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RESUMO

O interesse por ferramentas de manipulagdo genética, que aumentem a producéo de
proteinas heterdlogas, por microorganismos, cresceu nos Ultimos anos. Para tal ha necessidade
de ndo apenas da clonagem do gene de interesse no vetor, mas de um cassete de expresséo
otimizado, tanto em nivel transcricional como traducional, que permita que a célula cresca e
que apds a inducdo, quando necess&rio, possibilite que a proteina heteréloga assuma a
conformagdo correta (Schumann & Ferreira, 2004). Em todas as estratégias de expressdo
desenvolvidas, utilizam-se sequiéncias denominadas de promotoras. Estas em seres procariontes
precedem o gene e sindizam a RNA polimerase o inicio da transcricdo. As sequéncias
promotoras utilizadas nos cassetes de expresséo podem ser obtidas a partir de DNA natura ou
podem ser construidas sinteticamente, sendo selecionadas com o uso de vetores caca-promotor.
Estes possuem em sua estrutura um gene reporter, desprovido de promotor, justaposto a uma
regido de um ou mais sitios de clonagem, a qual sdo inseridas as sequéncias de interesse. Este
trabalho teve como objetivo a clonagem de promotores a partir de uma preparacdo enriquecida
de plasmideos de Chromobacterium violaceum CVT2, clone isolado no Rio Negro nas
imediacOes do Hotel Tropical. Essa bactéria € Gram-negativa, saproéfita, pertencente a familia
Neisseriaceae (Ordem Neisseriaes, classe Betaproteobacteria), tipica de dguas e solos tropicais
e subtropicais (Andrighetti-Frohner et al.,2003), sendo amplamente encontrada no Rio Negro
(Haselkorn R, 2003). Fragmentos da fracéo plasmidial produzidos por Sau3Al foram ligados
ao sitio de BamHI do vetor caca-promotor e o sistema de ligagdo utilizado para transformar E.
coli (Topl0) pararesisténcia a ampicilina. Dos 130 clones transformantes obtidos 47 foram
recombinantes pois mostraram a capacidade de crescer na presenca de cloranfenicol. A maior
parte dos clones recombinantes mostrou resisténcia a apenas 50ug/mL de cloranfenicol, sendo
gue dois deles cresceram até 100ug/mL e um até 500ug/mL. Dos clones recombinantes, 8
foram escolhidos e seus DNAs plamidiais extraidos e serviram de molde para determinagdo das
seguiéncias dos fragmentos clonados, sendo que 5 delas foram determinadas completamente.
Em trés insertos foi possivel identificar as regides -10 e -35 pelo programa BPROM. O clone
recombinante que apresentou maior crescimento em cloranfenicol (500ug/mL) foi o que
apresentou as regides -10 e -35 com o espacamento de 17 pares de bases e umaregido ricaem
T ajusante daregido -35, 0 que sdo caracteristicas de promotores mais fortes.



ABSTRACT

The interest in tools of genetic manipulation, which increase the production of
heterologous proteins, by microorganisms, has grown in recent years. For this there is need not
only the cloning of the gene of interest in the vector, but a optimized expression cassette, as
well in transcriptional level as trandational, alowing the cell to grow and that after the
induction, when necessary, which alows the heterologous proteins take the correct
conformation (Schumann & Ferreira, 2004). In al strategies of expression developed are used
sequences named promoters. These, beings in prokaryotes, are localized before of the gene and
signal for the RNA polymerase the starting site of the transcription. The promoters sequences
used in expression cassettes can be obtained from natural DNA or can be made syntheticaly,
being selected with the use of probe vector. The probe vector has a reporter gene, devoid of
promoter, downstream a region of one or more sites of cloning, which are inserted the
sequences of interest. The aimed this work was the cloning of promoters from an enriched
preparation of plasmids Chromobacterium violaceum CVT2, isolated in Rio Negro, near the
Hotel Tropical. This is gram-negative bacteria, saprophyte, belonging to the family
Neisseriaceae (Order Neisseriales, class Betaproteobacteria), being typical of tropical and
subtropical water and soil (Andrighetti-Frohner et a., 2003) and is widely found in Rio Negro
(Haselkorn, 2003). Fragments of plasmid fraction produced by Sau3Al were linked to the site
of the BamHI of the probe vector and the system used to transform E. coli (Topl0O) for
resistance to ampicillin. Of the 130 transformants clones, 47 were recombinants because
showed the ability to grow in the presence of chloramphenicol. Most of recombinant clones
showed resistance only in 50ug/mL of chloramphenicol, where two of them grew until
100ug/mL and until 500ug/mL. Of the recombinant clones, 8 were chosen and their DNAS
plasmids extracted and used to determine the sequences of fragments cloned. These, 5 were
completely sequenced. In three inserts were unable to identify the regions -10 and -35 for the
progranme BPROM. The recombinant clone that showed higher growth in chloramphenicol
(500ug/mL) was what made the regions -10 and -35 with the spacing of 17 pairs of bases and a
region rich in T downstream of -35 region, which are characteristics of the strongest promoters.
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1. INTRODUCAO

O interesse por ferramentas de manipulacéo genética, que aumentem ou regulem a
producéo de determinadas proteinas recombinantes por microrganismos, tem crescido nos
ultimos anos (Solem & Jensen, 2002). Este interesse est4 sedimentado, entre outros fatores,
na descoberta de novos microrganismos. Os esforgos em sequenciar genomas de seres
escolhidos da biodiversidade implicam na descoberta de novos recursos genéticos cujos
produtos sdo aplicados na indUstria, seja com fins terapéuticos, alimenticios ou de outro
setor biotecnol 6gico. Exemplo desses usos € a clonagem em plantas, de genes microbianos
codificadores de resisténcia a acdo deletéria de fatores ambientais, ou genes microbianos
codificadores de substéncias osmoreguladoras que facilitariam o seu crescimento em
ambientes muito secos ou de elevada salinidade (Candeias, 1991). Outra importante
aplicacdo € a obtencdo de microrganismos capazes de produzir compostos quimicos,
enzimas ou combustiveis a partir de substratos ndo renovaveis e ndo poluidores do
ambiente (Candeias, 1991). Natabela 1, ha exemplos de uso, em larga escala, de proteinas
no setor industrial. Por exemplo, ha producéo de interferon alfa humano com atividade
biolégica contra infeccbes ocasionadas por virus e contra algumas formas de tumores
malignos humanos, de vacinas e de reagentes biolégicos usados na identificacdo e
quantificacdo de proteinas especificas (Candeias, 1991). A grande maioria dessas
aplicagdes tem como modelo experimental a bactéria Escherichia coli, 0 microrganismo
mais utilizado para producéo de proteinas recombinantes (Miksch et al., 2005; Jana & Deb,

2004) por ser muito conhecido e de facil manipul acéo.



Tabela 1- Proteinas recombinantes produzidas em larga escala, em diversos setores

econdmicos.

| TiposEFronuTo | picagRooeus) |
Insulina humana Diabetes
Vacina anti-hepatite Prevencéo da hepatite B
Alteplase Prevencdo de infarto do miocardio
Interferon-a-2b Tratamento daleucimia
Fator anti-hemofilico Hemofilia A
Hormonio do crescimento humano Deficiéncia do crescimento
Interferon-3 Tratamento da esclerose mdltipla
Protease, lipase, celulase, amilase Detergentes e sabdo em pd
Lipases Producé&o de papel
Pectinase Producdo de sucos e vinhos
Chomosina Producéo de queijos
Amilase e amiloglicosidase Producdo de &l cool

Quando se pensa em proteinas recombinantes para fins industriais, pensa-se
também em expressdo eficiente de tais proteinas em sua conformacdo nativa. Para tal
expressao ha necessidade de ndo apenas a clonagem do gene de interesse no vetor (sob
controle de promotor induzivel), mas de um cassete de expressao otimizado, tanto em nivel
transcricional como traducional, que permita que a célula cresga e que apos a indugdo,
quando necessaria, possibilite que a proteina heteréloga assuma a conformagdo correta
(Schumann & Ferreira, 2004).

O interesse em aumentar a expressdo de determinados genes proporcionou o
desenvolvimento de diferentes estratégias. As primeiras proteinas recombinantes eram
produzidas por uma simples clonagem de um segmento de DNA em um plasmidio
multicopia (Hartley,2006). Posteriormente, a combinacdo dos genes de interesse a
seqiéncias promotoras fortes passou a ser utilizada (Hartley, 2006). Em seguida a esta
combinacdo, foram adicionadas estratégias que potencializassem a expressdo. Exemplos

desses avangos sdo as sequéncias Shine-Dalgarno muito eficientes, derivadas de genes de



proteinas virais como a da proteina 10 do fago T, e as seguéncias que codificam para
dominios protéicos especificos (affinity tags), a fim facilitar a purificacéo das proteinas

recombinantes por meio de apenas um ciclo de cromatografia de afinidade (Waugh, 2005).

1.1. Sequiéncias promotor as e a transcricao génica em E.coli

O interesse pelas seqiiéncias promotoras ndo se da apenas pelo uso biotecnol dgico,
mas pela compreensdo em si do processo transcricional, que permite melhorar tais
utilizagdes. A transcricdo permite o processamento da informagdo genética em uma escala
espaco/temporal, onde 0 DNA serd transcrito em RNA para posterior traducdo. A
homeostase desse processo implica em gasto de energia reduzido, a partir de uma regulacéo
em funcdo da necessidade do produto final, a proteina (deHaseth et al., 1998).

O processo € dividido em trés etapas (Figura 1): iniciacdo, elongacdo e terminacao,
onde pelo menos trés seqiiéncias do DNA e uma proteina estdo envolvidas na transcricéo
génica: (1) promotor, (2) teminadores transcricionais, (3) sequéncia regulatéria e (4) RNA

polimerase (RNApoal).

. -
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Figura 1- llustragdo do ciclo de transcricdo pela RNA polimerase de Escherichia coli, modificado de

Geszvain & Landick (Acesso em: 15 de set. 2006.), disponivel em



http://www.bact.wisc.edu/landick

Por isso, o0 processo de sintese de RNA pode ser descrito como o ciclo que seinicia
com a localizagdo do promotor e termina com a liberagéo do transcrito por completo e do
nicleo da enzima RNApol. A nova ligacdo do core da enzima com o fator ¢ € 0
subseguiente reconhecimento do promotor, completa o ciclo da transcricdo (Travers &
Burgess, 1969). Embora a sintese da fita de RNA sgja altamente processiva, ndo é
uniforme. A taxa de extensdo da fita de RNA é varidvel com as condicgdes fisiol6gicas,
sendo adicionados na fita em formagdo, em média, de 20 a 50 nucleotideos por segundo
(Chan & Landick, 1994). Enquanto h& adicdo dos nucleotideos, o0 complexo formado por
DNA, RNApol e RNA (fitaem formac&o) permanece parado por varios ciclos de adicdo de
nucleotideos, movendo-se ap0s a adicdo de 8 ou 10 pares de bases (Krumme &
Chamberlin, 1992). No processo de elongacdo a RNA pol frequentemente para por periodos
de varios segundos antes de continuar a elongagdo da cadeia de RNA (Uptain et al., 1997).
O término da sintese de RNA ocorre em sitios especificos, denominados de terminadores
de transcricdo, onde o transcrito de RNA tem ata probabilidade de ser liberado (Von
Hippel & Yager, 1992). Existem duas classes de terminadores:. rho-dependente e
independentes de fatores rho (p). Rho é uma proteina essencial a E. coli, embora seu
genoma possua poucos terminadores dependentes dela. A terminagdo da transcricéo rho-
dependente ndo possui caracteristicas comuns como seqliéncia repetidas de base uracila
(U). Possui a proteina rho que se liga a sitios especificos no inicio do RNA mensageiro
(RNAm) e procede a migracdo ao longo da cadeia de RNA até encontrar a sequéncia
terminadora (M akrides, 1996). As terminacfes Rho-dependentes sGo mais complexas e, por
isso ndo sdo utilizadas em sistema de expressdo de proteina recombinante. A terminacéo
rho-independente consiste na formacdo de estruturas em grampo no RNA a partir de
seqiiéncias autocomplementares da fita molde de DNA. Além disso, contém sequéncias de
4 a 6 bases de nucleotideos de adenina (A) que quando transcritas formam uma regi&o rica
em uracila. Como ligagcBes do tipo Adenina/ Uracila (A/U) sdo ligagdes instaveis, a
estrutura em grampo rompe parte da ligagdo DNA/RNA e o duplex A/U se dissocia,
finalizando atranscri¢éo. (Schumann & Ferreira, 2004).

1.1.1. Controledo inicio datranscricéo



O principal passo na regulacdo da expressdo génica em procariotos € o controle do
inicio da transcricdo (Wertman et al., 1984; Kobayashi et al., 1990). Este processo tem
inicio com ainteracdo inespecifica e el etrostatica da RNA polimerase (RNAp) a dupla fita
(Figura 1), seguida de interagbes com regides especificas do DNA, as sequéncias
promotoras (Carbonelli et al., 1999; deHaseth et al., 1998; Y ouderian, 1988). Nesta etapa
ha a formacdo do complexo fechado (RPc) entre a RNA polimerase (RNAp) e o DNA
dupla fita (Camarero et al., 2002). A partir da formacdo do RPc, h& isomerizacdo do
complexo, junto com superenrolamento negativo e separacéo das fitas do DNA, para
formagdo do complexo aberto (RPo) (DrLicaet al.,1999).

RNA polimerase

A RNA polimerase procaridtica é formada por multiplas cadeias polipeptidicas e
possui massa de 480.000 daltons (Ishihama, 1981). Dentre as procariéticas, a RNAp de E.
coli € umadas mais e melhor estudadas. Evolutivamente, hd uma forte similaridade entre as
sequéncias de aminoécidos desta as de eucariotos e as de Archea. Estruturalmente, é
constituida por um nucleo catalitico o’ o (Typas & Hengge, 2006) e pelo fator o (Luo et
al.,, 1996). O core da enzima (0p’ ®), apesar de ser responsavel por quase toda a

transcricdo, ndo € capaz de iniciar este processo (Barne et al., 1997).

Molecularmente, cada subunidade o da RNAp possui 36,5kDa, a subunidade
possui 150,6 kDa e B’ 155,2kDa. Os dominios C-terminal e N-terminal da subunidade o sdo
conectados por 14 residuos de aminoacidos, constituindo um espacador flexivel (Zang &
Darst, 1998). A porcdo N-terminal deste fator estd envolvida na formagdo do dimero o,
(core - holoenzima) e na ligagdo aos dominios 3 e B’ (Ishihama et al.,1987). O dominio C-
terminal das duas subunidades a interage com aregido -35 da seqiiéncia promotora de um
gene (Gourse et al., 2000; Berezhnoy & Shckorbatov, 2005) e com outros ativadores de
transcricdo (Luo et al., 1996).

A subunidade 8 liga-se arNTPs (Luo et al., 1996), enquanto que a 3’ tem ligagdo
inespecifica a0 DNA (Schumann & Ferreira, 2004). A fungdo da subunidade » mantém a
correta conformagdo de a3 (Gosh et al.,2003). JA o reconhecimento da sequéncia

promotora pela RNAp se da pela subunidade ¢ (Severinova et al.,1996).

Existe uma variedade de fatores o, sendo gue cada um reconhece um conjunto de

promotores diferentes (Jishage et al., 1996). Existem, pelo menos, seis tipos de fator c em



E. coli (Jishage et al., 1996). Dependendo do potencial adaptativo, diferentes bactérias
possuem diferentes tipos de fatores o (Typas & Hengge, 2006). Segundo Gralla (1996) a
maior parte dos promotores de E.coli é reconhecida pelo fator ¢”°, principalmente dos
genes transcritos durante o crescimento exponencia da célula (Loneto et al., 1992). Este
fator, geralmente, reconhece como nucleo de promotores as sequiéncias situadas entre —60 a
+20 pb do inicio datranscricdo (Berezhnoy & Shckorbatov, 2005). Em E. coli, a estrutura
do fator ¢ consiste de quatro importantes regifdes conservadas, denominadas 1, 2, 3e 4. A
regido 2 é subdividida em quatro segmentos estruturais (2.1- 2.4) e aregido 4 é divididaem
dois (4.1 - 4.2) (Helmann & Chamberli, 1988). Quando o fator ¢ da RNAp interage com
o DNA (Figura 2), a sub-regido 2.4 (na porcéo C-termina da regido 2) reconhece o
hexamero -10 (situado 10 pb antes do inicio da trascricdo) e a sub-regido 4.2 (na
extremidade C-terminal) reconhece o hexamero -35 (situado 35 pb antes do inicio da
trascricdo) (Callaci et al., 1999). A regido estendida do sitio - 10 é reconhecida pela regido
3.0 (Murakami et al., 2002).

L regiao 4

regido 2

Figura 2- Estrutura do fator 6™ ligando-se aos hexameros -10 e -35 em Escherichia coli,

modificado de Geszvain & Landick (Acesso em: 15 de set. 2006.), disponivel em



http://www.bact.wisc.edu/landick

Sequiéncias promotoras

Segundo Stefano & Gralla (1980), duas questdes fundamentais sobre expressdo em
E.coli sdo: o que distingue uma seqiéncia promotora de uma ndo promotora? E o que
determina a taxa maxima de utilizagdo de uma segiiéncia promotora?

Em relacdo ao que seria uma sequiéncia promotora, Calos, em 1978, conceituou
promotor como sendo a regido do DNA que precede o gene e sindlizaa RNAp parainiciar
a transcricdo. Ja McClure, em 1985, afirmou que promotores sdo sequiéncias que afetam a
localizacdo do inicio da transcricdo, a partir da interacdo com RNA polimerase. Para
Makrides (1996) e Miksch et al. (2005) uma seqliéncia promotora para expressao
heteréloga em E.coli deve ter as seguintes caracteristicas: ser forte, proporcionar altas
concentracdes da proteina alvo em relagcdo ao total celular, exibir o minimo de expresséo
basal e ser induzivel de formasimples (Makrides, 1996; Miksch, et al., 2005).

Estruturamente, a regido promotora (figura 3) consiste de dois hexameros, um na
posicdo -35 e outro na posicdo -10 (a partir do ponto de inicio da transcricdo), de uma
seqgiiéncia espacadora entre os hexameros (Harley e McClure, 1983) e, em alguns casos, de
“UP elements’ que se localizam a montante (upstream) da regido -35 (Berezhnoy &
Shckorbatov, 2005).

PONTO DE

INICIACAO

XA B DE SINTESE
REGIAO -35 REGIAO -10 00 RNA

l oo

TTGACA N 17 TATAAT N 5-9

MRNA Fava¥a™

Figura 3- Sequiéncia consenso de promotores de E. coli. N indica qualquer nucleotideo (modificada de
Lehninger, 2001).

Os hexameros sdo seqiiéncias conservadas intra e interespecificamente (Reddy et

al., 2005), por isso séo denominadas de regides consensuais (Fenton & Gralla, 2001). A



regido -10 corresponde a sequéncia ‘TATAAT’ e a regido -35 a sequéncia ‘TTGACA’
(Kiryu et al., 2004). Cada nucleotideo representado na seqiiéncia consenso indica a base
mais frequente em uma determinada posi¢cdo. De acordo com inimeros estudos, o fator o
tolera certo nivel de divergéncia nestas sequiéncias consensuais. Dentre os promotores ja
encontrados e reconhecidos pelo fator 6", verifica-se que estes possuem uma média de
duas trocas nucleotidicas nos hexameros em relacéo a seqiiéncia consenso (Jacques et al.,
2006). O fator ¢°, tolera uma maior degeneracéo nestas duas regides que ¢’ (Typas &
Hengge, 2006). No que diz respeito a regido espacadora, esta relacionada a rotacéo axial
entre os dois hexameros (DrLica et al., 1999), possibilitando a isomerizagdo do RPc e a
formacdo posterior do RPo de transcricdo (Lozinski et al., 1989). Difrentes fatores o
reconhecem espagamentos de tamanhos diferentes, por exemplo, o fator ¢° reconhece de 15
a 19pb (Typas & Hengge, 2006). Ja a regido espacadora reconhecida pelo fator ¢’ varia
entre 15 a 20pb. (Harley e McClure, 1983). Além destas regides ja citadas, existem
promotores gque apresentam uma quarta regiao conhecida como “ upstream elements” que se
localizam a montante da regido -35, na maioria das vezes 40-60 pb antes do ponto de inicio
da transcricdo (Mitchell et al., 2003). Esses elementos ndo sdo conservados como 0s
hexameros (Ross et al., 1998) e muitos sdo ricos em A-T. Essa sequéncia geramente
interage com o dominio C-terminal da subunidade oo da RNAp (Shawn et al.,1998), sendo
importantes para a eficiéncia do promotor (Carbonelli et al., 1999).

Diante da problematica da Biologia Celular em entender a segunda pergunta feita
anteriormente (0 que determina a taxa maxima de utilizacdo de uma seguéncia
promotora?), inimeros estudos sobre as relacdes entre seqiiéncias promotoras e suas forgas
tém sido publicados (Kiryu et al., 2004). Exemplo disso séo os trabalhos que demonstram
como as diferentes combinagdes entre as sequiéncias presentes nos promotores e as diversas
proteinas, que a estas seqiiéncias se ligam, podem regular a transcri¢cdo em um determinado
contexto celular (Edelman et al., 1999). A essa relacdo, de como a seguiéncia promotora
influencia na taxa de inicio de transcri¢do, denomina-se de for¢a do promotor (Y ouderian,
1988). Segundo Lozinski et al. (1989), as sequiéncias promotoras tém fundamental papel na
termodin@mica e cinética do processo inicial da transcricdo. Grande parte dos trabalhos
relaciona os hexameros mais similares as seqiiéncias consensos a uma maior forca do
promotor (Kiryu et al., 2004). Assim, divergéncias destas sequéncias podem afetar a
ligacdo da RNAp e aformacéo do complexo aberto (Berezhnoy & Shckorbatov, 2005) pela
modificac8o da curvatura e da energia de ligagdo da RNAp ao DNA (Janga et al., 2006).



Lodish e colaboradores (1995) analisaram promotores fortes de E.coli entre si e em relagéo
as sequéncias consensos, onde cinco apresentam similaridade total na regido -10 e um na

regido -35 (Figura 4).

(a) Strong E.coli promoters

tyrtRNA  TCTCAACGTAACACTTTACAGCGGCG: +CGTCATTTGATATGATGC + GCCCCGCTTCCCGATAAGGG
rmn D1 GATCAAAAAAATACTTGTGCAAAAAA - - TTGGGATCCCTATAATGCGCCTCCGTTGAGACGACAACG
X1 ATGCATTTTTCCGCTTGTCTTCCTGA - -GCCGACTCCCTATAATGCGCCTCCATCGACACGGCGGAT
mn (DXE); CCTGAAATTCAGGGTTGACTCTGAAA - « GAGGAAAGCGTAATATAC -GCCACCTCGCGACAGTGAGC
rn E1 CTGCAATTTTTCTATTGCGGCCTGCG  + GAGAACTCCCTATAATGCGCCTCCATCGACACGGCGGAT
Al TTTTAAATTTCCTCTTGTCAGGCCGG + AATAACTCCCTATAATGCGCCACCACTGACACGGAACAA
frn A2 GCAAAAATAAMATGCTTGACTCTGTAG - - CGGGAAGGCGTATTATGC - ACACCCCGCGCCGCTGAGAA

» Pr TAACACCGTGCGTGTTGACTATTTTA - CCTCTGGCGGTGATAATGG « TTGCATGTACTAAGGAGGT

AP TATCTCTGGCGGTGTTGACATAAATA - CCACTGGCGGTGATACTGA - « GCACATCAGCAGGACGCAC

T7T A3 GTGAAACAAAACGGTTGACAACATGA - AGTAAACACGGTACGATGT « ACCACATGAAACGACAGTGA

T7 A1 TATCAAAAAGAGTATTGACTTAAAGT - CTAACCTATAGGATACTTA-CAGCCATCGAGAGGGACACG

T7 A2 ACGAAAAACAGGTATTGACAACATGAAGTAACATGCAGTAAGATAC - AAATCGCTAGGTAACACTAG

id Vil GATACAAATCTCCGTTGTACTTTGTT » « TCGCGCTTGGTATAATCG - CTGGGGGTCAAAGATGAGTG
-35 =10 +1 ————

{b) Consensus sequences of o”* promoters

Figura 4- Seqiiéncias de promotores fortes de E. coli. O gene controlado por cada seqiiéncia promotora €
indicado & esquerda. As regides -35 e -10 sdo mostradas em destaque. A posi¢do +1 indica o inicio
da transcricdo. Os espagos incluidos sdo para maximizar a homologia das sequiéncias consenso
(Lodish et al., 1995).

De acordo com Ozoline et al.(1997), promotores eficientes teriam de 5 a 6
nucleotideos similares as sequiéncias consenso. Andlises mostram que aregido - 10 € mais
importante do que a - 35 para a atividade promotora (Kiryu et a, 2004). No que se refere
ao hexémero -10, Roberts & Roberts (1996) mostraram aimportancia funcional do duplex
TA- - - -, jaHelmann & deHaseth (1999) propdem a seqiiéncia -A- -AA- como essenciais,
Matlock & Heyduk (2000) e Berezhnoy & Shckorbatov, (2005) fizeram consideractes a
conservagdo do sitio -11 (-A- - - -). Mas nd somente as regides -10 e -35 seriam
fundamentais para a forca da transcri¢cdo, mas também, o espacamento entre elas. E para
alguns, como Dombroski et al. (1996), a disténcia entre os hexameros, e ndo a sequéncia
em si, seria 0 essencia paraaforca do promotor. De acordo com essa idéia os promotores
com espacamento de 17 nucleotideos sd0 mais ativos que promotores com outras
distancias (Kiryu et al., 2004), isso porque esse espaco seria o preferencial do fator 6™
(Cdlaci et al., 1999). Experimentos realizados por Dombroski et al. (1996) demonstraram



gue mudancas nesse espacamento modificam a forga do promotor. Outros elementos que
aumentam a taxa transcricional séo as sequéncias upstream ao hexadmero — 35, que sdo
ricasem A+T (Ross et al.,1998 e Berezhnoy & Shckorbatov, 2005). Esses elementos, de
acordo com Gourse et al. (1986), estimulam a transcricdo em até 20x. O trabalho de
Shawmn (1998) demonstrou que as sequéncias UP que foram criadas “in vitro” aumentam
cinco vezes mais a forga do promotor do que comparando com a seqiiéncia UP natural do
promotor rrB P1. Bauer et al. (1988) estudaram o promotor pleuV do operon de tRNA
de E. coli examinando derivados deste promotor “in vivo”, os quais eram ligados ao gene
cat e ao gene lacz. Demonstraram que quando se removiam seqiiéncias a jusante da regido
+11, em relagdo ao ponto do inicio da transcricdo, a atividade n&o era afetada. Por outro
lado, removendo sequiéncias a montante da regido - 39 tinha uma reducdo da expressao de

10x mais.

1.2. Como obter seqliéncias promotor as?

As sequiéncias promotoras utilizadas nos cassetes de expressao podem ser obtidas a
partir de organismos ou sinteticamente. Em ambos os casos, utilizam-se vetores caga
promotor que irdo selecionar as seqiiéncias com fungdo promotora.

A construcdo sintética permite estudar a diferenca da regulagdo da transcricdo a
partir de mutacfes. Jensen e Hammer (1998) construiram uma biblioteca de promotores
sintéticos com atividade varidvel, por introducdo de seqUéncias flanqueadoras as
seguiéncias consenso -35 e -10 de promotores bacterianos. Um dos métodos de criacdo de
mutagBes consiste da construcdo de bibliotecas de promotores sintéticos por meio do
método de Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) de baixa fidelidade (Error prone PCR)
o qual cria sequiéncias promotoras com mutacdes aleatdrias.

No caso de uso de seqiiéncias naturais, 0 material genético é digerido em inimeros
fragmentos de tamanhos diferentes. O interessante é que serdo submetidas, a andlise,
seguiéncias que podem ter ou ndo, originalmente, funcdo promotora (Dillard & Y otther,
1991). Trabalhos como de Dillard & Y otther (1991) identificaram a atividade promotora de
sequéncias geradas randomicamente, a partir da digestdo com uma enzima de restricdo de
corte freglente, do microorganismo Streptococcus pneumoniae. Entretanto, nesse trabalho
ndo foi realizada a andlise das sequiéncias com atividade promotora. Dhandayuthapani et al.

(1998) andisaram cinco segiiéncias de Mycoplasma pneumoniae e duas de M. genitalium
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gue apresentaram atividade promotora em E.coli. Gupta, et al., em 1993, verificaram a
incidéncia, em Mycobacterium tuberculosis, de seqliéncias promotoras fortes para E.coli.
Patek et al.(2002) realizaram a identificacdo de atividade promotora de segmentos do
genoma de Corynebacterium glutamicum e Piao et al.,, em 2004, identificaram 17

fragmentos de Propionibacterium freudenreichii.

1.2.1. Vetores de Selecdo de Promotor es (V SP) ou caga-promotores

Vetores sao veiculos de clonagem utilizados na Engenharia Genética para a
insercdo de DNA exdgeno dentro de um hospedeiro. A grande maioria sdo moléculas com
replicacdo autbnoma que apresentam marca de selecdo, sitios Unicos para enzimas de
restricdo que facilitem sua ligagdo ao DNA exdgeno e origem de replicagdo para o
hospedeiro (Astolfi- Filho et al., 1985).

Devido sua fécil manipulagcdo e a grande variabilidade de aplicagdes, os plasmideos
s80 0s vetores mais simples e amplamente utilizados (Bataus, 1991). Estes consistem de
DNA genético circular, extracromossomal, geralmente multicépia e encontrados tanto em
Archaea, Bacteria, quanto em Eukarya (Woese et al.,1990).

A construcéo do plasmidio pBR322 por Bolivar e Rodrigues no final da década de
70 deu origem a maioria dos plasmideos hoje existente (Bataus,1991). O pBR322 possui
genes de resisténcia aos antibi6ticos ampicilina e tetraciclina, com sitios Unicos de restricéo
para uso em experimentos de clonagem, origem de replicacdo e um tamanho pegqueno
(4.363pb), razéo pela qual é considerado um bom vetor de clonagem (Balbés, 1986).

Os vetores podem ser utilizados para vérias finalidades que incluem selecdo de
clones recombinantes, selecdo de origem de replicacdo, selecdo de seqgiliéncias promotoras,
eXpressao ou ainda expressao e secrecdo de uma proteina.

Os vetores caga-promotores contém em sua estrutura um gene reporter, desprovido
do préprio promotor, justaposto a uma regido de um ou mais sitios de clonagem (Bataus,
1991). Dessa forma, quando a sequiéncia promotora € inserida, possibilita a expresséo do

gene reporter e quantificagcdo de tal expressdo (Hautefort & Hinton, 2000).

Farinha, em 1989, construiu dois VSPs, 0 pQF40 e o PQF26 a partir do plasmidio
pRO1614, os quais continham o gene tet de resisténcia a tetraciclina e o gene cat de
resisténcia a cloranfenicol, sem o0s promotores respectivamente. Brosius, em 1984,

construiu o pKK232-8 (Figura 5), utilizando o gene cat como 0 gene reporter.
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Cloranfenicol acetiltransferase (Cat) é a enzima responsavel pela inativagdo (por
acetilacdo) do antibidtico cloranfenicol, tornando as células resistentes a tal droga
(Schltinzen et al., 2001). Este vetor, com tamanho de 5094pb, contém muiltiplos sitios de
clonagem, gene de resisténcia a ampicilina, origem de replicacdo proveniente do plasmidio
pBR322, gene cat do plasmidio pCM 71 e outras regides oriundas dos plasmideos pK K 3535
e pKK9-4. O pKK232-8, o qua sera utilizado neste trabalho, apresenta inovacfes
importantes em sua estrutura, tais como: terminadores fortes de transcri¢éo que impedem a
transcricdo do gene cat por outros promotores existentes no vetor e codons de terminagéo
da traducdo nas trés fases de leitura (a montante da regido estrutural do gene CAT e a
jusante dos sitios de clonagem). Desta forma n&o ocorre formagdo de proteinas hibridas
com a proteina CAT garantindo que a expressao do gene cat esteja associada somente com

a sequiéncia promotora clonada (Figura 5).
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Figura 5- Representacdo esquemédtica do plasmidio caga-promotor pKK232-8 utilizado para obtengéo

de sequiéncias promotoras.
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Nesse trabalho foi utilizado como fonte de material genético, plasmideos naturais
de Chromobacterium violaceum CV T2, clone isolado no Rio Negro, nas imediagbes do
Hotel Tropica (Manaus, AM). Essa bactéria é gram-negativa, sapréfita, pertencente a
familia Neisseriaceae (Ordem Neisseriaes, Classe Betaproteobacteria) e é encontrada em
aguas e solos das regides tropicais e subtropicais do mundo (Chattopadhyay et al., 2002),
sendo amplamente encontrada no Rio Negro (Haselkorn R, 2003).

13



2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Clonagem e andlise de sequéncias promotoras de Chromobacterium violaceum
CVT2 funcionais em E. coli.

2.2. Objetivos Especificos

e Digerir o plasmidio natural de Chromobacterium violaceum CV T2 com Sau3Al;

e Clonar as seqiéncias no multiplo sitio de clonagem do vetor caga-promotor
pKK232-8;

e Obter clones resistentes a cloranfenicol;

e Determinar a sequiéncia nucleotidica dos promotores clonados;

e Selecionar promotores para o desenvolvimento de novos vetores de expresséo para

E.coli e Chromobacterium violaceum CVT2.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. MATERIAL

3.1.1. Linhagens de Escherichia coli

A linhagem de E. coli utilizada neste trabalho foi a TOP10 (Invitrogen), que
apresenta 0 seguinte genétipo: AlacX74 recAl araD139 A(ara-leu) 7697 galU galK rpsL
(Str") endA1 nupG.

3.1.2. Plasmideos

Os plasmideos utilizados foram os. plasmideos naturais de Chromobacterium
violaceum CV T2 e vetor caga-promotor pKK232-8. O vetor pKK232-8 contém 5094 pb e
possui 0 gene cat, desprovido de segiiéncia promotora, como gene reporter, flanqueados
por terminadores de transcricdo do tipo rrnB_t1 e rrnB_t2. Possui, ainda, 0 gene que

confere resisténcia a ampicilina como marcador de selegéo.

3.1.3. Oligonucleotideos
Os oligonucleotideos utilizados neste trabalho estéo listados na Tabela 2. S1 e S2
correspondem aos oligonucleotideos usados para amplificar regides que flanqueiam a

seqiiéncia promotora e também para sequienciar os fragmentos clonados.

Tabela 2- Sequéncias dos oligonucleotideos utilizados neste trabalho.

Sl:reverse; S2: forward

Seqiéncia5 —» 3 Tama m
S1 GGGTTATTGTCTCATGAGCGG 21 59,8
2 GGTGTAACAAGGGTGAACACTATCC 25 61,7
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3.1.4. Reagentes
Os reagentes utilizados para o preparo das solugdes foram de grau analitico e
compativel com o trabalho de biologia molecular (molecular biology grade). A agua
utilizadafoi destilada e deionizada (&gua mili-Q).
As solugdes foram esterilizadas a 120°C por 15 minutos ou, quando necessario,

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

A linhagem de Escherichia coli foi cultivada em meio LB liquido, meio LB solido,

meio SOB e em meio SOC. A composi¢ao de tais meios estdo descritas natabela 3.

Tabela 3- Meios de cultura utilizados e suas respectivas composi ¢oes.

MEIOS DE COMPOSICAO
CULTURA
Meio LB (Luria NaCl 1,0%
Bertani) Peptona 1,0%
Extrato de Levedura 0,5%
(pH 7,5)
Meio L B-Agar Meio LB adicionado de 1,5% (m/iv) de é&gar
bacterioldgico (pH 7,5)
Meio SOB Triptona 0,2%
Extrato de Levedura 0,5%
NaCl 0,05% (pH 6,8 - 7,0)
Meio SOC Meio SOB adicionado de: MgCl,; 10mM
MgSO,4 10mM
Glicose filtrada 20mM
3.1.6. Enzimas

As enzimas Uutilizadas foram Sau3Al, Bam HI, Tag DNA Polimerase,

Polinucleotideo quinase, T4 DNA ligase, SAP ( fosfatase alcalina de camarao).

3.1.7. Tampdes e solugdes

Os tampdes e solugdes, com suas respectivas composicoes, estéo listados na tabela
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Tabela 4- Tampdes e solugdes utilizadas, com suas respectivas composi goes.

SOLUCOESE  |CONSIDERAGOES
TAMPOES
Ampicilina Solugdo estoque: 10mg/mL. Solugdo de trabalho:100ug/mL

(quando modificado sera citado no teste).

Brometo de
etidio

Solugdo estoque: 10mg/mL. Solucédo trabalho: 1 pg/mL

Cloranfenicol Solucéo estoque: 10 mg/mL em etanol 70%. Solucéo de
trabal ho:100ug/mL (quando modificado sera citado no teste).

Cloroférmio hidratado

Clorofane Fenol 1V; Cloroférmio 1V; 3- hidroxiquinolina 0,05%,
equilibrada com tampéo T.E pH 7,5

Etanol 70% (VIV)

Fenol Fenol 1V; [ hidroxiquinolina 0,05%, equilibrada com

Saturado tampado T.EpH 7,5

Mar cador 1000pb (1pg/uL)

Ladder

MgCl; 25 mM

NaCl 3.0M

Solucéo | TrissHCI (pH 7,5) 100 mM; EDTA 10 mM; RNAse A 400
pg/mL

Solucao || NaOH 0,2M e SDS 1% (p/v)

Solucéo |11 KAc.-Potassio 3 M, acetato 5 M.

Tampdo de

Glicerol 30% ( p/v)
Azul de bromofenol  0,01% ( p/v)

amostra de TEB 5X
eletroforese
5x
TBE Tris-base 89 mM; Acido borico 89 mM; EDTA 2 mM; pH

8.3
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3.2. METODOS

3.2.1. Obtencao das sequiéncias promotoras

3.2.1.1. Extracéo de DNA plasmidial de Chromobacterium violaceum

Para a extragdo do DNA plasmidial, foi adaptado o protocolo de extracdo em
pequena escala sem uso de clorofane (Sambrook et al., 1989) cujos procedimentos
executados foram:

- A partir da cultura crescida durante a noite centrifugou-se 3mL de culturaem um
microtubo a 5000g/5min, descartando-se o sobrenadante;

- As células acumuladas no fundo do microtubo foram ressuspendidas em 200uL
de Tampéo TE, e incubadas a temperatura ambiente por 5min.

- Foram adicionados 360pL de Solugdo |1, responsaveis pela lise das células
bacterianas, preparada na hora, misturado bem por inversdo do tubo e mantido em
temperatura ambiente por mais 5min.

- Adicionou-se 300uL de Solucéo Ill, que precipita o DNA cromossomal,
mi sturou-se bem e incubou-se no gelo por 5min.

- Centrifugou-se o tubo a 12000g/5min a temperatura ambiente. O sobrenadante foi
transferido para outro microtubo e adicionou-se 750uL de isopropanol para precipitar o
DNA e homogeneizou-se por inversdo do tubo, deixando-o em repouso, em seguida, por
5min.

- Centrifugou-se o tubo a temperatura ambiente a 12000g/5min, e descartou-se o
sobrenadante, retirando-se o excesso de acool com o auxilio de uma micropipeta
Adicionou-se 1mL de etanol 70% a -20°C, sem ressuspender o sedimento, e centrifugou-se
0 tubo novamente por 5min.

- O sobrenadante foi descartado, e o sedimento secado por exposicdo ao ar e

ressuspendido em 50 pL de tampéo R, pararedissolver o DNA e conservélo.

Eletroforese de DNA plasmidial. de C. violaceum em gel de agarose

A migracdo eletroforética do DNA em géis de agarose foi realizada em sistema de
gel submerso em tampao TBE. O gel, a 0,8% foi preparado em TBE. As amostras (5 UL) a
serem utilizadas foram misturadas com 0,2V de tampdo de amostra 5X de eetroforese e

aplicadas no gel. O sistema foi submetido a uma diferenca de potencial (90 a 110V) com
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amperagem constante. As moléculas de DNA ap6s coloragcdo com brometo de etideo foram

visualizadas e fotografadas sob |uz de onda ultravioleta (300 nm).

3.2.1.2. Cinética enzimatica de C. violaceum CVT2
A cinética do isolado de C. violaceum CVT2 foi realizada com a enzima SauA3|
(5'...GATC...3'), para qual foram estipulados os tempos zero, 3, 15, 30 e 60 minutos para
interrupcdo da agéo da enzima.
O sistema consistiu de um volume final de 75uL e esse sistema consistiu da
seguinte forma:
H0 (ultrapura) 46,5 L

Solugdo Tampédo 7,5 UL

10X

DNA 20 pL
Sau3Al (20U/ pL) 1L
Volume final 75 pL

A cada tempo estipulado as amostras de DNA plasmidia digeridas foram passadas
imediatamente para um novo microtubo contendo 4uL de TEB 5X + 1uL de EDTA e
aplicados em gel de agarose 0,8% para eletroforese.

3.2.1.3. Extracdo das enzimas pelo método de fenol/cloroféormio e preciptacdo dos
fragmentos

Ao volume restante do sistema de digestéo, adicionou-se volume de 1/20 de SDS
10% e homogenizou-se durante 3 minutos. Depois, adicionou-se igual volume de fenol,
misturou-se por 5 minutos por inverséo do tubo e centrifugou-se durante 3
minutos/12.000g. Transferiu-se a fase aguosa para um novo microtubo, e adicionou-se
igual volume de clorafane. Misturou-se por 5 minutos por inversdo do tubo e centrifugou-
se durante 3 minutos/12.000g. Transferiu-se a fase aquosa para um novo microtubo, e
adicionou-se igua volume de cloroférmio. Misturou-se por 5 minutos por inverséo do tubo
e centrifugou-se durante 3 minutos/12.000g. Transferiu-se a fase aquosa para um novo
microtubo. Adicionou-se volume de 1/10 de NaCl 3M, 1uL de glicogénio (2ug/uL) e 2,5

volume de Etanol 100% e deixou-se precipitando durante a noite a-20°C. No dia seguinte,
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o precipitado foi coletado por centrifugacdo por 40 minutos a 12.000g. Apés a
centrifugacdo, descartou-se 0 sobrenadante e adicionou-se 500 uL de etanol 70% (-20°C)
seguido de centrifugagdo a 12.000g/3min. O sobrenadante foi descartado e o sedimento
secado em capela de fluxo laminar vertical. Ao final, o sedimento foi dissolvido em 15 pL
de &ua milli-Q. A seguir, 5 uL do material foi analisado por eletroforese em gel de

agarose.

3.2.2. Clonagem no vetor caga-promotor pKK232-8

3.2.2.1. Extracéo do DNA plasmidial

O DNA plasmidial foi extraido pelo método de lise alcaina utilizando o Kit
plasmidPrep Mini Spin (GE Healthcare Bioscience). Os clones de E. coli foram inoculados
em 5mL de meio LB contendo 100ug/mL de ampicilina. A cultura foi incubada durante a
noite (aproximadamente 16 horas) a 37°C sob agitacdo de 150 rpm. Uma aliquota de 3 mL
da cultura foi transferida para um microtubo e centrifugada a 12000g por 30 segundos, em
temperatura ambiente, e 0 sobrenadante descartado. O sedimento foi ressuspendido em 200
ML de solugdo 1. A seguir, foi adicionado 200 pyL de solugdo |1, misturado por inverséo
véarias vezes. Foram, a seguir, adicionados 400 L de solucéo 111 e misturados por inversao
do tubo vérias vezes. Em seguida, centrifugou-se a 12000g por 5 minutos a temperatura
ambiente. Transferiu-se 0 sobrenadante para uma coluna acoplada a outro tubo e
centrifugou-se a 12000g por 1 minuto a temperatura ambiente. Descartou-se o centrifugado
e adicionou-se, a coluna, 400 pL de tampéo de lavagem e centrifugou-se por 30 segundos a
temperatura ambiente. Descartou-se 0 centrifugado do tubo coletor e centrifugou-se o
material da coluna novamente a 12000g por 1 minuto a temperatura ambiente. Transferiu-
se a coluna a um microtubo de 1,5 mL e adicionou-se, a coluna, 100 pL de &gua milli-Q e
centrifugou-se a 12000g por 30 segundos a temperatura ambiente. O microtubo, contendo o
DNA plasmidial, foi mantido a 4°C e o produto da extragdo foi analisado por eletroforese
em gel de agarose 0,8%.

3.2.2.2. Sistema de digestao do plasmidio pK K232-8
O vetor pKK232-8 foi digerido com BamHI por 2 horas a 37°C utilizando-se as

seguintes proporgoes.
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H0 (ultrapura) 59 pL

Solugdo Tampéo 10 L

10X

BSA10X ( ) 10
DNA 20 pL
BamHI (U/ pL) 1L
Volume final 100 pL

O produto de digestdo (10uL) foi analisado por eletroforese em gel de agarose 1%
com brometo de etidio e fotografado sob luz u.v de 300nm.

3.2.2.3. Extracdo das enzimas pelo méodo de fenol/cloroférmio e precipitacdo dos
fragmentos
Apéds adigestdo, aenzimafoi extraida do sistema pelo método de fenol cloroférmio
e os fragmentos precipitados (conforme o descrito no item 3.2.1.3) e no final o material foi
ressuspendido em 15 L de H,O. Em seguida, 5 UL foi analisado por eletroforese em gel de
agarose 1% com brometo de etidio e fotografado sob luz UV de 300nm.

3.2.2.4. Defosforilagéo do plasmidio pK K 232-8
O vetor digerido e precipitado foi defosforilado com a enzima SAP (fosfatase

acalina de camaréo) por 30 minutos a 37°C. O Sistema de defosforilacéo continha:

Solugdo Tampéo 1,7 L

10X
DNA 14,8 pL
SAP (1U/ pL) 0,5 pL

Volume final 17 L



Apbs adefosforilagdo aenzimafoi inativada por 15 minutos a 65 °C.

3.2.2.5. Ligacdo dos fragmentos de DNA plasmidial de Chromobacterium violaceum
CVT2 aovetor PKK232-8
A ligagdo dos fragmentos digeridos de Chromobacterium violaceum CV T2 ao vetor

caca-promotor linearizado foi realizada com:

Solugdo  Tampéo 15puL

10X
Inserto 15uL
Vetor pKK232-8 1,5

T4 DNA Ligase 1L
(100U/ L)
Volume final 15 uL

O sistema de ligagéo foi incubado a 35° C por 30 minutos e a 16° C durante a noite.
A enzima Sau3Al (inserto) tem uma seqiéncia de corte de 4 pares de base e a enzima
BamHI tem uma sequiéncia de corte de 6 pares de bases (Tabela 5). A complementaridade
entre os pares de bases GATC/CTAG proporciona a ligacdo do fragmento de DNA

cromossomal ao DNA plasmidial.

Tabela 5- Enzimas de restri¢éo e respectivas sequéncias de corte.

Enzima Seqtiéncia de Corte
BawHI GGATCC
CCTAGG
San3s GATC
CTAG
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3.2.2.6. Transformacédo genética de Escherichia coli por eletroporacéo

a) Preparo de células Escherichia coli eletrocompetentes

O procedimento de preparo das células eletrocompetentes estd esquematizado na
figura 6.

0Dy, = 0,6-0,8

4000 rpmig C BebLirter b Ressuspender
gelo "\:m em § mL de
20 min sobrenadante 10% de glicerol
Ressuspender |

15 mL d 4000 “
4000 rpm/4°C £m £ , descartar o }n_mm C|
g S —— s
descartar o 10% de glicerol sobrenadante

sobrenadante 15 min 15 min

Ressuspender Ressuspender

‘ em 40 mL de 4000 rpm /4°C descartaro - em1mL de
. — c
10% de glicerol = sobrenadante 10% de glicerol

20 min |

‘U Separar em
aliquotas de 100 pL

armezenar
estoque a -80°C

Figura 6- Representacdo esquematica do preparo de células el etrocompetentes.

Foi realizado um inoculo de células E.coli TOP10 (Invitrogen) em 20mL de meio
SOB e incubado sob agitacdo de 150 rpm a 37°C durante a noite. Dessa cultura, 5 mL foi
inoculado em 250 mL de meio SOB e a cultura incubada sob agitacéo de 150 rpm a 37°C
até atingir ODgoo = 0,7. Assim que OD foi acancada, o frasco contendo a cultura foi
esfriado no gelo por meia hora. Uma vez frio, a culturafoi dividida em tubos, cada um com
50 mL. As células foram centrifugadas a 4000 rpm por 20 minutos a 4°C. O sobrenadante
foi descartado imediatamente e ressuspendido gentilmente até soltar o pellet, usando 8 mL
de glicerol 10% estéril gelado. As células foram novamente centrifugadas a 4000 rpm por
15 min e o sobrenadante descartado. Os pellets foram ressuspendidos em 15 mL de glicerol
10% frio e estéril, reunidos em um Unico tubo e centrifugados a 4.000 rpm por 15 minutos.
Descartou-se 0 sobrenadante, ressuspendeu-se 0 pellet em 40 mL de glicerol 10% frio e
estéril e centrifugou-se por 20 minutos a 4000 rpm a 4°C. O sobrenadante foi descartado e
ressuspendido o pellet em 3 mL de glicerol 10% gelado e estéril e a concentracéo gjustada
para 2,5 ODgoom.. As células foram separadas em aliquotas de 100 pL, congeladas

imediatamente em gelo e estocadas em freezer a- 70°C.
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b)Procedimento de eletroporacéo

Uma aliquota do sistema de ligacéo (1uL) foi misturado em 100 pL células Top 10
(Invitrogen) eletrocompetentes e transferidos para a cubeta de eletroporacéo (0,2cm).
Aplicou-se um pulso elétrico de 1900W, e imediatamente apds o pulso, adicionou-se
500uL de meio SOC na cubeta, revigorando as células transformadas. As amostras foram
incubadas por 1 hora a 37°C com agitacdo (180 rpm). Em seguida, aiquotas foram
plaqueadas em placas de petri com meio LB-agar contendo o antibiético ampicilina
(200pg/mL). Ao fina do plagueamento, as placas de Petri foram incubadas invertidas a

37°C durante a noite.

3.2.2.7. Obtencéo dos clones recombinantes

Os clones transformantes foram submetidos a réplica-plate em placas de Petri com
meio LB-solido contendo ampicilina 100ug/mL e em placas de petri contendo
cloranfenicol nas concentragdes de 20, 50, 100, 200, 500 e 1000 pg/mL. Foram utilizados,
para técnica, palitos estéreis, os quais foram imediatamente descartados e

autoclavados.

3.2.3. Andlise dos clones recombinantes

3.2.3.1. PCR apartir dos clones recombinantes

Dos clones recombinantes, 12 foram amplificados com os primers S1 e S2, por
PCR de colonia. Para isso os clones recombinantes e um clone com o pKK232-8 origina
foram inoculados em 3 mL de meio LB liquido com ampicilina (100ug/mL) e incubados
sob agitacdo de 150 rpm a 37°C durante a noite. Desses, 250 pL foram misurados com 250

HL de glicerol 50% e armazenados em frezzer -80. A PCR de coléniafoi realizada com:
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Células 2 UL
H>0O (ultrapura) 6,05 pL

Solugdo Tampéo 1,25 L

10X

MgCl, 1,25 uL
DNTPs 1,25 uL
S1 0,25 pL
(10picoMoles/pL)

S2 0,25 pL
(10picoMoles/pL)

T4 DNA lub
Polimerase

Volume final 1250

A reacd em termociclador (Eppendorf®, MasterCycler gradient) seguiu a
termociclagem abaixo:

Temperatur _

Ciclos
94°C 1 2min
94 °C 20s
58 °C 35 30s
68 °C 2min
4°C - 8

3.2.3.2. Crescimento em Meio Liquido
Dos clones recombinantes, 10 foram escolhidos para crescimento em meio liquido
(LB) contendo o antibidtico cloranfenicol nas concentragdes de 20, 50, 100, 200 e

500pg/mL. O crescimento foi acompanhado medindo-se a absorbancia a 600 nm.



3.2.3.3. Extracao de plasmideos dos clones recombinantes

O DNA plasmidia foi extraido pelo método de lise acalina utilizando o Kit
plasmidPrep Mini Spin (GE Healthcare Bioscience). Os clones de E. coli foram inoculados
em 5mL de meio LB contendo 100ug/mL de ampicilina. A cultura foi incubada durante a
noite (aproximadamente 16 horas) a 37°C sob agitacdo de 150 rpm. Uma aiquota de 3 mL
da cultura foi transferida para um microtubo e centrifugada a 12000g por 30 segundos, em
temperatura ambiente, e 0 sobrenadante descartado. O sedimento foi ressuspendido em 200
ML de solugdo |. A seguir, foi adicionado 200 pL de solugéo I, misturado por inversao
vérias vezes. Foram, a seguir, adicionados 400 pL de solucéo |11 e misturados por inversao
do tubo varias vezes. Em seguida, centrifugou-se a 12000g por 5 minutos a temperatura
ambiente. Transferiu-se 0 sobrenadante para uma coluna (com resina que adere o0 DNA)
acoplada a um tubo coletor e centrifugou-se a 12000g por 1 minuto a temperatura
ambiente. Descartou-se o centrifugado e adicionou-se, a coluna, 400 pL de tampédo de
lavagem e centrifugou-se por 30 segundos a temperatura ambiente. Descartou-se 0
centrifugado do tubo coletor e centrifugou-se 0 material da coluna novamente a 12000g por
1 minuto a temperatura ambiente. Transferiu-se a coluna a um microtubo de 1,5 mL e
adicionou-se, a coluna, 100 uL de agua milli-Q e centrifugou-se a 12000g por 30 segundos
a temperatura ambiente. O microtubo, contendo o DNA plasmidial, foi mantido a4°C e o

produto da extracdo foi analizado por eletroforese em gel de agarose 0,8%.

3.2.3.4. Analises das seqliéncias promotor as

a) Reacdo de sequenciamento

Baseando-se nos resultados das eletroforeses de plasmideos, foi determinada a
quantidade de DNA a ser usada na reagdo de sequenciamento. Utilizou-se o kit de
seqiienciamento (DYEnamic ET TERMINATOR® AMERSHAM PHARMACIA™) para
segiienciamento a partir da extremidade 5'. Na reacéo de seqiienciamento foram utilizados

0S seguintes reagentes para um volume final de 10pL:
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Reagentes Volume

Pré mix 4,0uL
Primer R1 Reverse 1,0pL
(10pmoles/pL)
Primer S1 Foward 1,0pL
(10pmoles/pL)
DNA 4,0 pL

A reacdo em termociclador (Eppendorf®, MasterCycler gradient), seguiu as
seguintes condicdes:

Temperatura Ciclos Tempo
95°C 1 25s
95°C 15s
50°C 30 20s
60°C 80s
4°C - 8

b) Precipitacéo e determinacéo das sequiéncias de nucleotideos

Os produtos da reac&o foram purificados por precipitacdo com etanol/acetato de
amonio para retirada dos nucleotideos néo incorporados. Os pellets de DNA foram
ressuspendidos em 10puL de tampdo de aplicacdo (loading buffer) e submetidos a
eletroforese capilar no sequenciador automético MegaBACE® DNA Sequencing System
(AMERSHAM/BIOSCIENCE™).

3.2.3.5. Etapas de bioinformética

Os dados brutos provenientes do seguenciador de DNA foram submetidos e
anaisados pelos programas de Base Calling (BaseCaller Cimaron 1.53 Sim Phredfy e
ScoreCard (MegaBACE™), os quais processam o0s dados gerados identificando as
seguiéncias e atribuindo valores de qualidade para cada posicdo nucleotidica. Os reads

selecionados foram submetidos em extenséo de arquivo ABD e compactados para analise
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via rede, no Laboratério de Bioinformatica da Universidade de Brasilia (UnB-

sequienciamento e conversao dos arquivos binarios (bin) para extensdo fasta, phd e qual.

Apbs essas etapas as sequéncias foram alinhadas usando o programa Clustal. W

sequéncias com funcdo promotora. Estas mesmas sequéncias nucleotidicas foram

comparadas com outras mantidas em banco internacional de dados de genes (NCBI,
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4. RESULTADOSE DISCUSSAO

4.1. Obtencao dos plasmideos

Nas figuras 7 e 8, respectivamente, observa-se os produtos da extragdo plasmidia de
Chromobacterium violaceum e de pKK232-8 utilizados neste trabalho. Como pode ser
observado na figura 8, as diversas bandas indicam a presenca de mais de um tipo de
plasmideo de tamanho bem maior que o do pUC 19 (2686 pb) ou um s plasmideo com
diversas formas topol 6gicas (super-hélices). A fluorescéncia observada, de materia retido
no pogo e rastro fluorescente entre as bandas, pode indicar contaminagdo com DNA
cromosomal, 0 que se pode esperar pelo fato da metodologia utilizada ndo ser totalmente

eficiente na eliminagdo do DNA cromosomal.

pUC19

Figura 7- Perfil eletroforético dos plasmideos extraidos da Chromobacterium violaceum CVT2 (CV)
em gel de agarose 0,8%.
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Na figura 8 pode-se observar o perfil eletroforético de duas mini-extracbes do
plasmideo caca-promotor pKK232-8, com predominancias diferentes de formas
topoldgicas (super-hélice e circular relaxada). A da direita apresenta maior teor da forma

super-helicoidal.

Figura 8- Perfil eletroforético de duas extragdes do plasmideo pKK232-8 (vetor caga-promotor) em
gel de agarose 0,8%.

4.2. Clonagem de Fragmentos de DNA no Vetor Caga-Promotor

Para se produzir fragmentos de DNA da fragdo plasmidial extraida da linhagem de
C. violaceum CV T2, para clonagem no vetor caga- promotor, inicialmente realizou-se uma
cinética de digestdo com a enzima Sau3Al (Figura 9). Observa-se que a partir de 15
minutos a digestéo pode ser considerada completa (exaustiva). Como promotores de seres
procariontes sdo de tamanho pequeno, decidiu-se clonar fragmentos produzidos por
digest&o exaustiva e por isso escolheu-se o tempo de digestéo de 30min. Ainda, verifica-se
que, na condicdo de digestdo exaustiva, 0 DNA é fragmentado em sua maioria em
fragmentos de 100 a 2000 pb.

O rastro entre as bandas bem definidas (DNA plasmidia) sdo provavelmente

fragmentos oriundos da digestdo do DNA cromosomal contaminante.
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1000 pb
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Figura 9- Pefil eetroforético de fragmentos de DNA produzidos durante a cinética de digestdo dos
plasmideos de C.violaceum com a enzima de restricdo Sau3Al. 1: Plasmidio ndo digerido; 2:
digerido por 3 minutos; 3: digerido por 15 minutos; 4: digerido por 30 minutos; 5: digerido por
60 minutos, M= marcador 1kb Plus da Invitrogen

Na figura 10 € mostrada a digestdo do plasmidio pKK232-8 com a enzima de
restricdo BamHI, que corta no sitio de clonagem no vetor. Na figura temos material
digerido comparado com o ndo digerido, apresentando perfis diferentes, sendo que o

digerido apresentou como esperado uma Unica banda.
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pKK232-8.

Figura 10- Perfil eletroforético do produto de digestdo do plasmidio pKK232-8 em gel de agarose 1%.
D: amostra digerida; ND: amostra ndo digerida.

Apoés a digestdo do DNA plamidia de C.violaceum e do pKK232-8 as enzimas
foram extraidas pelo método do fenol/cloroférmio, e 0 DNA precipitado para melhoria da
qualidade e concentragdo. Como mostra a figura 11, onde cerca de 1/3 do materia
disponivel foi aplicado no gel, ndo houve uma grande perda de DNA (tanto do inserto
guanto do vetor) durante 0 processo de purificagdo e precipitagdo dos sistemas de digestéo,

permitindo que o vetor caga-promotor pudesse ser entéo defosforilado e depois ligado aos
insertos.
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Figura 11- Perfil eletroforético em gel de agarose 1% dos produtos de digestdo do vetor pKK232-8
(A) e dafragao plasmidial de Chromobacterium violaceum CVT2 (B) ap0s 0s processos de
extracao e precipitagdo. M: marcador de 1 Kb, da Fermentas.

4.3. Obtencao dos clones recombinantes

Apbés a ligacdo, foram redlizadas trés transformagbes em células ToplO
(Invitrogen), das quais se obteve 130 clones transformantes para a resisténcia a ampicilina
Quando estes foram submetidos a réplica-plate em cloranfenicol (Clf) nas concentracdes de
20, 50, 100, 200 e 500ug/mL, apenas 51 demonstraram ser resistentes a cloranfenicol e,
portanto recombinantes (39,23%), apresentando resisténcia ao antibiético em pelo menos
em uma das concentragdes em estudo. Estes clones apresentam fragmentos funcionais na
orientacdo apropriada, visto que esta € a condicdo fundamental para que crescam nas
condicbes de selecdo (Denner & Spiegelman, 1986). Da réplica-plate em meio sdlido
(Tabela 6), 34 clones recombinantes (72%) apresentaram crescimento somente em
20pg/mL de cloranfenicol. Um nimero bem menor, 17 clones (36%), apresentou
crescimento nas concentragdes de 20 e/ou 50ug/mL. Apenas um clone (2%), denominado
posteriormente de clone 43, apresentou crescimento nas concentragdes de 20 a 200ug/mL
(Figura 12). A grande maioria das seqiiéncias mostrou ser capaz de garantir o crescimento
apenas em 20ug/mL.
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Figura 12- Réplica-plate em cloranfenicol e ampicilina dos clones transformantes com sistema de
ligac8o dos fragmentos de Chromobacterium violaceum e o vetor pKK232-8. A seta
indica o clone que cresceu a 20,50, 100 e 200ug/mL de cloranfenicol. A: placa com
ampicilina (100 pg/mL); B: 20ug/mL de cloranfenicol; C:50ug/mL cloranfenicol;
D:100ug/mL ; E:200ug/mL



Tabela 6- Clones recombinantes resistentes a diferentes concentragdes de cloranfenicol. Os clones destacados
com a cor vermelha foram os escol hidos para andlise das sequéncias clonadas por sequenciamento.
O sina + indica o nivel de crescimento: / colénias muito pequenas; + colbnias pequenas; ++

colénias de médio tamanho; +++colénias grandes.

clone 20ug/ml 50ug/ml 100ug/ml 200ug/ml 500ug/ml
1 ++

2 +

3 +

4 ++

5 ++

6 +

7 +

8 /

9 +

10 + +
11 ++

12 +

13 +

14 ++
15 +

16 ++

17 ++

18 +++

19 +++

20 +

21 ++ +
22 ++

23 + +
24 +

25 +

26 +

27 + +
28 /
29 +

30 ++

31 +

32 +
33 +

34 + /
35 /
36 +

37 +

38 ++ /
39 ++ ++
40 ++

41 +

42 +

43 +++ +++ +++ ++
44 /
45 /

46 +

47 +
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Foram escolhidos para dar continuidade ao trabalho, clones que cresceram em
50pg/mL ou mais de cloranfenicol. Estes foram submetidos a PCR com os primers S1 e S2
(Figura 13) que amplificam uma regi&o de 718 pb, flanqueadora do mdltiplo sitio de
clonagem do vetor caca-promotor. Todos os clones apresentaram amplicons com perfil
eletroforético diferente do controle positivo. O controle positivo usado foi o vetor pK K232-
8 sem regido promotora (718pb). A maioria dos clones possui fragmentos relativamente
pequenos, pois embora maiores, se diferenciaram muito pouco do vetor sem inserto, isso ja
era esperado visto que os fragmentos peguenos estavam em nUimero maior durante o
processo de clonagem. Contudo, fragmentos de grande tamanho foram inseridos, como as
seqiiéncias dos clones 23 e 43. O clone 23 apresentou cerca de 1500pb a mais que o

controle positivo e o clone 43 cerca de 400 pares de base.

C+ 10 14 21 M 23 27 32 39 43 C-

1500 pb
718pb

1000 pb

Figura 13- Pefil eletroforético dos produtos de amplificagdo a partir dos plasmideos recombinantes
(numeragdo ardbica) em gel de agarose 1%. C+: pKK232-8 (Amershan Pharmacia); C-:
controle negativo; M: marcador de 1 Kb, da Fermentas.

Os clones escolhidos para amplificacdo demonstraram possuir seqiiéncias com
funcéo promotora, visto que cresceram em cloranfenicol. Isto foi confirmado pelo fato de
terem sequéncias amplificadas maiores que a do controle (Figura 13). Confirmada a
presenca de sequéncia, esses clones foram cultivados em meio liquido (LB) contendo
cloranfenicol nas mesmas concentragdes utilizadas na réplica-plate. Os graficos mostram os
valores de cada leitura de absorbancia a 550nm de dois pontos, um inicia (t0) e outro (t1),

apos 24 horas de cultivo. O clone controle, representado pelo vetor caga-promotor, teve o
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resultado esperado, pois ndo apresentou crescimento, uma vez que 0 gene que confere

resisténcia ao Clf se encontra desprovido de qualquer seqiiéncia com fun¢éo promotora.

Quando comparados os resultados da réplica-plate com os obtidos em crescimento
liquido, foram verificadas divergéncias no crescimento dos clones. Diferentemente do
ocorrido em placa, o clone 10 (Gréfico A da Figura 14) apresentou um crescimento melhor
na concentragdo de 20pg/mL. JA o clone 14, que teve auséncia de crescimento em placa na
concentragdo de 20ug/mL, demonstrou maior capacidade de replicagdo nessa concentragao
que na de 50ug/mL (gréfico B da figura 14). Entretanto, ambos os clones ndo cresceram
em meio liquido com 100ug/mL de cloranfenicol (Figura 14), o que também ocorreu em

placa, crescendo apenas com 20ug/mL e 50ug/mL de cloranfenicol.
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Figura 14- Representacdo gréfica do crescimento em meio liquido LB dos clones 10(A) e 14(B), nas
concentragBes de 20 pg/mL, 50 pg/mL e 100 pg/mL.

Conforme o apresentado nos gréficos da Figura 15, os resultados do crescimento
dos clones 21, 23, 27 e 32 em meio liquido também divergiram do obtido em placa. Em
placa, a concentragdo méxima em que houve viabilidade celular foi a de 50ug/mL. Ja em
meio liquido, o clone 27, cresceu na concentragdo de 100ug/mL (Gréfico C da Figura 15),
demonstrando que a sequéncia clonada tem uma forga maior que a esperada. Os demais
clones continuam classificados como portadores de promotores fracos, pois foram viavels
na concentragdo maxima de 50ug/mL (Gréficos A, B e D), embora tenham apresentado

maior densidade celular na concentragéo de 20pg/mL.
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Figura 15- Representagdo gréfica do crescimento em meio liquido LB dos clones 21 (A), 23(B), 27(C)
e 32 (D) nas concentragdes de 20 pg/mL, 50 pg/mL e 100 pg/mL.

A Figura 16 refere-se ao crescimento, em meio liquido, dos clones 39 e 43.
Diferentemente do observado em placa, o clone 39 (Gréfico A) demonstra possuir uma
sequéncia promotora de forga intermediaria, crescendo na concentragdo de 100ug/mL de
cloranfenicol. O clone 43, que ja demonstrava possuir uma sequiéncia promotora mais forte,
por ter apresentado crescimento na presenca de cloranfenicol na concentragdo de
200ug/mL (Dillard& Y other, 1991), teve o resultado ratificado em meio liquido, com a
diferenca que nesse sistema 0 clone apresentou crescimento, apesar de lento, na

concentracdo de 500ug/mL (Gréfico B).
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Figura 16- Representagdo gréfica do crescimento em meio liquido LB dos clones 39 (A) e 43 (B), nas
concentragBes de 20 pg/mL, 50 pg/mL, 100 pg/mL, 200 pg/mL e 500 pg/mL.

As diferencas observadas no crescimento em meio liquido, quando comparado ao
crescimento em meio solido, podem ser explicadas pela aeragdo e distribuicdo do proprio
antibiodtico, que sd mais homogéneas no meio liquido, o que confere uma andlise mais

precisa quanto aresisténcia a Cloranfenicol.

4.4. Andlise das seqliéncias promotor as

Os plasmideos escolhidos foram extraidos (Figura 18) e submetidos ao processo de

sequienciamento automatico de DNA.



Figura 17 — Andlise eetroforética dos plasmideos recombinantes (10, 14, 21, 23, 27, 32,

39 e 43) utilizados para seqiienciamento automatico de DNA.

Por seguranca e garantia da qualidade do sequenciamento, foram realizadas 96
reacOes a partir dos oito plasmideos, variando-se as condi¢des do seguienciamento, como
por exemplo as concentragdes dos plasmideo e dos primers.

Os oito plasmideos extraidos dos clones escolhidos foram sequenciados pelo
método de Sanger et al. (1977) e a andlise das sequiéncias pelo software ScoreCard esta
mostrada na figura 19. Das amostras submetidas, obteve-se 51 sequiéncias de boa qualidade
com mais de 300 pb (em verde). No segiienciamento foram gerados el etroferogramas onde
foi avaliada a qualidade e o tamanho das sequiéncias de cada fragmento pelo software
BaseCaller cimaron 1.53 Sim Phred.
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Figura 18 — Representacdo da qualidade do seguienciamento dos plasmideos recombinantes
(20, 14, 21, 23, 27, 32, 39 e 43) pelo software ScoreCard.

As sequiéncias obtidas foram submetidas ao conjunto Phred/Phrap/Consed, para a
retirada de trechos com baixa quaidade e alinhadas por similaridade com o uso do
programa Clustal.W. As bases divergentes da mesma sequéncia foram analisadas
conferindo-se diretamente nos cromatogramas gerados pelo MEGAbace. Das oito
sequéncias anaisadas (Tabela 7), cinco estdo completas (clones 10, 14, 27, 32 e 39). Como
pode ser verificado na Tabela 7, nestas seqiiéncias estdo marcadas os sitios das enzimas de
restricdo Smal (amarelo) e Sal.l (azul). Estes sitios se encontram imediatamente a jusante e
a montante, respectivamente, do sitio de BamHI (onde foram clonadas as sequéncias), o
gue confirma gue as mesmas estédo completas. As demais sequiéncias (clones 21, 23 e 43)
encontram-se incompl etas, tendo sido seqlienciado apenas parte delas, 0 que esta de acordo
com o padréo visualizado na amplificagdo dos insertos clonados (Figura 14), onde os
maiores sdo 0s 23 e 43. No caso dos clones 21, 23 e 43, os grandes insertos clonados
devem ser decorrentes de segmentos diferentes ligados entre si, 0 que € demonstrado pela
presenca de mais de um sitio de Sau3Al (destacados em vermelho natabela 7).
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Tabela 7- Seguéncias nucleotidicas dos promotores derivados de plasmidio de C.
violaceum, com seus respectivos tamanhos em pares de base (pb). As
sequéncias destacadas de vermelho referem-se ao sitio de corte da enzima de
restricdo Sau3Al, enquanto as de amarel o referem-se ao sitio de corte daenzima
derestricdo Smal easde cinzaao de Sal.l

Clone Segliéncia pb

10 128
CCCGGGGATCGAATCGACGTTTGCCACCGTACGGCACCGAACGA
CGCGGACGCGCAACTGTGTGTCGCGCGCAACGTTCCTGGGGCTG
GCGTTCAAGCTGATTGAAGAGGCCGAAAAGTCCTGGCGGCGGAT
CCGTCGAC

14 117
GTCGACGGA TCGATGGACAGCTTGCCCTGCAGCAGCGGCACCGC
GGTTTCCAGCTGCATCGGCCGGACAAAGGTCTGGTCGCGCCAGG
AGGCATGCCAGTCGTTGAAACGCAGGTTGTCGATCCCCGGG

21 182
GTCGAGGATCCCAGTTGAGTTCGAACGCCGTCGTTCAGAGCTTA
GTGCTTAACCCGCTGTCCACGGGGGCCGGGACAGACCAAACTGC
CCTTGGCAAACGGGAGGCGCCCATATAAGCCGCTCTTAGACCCG
CTAACAAAATCTGTCGATAAATCGCAGACAGATCCTTGGCTTGC
TACTTGTGCCT

23 165
GTCGACGGA TCGGGCAAGGCGTTCCTCACCAGCGTCAGCGCCGC
TTCCGCGGTGCCGGCGCGCAGCACATGGTGGCCGGCCTGGGCCA
GGTTGAAGGCGATCGGGTTGGTCGTGCGCAAATGCACCCAGTGC
TCCGCCGGGAAGTCGTAGAACGCCAACAGCGCGTCTTTA

27 109
CCCGGGGATCGCTTCCTGGGCTCGCTGTTCAATCAGGCCAAGCG
CCGCCATGCGGAACGCTTTCAAGAGTCCGGCAAGGCCATCAACG
ACAAGGTGCGGCTGTACTTGCAGATCCGTCGAC

32 197
GTCGACGGA TCACGCCGGCGGCGATGGCGTTGCGCATCTTGGCC
AGCAGCGCCGCGTTGTCCTCGCGGAAATACTGGCGGCGCTCGGA
GTGGCCGACCAGCGCGTAGCGGCAGCCGACGTCGGCCAGCATC
GCGGCGCTCACCTCGCCGGTGAACGCGCCGTCGGCGGAGAAAC
GGCTGACGTCCTGGGAGGACAAGGCGA TCCCCGGG

39 58
CCCGGGGATCACGTCCGCGTCGATACGCAGTGTGATTTGCTTCTT
CGTGTCAGGCAGTCGATCCGTCGAC

43 CCCGGGGATCATGTTGCTGGCTACGGTGCTGAACGCGGTCGGCT 232

Forward TTGTCGTCAACGCGCTGGTGATCGGGTTGGTCGTGCGCAAATGC
ACCCAGTGCTCCGGCGGGAAATCGTAGAAACGCCAACAGCGCG
TCTTTATCCTTGACCAGCTTTTCCACAGCTTTCGGATATTTGGCCT
CAAGCTGTCGCACCAACCGATCAGCACAGCTCTTGAAAATTTTC
CTGTTAGTGCTAAAAAC

43 210

Reverse GTCGACGCGATCGGCGTCAGCCGCAGCTGGTAATGGCCAGCCGCC
CCGGCCACCGGCAGCAGGCTGGCGGCGTTGAGCAAGGGATGGT
CGGCCAGCGTTTTTTGCAAATCGTCCAGGCTCACCGGCTGAGTG
GGCAGCGCCTGGTCGATCAGGCCTCTTCGTTTTTAGCACTAACA
GGAAAATTTTCAAGAGCTGTGCTGATCGGTTGGTGCGACAG



A figura 19 mostra o resultado encontrado ao submeter as seqiiéncias ao programa
BLASTN. Quatro sequiéncias apresentaram similaridade com genes cromossomais de C.
violaceum. Isso pode ser explicado possivelmente pelo fato do procedimento de lise
alcaina utilizado para extrair os plasmideos ndo ser totalmente eficiente na eliminacéo do
DNA cromossomal. No caso do clone 43, este apresentou duas sequiéncias, uma reverse
(resultante do seqlienciamento com primer reverse) sem similaridade, indicando ser de
origem plasmidial, e outra forward com similaridade ao gene de uma proteina de efluxo de
aminoécidos de C. violaceum, confirmando que foram clonados simultaneamente dois

fragmentos de DNA de origens diferentes.

Tabela 8- Resultado da analise de similaridade das seqiiéncias obtidas pelo programa

Blastn.
CLONE SEQﬁENCIA BLASTN Microorganismo
10 Total X
14 Total Proteina hipotética conservada Cromobacterium
violaceum
21 Reverse X
23 Reverse Fator de transcrigio Cromobacterium
violaceum
27 Total X
32 Total Cromobacterium
isomerase violaceum
39 Total X
43 Reverse X
43 Forward Proteina de efluxo de aminoacido Cromobacterium
violaceum

A grande maioria dos clones resistentes a cloranfenicol obtidos nesse trabalho

apresentou resisténcia a apenas 20ug/mL de cloranfenicol. Por causa da estrutura do caca-



promotor, 0 crescimento celular depende principalmente da for¢ca do promotor, o que
indicaria que a maioria dos promotores por nés clonados sdo fracos, com excecdo dos
promotores dos clones 14, 27, 39 e 43. Entretanto, nenhum dos promotores classificados
como fracos foram analisados quanto suas capacidades de serem regulados, por exemplo
submetidos a algum tipo de inducdo. Além dos sistemas de inducéo classicos (lactose,
IPTG, arabinose ou tiptofano), os fragmentos clonados poderiam responder a outros
fatores. Isso porque se sabe que em C.violaceum h& genes que conferem resisténcia ao
arsénio, cianeto, compostos halogenados (Carepo et al.,2004) e ao ferro (Hungria et al.,
2004).

Quando levamos em consideragdo a seqUéncia promotora em S inserida,
acreditamos que seqUéncias com forca baixa resultam em crescimento somente em
concentragdes mais baixas do antibidtico reporter. Entretanto, quando o promotor € muito
forte, pode resultar em uma excessiva transcri¢ao/traducado o que interferiria na replicacéo
do plasmideo e até mesmo na viabilidade celular. A forca do promotor depende das
caracteristicas da prépria sequéncia promotora, que interfere na estabilidade da sequéncia
de DNA (Dillard& Y other, 1991), modificando a energia livre e as curvaturas upstream a
regido promotora (Kanhere & Bansal, 2005). As regifes promotoras sdo regides menos
estaveis e dobraveis do DNA, com acentuada curvatura em relacdo a regido codificante
(Kanhere & Bansal, 2005). Essas caracteristicas permitem aligacdo da RNA polimerase ao
DNA (Nakata et al.,1988).

Similarmente aos nossos resultados, Gupta et al. (1993) verificaram baixa
incidéncia de sequéncias promotoras fortes para E.coli no DNA de Mycobacterium
tuberculosis. Entretanto, Dillard & Y otther (1991), usando o vetor pKK232-8, verificaram
gue diversos fragmentos de DNA cromossomal e plasmidia de Streptoccocus pneumoniae
gerados daeatoriamente por enzima de restri¢cdo apresentaram atividades promotoras fortes
(capazes de conferir resisténcia de 200pg/mL a 1600 pg/mL de cloranfenicol). Essas
diferencas podem ser explicadas pela disténcia genética das espécies e a diferenca de
conteldo GC nos respectivos materiais genéticos (Patek et al., 2002). Sabe-se que
seqiiéncias ricas em GC (Mycobacterium e Streptomyces) geralmente ndo sdo reconhecidas
pelo fator s™ E.coli (Patek et al., 2002). O maior nimero de AT na regid promotora
diminui a energia de interacdo entre os pares de bases, o que facilita a fusdo da RNA
polimerase a fita de DNA (Berezhnoy & Shckorbatov, 2005). Isso explicaria o porqué do
fator s’°, na maioria das vezes, requerer maior similaridade com as regides -10 e -35.

Entretanto, quando os fragmentos gerados séo ricos em AT podem gerar uma instabilidade
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no processo transcricional devido a presenca de diversos sitios que mimetizam aregido -10
de uma seqiéncia promotora reconhecida pelo fator s” (Pétek et al., 2002). Dessa forma, a
pequena quantidade de células recombinantes encontradas nesse trabalho, assm como a
grande maioria das sequéncias clonadas terem apresentado forca promotora baixa, pode
também ser explicada pelo fato das seqliéncias terem apresentado um alto contelido de GC
(tabela 9). Esse alto contetido GC dificultaria o reconhecimento destas pelo fator s” de E.
coli (Patek et al., 2002).

O dto contetido GC nos insertos obtidos € também uma explicagdo para a ndo
identificacéo de regides -35 e -10 pelo programa BPROM (Tabela 8). Isso porque a grande
maioria dos promotores em bactérias gram-negativas (E. coli) e gram-positivas (Bacillus
subtilis), reconhecidos pelo fator s, caracterizam-se geralmente por possuir dois
hexémeros consensuais TTGACA e TATAAT locaizados a 35 e 10 pb, respectivamente, a
jusante do ponto de inicio de transcricdo. Em cinco, das oito sequéncias (14, 23, 27, 32 e
39) encontradas neste trabalho, ndo foram identificadas as regides -35 e -10. Como pode
ser verificado na tabela 8, o programa identificou regides -10 e -35 em apenas trés
segiéncias (10, 21 e 43), apesar das sequéncias 21 e 43 ndo estarem completas. As
seqiéncias 10 e 21 apresentaram regido -10 com mais de seis pares de bases. Wonsten et
al. (1998), ao identificar sequéncias de Compylobacter jejuni com funcdo promotora,
encontrou TTTAAGTNTT como seqUéncia consenso para regido -35, divergindo
completamente do usual em E. coli. Entretanto, foram encontradas, no traballho de
Wonsten et al. (1998), sequéncias upstream a regido -35 e regido extendida -10. Em
nenhuma das sequiéncias ndo foi possivel verificar a composicdo da regido extendida -10,
assim como a presenca do nucleotideo T na posi¢éo -7, ja que ndo foi ainda determinado o
ponto de inicio de transcricdo. Este par de nucleotideos é altamente conservado por ser o
primeiro a ser desnaturado na dupla fita no inicio da transcricéo (Scheneider, 2001).

Dos trés clones com seqiiéncias que possuem regides -10 e -35, somente o clone 43
cresceu em uma concentracdo maior que 50ug/mL de cloranfenicol, crescendo em até
500ug/mL. Deste inserto, s6 foi possivel seqlienciar suas extremidades, e nas duas
seqiiéncias geradas encontrou-se dois promotores orientados na mesma direcdo com
espacamento de 17 pb, e regides -10 e -35 com seis pares de bases. Na segiiéncia mais
proxima ao gene cat, verifica-se a jusante da regido -35 os trinucleotideos AAA, TTT,
AAT, ATT, TTA, TAA, TTC e TCA (destacado de verde na tabela 8), o que ocorre em
sequéncias fortes de E.coli (Kanhere & Bansal, 2005). A presenca de dois promotores

numa mesma orientacdo poderia acarretar uma agao sinergistica, como é o caso em operons
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de rRNA. Nesses, ha promotores arranjandos em tandem, consistindo de duas regides -35 e
-10 separadas por cerca de 110 a 120 pb (Denner & Spiegelman, 1986). Ja os clones 10 e

21, que cresceram em 20ug/mL e 50ug/mL apresentaram, além das regides -35 e -10

diferentes das consensuais, um espacamento de 14 pb entre estas regides, 0 que ndo é tido

como padrdo para sequiéncias promotoras fortes.

Tabela 9- Andlise das regides -10 (em vermelho) e -35 (em azul) dos insertos clonados,

Clone

10

14

21

23

27

32

39

43

pelo programa BPROM, com as concentragdes méaximas de cloranfenicol (Cfl)
em gue apresentou crescimento, tamanho do inserto em pares de base (pb) e se
a sequéncia esta completa. A sequéncia destacada de verde corresponde a
regido localizada a jusante daregido -35.

Seqliéncia Clf(ug/ pb Seqiiéncia
mL) completa

CTAGCTTAGCTGCAAACGGTGGCATGCC 50ug/m 128 X
GTGGCTTGCTGCGCCTGCGCGTTGACACA L
CAGCGCGCG GGACCCCGACCGC
AAGTTCGACTAACTTCTCCGGCTTTTCAG
GACCGCCGCCTAGG
CTAGCTGTTGGACGCAAAGTTGCTGACCG 100pg/ 117 X
TACGGAGGACCGCGCTGGTCTGGAAACA mL

GGCCGGCTACGTCGACCTTTGGCGCCACG
GCGACGACGTCCCGTTCGACAGGTAGCT

AGG
TCCGTGTTCATCGTTCGGTTCC G 50pg/m 182
ACGCTAAATAGCTGTCTAAAACAATCGC L

CCAGATTCTCGCCGAATATACCCGCGGA
GGGCAAACGGTTCCCGTCAAACCAGACA
GGGCCGGGGGCACCTGTCGCCCAATTCG
TGATTCGAGACTTGCTGCCGCAAGCTTGA

GTTGACCCTAGG
ATTTCTGCGCGACAACCGCAAGATGCTG 50pg/m 165
AAGGGCCGCCTCGTGACCCACGTAAACG L

CGTGCTGGTTGGGCTAGCGGAAGTTGGA
CCGGGTCCGGCCGGTGGTACACGACGCG
CGGCCGTGGCGCCTTCGCCGCGACTGCG
ACCACTCCTTGCGGAACGGGCTAGG
CTAGCGAAGGACCCGAGCGACAAGTTAG 100pg/ 109 X
TCCGGTTCGCGGCGGTACGCCTTGCGAAA mL
GTTCTCAGGCCGTTCCGGTAGTTGCTGTT
CCACGCCGACATGAACGTCTAGG
CTAGCGGAACAGGAGGGTCCTGCAGTCG 50pg/m 197 X
GCAAAGAGGCGGCTGCCGCGCAAGTGGC L
CGCTCCACTCGCGGCGCTACGACCGGCTG
CAGCCGACGGCGATGCGCGACCAGCCGG
TGAGGCTCGCGGCGGTCATAAAGGCGCT
CCTGTTGCGCCGCGACGACCGGTTCTACG
CGTTGCGGTAGCGGCGGCCGCACTAGG

CTAGTGCAGGCGCAGCTATGCGTCACACT 100pg/ 58 X
AAACGAAGAAGCACAGTCCGTCAGCTAG mL

G

F 232

CTAGTACAACGACCGATGCCACGACTTG
CGCCAGCCGAAACAGCAGTTGCGCGACC
ACTAGCCCAACCAGCACGCG TG
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GGTCACGAGGCCGCCCTTTAGCATCTTTG
CGGTTGTCGCGCAGAAATAGGAACTGGT
CGAAAAGGTGTCGAAAGCCTATAAACCG

GAGTTCGACAGCGTGGTTGGCTAGTCGTG 5000/
TCGAGAACTTTTAAAAGGACAATCACGA -
TTTTTG m

43 R 210

GACAGCGTGGTTGGCTAGTCGTGTCGAG
AACTTTTAAAAGGACAATCACGATTTTTG
CTTCTCCGGACTAGCTGGTCCGCGACGG

CGGCCACTCGGACCTGCTAAACGT
TTTTTGCGACCGGCTGGTAGGGAACGAGT
TGCGGCGGTCGGACGACGGCCACCGGCC
CCGCCGACCGGTAATGGTCGACGCCGAC
TGCGGCTAGGC

Tabela 10- Conteldo GC/AT das sequéncias obtidas. F:sequéncia forward; R:

sequénciareverse

Clone A T C G AT CG
O N U B U BN () N CO B ()
10 17,19 20,31 33,59 28,91 37,50 62,50
14 18.80 17.95 29.06 34.19 36.75, 63.25
21 23.08 21.43 29.67 25.82 44.51 55.49
23 16.36 16.36 31.52 35.76 32.73 67.27
27 19.27 21.10 28.44 31.19 40.37 59.63
32 15.74 13.20 32.99 38.07 28.93 71.07
39 2931 15.52 27.59 27.59 44.83 55.17

43 F 25.86 21.12 25.86 27.16 46.98 53.02
43 R 18.01 20.85 27.49 33.65 38.86 61.14,

Nas sequéncias dos clones 14, 27 e 32, que estdo completas, ndo foi possivel
encontrar as sequéncias -35 e -10 pelo programa BPROM. A ndo identificacdo pelo
programa ndo descarta a possibilidade delas existirem, pois os mé&odos computacionais
perdem desempenho devido as caracteristicas intrinsecas das seqiiéncias analisadas, como

por exemplo, o ato contelido de GC. Apesar de diferentes métodos computacionais serem
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aplicados para descobrir os sitios de ligacdo da RNA polimerase a regido promotora, 0
problema continua em aberto para os mais simples promotores (Cotik et al, 2004). Isto
acontece devido a variabilidade dos motifs, que compreendem mais de um submotif
arranjados de forma direta ou invertida, podendo ou ndo se apresentar em tandem (Cotik et
al, 2004). Ainda, a forma como os motifs interagem entre si na regido promotora e com a
RNA polimerase, determinam a ativacéo ou inativacéo de um gene (Mouslim et al, 2003).
A caracteristica mais comum dos programas para identificacdo é a tendéncia de andlise
baseada na freqliéncia de algum dos nucleotideos, ou baseada na seqiiéncia consenso, sem
levar em conta a entropia relativa do sistema, os dois estados termodinamicos. antes e
depois da interacdo DNA-proteina (Pevzner, 2000). Além desse fato, ndo deve ser
descartada a possibilidade de outros fatores sigma estarem envolvidos no reconhecimento
daregido promotora dos fragmentos clonados. No trabalho de Silva et al. (2004), os autores
afirmam a presenca de ORFs para os fatores sF, s*®, s* e s em C. violaceum. Estes
fatores seriam responsaveis pela transcricdo de genes envolvidos na resposta a diferentes
estresses celular (Rechuva et al.,2003; Buck et al., 2000).

Os dados obtidos neste trabalho mostram a necessidade de serem realizados mais
experimentos que revelem importantes aspectos do processo transcricional. Em vista disso,
serd feita a determinacdo do sitio de inicio de transcricdo dos segmentos aqui obtidos, por
primer extension. Com o sitio de inicio de transcricdo identificado, sera possivel realizar
uma andlise das regides promotoras de forma mais acurada. Além disso, serdo clonados
mais segmentos plasmidiais de C.violaceum a fim de se obter mais sequiéncias promotoras
que possam ser utilizadas, assim como a sequiéncia presente no clone 43, na construcéo de

vetores de expressdo para E. coli e C.violaceum.
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5. CONCLUSOES

A estratégia utilizada neste trabalho para obtencdo de promotores a partir de
C.violaceum permitiu o isolamento de 47 sequéncias promotoras com forcas e

caracteristicas estruturais diferentes.

Apesar da obtencéo de seqgiiéncias com as regides -10 e -35, a grande maioria ndo

apresentou similaridade com segiiéncias promotoras reconhecidas pelo fator s™.

Das 47 seqUéncias promotoras, duas demonstraram ser de forca intermediaria,
crescendo em até 100ug/mL, enquanto gue uma demonstrou ser uma sequéncia

promotora forte, por ter crescido em até 500ug/mL.

A seguéncia promotora forte encontrada neste trabalho foi a Unica a apresentar os
dois hexadmeros, um espacamento entre os hexadmeros de 17 pares de bases e uma
regido ajusante do hexamero -35 ricaem A/T.

A sequéncia 46, devido aforca promotora que possui, mostra-se com potencialidade

para aplicagdes biotecnol 6gicas, como construcéo de novos vetores de expressao.
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7. APENDICE

Cromatogramas das seqiiéncias obtidas
Legenda:

Caixaalta: boaqualidade

Caixabaixa: baixa qualidade

CLONE 10

E09
ttacgaacacaacacaaatgacgacgaccagatacagctacgtttccttgngatg
tagaatccgGATGAQcttcat CAGGCGGGCAAGAATGTGAATA
AAGGCCGGATAaaattGTGCTTATTTTTCttTacgGTCTTT
AAAAAGQQcCGTAATATCcaGCTGAACGGTCTGGTTatagg
taCATTGAGCAACTGACTGAAATGCCTCAAAATGTTCT
TTACGATGCCATTGGGATATATCAACGGTGGTATATCC
AGTGATTTTTTTCTCCATTTTAGCTTCCTTAGCTCCTG
AAAATCTCGTCGAAGCTCGGCGGATTTGTCCTACTCAA
GCTTGGCTGCAGGTCGACGGATCccgeccgcCAGGACTTTT
CGGCCTCTTCAATCAGCTTGAACGCCAGCCCCagGAAC
GTTGCGCGCGACACACAGTTGCGCGTCCGCGTcGttcGg
TGCCgTACGGtggcaaACGTCgattcgatccccggggatttcgttn

C09

cgcannnnnnnnnnnnnnagccatattgatgtagaactaagagtagGggtcg
cgcaattccccGAAAAQgtgccaCcTGACGTCTAAGAAACCATT
ATTATCATGACATTAACCTATAAAAATAGGCGTATCAC
GAGGCCCTTTCGTCTTCAAGAATTCCCCAGGCATCAAA
TAAAACGAAAGGCTCAGTCGAAAGACTGGGCCTTTCG
TTTTATCTGTTGTTTGTCGGTGAACGCTCTCCTGAGTA
GGACAAATCCGCCGGGAGCGGATTTGAACGTTGCGAA
GCAAcggCCCGGAGGGTGGCGGGCAGGACGCCCGCCAT
AAACTGCCAGGAATTCCCGGGGATCGAATCGACGTTT
GCCACCGTACGGCACCGAACGACGCGGACGCGCAACT
GTGTGTCGCGCGCAACGTTCCTGGGGCTGGCGTTCAA
GCTGATTGAAGAGGCCGAAAAGTCCTGGCGGCGGATC
CGTCGACccTgcAGCCAAGCTTGAGTAGGACAAATCCGC
CGAGCTTCGACGAQaTTTTCAGGAGCTAAGGAAGCTAA
AAtGgagAaaaAAATCACTGGATATACCACCGTTGATATA
TCCCAATGGCATCGTAAAGAACATTTTGAGGCATTTCA
GTCAGTTGCTCAATGTACCTATAACCAGACCGTTCAGC
TGGATATTACGGCCTTTTTAAAGACCGTAaagaaaaATA
AGCAcaagttttatcCGGCCTTTATTCACATTcttgccecgceccTG
ATGAATGCTCATCCGGAATTCCGtatggcaaatgaaagacggtg
a c g a
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CLONE 14

GO08
ncttcaggtggceccaatacacagtcacgcttcattgegatgaagngaat CCGGA T GageancatcagtgecgGgcaaGA
ATgtgaataAaggccGGATAAAACTTGTGCTtatgtttCtttacgGT CTttaaaaggccGTAATA
TCCAGCTGAACGGTCTGGTTATAQgtACATTGAGCAACTGACTGAAATGCCT
CAAAATGTTCTTTACGATGCCATTGGGATATATCAACGGTGGTATATCCAG
TGATTTTTTTCTCCATTTTAGCTTCCTTAGCTCCTGAAAATCTCGTCGAAGC
TCGGCGGATTTGTCCTACTCAAGCTTGGCTGCAGGTCGACGGATCGATGG
ACAGCTTGCCCTGCAGCAGCcggecacCgecgGTTTCCAGCTGCATCGGCCGGACaa
aggtctgGtcgegecaggeggeatgcCaGtcegttgaAACGCAGGTtgtcGatcCCCGGGAATTCCt
ggcagtttcattgcgggeGtectggecggcatecttcgggeccttgettcgcaacgt T caaatccggtccCggggggatttggec
Ctactcaggaaaacgttcaacgaaaaaaaat cgattacaacgasagggccaattctttccaattgaacctttccgtttaaatttgaatty
cctgggcaaattcttcaaagaacgaaaagggcttcgtgga

CLONE 21
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EO04.abd.phd.1
cgactccnnnaaacacataggcgacggctcataacAgctcacgtcttccttgegattagGAatccggA TGagecancatCA
GGCGGgCAAGAATGTGAATAAaggCCGGATAAAACTTGTGCTTATTTTTCTT
TAcCgGTCTTTAAAAAGYcCGTAATATCCAGCTGAACGGTCTGGTTATAGGTA
CATTGAGCAACTGACTGAAATGCCTCAAAATGTTCTTTACGATGCCATTGG
GATATATCAACGGTGGTATATCCAGTGATTTTTTTCTCCATTTTAGCTTCCT
TAGCTCCTGAAAATCTCGTCGAAGCTCGGCGGATTTGTCCTACTCAAGCTT
GgCTGCAGGTCGACGGATCCCAGTTGAGttcGAACGCCGTCGTTCAGAGCTT
AGTGCTTAACCCGCTGTCCACGGGGGCCGGGACAGACCAAACTgeectTGGC
AAACGGGAGGCGCCCATATAAGCcgcTCtTagaCCCGCTAACaaaatctgTCGATa
aaT cgcagaCAGAT CcttggcttgCTACTTGT GCCtggegatggegnnn

FO4.abd.phd.1
tggggtcgggcccctaacagctcacgtctccatggctgtaggaaTCCGGAtg
agcancctcaggcgtgcaAGAATGTGAATAAAGGQCCGGATAAA
ACTTGTGCTTATTTTTCTTTACGGTCTTTAAAAAGGCC
GTAATATCCAGCTGAACGGTCTGGTTATAGGTACATTG
AGCAACTGACTGAAATGCCTCAAAATGTTCTTTACGAT
GCCATTGGGATATATCAACGGTGGTATATCCAGTGATT
TTTTTCTCCATTTTAGCTTCCTTAGCTCCTGAAAATCT
CGTCGAAGCTCGGCGGATTTGTCCTACTCAAGCTTGG
CTGCAGGTCGACGGATccCagttGaGTTCGAACGCCGTC
GTtcagagcttaGTGCttaaaccgctgtccacgggggccgggacagaaca
aactggcctttggaaacgggaagcgcccatataagccgttcttagacccGttaa
caaaacntattaannn

G04.abd.phd.1

naagaaagaagnagaggaggcgggccatatcacagtcacgctccattgcgata
aggaatccggatgagctncatcaggCGGgcaaGAATGTGAATAAAG
GCCGGATAAAACTTGTGCTTATTTTTCTTTACGGTCTT
TAAAAAGGCCGTAATATCCAGCTGAACGGTCTGGTTAT
AGGTACATTGAGCAACTGACTGAAATGCCTCAAAATGT
TCTTTACGATGCCATTGGGATATATCAACGGTGGTATA
TCCAGTGATTTTTTTCTCCATTTTAGCTTCCTTAGCTC
CTGAAAATCTCGTCGAAGCTCGGCGGATTTGTCCTACT
CAAGCTTGGCTGCAGGTCGACGGATCCcagttgAGttCGa
ACGCCGTCGttcagAGCTTAGTGCTtaaaccgctgtCCACGQgg
ggccgggacagaccaaaatgcccttgggcaacgggaggcgccCCAtATaag
cccgttcttaaaacccgttaaacaaaacctggtcgatcaaatcgccagacAgat
cctttgggcttgctaattggtggcctgggcgatgggtgtggccggaaaactccec
gttgggcgggTAtcccgggccaaatcgaTCAttccgcgccacctggcgcgct
TaagctcttgcaccttgcccctagaatggattccacattcggaattcAAGcecgC
CtGacctgcttCgtcAagtcctCCACaagcccgCGtcaaacgctgatcccg
CttCGCGGActcgttggAcagcTCCTTGAACGACTCCagcaacagt
ttctcgattn

S A8
ttccactgatggaaacaccgncttttttngcgctacaccattnccggatgagnca
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tttcatnaggtcttggcAaGaatGTGAATAAAGGCcggagaaaacttGt
gactatTtttctttACGgtgcttAAAAAGGCcgtatctcccagctgAaCgg
gctgGTTataggtaCATtgagcAACTGACTGAAATGCCtcaaaa
tgtctttAcgaTGCCATTGGGATATATCAACGGTGGtatanc
CaGtgatttTTttctgccATTtTagcTtCCTtagctccagAaAATCT
cgtcgaagctcggcGGATTTGTCCTACTCAAQcttGGCTGCag
gtcgacggaccCCagtTGAGttccaACGCCgtcgttcatagcttattG
CTTAACCCGCtgtcCAcggGGGCCGGGACataCCAAACTG
CCCTTGGCAAACgggaggCGCccatataAGCcgctCttagacCcg
ctaaCAAAACCTgtcgataaatcgcatacagatccttggcTTGCTACcttg
TgcctggcGATGGCGTGCcgcaaactccgcectggcggtatccggccaatcg
atcattcgcgcacctgcgcgcttaagctctgaacctgccCCTgcaagactccac
atcgaattcaagcgcttgacctgcttctcaaattctcacaagccgtgtaaaccctg
ctccgcttcgcgactgttggacagttcctgaccacttcatcaagtttttccatccC
cggatttctgcagttttggcggttactcccttaccctcggccttcttttcactttata
acctccatttatttactttctttatatactctcttacaacaacatataaacccattctc
ttccctctcctcattataccataactcctctactatactctcaaccacacaactctc
aattctactctcccatacacttccccctat

S _A02
cactcatatacgcgaaacacctttttacttngccatacgcattnccgagagaggctttcatnaggtcgggcAAGaA TG TGA
AT Aaaggcccgagaaaacttgtgactat TtttctttA CGgtgettA A A AAGgCcgtatctcccagctgAACgggctg
gTtataggTACATtGagcAACTGACTGAAALtgecccaaAATGTTCTTTAcgatgCCATTG
GGATATATCAACGGTGGTATatcCaGtgattttttctctect TtTageT TCCttagct CCTGAA
AATCTCqgtcgaatctcggCGGATTTGTCCTACTCAAGCtTGGCT GCaggtcgacggaccC
CAGtTGAgtTcgaACGCcgtcgttcacagcttatt GCTTAACCCGCTgT CcACggGGGCCGG
GACagaCCAAACTGCCCTTGGCAAACGQgaggcGCCCATATAAGCcgctcttagaCC
cgctaaCAAAaCCtgtcgataaatcgcataCagatcct TGGCTTGCTACTTGTGCCtgGCgatgg
CGTGCCGCAAACT ccgetggCGgtatccGgCcaatcgatcattcgcGCacctgeGCgcttaagetctgeacct
GCCCCT GCaaggactccacatcggaattcaagcgectgacctgcttcttcaagttctccacaagecgegtcaaA cgetgcte
ccgcttcgeggactecttGgacagcetccttgaacgactccagcancagtttcctcatcccCGggaattectggcatttataggegg
ctttcttgcencaaccttccggeccgtctcttccagcettcaataccctCecgeggtatttecttctaggaaaacttceectacaacacaa
taaatccaagcegcctctttccacagacctecctttatttattctcgggattectcacactagggctececttaacctattcttttcg
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CLONE 27

AQ7

tctttcttegecgtatattctcaagttnaaagaatttaggtgttaaaactaacattaggggtcgegcA CattccccGA AaA gigec
actgACGTCTAAGAAACCATTATTATCATGACATTAACCTATAAAAATAGGCG
TATCACGAGGCCCTTTCGTCTTCAAGAATTCCCCAGGCATCAAATAAAACG
AAAGGCTCAGTCGAAAGACTGGGCCTTTCGTTTTATCTGTTGTTTGTCGGT
GAACGCTCTCCTGAGTaGGACAAATCCGCCGGGAGCGGATTTGAACGTTG
CGAAGCAACGGCCCGGAGGGTGGCGGGCAGGACGCCCCCATAAACTGCC
AGGAATTCCCGGGGATCGCTTCCTGGGCTCGCTGtTCAATCaGgCCAAGCG
CCGCCATGCGGAACGCTTTCAAGAGTCCGGCAAGGCCATCAACGACcaatgtgC
GgctgtACTTGCAGATCCGTCGACCTgcageccaagCTTGAGTAggACAAATCCGCC
GAGCTTCGACGagattTTCAGGAGCtaatgaaGCTAAAALGgcgaAAAAAATCACTG
GAtatACCACCGTTGATATATCCCAATGGCATCGTAAAGAACALtttgAGGCAT
TTCAGTCAGTTGCTCAatgtacCtAtaaCCAGACCGtTcagctggATATTACQgaCTTT
TTAAagaccgtAAAGAAAAAT Aagcacaagttttatccgtgec TTTAT T CacattcTtgeccgtctgA TG

AAT(gctcatcCggaatceegtatggcaatgasagagggacgtgaaggaggtcectgtaacggtcagacaatgaagtcacgec
gaacaacggactcaggggacgacaggagecccgg cagagcgaccgccgaang

co7

ccgcectngnnaaatagtggactaatagggtcggceacattcccgaagtgcac T GA CGT ctaaaacataatcAtgatactaT A
AAAATAGGCGTATCACGAGGCCCTtcgtCTTCAAGaatCCCCAGGCATCAAAT
AAAACGAAAGGCTCAGTCGAAAGactgGGCCTTTCGTTTTATCTtgtttgttttgtcG
GTGAACGCTCTCCTGAGTAGGACAAAT cctgeeggtgagetggATTTgaaacgT TGCG
AAQgcaacgGCCCGGAGGGTGGCGGGCAGGACGCCCGCCATAAACEgcCAGGA
ATTCCCGGGGATCGCTTCCTGGGCTCGcetgtcaATCAGGCCAAGCGcecgcATGC
GGAACGCItTTCAAGAGTCCGGCAAGQCCAT CaacgaCAagatgeggttgtACTT GCaga
TCCGtcgacctgCAGCcaagcet T GagtaggACAAAT CCgccgAGCT T CgacGagattttcagGA
GCtaatgaagcT aA A AtggagaaaaaaatcactggatatacCA CCGtTgatatatcccaatggcA T cgtaaagaacat
tttgAGGCATTTCAGTCAGTTGCTCAATGtAcCtAtAancagAccgttcAGCTGGATATtacg
gectnnnt

HO7
cacaacatctcegtegtcgantaacccactccatcteattgecgtgggaccatacacagctcacgtcttcattggcataagGAAT
CCGGATGAGCATCatCAGGCGGGCAAGAATGTGAATAAAGGCCGGATAaaat
tgTGCTTATTtttcTttacgGTCTTTAAAAAGGCCGTAATATCCAGCTGAACGGTC
TGGTTATAGGTACATTGAGCAACTGACTGAAATGCCTCAAAATGITCTTTA
CGATGCCATTGGGATATATCAACGGTGGTATATCCAGTGATTTTTTTCTCC
ATTTTAGCTTCCTTAGCTCCTGAAAATCTCGTCGAAGCTCGQCeggATttgtCCT
ACTCAAGCTTGGCTGCAGGTCGACGGATCTGCAAGTACagecgcACCTTGTcgt
tgAtggccttgecggacT cttgaaagCGTTCCGCAT ggeggegCT TggectgaT TtgAacAGcegatceee
aagcacacgatcccccgggaattcctggecagtttattggegggcegtcctgeccggeatccttccggggecggttggcetttcgeaa
cgtttcaaaattccgattcccgggeggaatatggtcectaattccaggagagegticcaacggacaaat caastagaattaacactgaaa
agggccaaatccttttcggan

CLONE 32

G03.abd.phd.1
CCaaacacgccagaaaaanancggggctgccaagtacagtcacgtctecttgegtgtagatccgGAT GA Geatcat CA



GGCGGgcaagaatgtgaaT AAaggccgGATAAAACTTGTGCTTATTTTTCTTTACGG
TCTTTAAAAAGGCCGTAATATCCAGCTGAACGGTCTGGTTATAGGTACATT
GAGCAACTGACTGAAATGCCTCAAAATGTTCTTTACGATGCCATTGGGATA
TATCAACGGTGGTATATCCAGTGATTTTTTTCTCCATTTTAGCTTCCTTAGC
TCCTGAAAATCTCGTCGAAGCTCGGCGGATTTGTCCTACTCAAGCTTGGCT
GCAGGTCGACGGATCACGCCGGCGGCGATGGCGTTGCGCATCTTGGCCA
GCAGCGCCGCGTTGTCCTCGCGGAAATACTGGCGGCGCTCGGAGTGGCC
GACCAGCGCGTaGCGGCAGCCGACGTCGGCCAGCATCGCGgeGCtCACCTC
GCCGGTgaacgcgCCGTCGGeggagaaACGGCTGACGTCCTGGGAGGACAAGGC
GATCCCCGGGAALttcct GGCAGTTIATGGCGGGCGTCCTGCCCGCCACCCTCC
GGGCCGTTGCTTcGCAACGTTCAAAT Ccgctnnna

FO3

tacaagagggccttaacactacgttccattggtgtaggaatccgGAT GAGceatcatcagGegggcAAGAATGTG
AATAAAGGCCcGGATAAAACTTGTGCTTATTTTTCTTTAcCgGTCTTTAAAAAG
GCCGTAATATCCAGCTGAACGGTCTGGTTATaggTACATTGAGCAACTGACT
GAAATGCCTCAAAATGTTCTTTACGATGCCATTGGGATATATCAACGGTGG
TATATCCAGTGATTTTTTTCTCCATTTTAGCTTCCTTAGCTCCTGAAAATCT
CGTCGAAGCTCGGCGGATTTGTCCTACTCAAGCTTGGCTGCAGGTCGACG
GATCACGCCGGCGGCGATGGCGTTGCGCATCTTGGCCAGCAGCGCCGCGtt
gtCCTCGCGGAAATACTGGCGGCGCT CGgagttgecccaccacatcgtaacgaaaagcccacgtac
ggcaacgaacggccgagaacaaaccaaaaggtgasaccgccgcggagccggcgcgaaaaaagatccaacccnaagcaaca
cacaacccacacacaccaacttaggggcgcaaacagctgcecctctatactgggacgcgggactcgtgggagatcttenttggag
gataatcgatgaaatacatcacaggntgtctttgtctatcggtattent

C03

tctatggcattgctcgecaataatgatggeggtgtttttgtaaccacgtggtggt CGgcatattccgaagtgecacttgaggtctaga
acgctatatcatgacattaacctataaaaattaggcggctaaactggaGGCCCTTTCGTCTTCaaGAatTCCC
CAGGCATCAAATAAAACGAAAGGCTCAGTCGAAAGACTGGGCCTTTCGTT
TTATCTGTTGTTTGTCGGTGAACGCTCTCCTGAGTAGGACAAATCCGCCGG
GAGCGGATTTGAACGTTGCGAAGCAACGGCCCGGAGGGTGGCGGGCAQG
AcGCCcgccaTAAACT GecaggaATTCCCGGGGATegcCTTGTCCTCCCAGGACGT
CAGCcCGTTTctecgecGACGGcegctttcA ccgGeGaggTgagegectgtatgCtggecgacg T cggetgecg
CtAcgcGCT GGteggecactccgagegectccagt At Ttecgegatgacaatgetgtgetgetggecaagatgegcaatge
catcgecgcecggcegtgatcegtcgaactgtatcecatgcettgactaggacaaAtccgecgage T Tegacgagattt Tcagega
GCT aatgaagctaacatgcagaatcaaatcacctggatataacaccgttgal ATA T CCcaatggcatcgtaaataacattttg
aggcctttcactccatttgctcaatgtacctataaccagaccgttcacctggatatacggactttttasagaccgttacagaaaccttatc
ccaagttttctceggceccttatteccttettgeccgeccgatgaatgggcaatcegaattccatatggcecttagcaccaccgtgacttg
ggaaaatgggacaatgttaacccttgttacaccgctattccatgaacaaactgaaacggttcccactaacccgaacctataac

Clone 43

A0l

nnnnnnnnttgtcggaagaccaaaaattatttgaatgtatttagaaactaacaag
taggggtcgcGCACAtttccccgaAaAGTGeccactgACGTCTAAGA
AACCATTATTATCATGACATTAACCTATAaanaatagggcggt
ATCACgagtggcccTTTCGTCTTCAAGAATTCCCCAGGCAT
CAAATAAAACGAAAGGCTCAGTCGAAAGACTGGGCCT
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TTCGTTTTATCTGTTGTTTGTCGGTGAACGCTCTCCTG
AGTaGGACAAATCCGCCGGGAGCGGATTTGAACGTTG
CGAAGCAACGGCCCGGAGGGTGGCGGGCAGGACGCccccC
GCCATAAACTQgcCAGGAATTCCCGGGGATCATGTTGCT
GGCTACGGTGCTGAACGCGGTCGGCTTTGTCGTCAAC
GCGCTGGTGATCGGGTTGGTCGTGCGCAAAtgcACCCA
GtgctccggcgggaaatcgtagaaacgccAacaGCGCGtctttattcctt
tgaccAGCTTTTCCACAQCTTTCGGATATTTGgCCTCAAG
CtGtcgCAccAaccgaTcagcacagctctTgaaAATTTTCCTgtTA
gtgcTAAAAAcgacagaggcctGATcgaccaggcgcttgccaatcagccg
gtgagCCTggacgATttgcaaaaaacgctggccgatcatCCCTTgcTCaa
tgcctgcagtctgttgccggttggcggggcgtgtggccattaccagctgcecggttg
acgccgAtcccgtcgacctgcagcaagctttgagtaggacaaatccgacgaact
tccgagaagattttcaggagctaaaggaagtttaaattggggaaaaaattcctgg
atatccaccgttgagatatcccaatgggcatcgttaaaaaaatttan

BO1
nagagaaannnnnnnnnnnnNnnnnnNnNNnnNnnaaaaactgagagatatttggtcgtgttttgctgegtgtgttactctctcetttgtg
tgtttcttgttttcctgctcaattggaagtgtcaatcataagccacctgtgeatgtttgggtncggnncttgttctccantgttgecttgan
ngntttagaaccatatatcattgacal TAAcctattaaacaatagggtal CACgaggCCCTTTCGTCTTCAA
GAATTCCCCAGGCATCAAATAAAACGAaagtgct CAGTCGAAAGACTGGGCCT
TTCGTTTTATCttgttGTTTGTCGGTGAACGCTCTCCTGAGTaggACAAATCCGC
CcGGGAQcGGATTTGAACGTTGCGAAGCAacggCcCggatggtggegGgcatgactccCgCC
ATAAactGCCaggaATTCCCGGGGATCATGITGCTGGCTatggT GCTGAAcCgctgtcg
gctttgtcGTCAACGCGCTGGTGATCTGgGT TggtecgtgecgcaaAT GCACCCagT GetCceg
ccggGAagtcgtacaatgecaacagetgegtCTTTATCCTT GaccagetTTTCcacaGCTTTCGGA
T Atttggectcaagetgtctgtaccaatcgatcagtacagctcttgaaaattttecttgttagtgctanaaatgaat aattgcttgtttctt
atcttgegetgtccactcagtacgttgatccttgttctattttgcttttcattigttgectgaatcatceectttggtetacttgtctttcatgact
ttgttttctttttegectttttcttgtitgggtcttttcccaaatctgtgtattigttgecagaattattttccat ctttgeattctattttttttgtottag
tcacgaatttcattctggtatcttttctgaataatasaattacaacasagctaatttgaatattttasattctgasaasaat atatcaacttgg
aatattatacatcattggtggaaacttattccaaatttttacatttcgtaataatasacaactittttgaaaag g aattttcaca
tattaaaagatagtctcaaatgtttacctatatattaatttaaaacctgtatatatat
atttgatatctatcnngg

Cco1

tcatttgtttgtgatggaggtgttttatacaatagggGtcgcgCACatttcCCG
AAAAGTgccactggacgtcTAAGAAACCATTATTATCATGAC
ATTAACCTATAAAAATAGGCGTATCACGAGGCCCtTTC
GTCTTCAAGAATTCCCCAGGCATCAAATAAAACGAaagt
gCct CAGTCGAAAGACTGGGCCTTTCGTTTTAtcTgttgtttG
TCgGTGaACGCTCTcCtgagtaggaCAAATCCgCCGGGAGC
GGATTtGaACGTtgcGAAGCAACGGCcCCGGAGGGTGGCG
GGCAGGACGCCCGCCataaaCTgccAggaattcCcGGGGATC
ATGTtgctggctacggtgCTGAACGCGGTCGGCTTTtgtctgtcc
atgcgctggtgatcgggtttggtccagtgcgcaaatttgctcccagttgctccgtc
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tggGaagtcagtagaactgccaaacaagctgccgttttaatcctttggatcaagc
ttattcataatgcctttacgcattaacttttggccatctaagccttgttgcacacatt
ccgcagttctagtataaagctcctttgtaaaactttttcaccctagtcaagttgcta
aaagaactcgaattacaggcctttaatccagaaccctataacctgtcatggaccc
ccaaaagattctaaagagtccctgtggtagaaagagccctattgatgaactccgc
aaatattttgggcaaccaatataaaaacccgaccatatgacgccacaggaaaca
caaagtttaccgccacattttggggctttctcaaaattcggaccacatggatgtca
catacgtcatccatttagccctattgagacccaccgaggcggttgtagatcaccc
ccgaaaatcaaggaacaagggagatccacattgagtggtgtccacaacaaagtt
agataacacagcccagaagaggaccacatttgggcatgagaaagtcaccattgt
ggtaaacaacgttgcccccacggtaaaacatacctcccaggagtagtcatgtata
aaacgccccaatttggtgacaacaaaacgggaccaccaacaaaactcgccgcec
ctgttcatcanngngcn

D01

tatagggttggatgtacaaaattagggtccggcaatttcccGAAAAgtgcCa
CctGACGTCTAAGAAACCATTATTATCATGACATTAacctt
aTAAAaatatggcgTATCACtgaggccnnctttctgtCTTcaatgaatttc
CccagtgcattcaaatttaaaactgaaatgtgctCA Gtctgaaatgacttgtgg
cCtttctgtttatatcTtgtgtgttttgtccgtgtgAActgctccctccttgagata
gtgaacaaaaTcctgcccggtgaagccggactttTgaactgtatgcagaaagc
caacgtgccccggaagggttggctgtggccaggactgccctgcccattaaacct
gccatggaaTTccccgggagatcattgtgtgcttgtgctacgtgttgctttgaac
tgctgagtcaggctatatgtccgtcaaaacgcggctgtgttgaatctggagttag
agtcagtagctgccaacattgcnaccacaagttgcatcccgcactggtgaaaca
gtctcgttaggatacctgcccaaaaaccatgtctgctgatcctttctattccccttt
gtacaccatgactatctatcgcaacaatgctttattccgtgcatcaatatcttgag
ccccttcataatgcctagtncnagacaaccttaaacccggaattccaatgcaacc
agtgcttccttttgcacacaacattttctttcccctttgatcataaagtttggccttt
gacatatcactcccgcgaccactnaatgttggcctcttaggaaatcccaggaacc
cccaaagtagcctcgccattggacccccccaactattccaatgaccccagtggtt
cgaaacggccccttgtgggaaacccgcaacaattcccggcacaaatacactaac
aacctgcctctgggggccacaaggaaacacccaaaattaccacacataatttgg
ggccttcacaaaaaaatcggggccacttaggagcacaataaagaaccactttgg
ggtgagttcggttgaagnnannatacgagaggacaccaaaggaccacagcaag
agaaatatcacatggagcataaacacaaggataaggagctcatagagttgaann
nn

FO1

tcctcgtccaannaacaaaanattggtagcaaatcagctcacgtnctgcgtttta
gaatcggATGAGCATCATCAGGCGGGCAagaTGTGAATAA
AGGCCGGATAAAACTTGTGCTTATTTTTCTTTACGGTC
TTTAAAAAGGCCGTAATATCCAGCTGAACGGTCTGGTT
ATAGGTACATTGAGCAACTGACTGAAATGCCTCAAAAT
GTTCTTTACGATGCCATTGGGATATATCAACGGTGGTA
TATCCAGTGATTTTTTTCTCCATTTTAGCTTCCTTAGC
TCCTGAAAATCTCGTCGAAGCTCGGCGGATTTGTCCTA
CTCAAGCTTGGCTGCAGGTCGACGGATCGGCGTCAGccC
gcagcTGGTAAtggccaggcgacccGgccAccGgCAGCAGQgetGG
CGGCGTTGAGCAAGGGATGGTCGGCCAGcGtcttttgcaaat
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cgtcCaggctcaacggcTGAGtgggcagcggcccttgggtccgatcaaggc
ctcttcctttttaaccacttaaacaggaaacattttccacgaagtgtgctgatcgg
gtgggtggcgaccagcttgaatggcCaaatatccgaaacctggggcaaaagctt
ggtcagggataagaacgcgcggtgggcgtctaacaacttcccgggggagcact
gggtggatttgcgcacaaccaacccgatcaacagcgcgttgacaacaaaacga
acgcgttcaagacgtagcatgaacatgatcccgggattcctggcatttatggggg
cgtctgcccgcacntn

G01
tattgaggacaatacagtcacgctactgcgttagatccggATGA Gcatcacca
GGCgGgcaAGAATGTGAATAAAGGCCGGATAAAACTTG
TGCTTATLtttcttTACGGTCTTTAAAAaggcGTAATATCCA
GCTGAACGGTCTGGTTATAGGTACATTGAGCAACTGA
CTGAAATGCCTCAAAATGTTCTTTACGATGCCATTGGG
ATATATCAACGGTGGTATATCCAGTGATTTTTTTCTCC
ATTTTAGCTTCCTTAGCTCCTGAAAATCTCGTCGAAGC
TCGGCGGATTTGTCCTACTCAAGCTTGGCtgcaggTCGA
CGGATCGGCGTCAGccgCAGcectGGtaattggcCAgccgceccccgg
ccAccggcagcaggctgtcggcgttgagcaagggatggTcGgccagcecgttttt
ttgaaatcgTCcAgGCTCAccggctgagtggggcagcgccctgttcGATC
atggccttcttcgGtttttaaccacttaacagggaaaattttcaaagagcttgtct
gaatcgggtgggtgcgaaagctttgagggccaaattcccaacacttggtgaaaa
agcctggtccagggattaaagaaccgccgttgacgttctaacgaactTtcccgg
gcGggagcacttggggtgcattggcgcacgagcaaccCgaTtcaacaacgcg
ttgacgacaaaGCcgaccgcggttcaagcacctgtatccagaaacatgattccc
GGGAAttcctggcagtttatggcgggcagtctgcccgcaaaCCTTccgagc
cgttggtttccaaacgtccaaatccgttcccggaggatttggtctaatcacgaga
gcgttcaccggcaaactacggataaaacgaAggcccagatttgaatgagccttc
gttaattggagccggggaattgggaaaaaaaggggccgggaagaccaattaaa
agttaagtcgtataataattgaagatggatgagatgaatgtgagatgggtatttat
ttttttttttttgtgttgttgcgagtgattgagaaaaaaaacaaaagaacgagctga
annnn
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