uso novamente.

4.3.7 Desenvolvimento de novos vetores bem regulados baseado no promotor

DM para E. coli

Apdbs sua analise de funcionalidade, para expandir os estudos sobre regulacdo e
expressdo de proteinas, o cassete de expressdo sob o controle do promotor sintético
induzivel regulado com alta performance denominado de DM (dominio de patente) foi

inserido em conjunto de diferentes backbones plasmidiais.

O conjunto de vetores construido neste trabalho consiste em cinco diferentes vetores:
0 proprio pDM-GFP (baixa cépia), o pDMO02 (polylinker) e pDMUO01 (alta c6pia), pPCDM
(baixa cépia) e pDMUOQ2 (alta copia). O cassete de expressao presente em todos os vetores é
flanqueado por diferentes sitios de endonucleases e oferece a possibilidade de clonagem
(utilizando endonucleases e ligacdo classica) para a troca de novas partes de DNA com
funcBes bioldgicas para novos estudos de regulacdo e expressao de genes heter6logos em E.
coli. Para a validacdo do conjunto de vetores, utilizamos nos experimentos deste estudo o
pDM-GFP (BR 10 2019 000470 3) e a hospedeira E. coli.

4.3.7.1 Clonagem do cassete de expressdo no vetor pUNA (pDMUO01)

Para a construcdo do plasmideo de alta copia contendo o promotor DM, o cassete de
expressao pertencente ao vetor pDM-GFP de baixa copia foi clonado no vetor pUNA (de
alta copia) utilizando a enzima de restricdo Notl. O vetor pUNA (4.2.2.1) possui um anico
sitio de restrigdo para a enzima Notl no seu backbone plasmidial e o vetor pDM-GFP possui
dois sitios para Notl nas posi¢oes 188 e 1182 do backbone plasmidial (5” - 3°) que permite a

transferéncia do cassete de expressdo para o vetor pUNA.
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A seguir, para obtencdo de massa plasmidial, 1 pLL do vetor pUNA foi misturado em
um microtubo com 50 pL de células E. coli DH5a eletrocompetentes e transformado
geneticamente pela técnica de eletroporacdo (ANEXO 3). Em seguida, diferentes aliquotas
dos sistemas foram semeadas em placas de Petri com meio LB sélido contendo somente

ampicilina. As placas foram incubadas invertidas a 37°C durante 16 horas.

Foram selecionados clones transformantes portadores dos vetores pDM-GFP e
pPUNA. Os clones foram inoculados em pré-indculos contendo canamicina e glicose para 0s
clones portadores do pDM-GFP e somente ampicilina para os clones portadores do vetor
PUNA. Os pré-indculos foram incubados durante a noite a 37°C sob agitacdo de 150 rpm.
Os plasmideos dos clones foram extraidos (ANEXO 5), o resultado foi submetido a
eletroforese em gel de agarose 0,8%, corado com brometo de etidio e visualizado sob luz
ultravioleta (UV) em fotodocumentador. Os DNAs dos clones extraidos foram guardados a -

20°C até o seu uso novamente.

O vetor pUNA e o vetor pDM-GFP foram submetidos a tratamento com enzima de
restricdo Notl. Foram montadas as rea¢cbes em microtubos para um volume final de 50 pL.

Os componentes dos sistemas com a endonuclease estdo especificados na tabela 3 a seguir.

Tabela 3: Reacdo dos vetores pDM-GFP e pUNA com a endonuclease Notl.

Componentes  pDM-GFP pDM-GFP PUNA pPUNA
sem enzima com enzima sem enzima com enzima
H20 1 2 4 12
Tampéo 3.1 1 5 1 5
10X
DNA 8 40 5 30
plasmidial
Notl (10U/uL) - 3 - 3
V. F. 10 uL 50 uL 10 uL 50 pL

Os sistemas foram incubados por 1 hora a 37°C em banho seco. Ap6s o tempo da
reacao, foi adicionado 15 pl de TBE 5x azul nas reagdes com a endonuclease Notl e em
seguida foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 0,8%. Os fragmentos digeridos
correspondentes ao inserto do cassete de expressdo e do vetor pUNA linearizado foram

purificados com kit (ANEXO 6). O resultado da purificacdo foi analisado eletroforese em
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gel de agarose 0,8%, corado com brometo de etidio e visualizado sob luz ultravioleta (UV)

em fotodocumentador.

O vetor pUNA foi tratado com a enzima SAP para desfosforilagdao das pontas 5’ ¢ 3’
(retirada do fosfato) para impedir sua religacdo na hora da reagdo com a T4 DNA ligase.
Foram adicionados os reagentes em um microtubo para um volume de 60 pL. Os
componentes da reacdo de desfosforilagdo do vetor pUNA com a enzima SAP estdo

especificados na tabela 4 a seguir.

Tabela 4: Reacdo de desfosfosrilagédo
do vetor pUNA com a enzima SAP.

Componentes PUNA
com enzima
SAP
H20 7
Tampéo 10X 6
SAP
Vetor pUNA 45
Enzima SAP 2
(1U/puL)
V. F. 60 puL

O sistema foi incubado por 30 minutos a 37°C em banho seco, seguido de 60°C por
15 minutos. Apos a reacdo de desfosforilagao e inativagdo da enzima, foi adicionado 15 pL
de TBE 5x azul no microtubo e a amostra foi submetida a gel de agarose 0,8%. Apos a
eletroforese, a banda de interesse foi purificada por meio do protocolo de purificacdo do kit
(ANEXO 6).

A reacdo de ligacdo do vetor pUNA desfosforilado e do inserto do cassete de
expressao digeridos com Notl e purificados foram submetidos a uma reacéo de ligacdo para
um volume de 20,5 pL. Foi adicionado em um microtubo na ordem: 2 pL de tampédo 10X de
T4 DNA ligase, 12 pL de vetor pUNA, 5 pl do fragmento do cassete de expresséo e 1,5 pL
da enzima da enzima T4 DNA ligase (200U/uL). A reacdo foi incubada por 16°C durante a
noite (16-18 horas) e apdés o tempo de reacdo, o sistema de ligacdo no microtubo foi

submetido a concentracdo de DNA por precipitagcdo (ANEXO 7).
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Apos a purificacdo, 2 pL do sistema de ligagdo foi misturado com 50 pL de células
E. coli DH5aF'IQ eletrocompetentes e transformadas geneticamente pela técnica de
eletroporacdo (ANEXO 3). Aliquotas do sistema foram semeados em placas de Petri com
LB solido contendo ampicilina. As placas foram incubadas invertidas a 37°C durante 16
horas.

Foi selecionado 1 clone de E. coli DH50oF '1Q com o novo vetor e inoculado em pré-
indculo contendo ampicilina. O frasco foi incubado durante a noite a 37°C sob agitacdo de
150 rpm. O DNA plasmidial foi extraido (ANEXO 5), o resultado foi submetido a
eletroforese em gel de agarose 0,8%, corado com brometo de etidio e visualizado sob luz
ultravioleta (UV) em fotodocumentador.O novo vetor passou a se chamar de pDMUOL. O

DNA do clone extraido foi guardado a - 20°C até o seu uso novamente.

4.3.7.2 Vetor pCDM (baixa copia)

O vetor pDM-GFP (figura 4.2.2.1) possui o sitio de Spel localizados nas posi¢oes
262 e 1174 dentro do seu backbone plasmidial (5’- 3’). Quando ocorre a digestdo com esta
enzima (Spel) o fragmento (912 pb) que correspondente ao RBS e 0 gene da GFP é liberado
do vetor. Através da digestdo parcial com a enzima Spel nas condi¢bes apropriadas, a
enzima pode cortar somente um ou o outro sitio de Spel localizado no vetor pDM-GFP.

Foi selecionado 1 clone transformante portador do vetor pDM-GFP e inoculado em
pré-indculo contendo canamicina e suplementado com glicose. O pré-inéculo foi incubado
durante a noite a 37°C sob agitacdo de 150 rpm. O plasmideo do clone foi extraido
(ANEXO 5), o resultado foi submetido a eletroforese em gel de agarose 0,8%, corado com

brometo de etidio e visualizado sob luz ultravioleta (UV) em fotodocumentador.

Foi montada a reagdo do vetor pDM-GFP com a endonuclease Spel 1U/uL. Foi
montada a reagdo em microtubo para um volume final de 40 puL. Os componentes da reagdo

estdo especificados na tabela 5 a seguir.

Tabela 5: Reacéo do vetor pDM-GFP com a endonuclease

Spel.

Componentes pDM-GFP pDM-GFP
sem enzima com enzima

H20 5 18

Tampao 10X 1 4
CutSmart
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DNA 4 16
plasmidial
Spel (1U/uL) - 2
V. F. 10 uL 40 pL

Os sistemas foram incubados por 30 minutos a 37°C em banho seco, seguido de
inativacéo da enzima Spel com 10 uL de TBESx azul e 3 uLL de EDTA 200mM. O resultado
da reacdo foi submetido a eletroforese em gel de agarose 0,8%. Ap0s aeletroforese, a banda
de interesse foi purificada por meio do protocolo de purificacdo do kit (ANEXO 6), o
resultado foi submetido a eletroforese em gel de agarose 0,8%, corado com brometo de
etidio e visualizado sob luz ultravioleta (UV) em fotodocumentador.

O fragmento correspondente ao pDM-GFP digerido com Spel e purificado foi tratado
com a enzima T4 DNA polimerase para completar novamente a ponta dupla fita do
fragmento digerido pela enzima Spel e inativar um dos dois sitios. A reacdo foi montada
para um volume de 15 pL. Foi adicionado em um microtubo: 2,8 uL de H20, 1,5 uL de
tampédo 2.1 10X, 10 pL de vetor pDM-GFP (60ng) e 0,4 pL de dNTPs (2,5 mM). O sistema
foi pré incubado a 12°C por 10 minutos em termociclador BIO RAD T100 Thermal Cycler e
logo em seguida adicionado 0,3 pL da enzima T4 DNA polimerase (1U/ pL) na reagdo € o
sistema foi novamente incubado a 15 minutos por 12°C em termociclador BIO RAD T100
Thermal Cycler. Apds o tempo, a enzima foi inativada com 1,5 pL. deEDTA 200mM
seguido de 75°C por 20 minutos.

O volume de 16,5 pL no microtubo foi submetido a concentragdo de DNA por
precipitacdo (ANEXO 7), o pellet de DNA foi redissolvido em 8,5 uLL. de H20 e a seguir foi
montado a reacdo de ligacdo para um volume de 10 pL. Foi adicionado em um microtubo:
8,5 uL do fragmento digerido parcialmente com Spel e purificado, 1 uL de tampédo 10X de
T4 ligase ¢ 0,5 uL da enzima T4 DNA ligase (200U/uL). A reagdo foi incubada por 16°C

durante a noite.

Apos o tempo da reac¢ao, 1 uL do sistema de ligagdo foi misturado com 50 uL de
células E. coli DHSa eletrocompetentes e transformadas geneticamente pela técnica de

eletroporagdo (ANEXO 3). Aliquotas do sistema foram semeados em placas de Petri com
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LB sélido contendo canamicina e glicose. As placas foram incubadas invertidas a 37°C

durante 16 horas.

Foram selecionados clones transformantes portadores do novo vetor oriundo do
pDM-GFP e inoculados em pré-inéculos com canamicina e glicose. Os pré-inoculos foram
incubados durante a noite a 37°C sob agitagéo de 150 rpm. Os DNAs plasmidiais dos novos
clones foram extraidos (ANEXO 5), o resultado foi submetido a eletroforese em gel de
agarose 0,8%, corado com brometo de etidio e visualizado sob luz ultravioleta (UV) em

fotodocumentador.

Para confirmacdo que o sitio 1174 foi deletado nos DNAs plasmidiais dos novos
clones, decidiu realizar a digestdo com a enzima Spel e EcoRI. As reac6es analiticas foram
montadas em microtubos para um volume de 10 uL e os componentes estdo especificados na

tabela 6 a seguir.

Tabela 6: Reacdo com Spel e EcoRI
dos DNAs plasmidiais extraidos dos
novos clones selecionados.

Componentes DNAs
plasmidiais
com enzima

H20 3,4

Tampéo 10X 1

CutSmart
DNA 5
plasmidial

Spel (1U/uL) 0,3

EcoRlI 0,3
(10U/uL)
V. F. 10 uL

As reagdes foram incubadas por 2 horas a 37°C em banho seco. O resultado foi
submetido a eletroforese em gel de agarose 0,8% e visualizado no transluminador sob luz
UV. Os DNAs dos novos clones foram guardados a -20°C até o seu uso novamente. O novo

vetor de baixo nimero de copias passou a se chamar de pCDM.

4.3.7.3 O vetor pDMO02 (polinlynker)
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Para a construgdo do vetor pDMO02, o vetor pPDM-GFP deveria ser digerido com as
endonucleases Ndel e BamHI para retirada da sequéncia codificante do gene da GFP e
inserido um oligonucleotideo dupla fita com as bordas digeridas pelas mesmas
endonucleases. As duas sequéncias de DNA fita simples denominadas de pLK1 e pLK2,
compdem o polylinker fita dupla ap6s o anelamento. O polylinker é uma sequéncia com
multiplos sitios de clonagem (MCS) e o gene da GFP no vetor pDM-GFP é flanqueado pelo

sitio das endonucleases Ndel e BamHlI.

Como estratégia de clonagem os oligonucleotideos foram desenhados como se as
suas bordas j& tivessem sido tratadas com as endonucleases Ndel e BamHI apo6s o
anelamento correto. Por isto ndo foi realizado o tratamento com as endonucleases de
restricdo Ndel e BamHI com os oligos pLK1+pLK2 dupla fita (dPLK).

Foram verificados os sitios das endonucleases existentes no vetor pDM-GFP. Os
sitios de endonucleases de restricdo de cortes Unicos e que nao existem no vetor pPDM-GFP
foram escolhidas para serem adicionadas ao polylinker. O polylinker foi desenhado com o0s
sitios Unicos das endonucleases Ndel, Hpal, Afl 11, Kpnl, Bglll, Pmel e BamHI na sua
sequéncia (5> — 3’). Dois oligonucleotideos pLK1 e pLK2 (Quadro 1) foram sintetizados
quimicamente pela empresa EXXTEND. Os oligonucleotideos foram redissolvidos em um
microtubo com Tris-HCI 2mM pH 8 para 100pmol/uL.

Foi realizado a hibridizacdo dos oligonucleotideos pLK1 e pLK2 para formarem
dupla fita. Foi adicionado em um microtubo um sistema somente com o oligo pLK1, outro
somente com o oligo pLK2 e outro com ambos os oligos pLK1 e pLK2 (dPLK). As reacoes
foram montadas para um volume final de 50 pL. A reacdo de anelamento foi montada de

acordo com a tabela 7 a seguir.

Tabela 7: Reacdo de hibridizacéo dos oligos pKLO01 e pKLO02.

Componentes Somente com pKLO1e Somente com
pKLO1 pKLO02 pKLO02
(anelados)
H20 42 39,5 42,5
NaCl 0,5M 5 5 5
pKLO1 (1,04 3 3 -
pg/pl)
pKLO02 (1,1 - 2,5 2,5

pg/pl)
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V. F. 50 L 50 uL 50 L

Os sistemas apds montados nos microtubos foram colocados em termociclador BIO
RAD T100 Thermal Cycler em um circuito de: 2 minutos por 100°C, 5 minutos por 80°C, 5
minutos por 70°C, 5 minutos por 50°C seguido de 5 minutos em temperatura ambiente. O
resultado foi submetido a eletroforese em gel de agarose 2%, corado com brometo de etidio
e visualizado sob luz ultravioleta (UV) em fotodocumentador. Os microtubos foram

guardados a -20°C até o seu uso novamente.

Para a clonagem do polylinker no vetor pDM-GFP, o vetor pDM-GFP foi tratado
com as endonucleases Ndel e BamHI. Foi montada a reagdo em um microtubo para um

volume final de 50 puL e os componentes estdo especificados na tabela 8 a seguir.

Tabela 8: Reacdo com as
endonucleases Ndel e BamHI do vetor

pDM-GFP.
Componentes pDM-GFP
com enzima
H20 15
Téampéo 3.1 5
10X
pDM-GFP 25
Ndel 2,5
(10U/uL)
BamHI| 2,5
(10U/uL)
V. F. 50 uL

A reacdo com as endonucleases foi incubada por 2 horas a 37°C em banho seco.
Apos o tempo, foi adicionado 15 pL de TBE5x axul no volume restante (45 pL) e entdo
submetido a eletroforese em gel de agarose 0,8%. A banda de interesse foi extraida por meio
do protocolo de purificagdo (ANEXO 6) e o resultado foi novamente submetido a
eletroforese em gel de agarose 0,8%, corado com brometo de etidio e visualizado sob luz

ultravioleta (UV) em fotodocumentador.

A seguir o oligonucleotideo sintético dPLK foi ligado com a enzima T4 DNA ligase

ao vetor pDM linearizado. A reacdo de ligacdo foi montada para um volume de 10 pL. em
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um microtubo com: 0,5 uL (250 ng) do oligonucleotideo sintético (dPLK); 7,5 uL (~52,5nQ)
do vetor pDM (digerido com as endonucleases Ndel e BamHI e purificado); 1 uL de tampao
10X de T4 ligase e 1 uLL da enzima T4 DNA ligase (200U/uL). A reagao foi incubada por
16°C durante a noite. Apods a reacao de ligagdo, o volume final de 10 puL apds no microtubo

foi submetido a concentracdo de DNA por precipitacdo (ANEXO 7).

O pellet de DNA foi redissolvido em &gua e 1 uL do sistema de ligagdo purificado
foi misturado com 50 pL de células E. coli DH5a eletrocompetentes e transformadas
geneticamente pela técnica de eletroporacdo (ANEXO 3). Aliquotas do sistema foram
semeados em placas de Petri com LB sélido contendo canamicina e glicose. As placas foram
incubadas invertidas a 37°C durante 16 horas.

Foram selecionados clones de uma placa de Petri com E. coli DH5a contendo o novo
vetor para extracdo dos plasmideos. Os clones foram inoculados em pré-indculos com
canamicina e glicose por 18 horas e seguiu-se para extracdo plasmidial (ANEXO 5). Os
DNAs plasmidiais dos novos clones extraidos foram submetidos a eletroforese em gel de
agarose 0,8%, corado com brometo de etidio e visualizado sob luz ultravioleta (UV) em

fotodocumentador. Os novos vetores com o polylinker passaram a se chamar de pDMO02.

4.3.7.4 O vetor pDMUO02 (alta copia)

Para a construcdo do vetor caca promotor de alta copia, o cassete de expressdo do
vetor pCDM deveria ser clonado no vetor pRIQT (4.2.2.3) utilizando as endonucleases
EcoRI e Pstl. O vetor pCDM possui os sitios de restricdes da EcoRI na posi¢do 181 e Pstl
na posigdo 1196 (5’ = 3”) e quando ¢ digerido com estas endonucleaseslibera um fragmento
que corresponde ao cassete de expressdo (1015 pb). O vetor pRIQT possui 0S mesmos
sitios das endonucleases (EcoRI e Pstl) nas posi¢fes 326 e 1565(5” - 3°). A digestdo dos
vetores pCDM e pRIQT com as endonucleses EcoRI e Pstl permite a transferéncia do
cassete de expressdo génica (com estratégia para clonagem de promotores) de um vetor de

baixa cé pia (p)CDM) para um backbone de alta cépia (pRIQT).

O plasmideo pRIQT foi misturado com 50 uL de células E. coli JM110
eletrocompetentes e transformado geneticamente pela técnica de eletroporagdo (ANEXO 3).
Em seguida, diferentes aliquotas dos sistemas foram semeadas em placas de Petri com meio
LB sélido suplementado somente com ampicilina. As placas foram incubadas invertidas a
37°C durante 16 horas.
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Clones recombinantes de E. coli JM110 portadores dos vetores de expressdo pCDM
e pRIQT foram selecionadas para pré-inoculos contendo canamicina e glicose e ampicilina,
respectivamente. Os pré-inoculos foram incubados sob agitacdo constante (140 rpm) por
um periodo de 14 horas a 37°C e ap6s o crescimento, seus DNAs plasmidiais dos clones
foram extraidos (ANEXO 5), o resultado foi submetido & eletroforese em gel de agarose
0,8%, corado com brometo de etidio e visualizado sob luz ultravioleta (UV) em
fotodocumentador. Os DNAs dos clones extraidos foram guardados a -20°C até o seu uso

novamente.

Foram escolhidas amostras de DNAs plasmidiais dos vetores pRIQT e pCDM com
as endonucleases EcoRI e Pstl. Foram montadas as rea¢Ges dos vetores pRIQT e pCDM em
microtubos para um volume de 50 uL e 20 uL, respectivamente. Os componentes da reacdo

estdo especificados na tabela 9 a seguir.

Tabela 9: Reacdo de restricdo com as endonucleases
EcoRlI e Pstl dos vetores pCDM e pRIQT.

Componentes pRIQT pCDM
com enzima com enzima
H20 25 1
Téampéo 3.1 5 2
10X
DNA 15 15
plasmidial
EcoRl 2,5 1
(20U/uL)
Pstl (10U/uL) 2,5 1
V. F 50 uL 20 uL

As reacOes foram incubadas por 3 horas a 37°C em banho seco. Apos transpassado o
tempo, foi adicionado 15 pL de TBE 5x axul no volume restante (45 pL) e o resultado foi
submetido a eletroforese em gel de agarose 0,8%. As bandas de interesse foram purificadas
por meio do protocolo de purificagdo do kit (ANEXO 6) e o resultado desta purificagao foi
novamente submetido a eletroforese em gel de agarose 0,8%, corado com brometo de
etidio e visualizado sob luz ultravioleta (UV) em fotodocumentador. Os DNAs plasmidiais

foram guardados a -20°C atéo seu uso novamente.
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A seguir, o vetor pRIQT purificado e o fragmento correspondente ao cassete de
expressdo digeridos com EcoRI e Pstl foram submetidos a reacdo de ligagdo A reagdo foi
montada para um volume final de 20 uL. Foi adicionado em um microtubo: 7,5 uL. do DNA
do inserto do cassete de expressdo+backbone do pCDM, 10 uL do vetor pRIQT, 2 uL de
tampdo 10X de T4 ligase ¢ 0,5 uL da enzima T4 DNA ligase (200U/uL). A reacdo foi
incubada por 16°C durante a noite. Apds a reagdo de ligagdo, o volume final de 10 uL no
microtubo foi submetido a concentracdo de DNA por precipitacdo (ANEXO 7).

O pellet de DNA foi redissolvido em 4 pul. de H20 e 2 pL do sistema de ligacao
purificado foram misturados com 50 uL de células E. coli DH5a eletrocompetentes e
transformadas geneticamente pela técnica de eletroporacdo (ANEXO 3). Aliquotas do
sistema foram semeados em placas de Petri com LB sélido contendo ampicilina e glicose.

As placas foram incubadas invertidas a 37°C durante 16 horas.

Foram selecionados novos clones E. coli DH5a de uma placa de Petri contendo o
novo vetor para extracdo dos plasmideos e inoculados em pré-in6culos com ampicilina e
glicose por 18 horas. Apds, seguiu-se para extracdo plasmidial (ANEXO 5) e analise em gel
de agarose 0,8%. O resultado foi corado com brometo de etidio e visualizado sob luz

ultravioleta (UV) em fotodocumentador. O novo vetor passou a se chamar de pDMUOQ2.

4.3.8 Andlise da regulacdo e expressdo do gene da GFP através do conjunto de
vetores regulados

Para a andlise quantitativa da expressédo e regulacdo do gene da GFP com a producéo
da proteina sob o controle promotor sintético regulado DM, clones recombinantes de E. coli
JM110 ou DH5aF 'IQ programadas com os plasmideos recombinantes pDM-GFP, pDMUO1,
pCDM e pDMUO2 foram submetidos a diferentes condig¢des de cultivo e indugdo em meio
LB liquido. Foram inoculados inicialmente em pré-indculos contendo glicose e o antibidtico
seletivo canamicina para os sistemas pDM-GFP+E. coli JM110 e pCDM+ E. coli JM110, e
ampicilina e glicose para os sistemas E. coli DH50F IQ+pDMUO1 e E. coli
DH5aF ' 1Q+pDMUO02. As culturas foram incubadas durante a noite a 37°C sob agitacdo de
150 rpm.

No dia seguinte, foram inoculados 1000 pL dos pré-indculos em Erlenmeyers de 250
mL estéreis e fechados contendo 50 mL de meio LB liquido nas seguintes condi¢des: um

sistema com somente canamicina ou ampicilina, um sistema com canamicina ou ampicilina
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suplementado com glicose e um sistema com canamicina e o indutor IPTG. As culturas
foram entdo incubadas a 37°C com agitacdo de 150 rpm. Nos intervalos de 2, 4, 6, 8, 10, 12,
24 e 30 horas, aliquotas de 1 mL foram coletadas para mensurar o crescimento celular e

fluorescéncia.

Para mensurar o crescimento celular, uma aliquota de 200 pL de cada cultura dos
clones nos sistemas, foi adicionada em microplacas de 96 pocos de fundo transparente. Para
avaliacdo da fluorescéncia, as aliquotas restantes (800 pL) foram submetidas a centrifugacao
por 3 minutos, o sobrenadante foi descartado e adicionado 0 mesmo volume de tampdo TN.
O sedimento celular restante (pellet) foi ressuspendido e dessas suspensfes foram retiradas
aliquotas de 200 pL e transferidas para placa de culturas de 96 pocos de cor negra. As
leituras de fluorescéncia foram realizadas com excitacdo de 395 nm e emissdo a 509 nm e o
crecimento bacteriano a partir da absorbancia a 600nm em espectrofluorimetro Hidex

Chameleon Plate V.

Apds 8 horas de cultivo foi necessaria a diluicéo a cultivo de células para a leitura de
ABS e fluorescéncia, sendo entdo diluido 1:9. O resultado foi analisado no software IBM
SPSS, com significancia de 0,05 e os gréficos elaborados.

4.3.9 Andlise da regulacéo e expressdo da GFP em E. coli por SDS-PAGE

4.3.9.1 Avaliacdo da expressdo e regulacdo da GFP pelo vetor pDM-GFP

Para a analise qualitativa da expressao e regulacdo do gene da GFP com a producéo
da proteina verde fluorescente (GFP) sob o controle promotor sintético regulado DM, clones
de E. coli JM110 programadas com o plasmideo recombinante de baixa copia pDM-GFP
foram submetidos a diferentes condi¢des de cultivo e inducdo em meio contendo LB sélido
em placas de Petri.

Apds a andlise qualitativa em placas de Petri, prosseguiu-se para a analise
quantitativa da expresséo e regulacdo do gene da GFP em diferentes condicdes de cultivo e
indugdo em meio liquido. Para isso, um clone recombinante portador do vetor pDM-GFP foi
inoculado em pré-indculo contendo glicose e o antibidtico seletivo canamicina. O pré-

indculo foi incubado sob agitacdo constante (150 rpm) por um periodo de 14 horas a 37°C.
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No dia seguinte, foi inoculado 500 uL do pré-indculo em triplicatas de Erlenmeyers
de 250 mL contendo 50 mL de meio LB liquido separadamente nas seguintes condicdes:
trés somente com canamicina, trés com canamicina e glicose e trés com canamicina e o
indutor IPTG. As culturas foram entdo incubadas por 8 horas a 37°C com agitacdo de 150
rpm. Em intervalos de 2 horas, aliquotas foram coletadas para para andlise das proteinas por
eletroforese em gel desnaturante de poliacrilamida (SDS-PAGE).

Para avaliacdo da fluorescéncia emitida pela GFP, aliquotas de 1 mL de cada cultura
eram coletadas e centrifugadas a 12.000g por 3 minutos e o sobrenadante descartado. Os
sedimentos celulares restantes (pellet) foram ressuspendidos em 1 mL de tamp&o TN e dessa
suspensdo celular, 100 pL foram transferidos para placa de culturas de 96 pogos de cor
negra. A fluorescéncia emitida foi medida em espectro fluorimetro Hidex Chameleon
(comprimento de onda de excitacdo de 340 nm e de emissdo de 535nm). Durante 0
desenvolver das culturas a producdo de GFP era acompanhada também visualizando as

células bacterianas por meio de microscopia de fluorescéncia.

No intervalo de 8 horas, aliquotas de 1 mL foram coletadas para mensurar a
producdo das proteinas GFP programado vetor pDM-GFP na hospedeira E. coli JM110 por
eletroforese em gel desnaturante de poliacrilamida 12% (SDS-PAGE).

Como o fluor6foro da GFP é tridimensional, para ser possivel sua visualizagcdo no
gel de poliacrilamida por meio da fluorescéncia, apés a solubilizagdo das proteinas celulares
no tampéao de amostras para o processo eletroforético, essa solucdo nao foi fervida, para que
a GFP ndo desnaturasse. O gel contendo as proteinas foi visualizado em UV antes de ser

corado.

4.3.9.2 Avaliacdo da expressao e regulacdo do gene da GFP pelo vetor pDMUO1

Para a analisar qualitativamente a expressdo e regulacdo do gene da GFP com a
producdo da proteina verde fluorescente (GFP) sob o controle promotor sintético regulado
DM, um clone de E. coli JM110 programada com o plasmideo recombinante de alta cOpia
pDMUO1 foi submetido a diferentes condic¢des de cultivo e indugdo em meio contendo LB
em placas de Petri.

Apbs a andlise qualitativa em placas de Petri, prosseguiu-se para a analise

quantitativa da expressdo e regulacdo do gene da GFP em diferentes condicGes de cultivo.
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Para isso, um clone recombinante portador do vetor pDMUO1 foi inoculado em pré-indculo
contendo glicose e o antibi6tico seletivo ampicilina. O pré-indculofoi incubado sob agitacdo
constante (150 rpm) por um periodo de 14 horas a 37°C.

No dia seguinte, foi inoculado 500 uL do pré-indculo em triplicatas de Erlenmeyers
de 250 mL contendo 50 mL de meio LB liquido separadamente com somente com
ampicilina. Apos 2 horas de crescimento bacteriano foi adicionada em trés frascos a glicose
e em outros trés frascos o indutor IPTG. As culturas foram entdo incubadas novamente por 8

horas a 37°C com agitacdo de 150 rpm.

Para analisar a regulacdo e a expressdo do gene da GFP e producdo das proteinas, os
pellets (1 mL) coletados nos intervalos selecionados de 3, 6 e 8 horas de crescimento celular
e 1, 3 e 5 horas de inducdo, respectivamente, foram submetidas para analise das proteinas
por eletroforese em gel desnaturante de poliacrilamida (SDS-PAGE). Durante o desenvolver

das culturas, a producdo de GFP era visualizada por meio de microscopia de fluorescéncia.

4.3.10 Construcdo do plasmideo pDM-TEK e expressdao do gene hibrido da

tiorredoxina humana e enteroquinase bovina em E. coli

Visando analisar o funcionamento do promotor DM com a expressdo de outra
sequéncia codificante, selecionou-se o gene hibrido da tiorredoxina humana com o gene da
enteroquinase bovina (TEK), uma vez que a enteroquinase, além de ser tdxica por ser uma

protease, tem diversas aplicagdes industriais e alto valor de mercado.

A inducdo da expressdao do gene da proteina hibrida TEK por E. coli JM110
programada com o plasmideo pDM-TEK, com adicdo de IPTG, foi realizada quando as
culturas atingiram a absorbancia em 600 nm igual a 0,1. A partir deste momento, aliquotas
de 2 mLs dos clones de E. coli portadores de plasmideos pDM-TEK foram retiradas a cada 2
horas até o tempo total de 8 horas para as leituras de absorbancia a 600nm (elaboracéo das
curvas de crescimento) e também para analise das proteinas recombinantes produzidas em
eletroforese em gel de poliacrilamida 12% (SDS-PAGE).

Este trabalho intitulado “EXPRESSAO HETEROLOGA DA ENZIMA
ENTEROQUINASE EM Escherichia coli” foi realizado pela discente Kerollen Runa Pinto
(PINTO., 2017).
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4.3.11 Expressédo do rtGH em E. coli utilizando o vetor pDMUO1
4.3.11.1 Clonagem do gene tGH no vetor pDMUO1

O plasmideo pGSM-tGH (4.2.2.3) possui 0 gene tGH (584 pb) entre os sitios das
endonucleases de restricdo Ndel e BamHI e o vetor pPDMUOQ1 possui 0 gene da GFP (723 pb)
flanqueado pelos mesmos sitios de restri¢cdo. Para a clonagem do tGH pela troca do gene da
GFP no vetor pDMUOQ1, os vetores pDMUOL e pGSM-tGH deveriam ser digeridos com as
duas endonucleases Ndel e BamHI e o gene tGH inserido no vetor pDMU desprovido da

sequéncia codificante da GFP.

Aliquotas de 1 pl dos plasmideos pDMUOl1 e pGSM-tGH foram misturados
separadamente com 50 uL de células E. coli JM110 quimiocompetentes e transformadas
geneticamente por choque térmico (ANEXO 4). Em seguida, diferentes aliquotas dos
sistemas foram semeadas em placas de Petri com meio LB solido suplementado contendo
glicose e ampicilina para sele¢cdo de clones portadores dos vetores. As placas foram
incubadas invertidas a 37°C durante 16 horas.

Clones recombinantes isolados de E. coli JM110 portadores dos vetores pDMUO1 e
pGSM-tGH foram selecionadas para pré-indculos contendo glicose e ampicilina. Os pré-
inéculos foram incubados sob agitagdo constante (140 rpm) por um periodo de 14 horas a
37°C e seus plasmideos extraidos (ANEXO 5). Os resultados da extracdo dos vetores
pDMUOL e pGSM-tGH foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 0,8%, corado
com brometo de etidio e visualizado sob luz ultravioleta (UV) em fotodocumentador. Os
DNAs plasmidiais dos clones extraidos foram guardados a -20°C até o seu uso novamente.

Para a clonagem do gene tGH ao vetor pDMUO1, amostras de DNAs plasmidiais dos
vetores pGSM-tGH e pDMUO1 foram submetidas com as endonucleases Ndel e BamHlI.
Foram montadas as reacdes em microtubos para um volume de 50 puL. Os componentes da

reacao estdo especificados na tabela 10 a seguir.

Tabela 10: Reagdo dos vetores pDMUOL e pGSM-tGH
com as endonucleases Ndel e BamHI.

Componentes  pGSM-tGH pDMUO1
com enzima com enzima

H20 = 15
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Tampaéo 3.1 5 5
10X
DNA 40 25
plasmidial
Ndel (10U/uL) 2,5 2,5
BamHlI 2,5 2,5
(10U/uL)
V. F 50 uL 50 uL

A reacdo foi incubada por 1 hora e 30 minutos a 37°C em banho seco. Apos a
digestéo, o volume foi submetido a eletroforese em gel de agarose 0,8% e as bandas de
interesse foram extraidas por meio do protocolo de purificagdo (ANEXO 6). O resultado da
purificacdo foi submetido a eletroforese em gel de agarose 0,8%, corado com brometo de

etidio e visualizado sob luz ultravioleta (UV) em fotodocumentador.

A seguir, o vetor pDMUOL1 linearizado (desprovido do gene da GFP) e o fragmento
correspondente ao gene tGH digeridos com Ndel e BamHI e purificados, foram submetidos a
reacdo de ligacdo com a T4 DDNA ligase. A reagdo foi montada para um volume de 10 uL.
Foi adicionado em um microtubo: 4,5 uL. de H20, 2 uL (30ng) do DNA do vetor pPDMUO1,
2 uL (15 ng) do fragmento tGH, 1 uL de tampédo 10X de T4 ligase e 0,5 uL da enzima T4
DNA ligase (200U/puL). A reacéo foi incubada por 16°C durante a noite.

ApoGs a reacdo de ligagdo, o volume final de 10 pL no microtubo foi submetido a
concentracdo de DNA por precipitacdo (ANEXO 7). Apés o tempo da reagdo, 1,5 uL do
sistema de ligacdo purificado foram misturados com 50 pL de células E. coli JM110
eletrocompetentes e transformadas geneticamente pela técnica de eletroporacdo (ANEXO
3). Aliquotas do sistema foram semeadas em placas de Petri com LB solido contendo

ampicilina e glicose. As placas foram incubadas invertidas a 37°C durante 16 horas.

Foi selecionado um clone recombinante de uma placa de Petri contendo a hospedeira
E. coli JIM110 transformante com o novo vetor. Este clone foi submetido a um pré-inéculo
com ampicilina e glicose por 18 horas. Apo6s, seguiu-se para extracdo plasmidial (ANEXO
5) e o resultado foi submetido a eletroforese em gel de agarose 0,8%, corado com brometo
de etidio e visualizado sob luz ultravioleta (UV) em fotodocumentador. O novo vetor foi
denominado de pDMU-tGH.
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Para confirmacdo da clonagem do gene tGH no vetor pDMU, o DNA plasmidial do
vetor pDMU-tGH foi submetido a a andlise de restricdo com as endonucleases Ndel e
BamHI. As reaces foram montadas em microtubos para um volume de 10 puL e 0s

componentes estdo especificados na tabela 11 a seguir.

Tabela 11: Reacdo do vetor pDMU-tGH com as
endonucleases Ndel e BamHI.

Componentes  pDMU-tGH pDMU-tGH
sem enzima com enzima

H20 4 3
Téampéo 3.1 1 1
10X
DNA 5 5
plasmidial
(~80 ng)
Ndel (10U/uL) - 0,5
BamHI - 0,5
(10U/uL)
V. F. 10 uL 10 uL

As reacBes foram incubadas por 2 horas e 30 minutos a 37°C em banho seco. Apés a
digestdo, o resultado foi submetido a eletroforese em gel de agarose 0,8%, corado com

brometo de etidio e visualizado sob luz ultravioleta (UV) em fotodocumentador.
4.3.11.2 Expressao em E. coli e analise da proteina heteréloga tGH

Para analise da regulacdo e expressdo do tGH sob o controle do promotor DM, um
clone recombinante de E. coli JM110 possuindo o vetor pDMU-tGH foi selecionado para
analise da regulacdo e expressdo do gene tGH. Uma colénia isolada (JM110+pDMU-tGH)
foi inoculada em pré-indculo contendo glicose e ampicilina. No dia seguinte, foram
inoculados 1000 pL de pré-indculo em dois Erlenmeyers de 250 mL estéreis e fechados
contendo 50 mL de meio LB liquido com somente ampicilina. As culturas foram entéo

incubadas a 37°C com agitacdo de 150 rpm.

O crescimento celular foi acompanhado, e quando a cultura bacteriana atingiu = 0.4
aBssoonm, 0 valor foi normalizado para 1,0. Os microtubos foram centrifugados por 1 minuto

por 12.000 g e o sobrenadante descartado. Os pellets foram guardados a -80°C até o seu uso
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novamente. A partir deste momento considerou-se como tempo zero (0) e apds a estocagem
dos pellets, imediatamente em um sistema com somente ampicilina foi adicionado a glicose
e no outro sistema com ampicilina foi adicionado o indutor IPTG. As culturas foram

incubadas a 37°C com agitacédo de 150 rpm.

Nos intervalos de 10 e 24 horas de crescimento bacteriano e 6 e 20 horas de indugéo,
respectivamente, aliquotas de 1 mL foram coletadas para mensurar o crescimento celular
seguido do procedimento de normalizacdo. Os microtubos foram centrifugados por 1 minuto
por 12.000 g e o sobrenadante descartado. Os pellets foram estocados a -80°C até o seu uso

novamente.

Para analisar a regulagéo e a producdo do tGH, os pellets coletados nos intervalos
selecionados de 0, 10 e 24 horas de crescimento celular e 0, 6 e 20 horas de indugdo foram
submetidas para andlise das proteinas por eletroforese em gel desnaturante de poliacrilamida
(SDS-PAGE).

Foi preparada a solugdo para o preparo das amostras (pellets) em um falcon estéril.
Para tal foi adicionado 5 mL de Tampéo A (Tris-HCI pH 8 20mM; NaCl 500mM), 100 uL
de Triton100X e 100 pL de PMSF (100mM). O volume da solucao foi completado para 10
mL com Tampé&o A, a solucéo foi fervida por 10 segundos em forno de micro-ondas e na
sequéncia resfriada em gelo. Em seguida foi adicionado 250 pL da solu¢ao em cada amostra
(pellet), sequido de homogeneizacdo. As amostras apds a ressuspenssdo foram submetidas a

disruptor ultrassénico com poténcia de 80 watts (1 pulso de 10 seg) em banho de gelo.

Uma aliquota de 40 pL apds a sonicagdo foi transferida para outro microtubo estéril.
Neste microtubo foi adicionado 10 pL de tampdo de corrida 5X com azul. As amostras
foram fervidas por 100°C por 5 minutos. Foram aplicados 15 pL nos pocos do gel de
acrilamida e o resultado foi analisado por eletroforese SDS-PAGE 12%. A corrida foi
realizada em 200 volts, 25 mA e 30 Watts por 40 minutos, seguido de coloracdo com o
corante Coomassie Blue (Fisher Scientific, Madrid, Espanha) por 1 hora. Depois foi lavado
com agua destilada e descorado por 1 hora. O gel ap6s descoloragdo foi lavado com H20
destilada novamente e procedido a visualiza¢do e captura da imagem em software Labscan

Image Master V6.

4.3.12 Melhoramento do promotor DM por sintese quimica de DNA randémica
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Existem atualmente muitas técnicas estabelecidas para gerar essas bibliotecas de
promotores. O primeiro metodo desenvolvido a partir de mutagdes aleatorias, Jensen e
Hammer, 1998, construiram uma biblioteca de promotores sintéticos através de alteracdes
das sequéncias espacadoras entre as regides -35 e -10 de promotores de bactérias, mantendo
as regides de consenso intacta. Com isso, construiram promotores artificiais utilizando
oligonucleotideos sintéticos degenerados com o intuito de aumentar o nivel de expresséo
génica em Lactococcus lactis. Como resultado, tiveram sucesso na expressdo do gene da
luciferase em 25, 50, 200 e 400% acima da expressdo normal do gene e comecaram a aplicar
em outros microrganismos procariéticos, como em E. coli e Lactobacillus plantarum) e
organismos eucarioticos (Saccharomyces cerevisiae) (JENSEN & HAMMER, 1998;
SANTOS & STEPHANOPOULOS, 2008).

4.3.12.1 Construgdo da biblioteca de novos promotores sintéticos baseados no

promotor DM

Para a obtencdo de promotores com a regulacdo e niveis maiores de expressao, foi
realizado o design dos novos promotores sintéticos inspirados na sequéncia do promotor
DM e em promotores fortes de E. coli descritas na literatura (MOREIRA et al., 2018). Para a
obtencdo de regides mais consensuais no promotor DM, as bases mais eficientemente

reconhecidas por RNAp 670 foram mantidas nos novos promotores sintéticos.

Os oligonucleotideos foram desenhados conservando as regiGes complementares
entre si em uma parte da regido correspondente ao operador lac e a regido do elemento -10
estendido (localizada entre as regides -35 e -10) e variando-se nucleotideos de outras
posicBes (vide figuras 12 e 13). A sintese quimica dos oligonucleotideos foi realizada pela
empresa EXXTEND. O sitio de EcoRI junto com Spel foram adicionados nas bordas para
ligar os novos promotores com o plasmideo pCDM, pois eles clivam a regido promotora DM
do plasmideo pCDM, permitindo a clonagem de outros novos promotores. O sitio da
enzima de restri¢do Pstl foi posicionado apds o promotor para confirmacgédo da clonagem de

NOVOs promotores.

4.3.12.2 Clonagem dos novos promotores no vetor pPCDM e Transformagéo em E.
coli IM110

Para completar a dupla fita (Figura 12) (anelamento dos oligonucleotideos através de

uma parte da regido espacadora e 0 elemento — 10 estendido) os oligonucleotideos pDSM-1
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e pDSM-2 foram redissolvidos conforme recomendacgbes do fabricante. Foi realizada a
reacdo de hibridizacdo (anelamento) dos oligonucleotideos pDSM-1 (2 pg / uL) e o pDSM-2
(1,6 ng/ puL) (Figura 12).

CGAATTC TTCTAGAWWAAAWWTWTTTTWWAAWAKAATTCGWSWGCGGATAACAATTGTGT m
3

S I w
I

3 B | W 5
CGCCTATTGTTAACACAMTATTACCCTSSYTAGACGT AT T

Hibridizacﬁo l Rounds de Temperatura

_ CGAATTC TTCTAGAWWAAAWWTWTTTTWWAAWAKAATTGWSWGCGGATAACAATTGTGT m
5 E— i
, EcoRI  Noil Xbal

GCCTATTGTTAACACAMTATTACCCTSSYTAGACGT A T
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Figura 12: Representacdo esquematica de hibridizacdo dos oligonucleotideos através da regido
espacgadora e do elemento -10 estendido.

Os volumes finais dos sistemas de hibridizacdo foram ajustados para 50 pL. Os
componentes da reacdo de hibridizacdo dos oligonucleotideos pDSM- 1 e 0 pDSM-2 estdo
especificados na tabela 12 a seguir.

Tabela 12: Reacdo de hibridizacdo dos oligonucleotideos pDSM-1 e 0 pDSM-2.

Componentes  pDSM-1 pDSM-1 pDSM-1 pDSM-1 pDSM-1
pDSM-2 pDSM-2 pDSM-2 pDSM-2 pDSM-2
H20 44 43,5 43 42,5 44
Tampéo 2 5 5 5 5 5
NEB 10X
pDSM-1 1 1 1 1 -
pDSM-2 - 0,5 1 15 1
V. F. 50 uL 50 puL 50 uL 50 uL 50 uL

As reacOes nos microtubos foram ajustadas nas seguintes condicbes em
termociclador BIO-RAD T100 thermal cycle: 95°C/ 2 min., 80 °C / 2 min., 56 °C / 5 min., 45
°C / 2 min., 36 °C / 2 min., 20 °C / 2 min., 4 °C / hold. Os resultados das rea¢des foram
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analisados por eletroforese em gel de agarose 2% corado com brometo de etidio e
visualizado sob luz ultravioleta (UV) em fotodocumentador.

Apbs a hibridizagdo, realizou-se o preenchimento das regides fita-simples utilizando
a enzima Klenow (Figura 13).
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Figura 13: Representagdo esquematica do preenchimento dos oligonucleotideos pela enzima Klenow.

Os volumes finais dos sistemas foram ajustados para 25 pL. Os componentes da
reacdo de preenchimento dos oligonucleotideos pDSM-1 e 0 pDSM-2 estdo especificados no
quadro 3 a seguir:

Quadro 3: Reagdo de preenchimento dos oligonucleotideos pDSM-1 e 0 pDSM-2 (hibridizados)
utilizando a enzima Klenow.

Componentes Sem Klenow Com Klenow
Agua deionizada filtrada 9,5 75
Tampao 2 NEB 10X 2,5 2,5
dNTPs 2,5 mM 3 3
DNA anelados 10 10
Klenow (5U/uL) - 2
Volume Final 25 pl 25 ul
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As reacbes nos microtubos foram ajustadas nas seguintes condicbes em
termociclador BIO-RAD T100 thermal cycle: 16°C/ 30 min., 20 °C / 30 min., 75 °C / 20
min., 4 °C / hold. Os resultados das reacfes foram analisados por eletroforese em gel de
agarose 2% corado com brometo de etidio e visualizado sob luz ultravioleta (UV) em
fotodocumentador. A purificacdo dos oligonucleotideos dupla fita foi realizada excisando o
fragmento do gel com bisturi estéril e adicionando em um microtubo. A seguir, 200uL de
agua ultrapura estéril foi adicionada no microtubo seguido de maceracdo do gel de agarose e
incubacdo a 4°C por 24 horas. Ap6s o tempo, o microtubo foi centrifugado por 10
minutos/14.000 rpm, retirou-se o sobrenadante e foi adicionado em outro microtubo estéril.

Os DNAs dos oligonucleotideos foram guardados a -20°C até o seu uso novamente.

Foi escolhida uma amostra do vetor pCDM e os oligonucleotideos hibridizados e
tratados com Klenow para anélise de restricdo com as endonucleases EcoRI e Spel. A seguir
foi montada a reacdo do vetor pCDM e dos oligonucleotideos hibridizados e tratados com
Klenow em microtubos para um volume de 50 uL. Os componentes estdo especificados na

tabela 13 a seguir.

Tabela 13: Reacdo do vetor pCDM e dos oligonucleotideos utilizando as endonucleases

EcoRlI e Spel.
Componentes pCDM Oligonucleotideos
com enzima hibridizados e tratados
com Klenow
com enzima
H20 33,5 33,5
Tampao 2.1 NEB 10X 5 5
DNA (pCDM ou 7,5 7,5
Oligos)
EcoRI-HF (20U/uL) 2,5 2,5
Spel-HF (20U/uL) 1,5 1,5
V. F. 50 uL 50 uL

As reacOes foram incubadas por 20 minutos a 37°C em banho seco. Ap6s 0 tempo
das reacgdes, foi adicionado 15 pL de TBE 5x azul em cada microtubo e as amostras foram
submetidas a eletroforese em gel de agarose 0,8%. A banda de interesse do vetor pCDM foi

purificada por meio do protocolo de purificagdo do kit (ANEXO 6) e o resultado foi
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novamente submetido a eletroforese em gel de agarose 0,8%, corado com brometo de etidio
e visualizado sob luz ultravioleta (UV) em fotodocumentador. Os DNAs plasmidiais

linearizados foram guardados a -20°C até 0 seu uso novamente.

Foi realizada novamente a purificacdo dos oligonucleotideos excisando o fragmento
do gel de agarose e adicionando em um microtubo com 200uL de &gua ultrapura estéril
seguida de maceracdo e incubacdo a 4°C por 24 horas. Ap6s o tempo, 0 microtubo foi
centrifugado por 10 minutos/14.000 rpm, retirou-se o sobrenadante e foi adicionado em
outro microtubo estéril. Os DNAs dos oligonucleotideos foram guardados a -20°C até o seu

uso novamente.

Os fragmentos purificados (pCDM e oligonucleotideos) foram quantificados no
Qubit Fluorometric Quantification. A seguir os oligonucleotideos sintéticos foram ligados
aos vetores pCDMs desprovidos dos promotores DM. A reacdo de ligacdo foi montada para
um volume final de 40 ul. em um microtubo com: 15 pL (2,1 ng) do oligonucleotideos
sintéticos; 20 uL (30 ng) do vetor pCDM; 4 pL de tampao 10X de T4 ligase e 1 pL da
enzima T4 DNA ligase (200U/uL), e incubada durante a noite a 16°C. Ap0s a reagdo de
ligacdo, o DNA contido no sistema foi concentrado por precipitacdo (ANEXO 7).

O pellet de DNA foi redissolvido em 4gua deionizada e 1 pL do sistema de ligacao
purificado foi misturado com 50 pL de células E. coli JM110 eletrocompetentes e
transformadas geneticamente pela técnica de eletroporacdo (ANEXO 3). Aliquotas do
sistema foram semeados em placas de Petri com LB sélido contendo canamicina e glicose.

As placas foram incubadas invertidas a 37°C durante 16 horas.

4.3.12.3 Anélise da regulacdo e expressdo do gene da GFP através dos diferentes

promotores

Para analisar a producdo de GFP dos novos clones contendo os diferentes
promotores, foram selecionadas as colénias recombinantes e realizado a replica plate em trés
diferentes condi¢bes com: 1) glicose + antibiotico canamicina; 2) somente o antibiotico

canamicina e 3) com o antibiotico canamicina + indutor IPTG.

A partir das analises qualitativas das réplicas plate, foram selecionados os clones que
expressaram 0 gene da GFP quando suplementado com glicose e com maior intensidade

quando induzido por IPTG; e os clones que mantiveram a regulacdo em glicose e
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expressaram o gene da GFP com mais intensidade que os clones controle com o pCDM. Os
clones selecionados inoculados com canamicina e glicose e incubados a 37°C no agitador
durante a noite. Seguiu-se para extracdo plasmidial dos clones e os resultados foram
submetidos a eletroforese em gel de agarose 0,8%, corado com brometo de etidio e
visualizado sob luz ultravioleta (UV) em fotodocumentador. Apds a extracdo plasmidial dos
novos clones, estes foram submetidos com a endonuclease Pstl para confirmacdo das
clonagens dos novos promotores. A partir deste momento, alguns clones foram selecionados

para determinacdo das novas sequéncias promotoras.
4.3.12.4 Sequenciamento e Bioinformética das novas sequéncias promotoras

Para se obter as novas sequéncias promotoras sob diferentes niveis de regulacéo e
expressdao do gene da GFP dos clones, os DNAs plasmidiais extraidos dos diferentes clones
foram quantificados em Qubit fluorometric. Foi realizado a reacdo de PCR das sequéncias
dos promotores dos vetores utilizando o par de primers iniciadores: VF1 e RCP1 (Quadro 2)
para amplificar 504 pares, onde inclui a regido dos novos promotores. A PCR foi realizada
com o kit da Platinum Taq DNA Polymerase High Fidelity (Thermo Fisher Scientific Inc)
conforme orientacdes do fabricante. A concentracdo dos DNAs plasmidiais foram ajustados
para 6 ng/ul para as reagbes de PCR. Os resultados das reagdes foram analisados por
eletroforese em gel de agarose 2% corado com brometo de etidio e visualizado sob luz
ultravioleta (UV) em fotodocumentador. Ap6s a PCR, os amplicons foram submetidos a

reacao de sequenciamento.

As reacOes de sequenciamento foram feitas utilizando o kit Sequencing-Big Dye
Terminator Cycle Sequencing Ready ABI versédo 3 — Applied Bioscience/Life Technologies,
USA, seguindo as recomendacdes do fabricante. Cada reacdo de sequenciamento foi
ajustada para um volume final de 10 pL, com o DNA amplificado, os oligonucleotideos
iniciadores VF1 ou RCP, e tampéo Big-Dye para 1X final e 2 uL Big-Dye. As condicbes de
reacdo em termociclador foram programadas: 96°C / 1 min.; 25 ciclos (96°C / 15seg, 50 °C /
15seg. 60 °C / 1,30 min.) e as leituras de fluorescéncia realizadas no sequenciador ABI,
modelo 3500XL (Applied Biosystems).

Os dados brutos provenientes do sequenciador de DNA foram submetidos e
analisados pelo software Sequencing Analysis versdo 5.4. e a seguir, para verificar qualidade
das sequéncias nucleotidicas foi realizado procedimento via PHRED disponivel no site da
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UnB (http://www.biomol.unb.br/phph/index.html). As sequéncias foram alinhadas

utilizando o programa BioEdit (disponivel no site: www.mbio.ncsu.edu/bioedit/bioedit.html)

para identificacdo das regides com funcdo promotora.


http://www.biomol.unb.br/phph/index.html)
http://www.biomol.unb.br/phph/index.html)
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 DESIGN DO PROMOTOR SINTETICO, CLONAGEM NO CASSETE DE
EXPRESSAO E SINTESE DO pDM-GFP

O promotor DM foi construido para reconhecimento em hospedeiras E. coli pela
maquinaria RNAp associada com o ¢70. Foi adicionada a sequéncia do elemento UP distal e
proximal na regido -58 a -39 (TTAAAATTATTTTCAAACGG) e o operador lac O1 logo
apos a sequéncia de elemento UP. Como descrito, 0 promotor DM possui 0 operador lac
(lacO) do sistema do operon lac sobreposto a regido conservada -35 e a regido espacadora
preferencial com 17 nucleotideos completada com o -10 EXT (TGTGTG) entre a regido -35
e a -10 (TATA ou Pribnow box) do promotor. Portanto, a regido -35 no presente design
apresenta a sequéncia TTGTGA, ao invés da sequéncia consensual TTGACA. Dessa forma,
diferentemente do promotor lac natural, no promotor sintético DM a regido de
reconhecimento -35 da subunidade sigma 70 estd sobreposta a regido operadora, onde se
acopla a proteina repressora Lacl, aprimorando consequentemente a eficiéncia de bloqueio

da transcricdo deste complexo promotor-operador- regulador.

Essa estratégia faria com que o promotor operasse com bom nivel de regulacdo por
meio do gene laclg que codifica a proteina repressora Lacl em altos niveis. Para completar
0s 17 nucleotideos preferenciais da regido espacadora entre as regibes -35 e -10, foi
adicionado o elemento TGTG antes da regido -10, considerado uma extensdo da mesma,
utilizado em promotores que diferente de suas sequéncias consensos (5° TTGACA - 17pb —
TATAAT 3’) capaz de tornéd-la mais eficiente e potencializar a forca da expressdo. Foi
adicionada a sequéncia discriminadora na posi¢do -7 a -1 (GGGGACC), sendo 0 -7 GGG -5
consenso importante na estabilidade do Rpo e inserido a Adenina na posicdo +1 (Figura 14)
(HOOK-BARNARD & HINTON, 2007; RUFF et al., 2015).

?
5| Up element . Regido -35 - 10 EXT +1
| l lI'—__ | |
TTAAAATTATTTTCAAACGGIAA TGTGAGCGGATAACAAT 'GTGT(I}ATAPEI (I}GGGACCIA
| | — I I
Operador lac Regiio -10 pISC 3’

Figura 14: Sequéncia do promotor DM. No sentido da esquerda para direita (5> = 3°) estdo
representadas as sequéncias de DNA que comp8em o promotor, como o elemento UP (Up element), a
sequéncia da regido -35 (TTGTGA) sobreposta na sequéncia completa do operador lacO, a sequéncia do
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elemento -10 estendido TGTGTG (-10 EXT), a regido -10 (GATAAT) e a regido discriminadora
GGGGACC (DISC) que antecede o ponto de inicio de transcricdo representado pelo nucleotideo A (+1).

Para a construcdo de um vetor de expressdo para E. coli, a montante do sitio de inicio
da transcricdo ou +1, foram adicionados a sequéncia da regido 5> UTR do mRNA do gene
da proteina 10 do bacteriofago T7, que contém um eficiente RBS (AAGAAGGAGA); o
gene repérter da GFP e o terminador de transcricdo T1 do gene de rrnB de E. coli para
interromper a sintese do MRNA (CHALFIE et al., 1994; OLINS & RANGWALA, 1989;
OROSZ et al., 1991).

O promotor DM foi engenheirado para ser muito bem regulado (com performance),
posicionado a montante do cassete de expressdo a sequéncia codificadora do RBS, o gene
reporter da proteina verde fluorescente - GFP flanqueado por diversos sitios de enzimas de
restricdo para permitir sua facil transferéncia a outros vetores ou para troca de partes
genéticas para estudos de expressdo e regulacdo. Apos sua concepcéo, o polinucleotideo foi
desenhado com cerca de 1015 nucleotideos. A figura 19 mostra a sequéncia completa de
nucleotideos do cassete de expressao (promotor DM + GFP + terminadores de transcricao)
(figura 15).

CGAATTCGCGGCCGCTTCTAGATTAAAATTATTTTCAAACGGIAVAARECINETA\c[e{Cc]eT.
TINAVANCRIACTAGAAATAATTTTGTTTAAC

TTTIAYACTAVCIEVNTATATACAT

GGATCC CCAGGCATCAAATAAA

ACGAAAGGCTCAGTCGAAAGACTGGGCCTTTCGTTTTATCTGTTGTTTGTCGGTGA
ACGCTCTCTACTAGAGTCACACTGGCTCACCTTCGGGTGGGCCTTTCTGCGTTTAT

INTACTAGTAGCGGCCGCTGCAGC

Figura 15: Sequéncia nucleotidica promotora DM contida no vetor de expressdo, o gene GFP e o
terminador de transcri¢do. Da esquerda para a direita (5° = 3’) esta a regido em verde escuro que
representa o prefixo dos sitios das endonculeases EcoRI, Notl, Xbal; a regido em negro mostra a sequéncia
do elemento UP; a regido em azul claro mostra a sequéncia original do operador lac O1 com a regido -35
sobreposta (em amarelo); a sequéncia elemento -10 estendida em vermelho; a regido -10 em rosa, a regido



em laranja (discriminador) que antecede o ponto de inicio de transcricdo (+1 em verde) seguido de um sitio
de Spel em azul escuro e letras brancas. Apds marcada em violeta estd o Shine-Dalgarno, justaposto com
um sitio de Ndel (sublinhado) no inicio da sequéncia codificante do gene da GFP (em verde); o cédon de
terminagdo em vermelho e em verde escuro um sitio de BamHI. A sequéncia marcada de vinho mostra o
terminador de transcrigdo seguido dos sitios das endonucleaes Spel, Notl e Pstl.

Apb6s a concepcdo teodrica in silico do promotor, para analisar a sua
funcionalidade, este foi posicionado adequadamente a montante da regido estrutural do
gene da GFP no interior do cassete de expressao e todo o conjunto foi encomendado por
sintese quimica de DNA a empresa GENONE BIOTECNOLOGIES LTDA. Apds a
sintese quimica, o cassete de expressdo ja contendo a sequéncia do gene GFP foi
clonado em um plasmideo recombinante de origem de replicacdo de baixo nimero de
copias e portador do gene de resisténcia a canamicina resultando no plasmideo pDM-
GFP (figura 16).

(3 ..22) Primer VF2 EcoRI {181)
| Notl (188)
Xbal (196)

Spel (262)
NdeI (308)

pDM-GFP
3835 bp

—— BamHI (1031)

= Spel (1174)
" Notl (1182)
PstI (1192)

Primer VR (1384 .. 1403)

Figura 16: Mapa fisico do vetor pDM-GFP portador do promotor DM. A
figura mostra os principais componentes do vetor como: o0s sitios das
endonucleases, o promotor DM e o operador lac, o gene da GFP, o terminador
de transcricdo rrnB, o marcador de selecdo para canamicina e a origem de
replicacéo.
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A presente sequéncia promotora DM situado no vetor de expressdo caracteriza-se por
uma invengdo e motivo de patente (BR 10 2019 000470 3). O cassete de expressao situado
no vetor apresenta: um promotor com média forca e regulado coma sequéncia operadora do
sistema lacO sobreposta na regido -35; um sitio de ligacdo do ribossomo (RBS) proveniente
do gene 10 do fago T7 (OLINS et al., 1988); a sequéncia do gene reporter da proteina
verde fluorescente (Green Fluorescent Protein — GFP) e o terminador de transcrigéo forte
derivado do gene T1 de rrnB de E. coli (OROSZ et al., 1991). O vetor ainda contém uma Ori
(p15A) de baixo numero de copias (10~12 copias por célula) (COZZARELLI et al., 1968;
CHANG & COHEN, 1978) e o gene de resisténcia da Canamicina originario do transposon
Tn903 (GRINDLEY & JOYCE, 1980).

5.2 ANALISE DO VETOR pDM-GFP COM ENDONUCLEASES DE RESTRICAO

O vetor pDM-GFP foi introduzido em células E. coli JM110 eletrocompetentes e
transformado pela técnica de eletroporacdo. Foram extraidos ap6s 16-18 horas de incubagéo,
coldnias recombinantes geneticamente isoladas para pré-indculos com canamicina. Os pré-
indculos foram incubados durante a noite e no outro dia seguiu-se para a extracdo dos
plasmideos pDM-GFP (ANEXO 5). Foram extraidos DNAs plasmidiais do pDM-GFP de 5

clones selecionados como mostrados na figura 17 a seguir.

Figura 17: Fotografia em gel agarose dos
plasmideos pDM-GFP  extraidos. As
amostras A, B, C, D e E mostram os perfis
eletroforéticos extraidos do vetor pDM-GFP.

A seguir, uma amostra do plasmideo pDM-GFP extraido, foi tratado com as
endonucleades EcoRI, BamHI, Ndel, Pstl e Spel para confirmacdo dos sitios de restrigdo. O
resultado foi analisado em gel de agarose e visualizado sob luz UV como mostra na

fotografia 18 a seguir.
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Figura 18: Analise eletroforética do cassete de expressdo do
vetor pDMO02 com endonucleases. A amostra A identifica o
plasmideo pDM-GFP com EcoRlI; a amostra B esta 0 pDM-GFP
com BamHI; a amostra C o pDM-GFP com Ndel; a amostra D o
pDM-GFP com Pstl; a amostra E mostra o pDM-GFP com Spel
e a amostra F identifica o plasmideo pDM-GFP sem
endonuclease.

Como esperado, ndo houve a liberacdo de insertos do pDM-GFP quando este foi
tratado separadamente com as endonucleases EcoRI, BamHI, Ndel e Pstl (canaletas A, B, C
e D) respectivamente. Foi observada a liberacdo de um fragmento de aproximadamente 920
nucleotideos correspondente ao Shine-Dalgarno + GFP + terminador de transcricdo quando
tratado com Spel (canaleta E), confirmando a presenca de dois sitios da endonuclease no

vetor. A canaleta F corresponde ao pDM-GPF sem endonuclease.

Os plasmideos pDM-GFP foram submetidos com as endonucleases: ECORV; Notl; e
com EcoRI e Pstl; EcoRI e Spel; EcoRI e Ndel; Ndel e BamHI para confirmar se os sitios
desenhados estariam no vetor através dos fragmentos que deveriam ser liberados. Apds a
digestéo, o resultado foi analisado em gel de agarose e visualizado sob luz UV como mostra
na fotografia 19 a seguir.
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Figura 19: Anélise eletroforética do perfil de restricdo do vetor
pDM-GFP com endonucleases. A amostra A estd o pDM-GFP sem
endonuclease; a amostra B exemplifica 0 pDM-GFP com EcoRV; a
amostra C do pDM-GFP com Notl e a amostra D o pDM-GFP com
EcoRlI e Pstl. Na canaleta E, o vetor pDM-GFP com EcoRI e Spel. Na
amostra F esta o vetor pDM-GFP com EcoRI e Ndel e na amostra G o
pDM-GFP com Ndel e BamHlI.

O resultado da analise de restricdo mostra que os perfis de restri¢do identificados no
gel sdo compativeis com o esperado pelo resultado da figura 16. A canaleta A exemplifica o
pDM-GFP sem endonuclease (controle). Na canaleta B, o plasmideo pDM-GFP com a

EcoRV ndo mostrou o perfil do fragmento do cassete de expresséo.

Na canaleta C e D houve a liberacdo do fragmento correspondente a sequéncia
completa do cassete de expressdo (promotor DM + GFP + terminador de transcricdo)
qguando este tratado com a endonuclease Notl e na combinacdo EcoRI e Pstl. No poco E,
ocorreu a liberacdo de dois fragmentos correspondente a sequéncia RBS + GFP +
terminador de transcricdo (912 pb) e o backbone plasmidial (2842 pb) quando o pDM-GFP
foi tratado com as endonucleases EcoRI e Spel. Ndo foi possivel observar o fragmento
correspondente ao promotor DM no gel, devido ao tamanho do fragmento ser bem
menor e a concentracdo do gel ser de 0,8%, ocorrendo uma maior migracao e difuséo

para estes tipos de fragmentos pequenos e menor coloragdo com brometo de etidio.

Na canaleta F, correspondente ao pDM-GFP com as endonucleases EcoRI e Ndel, e
foi possivel visualizar um fragmento correspondente ao vetor desprovido do promotor DM +
RBS. A amostra G foi tratada com as endonucleases Ndel e BamHI apresentando um

fragmento de 723 pares de bases (GFP + terminador de transcri¢éo).
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5.3 CONSTRUGCAO DE UM CONJUNTO DE VETORES BASEADO NO
PROMOTOR DM PARA E. coli

Estudos de expressdo do gene da GFP contido no pDM-GFP (baixa copia) (BR 10
2019 000470 3) e do vetor pDM-TEK (baixa cépia (PINTO, 2017) que possui 0 gene
heter6logo que codifica a proteina hibrida entre tiorredoxina humana e enteroquinase bovina
(TEK) clonado no lugar da GFP, demonstram que o promotor DM é capaz de programar a
expressdo de proteinas heterélogas em E. coli JM110 (possui o gene laclg) de forma bem
regulada pelo operador lacO e de resultar em niveis médios e altos de expressdo das

proteinas mencionadas.

Com base nos resultados, realizamos a constru¢do de um conjunto de vetores sob
o controle do promotor DM com novas estratégias para expressdo e regulacdo de proteinas.
O cassete de expressdo foi inserido em diferentes backbones plasmidiais, sdo eles: o vetor
pDMO02 (vetor com polylinker), pDMUO1 (vetor de alta cdpia), pPCDM (vetor de baixa
copia) e pPDMUO2 (vetor de alta copia).

5.3.1 pDMUO1

Dois clones de E. coli JIM110 com os vetores pDM-GFP e pUNA foram escolhidos
para pré-indculos e seus DNAs plasmidiais extraidos. Para a clonagem do cassete de
expressdo do vetor pDM-GFP no vetor pUNA, uma amostra de DNA plasmidial do vetor
pDM-GFP e do vetor pUNA, foram digeridos com a enzima de restricdo Notl em sistema
analitico. Houve a liberacdo do inserto do cassete de expressdo correspondente a 994 pb
guando o vetor pDM-GFP e a linearizacdo do vetor pUNA quando tratados com a enzima
Notl. Apb6s o resultado da andlise de restricdio e a eletroforese, os fragmentos
correspondentes aos DNAs do cassete de expressdo e do vetor pUNA linearizado foram
purificados. A fotografia 20-A a seguir mostra 0s DNAs dos plasmideos pDM-GFP e pUNA
digeridos com a endonuclease Notl, nas canaletas 2 e 4, respectivamente. A fotografia 20-B,
mostra o resultado apos a digestdo e a purificacdo dos fragmentos do cassete de expressdo
(canaleta 3) e vetor pUNA linearizado (canaleta 4).
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Figura 20: Anélise eletroforética do pDM-GFP e do vetor pUNA digeridos com a endonuclease
Notl e do resultado da purificagdo dos fragmentos. Na fotografia A, a amostra 1 estd 0 pDM-GFP
sem endonuclease e a amostra 2 o plasmideo pDM-GFP com Notl; a amostra 3 estd 0 pUNA sem
endonuclease e a amostra 4 o pUNA com Notl. Marcado em circulo vermelho na canaleta 2 e 3, estdo o
fragmento do cassete de expressdo e do vetor pUNA linearizado, respectivamente. Na fotografia B, na
canaleta 3 esta identificado o cassete de expressdo e na canaleta 4 exemplificao vetor pUNA apos a
purificagéo.

O cassete de expressdo e o vetor pUNA desfosforilado ambos digeridos e
purificados, foram submetidos a reacdo de ligacdo. A seguir, o sistema de ligacdo foi
misturado com células de E. coli DH5aF'IQ eletrocompetentes e transformadas por

eletroporacéo.

O novo vetor passou a se chamar de pDMUOL com 3332 pares de bases, possuindo o
gene de resisténcia a ampicilina, de alto nimero de cépias (pUC — 500~700 copias) e com 0
cassete de expressdo contendo o promotor DM. O seu mapa fisico esta representado na

figura 21 a sequir.
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(3255 .. 3274) Primer VF2 NotI (248)
| XbaI (256)
|

Spel (322)

/ NdeI (368)

/

pDMUO1
3332 bp

BamHI (1091)

\"\_
\\ Spel (1234)
Notl (1242)
Pvull (1276)

Primer VR (1394 .. 1413)

Figura 21: O mapa fisico do vetor de expressdo pDMUOL. O vetor possui o
gene que confere resisténcia a ampicilina e uma Ori de alto nimero de cdpias.
Possui também o cassete do vetor pDM-GFP clonado entre os sitios da
endonuclease Notl.

5.3.2 pCDM

Para se transformar o vetor pDM-GFP em um vetor “Caga Promotor” seria preciso
inativar um dos dois sitios da endonuclease Spel, o sitio situado na posicdo 1174. Desta
forma seria possivel retirar o promotor DM com dupla digestdo com Spel e Ndel sem a
remocdo do marcador genético de selecdo, a sequéncia codificadora de GFP. Para se
eliminar esse sitio utilizou-se a estratégia de digestdo parcial do pDM-GFP com Spel
seguida de tratamento com T4 DNA polimerase seguido de religacdo. Esse novo vetor

passou a ser chamado de pCDM.

Para sua construcdo, um clone recombinante de E. coli JM110 com o plasmideo
pDM-GFP foi escolhido para indculo e seu DNA plasmidial extraido. Para a construgcdo do

novo vetor, o plasmideo pDM-GFP foi digerido utilizando cinéticas enzimaticas analiticas
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(diferentes concentragdes da enzima e tempos de digestdes diferentes) com a enzima de
restricdo Spel para conhecer a melhor condicéo de digestdo parcial.

Apbs testes de digestdes analiticas do vetor pDM-GFP com a enzima de restricao
Spel, resolveu padronizar a enzima para 1U/uL, seguido de inativagdo enzimatica com
adicdo de tampdo de amostra de eletroforese TBE azul e EDTA 200mM nos sistemas
digeridos. Apds a digestdo com Spel, o sistema digerido foi submetido a eletroforese e o
fragmento correspondente ao vetor linearizado foi purificado. A fotografia 22-A a seguir
mostra o perfil de restricdo do vetor pDM-GFP com Spel. A fotografia 22-B mostra o
fragmento de interesse digerido parcialmente com a enzima Spel e purificado.

Figura 22: Anélise eletroforética do perfil de restricido do pDM-GFP com a
endonuclease Spele purificacdo. Na parte A, na canaleta 1 estd o pDM-GFP sem tratamento
com endonuclease e na canaleta 2 o plasmideo pDM-GFP digerido parcialmente com Spel. A
seta em vermelho mostra o plasmideo linearizado com Spel. Na canaleta 1 da parte B, esta
identificado o pDM-GFP sem endonuclease e na canaleta 2 o vetor pDM- GFP digerido
parcialmente com Spel ap6s purificagéo.

Ap0s a andlise eletroforética, o fragmento purificado como mostrado na canaleta B-
2, foi submetido a tratamento com T4 DNA polimerase para destruicdo dos sitios de Spel. O

fragmento digerido parcialmente com Spel foi submetido a reacédo de ligacéo.

O sistema de ligacdo foi misturado com células E. coli DHS5a eletrocompetentes e
transformadas geneticamente pela técnica de eletroporacdo. As placas foram incubadas
durante a noite e clones foram selecionados no outro dia para pré-indculos. Os pré-indculos

foram incubadose durante a noite e em seguida seus DNAs plasmidiais extraidos.
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Para confirmar que o sitio 1174 localizado nos DNAs plasmidiais dos clones foi
destruido os DNAs plasmidiais extraidos de clones selecionados foram submetidos a dupla
digestdo com endonucleases Spel e EcoRI. A fotografia 23 a seguir mostra 0s DNAs dos
plasmideos digeridos com as endonucleases de restri¢cdo Spel e ECORI ap0s a eletroforese em

gel de agarose e visualizagédo sob luz UV.

Figura 23: Analise eletroforética dos
DNAs plasmidiais extraidos dos novos
clones com as endonucleases Spel e
EcoRI. As canaletas 1, 2, 3, e 4 estdo os
DNAs plasmidiais de novos clones tratados
com Spel e EcoRl.

Foi constatado na fotografia 23 (canaletas 1 a 4) um fragmento de DNA maior de
3174 pb , sendo que o fragmento menor esperado de 81 pb ndo pode ser visualizado no gel
devido a seu pequeno tamanho. Este resultado mostrou que o sitio 1174 de Spel foi
destruido nestes DNAs plasmidiais. O novo vetor passou a se chamar de pCDM (baixo

namero de copia). O seu mapa fisico esta representado na figura 24 a seguir.
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(3 ..22) Primer VF2 EcoRI (181)
NotI (188)
XbaI (196)

Spel (262)
Ndel (308)

BamHI (1031)

NotI (1186)
PstI (1196)

Primer VR (1388 .. 1407)

Figura 24: O mapa fisico do vetor pCDM. A figura mostra os principais
componentes do vetor como: os sitios das endonucleases, o promotor DM e 0
operador lac, o gene da GFP, o terminador de transcri¢do rrnB, o marcador de
selecdo para Canamicina e a origem de replicagdo. No vetor pCDM existe um
Unico sitio para a enzima Spel como estratégia de clonagem e selecdo de novos
promotores.

No vetor pCDM existe um Unico sitio para a enzima Spel (posicdo 262) como

estratégia de clonagem e selecdo de novos promotores.
5.3.3 pDMO02

Para a construcao do novo vetor contendo o polylinker no lugar do gene estrutural da
GFP, foram conferidos “in silico” os sitios das endonucleases do backbone do pDM-GFP,
para se escolher enzimas que néo cortassem no seu interior. O polylinker foi desenhado e
sintetizado quimicamente na forma de dois oligonucleotideos complementares contendo 0s
sitios das endonucleases de restricdo Ndel, Hpal, Aflll, Kpnl, Bglll, Pmel e BamHI de
forma que em sua forma duplex contivessem os sitios das endonucleases Ndel e BamHI nas

suas extremidades ja na forma colantes (“stick ends”) para facilitar a clonagem.
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O pDM-GFP foi submetido a digestdo com as endonucleases Ndel e BamHI para
retirada do gene da GFP e clonagem do oligonucleotideo dPLK. As sequéncias que
compdem o polylinker apds sua concepc¢éo e sintese foram redissolvidas e hibridizadas. A
fotografia 25 a seguir, mostra os perfis eletroforéticos dos oligonucleotideos hibridizados e

do vetor pDM-GFP tratado com as endonucleases Ndel e BamHI.

Figura 25: Fotografia do perfil eletroforético dos
oligonucleotideos pLK1 e pLK2 e do pDM-GFP com as
endonucleases Ndel e BamHI. Na canaleta 1, na parte A da
fotografia, mostra somente o pLK1; na canaleta 2 mostram o
pLK1 e pLK2 hibridizados e na canaleta 3 mostra somente o
pLK2. Na parte B, a amostra 1 estda o pDM-GFP sem digestéo
com endonucleases e a amostra 2 mostra o plasmideo pDM-GFP
tratado com Ndel e BamHI. O circulo em vermelho mostra o
fragmento que corresponde ao gene da GFP.

Como foi possivel observar no resultado da fotografia 25-A, na canaleta 2, estd o
perfil eletroforético dos oligonucleotideos pLK1 e pLK2 ap6s tratamento térmico para
anelamento. Na canaleta 2, a banda de fluorescéncia apresentou mais intensidade e menor
mobilidade eletroforética que as bandas das canaletas 1 e 3. Por isso deduzido que o
anelamento dos dois oligonucleotideos ocorreu, pois 0s doisoligonucleotideos possuem as
sequéncias perfeitamente complementares e 0 DNA duplex absorve muito mais brometo de
etidio que suas versBes fitas simples. Na figura 25-B pode-se observar na canaleta 2 o

plasmideo parcialmente digerido com as referidas endonucleases.

Foi realizada uma digestdo do pDM-GFP com mais material e maior proporcao de
endonucleases e a banda desejada (vetor sem GFP) foi purificado e analisado por

eletroforese, sendo que o resultado esta mostrado na figura 26.
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Figura 26: Analise
eletroforética do  vetor
pDM-GFP purificado. Na
canaleta 1 esta identificado o
pDM-GFP com Ndel e
BamHI e apds purificacéo.

Foi observado na fotografia 26 que houve a purificacdo do fragmento linearizado
correspondente a 3212 pb que corresponde ao vetor pDM desprovido do gene da GFP. A
partir disto, o vetor linearizado e o oligonucleotideo dPLK foram submetidos a reacdo de
ligacdo. Apds a ligagdo, o sistema foi misturado com células de E. coli DHS5a
eletrocompetentes e transformadas por eletroporacdo. ApoOs a eletroporacdo, as células
foram semeadas em aliquotas em placas de Petri contendo meio seletivo LB sélido com

canamicina e glicose e incubadas durante a noite.

Foram selecionados clones de E. coli DH5a contendo o novo vetor e cultivados em
em meio LB contendo canamicina e glicose e em seguida seus plasmideos extraidos. O novo
vetor passou ase chamar de pDMO02 com 3146 pares de bases, contendo o polylinker em sua
sequéncia com os sitios das endonucleases de restricdo, o gene de resisténcia a canamicina e
a Ori de baixo nimero de cépias do p15A (~10 a 12 cépias/célula). O seu mapa fisico esta
representado na figura 27 a seguir.
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Figura 27: A figura apresenta o mapa fisico do vetor de expressdo pDMO02.
Pode-se identificar os principais componentes do vetor, como: o0 promotor sintético
regulado (DM) e o operador lac; o RBS T7; a regido de multiplos sitios de
clonagem composto pelos sitios das endonucleases (Ndel, Hpal, Aflll, Kpnl, Bglll,
Pmel e BamH]I); o terminador de transcri¢cdo funcional T1, do gene de rrnB de E.
coli; o marcador de sele¢do que confere resisténcia ao antibidtico canamicina
(CamR); e a origem de replicagdo de baixo nimero de cépias — p1l5A (~10 a 12

copias). Os sitios das endonucleases estdo destacados em negrito.

5.3.4 pDMUO2

Para a construcdo do vetor pDMUQ2 (alta copia), o vetor pCDM foi tratado com as

endonucleases EcoRI e Pstl resultando em um fragmento de 1015pb e este fragmento foi
clonado no vetor pRIQT tratado com as mesmas endonucleases.

Células de E. coli JM110 e DH50 foram transformadas geneticamente por

eletroporacdo respectivamente com os plasmideos pCDM e pRIQT. Clones transformantes
foram cultivados em meio seletivo e seus plasmideos extraidos.

Os plasmideos pCDM e pRIQT foram tratados com as endonucleases EcoRI e Pstl.

A fotografia 28 a seguir mostra os DNAs dos plasmideos pCDM e pRIQT digeridos com as

endonucleases EcoRI e Pstl apds a eletroforese em gel de agarose e visualizagdo sob luz
UAVA
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Figura 28: Analise eletroforético dos vetores pCDM e
pRIQT tratados com as endonucleases EcoRI e Pstl. Na
fotografia A, a canaleta 1 esta o pCDM digerido com as
endonucleases EcoRl e Pstl. O circulo em vermelho mostra o
fragmente correspondente ao cassete de expressdo. Na
fotografia B, a amostra 1 estd o pRIQT sem tratamento com
endonucleases e a amostra 2 identifica o plasmideo pRIQT
digerido com asendonucleases EcoRI e Pstl. O circulo em
vermelho mostra o fragmento correspondente ao vetor
linearizado e o circulo em azul corresponde ao fragmento do
cassete de expressao que contém o gene laclqTsS.

Foi analisada a fotografia 28-A e observado na canaleta 1 o fragmento
correspondente ao cassete de expressdo (marcado circulo em vermelho) tratados com as
endonucleases EcoRI e Pstl. Na fotografia 28-B, na canaleta 2, mostra os fragmentos
correspondente ao vetor pRIQT linearizado (marcado por circulo vermelho) e o cassete de
expressdo contendo o gene laclgTS (marcado em circulo azul) tratados com as

endonucleases EcoRI e Pstl.

Apds a andlise do resultado com EcoRlI e Pstl, o sistema do pRIQT foi submetido a
eletroforese em gel de agarose e o fragmento correspondente ao vetor linearizado foi
purificado. O vetor pCDM desprovido do cassete de expressdo ndo foi purificado. A
fotografia 29 a seguir mostra o resultado da purificagdo do vetor pRIQT apds a eletroforese

em gel de agarose e visualizado no transluminador sob luz UV.
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Figura 29: Andlise eletroforética
do vetor pRIQT digerido com
EcoRl e Pstl e purificado. Nas
canaletas 1 e 2 esté identificado em
circulos vermelhos o pRIQT
digerido com as endonucleases
EcoRI e Pstl e ap6s tratamento de
purificagéo.

Foi observado na fotografia, nas canaletas 1 e 2, o fragmento correspondente ao
marcador de selecdo para ampicilina com a Ori de alto nimero de cépias (marcado em
circulos vermelhos) com tamanho de 1879 pb que corresponde ao vetor pRIQT linearizado e

purificado.

Apds a obtencdo do backbone de alto nimero de copias do pRIQT purificado
(desprovido do gene laclqTS) e do cassete de expressdo juntamente com o backbone do
pCDM, os fragmentos foram submetidos a reacdo de ligacdo. Apo6s a ligacdo uma aliquota
foi misturada com células de E. coli da linhagem DH5a eletrocompetentes e transformadas

geneticamente por eletroporacéo.

A sequir, apés a eletroporacdo, as células foram semeadas em aliquotas em placas de
Petri contendo meio LB sélido com ampicilina e glicose e ndo com canamicina e glicose.
Esta estratégia permitiu a selecdo de clones possuindo o vetor com o cassete de expressdo
clonado somente nos backbones de marcador de selecdo para ampicilina. Apds o
plagueamento, as placas de Petri foram incubadas durante a noite. Foram selecionados
clones transformantes de E. coli DH5a das placas de Petri contendo o novo vetor apds a

incubacéo e seus plasmideos foram extraidos.
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O novo vetor denominado de pDMUOQ2, possui um cassete de expressdo composto
pelo promotor sintético DM, o sitio de ligagdo ao ribossomo do fago T7, o gene repérter da
GFP (Green Fluorescent Protein); um forte terminador de transcricdo do gene rrnB de E.
coli; a Ori de alto numero de replicacdo no hospedeiro (pUC — 500~700 cdpias) e é portador
do marcador de selecdo para ampicilina. No vetor pDMUO2 existe um Gnico sitio para a a
enzima Spel (posicdo 407) que é utilizado na estratégia de clonagem e selecdo de novos

promotores, como mostrado na figura 30 a seguir.
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Figura 30: Mapa fisico do vetor caca promotor pDMUO02. A
figura mostra os principais componentes do vetor como: os sitios das
endonucleases, o promotor DM, o gene da GFP, o terminador de
transcricdo rrnB, o marcador de selecdo para ampicilina e a origem
de replicagdo de alto nimero de cépias. No vetor pDMUO2 existe
um Unico sitio para a enzima Spel como estratégia de clonagem e
selecdo de novos promotores.

54 ANALISE DA EXPRESSAO DA GFP PELOS PLASMIDEOS
RECOMBINANTES CONSTRUIDOS: pDM-GFP, pDMUO01, pCDM & pDMU02

Os plasmideos que compdem o novo conjunto de vetores construidos: pDM-GFP,

pDMUO01,pCDM e pDMUOQ2 foram introduzidos em células E. coli por eletroporagdo. As
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placas foram incubadas e um clone isolado dos sistemas: E. coli IM110+ pDM-GFP, E. coli
JM110+pCDM, E. coli DH5oF'IQ+pDMUO1 e E. coli DH5aF'IQ + pDMUO02 foram

inoculados em pré-indculos em meio LB contendo glicose e o antibidtico seletivo.

A seguir foi inoculada uma aliquota de cada um dos quatro pré-indculos em
Erlenmeyers separadamente contendo meio LB liquido nas seguintes condi¢fes: um sistema
somente com antibidtico seletivo, um sistema com antibidtico seletivo e suplementado
com glicose e um sistema antibiotico seletivo e o indutor IPTG. As culturas foram incubadas
e aliquotas retiradas para mensurar 0 crescimento celular e para a analise quantitativa da
expressdo e regulacdo do gene da GFP sob o controle promotor sintético DM. Os resultados
foram analisados no software IBM SPSS, com significancia de 0,05 e elaborados os gréficos

para analise dos resultados do crescimento celular e da fluorescéncia emitida.

A figura 31 a seguir mostra o crescimento bacteriano dos sistemas do conjunto de
vetores: pDM- GFP + E. coli JM110; pCDM + E. coli JM110; E. coli DHSaF'IQ +
pDMUOL1 e E. coli DH5aF'IQ + pDMUOQ2.
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Figura 31: A figura mostra o resultado do crescimento celular dos sistemas do conjunto de vetores. Na
parte A, B, C e D da figura, estdo o crescimento celular dos sistemas E. coli JIM110 + pDM-GFP; E. coli
JM110 + pCDM; E. coli DH5aF IQ + pDMUOLI e E. coli DH5aF'IQ + pDMUO02, respectivamente, em funcao
do tempo de cultivo de um clone crescido com o seu antibi6tico seletivo, suplementado ou ndo com glicose e
IPTG. O processo de suplementacdo com glicose ou indugdo com o IPTG ocorreu a partir do inicio do cultivo.
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Como pode ser observado na figura 31, o crescimento bacteriano do sistema A,
JM110 + pDM-GFP, ndo foi afetado pela producdo da GFP quando este foi tratado com o
indutor IPTG ou com somente o antibidtico canamicina (linhas amarela e verde no gréafico).
As culturas dos sistemas B e C, pCDM + E. coli JIM110 e E. coli DH5aF'IQ + pDMUOI,
apresentaram resultados semelhantes de crescimento celular até 12 horas de cultivo nas
mesmas condigdes, com crescimento levemente maior (O.D. = 1,2 e 1,4) e depois entraram

em fase estacionaria (linhas amarela e verde no gréfico).

Pode ter acontecido o alongamento das cepas E. coli, e consequente maior dispersdo
de luz pelas células, nos cultivos com somente o antibidtico seletivo e com o antibidtico e o
indutor IPTG (linhas amarela e verde no grafico). Esse fato pode ocorrer devido a produgéo
e acumulacdo da GFP no citosol das hospedeiras de E. coli, resultando em O.D. maior
(JUSTICE et al., 2008).

O sistema D, E. coli DH5aF'IQ + pDMUO02, apresentou crescimento celular
diferente no meio com o antibiodtico seletivo e o indutor IPTG. A cultura entrou em fase
estacionaria (O.D. = 0,4-0,6) no periodo de 6 até 12 horas. Ap6s 24 horas o crescimento
celular dobrou (O.D. = 1,2) e manteve-se em fase estacionaria (linha verde no gréfico). No
meio com somente o antibidtico o crescimento celular, este mesmo cultivo foi capaz de

crescer em até 12 horas com O. D. = 1,4-1,6 (linha amarela no grafico).

Os sistemas A, B, C e D apresentaram resultados semelhantes de crescimento celular
constante nos meios com glicose e com o antibidtico seletivo (O.D. = 0,8-1) entrando em
fase estacionaria ap6s 8 horas. O nimero de cdpias dos vetores (alto ou baixo numero de
copias) sob o controle do promotor DM parece ndo ter influenciado na expressao nestas

condigdes de cultivo.

Os metabolismos de carbono e nitrogénio estdo ligados, exigindo regulacdo
compartilhada entre esses dois sistemas. E. coli pode utilizar muitas fontes diferentes de
carbono e nitrogénio. Isso gera muitas combinagdes possiveis de nutrientes. A fonte de
carbono preferida para E. coli, como para muitas outras bactérias, é a glicose, suportando
uma taxa de crescimento mais rapida em comparagdo com outros agucares. O exemplo mais
conhecido de utilizacdo preferencial de glicose vem do trabalho de Monod sobre o

deslocamento diduxico glicose-lactose: E. coli primeiro cresce rapidamente em glicose e,
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quando a glicose acaba, muda para crescer mais lentamente em lactose ou outros aglcares
(BREN et al., 2016).

A melhor fonte de nitrogénio para E. coli é a amonia. E. coli também pode crescer,
embora mais lentamente, em uma variedade de outras fontes de nitrogénio, incluindo muitos
aminoacidos. Assim, sob condic¢des limitantes de nitrogénio que reduzem o fluxo para a
biossintese de aminoacidos, ocorre a repressao da captacédo de glicose e a inibicdo da sintese
de cAMP pela adenilato ciclase, fornecendo circuitos que coordenam entre assimilacdo de
carbono e nitrogénio. O baixo crescimento na presenca da glicose parece surgir do
desequilibrio carbono/nitrogénio que resulta em cAMP insuficiente (BREN et al., 2016).

Estudo com espectrometria de massas mostrou que a glicose com algumas fontes
pobres de nitrogénio, como arginina e outros aminoacidos, se torna uma das piores fontes de
carbono, levando a niveis baixos de CAMP e resultando em um crescimento lento (BREN et
al., 2016). O aumento experimental de cCAMP por suprimento externo, meios genéticos ou
inibicdo da absorcdo de glicose, leva novamente a um crescimento mais rapido sem efeitos
negativos perceptiveis na sobrevivéncia ao estresse ou no rendimento final de biomassa
(BREN et al., 2016).

Foi analisada a expressdao do gene da GFP sob o controle do promotor DM nos
diferentes sistemas. A figura 32 a seguir mostra a fluorescéncia emitida dos sistemas: pDM-
GFP + E. coli JM110; pCDM + E. coli JM110; E. coli DH5aF'1Q + pDMUOLI ¢ E. coli
DH5aF 1Q + pDMUO2.
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Figura 32: A figura mostra o perfil de expressdo do gene da GFP dos sistemas do conjunto de vetores.
Na parte A, B,C e D da figura, estdo perfil de fluorescéncia dos sistemas E. coli IM110 + pDM-GFP; E. coli
JM110 + pCDM; E. coli DH5aF IQ + pDMUOL1 e E. coli DH5aF 1Q + pDMUO02, respectivamente, em funcdo
do tempo de cultivo de um clone crescido com o seu antibiético seletivo, suplementado ou ndo com glicose e
IPTG. O processo de suplementacdo com glicose ou indugdo com o IPTG ocorreu a partir do inicio do cultivo.

As células de E. coli expressaram baixos niveis de GFP na presenca do antibidtico
seletivo e do indutor IPTG nos sistemas A e B, pDM-GFP e pCDM + E. coli JM110 (linha
verde nos graficos A e B). Os dois sistemas de baixo nimero de copias, nestes dois graficos
A e B tiveram seus maiores apices de expressao em 24 horas com 89.000 e 97.000 UR de
fluorescéncia, respectivamente, e um menor ainda nivel de fluorescéncia na presenca de
glicose e do antibidtico seletivo mostrando regulacdo nos vetores na auséncia do indutor

IPTG (linhas azuis nos graficos A e B).

No sistema C, E. coli DH50F '1Q + pDMUO1, as células programadas com o vetor de
alta copia sob o controle do promotor DM expressaram altos niveis da GFP na presenca do
antibiotico seletivo e o indutor IPTG atingindo seu apice no intervalo de 24 horas com
752.940 UR de fluorescéncia (linha verde no grafico). Este sistema C, expressou o0 gene da
GFP com somente o antibiético em até 24 horas com 489.750 UR de fluorescéncia (linha

amarela no grafico) e o crescimento bacteriano ndo foi afetado pela producdo da GFP
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(Figura 31, linha amarela no gréafico C). No cultivo com glicose, este sistema expressou
baixo nivel (53.000 UR de fluorescéncia) mostrando a modulagdo por glicose do promotor

DM em um vetor de alto nimero de copias (linha azul no gréafico).

No sistema D, E. coli DH5aF'IQ + pDMUOQ2, a expressao foi baixa do gene da GFP
na presenga de glicose e do antibiotico seletivo (68.000 UR de fluorescéncia), mostrando a
inibicdo da expressdo da GFP neste vetor de alta copia na presenca de glicose e auséncia do
indutor IPTG.Houve deteccdo de maior nivel de fluorescéncia da GFP no sistema somente
com o antibidtico seletivo de forma similar aos resultados obtidos com o vetor pDMUO1
(550.000 UR de fluorescéncia) linha amarela no gréfico D).

No sistema D, com o indutor IPTG e o antibi6tico seletivo, o nivel de fluorescéncia
detectado foi menor que somente com o antibidtico. Isso pode ser interpretado como uma
intensa expressdo do gene da GFP deve ter acarretado sintese da GFP sem sua estrutura
tridimensional correta resultando em corpusculos de inclusdo onde a GFP permanecia ndo
fluorescente. Essa interpretacdo é compativel com o fato da cultura da bactéria com o
indutor e antibidtico (sem glicose) ter crescido menos que nas outras condigdes. Isso
provavelmente se deve a alta expressdo da GFP ter sobrecarregado o metabolismo geral da

E. coli.

Nos sistemas C e D, nas culturas realizadas somente com o antibidtico, houve
expressdo de niveis razoaveis de GFP, da ordem de 500.000 UR de fluorescéncia, esse
“vazamento” pode ter sido devido ao alto nivel de clpias dos vetores com 0 numero

insuficiente de elementos regulatorios (Repressor e Proteina CAP).

5.5 ANALISE DA REGULACAO E EXPRESSAO DA GFP PELO VETOR pDM-GFP

Para analise qualitativa da forca e regulacdo do promotor DM em um vetor de baixo
namero de copias, um clone de E. coli IM110+ pDM-GFP foi submetido a réplica-plate em
nas seguintes condicdes: somente com canamicina, com canamicina e glicose e com
canamicina e o indutor IPTG. Um clone isolado foi selecionado e pela técnica de estria de

coldnia foi analisado nas mesmas condicdes.

Ap0s a incubacéo, as placas foram analisadas por observacdo com iluminacdo UV
longa (luz negra) e a figura 33 a seguir na placa de Petri da esquerda, mostra um
clone isolado de E. coli JIM110 transformado com o plasmideo pDM-GFP cultivado em

meio LB em diferentes condicdesde crescimento/inducdo e na placa de Petri da direita,
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estdo diferentes clones de E. coli JM110 programados com o pDM-GFP nas mesmas
condigdes de cultivo e indugéo.
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Figura 33: Fotografia dos clones recombinantes programados com o vetor pDM-GFP. A placa de
Petri na esquerda contém um clone isolado e a placa da direita representa os clones crescidos dispostos nas
mesmas posi¢bes em condicBes de cultivo. Os clones foram analisados em meio LB: com somente
canamicina, canamicina e glicose, e canamicina e IPTG (indutor); e iluminados com luz negra (300 nm).

Ap0s o resultado qualitativo das placas de Petri, foi observado que no meio contendo
glicose e canamicina o gene da GFP ndo era expresso e a producdo da proteina ndo ocorreu.
No sistema somente com canamicina, o0 gene da GFP teve pouca expressao. No sistema com
0 antibidtico canamicina e o indutor IPTG, a producdo da proteina ocorreu com mais

intensidade, evidenciado o modelo de repressao/indugdo do promotor DM.

Prosseguiu-se para a analise quantitativa da expressdo e regulacdo do gene da GFP.
Um clone isolado foi selecionado para analise em meio liquido em triplicata nas trés
condigdes: em somente canamicina, com canamicina e glicose e com canamicina e o indutor
IPTG. Acompanhou-se o crescimento e inducéo do clone de E. coli portador do pDM-GFP e
quando a cultura atingiu 8 horas, uma aliquota foi coletada para analise das proteinas por
eletroforese em gel desnaturante de poliacrilamida 12 %. A figura 34 a seguir (sistemas A e
B), mostra a analise eletroforética das proteinas produzidas por um clone de E. coli
transformado com o plasmideo recombinante pDM-GFP quando cultivados em meio LB

liguido em diferentes condigdes de crescimento/indug&o.
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Figura 33: O resultado da analise por eletroforese em gel desnaturante de pollacrllamlda (SDS PAGE) e
fluorescéncia da producdo de GFP por um clone de E. coli JM110 contendo o vetor pDM-GFP em
diferentes condices de cultivo. A fotografia A mostra o gel obtido em transluminador (300 nm) e a B corado
com o azul de Coomassie. As amostras nas raias 1, 2 e 3 representam as proteinas de clones crescidos com
canamicina e IPTG; as amostras nas raias 4,5 e 6 com canamicina e glicose; e amostras nas raias 7, 8 e 9
somente com canamicina. A raia M mostra 0 marcador molecular em kDa. A proteina recombinante GFP
localiza-se na posigdo de aproximadamente 25 kDa (seta).

No sistema A, nas amostras 1, 2 e 3, as proteinas fluorescentes séo visualizadas no
gel quando este foi exposto em transluminador (300 nm). N&o foi visualizada fluorescéncia
nas amostras crescidas em glicose e canamicina (amostras 4, 5 e 6) e e nas amostras
crescidas somente com canamicina (7, 8 e 9). O sistema B, mostra o gel corado com azul de
Coomassie, onde pode-se observar o perfil das bandas maior e atipico nas amostras 1, 2 e 3
quando estas sdo induzidas por IPTG ndo sendo visualizado este perfil quando sao
comparadas com as amostras 4, 5 e 6 (crescimento com glicose) e 7, 8 e 9 (crescimento com

somente canamicina).

Os resultados de expresséo do gene da GFP indicam que o promotor DM apresenta
funcionalidade de forca intermediaria, mas com bom nivel de regulacdo, ou seja,
praticamente nenhuma proteina é expressa em E. coli na auséncia do IPTG. Entretanto,
qguando o pDM-GFP ¢é induzido com IPTG, a GFP (26,9 kDa) é produzida.

5.6 ANALISE DA EXPRESSAO E REGULACAO DO pDM-TEK

Um clone recombinante (E. coli IM110+pDM-TEK) foi selecionado para expressao
e regulacdo do gene TEK em meio liquido em triplicatas nas condic@es: trés somente com

canamicina, trés com canamicina e glicose e trés com canamicina e o indutor IPTG.

A inducdo da expressdao do gene da proteina hibrida TEK por E. coli JM110
programada com o plasmideo pDM-TEK, foi realizada quando as culturas atingiram a

absorbancia igual a 0,1 e entdo foi adicionado IPTG até o tempo total de 10 horas. A figura
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35 a seguir mostrao grafico do crescimento celular de um clone E. coli programado com o
pDM-TEK.
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Figura 34: Analise do crescimento celular do pDM-TEK. O perfil do
crescimento celular (ABS. 600 nm x tempo) de E. coli JM110 programada
com o plasmideo pDM-TEK com canamicina e IPTG, com canamicina e
glicose e somente com canamicina. O processo de inducdo com IPTG
ocorreu a partir do inicio do cultivo.

Como pode ser observado na Figura 35, as células de E. coli JM110 nas 3 diferentes
condicdes de crescimento apresentaram praticamente o mesmo perfil de crescimento,
inclusive na presenca do indutor IPTG, indicando que a proteina hibrida expressa nédo exibiu
toxicidade para as células. Essa ndotoxicidade pode ser explicada das seguintes maneiras: a
proteina hibrida é expressa inativa devido a sua prépria estrutura artificial, ou por acumular-

se no interior das células de E. coli na forma de corpusculos de incluséo.

Nos intervalos de 4 e 8 horas de inducdo, aliquotas de 2 mLs dos sistemas foram
coletadas para analise das proteinas por eletroforese em gel desnaturante de poliacrilamida
12%. A figura 36 a seguir mostra a analise eletroforética das proteinas produzidas por um
clone de E. coli JM110 transformado com o plasmideo recombinante pDM-TEK quando
cultivados em meio LB liquido com canamicina e em diferentes condi¢es de

crescimento/inducéo.
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Figura 35: O perfil eletroforético em gel de poliacrilamida desnaturante de
proteinas expressas por um clone de E. coli JIM110 contendo o vetor pDM-
TEK em diferentes condi¢fes de cultivo. Nas raias 1 e 4, cultivo com glicose
e canamicina; raias 2 e 5, com apenas canamicina; raias 3 e 6, cultivo com
canamicina e o indutor IPTG. Nas raias 1, 2 e 3 estdo as amostras com 4 horas
de cultivo; nas raias 4, 5 e 6 as amostras com 8 horas de cultivo. A raia M,
mostra o marcador molecular em kDa. A proteina recombinante TEK localiza-
se na posicdo de 50 kDa (setas).

Pode-se observar altos niveis de expressao da proteina hibrida na presenca do indutor
tanto ap6s 4 como 8 horas de inducdo (raias 3 e 6) e praticamente nenhuma inducéo da
proteina hibrida na presenca de glicose tanto apds 4 como 8 horas de inducéo (raias 1 e 4), 0
que confirma que o promotor DM apresenta performance de alta expressdo e boa regulacao

(estringente).

5.7 ANALISE DA REGULACAO E EXPRESSAO DA GFP PELO VETOR pDMU01

Para analise qualitativa da expressdo do gene da GFP sob o controle do promotor
DM em um vetor de alto nimero de cdpias (pDMUO01), clones foram submetidos a réplica-
plate em placas de Petri nas seguintes condi¢fes: somente com ampicilina, com ampicilina e

glicose ecom ampicilina e o indutor IPTG.

Apds a incubacéo, as placas foram analisadas por observacdo em lampada UV e a
figura 37 a seguir mostra na placa de Petri da esquerda um clone isolado de E. coli
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transformado com o plasmideo pDMUO1 cultivado em meio LB com ampicilina em
diferentes condicOes de crescimento/inducgéo e na placa de Petri da direita diferentes clones

de E. coli programados com o pDMUOLnas mesmas condicfes de cultivo e inducéo.

Ampicilina e

Glicose e
Glicose e Somente ampicilina Somente
ampicilina ampicilina ampicilina
Figura 36: Fotografia dos clones recombinantes programados com o vetor pDMUOL. A placa de
Petri na esquerda conte um clone isolado e a placa da direita representa os clones crescidos dispostos

nas mesmas posi¢des em condigdes de cultivo. Os clones foram analisados em meio LB: com somente
ampicilina, ampicilina e glicose, e ampicilina e IPTG (indutor); iluminados com luz negra (300 nm).

Os resultados visualmente dos clones dispostos na placa de Petri da direita e o clone
isolado na placa de Petri da esquerda, cultivado em com glicose e ampicilina, mostraram que
0 gene da GFP ndo era expresso e a producao da proteina ndo ocorreu. No sistema somente
com ampicilina, ocorreu a expressdo do gene da GFP com nivel de expressdo basal,
mostrando vazamento do sistemade regulacdo do promotor DM devido ao alto nimero de
copias do vetor, 0 que ndao ocorreu no pDM-GFP. No sistema com a ampicilina e o
indutor IPTG a producdo da proteina ocorreu com muito mais intensidade e em altos

niveis de expressdo, que pode ser explicado pelo alto nimero de copias do vetor.

Prosseguiu-se para a analise quantitativa da expressdo e regulagcdo do gene da GFP
em meio liquido. Acompanhou-se o crescimento e inducdo de um clone de E. coli portador
do vetor pDMUOL1 e aliquotas foram coletados nos intervalos selecionados de 3, 6 e 8 horas
de crescimento celular com 1, 3 e 5 horas de indugdo para analise das proteinas por
eletroforese em gel desnaturante de poliacrilamida 12% . Como o fluoréforo da GFP é
tridimensional, para ser possivel sua visualizacdo no gel de poliacrilamida por meio da

fluorescéncia, apos a solubilizacdo das proteinas celulares no tampdo de amostras para o
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processo eletroforético, essa solucdo ndo foi fervida, para que a GFP ndo desnaturasse. O gel
contendo as proteinas foi visualizado emUV antes de ser corado.

A figura 38 a seguir (sistemas A e B) mostra a analise eletroforética das proteinas

produzidas de um clone de E. coli transformado com o plasmideo recombinante pDMUOL.
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Figura 37: O resultado da analise por eletroforese em gel desnaturante de poliacrilamida e
fluorescéncia da produgdo de GFP por um clone de E. coli IM110 contendo o vetor pDMUOQO1 em
diferentes condicBes de cultivo. A fotografia A mostra o gel obtido em transluminador (300 nm) e a B
corado com o azul de Coomassie. As amostras nas raias 1, 4 e 7 representam as proteinas de clones crescidos
com ampicilina e glicose; as amostras nas raias 2, 5 e 8 com somente ampicilina e amostras nas raias 3, 6 ¢ 9
com ampicilina e IPTG. A raia M mostra o marcador molecular em kDa. A proteina recombinante GFP
localiza-se na posicéo de aproximadamente 25 a 35 kDa (setas) nas raias 3, 6 e 9 na sua estrutura ativa (setas
amarelas) e na sua estrutura inativa (setas vermelhas) nos intervalos selecionados de 3, 6 e 8 horas de
crescimento celular com 1, 3 e 5 horas de indugdo, respectivamente.

Foram observados os resultados nos géis, sendo que no sistema A, as proteinas
fluorescentes na sua conformacdo ativa foram visualizadas (indicado pelas setas brancas).
Houve uma expressdo praticamente nula das proteinas fluorescentes nas amostras em

presenca de glicose e com somente ampicilina nas canaletas 1, 2, 4,5, 7 e 8.

O sistema B mostra o gel corado com azul de Coomassie onde pode se observar o
perfil das bandas de GFP na sua conformacao fluorescente (indicado pelas setas amarelas) e
na sua conformacdo ndo fluorescente (setas vermelhas). Com 3 horas de crescimento
bacteriano e 1 hora de indugdo a proteina comegou a ser produzida (canaleta 3) na
conformacéo néo fluorescente. Com 5 horas de crescimento e 3 horas de inducéo a proteina
GFP continuou sendo produzida na sua conformacdo ndo fluorescente e na forma
estruturalmente correta (canaleta 6) pela hospedeira E. coli. Em 8 horas de crescimento
bacteriano e 5 horas de indugéo a proteina continuou sendo expressa de forma nao enovelada

corretamente, porém observou-se uma maior expressdo da sua forma fluorescente e os niveis
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de expressao foram os mais altos, considerando a expresséo representada pela soma das duas
bandas (seta vermelha e amarela na canaleta 9).

Estes resultados de expressdo do gene da GFP (Figura 38, A e B) indicam que o
promotor DM apresenta funcionalidade de forca intermediaria (entre média e forte), mas
estringente nivel de regulacdo, ou seja, praticamente nenhuma proteina foi expressa na
auséncia do indutor (IPTG) em E. coli quando o cassete de expressdo foi trocado de um
vetor de baixo numero de cdpias para alto nUmero de copias. Entretanto, quando o promotor
é induzido com IPTG, ha a producdo da GFP fluorescente e ndo fluorescente (bandas
separadas de peso molecular aparente de 25 e 35 kDa) em 8 horas com altissima
concentracdo (maior que 80% das proteinas totais), mostrando que esse vetor é capaz de

programar em E. coli super-expressao da proteina recombinante.

Este sistema de expressdo E. coli + pDMUO1 mostrou que as proteinas fluorescentes
comecam a ser detectadas pelo equipamento com 6 horas de crescimento e 3 horas de
inducdo (Figura 32-C na linha verde) e os resultados no gel indica a producdo também da
proteina na sua verséao fluorescente (Figura 32-B no poco 6). Apds 8 horas de crescimento e
5 horas de inducdo ocorre a producdo da proteina fluorescente provavelmente devido as
chaperonas moleculares e proteases que auxiliam respectivamente no enovelamento correto

de proteinas e na destruicao de proteinas ndo funcionais.
5.8 ANALISE DA REGULACAO E EXPRESSAO DO tGH PELO VETOR pDMUO01
5.8.1 Construcao do vetor de expressao pDMU-tGH

Para a construcdo do vetor pDMU-tGH, ou seja, a clonagem do tGH no vetor
pDMUO1L, o fragmento entre os sitios das endonucleases Ndel e BamHI do pGSM-tGH
contendo a sequéncia codificadora do tGH foi introduzido no vetor pPDMUO1 do qual o gene
da GFP foi previamente tratado com as mesmas endonucleases. Inicialmente os plasmideos
foram extraidos de clones recombinantes de E. coli e entdo procedeu-se analise de restrigéo,

0s resultados estdo mostrados na figura 39.
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Figura 38: Resultado da analise de restricdo dos plasmideos
vetores pGSM-tGH e pDMUO1 com as endonculeases Ndel e
BamHI. Na figura A, na canaleta 1 estd o pGSM-tGH sem
tratamento com endonucleases e na canaleta 2 o plasmideo pGSM-
tGH com Ndel e BamHI. Na figura B, na canaleta 1 estd o pDMUO1
sem tratamento enzimatico e na canaleta 2 o pDMUO1 com Ndel e
BamHI. As setas embranco identificam os fragmentos do tGH e da
GFP.

Na fotografia 39-A foi possivel observar o fragmento génico do tGH (cerca de 584
pb) na canaleta 2. Foi observado na parte B, na canaleta 2, o vetor pDMUOL com Ndel e
BamHI. As setas brancas identificam os fragmentos correspondentes aos genes do tGH e da
GFP (723 pb) ap6s a tratamento com Ndel e BamHI. Apds a andlise de restricdo, os
fragmentos correspondentes ao vetor linearizado e o gene tGH foram purificados. A

fotografia 40 a seguir o resultado da analise eletroforética dos produtos de purificagéo.
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Figura 39: Analise eletroforética dos
fragmentos tGH e pDMU purificados. Na parte
A, nas canaletas 1 e 2 estdo identificados pelas
setas brancas o fragmento do tGH. Na parte B da
figura, canaleta 1 esta identificado o pPDMUO1.

Foi possivel observar na fotografia 40, na parte A, os fragmentos correspondentes ao
tGH nas canaletas 1 e 2, e na parte B da figura, 0 pDMUO1 desprovido da GFP (canaleta 1).
Apbés a purificagdo os fragmentos foram ligados e células de E. coli JM110

eletrocompetentes e transformadas geneticamente com o sistema de ligacéo.

Diversos clones recombinantes foram obtidos e na Figura 41 esta mostrada a anélise

de restricdo do plasmideo de um dos clones que foi denominado de pDMU-tGH.
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Figura 40: Analise eletroforética dos
produtos de restricdo do novo vetor com
Ndel e BamHI. Na canaleta 1, esta 0 DNA
plasmidial do vetor sem tratamento com
endonucleases e na canaleta 2 estd 0 DNA
plasmidial do noo vetor digerido com Ndel
e BamHI. A seta em branco mostra o
fragmento correspondente ao gene do tGH.

Foi possivel observar na fotografia 41 o fragmento do DNA do tGH (indicado pela
seta branca) ap6s tratamento com as endonucleases Ndel e BamHI. Este fato comprova que

houve a clonagem do gene no novo vetor.

O novo plasmideo recombinante construido foi denominado de pDMU-tGH (3208
pares de bases) possuindo o gene de resisténcia a ampicilina, a origem de replicacdo de
alto nimerode cépias (pUC — 500~700 copias) e com o gene tGH sob controle do promotor

DM. O seu mapa fisico esta representado na figura 42 a seguir.
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Figura 41: Mapa fisico do vetor pDMU-tGH. A figura mostra os principais
componentes do vetor como: os sitios das endonucleases, o promotor DM e o
operador lac, 0 RBS do T7, o gene da recombinante do tGH, o terminador de
transcricdo rrnB, o marcador de selecdo para ampicilina e a origem de
replicacéo de alto nimero de copias.

5.8.2 Expressdo e regulacdo do gene tGH em E. coli JM110 e andlise da
expressdo em SDS-PAGE

Para andlise da regulacdo e expressdo do gene tGH sob o controle do promotor DM,
um clone de E. coli JIM110 portador do vetor pDMU-tGH foi selecionado para pré-inéculo
contendo glicose e ampicilina. No dia seguinte, foi inoculada uma aliquota do pré-inéculo
em dois Erlenmeyers com somente ampicilina e as culturas incubadas em shaker com

agitacao.

O crescimento celular foi acompanhado. Quando a cultura bacteriana atingiu a O.D.
igual a 0,4, retirou-se aliquotas para analise das proteinas, entdo em um dos frascos
adicionou-se glicose e no outro IPTG. A partir deste momento, considerou-se como tempo
inicial de inducdo (0 hora). Nos intervalos de 10 horas de crescimento bacteriano e 6
horas de inducdo, e 24 horas de crescimento bacteriano e 20 horas de inducéo, aliquotas
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dos sistemas foram coletadas para mensurar o crescimento celular e analise das proteinas
sintetizadas. Em seguida as amostras foram novamente normalizadas em relagdo as O.D.s e

analisadas por eletroforese em gel desnaturante de poliacrilamida 12% (Fotografia 43).
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Figura 42: Anélise da expressdo do tGH por SDS-PAGE por um clone de E.
coli JIM110 contendo o vetor pDMU-tGH em diferentes condigdes de cultivo.
As amostras nas raias 1 e 2 representam a 0 hora com somente ampicilina. As raias
3 e 4 representam as proteinas de clones crescidos com com ampicilina e glicose e
ampicilina e IPTG, respectivamente, ap6s 10 horas de crescimento bacteriano e 6
horas de indugdo. As amostras nas raias 5 e 6 representam as proteinas com
ampicilina e glicose e ampicilina e IPTG, respectivamente, em 24 horas de
crescimento bacteriano e 20 horas de indugdo. A raia M mostra o marcador
molecular em kDa. A proteina recombinante tGH localiza-se na posi¢do de
aproximadamente 24 kDa (setas vermelhas).

Pode-se observar claramente nos perfis eletroforéticos mostrados na figura 43 que o
tGH foi expresso apenas nas condi¢cbes com IPTG (canaletas 4 e 6) e em todas outras
situacbes ndo foi possivel detectar o tGH. Pode-se observar também que maior nivel de
expressdo do tGH apds 6 h de inducdo que apds 20 h de indugdo. A diminuigdo do nivel de
tGH apds 20h de inducdo provavelmente deve-se ao fato da cultura ter entrado em fase de
degradacdo, com morte celular e consequente protedlise. Para determinar o melhor tempo de

indugdo ha necessidade de realizar experimentos com tempos de indugdo menos espagados.
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E surpreendente que praticamente ndo foi possivel detectar expressdo do tGH na
presenca da glicose mostrando que esse sistema pode ser modulado conforme a intencéo do

experimentador variando-se os niveis de glicose e IPTG.

5.9 MELHORAMENTO DO PROMOTOR DM POR SINTESE QUIMICA DE DNA
RANDOMICA

5.9.1 Construcéo da biblioteca dos novos promotores

5.9.1.1 Clonagem dos novos promotores no vetor pCDM e Transformacéo
Genética em E. coli IM110

Para o0 melhoramento do promotor DM, foi realizada a constru¢éo de uma biblioteca
de novos promotores tomando como base o promotor DM e como estratégia a sintese
quimica com degeneracdo. Para obtencdo dos novos promotores, foram sintetizados 0s
oligonucleotideos pDSM-1 e pDSM-2 (Quadro 2, figuras 12 e 13) que foram entdo
hibridizados (figura 44-A).

Observando-se as canaletas 2, 3 e 4, devido ao aumento da fluorescéncia, pode-se
inferir que ocorreu a hidridizacao (anelamento) como esperado, pois, os oligonucleotideos
possuem a sequéncia do operador lac e a regido do elemento -10 estendido perfeitamente

complementares entre si.

Apds o anelamento, realizou-se o preenchimento das regides fita-simples utilizando a
enzima Klenow, a andlise eletroforética do produto da reacdo esta mostrada na figura 44-B .
O aumento da fluorescéncia na canaleta 2 indica o funcionamento da Klenow pois DNA

dupla fita absorve mais brometo de etidio e, portanto, fluoresce mais.
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Figura 43: Fotografia da analise do gel de eletroforese da hibridizacdo dos
oligonucleotideos pDSM-1 e pDSM- e tratamento com Klenow. Figura A - 1:
somente oligonucleotideo pDSM-1; 2, 3 e 4: oligonucleotideos pDSM-1 e pDSM-
2 anelados; e 5: somente oligonucleotideo pDSM-2. Figura B - 1:
oligonucleotideos pDSM-1 e pDSM-2 somente anelados; 2: oligonucleotideos
pDSM-1 e pDSM-2 anelados e tratados com Klenow.

Os oligonucleotideos dupla fita representando os diferentes promotores sintéticos
foram purificados por eletroforese e por difusdo do gel para o sobrenadante apds sua
maceracao, isso foi necessario pois nao foi possivel purificar do gel usando kit comerciais

ndo pois suas colunas ndo retinham oligos dupla fita menores que 100pb.

Para a clonagem dos promotores nos vetores, o vetor pPCDM e os oligonucleotideos
foram digeridos com as endonucleases EcoRI e Spel. O fragmento correspondente ao vetor

pCDM linearizado (desprovido do promotor sintético DM) foi também purificado (45-A e
B).
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Figura 44: Fotografia do perfil
eletroforético do vetor pCDM com as
endonucleases Spel e EcoRIl e
purificado. Na parte A, na canaleta 1
estd o pCDM sem tratamento com
endonuclease e na canaleta 2 o
plasmideo pCDM com as endonucleases
EcoRI e Spel. O circulo em branco
mostra o vetor pCDM linearizado e na
parte B o vetor pCDM ap06s purificagdo
(marcado em circulo vermelho).

Apbs as purificacbes o vetor foi ligado aos promotores e o produto utilizado para
transformar geneticamente células de E. coli JM110 eletrocompetentes, obtendo-se 111

coldnias transformantes em resistentes & canamicina na presenca de glicose.

5.9.2 Andlise da regulacdo e expressdo do gene da GFP pelos diferentes clones

recombinantes

Para uma melhor caracterizacdo da atividade e regulacdo do gene da GFP sob o
controle dos novos promotores sintéticos, foram selecionados as 111 col6nias recombinantes
que cresceram em glicose e canamicina e reagrupadas em trés placas de Petri (P1, P2 e P3).
Estas colonias P1, P2 e P3 foram submetidas a uma nova analise por réplica-plate em
diferentes condigdes com: 1) somente suplementado com o repressor glicose e o0 antibidtico
canamicina; 2) somente o antibidtico canamicina; 3) e somente o antibiotico canamicina e o
indutor IPTG. Um clone contendo o vetor pCDM foi adicionado para compara¢do com 0s

novos clones recombinantes.
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Foi possivel observar clones exibindo diferentes niveis de regulacdo e expressdo do
gene da GFP em placas de Petri em diferentes condigdes de cultivo (Figura 46-A, B, C e D).
Poucas colbnias nao apresentaram fluorescéncia, ou seja, ndo expressaram o gene da GFP
em nenhuma das diferentes condicdes de cultivo, como exemplo, o clone 22.P1 (marcado
em vermelho). Alguns clones ndo se mantiveram regulados por glicose e por isso
expressaram um pouco 0 gene da GFP, indicando a perda de repressao por glicose nesta
condicdode cultivo. Nos sistemas com antibidtico e IPTG (Placas C e D) houve expressdo da

GFP de maneira mais expressiva, como exemplo, o clone 15.P1 (marcado em amarelo).

Alguns clones exibiram a regulacdo por glicose, ou seja, ndo expressaram o gene da
GFP quando comparadas com o pCDM (clone 38.P1, marcado em circulo branco) nas
mesmas condi¢Ges de cultivo. Entretanto, alguns novos clones, exibiram uma maior
atividade de expressdo do gene da GFP no sistema de cultivo com somente com o
antibidtico e com o sistema de cultivo com o indutor IPTG, como exemplo, o clone 24.P1

(marcado em circulo rosa).

Alguns clones mantiveram de maneira semelhante o mesmo perfil de regulacdo e
expressdo do gene da GFP em todas das condi¢cBes de cultivo quando comparados com o

pCDM, como exemplo o clone 27.P1 (marcado em circulo laranja).




109

Figura 45: Fotografia de uma analise dos clones recombinantes em
diferentes condigdes de cultivo e inducéo. Na fotografia da placa A e B estéo
alguns diferentes clones em LB com glicose e o antibidtico. Na placa C e D,
estdo os mesmos clones dispostos em LB com somente o antibiético canamicina
e submetidos com canamicina e o indutor IPTG, respectivamente. Os circulos
marcados com as diferentes cores mostram os clones com diferentes niveis de
expressdo e regulacdo do gene da GFP em diferentes condi¢Bes de cultivo. O
vetor pCDM esta marcado em circulo branco.

Para confirmar a presenca dos novos promotores sintéticos, alguns clones foram
selecionados e seus plasmideos extraidos. A clonagem dos novos promotores foram
confirmadas digerindo-se os plasmideos com a enzima Pstl mostrando a liberagdo de um

fragmento de DNA de aproximadamente 944 pb.

Apds a confirmacdo da presenca dos novos promotores nos plasmideos dos clones
escolhidos, 18 clones da placa 1 (P1), 16 clones da placa 2 (P2) e 17 clones da placa 3 (P3)
com diferentes regulacbes e intensidades de GFP foram selecionados para andlise das
sequéncias de DNA dos promotores.

5.9.3 Sequenciamento e andlise das novas sequéncias promotoras dos clones

De acordo com nosso modelo de randomizacdo de promotores, a biblioteca continha
possiveis 65.536 sequéncias diferentes. Para estudar a base molecular das diferentes forcas
dos promotores, foram escolhidos os 51 DNAS plasmidiais de clones recombinantes e
submetidos a PCR para amplificacdo de um amplicom de 504 pb contendo as regides
promotoras utilizando o par de primers VF1 e RCP1. Ap6s a PCR, os produtos

amplificados foram visualizados em gel de agarose e sequenciados.

Apos o sequenciamento foi avaliada a qualidade e o tamanho das sequéncias de cada
fragmento pelo software Electropherogram  quality analysis

(http://www.biomol.unb.br/phph/index.html). Este software analisa as sequéncias geradas

pelo sequenciador automatico e mostra a qualidade usando o programa PHRED. A partir
disso, as sequéncias foram alinhadas com o programa BioEdit para analise das regides que
compdem os promotores com a sequéncia do promotor DM adicionada em todas as analises

para comparagao.

Foram sequenciados os promotores dosclones das placas 1, 2 e 3, que perderam a
regulacao por glicose e com altos niveis de expressao foram alinhadas. A figura 47a seguir

mostra 0s promotores apos as analises de alinhamento (5° - 3°).


(http:/www.biomol.unb.br/phph/index.html).
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FAATTCGCGGCCGCTTCTAG TARATTTTTTTTTTARTAYAATTGTCT;CGGATAACAATIGTGTEATAATEGGAGQRAT CTGCAGCGGCCGCTACTAGT
FAATTCGCGGCCGCTTCTTGA TARAATTTTTTTT-AAAAQAATTGTGTISCGGATAACAATGTGTSATAATEGGAGGAAT CTGCAGCGGCCGCTACTAGT
FAATTCGCGGCCGCTTCTAG TAAATTTATTTTT-AAAAYAATTGTCAGCGGATAACAATTGTGTFATAATEGGAGGGA CTGCAGCGGCCGCTACTAGT,
FAATTCGCGGCCGCTTCTAG AAARAATTTTT-ATAAAAYAATTGTGTECGGATAACAATTIGTGTITATAATEGGAGQGAICTGCAGCGGCCGCTACTAGT
GRATTCGCGGCCGCTTCTAGHTTAARATTTTTTTTTAAAAY AT TGAGAGCGGATAACAAT G TGTSATARTSGGACARAT CTGCAGCGGCCGCTACTAGT:
FAATTCGCGGCCGCTTCTAG ARARTATATTT-ATAATARAATTGTCAGCGGATAACAATTGTGTTATAATIEGGAGQAACTGCAGCGGCCGCTACTAGT
GAATTCGCGGCCGCTTCTAGHTAAAATATATTTTATAATAYANT TGAGTSCGGATAACAATIGTGTPATAATEGGAGCAAT CTGCAGCGGCCGCTACTAGT
FAATTCGCGGCCGCTTCTAG TARATTTATTTTAARATAYAATTGACTISCGGATAACAATTGTGITATAATEGGACUGAT CTGCAGCGGCCGCTACTAGT
FARTTCGCGGCCGCTTCTAG RTAARATTTTTTTTTARTAYAATTGTCASCGGATAACRAT GTGTIGATARTEGGACGAAICTGCAGCGGCCGCTACTAGT
GAATTCGCGGCCGCTTCAGAYTAAAATTATTTT TARAAAYANTTGAGTCGGATAACAATIGTGTPATAATEGGAGAAAT CTGCAGCGGCCGCTACTAGT
GAATTCGCGGCCGCTTCTAGHTTARRATTATTTTTTARRR RATTGAGTISCCGATAACAAT IGTGTATARTIEGCACCAATCTGCAGCGGCCGCTACTAGT
GARTTCGCGGCCGCTTCTAGHTTARATCT TTTTAAAAAARRATTGAGTSCCGATARCAATIGTGTIPATAATEGGACCGATCTGCAGCGGCCGCTACTAGT
GARTTCGCGGCCGCTTCTAGHATARATTTTTTTTTTAATARRATTGAGTSCGGATARCAAT IGTGTSATAATEGGACAGAT CTGCAGCGGCCGCTACTAGT
GRATTCGCGGCCGCTTCTAGHTTAAATATTTTTTATAATARANT TGAGIGCGGATAACAAT IGTGTATAATIEGGACAAATCTGCAGCGGCCGCTACTAGT
GAATTCGCGGCCGCTTCTAGHTAARAATTTTTTTTTARRATRATTGTGIISCCCATAACAAT IGTGTSATARTIEGCACCAATCTGCAGCGGCCGCTACTAGT
GAATTCGCGGCCGCTTCTAGHATARATTTTTTTTTTARRARRATTGTCASCGGATAACAAT IGTGTFATARTEGCACAGAN CTGCAGCGGCCGCTACTAGT)
GAATTCGCGGCCGCTTCTAGHTTAAAATTATTTTCAAACCAAAT A TGTEATAATRGGGACCE] TACTAGT
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-35

[Fi0]

I Operador lacO1 I

B

Elemento UP

Pstl + Nofl + Spel

Clone
Clone
Clone
Clone
Clone
Clone
Clone
Clone
Clone
Clone
Clone 21
Clone 22
Clone 30
Clone 31
Clone 36
oCDM

P2
P2
P2
P2

p2
P2
P2
P2
P2
P2
P2
P2
P2
P2

TAAATATTTTTTTTAARA!
[TAAATTTTTTTTTTAAAA
[TAAAATTATTTTATAATA

GAATTCGCGGCCGCTTCTAG,
GAATTCGCGGCCGCTTCTAG
GAATTCGCGGCCGCTTCTAG
GAATTCGCGGCCGCTTCTAG
GAATTCGCGGCCGCTTCTAG,
GAATTCGCGGCCGCTTCTAG
GAATTCGCGGCCG-TTCTAG,
GAATTCGCGGCCGCTTCTAG?
GAATTCGCGGCCGCTTCTAG,
GAATTCGCGGCCGCTTCTA

GAATTCGCGGCCGCTTCTAG,
GAATTCGCGGCCGCTTCTAG
GAATTCGCGGCCGCTTCTAGH
GAATTCGCGGCCGCTTCTAG,
GAATTCGCGGCCGCTTCTAG,

A

[TAAATTTTTTTTTTAATA
[TAAAT-TATTTTTAAATA
[TAAAAATTTTTTATAATA
[TAAATATTTTTTTTAATA
[TAAAATTTTTTTTAAAAA
RTAAAATTTTTTTAAAAAA
FAAAATATTTTTTTTAAAA
[TAAAAATTTTTTTAAATA
[TAAAAATTTTTTAAAATA

| Ecor1 + Nosl+ Xbal |

IANTTGTGT)
GAMITGTGT)
IAMTTGAGT)

1A
1A
1A
1A
1A
1A
1A
1A
1A

-35

GCGGATAACAAT
GCGGATAACAAT)
GCGGATAACAAT)
GCGGATAACAAT)
GCGGATAACAAT
GCGGATAACAAT)
GCGGATAACAAT]
GCGGATAACAAT)
SCGGATAACAAT]
GCGGATAACAAT)
GCGGATAACAAT]
GCGGATAACAAT)
GCGGATAACAAG
[;CGGATAACAAT]
GCGGATAACAAT]

LGT6T
TGTGT)
TGTGT!
TGTGT)

FATAAT
[PATAAT
FATAAT
FATAAT

BGGAGO
EGGACA
BGGAGC
BGGACC

AR
A
AR
GA

TCTGCAGCGGCCGCTACTAGT,
TCTGCAGCGGCCGCTACTAGT)
TCTGCAGCGGCCGCTACTAGT,
TCTGCAGCGGCCGCTACTAGT

[GTGT
TGTGT!
TGTGT
TGTGT,
TGTGT
IGTGT
TGTGT
TGTGT
TGTGT
TGTGT)
TGTGT

FATAAT
LATAAT
FATAAT|
ATAAT
[ATAAT|
[ATAAT
[ATAAT|
FATAAT
FATAAT|
FATAAT
FATAAT|

FGGAGC
EGGACA
BGGACC
FGGACC
BGGACC
EGGACA
BGGACC
EGGACA

TCTGCAGCGGCCGCTACTAGT.
TCTGCAGCGGCCGCTACTAGT
TCTGCAGCGGCCGCTACTAGT,
TCTGCAGCGGCCGCTACTAGT
TCTGCAGCGGCCGCTACTAGT,
TCTGCAGCGGCCGCTACTAGT)
TCTGCAGCGGCCGCTACTAGT,
TCTGCAGCGGCCGCTACTAGT)
FGGAGCRAICTGCAGCGGCCGCTACTAGT.
FGGACCRAICTGCAGCGGCCGCTACTAGT.
LGGACCGATCTGCAGCGGCCGCTACTAGT,

AA
SR
AA
AA
GA
A
AA
SA

I Operador lacO1 I

LGT6T

FGGGACTAT [=ACTAGT

BATAAT)

C

I Elemento UP

Clone 1 P
Clone 2 P
Clone 4 P
Clone 9 P
Clone
Clone
Clone
Clone
Clone 18
Clone 20
Clone 22
Clone 25
Clone 28
Clone 31
Clone 32
Clone 35
pCDM

3

3

3

3

p3
P3
p3
p3
p3
p3
P3
P3
p3
P3
p3
p3

GAATTCGCGGCCGCTTCTAGATTAAATTTTTTTTTTAATAG)
GAATTCGCGGCCGCTTCTAGHTTAAATTTTTTTTTTAAAAT)
GAATTCGCGGCCGCTTCTAGHATAAA-ATTTTTTAAAATAT)

GAATTCGCGGCCGCTTCTAGHTAARATTTATTTTTTAATAT

[osc]

GTC
GTGT]
GTCH
GTGT}

hA
hA
hA

[>CGGATAACAAT

— Pstl + Notl + Spel I
GGACCRECTGCAGCGGCCGCTACTAGT)

CTGT-ATAA

[;CGGATAACAATT

GTGTATARTIGGGACCAAT CTGCAGCGGCCGCTACTAGT,

5CGGATAACAATT

GTGTRATART

GGGACCRATCTGCAGCGGCCGCTACTAGT,

[FCGGATAACAATT]

GTGTSATAATIGGGACCAAI CTGCAGCGGCCGCTACTAGT)

ATAATIGGGAGO

GAATTCGCGGCCGCTTCTAGH
GAATTCGCGGCCGCTTCTAGH
GAATTCGCGGCCGCTTCTAGH
GAATTCGCGGCCGCTTCTAGH
GAATTCGCGGCCGCTTCTAGH

TTAAAATTTTTTTTAAATAT)
TAAAATATATTTTTAAATAT)
TTAAA-TTTATTTATAAAAT)
TTAAATATTTTTTATAATAT)
TAAAA-AAATTTTTTAATAG)

RART-GTGTCGGATAACAATT

LIGT

RAFT-GTGTCGGATAACAATT

LTGI

ATAAT)

GGACG

RART-GTGT5CGGATAACAATT

LTGI

SATAAT

GGGACG

RART-GTCTCGGATAACAATT

LIGT

RATART

GGAGC

RART-GTGT;CGGATAACAATT

LTGT

[ATAA

GGACC

CTGCAGCGGCCGCTACTAGT)
CTGCAGCGGCCGCTACTAGT.
CTGCAGCGGCCGCTACTAGT,
CTGCAGCGGCCGCTACTAGT)
CTGCAGCGGCCGCTACTAGT,

GAATTCGCGGCCGCTT---GHATARATTTTTTTTTTAATAG
GAATTCGCGGCCGCTTCTAGATTAAATTTTTTTTTTAATAT)
GAATTCGCGGCCGCTTCTAGHTTAA TTTTTAAAAT

GAATTCGCGGCCGCTTCTAGHTTAAATATATTTTTAAATAG
GAATTCGCGGCCGCTTCTAGHTTAAATATTTTTTTTAATAT)
GAATTCGCGGCCGCTTCTAGATTAAAATTTTTTTATAAAAT)
GAATTCGCGGCCGCTTCTAGATTAAATATTTTTTTTAATAT)
GAATTCGCGGCCGCTTCTAGHTTAAAATTATTTTCARACGG

RAPT-GTGT)
RAFT-GACH
RAFT-GTCT
RAFTTGTGY
RAFT-GAGT]
RAPT-GTGT
RAFT-GTGT)
RART-GTGA

;CGGATAACAATT

GTGTATAATIGGGACCGAT CTGCAGCGGCCGCTACTAGT.

[;CGGATAACAATT
[;CGGATAACAATT]

ATAAT|
GATAA

GGGACG
GGACC

GTGT
GTGT]

CTGCAGCGGCCGCTACTAGT)
CTGCAGCGGCCGCTACTAGT.

[;CGGATAACAATT
;CGGATAACAATT]

SATAATH
GATART]

GGGACT
GGGACH

LIGT
GTGT)

CTGCAGCGGCCGCTACTAGT,
CTGCAGCGGCCGCTACTAGT,

[SCGGATAACRATT

GTTTRATAATGGGAGGGATCTGCAGCGGCCGCTACTAGT.

[;CGGATAACAATT
FCGGATAACAATT

GATAATH
GATART]

GGGACT

GGGGACH

LIGT

CTGCAGCGGCCGCTACTAGT!
GTGT] ]

{TACTAGT]

| Ecor1+ Nott + Xpal |

-35

I Operador lacO1 I

Figura 46: Figura das sequéncias promotoras sintéticas dos clones da placa 1 (A), placa 2(B) e
placa 3(C) que perderam a regulagdo por glicose, porém mantiveram altos niveis de expresséo.

Na figura parte A, B e C, se observa os sitios das endonucleases EcoRI Notl e Xbal em vermelho; a

regido de do elemento UP em quadrado negro; as sequéncias da regides -35 em quadrado verde; a
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regido espacadora com o operador lacO sobreposto na regido -35 destacada por azul claro; as
sequéncias dos elementos -10 estendidos (-10 ext em chave verde claro); a regido -10 esta destacada
em roxo; as sequéncias discriminadoras (DISC em chave rosa) e a regido do inicio do gene (+1) em
marrom. Apds o +1, estdo os sitios das endonucleases Pstl, Notl e Spel em amarelo.

As sequéncias dos promotores das placas 1, 2 e 3 dos clones que mantiveram a
regulacao por glicose e com melhor perfil de expressdo quando comparado com o promotor
DM foram alinhadas. A figura 48 a seguir mostra os promotores apos o alinhamento (5° >
3%).

-10 EXT DISC

Elemento UP [~ | Pstl + Nofl+ Spel

CTone 7 P1 [PRATTCGLGGCCGCTTCTAGHRAARAAT LTI TL TARAATA TRAL TGTGHRCCGAT AACART TR TG T ATAR TR GGACARAT CTGCAGCGGCCCCTACTAGT]
Clone 24 Pl [GAATTCGCGGCCGCTTCTAGARTARATT I TTTTTTTARRATAA TGTGAGCGGAT ARCAATT P TGTATAATGGACCART CTGCAGCEGCCCCTACTAGT
Clone 20 P2 [GRATTCGCGGCCGCTTCTAGARTARAAT TAT T TTATAARATAA TGTGAGCGGAT ARCAATT pTGTFATAATRGGACGAAT CTGCAGCEGCCECTACTAGT!
Clone 29 P3 [GARTTCGCGGCCGCTTCTAGHRARAATTTTTTTTTAAA AT TGTGAGCGGATAACAAT TR TCT FATAATFGGACCAAT CTGCAGCGRCCCCTACTAGT
pCOM GAATTCGCGGCCACTTCTAGH I TARAAT TATTTTCAAACCERA TGTGACGGATARCAAT TR TGTFATAATGGEACCE TACTAGTS

EcoRI+ Nofl+ Xbal -35 -10 A

Operador lacOl

Figura 47: Figura das sequéncias promotoras sintéticas dos clones da placa 1 (A), placa 2(B) e placa 3(C)
gue mantiveram a regulacdo por glicose, porém com nivel de expressdo maior que o promotor DM. Na
figura se observa os sitios das endonucleases de EcoRI Notl e Xbal em quadrado vermelho; a regides de elemento
UP em quadrado negro; as sequéncias da regifes -35 em verde; a regido espagcadora com o operador lacO
sobreposto & regido -35 destacada em azul claro; as sequéncias dos elementos -10 estendidos (-10 ext, em chave
verde claro); a regido -10 est4 destacada em roxo; as sequéncias discriminadoras (DISC, em chave rosa) e a regiao
do inicio do gene (+1) em marrom. Ap6s o +1, estdo os sitios das endonucleases Pstl Notl e Spel em amarelo.

Os promotores apresentaram como esperado as sequéncias idénticas nas regides
reconhecidas pelas endonucleasesde restricdo EcoRI, BamHI e Spel na regiao 5’ e Pstl, Notl
e Spel na regido 3’. A sequéncia do elemento UP posicionada no promotor DM da posicao -
58 até a -39 foi degenerada em algumas regifes pontuais para tentar se aproximar da
sequéncia nucleotidica consensual, o que pode ser identificado nas sequéncias alinhadas.
Sabe-se que esta regido é muito importante enhancer transcricional aumentando a
transcricdo até 330 vezes in vivo (ROSS et al., 1993; RAO et al., 1994; ESTREM et al.,
1998; GOURSE et al., 2000; ROSS & GOURSE, 2005; RHODIUS et al., 2012; LEE &
BORUKHOQV, 2016).
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Existem muitos promotores eficientes que utilizam o elemento UP, como o promotor
pL do fago A e o promotor P1 do gene rrnB1l de E. coli. O quadro 4 a seguir mostra
comparativamente os elementos UPs obtidos neste trabalho e com os da literatura (RUFF et
al., 2015; LEWIS et al., 2016).

Quadro 4: Sequéncias do UP elemento.

Modelo Sequéncia do elemento UP 5° > 3’ Tamanho
Promotor pL AAAAAATAAATTCATATAAAAAA 23 pb
Promotor P1 do gene rrnB | AAAATTATTTTAAATTTCCTC 21 pb
Promotor DM TTAAAATTATTTTCAAACGG 20 pb
Randomizado neste WWAAAWWTWTTTTWWAAWAK 20 pb
trabalho
Consensual NNNAAAWWTWTTTTNNNAAANNN 23 pb

(W =AouT; N = qualquer nucleotideo)

Foram mantidas as sequéncias nucleotidicas conservadas da regido espacadora que
compdem uma parte do operador lac Ol e do elemento -10 estendido. Na regido -35
(TTGTGA) do promotor DM foi modificada a parte da sequéncia TGA. A sequéncia
consenso da regido — 35 é TTGACA, com0-35=T; -34 =T, e -33 = G sendo estas bases as
mais altamente conservadas (HOOK-BARNARD & HINTON, 2007; ROSINSKI-CHUPIN
etal., 2015; RUFF et al., 2015). Foi decidido manter o TTG intacto e o restante da sequéncia
(TGA) foi randomizado para WSW (W =T ou A e S = G ou C) na tentativa de obter
promotores com a sequéncia consensual ou restaurar a sequéncia completa do operador lac

O1 para manter a regulacéo por IPTG.

A regido do elemento - 10 estendido localizada logo a montante da regido -10, ndo
foi randomizada por apresentar similaridade com a sequéncia consenso TRTGn, e com isso
serviu para compor a regido de anelamento como estratégia para produzir-se as
degeneragdes em outras posi¢des (HOOK-BARNARD & HINTON, 2007; RUFF et al.,
2015).

Decidiu-se degenerar a regido -10 em uma Unica base, trocando o nucleotideo G para
K (G ou T) na tentativa novamente de refazer a regido -10 do promotor DM (GATAAT) ou

tentar adicionar uma base nucleotidica T para ficar igual a sequéncia consenso da regido -10




113

(TATAAT) (HOOK-BARNARD & HINTON, 2007; ROSINSKI-CHUPIN et al., 2015;
RUFF et al., 2015). As novas sequéncias promotoras passaram a ter a regido consensual
TATAAT e em outros promotores a sequéncia GATAAT foi restaurada. N&o foi possivel
determinar exatamente a contribuicdo de cada base, mas sabe-se que o G é muito utilizado

em promotores de fagos e o T € o preferencial de sigma 70 (MOREIRA et al., 2018).

Na regido discriminadora foi mantido os nucleotideos GGG consensuais, nas
posicdes -7, -6 e -5, ap0s a regido -10 e foram realizadas degeneragdes nas posicoes -4 -3 -2
e -1 do discriminador(GGGGACCA) para tentar diminuir o espagamento de 7 para 6 bases
nucleotidicas nesta regido do promotor. A estratégia foi realizar trés degeneracbes como
sendo duas seguidas para S =C ou G e uma para R = G ou A na regido discriminadora do
promotor DM (GGGASSRA). Desta maneira poderiamos restaurar o espacamento original
do discriminador do promotor com uma nova combinacdo de sequéncia (GGGA G/C G/C
G/A A) respeitando o contetdo preferencial em G e C nesta regido e a obtencdo de
sequéncias com G ou A na posi¢do —1 (HOOK-BARNARD & HINTON, 2007; ROSINSKI-
CHUPIN et al., 2015; RUFF et al., 2015).

Os resultados mostraram que a estratégia de modificacdo da sequéncia do
discriminador em alguns promotores pode ter diminuido de 7 para 6 nucleotideos nas
sequéncias analisadas dos clones que mantiveram a regulacdo por glicose, como os clones
7.P1, 14.P1, 20.P2 e 29.P3 que tiveram um aumento de expressdo provavelmente devido a

reducdo do namero de nucleotideos nesta posicao, ja que a sequéncia TGA foi restaurada.

Os novos clones regulados por glicose e com maiores niveis de expressdo da GFP
exibiram o nucleotideo A na posicdo +1, estes clones podem ter apresentado novos
discriminadores com espacamento de 6 nucleotideos como o consensual (HOOK-
BARNARD & HINTON, 2007; ROSINSKI-CHUPIN et al., 2015; RUFF et al., 2015).

No design do vetor pDMO02 néo foi planejada a adicdo do sitio de reconhecimento da
CAP 5-AATGTGATCTAGATCACATTT-3" na regido de -61,5 ou em -41,5 como

existentes em promotores dependentes da CAP, mas isso ocorreu conferindo essa

caracteristica a esse promotor o que faz com que seja também modulado por glicose.

As sequéncias dos clones que mantiveram a regulacdo em glicose, 0 motivo TGA na

regido -35 foi restaurado, como existente na sequéncia original do promotor DM. Os clones
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que perderam a regulacdo em glicose apresentaram a regido -35 diferente da sequéncia

original.

Uma nova saga foi iniciada para descobrir a regulacdo pela CAP, pois em nossos
resultados na presenca de glicose, ocorre a repressdo catabolica, ou seja, as proteinas ndo sdo
expressas pelo promotor DM na presenca de glicose. Nossas investigacdes comegaram
supondo que a sequéncia do operador lac sobreposta na regido -35 pode ter mimetizado uma
regido de ancoramento para a CAP e que nesse caso estaria atuando como molécula

repressora em promotores dependentes de CAP tipo Il (LAWSON et al., 2004).

No banco de dados do RegulonDB (http://requlondb.ccg.unam.mx/) existem 430

promotores regulados pela CAP. A sequéncia do promotor DM (-58 até o +1) foi comparada
com as do banco de dados e ndo mostrou identidade com nenhum promotor. Foi realizada a
busca por outras regibes do promotor e por fim foi comparada a sequéncia do operador
lacO1 de 21 pb (5’- AATTGTGAGCGGATAACAATT-3’). Nesse caso trés sequéncias de
promotores de operon lac foram encontradas, os promotores lacZpl, lacZp2 e lacZp3
(TIERRAFRIA et al., 2022).

O promotor lacZpl é o principal promotor do operon onde a CAP se liga nas
posicdes +11,5 e -61,5. O promotor lacZp2 é regulado nas posi¢des +33,5 e -39,5 e 0
promotor lacZp3 é regulado nas posicdes +26 e -46,5. As posi¢Oes denotam os sitios de
ancoramento para CAP em relagcdo a posicdo +1 dos trés promotores (lacZpl, lacZp2 e
lacZp3). Estes resultados nos indicou que a CAP pode reconhecer como seu proprio sitio de
ligacdo, a sequéncia do operador lac O1 em algumas posi¢Ges préximo do nicleo do
promotor (TIERRAFRIA et al., 2022).

A seguinte analise foi inserir no campo de busca do Regulon, o termo “galp” que
significa “promotor galP” do operon que codifica as enzimas para o metabolismo da
galactose (galETKM) e o promotor mais bem caracterizado com o sitio de ancoramento
para a CAP proximo da regido -35. As sequéncias do operon de galactose foram
investigadas e existem trés promotores regulados pela CAP a ser: galEp, galEpl e galEp2. O
promotor galEp e galEpl sdo regulados pela CAP na posi¢do -41,5 e o promotor galEp2 é
regulado pela CAP na posicdo -36,5. Os dois principais promotores regulados pela CRP
estdo situados de maneira opostas; um (galP1) é ativado e o outro (galP2) reprimido pela
CRP naregido -41,5 (WEICKERT & ADHYA, 1993).


http://regulondb.ccg.unam.mx/
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Uma outra analise foi inserindo no campo de busca o termo “-35”, (a regido -35) na
tentativa de obter sequéncias reguladoras reconhecidas pela CAP nesta posigdo ou em
adjacentes. Nao foi encontrado algum promotor regulado pela CAP na posi¢do -35, porém
existe em adjacentes como no -34,5 e no -35,5, como 0s promotores proPpl e o ptsHp2,
respectivamente. O promotor ptsHp2 apresenta a sequéncia de ligacdo para a CAP como
TTTATGATTTGGTTCAATTC ndo demonstrando tanta similaridade com a sequéncia
consenso AATGTGATCTAGATCACATT, e o motivo TGA e TCA sdo fortemente

conservados na sequéncia de ligacao para CAP.

A CAP tem um sitio de reconhecimento assimétrico com dois meios-sitios
distintos,um dos quais é semelhante ao sitio candnico de ligacéo, e 0 outro meio-sitio menos
conservado (TIERRAFRIA et al., 2022). CAP reconhece seu sitio de DNA por meio de uma
combinacao de “leitura direta” (reconhecimento de sequéncia de DNA mediado por ligacao
direta de hidrogénio ou interacGes van der Waals com pares de bases de DNA) e “leitura
indireta” (reconhecimento de sequéncia de DNA mediado pela deteccdo de efeitos
dependentes de sequéncia de DNA na posicdo de fosfato de DNA, solvatacao de fosfato de
DNA ou suscetibilidade a deformacdo do DNA) (BUSBY & EBRIGHT, 1999; LAWSON et
al.,, 2004). No promotor DM o motivo TGA presente no promotor estd pontuado
especificamente nas posi¢des -33, -32 e -31 e ndo esta presente o outro motivo TCA. Mas
diante de que o sitio da ligacdo da CAP poderia ser a propria regido operadora O1, a CAP
pode atuar reconhecendo como AATTGTGAGCGGATAACAATT, com um espacamento
de 5 nucleotideos e ndo como na sua sequéncia de reconhecimento original
AATGTGATCTAGATCACATT com 6 nucleotideos.

A interacdo espontanea dependente de sistema CAP-cAMP desempenha um papel na
instabilidade da expressdo recombinante e ndo sdo projetados vetores de expressdo com a
regulacao por fatores de transcricdo, por exemplo, a adicdo de 1% de glicose a células de
fase logaritmica praticamente eliminaria a expressdo da proteina recombinante. Trabalhos
com modificagcbes nesta sequéncia ocasionaram a destruicdo da sequéncia de ligacao
reconhecida por CAP (GROSSMAN et al., 1998).

Foi desenvolvido um promotor mutante derivado do promotor lac denominado de
placUV5, esse promotor difere do promotor lac selvagem em 2 nucleotideos na regido
conservada -10, tornando-a idéntica a sequéncia consenso TATAAT (a selvagem é

TATGTT) o que o torna 2,5 vezes mais forte que o promotor lac nativo. Além disso, o
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PlacUV5 ndo contém o sitio de ligagdo da proteina CAP e, portanto, ndo é passivel de
regulacdo por cAMP/glicose. Esse promotor integra cassetes de expressdo quando se
necessita expressar um gene em baixo/médio nivel de uma forma bem regulada (MOREIRA
et al., 2018). O promotor lacUv5 possui mutacdes no sitio de ligacdo na CAP para torna-lo
insensivel a repressdo catabolica nas posigdes —55 (C para T) e —66 (G para A), bem como
mutagdes UV5 na regido —10 (—9, —8 GT > AA) para aumentar a sua interacdo com o fator
sigma 70 (FULLER, 1982; YU et al., 2021).

Os resultados encontrados no presente trabalho reforcam que o motivo TGA da
regido -35 modificado em alguns promotores fez com que a regulagédo por glicose mediada
por via CAP fosse inativada. A definicdo do promotor DM visava adicionar na regido
espacadora (entre as regides -35 e -10) o operador lac O1, por isso naregido -35 adicionou-se
TTGTGA ao invés de TTGACA. De uma maneira surpreendente mesmo sem ter adicionado
o0 sitio de ligacdo de CAP propositalmente, a expressdo do gene da GFP estava sendo

regulada por glicose.

Visando melhorar o nivel de expressdo desse promotor utilizou-se a estratégia de
sintese quimica com nucleotideos degenerados e obtive-se varios promotores diferentes.
Alguns clones perderam a regulacdo por glicose e 0 sequenciamento das revelou que o0s
promotores com mutacGes no motivo TGA ndo estavam mais tdo bem reguladas por glicose,
0 que indica que a sequéncia sobreposta como operador na regido -35 € um sitio de ligacao
para CAP. A literatura mostra varios promotores sendo regulados para o CAP (atuando
como ativadora, repressora ou as duas acoes), inclusive os promotores da familia do lac e
gal, que sdo bem caracterizados e possuem a montante, a jusante ou préximo nucleo o sitio

de ligacio para CAP na regido -35, -10 e na regifio espacadora (TIERRAFRIA et al., 2022).

Além disso, pensa-se que o dimero de CAP funcional contém apenas uma Unica
molécula de cAMP. E geralmente aceito que as proteinas reguladoras, como a CAP, sio
dimeros para aumentar sua especificidade de ligacdo ao DNA. No entanto, uma vez ligado
ao DNA, um unico dominio de ativacdo adequadamente posicionado pode ser suficiente

para a ativacao da transcrigdo (GASTON et al., 1990).

Os promotores lac e hibridos que utilizam a regulagdo do lac, sdo conhecidos por
terem transcricao vazada (“leak™), ou seja, a transcricdo ocorre um pouco mesmo quando o

indutor esta ausente. A maior expressdo basal foi observada para os vetores contendo
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promotores trc e tac. Este fato foi observado em culturas de E. coli transformadas com
vetores Ptrc e Ptac com ori de baixa copia (p15A). Apesar de carregar a versdo Laclq do
gene do repressor o uso destes vetores pode ser uma desvantagem quando se deseja
expressar na bactéria uma proteina toxica (LOZANO TEROL et al., 2021).

No trabalho de Schuller e colaboradores, 2020, os promotores que continham apenas
um sitio lacO exibiram uma forga de promotor consideravelmente maior, mas também maior
vazamento da expressdo em promotores /operadores que continham dois sitios lacO. Quando
os dois lacO estavam localizados a uma distancia de 62 pb, eles exibiram uma afinidade de
ligacdo muito forte com a molécula repressora, mas estas condigdes resultaram em uma
parada completa na produtividade da producdo das proteinas recombinantes em celulas
parcialmente induzidas (SCHULLER et al., 2020).

Para contornar problemas de expressdo e regulacdo de proteinas, um conjunto de
promotores bacterianos foi construido por Hothersall e colaboradores, 2021, com uma
variedade de diferentes promotores de forca baixa, intermediaria e alta. Os desenhos génicos
dos promotores foram com base nos promotores lac ou tac e com sequéncias de DNA do
operador lac O1 ou/e O3 foram utilizadas para producédo das proteinas-alvo: GFP, horménio
de crescimento humano (hGH) e fragmentos de anticorpo de regido varidvel de cadeia
simples (scFvs). Além disso, devido a sua regulacdo rigorosa, demonstraram o que este
sistema também pode expressar uma proteina tdxica da membrana externa com sucesso em
diferentes cepas E. coli (HOTHERSALL et al., 2021).

Os clones 16.P1, 25.P1, 35.P1 (placa 1); 4.P2, 6.P2, 8.P2, 12.P2, 22.P2, 31. P2,
36.P2 (placa 2) e 1.P3, 2.P3, 4.P3, 16.P3, 17.P3, 18.P3, 20.P3, 22.P3 (da placa 3)
exibiram visualmente os maiores niveis de expressdo e foram analisados com mais detalhes.
Esses clones perderam a regulacdo por glicose e expressaram niveis maiores do gene da GFP
nesta condicdo. Foi constatado que os clones 16.P1, 25.P1, 35.P1, 22.P2, 31. P2, 36.P2,
1.P3, 4.P3, 17.P3, possuiam na regido -35 um ou dois nucleotideos do consenso ACA. Os
clones 6.P2 e 22.P3 possuem o ACA na regido -35 e com isso restaurou-se a sequéncia
consenso nesses promotores e os clones 12.P2, 2.P3, 16.P3, 18.P3 e 20.P3 apresentaram na
regido -35 a sequéncia TTGTGT e com diferencas nas regibes -10 entre a sequéncia
GATAAT ou a consenso TATAAT. Esses resultados reforcam o conhecimento de que a
regido TTGTGA é um importante sitio de ligacdo da CAP pois as alteracGes na sensibilidade

dos promotores a glicose ocorreram nos promotores com alteracdes na sequéncia TGA.
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Os promotores e o conjunto de vetores construidos nesse trabalho permitem a abordagem
de diferentes estratégias de clonagem e eficiente expressdo de genes heterdlogos, inclusive
para a expressdo de produtos toxicos. A metodologia aqui desenvolvida pode ser aplicada a
outros microrganismos, podendo gerar promotores de diversas forcas e diferentes niveis de
regulacdo para serem usados para a producdo de proteinas recombinantes em larga escala e

mesmo para se realizar engenharia metabdlica para diferentes fins.
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6 CONSIDERACOES E PERSPECTIVAS

Neste trabalho idealizou-se, construiu-se e testou-se um promotor sintético DM, que
mostrou excelente regulacdo e nivel médio de forca. O promotor, motivo de patente de
invencédo (anexa), foi inserido em um cassete de expressdo e todo o conjunto foi clonado em

um vetor de baixo numero de cépias (PDM-GFP) e testado sua funcionalidade em E. coli.

Para estudos posteriores da regulacdo e andlise da funcionalidade do cassete de
expressao, foi construido um conjunto de vetores baseado no promotor DM. O promotor
DM foi inserido por diferentes estratégias em diferentes chasis plasmidiais para clonagem e
expressdo de genes heter6logos. Os plasmideos recombinantes resultantes foram
denominados de: pDMO02, pCDM, pDMUO01 e pDMUO02. Os vetores construidos podem ser
utilizados para clonagem de promotores e clonagem e expressdo de genes homdlogos e
heter6logos com o uso de diferentes marcadores de selecdo e origens de replicacdo. Os
genes clonados podem ser expressos via 0 promotor DM por inducgdo através de um Unico
indutor (IPTG).

Os estudos realizados nesse trabalho indicaram que o promotor DM embora tenha
bom nivel de regulacdo, sua forca poderia ainda ser aumentada. Nesse contexto visando
aumentar a forca desse promotor foi construida uma biblioteca de promotores sintéticos para
serem utilizados em eficientes vetores de expressdo de genes heterélogos na E. coli. Para
confirmacdo de que o promotor € regulado por CAP, um experimento com uma hospedeira
E. coli deficiente de CAP ou cAMP deveria ser realizado (GROSSMAN et al., 1998).

Em outra vertente, espera-se determinar a for¢ca do promotor DM pela técnica de RT-
gPCR utilizando o vetor pDM-GFP comparando com a expressdo de genes constitutivos

(housekeeping) do genoma de E. coli JIM110 descritos na literatura.

Considera-se que os novos promotores podem ser utilizados na construgédo de um
maior conjunto de vetores de expressdo com diferentes caracteristicas para serem utilizados

em biologia sintética e engenharia metabolica.
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8 APENDICES

Pré-indculo - Selecionar uma col6nia isolada em placa de Petri contendo antibidtico seletivo
com palito limpo e autoclavado. Inocular a colénia em 5 mL de meio LB liquido em tubo de

ensaio com rosca e incubar a 37°C sob agitacdo durante a noite.

Sequéncia palindrémica - Uma sequéncia palindrémica é uma sequéncia de acidos nucleicos
em uma molécula de DNA ou RNA de fita dupla que apresenta simetria dupla, isto €, em
que a leitura em certa direcdo (por exemplo, 5' — 3") em uma fita é idéntica a sequéncia na

mesma dire¢do (por exemplo, 5" — 3') na fita complementar.
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SOLUCOES,
TAMPOES E
REAGENTES

COMPOSICAO

Tampéo TE

Tris-HCI - 20 mM; EDTA - 0,1 mM; pH 7,5

Tampédo de corrida
TEB 10x

Tris base - 0,89 M: Acido Bérico - 0,89M:; EDTA - 0,08M:
pH 8.0- 8.4

Tampdo de amostra
TEB 5x

Glicerol 30% (p/v); azul de bromofenol - 0,01% (p/v)

Tampado de lavagem

Tris-HCI (pH 7,5) 20 mM; EDTA
Etanol absoluto 96 mL

2 mM; NaCl 200 mM:;

Tampéao A

Tris-HCI pH 8 20mM; NaCl 500mM

Tampéao TN

Tris-HCI 10mM e NaCl 0,15M pH 8,0

Glicose 100%

Solucdo estoque: 100%
Solucdo de trabalho:1%

Ampicilina Solucdo estoque: 1g/mL
Solucéo de trabalho:100 pg/mL
Glicogénio Solugdo estoque: 2 pg/ul
Kanamicina Solucao estoque: 34 mg/mL
Solugdo de trabalho: 50 pg/mL
IPTG Solucao estoque: 1M

Solucdo de trabalho: 1mM

Brometo de etidio

Solucdo estoque: 10 mg/mL

Solugdo trabalho: 1 pg/mL

Etanol 70% (VIV)

MgCl: 25 mM

dNTP 2,5mM

Triton Solucdo estoque: 100X

Solucgdo trabalho: 100X

PMSF (fluoreto de

fenilmetilsulfonil)

Solucdo estoque: 100mM
Solucdo trabalho: 100mM

Marcador Ladder
DNA GeneRulerTM
1 kb (Fermentas);

250-10,000 pb; 75-20000 pb; 100-10000 pb.
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Plus; Mix

Solugbes do Kit GE | Solugéo I: Tris-HCI (pH 8) 25 mM
HealthCare EDTA 10 mM

Glicose 10 mM
Solucdo Il: NaOH 0,2 M

SDS 1% (p/v)
Solucéo I11: KAC 3M

Acido acético 2M

pH 4,8-5,0

ANEXO 2

Marcadores Moleculares de DNA

bpng/05ug % bp
L — 2072
20000 200 4.0 e — 1500
; 10000 200 4.0 S
7000 200 40 —
< 5000 750 150 s
2 4000 200 40 ez
7 3000 200 40 a—
= — 2000 200 40 e — 600
£ 1500 800 16.0 s
@
g — 1000 250 50
2 700 250 5.0
b —~ 500 750 150
oy — 400 250 50
— 300 250 50
E — 200 zgg gg
ez — 75 25 .
79.- - 100
=
f

O ladder 1Kb da Quatro G (500 — 10000 pb) possui um fragmento de 750 pb entre a
banda de 500 e 1000 pb. Foi utilizado também o Marcador GeneRulerTM 100 pb Mix (100
— 2072 pb).

Marcador Molecular de proteinas
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kDa
( Y245

—180
—135

—100
. 75
— 63

— 48
— 35
— 25

—20

—17

—— 11

4~15% TG
SDS buffer

ANEXO 3
Preparo de células eletrocompetentes e eletroporacdo

Foi realizado um pré-indculo de células competentes E. coli com o antibidtico
canamicina ou ampicilina e incubado em agitador de bancada (tipo shaker) de 160 rpm a
37°C durante a noite. Dessa cultura, 1 mL foi inoculado em 200 mL de meio LB isento de

antibiotico e ap6s foi incubada sob agitacdo de 150 rpm a 37°C.

Foram retiradas aliquotas de 1 mL, em intervalos de 1 hora até atingir O0.D.600 = 0,6.
Foi utilizado um branco contendo 0 mesmo meio para cultivo na auséncia de crescimento
bacteriano. Assim que a O.D. foi alcangada, foi pego tubos falcons pré-resfriados no gelo e

distribuido 50 mL de cultura em cada um.

As células foram centrifugadas a 4.000 rpm por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante
foi descartado de imediato e ressuspendido gentilmente com 10 mL de glicerol 10% estéril
gelado até soltar o pellet. As células foram novamente centrifugadas a 4.000 rpm por 10
minutos a 4°C e o sobrenadante descartado. Esta operacdo foi repetida seguidamente por 3

vezes e as células foram reunidas em um unico tubo falcon no final.
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Logo apos as lavagens e centrifugacdes, o pellet foi ressuspendido gentilmente em 1
mL de glicerol 10% gelado e estéril. As células eletrocompetentes foram separadas em
aliquotas de 50 ou 100 pL distribuidas em microtubos, congeladas imediatamente em

nitrogénio liquido e estocadas a -80°C.

Uma aliquota do sistema de ligacéo foi misturado em 50 ou 100 pL de células E. coli
eletrocompetentes que estavam a -80°C e transferidos para uma cuveta de eletroporacéo (0,2
cm). Foi aplicado um pulso elétrico de 1900 mV no equipamento eletroporador
(“Eletroporator 2510 Eppendorff”), e imediatamente apds dois pulsos, adicionou-se 500 pL
de meio LB na cuveta revigorando as células transformadas. As amostras foram incubadas a
37°C por 1 hora com agitacdo (160 rpm) para estabilizacdo e em seguida, aliquotas do
sistema (vetor + fragmento + célula) foram plaqueados em placas de Petri com meio LB
agar solido contendo o antibidtico seletivo canamicina ou ampicilina. Ao final do

plagueamento as placas foram incubadas invertidas a 37°C durante a noite.

ANEXO 4

Preparo de células quimiocompetentes pelo método de Cloreto de célcio e choque térmico

Uma colénia isolada foi retirada com palito estéril potiagudo da placa de Petri
contendo antibiotico seletivo canamicina ou ampicilina e inoculada em pré-in6culo. O pré

indculo foi incubado a 37°C sob agitacdo durante a noite.

No outro dia foi inoculado 500 pL do pré-inoculo de bactéria em 50 mL de meio LB
e incubado a 37°C sob agitacdo até a cultura atingir uma densidade Optica a 600 nm de 0,2 a
0,4. Foi utilizado um branco contendo 0 mesmo meio para cultivo na auséncia de
crescimento bacteriano. Apos a afericdo da absorbancia foi transferido 40 mL da cultura
bacteriana para um tubo Falcon (de 50 mL) e centrifugado a 3.000 g a 4°C por 15 minutos.

Apobs a centrifugacdo o sobrenadante foi descartado.

O pellet (massa celular) foi ressuspendido em 20 mL de solucdo de Tris-Ca gelada
(4°C) através de suave agitacdo e posteriormente centrifugada a a 2.000 g a 4°C por 10

minutos. Apds a centrifugacdo o sobrenadante foi descartado.
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O pellet foi novamente ressuspendido cuidadosamente em 1 mL de solugcdo Tris-Ca
gelada (4°C) e apds isso as células foram mantidas no gelo por pelo menos 45 minutos.

Apods o tempo minimo de 45 minutos, a partir do que, as células passam a ser
consideradas “competentes”, podendo ser usadas imediatamente ou durante 24 horas depois,
foi transferido 100 uL de células competentes do tubo falcon para um microtubo de 1,5 mL
com 10 a 50 ng de DNA plasmidial ou 5-10 pL do vetor. O sistema (células + vetor) foi

colocado em banho de agua-gelo por pelo menos 15-30 minutos.

Em seguida, o sistema foi submetido a um choque térmico incubando 37°C por 5 min
utilizando banho-maria e foi adicionado 1 mL de meio LB aos tubos submetidos a choque
térmico. O sistema foi incubado por 60 min. a 37°C, e ap06s plaqueado em aliquotas que
variavam de 50 até 300 pL das suspensdes de células transformadas em placas contendo
meio LB-s6lido com o antibidtico adequado. Ao final as placas eram incubadas invertidas a
37°C durante a noite (12-15h).

Controles da transformacéo:

- Negativo — Um sistema sem DNA — plaquear 50 ou 100 pL da célula hospedeira em placa
de Petri com LB sem antibi6tico.

- Positivo — fazer um sistema de transformacdo com 25 ng de um plasmideo conhecido —
plaquear 50 ou 100 pL em placas com e sem antibi6tico.

Solucéo:

Tris-Ca: Tris-HCI 10mM pH 7,5 e CaCl2 80 mM - esterilizado por fervura em forno de

micro-ondas.

ANEXO 5

EXTRACAO PLASMIDIAL POR LISE ALCALINA

ilustra™ plasmidPrep Mini Spin kit

Inocular uma colonia isolada no dia anterior e transferir para um préeindculo contendo
antibiotico seletivo apropriado e incubar a 37°C por 16 horas com agitacdo (150 rpm).
Transferir 1.5 mL da cultura para um microtubo de 1,5 mL e centrifugar a 12.000 g por 1

minuto.
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Ressuspender o pellet em 175 pL da solucdo Lysis buffer type 7. Adicionar 175 pL
da solucéo Lysis buffer type 8 e gentilmente inverter o tubo algumas vezes. Adicionar 175
puL da solucdo Lysis buffer type 9 e gentilmente inverter o tubo algumas vezes até

precipitar bem. Centrifugar a 16.000 g por 4 minutos.

Ap0s, coletar o sobrenadante e transferir para um tubo novo contendo uma coluna
dentro e centrifugar por 30 segundos a 16.000 g. Descartar o centrifugado do tubo e
adicionar na coluna 400 pL da solucdo Wash buffer type 1, centrifugar por 1 minuto a
16.000 g.

Ap0s a centrifugacdo, descartar o centrifugado e o tubo, e transferir a coluna para um
novo microtubo 1,5 mL novo e estéril. Adicionar 50-100 pL da solucdo Elution buffer type
4 no centro da coluna e centrifugar por 30 segundos a 16.000 g. Repetir este procedimento
mais 2 vezes sempre usando o centrifugado e passando na coluna novamente. Analisar o

DNA plasmidial extraido em gel de agarose ou armazenar em -20°C.

Cellco Fast-n-easy Plasmid Mini-Prep kit (Column based isolation of plasmid DNA)

1 Recuperacao das células e lise

Recupere as células a partir de uma cultura celular (1-3 mL) por centrifugacdo
ressuspender o pellet bacteriano em 300 pL de Lysis Buffer por pipetagem ou vortex por 1

minuto.
2 Neutralizacéo

Adicione 300 pL do Neutralization Buffer (contendo RNase) na amostra e misture
gentilmente por inversdo do tubo 4-6 vezes (ndo usar vortex). Centrifugue a 10.000 g por 5
min. A cor da mistura de ligacdo devera mudar para amarelo brilhante, indicando um pH de
7.5 (requerido para a ligacdo 6timo do DNA na coluna). A coloracdo laranja ou violeta
indica que o pH > 7.5 e implicard numa adsorcdo do DNA ineficiente. Neste caso, é
recomendado o ajuste do pH pela adi¢do de pequeno volume de acetato de sodio 3M (pH
5.0) antes de prosseguir com as demais etapas.

3 Ativacéo da coluna
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Coloque a coluna (spin column) em um tubo coletor de 2 mL e adicionar 100 pL de
Activation Buffer na coluna. Centrifugar a 10.000 g por 30 segundos.

4 Carregamento da coluna

Aplique o sobrenadante da etapa 2 na coluna ativada por decantacdo ou pipetagem.
Centrifugar a 10.000 g por 30 ssegundos. Descartar o que passou pela coluna.

5 Lavagem da coluna

Adicionar 500 puL de Washing Buffer na coluna. Centrifugar a 10.000 g por 30 s.
Descartar o que passou pela coluna.

Lavagem Secundaria (opcional): Recomendada apenas para fragmentos de DNA menores

que 200 bp, se DNA altamente puro (para sequenciamento, transfec¢éo, etc.) for necessario.
Adicione 700 pL de Washing Buffer na coluna. Centrifuguar a 10.000 g por 30 s e

descartar o que passou pela coluna. Centrifugar a 10.000 g por 2 minutos para remover

qualquer residuo de Washing Buffer.
6 Eluicao

Colocar a coluna em um microtubo de 1.5 mL novo e adicionar 30-50 pL de Elution
Buffer ou dgua no centro da coluna. Incubar por 1 minuto a temperatura ambiente e apds

centrifugar a 10.000 g por 1 minuto para eluir o DNA.

ANEXO 6

Purificacdo de DNA a partir de géis de agarose TBE e TAE (Illustra GFX PCR DNA and
Gel Band Purification Kit)

1. Captura da Amostra

Pesar um microtubo de 1,5 mL livre de contaminagdes e registrar o seu peso. Usar
um bisturi limpo, comprimento de onda longo (365 nm), luz ultravioleta e tempo de

exposi¢cdo minimo, cortar a banda de agarose contendo a amostra de interesse. Colocar a
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banda em gel de agarose no microtubo de 1,5 mL e registrar seu peso. Repetir este

procedimento se houver mais amostras.

Pesar o microtubo com a banda de agarose e calcula o peso da banda de agarose.
Adicionar 10 pL de Capture buffer type 3 para cada 10 mg de agarose. Misturar por
inversdo e incubar a 60 °C durante 15-30 minutos até a agarose estar totalmente dissolvida.

2. Ligacdo da Amostra na coluna

Para cada purificacdo que esta a ser executada, colocar uma coluna GFX MicroSpin
em um microtubo. Centrifugar a amostra rapidamente. Transferir até 800 puL de amostra no
tubo de coluna, incubar a temperatura ambiente durante 1 minuto e centrifugar a amostra no
tubo de coleta com a coluna a 16.000 g por 30 segundos. Eliminar o centrifugado do

microtubo e colocar a coluna GFX MicroSpin de volta para dentro do microtubo.
3. Lavagem das amostras

Adicionar 500 pL de Wash buffer type 1 dentro da coluna GFX MicroSpin e
centrifugar a 16.000 g por 30 segundos. Descartar o centrifugado e o tubo de coleta e

transferir a coluna GFX MicroSpin a um microtubo de 1,5 mL livre de contaminacGes.
4. Eluicdo

Adicionar 10-50 pL de Elution buffer type 4 or type 6 para o centro da membrana
na coluna GFX MicroSpin e incubar a temperatura ambiente durante 1 minuto. Centrifugar a
amostra 16.000 g por 16 000 x g durante 1 minuto para recuperar o DNA purificado.
Guardar o DNA purificado a -20 ° C.

ANEXO 7
Protocolo de purificacdo de DNA por precipitagdo

Adicionar no microtubo da liga¢do 2 pL de glicogénio (2 pg/pL), 0.1V de NaCl 3M)
e 2.5V de Alcool absoluto. Deixar o sistema durante a noite por -20°C. Ap6s transpassado a
noite, centrifugar por 15 minutos a 4°C por 12000rpm ou 16000g. Com auxilio de uma
pipeta, retirar o sobrenadante com cuidado. Adicionar 1 mL de alcool 70% gelado pelas

bordas, em movimento circulares, gentilmente, para lavar o eppendorf. Incubar por 15
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minutos no gelo. Centrifugar por 10 minutos a 4°C. Retirar o sobrenadante gentilmente.
Tentar deixar o tubo o mais sem liquido possivel e deixar o tubo aberto secando no fluxo.

Redissolver o DNA purificado e concentrado em 2-10 puL H20 ultrapura tipo 1.
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UM PROMOTOR SINTETICO PARA ALTA EXPRESSAO DE GENES
HETEROLOGOSEMEscherichia coliEM PERFORMANCE BEM REGULADA

Campo da Invencéao, Finalidade e Aplicacio

[001]Dentre as ferramentas utilizadas pela engenharia genética, os vetores de expressao
estdo entre as mais importantes, pois programam a expressao da sintese de proteinas
heter6logas nas celulas hospedeiras.Desta forma, sdo utilizados para a expressdao em
altos niveis de genes de interesse industrial, como os codificadores de: insulina,
horménio de crescimento, anticorpos monoclonais, enzimas, dentre outras. Esses
vetores também sdo utilizados para realizar edi¢cdo gendmica e engenharia metabodlica
em células para os mais variados propdsitos, inclusive para finalidades de terapia
genética e para producdo industrial de substancias de baixo peso molecular como
substancias antimalaricas, antineoplasicas e antibidticas (COHEN, 1973; DEMAIN
&VAISHNAYV, 2009; KEASLING, 2012; VITORINO & BESSA, 2017).

[002] Um dos principais componentes de um vetor de expressdo ¢ o “cassete de
expressdo”, composto por um conjunto seleto de sequéncias de DNA que garantem a
expressdo de genes codificantes de proteinas de interesse industrial na célula
hospedeira. Um “cassete de expressdo” contém principalmente: 1) um promotor de
transcri¢do capaz de recrutar a RNA polimerase holoenzima (02, B, p', ® e 6) e iniciar a
sintese do RNA mensageiro (MRNA); 2) uma regido de mdaltiplos sitios de enzimas de
restrigdo (“polylinker”) para permitir a introducdo das informacGesgenéticas a serem
expressas; 3) e um terminador de transcricdo — para interromper a sintese do mRNA
pela RNA polimerase (HALL et al, 1995; BROWNING & BUSBY, 2004; SINGHA et
al, 2017).

[003] Um dos componentes mais importantes de um vetor de expressdo é o promotor,
uma sequéncia de DNA que é reconhecida pela subunidade sigma da RNA polimerase
para dar inicio a transcricdo, ou seja, a biossintese de RNA.Os promotores podem ser
passiveis de regulacdo (regulados) ou ndo (constitutivos) (GOLDSTEIN & DOI, 1995;
HAUGEN et al., 2008).

[004] Visando garantir a alta producédo de proteinas em células hospedeiras durante o
processo fermentativo em escala industrial, hd a necessidade de que a expressao génica

seja precisamente regulada. Desta forma, ha a capacidade de ativar/induzir a sintese de
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genes somente apos o crescimento celular atingir o nivel adequado. A expressao em
altos niveis no inicio da fase de crescimento das células nos processos fermentativos
pode acarretar sobrecarga do maquinério celular e a morte das mesmas, inviabilizando o
processo e consequentemente comprometendo a producdo da proteina recombinante de
interesse industrial. Para a expressao de proteinas heterélogas toxicas em niveis médios
e altos no interior das células hospedeiras é imprescindivel que o0s seus genes sejambem
regulados. Por isso a descoberta ou invengdo de novos promotores bem regulados
éimportante e fundamental para o desenvolvimento da moderna biotecnologia industrial
(SAIDA, 2006; OVERTON, 2014).

[005] Atualmente, com o desenvolvimento da engenharia metabdlica e a biologia
sintética, muitas vezeshd a necessidade de se expressar simultaneamente diferentes
proteinas heter6logas no interior de uma mesma célula. Para isso, seus genes devem ser
expressos por meio de uma gama de cassetes de expressdo, com sequéncias
suficientemente diferentes entre si para evitar que ocorra recombinacdo entre elas e
consequentemente instabilidade do sistema genético e inviabilizacdo do processo como
um todo (GLICK, 1995; TERPE, 2006; KEASLING, 2012; BLAZECK & ALPER,
2013; ENGSTROM & PFLEGER, 2017).

[006] A presente sequéncia promotora, invencdomotivo dessa solicitacdo de patente,
pode ser aplicada nas duas circunstancias acima descritas: 1) na producdo industrial em
altos niveis de proteinas recombinantes; 2) e na engenharia metabdlica do maquinario
celular envolvendo a expressdo simultdnea de diferentes genes heterdlogos; pois
apresenta expressao forte, bem regulada e sua sequéncia difere dos outros promotores

conhecidos atualmente.
Breve descri¢do das Figuras

[007] A Figura 1 apresenta o mapa fisico do vetor de expressdo pDMO02. Pode-se
identificar os principais componentes do vetor, como: o promotor sintético regulado
(DM) e o operador lac;o sitio de ligagdo ao ribossomo (RBS) derivado do gene da
proteina 10 do fago T7; a regido de multiplos sitios de clonagem composto pelos sitios
das enzimas (Ndel, Hpal, Aflil, Kpnl, Bglll, Pmel e BamHI); o terminador de
transcri¢do funcional T1, do gene de rrnB de E. coli; o marcador de selegéo que confere

resisténcia ao antibidtico canamicina (CamR); e a origem de replicacdo de baixo
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numero de cépias — p15A (~10 a 12 copias). Os sitios das enzimas de restricdo

destacados em negrito sdo Gnicos no vetor.

[008] A Figura 2 mostra 0 mapa fisico do vetor de expressdo pDM-GFP. A sequéncia
codificante do gene da proteina verde fluorescente (GFP) foi clonada no vetor pDMO02

entre os sitios de Ndel e BamHl.

[009] A Figura 3 apresenta o mapa fisico do plasmideo recombinante pDM-TEK. O
gene hibrido, no qual possui uma porcdo do gene da tiorredoxina humana e a parte
catalitica da enzima enteroquinase bovina, foi clonado no vetor pDMO02 entre 0s sitios
de Ndel e BamHI.

[010] A Figura 4 apresenta o perfil de expressdo do gene da GFP, indicado pela
fluorescéncia emitida pela proteina GFP em fun¢do do tempo de cultivo de E. coli
JM110, programada pelo promotor sintético DM, clonado no plasmideo pDM-GFP. O

processo de inducdo com IPTG ocorreu a partir do inicio do cultivo.

[011] A Figura 5 mostra os resultados da analise por eletroforese em gel desnaturante de
poliacrilamidal2% (SDS-PAGE) e fluorescéncia da producdo de GFP por um clone de
E. coli JM110 em diferentes condi¢es de cultivo. Nas raias 1, 2 e 3, cultivo com
canamicina e o indutor IPTG; raias 4, 5 e 6, com apenas canamicina; raias 7, 8 e 9
cultivo com glicose e canamicina. A raia M mostra o marcador molecular em kDa. A

proteina recombinante GFP localiza-se na posi¢cdo de aproximadamente 25 kDa (seta).

[012] A Figura 6 apresenta perfil do crescimento celular (ABS. 600nm x tempo) de E.
coli JM110 programada com o plasmideo pDM-TEK. O processo de indu¢do com IPTG

ocorreu a partir do inicio do cultivo.

[013] A Figura 7 apresenta o perfil eletroforético em gel de poliacrilamida desnaturante
[12%] de proteinas expressas por um clone de E. coli JM110 em diferentes condi¢des de
cultivo. Nas raias 1 e 4, cultivo com glicose e canamicina; raias 2 e 5, com apenas
canamicina; raias 3 e 6, cultivo com canamicina e o indutor IPTG. Nas raias 1, 2 e 3
amostras com 4 horas de cultivo; nas raias 4, 5 e 6 amostras com 8 horas de cultivo. A
raia M, mostra o marcador molecular em kDa. A proteina recombinante TEK localiza-se

na posicao de 50 kDa (seta).
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Breve descricdo das sequéncias

[014] A Sequéncia 1 compreende o novo promotor sintético regulado - DM. O promotor
apresenta a sequéncia do UP element (TTAAAATTATTTTCAAACGG), a regido -35
(TTGTGA) sobreposta ao operador lac (AATTGTGAGCGGATAACAATT), a regiéo -
10 (GATAAT), o elemento -10 estendido (TGTGTG), o discriminador (GGGGACC) e

0 sitio de inicio da transcricdo ou +1 composto por uma base nucleotidica adenina (A).

[015] A Sequéncia 2 consiste na sequéncia do cassete de expressdo contido no vetor
pDMO02. A porcdo sublinhada mostra o promotor sintético regulado descrito na
Sequéncia 1; a regido em italico identifica o sitio de ligacdo ao ribossomo; marcado em
negrito estdo sitios de enzimas de restri¢ao (“polilinker”) ¢ o terminador de transcri¢do
sublinhado duas vezes.E nas extremidades estdo os sitios de reconhecimento das

enzimas de restricdo EcoRlI, Notl, Xbal e Spel, Notl e Pstl.

[016] A Sequéncia 3 refere-se a sequéncia codificante do gene da proteina verde
fluorescente (GFP). Nas extremidades estdo os sitios de reconhecimento das enzimas de
restricdo Ndel e BamH |I.

[017] A Sequéncia 4 consiste da sequéncia de parte do gene da tiorredoxina humana
fusionado com a porcdo catalitica do gene da enteroquinase bovina, referida no texto
como sequéncia TEK. A sequéncia que esta sublinhada corresponde a sequéncia de
parte do gene da tiorredoxina. As sequéncias que estdo delimitadas em negrito e com
identificacdo por escrito (Sitio de reconhecimento ENTK) correspondem a dois sitios de
reconhecimento da enzima enteroquinase. A sequéncia que esta pontilhada corresponde
ao dominio His-tagutilizado para purificacdo. A sequéncia que nao esta sublinhada
corresponde a cadeia leve (catalitica) da enzima enteroquinase. E nas extremidades

estdo os sitios de reconhecimento das enzimas de restricdo Ndel e BamHI.

[018] Sequéncia 5 refere-se a sequéncia produzida por sintese quimica, contendo
multiplos sitios de clonagem “polylinker”, com sitios das seguintes enzimas de
restricdo: 5> Ndel, Hpal, Aflll,Kpnl, Bglll, Pmel e BamHI 3°.

[019] A Sequéncia 6 mostra a sequéncia completa do vetor de expressdo pDMO02.
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Promotores e vetores de expressao derivados do operon lac — Estado da técnica.

[020] Os vetores de expressdo funcionais em Escherichia coli para a produgdo de
proteinas recombinantes necessitam ser bem regulados ja que a alta e constante
expressdo de um gene heter6logo, com o acimulo da respectiva proteina, pode ser
prejudicial ou mesmo letal para as células, especialmente quando sdo toxicas
(SCHUMANN & FERREIRA, 2004; SAIDA, 2007; MARSCHALL et al, 2017).

[021] A regulacdo da expressdao génica em E. coli, como em todos os seres procariontes,
ocorre principalmente ao nivel da transcricdo, tendo como principal elemento génico
funcional, o promotor. Existem dois grandes tipos de promotores presentes nas células,
os ditos constitutivos ou ndo regulaveis e os regulaveis, ou seja, 0s que sdo suscetiveis a
regulacdo (ANTHONY et al, 2004; HEISS et al, 2016).

[022] Um promotor é uma sequéncia de DNA curta (40 ~ 80 pb) capaz de recrutar a
RNA polimerase holoenzima (a2, B, B', ® € ©) e iniciar a sintese de RNA. Em E. coli, 0s
promotores mais comuns empregados em circuitos genéticos modificados sdo aqueles
que interagem e sdo reconhecidos pelo fator 670. Os promotores reconhecidos por 670
em E. coli possuem elementosconservados denominados de regido -35 (TTGACA) e
regido -10 (TATAAT) relativamente ao ponto de inicio da transcricdo (+1). Estes
hexameros sdo separados pela distancia de 17 nucleotideos, podendo ser um pouco
maior ou menor, mas normalmente 17 nucleotideos € a distanciaexistente na maioria
dos promotores fortes, pois corresponde ao espacamento ideal para acoplamento da
subunidade sigma (BROWNING & BUSBY, 2004; RANGEL-CHAVEZ et al., 2017).

[023] O complexo génico regulavel mais estudado e utilizado em engenharia genética é
0 operon responsavel pelo metabolismo da lactose (lac) de Escherichia coli. Esse
operon regulavel é capaz de ser ativado/ndo ativado e reprimido/induzido. O operon lac
¢ constituido por trés genes estruturais designados por lacZ, lacY e lacA, que,
respectivamente, codificam as proteinas f-galactosidase, permease e transacetilase sob
o0 controle do promotor lac, que atua juntamente com outros elementos regulatorios para
captacdo e uso da lactose, parautiliza-la como substrato energético, quando h& pouca
oferta de glicose para a célula (JACOB & MONOD, 1961; COOPER & MAGASANIK,
1974; LEWIS, 2005).
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[024] O operon lac apresenta duas formas de regulacdo que atuam de forma
complementar. O sistema de repressdo/inducédo que envolve diretamente a regido
promotora/operadora onde se liga a proteina repressora Lacle o sistema de ativacdo que
envolve uma sequéncia especifica de DNA préxima ao promotor onde se liga a proteina
CRP (Ciclic-AMP Receptor Protein), também denominada de CAP (Proteina Ativadora
de Catabolismo) (KUHLMAN et al, 2007; ULLMAN, 2009).

[025] O sistema de repressao/inducdo funciona da seguinte forma: a E. coli tem um
gene constitutivo (ndo regulado) denominado de lacl, que sintetiza a proteina repressora
Lacl, constituida por 360 aminoacidos, um produto difusivel ativo que reconhece e se
liga com afinidade ao locus operador (lacO) na auséncia de lactose. Tal ligacdo impede
gue a RNA polimerase se associe ao promotor lac (lacP), blogueando a transcrigdo
deste operon. Na presenca de lactose, essa € isomerizada no interior da célula,
originando a alolactose, que se liga a proteina repressora lacl e altera sua conformacao,
fazendo com que essa perca a afinidade pelo operador lac, liberando-o0. Dessa forma, a
RNA polimerase pode reconhecer o promotor (lacP) e iniciar o processo de transcricao
dos genes estruturais do operon lac, ou seja, dos genes lacZ, lacY e lacA. Esse processo
de liberacdo datranscricdo se chama de indugdo, onde a alolactose atua como molécula
indutora. Normalmente, em laborat6rio, para induzir-se o operon lac utiliza-se um
indutor analogo, ndo metabolizavel e mais eficiente denominado de isopropil-g-D-1-
tiogalactopiranosideo (IPTG) (JACOB & MONOD, 1961; ULLMAN, 2009; GARCIA
etal., 2012; FAUST et al., 2015; BROWNING & BUSBY, 2016).

[026] O operador lac (lacO), que tem uma afinidade alta ao repressor Lacl, € uma
sequéncia  palindrébmica  imperfeita de 21  pares de  nucleotideos
(AATTGTGAGCGGATAACAATT) que na versdo natural do promotor do operon lac
esta localizado daposi¢do +1 no sitio de iniciagdo da transcri¢do, até a posigdo +21
(GILBERT & MULLER-HILL, 1966; LEWIS, 2005). O operon Lac natural contém
tambeém dois outros operadores lac situados nas posi¢des -82 e +412 e postula-se que
atuam sinergisticamente (OEHLER et al., 1990).

[027] O sistema de ativacdo, sensivel a glicose, envolve cAMP, a proteina CRP (ou
CAP) e o locus de ligacdo do complexo CRP-cAMP. Na auséncia de glicose, aumenta o
nivel de CAMP nas células de E. coli, e este liga-se a proteina CRP. O complexo cAMP-

CRP liga-se em uma sequéncia especifica de DNA que se situa a montante do
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promotor/operador. O complexo dimero CAMP-CRP interage com a RNA polimerase de
forma que resulta na ativagdo do processo de transcricdo dos genes estruturais do
operon lac (BECKWITH, 1987; BUSBY & EBRIGHT, 1999; LEWIS, 2005).

[028] Pelo acima exposto, o maior nivel de transcricdo do operon lac ocorre entdo na
auséncia de glicose (sistema ativado) e na presenca de alolactose ou IPTG (sistema
induzido). Por outro lado, o menor nivel de transcricdo ocorre na presenca de glicose e
auséncia de um indutor. O sistema dual de regulacéo ocorre simultaneamente e de forma
complementar, satisfazendo as necessidades do metabolismo celular. Entretanto, esse
sistema de regulacdo génica para expressdo de proteinas heter6logas em altos niveis em
E. coli, apresenta limitacGes para aplicacdo industrial por dois principais motivos: 1) O
promotor lac (lacP) é um promotor de forca fraca e por si s6 ndo programa a producao
em altos niveis de proteina heter6logas na células;2) Embora o sistema de regulacéo
seja dual, ainda assim a regulacdo ndo é boa (estringente), apresentando expressao
basal.Portanto, mesmo nas melhores condi¢Ges de repressdo e nao ativacgdo, ainda
ocorre um baixo nivel de transcricdo, cerca de 2% do total, e esse fato inviabiliza a
expressao de proteinas toxicas para as células bacterianas (BECKWITH et al., 1972;
CAMSUND, 2014; ROSANO & CECCARELLLI, 2014).

[029] Esses dois motivos, além da necessidade de existirem promotores disponiveis
com sequéncias diferentes para programacao de células simultaneamente com multiplos
genes heterélogos, foi 0 que motivou os autores a inventarem o novo promotor DM e a
desenvolver o vetor de expressdo pDMO02, que é capaz de programar a expressdo de

proteinas heter6logas em E. coli em altos niveis e de forma bem regulada.

[030] Com o desenvolvimento da engenharia genética/biologia sintética,diversos
promotores foram clonados ou construidos por sintese quimica, constituindo as
estruturas de diferentes cassetes de expressdo. A seguir serdo apresentados vetores de

expressao contendo promotores de diferentes origens:

-Promotor lac natural, utilizado conjuntamente com parte da sequéncia
codificante do gene lacZ na composicdo dos vetores de clonagem e expressao de
proteinas de fusdo (hibridas), denominados de pUC8, pUC9, pUC18 e pUC109.
Esses vetores sdoamplamente utilizados para clonagem molecular de genes, por

conta do elevado nimero de copias de suas origens de replicacdo. Porém, sé
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expressam proteinas na forma de fusdo com [B-galactosidase, com nivel de
expressdo e regulagdo baixo (RINGS, 1982; YANISCH-PERRON et al., 1985;
STRIEDNER et al., 2003; MARSCHALL et al., 2017);
- Promotor tac, um promotor hibrido formado por parte dos promotores lace trp
(do operon triptofano). O promotor tac contém a regido consensual -35
(TTGACA) derivada do promotor trp e a regido consensual -10 (TATAAT)
derivada do promotor lac e entra na composicao dos vetores da série pTTQs ou
pTRCs, que expressam medios e altos niveis de proteinas heter6logas com
médio nivel de regulacdo (de BOER et al., 1983; STARK, 1987; WONG &
SUTHERLAND, 1990; 1997);
- Promotor Pgap do operon da arabinose é regulado por L-arabinose e glicose,
entra na composicdo dos vetores da série pBADs que expressam genes
heter6logos com forca média e relativamente bem reguladosem bactérias
(GUZMAN et al., 1995; GRUBER & HUANG, 2011; MARSCHALL et al.,
2017);

- O promotor T7do bacteriéfago T7, sO € transcrito pela propria polimerase do
virus T7. Entra na formacdo dos vetores da série pETs,que expressam proteinas
heterdlogas em altos niveis, porém com baixo nivel de regulacdo (STUDIER et
al., 1997; PIOLI et al., 1999; OVERTON, 2014);
- Promotores pR e pL, derivados do fago A,regulados pelo repressor

termossensivelC I’

, a0 induzidos pelo aumento da temperatura de 30°C para
40°C. Os vetores de expressdao baseados nesses promotores expressam,
respectivamente, médios e altos niveis de proteinas heter6logas de forma bem
regulada. Entretanto, para manter-se ndo induzido termicamente, a célula
hospedeira E. coli necessita crescer abaixo de sua temperatura étima, a 30°C,
sendo uma limitacdo para o processo fermentativo industrial. Além disso,
durante a inducdo a 40°C, o aumento da temperatura pode desencadear na
ativacdo do sistema de estresse celular térmico, influenciando no metabolismo

celular (KELLY et al., 2005; LIMA et al., 2010; VALDEZ-CRUZ et al., 2010).

Descricao detalhada do promotor e do vetor de expressdo objetos da invengéo

[031] O promotor DMinventado pelos presentes autores, cuja sequéncia completa esta

apresentada na Sequéncia 1, foi construido por sintese quimica simultaneamente com
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todo o cassete de expressdo (Sequéncia 2). Além do promotor, 0 cassete de expressao
contém também a sequéncia codificadora da regidao 5° UTR do mRNA do gene da
proteina 10 do bacteriéfago T7 que contém um eficiente sitio de ligagdo do ribossomo
(OLINS, 1988), uma regido de mudltiplos sitios de clonagem, e um terminador de
transcricdo, o T1 do gene de rrnB de E. coli (OROSZ et al., 1991).

[032] Como pode ser observado na Sequéncia 1, o operador lac (lacO) do sistema do
operon lac foi sobreposto a regido conservada -35 e a regido espacadora situada entre a
regido -35 e a -10 (TATA ou Pribnowbox) do promotor. Portanto, a regido -35 no
presente design apresentaa sequéncia TTGTGA, ao invés da sequéncia consensual
TTGACA. Dessa forma, diferentemente do promotor lac natural, no promotor sintético
DM a regido de reconhecimento -35 da subunidade sigma 70 esta sobreposta a regido
operadora, onde se acopla a proteina repressora Lacl, aprimorando consequentemente a
eficiéncia de bloqueio da transcricdo deste complexo promotor-operador-regulador.
Essa estratégia fez com que o promotoroperasse combom nivel de regulagdo por meio
do genelacl® que codifica a proteina repressora Lacl. Para completar os 17 nucleotideos
preferenciais da regido espacadora entre as regides -35 e -10, optou-se por colocar o
elemento TGTG antes da regido -10, considerado uma extensdo da mesma, capaz de

torna-la mais eficiente e potencializar a forca da expressdo (BURR et al., 2000).

[033] O cassete de expressao contendo a regido estrutural do gene da GFP (Green
FluorescentProtein)  (Sequéncia  3)  construido  por  sintese  quimica
(GenoneBiotecnologies Ltda.) foi clonado em um plasmideo denominado pSB3K3-
TH2,0 plasmideo resultante foi denominado pDM-GFP (Figura 2). Além do cassete de
expressao, esse plasmideo possui origem de replicacdo de baixo numero de cépias (10-
12 cépias) proveniente do plasmideo p15A (CHANG & COHEN, 1978) e 0 gene de
resisténcia a canamicina originario do transposon Tn903 (GRINDLEY & JOYCE,
1980).

[034] Para estudar a expressdo e regulacdo de genes heterélogos sob o controle do
promotor DM, uma outra sequéncia génica, também produzida por sintese quimica,
codificante da proteina hibrida entre tiorredoxina humana e enteroguinase bovina (TEK)
(Sequencia 4) foi subclonada entre os sitios das enzimas de restricdo Ndel e BamHI do
plasmideo recombinante pDM-GFP, em substituicdo a sequéncia codificante do gene da
GFP, originando o plasmideo recombinante pDM-TEK (Figura 3).
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[035] Estudos de expressdo do gene da GFP e da proteina hibrida entre tiorredoxina
humana e enteroquinase bovina (TEK), contidos respectivamente nos plasmideos
recombinantes pDM-GFP e pDM-TEK, demonstram que o promotor DM € capaz de
expressar altos niveis de proteinas heterdlogas em E. coliem performance muito bem

regulada (estringentemente) (Figuras 4, 5, 6 e 7).

[036] Para criar um vetor de expressdo com maior flexibilidade para clonagem e
expressdo de outras sequéncias, o gene de GFP do plasmideo pDM-GFP foi substituido
por uma sequéncia com mdaltiplos sitios de restricdo (polylinker) (Sequencia 5),

originando o vetor pDMO02 (Figura 1) (Sequéncia 6).
Exemplos

Exemplo 1 — Sintese quimica do promotor DM, do cassete de expressao, construcao

do plasmideo pDM-GFP e expressao do gene da GFP em Escherichia coli.

[037] Conforme ja descrito nesse documento, o promotor DM (Sequéncia 1) foi
engenheirado para ser muito bem regulado (estringentemente), posicionado no cassete
de expressdo a montante de sequéncias robustas deUP elementse a jusante da sequéncia
codificadora do sitio de ligacdo do ribossomo (ShineDalgarno) e do terminador de
transcricdo (Sequéncia 2). Apds sua concepcdo teorica e o posicionamento adequado da
regido estrutural do gene da GFP (Sequéncia 3) no interior do cassete de expressdo, a
sintese quimica de todo o conjunto foi encomendada a empresa GENONE
BIOTECNOLOGIES LTDA. Ap6s a sintese a sequéncia foi clonada no plasmideo
pSB3K3-TH2, originando o plasmideo recombinante pDM-GFP (Figura 2).

[038] O plasmideo pDM-GFP que foi recebido liofilizado (4ug) e foi dissolvido em 20
uL de agua ultra pura esteril. A seguir, para obtencdo de massa plasmidial e anélise da
expressao do gene da GFP, o plasmideo foi introduzido em células de E. coli JIM110
(YANISCH-PERRON et al., 1985) da seguinte forma: 0,2 uL da solugdo de DNA
plasmidial foram misturados com 50 pL de células E. coli JIM110 eletrocompetentes, e
submetidas ao procedimento de eletroporacdo. ApoOs esse procedimento, as células
foram misturadas com 0,5 mL de meio liquido LB (LuriaBertani)e colocadas para
recuperacdo a 37°C por 1 hora com leve agitacdo. Em seguida, aliquotas dos sistemas
foram semeadas em placas de Petri com meio LB agar (Peptona, 10g/l. Extrato de
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levedura, 5 g/I. NaCl, 10 g/l. Agar, 15g/I. pH final 7,0) suplementado com canamicina
(50 pg/ uL). As placas foram incubadas invertidas a 37°C durante 16 horas.

[039] Colodnias transformantes foram selecionadas e incubadas em 5 mL de meio LB
liquido contendo 50 pg/mL de canamicina em frasco fechado e estéril. Os pré-indculos
foram incubados sob agitacdo constante (140 rpm) por um periodo de 14 horas a 37°C.
Os plasmideos de clones recombinantes deE. coli portadores do vetor pDM-GFP
selecionados foram extraidos com o Kit IllustraplasmidPrep Mini Spin Kit (GE
HealthcareBioscience) de acordo com as especificacBes do fabricante. Apds, aliquotas
foram analisadas por eletroforese em gel de agarose 0,8% e visualizado/fotografado sob
luz ultravioleta (UV). As técnicas de digestdo de DNA com enzimas de restricdo e de
ligacdo foram realizadas de acordo com protocolos descritos por SAMBROOK et al.,
2001.

[040] Para avaliar a expressdo do gene da GFP em meio liquido, um clone recombinante
portador do vetor pDM-GFP foi inoculado em um tubo de ensaio contendo 5 mL de
meio LB liquido contendo o antibidtico seletivo canamicina 50 pg/mL e 1% de glicose.
A cultura foi incubada durante a noite a 37°C sob agitacdo de 150 rpm. No diaseguinte,
foram inoculados 500 uL do pré-indculo em triplicatas em Erlenmeyers de 250 mL
estéreis e fechados contendo 50 mL de meio LB liquido suplementados com: ou
somente canamicina 50pg/mL, ou canamicina 50pug/mL e glicose (1%) ou canamicina
50pug/mL e o indutor IPTG (ImM). As culturas foram entdo incubadas por 8 horas a
37°C com agitacdo de 150 rpm. Em intervalos de 1 hora aliquotas de 2 mL foram
coletadas para mensurar o crescimento celular a partir da absorbancia a 600nm em
espectrofotbmetro e para analise das proteinas por eletroforese em gel desnaturante de
poliacrilamidal2% (SDS-PAGE), conforme método descrito por Laemmli, 1970. Como
o fluoréforo da GFP € tridimensional, para ser possivel sua visualizacdo no gel de
poliacrilamida por meio da fluorescéncia, apds a solubilizacdo das proteinas celulares
no tampdo de amostras para o processo eletroforético, essa solucéo ndo foi fervida, para

gue a GFP néo desnaturasse.

[041] Para a andlise quantitativa da expressdo e regulacdo do gene da GFP com a
producdo da proteina verde fluorescente (GFP), sob o controle promotor sintético
regulado DM, em células de E. coli JIM110 programadas com o plasmideo recombinante

pDM-GFP, clones foram submetidos a diferentes condi¢cdes de cultivo e inducdo. Para
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quantificara fluorescéncia da GFP, aliquotas de 1 mL de cada cultura eram coletadas e
centrifugadas a 12.000g por 5 minutos. Os sedimentos foram ressuspendidos em 1 mL
de tamp& TN (Tris-HCI 10mM e NaCl 0,15M pH 8,0) e dessa suspensao celular,
100puL foramtransferidos para placade culturas de 96 pogos de cor negra. A
fluorescéncia emitida foi medida em espectro fluorimetro HidexChameleon
(comprimento de onda de excitagdo de 340 nm e de emisséo de 535nm). Durante o
desenvolver das culturas a produgdo de GFP era acompanhada também visualizando-se

as células bacterianas por meio de microscopio de fluorescéncia (dados ndo mostrados).

[042] Como pode ser observado na Figura 4, as células de E. coli expressam altos niveis
de GFP (13.000 UR de fluorescéncia) na presenca de IPTG 1mM e nivel basal de
fluorescéncia na presenca apenas do antibiGtico (canamicina). E notavel que
praticamente nenhuma fluorescéncia seja detectada em células crescidas na presenga de
glicose 1%, o que demonstra ser possivel modular o referido promotor entrecondicdes

de expressao praticamente nula até niveis de alta expressdo de GFP.

[043] A analise da expressdo da GFP por eletroforese esta mostrada na Figura 5 onde
pode-se observar alta expressdo da GFP pela banda fluorescente de cerca de 25 kDa,
indicada pela seta nas raias 1, 2 e 3, referentes as proteinas das células cultivadas na
presenca do indutor IPTG 1mM. Este resultado se contrasta com a expressao
praticamente nula nas outras duas condi¢Ges: apenas com canamicina (raias 4,5 e 6) e
com canamicinae glicose 1% (raias 7, 8 e 9). Esses resultados estdo de acordo com os de
andlise quantitativa de fluorescéncia (Figura 4) e demonstramque o promotor DM
apresenta performance de alta expressao e boa regulagéo.

Exemplo 2 — Constru¢do do plasmideo pDM-TEK e expressdo do gene hibrido da

tiorredoxina humana e enteroquinase bovina em E. coli.

[044] Visandoanalisar o funcionamento do promotor DM na expressdo de outra
sequéncia codificante, selecionou-se o gene hibrido da tiorredoxina humana com o gene
da enteroquinase bovina (TEK), uma vez que a enteroquinase, além de ser toxica por ser

uma protease, tem diversas aplica¢6es industriais e alto valor de mercado.

[045] Para a construcdo do plasmideo pDM-TEK (Figura 3), o plasmideo pDM-GFP foi
digerido com as enzimas de restricdo Ndel e BamHI retirando a sequéncia codificante

do gene da GFP. Por meio do processo de clivagem do plasmideo pENTK com as
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enzimas de restricdo Ndel e BamHI e posterior purificacdo por eletroforese em gel de
agarose 0,8%, foi possivel obter a sequéncia codificante do gene hibrido da proteina
tiorredoxina humana e enteroquinase bovina (TEK) (Sequéncia 4) de aproximadamente
1254 pares de bases. A seguir, a sequéncia génica TEK foi ligada utilizando T4 DNA
ligase ao vetor de expressao pDM, também digerido com as mesmas enzimas, para
originar o plasmideo recombinante pDM-TEK (Figura 3). As técnicas de digestdo de
DNA com enzimas de restri¢do e de ligacdo foram realizadas de acordo com protocolos
descritos por SAMBROOK et al., 2001.

[046] Para avaliar a expressao e regulacdo do gene hibrido da tiorredoxina humana e
enteroquinase bovina (TEK), clones recombinantes deE. coli JM110 portadores dos
vetores de expressdao pDM-TEK foram selecionados e inoculados em 5 mL de meio LB
liqguido em tubos fechados e estéreis suplementado com o antibiGtico seletivo
canamicina 50pg/mL e 1% de glicose. Os pré-inoculos foram incubados sob agitagdo
constante (150 rpm) por um periodo de 14 horas a 37°C. No dia seguinte, foram
inoculados 500 pL dos pré-inoculos em triplicatas em Erlenmeyers de 250 mL contendo
cada 50 mL de meio LB liquido suplementados separadamente com: somente
canamicina 50pg/mL, ou canamicina 50pg/mL e glicose (1%), ou canamicina 50pg/mL
e o indutor IPTG (1 mM).

[047] A inducdo da expressdo do gene da proteina hibrida TEK por E. coli JM110
programada com o plasmideo pDM-TEK,com adicdo de IPTG 1mM, foi realizada
quando as culturas atingiram a absorbancia em 600 nm igual a 0,1. A partir deste
momento, aliquotas de 2 mLs foram retiradas a cada 2 horas até o tempo total de 8 horas
para as leituras de absorbancia (elaboracdo das curvas de crescimento) e também para
analise das proteinas por eletroforese em gel de poliacrilamidal2% (SDS-PAGE). As
proteinas recombinantes produzida por clones de E. coli portadores de plasmideos
pDM-TEK foram analisada por eletroforese em gel desnaturante de poliacrilamida 12%
(SDS-PAGE) segundo Laemmli (1970).

[048] Como pode ser observadona Figura 6, as células de E. coli JM110 nas 3 diferentes
condigdes de crescimento apresentaram praticamente o mesmo perfil de crescimento,
inclusive na presenca do indutor IPTG,indicando quea proteina hibrida expressa ndo
apresentou toxicidade para as celulas, ndo alterando o perfil de crescimento. Essa nédo

toxicidade pode ser explicada das seguintes maneiras: a proteina hibrida é expressa
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inativa devido a sua propria estrutura artificial, ou por acumular-se no interior das

células de E. coli na forma de corpusculos de inclusdo.

[049] A andlise da expressdo da TEK em E. coli JM110 por eletroforese em gel
desnaturante de poliacrilamida est4d mostrada na Figura 7. Pode-se observar altos niveis
de expressdo da proteina hibrida na presenca do indutor tanto apds 4 como 8 horas de
inducdo (raias3 e 6) e praticamente nenhuma inducao da proteina hibrida na presenca de
glicose tanto ap6s 4 como 8 horas de inducdo (raias 1 e 4), o que confirma que o

promotor DM apresenta performance de alta expresséo e boa regulacéo (estringente).
Exemplo 3 — Construcéo do vetor de expressao pDMO02

[050] Visando maiorversatilidade no uso do promotor DM, contido no cassete de
expressdo do plasmideo pDM-GFP, o gene da GFP foi substituido por um fragmento de
DNA sintetizado quimicamente portador de multiplos sitios de clonagem (polylinker),
contendo os seguintes sitios de enzimas de restricdo: Ndel (CATATG) e BamHI

(GGATTC) nas extremidades em forma de stick-ends.

[051] O polylinker foi desenhado para ser construido a partir de 2 oligonucleotideos, a
saber 0 oligo PLKOL1 e o oligo PLKO2, cujas sequéncias estaoapresentadas na forma de
DNA dupla-fita na Sequéncia 5. Na forma dupla fita a molécula exibe sitios de Ndel e
BamHI em suas extremidades. Ambos os nucleotideos foram sintetizados pela empresa
EXXTEND BIOTECNOLOGIA LTDA.

[052] Apos a sintese, os oligonucleotideos PLKO1 e PLK02foram dissolvidos em agua
ultrapura estéril para ficarem na concentracdo de 100 pmoles/pL. Para a obtencdo do
oligonucleotideo dupla-fita (dPLK), aliquotas de cada um dos oligos contendo 1 pg
foram misturadas, adicionando-se Tris-HCI 1M, NaCl 3M e agua, para que ficassem
com volume final de 100 pL e respectivas concentracdes finais de 10mM de Tris-HCl e
50mM de NaCl. Para anelamento, a solugdo contendo os dois oligonucleotideos foi
fervida em banho-maria por 2 minutos e deixada esfriar gradativamente a temperatura

ambiente por 30 minutos. Apos resfriamento, a solugdo foiarmazenada a 4°C até o uso.

[053] Para a construcdo do plasmideo pDMO02, o plasmideo pDM-GFP foi extraido de
clone de E. coli JM110 geneticamente transformado. A seguir, foi digerido com as
enzimas de restricdo Ndel e BamHI para retirada da sequéncia codificante do gene da

GFP.O plasmideo pDM desprovido do gene foi purificado por eletroforese em gel de
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agarose 0,8% e extraido do gel de agarose por meio do kit i/lustra™ GFX™ PCR DNA
and gel Band Purification Kit da GE Healthcare (USA). A seguir, 50ng do
oligonucleotideo sintético (dPLK) foi ligado com a enzima T4 DNA ligasea 100ng do
vetor pDM linearizado, originando o vetor de clonagem e expressao pDMO02. As
técnicas de digestdio com enzimas de restricdo, de ligacdo e eletroforese foram
realizadas de acordo com o descrito por SAMBROOK et al., 2001; ou de acordo com 0s
fabricantes das enzimas e Kits.

[054] O mapa fisico do vetor de expressao resultante pDMO2 esta apresentada na Figura
1, onde pode-se identificar o cassete de expressdo com o polylinker, o gene de
resisténcia a canamicina e a origem de replicacdo do plasmideo. Dessa forma, com a
adicdo do polylinker, o vetor pode ser utilizado de forma mais versatil e ampla, com
mais opc¢des de sitios de enzimas de restricdo, na clonagem de sequéncias de DNA a

serem expressas.
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REINVINDICACOES

UM PROMOTOR SINTETICO PARA ALTA EXPRESSAO DE GENES
HETEROLOGOS EM Escherichia coli EM PERFORMANCE BEM REGULADA

1. UM PROMOTOR SINTETICO PARA ALTA EXPRESSAO DE GENES
HETEROLOGOS EM Escherichia coli EM PERFORMANCE BEM
REGULADA caracterizado pela sequéncia completa (Sequéncia 1), que possui
a regido operadora lac sobreposta a regido -35, possibilitando com essa
estratégia alto nivel de regulacdo em E. coli e em outras espécies bacterianas;

2. UM PROMOTOR SINTETICO PARA ALTA EXPRESSAO DE GENES
HETEROLOGOS EM Escherichia coli EM PERFORMANCE BEM
REGULADA , de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado por quaisquer

derivados produzidos por mutagénese ou sintese quimica;

3. UM PROMOTOR SINTETICO PARA ALTA EXPRESSAO DE GENES
HETEROLOGOS EM Escherichia coli EM PERFORMANCE BEM
REGULADA, de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado pelo cassete de
expressao de sequéncia completa (Sequéncia 2), denominado de DM juntamente
com a sequéncia codificadora da regido SD do gene da proteina 10 do fago T7,
polylinker e o terminador de transcri¢cdo T1 e quaisquer dos seus derivados;

4. UM PROMOTOR SINTETICO PARA ALTA EXPRESSAO DE GENES
HETEROLOGOS EM Escherichia coli EM PERFORMANCE BEM
REGULADA, de acordo com as reivindicacdes 1, 2 e 3, caracterizado pelo vetor
de expressdao pDMO02, e seu mapa fisico (Figura 1), capaz de expressar altos
niveis de proteinas heter6logas e quaisquer de seus derivados;

5. UM PROMOTOR SINTETICO PARA ALTA EXPRESSAO DE GENES
HETEROLOGOS EM Escherichia coli EM PERFORMANCE BEM
REGULADA, acordo com as reivindicagcbes 1,2, 3, 4, caracterizado pela
expressdo de GFP de forma estringentemente regulada pelo plasmideo pDM-
GFP e seu mapa fisico (Figura 2);

6. UM PROMOTOR SINTETICO PARA ALTA EXPRESSAO DE GENES
HETEROLOGOS EM Escherichia coli EM PERFORMANCE BEM

REGULADA, de acordo com as reivindicacdes 1, 2, 3, 4, caracterizado pela
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expressao de enteroquinase de forma estringentemente regulada pelo plasmideo
recombinante pDM-TEK.
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Figura 1
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Figura 1: O mapa fisico do vetor de expressdo pDMO02 que contém o polilynker situado entre os
sitios das enzimas de restricdo Ndel (308) e BamHI (342). O vetor de expresséo pDMO02
apresenta o promotor regulado DM e o operador lac; o sitio de ligagdo ao ribossomo (RBS)
derivado do gene da proteina 10 do fago T7; o terminador de transcrigdo funcional T1, do gene
de rrnB de E. coli; o marcador de selecdo que confere resisténcia ao antibidtico canamicina
(CamR); e a origem de replicacdo de baixo nimero de cépias — p15A (~10 a 12 copias). O vetor
pDMO2 apresenta 3146 pares de bases.
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Figura 2
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Figura 2: O mapa fisico do vetor de expressdo pDM-GFP. A sequéncia codificante do gene da
proteina verde fluorescente (GFP) foi clonada no vetor pDMO2 entre os sitios de Ndel (308) e
BamHI (1031). O vetor pPDM-GFP apresenta 3835 pares de bases.
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Figura 3
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Figura 3: O mapa fisico do plasmideo recombinante pDM-TEK. O gene hibrido da tiorredoxina
humana e a parte catalitica da enzima enterogquinase bovina, foi clonado no vetor pDMO02 entre
os sitios de Ndel (308) e BamHI (1572). O vetor pDM-TEK apresenta 4376 pares de bases.

Petica0 870190002865, de 10/01/2019, pag. 32/43



4/7

Figura 4
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Figura 4. O perfil de expressdo do gene da GFP, indicado pela fluorescéncia emitida pela
proteina GFP em funcdo do tempo de cultivo deE. coli JM110, programada pelo promotor

sintético DMclonado no plasmideo pDM-GFP. O processo de indugdo com IPTG ocorreu a

partir do inicio do cultivo.
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Figura 5

Figura 5: O resultado da analise por eletroforese em gel desnaturante de poliacrilamidal2%
(SDS-PAGE) e fluorescéncia da producdo de GFP por um clone de E. coli JM110 contendo o
vetor pPDM-GFP em diferentes condigdes de cultivo. Nas raias 1, 2 e 3, cultivo com canamicina e
o indutor IPTG; raias 4, 5 e 6, com apenas canamicina; raias 7, 8 e 9 cultivo com glicose e
canamicina. A raia M mostra o marcador molecular em kDa. A proteina recombinante GFP

localiza-se na posicao de aproximadamente 25 kDa (seta).
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Figura 6
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Figura 6: O perfil do crescimento celular (ABS. 600nm x tempo) de E. coli JIM110 programada
com o plasmideo pDM-TEK. O processo de inducdo com IPTG ocorreu a partir do inicio do

cultivo.
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Figura 7. O perfil eletroforético em gel de poliacrilamida desnaturante [12%] de proteinas
expressas por um clone de E. coli JM110 contendo o vetor pDM-TEK em diferentes condi¢des
de cultivo. Nas raias 1 e 4, cultivo com glicose e canamicina; raias 2 e 5, com apenas
canamicina; raias 3 e 6, cultivo com canamicina e o indutor IPTG. Nas raias 1, 2 e 3 amostras
com 4 horas de cultivo; nas raias 4, 5 e 6 amostras com 8 horas de cultivo. A raia M, mostra o

marcador molecular em kDa. A proteina recombinante TEK localiza-se na posi¢édo de 50 kDa

(seta).
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RESUMO

UM PROMOTOR SINTETICO PARA ALTA EXPRESSAO DE GENES
HETEROLOGOSEM Escherichia coli EM PERFORMANCE BEM REGULADA

A presente invencdo refere-se a engenharia do novo promotor sintético DM, funcional
no organismo modelo Escherichia coli, com performance de forte expresséo e alto nivel
de regulacdo, construido com inspiragdo no sistema do promotor lac. Visando aprimorar
sua regulacdo para aplicacOes industriais, o design foi realizado a partir da sobreposigéo
da sequéncia operadora laco a regido -35 de reconhecimento da subunidade 70,
precisamente impedindo o inicio da transcricdo pela RNA polimerase holoenzima. Esta
estratégia possibilitou alto nivel de expressdo e regulacdo génica, demonstrada pela
andlise quantitativa da sintese da Green Fluorescent Protein (GFP) e da proteina hibrida
datiorredoxina humana fusionada ao dominio catalitico da enteroquinase bovina sob
controle do promotor sintético DM, nos vetores pDM-GFP e pDM-TEK. O presente
promotor, clonado no versatil vetor de expressaio pDMO02, apresenta vasta aplicacao
biotecnoldgica, expandindo as ferramentas para construgdo de inovadores circuitos
genéticos. Principalmente, a presente invencdo abre caminho para expressdo de genes
de proteinas recombinantes de interesse industrial, inclusive as toxicas, cuja elevada

producdo e minuciosa regulacédo tem sido um desafio.
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LISTAGEM DE SEQUENCIAS

Sequéncia 1
5,
; Up element . Regidio -35 -10 EXT +1
I | O
TTAAAATTATTTTCAAACGGAATTGTGAGCGGATAACAAT GTGTIGATAA;TI IGGGGAC_ICA
| i — = 1
Operador lac Regiio -10 pISC ¥’

Sequéncia 1: O novo promotor sintético regulado - DM. O promotor apresenta a
sequéncia do UP element(TTAAAATTATTTTCAAACGG), a regido -35 (TTGTGA)
sobreposta ao operador lac(AATTGTGAGCGGATAACAATT), a regido -10
(GATAAT), o elemento -10 estendido (TGTGTG), o discriminador (GGGGACC) e o

sitio de inicio da transcricdo ou +1 composto por uma base nucleotidica adenina (A).
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Sequéncia2
EceRI Xbal
CGAATTCGCGGCCGCTTCTAGATTAAAATTATTTTCAAACGGAATTGTGAGCGG

Notl
ATAACAATTGTGTGATAATGGGGACCATACTAGTACTAGAAATAATTTTGTTTAA

Hpal

Kpnl Pmel
CTTTAAGAAGGAGATATACATATGTTAACTTAAGGTACCAGATCTGTTTAAAC
Ndel Afll Bglil

GGATCCACTAGAGCCAGGCATCAAATAAAACGAAAGGCTCAGTCGAAAGACT
BamHI

GGGCCTTTCGTITTTATCTGTTGTTTGTCGGTGAACGCTCTCTACTAGAGTCACA

Notl

CTGGCTCACCTTCGGGTGGGCCTTTCTGCGTTTATATACTAGTVAGCGGCCGE ?TG
" Spel Pstl

CAG,
Pstl

Sequéncia 2: A sequéncia do cassete de expressdo contido no vetor pDMO02. A porcéo
sublinhada mostra o promotor sintético regulado descrito na Sequéncia 1; a regido em
italico identifica o sitio de ligacdo ao ribossomo; marcado em negrito estdo sitios de
enzimas de restricdo (“polilinker”) e o terminador de transcrigdo sublinhado duas
vezes.E nas extremidades estdo os sitios de reconhecimento das enzimas de restricao
EcoRlI, Notl, Xbal e Spel, Notl e Pstl.
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Sequéncia3

Ndel
S CATATGGCTAGCAAAGGAGAAGAACTTTTCACTGGAGTTGTCCCAATTCTTGTTGAATTA

GATGGTGATGTTAATGGGCACAAATTTTCTGTCAGTGGAGAGGGTGAAGGTGATGCTACA
TACGGAAAACTTACCCTTAAATTTATTTGCACTACTGGAAAACTACCTGTTCCATGGCCAA
CACTTGTCACTACTTTCTCTTATGGTGTTCAATGCTTTTCCCGTTATCCGGATCACATGAA
ACGGCATGACTTTTTCAAGAGTGCCATGCCCGAAGGTTATGTACAGGAACGCACTATATC
TTTCAAAGATGACGGGAACTACAAGACGCGTGCTGAAGTCAAGTTTGAAGGTGATACCC
TTGTTAATCGTATCGAGTTAAAAGGTATTGATTTTAAAGAAGATGGAAACATTCTCGGACA
CAAACTGGAGTACAACTATAACTCACACAATGTATACATCACGGCAGACAAACAAAAGAA
TGGAATCAAAGCTAACTTCAAAATTCGCCACAACATTGAAGATGGCTCCGTTCAACTAGC
AGACCATTATCAACAAAATACTCCAATTGGCGATGGCCCTGTCCTTTTACCAGACAACCAT
TACCTGTCTACACAATCTGCCCTTTCGAAAGATCCCAACGAAAAGCGTGACCACATGGTC
CTTCTTGAGTTTGTAACTGCTGCTGGGATTACACATGGCATGGATGAGCTCTACAAATAA

FiGATCS{ ¥
B

amHI

Sequéncia 3: A sequéncia codificante do gene da proteina verde fluorescente (GFP).
Nas extremidades estdo os sitios de reconhecimento das enzimas de restricdo Ndel e

BamHI. Esta sequéncia esta inserida no vetor pDM-GFP.
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Sequéncia 4

Neel
CATATGAGCGATAAGATTATTCACCTGACTGACGACAGCTTTGACACGGATGTACTCAAAGCGGACGGCGCGATCCTCGTCGATTTCTGGGCA

GAGTGGTGCGGTCCGTGCAAGATGATCGCGCCGATTCTGGATGAAATCGCTGACGAATATCAGGGCAAACTGACCGTTGCGAAACTGAACATC

GATCAGAACCCTGGCACTGCGCCGAAATATGGCATCCGTGGTATCCCGACTCTGCTGCTGTTCAAGAACGGTGAAGTGGCGGCAACCAAAGT

GGGTGCACTGTCTAAAGGTCAGTTGAAAGAGTTCCTCGACGCTAACCTGGCCGGTACCGGTAGTGGCCACATGGCGTCAGCACATGCCAGCA

GCTCGGGCCTGGTGCCGCGCGGTTCAGGCATGAAAGAAACCGCCGCGGCAAAGTTTGAGCGTCAGCACATGGATTCTCCTGATTTAGGCACG

| Sitio de reconhecimento ENTK | Sitio de reconhecimento ENTK
'GACGATGACGATAAAGCGATGGCCGATATCGGCTCCGACGATGACGATAAAATTGTGGGCGGTAGCGATAGTCGCGAAGGCGCGTGGCCGT

GGGTGGTTGCGCTGTATTTTGACGATCAGCAAGTGTGCGGTGCCAGCCTGGTATCGCGCGATTGGTTAGTTTCAGCGGCCCATTGCGTGTATGG

CCGCAACATGGAACCGAGCAAATGGAAGGCAGTTCTGGGATTACACATGGCGTCTAACTTGACCAGCCCGCAGATTGAGACCCGCCTGATCG

ATCAGATCGTGATTAATCCGCACTACAACAAACGTCGCAAGAATAACGACATTGCCATGATGCACCTTGAAATGAAAGTGAACTATACAGATTA

CATTCAGCCGATATGTCTACCAGAGGAAAACCAGGTGTTTCCGCCTGGCCGTATTTGCAGCATCGCTGGTTGGGGAGCGCTGATTTATCAGGGC

TCGACCGCCGACGTGCTGCAAGAGGCAGATGTACCGCTCCTGAGCAATGAGAAATGTCAGCAACAGATGCCGGAGTATAACATTACGGAAAA

CATGGTCTGCGCGGGCTACGAAGCCGGTGGGGTTGATAGTTGCCAAGGCGACTCAGGCGGTCCACTTATGTGTCAGGAAAATAACCGATGGTT

GCTGGCTGGCGTAACTTCCTTCGGTTACCAATGTGCGCTCCCTAATCGTCCGGGCGTCTATGCGCGTGTGCCGCGGTTTACGGAATGGATTCAG

TCTTTCCTGCATGCGACCAGCGGCTCGGGTCATCACCATCACCATCACTAAATGAATAGGGATCC
' Hirtag ™ BomBL

Sequéncia 4: A sequéncia de parte do gene da tiorredoxina humana fusionado com a
porcdo catalitica do gene da enteroquinase bovina (TEK). A sequéncia que esta
sublinhada corresponde a sequéncia de parte do gene da tiorredoxina. As sequéncias que
estdo delimitadas em negrito e com identificacdo por escrito (Sitio de reconhecimento
ENTK) correspondem a dois sitios de reconhecimento da enzima enteroquinase. A
sequéncia que esta pontilhada corresponde ao dominio His-tag utilizado para
purificacdo. A sequéncia que ndo esta sublinhada corresponde a cadeia leve (catalitica)
da enzima enteroquinase. E nas extremidades estdo os sitios de reconhecimento das

enzimas de restricdo Ndel e BamHI. Esta sequéncia esta inserida no vetor pPDM-TEK.

Petica0 870190002865, de 10/01/2019, pag. 40/43



5/6

Sequéncia 5

Ndel | Hpal Afil Kpn| Byl

— ¢ i ]
5’ TATGTTAACTTAAGGTACCAGATCTGTTTAAAC@ 3’
ACAATTGAATTCCATGGTCTAGACAAATTTGCCTAG

Pmel BamHI

Sequéncia 5: A sequéncia contendo maultiplos sitios de clonagem (polylinker)inserida no
vetor pDMO02. O polilynkercontémos sitios das seguintes enzimas de restrigdo: 5’ Ndel,
Hpal, Aflll, Kpnl, Bglll, Pmel e BamHI 3°.
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Sequéncia 6

GGTGCCACCTGACGTCTAAGAAACCATTATTATCATGACATTAACCTATAAAAATAGGCGTATCACGAGGCAGAATTTCAGATAAA
AAAAATCCTTAGCTTTCGCTAAGGATGATTTCTGCGTTGTAAAACGACGGCCAGTGAATTGTAATACGACTCACTATAGGGCGAC
CCGGGGATCGAATTCGCGGCCGCTTCTAGATTAAAATTATTTTCAAACGGAATTGTGAGCGGATAACAATTGTGTGATAATGGGGA
CCATACTAGTACTAGAAATAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGATATACATATGTTAACTTAAGGTACCAGATCTGTTTAAACGGA
TCCACTAGAGCCAGGCATCAAATAAAACGAAAGGCTCAGTCGAAAGACTGGGCCTTTCGTTTTATCTGTTGTTTGTCGGTGAAC
GCTCTCTACTAGAGTCACACTGGCTCACCTTCGGGTGGGCCTTTCTGCGTTTATATACTAGTAGCGGCCGCTGCAGCATCCTCGAG
GTTCCCTTTAGTGAGGGTTAATTGCGAGCTTGGCGTAATCATGGTCATCCGGCAAAAAAGGGCAAGGTGTCACCACCCTGCCCTT
TTTCTTTAAAACCGAAAAGATTACTTCGCGTTATGCAGGCTTCCTCGCTCACTGACTCGCTGCGCTCGGTCGTTCGGCTGCGGCG
AGCGGTATCAGCTCACTCAAAGGCGGTAATCTCGAGTCCCGTCAAGTCAGCGTAATGCTCTGCCAGTGTTACAACCAATTAACCA
ATTCTGATTAGAAAAACTCATCGAGCATCAAATGAAACTGCAATTTATTCATATCAGGATTATCAATACCATATTTTTGAAAAAGCC
GTTTCTGTAATGAAGGAGAAAACTCACCGAGGCAGTTCCATAGGATGGCAAGATCCTGGTATCGGTCTGCGATTCCGACTCGTCC
AACATCAATACAACCTATTAATTTCCCCTCGTCAAAAATAAGGTTATCAAGTGAGAAATCACCATGAGTGACGACTGAATCCGGT
GAGAATGGCAAAAGCTTATGCATTTCTITCCAGACTTGTTCAACAGGCCAGCCATTACGCTCGTCATCAAAATCACTCGCATCAA
CCAAACCGTTATTCATTCGTGATTGCGCCTGAGCGAGACGAAATACGCGATCGCTGTTAAAAGGACAATTACAAACAGGAATCGA
ATGCAACCGGCGCAGGAACACTGCCAGCGCATCAACAATATTTITCACCTGAATCAGGATATTCTTCTAATACCTGGAATGCTGTTT
TCCCGGGGATCGCAGTGGTGAGTAACCATGCATCATCAGGAGTACGGATAAAATGCTTGATGGTCGGAAGAGGCATAAATTCCGT
CAGCCAGTTTAGTCTGACCATCTCATCTGTAACATCATTGGCAACGCTACCTTTGCCATGTTTCAGAAACAACTCTGGCGCATCGG
GCTTCCCATACAATCGATAGATTGTCGCACCTGATTGCCCGACATTATCGCGAGCCCATTTATACCCATATAAATCAGCATCCATGTT
GGAATTTAATCGCGGCCTCGAGCAAGACGTTTCCCGTTGAATATGGCTCATAACACCCCTTGTATTACTGTTTATGTAAGCAGACA
GTTTTATTGTTCATGATGATATATTTTTATCTTGTGCAATGTAACATCAGAGATTTTGAGACACAACGTGGCTTTGTTGAATAAATCG
AACTTTTGCTGAGTTGAAGGATCAGATCACGCATCTTCCCGACAACGCAGACCGTTCCGTGGCAAAGCAAAAGTTCAAAATCAC
CAACTGGTCCACCTACAACAAAGCTCTCATCAACCGTGGCTCCCTCACTTTCTGGCTGGATGATGGGGCGATTCAGGCCTGGTAT
GAGTCAGCAACACCTTCTTCACGAGGCAGACCTCAGCGCTAGCGGAGTGTATACTGGCTTACTATGTTGGCACTGATGAGGGTGT
CAGTGAAGTGCTTCATGTGGCAGGAGAAAAAAGGCTGCACCGGTGCGTCAGCAGAATATGTGATACAGGATATATTCCGCTTCCT
CGCTCACTGACTCGCTACGCTCGGTCGTTCGACTGCGGCGAGCGGAAATGGCTTACGAACGGGGCGGAGATTTCCTGGAAGATG
CCAGGAAGATACTTAACAGGGAAGTGAGAGGGCCGCGGCAAAGCCGTTTTTCCATAGGCTCCGCCCCCCTGACAAGCATCACGA
AATCTGACGCTCAAATCAGTGGTGGCGAAACCCGACAGGACTATAAAGATACCAGGCGTTTCCCCTGGCGGCTCCCTCGTGCGC
TCTCCTGTTCCTGCCTTTCGGTTTACCGGTGTCATTCCGCTGTTATGGCCGCGTTTGTCTCATTCCACGCCTGACACTCAGTTCCG
GGTAGGCAGTTCGCTCCAAGCTGCGACTGTATGCACGAACCCCCCGTTCAGTCCGACCGCTGCGCCTTATCCGGTAACTATCGTCT
TGAGTCCAACCCGGAAAGACATGCAAAAGCACCACTGGCAGCAGCCACTGGTAATTGATTTAGAGGAGTTAGTCTTGAAGTCAT
GCGCCGGTTAAGGCTAAACTGAAAGGACAAGTTTTGGTGACTGCGCTCCTCCAAGCCAGTTACCTCGGTTCAAAGAGTTGGTAG
CTCAGAGAACCTTCGAAAAACCGCCCTGCAAGGCGGTTTTTTCGTTTTCAGAGCAAGAGATTACGCGCAGACCAAAACGATCTC
AAGAAGATCATCTTATTAAGGGGTCTGACGCTCAGTGGAACGAAAACTCACGTTAAGGGATTTTGGTCATGAGATTATCAAAAAG
GATCTTCACCTAGATCCTTTTAAATTAAAAATGAAGTTTTAAATCAATCTAAAGTATATATGAGTAAACTTGGTCTGACAGTTACCA
ATGCTTAATCAGTGAGGCACCTATCTCAGCGATCTGTCTATTTCGTTCATCCATAGTTGCCTGACTCCCCGTCGTGTAGATAACTAC
GATACGGGAGGGCTTACCATCTGGCCCCAGTGCTGCAATGATACCGCGAGACCCACGCTCACCGGCTCCAGATTTATCAGCAATA
AACCAGCCAGCCGGAAGGGCCGAGCGCAGAAGTGGTCCTGCAACTTTATCCGCCTCCATCCAGTCTATTCCAT

Sequéncia 6: A sequéncia completa do vetor de expressdo pDMO02.
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