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RESUMO

MACEDO, Claudia Souza, M. S., Universidade Federal de Vicosa, 15 de Marco
2001.Transformagdo de Pichia pastoris com o gene de f-
galactosidase de Kluyveromyces marxianus var. lactis. Professora

Orientadora: Flavia Maria Lopes Passos. Professores Conselheiros:
Elizabeth Pacheco Batista Fontes e Jorge Luiz Cavalcante Coelho.

A regido codificadora do gene LAC4, que codifica a [(-galactosidase de
Kluyveromyces marxianus var. lactis, foi isolada do plasmideo pLAC4-12, por
meio da técnica de reacdo de polimerizacdo em cadeia (PCR) com
oligonucleotideos iniciadores, que amplificam um fragmento de
aproximadamente 3.000 pb. Com os objetivos de expressar e secretar a [>
galactosidase, este fragmento foi clonado em um vetor de expressdo e
secregao pPIC9 do sistema de expressdo de Pichia pastoris. A regido
codificadora LAC4 intacta e uma versdo truncada foram fundidas em fase com
a sequUéncia sinal de secrecdo do fator-a, sob controle do promotor AOX1. A
hidrolise dos DNAs recombinantes obtidos com as enzimas de restricdo
apropriadas confirmou a clonagem da regido codificadora LAC4 intacta nas
orientagbes anti-senso e senso e da versdo truncada no vetor pPIC9. Os
clones foram linearizados e usados para transformar células eletrocompetentes
de Pichia pastoris GS115 (His” e Mut’). Colbnias recombinantes foram isoladas
e as inser¢cdes da regido codificadora LAC4 intacta e truncada no genoma da

levedura foram confirmadas por “PCR” com iniciadores especificos. Colbnias



recombinantes positivas foram cultivadas em dlicerol e a expressdo dos genes
recombinantes foi induzida com metanol. Amostras foram coletadas
periodicamente e 0 meio extracelular e a massa de células analisados quanto a

atividade de [-galactosidase. Nenhum aumento na atividade de [

galactosidase foi observado perante o controle. Espera-se que a transformagéo
de linhagens da levedura Mut" com os clones obtidos possa resultar na

producéo de uma proteina funcional.



ABSTRACT

MACEDO, Claudia Souza, M. S., Universidade Federal de Vigosa, March 2001.
Transformation of Pichia pastoris with a B-galactosidase gene from
Kluyveromyces marxianus var. lactis. Adviser: Flavia Maria Lopes
Passos. Committee Members: Elizabeth Pacheco Batista Fontes e Jorge
Luiz Cavalcante Coelho.

The codins region of the [-galactosidase LAC4 gene, from
Kluyveromyces marxianus var. lactis was isolated from pLAC412, by
polimerase chain reaction (PCR) technique with primers that amplify a fragment
of approximately 3.000 bp. Expression and secretion vector to expresse and
secrete [-galactosidase, the intact and truncated LAC4 coding regions were
fused in phase with the factor-a secretion signal sequence in the Pichia pastoris
pPIC9. Appropriate restriction enzyme hydrolates confirmed the insertion of the
intact LAC4 coding region in sense and antisense orientations, as well as its
truncated version in to the pPICO vector. The clones were linearized and used
to transform electrocompetent Pichia pastoris GS115 (His™ e Mut®) cells.
Recombinant cells were isolated and the insertions of intact and truncated
LAC4 coding regions in the yeast genome were confirmed by PCR with specific
primers. Positive recombinant colonies were grown in glycerol and the
expression of the heterologous genes was induced with methanol. Samples
were periodically collected and the extracellular medium and cell mass were

analyzed for [>galactosidase activity. No increase in [(-galactosidase activity



was observed over the control. The transformation of Mut™ yeast cell lines with
the clones is expectial to result in the production of a functional protein.
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1. INTRODUGAO

A demanda por enzimas na industria de processamento, em particular
na industria de alimentos, tem sido cada vez mais acentuada. Enzimas podem
modificar o alimento no sentido de melhorar suas propriedades nutricionais,
sensoriais e funcionais. Por exemplo, a preparagdéo comercial de [
galactosidase é usada em varios ramos da industria de alimentos e da
farmacéutica. Tem fungdo a de disponibilizar glicose e galactose em produtos
de leite, aliviando os sintomas gastrointestinais da intolerancia a lactose em
pessoas sensiveis, além de melhorar a solubilidade dos produtos concentrados
de leite e toma-los mais facilimente fermentaveis (RICHMOND et al., 1981;
KULIKOVA et al., 1990; BONEKAMP e OOSTEROM, 1994).

Existem diversas fontes de [(-galactosidase na natureza, tais como
plantas, animais, bactérias, leveduras e fungos. A especificdade da [
galactosidase de diversas fontes € a mesma, 0 que sugere um grau de
conservagdo evolutiva da proteina ancestral comum. Porém, apresentam
diferentes propriedades com potenciais variados de aplicagéo tecnolégica.

Dentre os fungos produtores de [(-galactosidase, os unicelulares da
espécie Kluyveromyces marxicianus var. lactis (K. lactis) destacam-se por
apresentarem maior velocidade de crescimento e maior facilidade de cultivo em
fermentadores em escala industrial, comparados a fungos filamentosos.

Entretanto, ao contrario dos fungos filamentosos, K. lactis sintetiza, mas
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ndo secreta [(-galactosidase. De fato, a localizagdo subcelular de [3-
galactosidase nos diferentes microrganismos € variavel, diferindo também
quanto & suas estruturas oligoméricas. A [-galactosidase de K. lactis é
dimérica e permanece no citoplasma (DICKSON et al., 1979; RICHAMOND et
al., 1981). Portanto, como outras enzimas intracelulares, requer etapas
adicionais nas etapas de processamento, como lise das células, extracao,
isolamento e purificagdo. A industria biotecnolégica possui um amplo mercado
para enzimas e vem investindo em pesquisas para otimizar a producdo e a
purificagdo dessas proteinas. Além da aplicacdo industrial, a enzima [
galactosidase tem sido modelo no desenvolvimento de novas tecnologias,
inclusive de sistemas de expressdao de proteinas recombinantes, utilizando
microrganismos alternativos como hospedeiros.

A levedura metilotrofica Pichia pastoris tem revelado excelente potencial
como sistema de expressdo heterdloga. Neste sistema, altos niveis de
expressao de genes heterdlogos e secregcdo de diferentes proteinas com
importancia comercial e medicinal tém sido obtidos (CEREGHINO e CREGG,
2000).

Relatos da producdo extracelular de [>galactosidase recombinante de
qualquer fonte foram encontrados, entretanto a eficiéncia de secrecéo
ineficiente.

O presente trabalho teve como objetivo principal a produgdo extracelular
de [-galactosidase, codificada pelo gene LAC4 da Kluyveromyces marxicianus
var. lactis, em Pichia pastoris. Para isso, a regido codificadora (intacta ou
truncada) do gene LAC4 foi fundida a sequéncia sinal de secregéo fator-a, sob
controle do promotor AOX7, em um vetor de expressdo de Pichia pastoris. As
construgdes de DNA foram propagadas em E. coli JM109 e usadas para

transformar Pichia pastoris.



2. REVISAO DE LITERATURA

A enzima [-galactosidase (EC 3.2.1.23), classificada na famila 2 o
glicosil  hidrolase, catalisa a  hidrolise de  [((1-4)D-galactopiranosil-D-
dlicopiranose  (INOHARA-OCHIAI et al, 1998), além de sintetizar
oligossacarideos via atividade galactosil transferase. A enzima é
comercialmente conhecida como lactase e esta associada a hidrdlise da
lactose, dissacarideo que ocorre somente no leite. A hidrdlise da lactose é
utlizada na industria de leite por razbes nutricionais, para atender &
necessidades de populacdo intolerante a lactose devido a insuficiéncia
intestinal de [(-galactosidase e, também, por razdes tecnoldgicas, para
melhorar produtos derivados do leite como doce de leite, leite condensado e
sorvetes, em que a baixa solubiidade da lactose confere uma textura arenosa,
caracteristica indesejavel no produto (RICHMOND et al, 1984; KULIKOVA et
al., 1990; BONEKAMP e OOSTEROM, 1994). A enzima [(-galactosidase
também ¢é util na hidrolise da lactose do soro de queijo, subproduto da industria
de laticinios, cujo volume ndo aproveitado constitui um grande problema de
poluicdo ambiental. O soro de queijo hidrolisado é utilizado como ingrediente
em diversos produtos.

A [-galactosidase pode ser encontrada em intestinos de animais e em
plantas, além de leveduras, fungos filamentosos e bactérias gram-negativas
entéricas e gram-positivas (RICHMOND et al., 1981). A especificidade da 3
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galactosidase de diferentes fontes € a mesma, porém as propriedades
moleculares, tais como tamanho das subunidades, estrutura oligomérica e
requerimentos especiais para a sua atividade o6tima, diferem significantemente
com a fonte da enzima. Essas observagdes sugerem uma diversidade
estrutural das [-galactosidases (INOHARA-OCHIAI et al., 1998; RICHMOND et
al., 1981). A produgdo industrial de enzimas a partir de células microbianas
requer menor numero de operagdes que a partir de células de organismos
superiores. Se a célula microbiana secreta a enzima para o meio extracelular
tanto melhor, pois reduz as operagdes de isolamento e purificagdo da
preparagao final. Preparagcdes comerciais de [>galactosidase sdo derivadas da
levedura Kluyveromyces marxianus var. lactis (K lactis) e de fungos
filamentosos como Arpergillus niger (SOMKUTI e HOLSINGER, 1997).

A [-galactosidase produzida por fungos filamentosos €& extracelular,
uma glicoproteina monomérica com massa molecular de 96 - 150 KbDa,
contendo de 5 a 30% de carboidratos. A presenga de carboidratos na molécula
pode explicar a alta termoestabilidade, com temperatura étima entre 50 - 60 °C
(KULIKOVA et al, 1990). A enzima fungica também apresenta pH 6timo na
faixa acida (2,5 - 5,0). Ao contrario dos fungos filamentosos, a levedura K. lactis
sintetiza uma [(-galactosidase intracelular, sendo uma proteina dimérica com
subunidades idénticas, com massa molecular de 135 KDa, termossensivel, pH
otimo na faixa neutra (6,7 - 7,0) (DICKSON et al., 1979; RICHAMOND et al.,
1981) e requer ions de manganés, potassio e sbédio para atividade maxima
(MOLDER et al.,, 1993). A composicdo dos aminoacidos presentes na [3-
galactosidase de levedura é caracterizada por alto conteudo de cisteina, em
que os grupos sulfidrilas sdo necessarios para atividade catalitica da enzima
(KULIHOVA et al., 1990). Escherichia coli produz uma enzima intracelular
homotetramérica, com massa molecular de aproximadamente 520 KDa e sitio
de ligacdo para ion de Mg?* em cada subunidade, sendo este sitio
cataliticamente importante (JACOBSON, 1994). A enzima de E. coli apresenta
baixa resisténcia & temperaturas mais elevadas, exibindo pH 6timo na faixa
neutra a basica (RICHMOND et al., 1981). A sequéncia de DNA do gene em E.
coli, lacZ, codifica um polipeptideo de 116 KDa de 1.023 aminoacidos com

altos niveis de residuos de ftriptofano e arginina (FOWLER et al, 1978;
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JACOBSON et al., 1994).

O mecanismo de acdo da [-galactosidase de E. coli, conhecido como
duplo deslocamento, propbe que o sitio ativo da enzima seja constituido de
residuos de acido glutdmico, histidina e cisteina. A conformagao funcional da
enzima promove a aproximacgao dos trés radicais de aminoacidos por meio de
ligacdes de hidrogénio, de modo a facilitar o ataque nucleofilico do grupo
imidazol do residuo de histidina ao carbono 1 da galactose. O grupo sulfidril do
residuo de cisteina atua protonando o atomo de oxigénio glicosidico,
ocorrendo, assim, a liberagdo do primeiro produto, a glicose, e formando um
complexo covalente galactosil-enzima. Para a hidrdlise da galactose, uma
molécula de agua (aceptor galactosil) cede préton ao anion sulfidril e participa
do ataque da hidroxila ao carbono 1; assim, os elétrons retornam para o
nucledfilo, restaurando o sitio ativo da enzima (STEVENSON et al., 1993;
WHITAKER, 1994).

A levedura K. Jlactis, além de sintetizar uma [(-galactosidase de
atividade em pH neutro, utl no processamento de leite, € um organismo
classificado como GRAS (Generally Recognised As Safe) segundo a FDA
(Food and Drug Administration). De acordo com a FDA, a presenga de K. lactis
em produtos lacteos € normal e nenhum relato de toxicidade e patogenicidade
foi descrito (Randolph, 1984, citado por BONEKAMP e OOSTEROM, 1994).
Entretanto, a producdo e o wuso industrial dessa enzima intracelular sao
problematicas, devido ao alto custo associado a extragdo da enzima, que
requer condicdes severas, podendo afetar a estabiidade da proteina e
adicionar impurezas nas preparacdes, levando ao baixo rendimento
(BECERRA et al., 1997).

Dentre as leveduras, K. lactis € uma das poucas espécies que podem
utilizar lactose como unica fonte de carbono e energia (CZYZ et al, 1993;
GELLISSEN e HOLLENBERG, 1997; POCH et al., 1992; SREEKRISHNA et al.,
1984). O gene estrutural da [-galactosidase, LAC4, foi isolado de uma
biblioteca de genes da K. lactis, por ensaios de complementagdo em E. coli
mutante com delecdo no gene JlacZ (Lac’), cultivada na presenca de lactose,
(DICKSON e MARTIN, 1978). Foi demonstrado que o fragmento de DNA de 12

Kb, que contém o gene LAC4, também continha o gene da permease, porque
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conferiu fendtipo Lac™ em Saccharomyces. cerevisiae, normalmente incapaz de
transportar e hidrolisar lactose. O gene da permease designado LAC72 foi
mapeado no plasmideo pKR1B-LAC4-1, que conttm o fragmento de 12 Kb
utilizado nos ensaios de complementagdo em S. cerevisiae, estando localizado
entre 2 e 8,6 Kb acima do LAC4 (SREEKRISHNA e DICKSON,1985). O gene
LAC4 ¢é regulado positivamente em nivel transcripcional pela lactose e
galactose (BREUNING et al., 1984; SHEETZ e DICKSON, 1981), sendo
observada uma inducéo de 125 vezes pela lactose e 150 vezes pela galactose.

Em uma tentativa de obter mutantes que secretam [(-galactosidase,
BARRETO (1998) submeteu uma cultura de K. lactis selvagem a tratamento
com agente mutagénico. Os mutantes foram selecionadas quanto a resisténcia
a geneticina na expectativa de liberar a enzima no meio de cultura. Entre os
mecanismos da resisténcia a geneticina, foram observadas mutagdes em
proteinas de membrana que resultaram em maior secre¢gdo de proteinas.
Entretanto, nenhum dos varios mutantes testados apresentou atividade
extracelular da enzima [3-galactosidase.

Utilizando diferentes linhagens de S. cerevisiae com fendtipo super
secretor e transformadas com o gene da enzima [(-galactosidase de K. lactis,
foi demonstrado que apenas 10% da atividade enzimdtica localizava-se no
periplasma (BECERRA et al.,1999). Mesmo assim, esta baixa atividade foi
suficiente para permitir a linhagem recombinante de S. cerevisiae crescer em
meio contendo lactose como unica fonte de carbono.

Vérias sequéncias sinais tém sido usadas para direcionar a secreg¢éo
de proteinas heterdlogas em leveduras. A mais comumente usada € a
sequéncia derivada do precursor do feroménio fator-a da S. cerevisiae. A
interacdo do peptideo sinal com a particula de reconhecimento de sinal, no
citoplasma, assegura que as proteinas a serem secretadas sejam sintetizadas
no reticulo endoplasmatico (RE) e transferidas para o lumem da organela
(HALBAN e IRMINGER, 1994). Tem sido demonstrado que a fusdo de uma
sequéncia sinal na extremidade 5 do gene de interesse é eficiente na secrecao
de pequenos peptideos, mas nao favorece a secrecdo de proteinas de alta

massa molecular, como (-galactosidase (BECERRA et al., 1997).

Na tentativa de secretar (-galactosidase de E. coli em S. cerevisiae,
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fundida nos sinais de secrecdo fator-a e glicoamilase, observou-se que a
proteina foi corretamente processada, porém retida no periplasma (DAS et al,,
1989; VANONI et al., 1989). Similarmente [(-galactosidase (LAC4) de K. lactis
fundida no sinal fator-a ndo foi secretada em S. cerevisiae (BECERRA et al.,
1997), sugerindo que a dificuldade de secrecdo de [-galactosidase pode ser
uma propriedade inerente da proteina.

A proteina secretada segue uma via especifica na célula, permitindo
que eventos pos-traducionais importantes acontecam para a obtencdo de uma
proteina funcional. O transito através desta via pode ou nao ocarer
eficientemente para proteinas heterdlogas ou para proteinas homdlogas
(SMITH et al., 1985).

A transferéncia da proteina a ser secretada para o limen do reticulo
endoplasmatico (RE) ocorre em conjunto com a traducdo, e este mecanismo €&
denominado cotranslocagdo. No lumen do RE, a proteina a ser secretada é
auxiiada por chaperones moleculares residentes neste compartimento, para
atingir a sua conformacdo funcional (estrutura terciaria) (ROMANOS et al,
1992; HALBAN e IRMINGER, 1994; HARTL, 1996). Proteinas que nao
conseguem adquirir a conformagdo funcional ligam-se permanentemente ao
chaperone molecular e sdo enderecadas para uma rota de degradacio
(HOLKERI e MAKROW, 1998), pois o trafego normal no aparelho secretor é
bloqgueado, formando complexos estawis, que vao ser reconhecidos pelo
sistema proteolitico da célula (HURTLEY et al., 1989). Em leveduras, a
degradagdo pode ocorrer no citosol (HILLER et al., 1996), no vacuolo ou em
algum dos primeiros compartimentos da rota secretora, talvez no proprio RE
(HOLKERI e MAKROW, 1998).

Algumas proteinas heterélogas sao glicosiladas quando secretadas em
leveduras, porém eventos indesejaveis como processamento aberrante ou
hiperglicosilacdo podem acontecer durante o processo de secrecao
(ROMANOS et al, 1992). Os carboidratos componentes das glicoproteinas
podem conferir fungdes importantes no dobramento da proteina, como
atividade, montagem do oligbmero, processo de secregdo e/ou caracteristicas
imunogénicas (JENKINS et al., 1996; MONTESINO et al., 1998).

A expressdo de proteinas heterdlogas em leveduras tem atraido
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atencdo, porque leveduras combinam a facilidade de manipulagdo genética e
caracteristicas de crescimento de organismos procariotos. Os recombinantes
sdo facilmente selecionados por complementagdo, os genes podem ser
facilmente engenheirados para expressar uma proteina heterdloga processada
com localizagdo citoplasmatica ou para secregcdo extracelular (BUCKHOLZ e
GLEESON, 1991; ROMANOS et al., 1992; CREGG et al., 1993; HADFIELD et
al., 1993; GELLISSEN e HO LLENBERG, 1997).

A S. cerevisiae foi a primeira levedura usada para a expressdo de
proteinas heterdlogas de interesse industrial, devido aos conhecimentos
acumulados de sua genética, fisiologia, fermentacdo, além de sua condigéo
como um organismo GRAS (ROMANOS et al, 1992; CREGG et al., 1993).
Muitas vezes, as células procaridticas sdo incapazes de produzir proteinas
funcionais a partir de genes eucaridticos, ndo processando adequadamente
proteinas heterdlogas mesmo que o0s sinais para expressao desses genes
estejam presentes. Além disso, algumas proteinas eucariéticas devem ser
modificadas apds a tradugcdo para serem funcionais (CONTIM, 1999). As
células de mamiferos utilizadas como ferramenta para a expressdo de genes
tém uso restrito, pois podem conter DNA oncogénico ou DNA viral. Contudo,
algumas limitagbes foram verificadas quando S. cerevisiae foi considerada
como um organismo de expressao heterdloga: auséncia de promotores fortes
isolados, secregdo e produtividade ineficientes, hiperglicosilagéo, instabilidade
de produgdo das linhagens e dificuldades com fermentagbes de alta densidade
celular ROMANOS et al.,1992).

Um crescente numero de leveduras naoSaccharomyces esta
disponivel como hospedeiras para a produgdo de polipeptideos recombinantes.
Hansenula polymorpha, Kluyveromyces lactis, Pichia pastoris,
Schizosaccharomyces pombe, Schwanniomyces occidentalis, Candida boidinii
e Yarrowia lipolytica (BUCKLOLZ e GLEESON , 1991; HADFIELD et al., 1993;
GELLISSEN e HOLLENBERG, 1997) destacam-se devido a disponibilidade de
promotores fortes isolados, potencial de secrecao e capacidade de cultivo em
alta densidade celular (ROMANOS et al., 1992). Esse sistema pode contribuir
para minimizar os custos envolvidos em cada etapa de purificagao.

Embora as leveduras nao-Saccharomyces mencionadas possam ser



consideradas como hospedeiras efetivas para a expressdo de genes que
codificam proteinas heterélogas, o sucesso e disponibilidade de um sistema
desenvolvido para a levedura metilotréfica Pichia pastoris tém concorrido para
a sua popularidade.

O sistema de expressao da Pichia pastoris foi desenvolvido com base
na sua habilidade em crescer em metanol como unica fonte de carbono e
energia. Neste organismo, dois genes cromossdmicos AOX (AOX1 e AOX2)
que codificam alcool oxidase foram identificados. O promotor do gene AOX1
(alcool oxidase 1) é fortemente induzido durante o crescimento das células em
metanol, sendo responsavel pela maior parte da atividade da alcool oxidase na
célula. Esta enzima, que constitui aproximadamente 20 - 30% da proteina
celular total, catalisa a primeira etapa no metabolismo de metanol, isto é, sua
oxidagdo em formaldeido utilizando oxigénio molecular (ROMANOS et al.,
1992; CREGG et al., 1993; FABER et al., 1995; LAL et al., 1997; KATAKURA et
al., 1998). P. pastoris também abriga um segundo gene funcional de alcool
oxidase, AOX2, apresentando homologia de 97% e aproximadamente a mesma
atividade especifica que AOX1 (CREGG, 1993). A interrupcdo do gene
estrutural AOX1 produz uma linhagem que cresce lentamente em metanol
(Mut®, aox1AOX2), podendo resultar em uma proporgdo acentuada de actmulo
de proteinas heterdlogas quando comparada com a linhagem Mut®
(AOX1AOX2) (FABER et al., 1995).

Uma vez que o fendtipo Mut (utilizagdo de metanol) afeta a taxa de
crescimento durante inducdo, linhagens Mut® podem produzir altos niveis de
proteinas heterélogas corretamente dobradas, e a velocidade de dobramento é
fator limitante. Para alguns produtos heterélogos, como a particula de 22 nm do
antigeno de superficie da Hepatite B, a baixa velocidade de crescimento das
células trouxe vantagens para o arranjo correto da particula (CREGG et al.,
1987). A clonagem do gene lacZ que codifica B-galactosidase de E. coli, no
vetor de expressdo em P. pastoris foi demonstrada inclusive com alto nivel de
express&o em linhagens Mut® (TSCHOPP et al., 1987).

A secrecdo de proteinas heterdlogas usando o sistema de expressao
P. pastoris € complexa e depende ndo apenas de fatores como dosagem do

gene e fendtipo Mut, mas também de fatores como sequéncia sinal,
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processamento, protedlise e glicosilacdo, que afetam o rendimento e a
qualidade do produto (ROMANOS, 1995). Uma vez que a superexpressdo de
ubiquitina pode aumentar a secrecdo de proteinas heterdlogas em P. pastoris
(SREEKHISHNA et al, 1997), tem sido recomendado que este fendtipo seja
testado em qualquer uma das estirpes produtoras disponiveis.

A integracdo de multiplas copias de um cassete de expressdo pode
algumas vezes produzir mais proteinas heterdlogas do que uma linhagem que
contém uma Uunica copia do cassete de expressdo. Devido aos requerimentos
de estabilidade e ao dobramento da proteina, a opcdo de secrecdo é reservada
para proteinas heterdlogas que sdo normalmente secretadas em seus
hospedeiros nativos (CEREGHINO e CREGG, 2000). Entretanto, altos
rendimentos de proteinas recombinantes tém sido reportados, por exemplo, 12
gL para o fragmento C da toxina tetdnica (HADFIELD et al, 1993;
SREEKRISHNA et al, 1997), 25 g/lL para invertase (MONTESINO et al,
1998) e 3 g/L para a albumina do soro humana (HSA) secretada no meio de
cultura (SREEKRISHNA et al., 1992).

Utlizando o sistema de expressdo Pichia pastoris, uma grande
variedade de proteinas tem sido produzida com diferentes graus de sucesso
(SREEKRISHNA et al., 1997). Contudo, o rendimento final de uma proteina
parece ser influenciado por propriedades inerentes a proteina e pode ser
aumentado pela manipulagdo de diversos fatores que influenciam a expressédo

do gene e a estabilidade do produto.

10



3. MATERIAL E METODOS

3.1. Obtencao das Construgcoes de DNA
3.1.1. Obtencgao da regiao codificadora do gene LAC4

O plasmideo pLAC4-12 (SREEKRISHNA e DICKSON, 1985), contendo
0 gene LAC4 que codifca a enzima [galactosidase de Kluyveromyces
marxicianus var. lactis e cedido pelo Dr. Dickson da Universidade de Kentucky,
foi utilizado como molde para obtencdo do gene LAC4 por amplificagdo por
PCR (“Polimerase Chain Reaction”). Para amplificagdo do fragmento de DNA
correspondente a regido codificadora do gene LAC4 (aproximadamente 3.000
pb), uma reacdo-padréo foi conduzida em um volume total de 100 pL contendo
Tris-HCI 0,02 mollL, pH 8,8, KCI 0,01 mollL, (NH42LSO4 0,01 mollL, MgSOs
0,002mol/L, Triton X100 0,1% (v/iv), BSA 1mg/mL, 10 ng de DNA plasmidial
pLAC4-12 purificado, 25 mmollL de cada dNTP, 5 pmol dos oligonucleotideos
iniciadores, LAC4AF (5 P-TAC GTA ATG TCT TGC CTT ATT CCT GAG 3,
coordenadas 43 a 63) e LAC4AR (5 P-TTA TTC AAA AGC GAG ATC AAA
CTC 3, posicoes 3097 — 3120), sintetizados por Life Technologies Inc.
(GIBCO/BRL) (Figura 1) e 2,5U de enzima Pfu DNA polimerase (Pyrococcus
furiosus). Uma reagao-controle também foi conduzida conforme descrito acima,
porém, o DNA molde foi omitido na reagdo. O fragmento amplificado,

correspondente a regidao codificadora do gene LAC4, contém um stio SnaBl,
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imediatamente anterior ao coédon de iniciagdo (introduzido no oligonucleotideo
LACA4AF), introduzido por PCR.

A amplificacdo da regido codificadora LAC4, usando Pfu DNA
polimerase, foi efetuada nas seguintes condicbes: (i) a 94 °C por 5 minutos (um
ciclo); (i) a 94 °C por 1 minuto, a 42 °C por 1 minuto, a 72 °C por 6 minutos (30
ciclos); (ii) a 72 °C por 10 minutos (um ciclo). Em seguida, o fragmento de DNA
de interesse foi separado por eletroforese em gel de agarose 1% TAE (Tris-
Acetato 0,04 mol/L, EDTA 0,5 mol/lL, pH 8,0), contendo brometo de etideo 0,1
pug/mL, utilizando o “Kit Prep-A-Gene” (BIORAD), conforme recomendagdes do
fabricante. A regido no gel que contnha o fragmento de interesse,
aproximadamente 3.000 pb, foi cortada e dissolvida em perclorato de sodio 4,5
mollL, a 55 °C. A “Matriz Prep-A-Gene” foi adicionada na relacdo de 5 pL de
matriz para cada pg de DNA, misturada gentiimente e incubada por 10 minutos
a temperatura ambiente. Apds a adsorcdo do DNA a silica, a amostra foi lavada
duas vezes com o tampado de lavagem (BIORAD) contendo etanol 70% (viv). O

DNA foi eluido em agua MilliQ estéril a 50°C, por 20 minutos.

3.1.2. Obtengcdo da regido codificadora do gene LAC4 truncado
(LAC4-NH;)

O gene LAC4 truncado (LAC4-NH,) foi obtido a partir do fragmento
liberado, aproximadamente 3.000 pb, com as enzimas de restricdo SnaBl e
Notl, do clone pL1S. Em seguida, o fragmento liberado foi clivado com a
enzima de restricdio EcoRIl, obtendo-se um fragmento de DNA de
aproximadamente 2.000 pb, contendo o possivel sitio catalitico e a extremidade
amino-terminal (POCH et al,, 1992; INOHARA-OCHIAI et al., 1998) (Figura 1).
O fragmento de interesse (2.000 pb) foi purificado em gel de agarose, utilizando
o “Kit Prep-A-Gene” (BIORAD), conforme descrito anteriormente.
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1(5' ) aaaaaaaaAA TAaacacaca

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441

1501
1561
1621
1681

1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
2641

gagaatttaa
t at gat cagg
cctcttgacg
atttctgtge
acgaacgt ac
gotgtttatg
ttgagatttg
tt caat aagg
gaaaact t ag
gat caat ggt

gcccatattg
gagctttctg
tacgaacct g
gggaacacga
acagctttca
t acaagt acc
catgttggtt

attctcttta
ttagattttg
aact cgcat t

gtcattgacg
aact t ggagg
ttatcagata
agagat gt ca
agaaaccaca
t at gaggot g
gaaat t at gg
ttgatcttgt

caagagt t gt

cacggt at t gaattc

tatggtogtg
aacagt gagc
cat att aaaa
gaccact t at
ccagaagaat
gatgctggtg
aaggt acccg
cottatgtct
att gaaagcc
actttctgga
tacaatattg
gottctctag
tttgagactg
aagcttactg

Figura 1 -

ggaaccccaa
atattttcga
ct ccggat gc
catcccattg
agt accct at
ctagaacttt
agggt gt gga
ggt cccgt aa
t ggt cgt caa
ggct ct ct gg
aagacgt t ag
t gaaagt t ga
aagat ggat ¢
ctttttcaac
agat caacgt
agttggattt
t cagacaagt
gaggt gt caa
ttgttaggga
at ccaaacca
aggcagat ct
ct gaat at cc
at ccagagt a
atcatccttc

aagccatgta
act t gaacgc

aaaggt ggag

aaaggtt cac
at ct ct caat

taagaattta
ggaact t cag
cccaat cgac
t gaat t agat

caattgttac
cggggct gaa
gottttcaag
tatttacaga
ggt cact aca
t gt ccagggt

taaagtttac
t aaagaat t t

caaggcccca
aat t ggat ct

ggagt t gaag
cagacat gat

cttgattcta
tcctaaggtg
t gaaact cat

agat act aaa
cgaggt cgcg
gattattatc
caagttaatt

tttgagtgca
gaagaaccac

tacgta

tactcat cga gaact gaaag at @ittty ccttattoct
gaaaat agat tgcctactag ggcettactac

gggect t ggg
gact gggaaa
gaagact gga
at cccaaat ¢
t cgaaat cga
gagctttatg
tttgatatcc
t ggt ccgat t
gacgtttctt
acttttgtgg
tcttcttatg
gat gcaagct
atttccttct
gaacat t gga
gat ggcagt g
gacggt aaca
caccat ccaa
at gaagaagt
t at gacct ct
got gt t caag
aat aaact ct
tacttagaca

tggtccttgg
aaacaatt gg
gatatcttta
act gat gaaa

cttttgcgtt
cggcaaagaa
agt acggt aa
ct cccact gt
ttgagt cott
ttaat ggt ca
aaaagt acgt
ccacttat at
t act aaaat t
act ct cagt a
at cacat caa
ctttgttgaa
ccaccaaaaa
ccgcagaaaa
tgattcaatc
ttactgttaa
got t cggt ag
ttaacat caa
t cgat aagct
agccatttaa
acgatgttaa
gagcttccca

gtttgatgca
at ggagcacc
accaatttac
aaat cct act
cgagcacaga
at at gt gggt

tt ct gagggc
cgaggaccaa

gcct aagaag
t caggat gca
tttcacactt
cgaggagaat
gaacgaagaa
tcctactttg
t at t aagcac
t ggcaaagac
agct gt gcca
tgctgttcgt
gggcttct gg
t cgt cat acg
tgcccattac
acttgtccta

gt aacgc ttgttatggc

at cct accag

actt gt gcat

gtttcatdia_dccaacattt

at ggt aagt t

t gaaaagcct

gt gaggg ccat gcaat g ggtaacggtc ctggctcttt gaaagaat at

t ct acaagga
gaaga
actttaagga
at aat cct ac
ttgcgcacgg
tgtttatcga
ctgttactat
ttct aaaggc
attttgttac
cagttgaatc
t aaaggt caa
gacct ccaac
atttaatgaa
ct gt agt cac
ttcagaagt a
gcgaat at ca

Sequéncia de

italico,

(GIBCO/BRL); caixa com letras em negrito, aminoacidos &cido
glutdmico (posicdo 1.485) e tirosina (posicdo 1.609 e 1.696)
componentes do sitio catalitico; seqiéncia sublinhada, sitio da
enzima EcoR| (posicdo 1.810); sombreado, cddons de inicio e

gaagttttac
tgttagt act
agaggt t cat
t ccgggcect t
at ct gt aaca
caaggacacg
tccttct gat
aggt cat gaa
agagacagca
cagtggattg
gggt aaggaa
gaat aat gat
gcaaaacat ¢
got t aact ct
cacgatcttt
gcct cct gat

caaggt ggct
gcagat ggt a
gacggagt gt
gt agagt at a
at cacaaat a
ggaaagacaa
acaact tatg
att gcct ggg
gaaaaagct g
cattttatct
atttccagca
gaacct aggg
cat ggagt ga
cgtat at ccc
gct aacaaaa
tt cccaagag

de

de término (Poch et al., 1992).
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ttatct ggga
agttgcat aa
t cat cat gga
agaaggt t at
agcacgact t
tcgacgttcc
ttgttgcegt
gccaagct ga
cgaagat caa
t ggacaaat t
agt t t gaggg
actttaagaa
gt gt cgaaaa
cagttgtatt
taaact t gaa
ttgggt acga

at gggcaaat
agctt at gct
tggtttgtgt
t gaacccgt t
cattacgaca
atctttaaag
gt t gaaagat
acttccattg
cgacggt aaa
gtt gggt aaa
ttcttcaatc
ct ggaagaag
aggt t ct aat
ttact at ggg
cacttctatg
attctggcta

nucleotideos do gene LAC4 da
Kluyveromyces marxicianus var. lactis. Letras maiusculas em
negrito correspondem a sequéncia conservada TATA (posicéo 8)
e ao sinal de poliadenilagdo (posicdo 3.401); letras em negrito e
seqguéncias

oligonucleotideos

iniciadores



2701 ggagatagtt atgaatcatt tgaatggtta ggtcgcgggc ccggcgaatc at at ccggat
2761 aagaaggaat ctcaaagatt cggtctttac gattccaaag atgtagagga attcgtat at
2821 gact at cctc aagaaaat gg aaat cat aca gatacccact ttttgaacat caaatttgaa
2881 ggtgcaggaa aact atcgat cttccaaaag gagaagccat ttaacttcaa gatttcagac
2941 gaat acgggg ttgat gaagc tgcccacgct tgtgacgtta aaagatacgg cagacact at
3001 ctaaggttgg accatgcaat ccatggtgtt ggtagcgaag catgcggacc tgctgttct

3061 gaccagtaca gattgaaagc tcaagatttc aactttgagt ttgatctcgc ttttgaai

(3)ctca aactagageg aaaacttatt

3121 gaattttata cttagataag tatgtactta caggtatatt tctatgagat actgatgtat
3181 acatgcatga taatatttaa acggttatta gtgccgattg tcttgtgcga taatgacgtt
3241 cctatcaaag caatacactt accacctatt acatgggcca agaaaatatt ttcgaacttg

3301 tttagaatat tagcacagag tatatgatga tatccgttag attatgcatg attcattcct
3361 acaacttttt cgtagcataa ggattaatta cttggatgcc AATAAAaaa aaaaacat cg

3421 agaaaatttc agcatgctca gaaacaattg cagtgtatca aagtaaaaaa aagattttca
3481 ctacatgttc cttttgaaga aagaaaat ca tggaacatta gatttacaaa aatttaacca
3541 ccgctgatta acgattagac cgttaagcgc acaacaggtt attagtacag agaaagcatt

3601 ctgtggtgtt gcccecggact ttcttttgeg acat aggt aa atcgaatacc atcat act at
3661 cttttccaat gactccctaa agaaagactc ttcttcgatg ttg (3')

Figura 1 - (Cont) Sequéncia de nucleotideos do gene LAC4 da levedura
Kluyveromyces marxicianus var. lactis. Letras maiusculas em
negrito correspondem a sequéncia conservada TATA (posigao 8)
e ao sinal de poliadenilagido (posicao 3.401); letras em negrito e
italico, sequéncias de oligonucleotideos iniciadores (GIBCO/BRL);
caixa com letras em negrito, aminoacidos acido glutdmico
(posicdo 1.485) e tirosina (posicdo 1.609 e 1.696) componentes
do sitio catalitico; seqiéncia sublinhada, sitio da enzima EcoRI
(posicao 1.810); sombreado, cédons de inicio e de término (Poch
etal., 1992).

3.2. Estratégia de Clonagem

3.21. Clonagem da regido codificadora do gene LACA4, obtido por “PCR”
no vetor pPIC9 de Pichia pastoris

O vetor escolhido para clonagem, pPICO (INVITROGEN, Califémia,
USA) (Figura 2), projetado para integragdo no genoma da célula hospedeira
Pichia pastoris, possui a regiao promotora 5 AOX1 (alcool oxidase) induzido
por metanol, uma sequéncia sinal de secregdo fatorroq da levedura
Saccharomyces cerevisiae, seguida por sitio de mudltipla clonagem e regiao
terminadora 3 AOX1. Apresenta marca de selecao auxotréfica, gene HIS4,
para selecdo em leveduras hospedeiras.

Inicialmente, o vetor pPIC9 foi digerido com a enzima SnaBl
(TACIGTA) e desfosforilado. A reacdo de desfosforilacdo de extremidades
abruptas foi preparada de acordo com SAMBROOK et al. (1989). A enzima
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fosfatase alcalina foi adicionada a reagdo, em presenga de Tris-HCI 0,05 mol/L,
pH 90, MgCh 0,001 mol/L e ZnChL 0,001 mollL. Devido a presengca de
extremidades abruptas, a reacdo foi conduzida em duas etapas: a 37 °C por 15
minutos e a 55 °C por 15 minutos, com a adicdo de uma unidade de fosfatase
alcalina em cada etapa.

A reagcédo de ligagdo do fragmento de DNA ao vetor pPICO foi
conduzida segundo SAMBROOK et al. (1989). O fragmento de DNA LAC4 e o
vetor pPICO foram utilizados na propor¢do de 7:1 em um volume final de 20 pL,
na presenca da enzima T, DNA ligase (PHARMACIA), em Tris-HCI 660 mmol/L
pH 7,6, MgCl. 66mmol/L, DTT (ditiotrietol) 100 mmol/L, ATP 660umol/L, por um
periodo de 17 horas, a 14 °C.

Figura 2 - Mapa fisico do vetor de expressédo e secre¢cdo pPIC9 Pichia pastoris
(INVITROGEN). No esquema estdo destacados o promotor 5A0X1;
sinal de secrecédo (S) fator-a; sitios unicos para Xho |, SnaB |, EcoR

I, Avr ll, Not I; regido terminadora 3AOX1 (TT); gene HIS4 para
selecdo em Pichia; fragmento 3’AO0X1; origem de replicacdo ColE1 e
gene para resisténcia aampicilina.

Células ultracompetentes, E. coli JM109, foram preparadas de acordo
com INOUE et al. (1990). A estirpe utilizada de E. coli JM109 foi cultivada em
SOB (extrato de levedura 5 g/L, triptona 20 g/L, NaCl 0,01 mollL, KCI 0,0025

mol/L, MgCl> 0,01 mol/L, MgSOs 0,01 mol/L ) a 19 °C, até atingir uma DOeoo de

0,5, incubada em gelo por 10 minutos e coletada por centrifugacdo a 2.000 g a
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4 °C, por 10 minutos. As células foram ressuspensas em um volume de TB
(PIPES 0,01 mol/L, CaCk 0,015 mollL, KCl 0,25 mol/L, pH 6,7, MnCl> 0,055
mol/L) gelado, equivalente a 1/3 do volume original do meio de cultura e

incubadas por 10 minutos no gelo. Novamente as células foram coletadas por
centrifugagcdo a 2.000 g, a 4 °C, por 10 minutos e concentradas dez vezes pela
ressuspensdo em TB e DMSO (dimetil sulféxido) 7% (v/v). Aliquotas de 200 pL
foram estocadas a — 80 °C até o uso.

A transformacao foi realizada adicionando 10 pL da reagéo de ligacéo a
uma aliquota de células ultracompetentes JM109, mantida a 0 °C, por 30
minutos. Apds choque térmico de 2 minutos, a 42 °C, 1 mL de meio LB
(Triptona 10 g/, Extrato de Levedura 5 g/lL, NaCl 10 g/L) foi adicionado,
incubando-se por 1 hora, a 37 °C. As células foram concentradas por
centrifugagéo, ressuspensas em 100 pL de meio LB e espalhadas em placas
contendo meio LB e ampiciina 100 pg/mL a 37 °C, para selegdo dos
transformantes. Estes foram cultvados em 2 mL de meio LB contendo

ampicilina para subseqlente isolamento do DNA plasmidial com enzimas de

restricido apropriadas.

3.2.2. Clonagem da regiao codificadora do gene LAC4 no vetor de pPIC9
na orientagao senso

Para a obtencdo do clone contendo o gene LAC4 na orientagdo senso
(pL1S), o fragmento de interesse de aproximadamente 3.000 pb foi liberado do
clone anti-senso (pL1AS) com as enzimas de restricdo Xho (CITC GAG) e
SnaBl; em seguida, foi tratado com Ts DNA polimerase (BOEHRINGER
MANNHEIM) e purificado em gel de agarose, utlizando o “Kit Prep-A-Gene”
(BIORAD). Assim, o fragmento de interesse com extremidades abruptas foi
subclonado no vetor de expressdo e secregcao pPIC9, previamente linearizado
com a enzima de restricho SnaBl e desfosforilado, conforme descrito
anteriormente. O fragmento de DNA e o vetor foram utilizados na proporgao 3:1
em um volume final de 20 pL, na presenca da enzima T4 DNA ligase. A
obtencdo de células ultracompetentes e a transformagdo em bactéria foram

conduzidas conforme descrito anteriormente.
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3.2.3. Clonagem da regidao codificadora do gene LAC4 truncado, obtido
pela digestdao de clones senso (pL1S) no vetor pPIC9 de Pichia
pastoris

O fragmento de 3.000 pb correspondente a regido codificadora do gene
LAC4 foi liberado com as enzimas de restricido SnaBl e Notl, mantendo o seu
sitio catalitico. Em seguida, este fragmento foi purificado e digerido com EcoRl.
O fragmento resultante de aproximadamente 2.000 pb foi subclonado no vetor
pPIC9 na proporcao 3:1, previamente hidrolisado com as enzimas de restricao
SnaBl e EcoRI. A obtencdo de células ultracompetentes e a transformacdo em

bactéria foram conduzidas conforme descrito anteriormente

3.2.4. Isolamento de DNA plasmidial

O isolamento do DNA plasmidial de bactérias, clones e vetor foi
conduzido, em grande escala, pelo método da lise alcalina e adsorcdo de DNA
em silica, utilizando-se o “Plasmid Maxi Kit” (QIAGEN), e, em pequena escala,
utlizandose o “Flexi Prep Kit" (PHARMACIA), de acordo com as
recomendacoes dos fabricantes

Para o isolamento em grande escala, foram utiizados 100 mL de meio
de cultura. Este método é baseado em um procedimento modificado de lise
alcalina, seguido pela adsorcdo de DNA plasmidial em resina de troca idnica,
em condigdes apropriadas de baixa concentragao de sal e pH. RNA, proteinas
e impurezas de baixo peso molecular sdo removidos pela lavagem com
concentracdo média de sal. O DNA plasmidial é eluido em um tampao com alta
concentragdo de sal e entdo concentrado e desalinizado por meio da
precipitagdo com isopropanol.

As bactérias transformadas foram cultivadas em meio LB com
ampicilina, por 12 a 16 horas. Apés a centrifugagdo, 6000 g, por 5 minutos, a
4°C, as células foram ressuspensas na solugéo | (glicose 0,005 mol/L, Tris-HCI
0,025 mollL, pH 8,0 e EDTA 0,02 mol/lL) contendo RNase A 100 pg/L. Em
seguida, foi adicionada a solugéo I, solugdo de lise (NaOH 0,2 mollL e SDS 10
g/L) e a mistura foi incubada por 5 minutos, a temperatura ambiente. A esta
mistura, foi adicionada a solugéo Il (CH3;COOK 3 mol/L), prolongando-se a

incubagdo por mais 20 minutos em banho de gelo. O residuo insoluvel foi
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descartado por centrifugacdo a 20.000 g, por 30 minutos, a 4 °C. A solugéo
recuperada, apos lise alcalina, foi aplicada na coluna “QIAGENtipo 500
(QIAGEN), previamente equilibrada com 10 mL de tampdo QB [NaCl 0,75
mol/L, MOPS 0,05 mol/LL, pH 7,0, isopropanol 15% (v/v) e Triton X100 0,15%
(VW)]. Em seguida, a coluna que continha o DNA foi lavada duas vezes com
30mL de tampao QC [NaCl 1 mollL, MOPS 0,05 mollL, pH 7,0 e isopropanol
15% (vIv)]. Apds lavagem da coluna, o DNA foi eluido com 15 mL de tampao
QF [NaCl 1,25 mol/L, Tris-HCI 0,05 mol/lL, pH 8,5 e isopropanol 15% (v/iv)] e
sedimento com 42% (v/v) de isopropanol. Apos centrifugacdo a 15.000 g, por
30 minutos, a 4 °C, o DNA foi lavado com 5 mL de etanol 70% (V) e
ressuspenso em 500 pL de agua MilliQ estéril.

Para o método de isolamento em pequena escala, a lise alcalina foi
conduzida conforme descrito anteriormente, exceto que foram utilizados 2 mL
de meio de cultura. O lisado insoluvel de células foi removido por centrifugagao
a 11.000 g, por 10 minutos. Apdés a lise alcalina, o DNA plasmidial foi
sedimento do sobrenadante pela adicdo de isopropanol, na concentragao final
de 42% (v/v), incubado por 10 minutos a temperatura ambiente e, em seguida,
coletado por centrifugagdo a 11.000 g, por 10 minutos. A suspenséo
“Sephaglasl] FP” (PHARMACIA) foi adicionada ao DNA plasmidial, seguida de
lavagem com tampao de lavagem [Tris-HCI 0,02 mollL, pH 7,5, EDTA 0,002
mol/L, NaCl 0,2 mollL e etanol 60% (v/v)] (PHARMACIA). O DNA foi eluido em
agua por 5 minutos, atemperatura ambiente.

O DNA plasmidial foi digerido com enzimas de restricdo selecionadas,
para analise dos clones de interesse, e separado por eletroforese em gel de
agarose 1% TAE.

3.3. Transformagao de Pichia pastoris GS115 com a regidao codificadora
do gene LAC4 da Kluyveromyces marxicianus var. lactis

3.3.1. Preparo e linearizacao do DNA plasmidial

Os clones pL1S e pL2S, contendo o gene LAC4 de levedura K. lactis

nas orientagbes senso e versdo truncada, respectivamente, bem como o

plasmideo pPIC9 (controle), foram usados para transformar P. pastoris GS115

(His e Mut'). Na tentatva de direcionar a integragdo do gene LAC4
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no genoma da estirpe hospedeira, todos os procedimentos foram realizados de
acordo com as instrugbes do ‘Pichia Expression Kit” (INVITROGEN). O
isolamento do DNA plasmidial dos clones e do vetor foi feito em grande escala,
conforme descrito anteriormente. Os plasmideos purificados foram hidrolisados
com a enzima de restrigdo Sacl, sitio unico localizado na sequéncia do
promotor AOX1, e dessalinizados com o “Kit Prep-A-Gene” (BIORAD),
conforme descrito anteriormente. A linearizagdo dos plasmideos com a enzima
de restricdo Sacl direciona o evento de integracdo do DNA recombinante, com
um unico “crossing over” entre o locus AOX1 no cromossomo e o0 promotor
AOX1 no vetor, gerando transformantes fenotipicamente com alta velocidade
de crescimento em metanol, uma vez que mantém o gene AOX1 enddgeno
intacto. Assim, o fendtipo dos transformantes € o mesmo da estirpe parental
(Mut").

3.3.2. Preparo de células competentes de Pichia pastoris

As células competentes da estirpe Pichia pastoris GS115 foram
preparadas conforme  recomendagcdes do  “Pichia  Expression  Kit’
(INVITROGEN). A estipe utilizada GS115 foi cultivada primeiramente em 5 mL
de meio YPD (extrato de levedura 10g/L, peptona 20 g/L e dextrose 20 glL) a
30 °C, por 12 horas. Apds este periodo, aproximadamente 500 mL de meio
YPD foram inoculados com 5 mL de meio saturado, incubados a 30 °C, sob
agitacao de 250 rpm, até Agyp entre 1,3 e 1,5. As células foram coletadas por
centrifugacédo a 1.500 g, a 4 °C, por 5 minutos. Em seguida, lavadas com 500
mL e 250 mL de &gua destilada gelada estéril, por centrifugagédo a 1.500 g, por
5 minutos, a 4 °C. Apds a lavagem, as células foram ressuspensas em 20 mL
de sorbitol 1 mollL, a 4 °C, estéril, novamente coletadas por centrifugacdo a
1500 g, por 5 minutos, a 4 °C, e concentradas em 1,5 mL de sorbitol 1 mol/lL a
4 °C, estéril. As células competentes assim preparadas foram imediatamente
transformadas, uma vez que experiéncias anteriores mostraram que a
estocagem a — 80 °C, embora sugerida pelo fabricante, resultou em baixa

eficiéncia de transformacéo.
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3.3.3. Transformacao de Pichia pastoris

Os clones e o vetor pPICY linearizado foram inseridos na Pichia
pastoris GS115 por eletroporagdo, conforme recomendacdes do “Pichia
Expression Kit” com pequenas modificagdes. Em cubeta de 0,2 cm (BIORAD),
foram misturados 80 pL de células competentes e 5 pg de DNA linearizado
com a enzima de restricdo Sacl. A cubeta foi mantida em gelo por 5 minutos e,
em seguida, 320 pL de sorbitol 1 mollL, a 4 °C, estéril, foram adicionados. A
eletroporacdo foi conduzida em eletroporador “GenePulser” (BIORAD), onde foi
aplicado um pulso de 1.500 V, a uma capacitdncia de 25 PF e resisténcia de
400 Q, conforme descrito no catalogo do fabricante. Apds a eletroporagdo, as
células foram plaqueadas em meio sdlido MD (YNB 134 gL, biotina 4 x 10*
g/L e dextrose 20 g/L). As placas permaneceram a 30 °C até o aparecimento

de colbnias isoladas de Pichia pastoris.

3.3.4. Andlise da presenca da regidao codificadora do gene LAC4 no
genoma de Pichia pastoris

3.3.4.1. Isolamento do DNA gendémico de Pichia pastoris

O isolamento do DNA genémico transformantes foi conduzdo conforme
as instrucdes do “Pichia Expression Kit” (INVITROGEN).

As colbnias transformantes foram inoculadas em 10 mL do meio MGY
(YNB 134 gL, glicerol 10 gL, biotina 4 X 10* g/L), incubadas a 30 °C, sob
agitacdo de 250 rpm, até Ao de 5 a 10. As células foram coletadas e lavadas
em 10 mL de &agua estéril por centrifugagdo a 1,500 g, por 5 minutos, a
temperatura ambiente, e ressuspensas em tampao SCED (sorbitol 1 molil,
citrato de sodio 0,01 mol/lL, pH 7,5, EDTA 0,01 mol/L, DTT 0,01 mol/L) recém-
preparado. Em seguida, foi adicionada a suspensao 0,1 a 0,3 mg de liticase; a
mistura foi incubada a 37 °C, por 50 minutos, para a formagdo de
esferoplastos. Apds o periodo de incubagéo, foram adicionados 2 mL de SDS
10 gL, e a mistura foi levemente agitada por 5 minutos. Em seguida, foi
adicionado 1,5 mL de acetato de potassio 5 mollL, pH 8,9, e gentimente

misturado. O sobrenadante foi recuperado por centrifugagédo a 10.000 g, por 10
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minutos, a 4 °C. Em seguida, o DNA foi sedimento com etanol concentragéo
final 70% (v/v) e incubado por 15 minutos a temperatura ambiente. O
sedimento foi recuperado por centrifugacdo a 10.000 g, por 20 minutos, a 4 °C,
e ressuspenso em 0,7 mL de tampao TE (Tris-HCI 0,01 mollL, pH 7.4, EDTA
0,001 mollL, pH 80). O DNA foi extraido com um volume igual de
fenol/cloroformio (1:1 v/v), seguido de cloroférmio/alcool iscamil (24:1 viv) e
sedimento com etanol concentragdo final 70% (v/v), acetato de ambnio 7,5
mollL, pH 7,5, a =20 °C, por 1 hora. O DNA foi novamente recuperado por
centrifugacao a 10.000 g, por 20 minutos, a 4 °C, lavado com 1 mL de etanol

70% (v/v) e ressuspenso em 50 L de tampéo TE.

3.3.4.2. Anadlise de col6nias transformantes por “PCR”

A selecdo inicial das leveduras transformantes foi feita pela capacidade
de crescimento na auséncia de histidina no meio de cultura e confirmada pela
detecgéo da presenca do LAC4 no genoma da Pichia pastoris por “PCR”.

A integracdo do LAC4 (senso) e LACA4-NH, (truncado) no genoma de
Pichia pastoris GS115 foi confimada por meio da técnica de “PCR”. Para
amplificacdo de LAC4, foram utilizados os oligonucleotideos iniciadores
especificos, LAC4AF e LACA4AR, previamente utilizados na obtengdo do gene
LAC4 do pLAC412 e, no caso do gene truncado LAC4NH,, foram utilizados o
oligonucleotideo LAC4AF e o oligonucleotideo reverso 3AOX1 (5 GCA AAT
GGC ATT CTG ACA TCC 3), que anela no vetor (INVITROGEN).
Aproximadamente 1 pg de DNA gendmico de leveduras foi adicionado a
reacdo-padrdio em um volume total de 25 L, usando 1U de Tag DNA
polimerase e seguindo o mesmo programa de “PCR” ja descrito na obtencgao
do gene LAC4. Ap6s amplificacdo, o fragmento de interesse foi separado por
eletroforese em gel de agarose 1% TAE, contendo brometo de etideo 0,1

pg/mL.

34. Andlise da Atividade de pB- galactosidase em  Transformantes
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de Pichia pastoris

3.4.1. Inducgao da proteina heteréloga e amostragem

Leveduras transformantes positvas foram culvadas a 30 °C,
individualmente, em 250 mL do meio MGY, sob agitacédo de 250 rpm, até atingir
Asop entre 2 e 6 (aproximadamente de 16 h a 18 h). As células foram coletadas
por centrifugagcdo de 1.500 g, por 5 minutos, a temperatura ambiente, e
ressuspensas em 100 a 200 mL do meio MM (YNB 134 g/, bioina 4 X 10*
g/L, metanol 0,5%) para iniciar a indugdo da expressdo do gene heterdlogo. A
cada 24 horas, a cultura era suplementada com metanol para atingir uma
concentragéo final de 5 %, mantendo assim a indugcdo. Amostras da cultura
foram coletadas apds 0, 6, 12, 18, 24, 36, 48, 60, 72 ou 84 horas, por
centrifugacdo a 16.000 g, por 2 a 3 minutos, a temperatura ambiente. O
sobrenadante (proteinas extracelulares) e o sedimento de células (proteinas
intracelulares) foram analisados quanto aatividade de [3-galactosidase.

O sobrenadante foi recolhido (fragdo extracelular) e estocado a — 80°C.
O sedimento de células coletados durante a inducdo da cultura de P. pastoris
recombinante foi ressuspenso em 500 pL de tampao SCED (sorbitol 1 mol/L,
citrato de sédio 0,01 mol/lL, pH 7,5, EDTA 0,01 mol/L, DTT 0,01 mol/L) recém-
preparado. Em seguida, 0,3 mg da enzima litcase foi adicionado e a
suspensdo celular foi incubada a 37 °C, por 1 hora. Apés a incubacao, 1/10 do
volume de Triton X100 foi adicionado e as células sonicadas (trés pulsos de 15

segundos).

3.4.2. Andlise da atividade de B-galactosidase

A atividade de B-galactosidase foi determinada
espectrofotometricamente no sobrenadante e em sedimento das culturas de
células induzidas, conforme descrito por DICKSON e MARTIN (1980).
Resumidamente, as amostras do sedimento celular foram ressuspensas em
1mL de tampao Z sem [-mercaptoetanol (Na:HPO4 0,06 mollL, NaH2PO4 0,04
mol/L, HCI 0,01 mollL, MgSOs 0,001 mol/L, pH 7,0). Em um volume de 500 pL
das amostras ressuspensas, foram adicionados 100 pL de SDS 10 g/L, 100 pL

de cloroférmio, mantido sob agitagdo por 1 minuto. A reagéo foi iniciada pela
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adicio de 400 pL do substrato cromogénico ONPG (o-nitrofenil-3-D-
galactopironosideo), 4 mg/L em 100 pL da mistura acima (fragéo intracelular) e
em 100 pL do sobrenadante (fragdo extracelular). Apos 30 minutos, a
temperatura ambiente, a reagdo foi paralisada pela adicdo de 1 mL de Na,CO;
0,5 mol/L. Em seguida, a leitura foi realizada em espectrofotdbmetro a 420 nm.
O produto da reacdo ONP (o-nitrofenol) foi quantificado, convertendo a
absorvancia a 420 nm em pmol de ONP de acordo com uma curva-padrao.
Uma unidade de atividade de [(-galactosidase foi definida com pmoles/L de
ONP liberados por minuto de reagao.

As concentragbes das proteinas das fracdes celulares foram
determinadas pelo método de BRADFORD (1976), usando BSA (albumina de

soro bovina) como padréo.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

41. Obtencdo e Clonagem da Regido Codificadora dos Genes LAC4 e

LACA4-NH; no Vetor de Expressao e Secrecao pPIC9 de P. pastoris

O gene LAC4 codifica [(-galactosidase em Kluyveromyces lactis, a
enzima chave do metabolismo de lactose. O gene foi pela primeira vez
localizado e clonado juntamente com o gene LAC172 (lactose permease) no
plasmideo pLAC4-12 por SREEKRISHNA e DICKSON (1985).

A Figura 3 mostra o perfil obtido apdés amplificacdo por PCR da regiao
codificadora do gene LAC4, a partr do pLAC4-12, indicando a posicdo
esperada para o fragmento correspondente ao gene LAC4. O gene LAC4 de
levedura Kluyveromyces lactis possui entre 3,2 e 3,3 Kb (BREUNING et al.,
1984; DICKSON e RILEY, 1989).

A enzima Pfu DNA polimerase utilizada na reacdo de PCR, ao contrario
da enzima Tag DNA polimerase, apresenta uma baixa taxa de erro, uma alta
fidelidade de amplificacdo e gera fragmentos de PCR com extremidades
abruptas. Esta caracteristica, aliada ao fato de que o produto de PCR a ser
clonado possui cadeia longa, como a sequéncia LAC4, dificulta a clonagem.
Nestes casos, experiéncias recomendam a remogdo do fragmento do
plasmideo com endonucleases de restricdo. Entretanto, ndo foi possivel a
obtencdo da regido codificadora do gene LAC4 intacto, utilizando

endonucleases de restricdo. Nenhum sito de clivagem que removesse
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exclusivamente o LAC4 foi detectado na andlise computacional da sequéncia
(banco de dados — WEB CUTTER). Apesar dessa limitagdo, varias tentativas
foram feitas para que a clonagem da regido codificadora do gene LAC4 no

vetor pPIC9 do sistema de expressdo e secrecdo da Pichia pastoris fosse bem

sucedida.
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Figura 3 - Amplificacdo do fragmento do gene LAC4 (pLAC412). 10 uL de uma
reagdo de 100 pL foram adicionados em gel de agarose 1% TAE

contendo brometo de etideo. Linha 1 contém o produto de PCR do
gene LAC4 (O 3.000 pb). O “PCR” foi feito usando “primers” LAC4AF

e LAC4AR. A linha 2 conttm a reagéo controle “PCR”, sem o DNA
molde. A linha M contém o marcador de tamanho DNA fago lambda
Hindlll (PROMEGA).
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A clonagem da regido codificadora intacta do gene LAC4 no vetor de
expressdo e secregdo pPIC9 possibilitaria a obtengcdo de duas construgbes
(Figura 4): a insercdo da regido codificadora do gene intacto de LAC4, no
referido vetor de expressdo e secregdo, resultando no clone pL1AS, na
orientagdo anti-senso (Figura 4A), e no clone pL1S na orientagdo senso (Figura
4B).

A
Xhol Z’Z‘g
(6671)
o o D | |
T | |
EcoRI1 Nofl
(5442) (7607)
(B)
Xhol SnaB1
(1193) (1219) AvRII
(6671)
W
88| —»  LACY |
R | ' |
EcoR1 Nod
(5442) (7607)

Figura 4 - Diagrama das construcdes de LAC4 no vetor pPIC9 usadas na
transformacdo de E. coli JM109. A regido codificadora do gene
LAC4 intacto da levedura Kluyveromyces lactis nas orientagdes
anti-senso (A), senso (B) estdo sob controle do promotor regulado e
induzido AOX1 e do sinal de secregao fator-a (SS). A posicédo de
alguns sitios de enzimas de restricio no vetor original esta
indicada.
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A clonagem do fragmento LAC4 intacto pode ser verificada pelo padrao
de clivagem sugerido nas Figuras 5 e 6. A regido codificadora do gene LAC4
possui um unico sitio da enzima de restricdo Bglll na posicdo 1.275 e dois
sitios no vetor plasmidial pPIC9 nas posicdes 2 e 5.622 e, assim, produz o
padrao de clivagem analisado na orientacdo senso e anti-senso observados

nas Figuras 5A e 5B, respectivamente.

A
2
Bgi 8622
| 1192 Bglll
— [5a0x1 [>\ ss | LACH |
2467
Bgill
(B)
2
Bgln 8622
| 1192 Bgin
2917
Bglll
(C)
2
Bglll 1192 5622

| Bglll

—{540x1 i::;>-—- SS

Figura 5 - Diagrama do padrdo de restricdo esperado do clone contendo a
regidao codificadora do gene LAC4 integro. A regido codificadora do
gene LAC4 de K lactis usado para a clonagem no vetor de
expressdao e secregao pPICO orientagdes senso (A) (2380pb,
2465pb, 6155pb) e anti-senso (B) (2380pb, 2915pb, 5705pb) esta
sob controle do promotor regulado e induzido AOX1 e do sinal de
secrecao fator-a (SS); (C) vetor pPIC9 (8000pb).
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Foram analisadas 25 amostras de DNA plasmidial dos clones
recombinantes. Das amostras analisadas hidrolisadas com a enzima Bgll,
nenhuma continha a regido codificadora do gene LAC4 na orientagdo correta e
a maioria continha o LAC4 clonado na orientacdo anti-senso. E possivel que a
dificuldade de obter transformantes contendo o LAC4 na orientagcdo senso
esteja relacionada com o fato de o inserto e vetor conterem extremidades
abruptas e, talvez, a existéncia de uma certa homologia entre a sequéncia do
fragmento com o vetor, favorecendo a posi¢do anti-senso (Figura 6, linha 4).
Outra dificuldade esta relacionada com o tamanho do fragmento, pois tem sido
demonstrado que produtos de PCR contendo grande numero de pares de
bases e com extremidades abruptas reduzem a eficiéncia da reagéo de ligacao
do fragmento no vetor.

O conveniente seria, inicialmente, clonar o produto de PCR no vetor puUC
criando qualquer sitio de restrigdo nas extremidades da sequéncia a ser
clonada, porém isto ndo foi possivel, uma vez que a insergdo destes sitios de
restricdo resultaria em uma clonagem, no vetor de expressao e secrecao pPIC9

fora de fase.
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Figura 6 - Padrédo de restricdo dos clones em bactéria contendo a regido
codificadora LAC4 intacta no vetor pPIC9 resolvido em gel de
agarose 1%. Linha M contém o marcador de tamanho DNA fago
lambda Hindlll (PROMEGA); linha 1 - pPIC9 n&o hidrolisado; linha 2

- pPIC9/SnaBl; linha 3 - pPIC9/Bgll, linha 4 (seta) corresponde a
pL1AS hidrolisado com Bglll (2380pb, 2915pb, 5705pb); linhas 5 e
6 correspondem a transformantes negativos hidrolisado com Bglll.

30



Com a finalidade de aumentar a eficiéncia de clonagem da regido
codificadora do gene LAC4 no vetor pPIC9 de forma a possibilitar a obtencéo
do clone na orientacdo senso, o fragmento de interesse foi liberado do clone
pL1AS com as enzimas de restricdo Xhol e SnaBl e tratado com T, DNA
polimerase. O fragmento de DNA resultante foi subclonado no vetor de
expressdo e secrecao pPIC9. Embora maior eficiéncia de clonagem na
orientagdo incorreta tenha persistido com esta estratégia, pelo menos 25% dos
DNAs recombinantes obtidos continham a regido codificadora do gene LAC4
na orientacdo senso. De fato, o clone pL1S, contendo o LAC4 na orientacdo
senso, foi diagnosticado pelo perfil de hidrolise com as enzimas de restricdo
SnaBl e Notl (Figura 7, linha 1), além da hidrolise com a enzima de restricao
Kpnl (linha3). O seqlenciamento parcial do clone pL1S confirmou a orientagéo
correta da regido codificadora do gene LAC4 fundida em fase com o sinal de

secregéo do fator-a (dados ndo mostrados).

Figura 7 - Padrao de restricdo dos clones em bactéria contendo o LAC4 intacto
no vetor pPIC9 resolvido em gel de agarose 1%. Linha M contém o
marcador de tamanho DNA fago lambda Hindll (PROMEGA).
Orientagéo senso (S) e anti-senso (AS). Cada linha corresponde a
20 pL da reagdo de hidrolise dos clones pL1S/SnaBl e Nof (1),
pL1AS/SnaBl e Nofl (2); pL1S/Kpnl (8615pb, 1773pb, 612pb) (3);
pL1AS/Kpnl (7161pb, 3227pb, 612pb) (4); pL1S/Xho e Nofi (5);
pL1AS/Xhol e Not (6).
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Para a produgdo de uma versao truncada da proteina, um fragmento de
2.000 pb que codifica a regido codificadora da proteina e contém o sitio
catalitico da enzima foi liberado de pL1S com SnaBl e Nofl, digerido com EcoRI
e subclonado no vetor pPIC9, resultando no clone pL2S. Uma vez que o sitio
SnaBl foi criado por PCR imediatamente adjacente ao coédon de iniciagdo e o
sitio  EcoR| posiciona-se internamente no fragmento LAC4 (Figura 1), esta
estratégia direcionou a clonagem do fragmento truncado (LAC4-NH;) na
orientagdo senso (Figura 8A). De fato, a hidrélise do DNA plasmidial dos
transformantes com a enzima de restrichio BamHl confimou o perfil
eletroforético de bandas correspondentes ao clone na orientagdo senso (Figura
8B). A expectativa de produzir uma versdo truncada da enzima [-galactosidase
estava em verificar se, ao diminuir seu tamanho, a célula hospedeira poderia
secretar mais facilimente a proteina, e também em tentar encontrar o core desta

enzima cataliticamente ativo.
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Figura 8 - Diagrama (A) e padrdao de restricdo em gel de eletroforese (B) do
clone pL2S contendo o LAC4-NH, no vetor pPIC9. Linha M contém
o marcador de tamanho DNA fago lambda Hindll (PROMEGA);
vetor pPIC9 n&o hidrolisado (1); pL2S néo hidrolisado (2), pPIC9
hidrolisado com BamHl (3); pL2S hidrolisado com BamH (4)
(fragmentos de aproximadamente 8018 pb e 1792 pb).
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4.2. Integragcdo da Regiao Codificadora dos Genes LAC4 e LAC4-NH: no
Genoma de Levedura Pichia pastoris

Apos a confirmacdo das construcbes positivas em bactéria, o DNA
plasmidial de cada constru¢gdo e o vetor sem inserto pPIC9 foram extraidos e
hidrolisados com a enzima Sacl e, em seguida, usados para transformar
células eletrocompetentes de P. pastoris, linhagem GS115 (Mut® e His’). A
obtencédo de transformantes demonstra que a integracdo ocorreu, uma vez que
o fendtipo His foi restabelecido, j@ que a replicagdo autbnoma do vetor
linearizado, se religado, ndo seria possivel devida a auséncia de origem de
replicacdo no vetor da Pichia.

A enzima de restrigdo Sacl hidrolisou os clones na regido promotora 5
AOX1, favorecendo a integragdo do DNA transformado na regido AOX1
gendmico. A insercdo ocorreu por recombinacdo homdloga entre a regido 5 do
promotor AOX1 e uma regido 3’ terminadora homdloga, comuns no plasmideo
e no genoma de P. pastoris. A integracdo pela linearizacdo do vetor com a
enzima Sacl orientou a integragdo por unico “crossing over’ no locus AOX1
cromossomal (CLARE et al, 1991). Assim, o gene AOX1, responsavel pela
utilizagdo de metanol, permanece intacto e a linhagem & fenotipicamente Mut’
(CLARE et al., 1991; ROMANOS, 1995). A insercao do cassete de expressao
no genoma de P. pastoris obtido neste trabalho restaurou o his4 mutado e
manteve o gene AOX1 do genoma da levedura, produzndo assim
recombinantes com alta velocidade de crescimento em metanol, isto €, a
linhagem P. pastoris GS115 transformante possui o fenétipo His"Mut'.

Uma amostra de 5 colénias transformantes de P. pastoris obtidas com
os clones pL1S (LAC4 intacto) e pL2S (LAC4 truncado) foi submetida a andlise
por PCR. A Figura 9 mostra o perfil obtido apds amplificagédo de um fragmento
de tamanho aproximado de 3.000 pb do DNA genbmico dos transformantes
contendo a regido codificadora do gene LAC4 intacto, enquanto a Figura 10
mostra o perfil da amplificagéo de um fragmento de aproximadamente 2.000 pb
do DNA gendGmico dos transformantes contendo a regido codificadora LAC4-
NH, (truncada). A transformacdo estavel de P. pastoris com os clones pL1S e
pL2S foi também confirmada por ‘Dot Blof' de DNA genémico de dezenas de

transformantes, usando uma sonda nao-radioativa obtida pela liberacdo de um
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fragmento de 1.800 pb com as enzimas Xhol e EcoRI do clone pL2S (dado n&o

mostrado).

Figura 9 -

15,7
9,03

Diagnéstico da integragdo da regido codificadora do gene LAC4 no
genoma de Pichia pastoris. O DNA total dos transformantes foi
extraido e usado como molde em reagcdo de PCR, usando os

oligonucleotideos iniciadores LAC4AF e LACA4AR, especificos para
0 gene LAC4 intacto e que amplificam um fragmento de 3.000 pb.
Linha M conttm o marcador de tamanho DNA fago lambda
EcoR/IBamHI/Hindll; linhas 1 a 5 correspondem ao DNA gendmico
de leveduras transformadas com o gene LAC4 intacto; linha 6
controle (pL1S).
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Figura 10

23
94
6,4
43
23

- Diagnéstico da integracdo da regido codificadora LAC4-NH:

(fruncada) no genoma de Pichia pastoris. O DNA total dos
transformantes foi extraido e usado como molde em reacdo de
PCR, wusando os oligonucleotideos iniciadores LAC4AF e
3FAOX1 especificos para o gene LAC4 truncado e que
amplificam um fragmento de 2.000 pb. Linha M conttm o
marcador de tamanho DNA fago lambda Hindll (PROMEGA);
linhas 1, 2 e 6 correspondem ao DNA genbémico de leveduras
transformadas com o clone pL2S; linhas 3 e 4 correspondem a
transformantes  negativos; linha 7 corresponde ao DNA
genémico de levedura transformada com o vetor de expressdo e
secregao pPIC9.
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43. Atividade de pB-galactosidase em Transformantes Pichia pastoris
GS115

Nenhuma colbnia de P. pastoris GS115 transformante exibiu coloragéo
azul no meio minimo contendo metanol e 5-bromo-4-cloro-3-indol-3-
galactopiranosideo  (X-gal), conforme observado para o controle positivo
Kluyveromyces lactis (Lac4’) (dado ndo mostrado). A auséncia de hidrélise de
X-gal pela Pichia recombinante indica auséncia de atividade da enzima
extracelular, mas ndo significa auséncia de atividade da enzima intracelular, o
que poderia ser justificado pela auséncia de lactose permease na hospedeira
para transportar o substrato cromogénico para hidrdlise intracelular.

As atividades de [(-galactosidase intra e extracelular de culturas
recombinantes foram medidas em varios tempos durante indugcdo por metanol
(Figuras 11 e 12). A atividade do meio intracelular foi aproximadamente 10
vezes maior que a do meio extracelular. Essa diferenga provavelmente reflete o
aumento de densidade populacional e ndo o aumento do produto cromogénico
da hidrdlise enzimatica, uma vez que a cultura P. pastoris GS115 (controle)
apresentou 0 mesmo perfil de atividade que os recombinantes testados. As
unidades especificas ndo tendem a aumentar com o tempo de indugao.

O sistema de expressdo P. pastoris tem sido reconhecido pela alta
eficiéncia na produgédo de proteinas recombinantes (SREEKRISHNA et al,
1997); entretanto, as amostras tomadas em todos os periodos anteriores e
posteriores a adicdo de metanol ndo indicaram uma resposta nitida, em termos
de atividade intra ou extracelular, que refletisse a indugdo da expresséo. Se a
auséncia de atividade € devida afalha na transcricdo do gene heterdlogo ou ao
processamento pos-traducional, isso nado foi possivel estabelecer com os
resultados.

Apesar de a clonagem do gene lacZ de E. coli em P. pastoris ter sido
demonstrada, inclusive com alto nivel de expressdo, o vetor utilizado foi
pSAOH5 designado para a expressao intracelular (TSCHOPP et al., 1987). Nao
estda documentado se a clonagem do /acZ no vetor de expressao e secre¢ao
pPIC9 resultaria na expressdo intra ou extracelular de P-galactosidase. E
interessante observar que o alto nivel de expressdo reportado por TSCHOPP

et al. (1987) do clone contendo o /acZ foi obtido em linhagens Pichia pastoris
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Mut®, que cresce muito lentamente em metanol durante o periodo de indug3o.

A producdo de proteinas heterdlogas na linhagem Muf® freqiientemente
resulta em niveis muito superiores & obtidas com a linhagem selvagem (Mut),
provavelmente porque a cinética do processo favoregca as reagbes necessarias
ao processamento da proteina, antecedendo ao processo de divisdo celular
(CEREGHINO e CREEG, 2000). E provavel que a clonagem direta da regido
codificadora do gene LAC4 no vetor de secregdo tenha imposto um transito da
proteina nascente através da membrana do RE, antes que os eventos
necessarios para a formacdo de uma proteina funcional ocorram. Assim sendo,
transformar linhagens de Pichia pastoris KM71 (Mut®) com os clones obtidos
neste trabalho constitui uma meta futura. Da mesma forma, clonar a regiao
codificadora do gene LAC4 nos vetores para a expressdo intracelular como
pHIL-D2 ou pPIC3.5 e analisar a eficiéncia de produgdo da proteina
recombinante s3o alternativas que devem ser consideradas.

Altas concentragdes de ubiquitina produzida pela célula hospedeira
parecem aumentar a secre¢cdo de proteinas heterblogas em P. pastoris
(SREEKHISHNA et al, 1997). Estes autores recomendam que clones de
ubiquitina sejam cotransformados com os genes heterdlogos em quaisquer
das espécies produtoras disponiveis.

Qualquer sugestéo para expresséo e secregdo de [-galactosidase em P.
pastoris requer a identificacdo prévia do ponto critico responsavel pela
interrupgdo do processo de transcrigdo ou tradugdo. Assim sendo, qualquer
tentativa na busca de sobrepor as dificuldades deve ser precedida por uma
andlise envolvendo mais técnicas moleculares, tais como mRNA por “Northern

blot” ou da proteina por “Western blot”.
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Figura 11 - Atividade especifica de [-galactosidase no extrato celular de

transformantes Pichia pastoris GS115 contendo os genes LAC4-
NHz (A) e LAC4 (B) e o controle (C); as setas indicam os tempos
de indugédo pela adicdo de metanol (18, 36, 54, 72 horas).Os

dados s&o resultados de um unico experimento.
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Figura 12 - Atividade especifica de [(-galactosidase extracelular

transformantes  Pichia pastoris GS115 contendo o0s genes
LACA-NH: (A) e LAC4 (B) e o controle (C); as setas indicam os
tempos de inducdo pela adigdo de metanol (18, 36, 54, 72

horas). Os dados sao resultados de um unico experimento.
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5. RESUMO E CONCLUSOES

O plasmideo pLAC412 foi utiizado como molde na reagdo de
polimerizaggo em cadeia (PCR) para obtengdo do fragmento de
aproximadamente 3.000 pb correspondente a regido codificadora do gene
LAC4 da levedura Kluyveromyces lactis. Com o objetivo de expressar e
secretar a [-galactosidase, este fragmento foi clonado em um vetor de
expressdo e secregao pPIC9 do sistema de expressao de Pichia pastoris. Toda
populacao de transformantes positivos mostrou conter o clone na orientagao
anti-senso, isdado e denominado pL1AS. Devido a dificuldade em se obterem
clones na orientagdo correta, o fragmento de 3.000pb foi liberado de pL1AS
com enzimas de restricdo e subclonado em pPIC9, resultando no clone na
orientagao senso denominado pL1S.

A partir do clone pL1S, o fragmento de 3.000 pb foi liberado com SnaBlI
e Notl, hidrolisado com a enzima de restricdo EcoRIl. O fragmento de 2.000 pb
resultante foi reclonado no vetor pPIC9, originando o clone pL2S (verséo
truncada) a partir do qual se esperava produzir uma proteina recombinante
com atividade de [3-galactosidase.

A hidrélise dos clones com as enzimas de restricdo apropriadas,
confirmou a presenga da regido codificadora LAC4 intacta nas orientagdes antk
senso e senso e da versao truncada no vetor pPIC9. O sequenciamento parcial

dos clones confirmou que tanto a regido codificadora do gene LAC4 intacto
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quanto o LAC4-NH: (truncado) foram ligados em fase com a sequéncia sinal de
secrecao do fator-a.

Os plasmideos recombinantes foram linearizados com a enzima de
restricio Sacl e usados para transformar células eletrocompetentes de P.
pastoris GS115 (His™ e Muf’). Colénias recombinantes foram isoladas e as
insercdes da regidao codificadora LAC4 intacta e truncada no genoma da
levedura foram confirmadas por “PCR” com iniciadores especificos. Além disso,
a andlise de “Dot Blof” de DNA genbmico dos transformantes confirmou a
insercao no genoma da hospedeira.

Colénias de Pichia pastoris GS115 recombinantes foram cultivadas em
glicerol e posteriormente induzidas com metanol. Amostras foram coletadas
apés 0, 6, 12, 18, 36, 48, 60, 72 ou 84 horas de indugdo. O meio extracelular e
a massa de células foram analisados quanto a atividade de [-galactosidase.
Nenhum aumento na atividade de [>galactosidase foi observado tendo o
controle como referéncia. E provavel que a divisdo celular durante o periodo de
inducdo, devido a alta velocidade de crescimento da estipe Mut® em metanol,
tenha impedido o transito da proteina nascente através da membrana do RE,
sem permitir que eventos necessarios para formacdo de uma proteina funcional
ocorressem antes da divisao celular.

Sendo assim, sugere-se que a transformacdo de linhagens da levedura
Mut com os clones obtidos, bem como a clonagem da regido codificadora do
gene LAC4 nos vetores para expressao intracelular (pHIL-D2 e pPIC3,5) sejam
consideradas como altermativas para producdo da proteina funcional. Porém,
qualquer sugestdo deve prever uma investigacdo sobre o ponto critico
responsavel pela interrupgdo do processo, isto € transcricdo, tradugédo ou pos-

traducao.
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