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RESUMO

Elementos transponiveis (TE) sdo sequencias méveis de DNA presente na
maioria dos genomas, que sédo capazes de se mover de um determinado locus para
outro. Estes elementos estéo distribuidos em todos os principais ramos da vida, sua
diversidade e caracteristicas bioldgicas intrinsecas fazem uma consideravel fonte de
mudancas genéticas durante a evolugdo da maioria das espécies. A superfamilia
mariner de trasnposons de DNA é provavelmente a mais difundida de transposons
na natureza, e caracteriza-se por possuir 2400 pares de bases com uma unica
regido codificadora da enzima transposase. O elemento transponivel mosl, que é
classificado dentro da superfamilia de transposons mariner, e estes sdo amplamente
distribuidos na familia Drosophilidae. O estudo de elementos transponiveis ainda é
muito sucinto, e o conhecimento sobre sua transposase é pouco conhecido a nivel
molecular. Com isto este trabalho busca determinar condi¢des ideais para otimizar o
sistema de expressédo e purificagcdo para obtencdo da transposase do elemento
mariner mos1, em diferentes cepas de Escherichia coli BL21 D3. Foi subclonado em
vetor plasmidial de expressdo pGEX-4T1, a open reading frame (ORF) do gene da
transposase. Posteriormente foi feito testes de expressdo e solubilizacdo em 3
concentracdes de Isopropyl B-D-1-thiogalactopyranoside (IPTG) (0,1 mM; 0,5 mM e
1,0 mM) e duas temperaturas 30°C e 37°C, onde o IPTG funciona como um indutor
para o promotor para que ocorra a expressado da proteina heterdloga. A expressao
da transposase, em fusdo com a Glutationa S- transferase (GST) (intrinseca ao
plasmideo) foi identificada por eletroforese em gel de poliacrilamida desnaturante
(SDS-PAGE) apresentando a massa molecular similar & predita de
aproximadamente 67kDa. Com a aquisicdo destes resultados obtidos pelo SDS-
PAGE, notou-se uma menor eficacia na expressao heterdloga na cepa BL21 D3
GROE. Além de constatar uma diminuicdo na expressdo em todas as cepas na
temperatura de 30°C. Os testes de solubilizacdo ndo apresentaram diferencas
significativas nas diferentes temperaturas e concentracbes de IPTG. Com esses
resultados das expressdes, ira proceder-se com a purificacdo e a producdo de

anticorpos contra essa proteina para maior analises moleculares e funcionais.

Palavras-Chave: expresséo heterdloga; transposase; elemento mariner.



ABSTRACT

Transposable elements (TE) are mobile DNA sequences present in most
genomes, which are able to move from one locus to another. These elements are
distributed in all major branches of life, their diversity and intrinsic biological
characteristics makes a considerable source of genetic changes during the evolution
of most species. The DNA transposon mariner superfamily is probably the most
widespread of transposons in nature, and is characterized by having 2400 base pairs
with a single coding region of the enzyme transposase. The transposable element
mos1, which is classified within the superfamily of transposons mariner, and these
are widely distributed in the family Drosophilidae. The study of transposable elements
is still very succinct, and the knowledge about its transposase is little known at the
molecular level. This work seeks to determine optimal conditions to optimize the
expression and purification system to obtain the transposase of the mariner element
MOS1 in different strains of Escherichia coli BL21 D3. It was subcloned into pGEX-
4T1 expression plasmid vector, the open reading frame (ORF) of the transposase
gene. Subsequently, expression and solubilization tests were performed on 3
concentrations of Isopropyl B-D-1-thiogalactopyranoside (IPTG) (0.1 mM, 0.5 mM
and 1.0 mM) and two temperatures of 30°C and 37°C, Where the IPTG functions as
an inducer to the promoter for expression of the heterologous protein. Expression of
transposable fusion in Glutathione S-transferase (GST), was identified by denaturing
polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) having the predicted molecular
mass of approximately 67kDa. With the acquisition of these results obtained by SDS-
PAGE, a lower efficacy was observed in the heterologous expression in the BL21 D3
GROE strain. In addition, there was a decrease in expression in all strains at a
temperature of 30°C. The solubilization tests showed no significant differences in the
different temperatures and concentrations of IPTG. With these results from the
expressions, we will proceed with the purification and production of antibodies

against this protein for further molecular and functional analyzes.

Keywords: heterologous expression; transposase; mariner element.
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1. INTRODUGAO E REVISAO DA LITERATURA

1.1. Elementos transponiveis

Elementos transponiveis (ETs) sdo sequéncias moveis de DNA presentes na
maioria dos genomas que sao capazes de se mover de um determinado /6cus para
outro. Estes sao divididos em duas classes principais, os transposons de classe |
(retrotransposons) que se movem no genoma através de um intermediario de RNA,
e os de classe Il (transposons de DNA) que se movem por uma copia da sequéncia
original (Delauriére, 2009).

Estes elementos estéo distribuidos em todos os principais ramos da vida, sua
diversidade e caracteristicas bioldgicas intrinsecas sdo uma consideravel fonte de
mudancas genéticas durante a evolu¢do da maioria das espécies (Bire et. al., 2013).
Estas sequéncias modelam a arquitetura de genomas e contribuem para muitas
modificacdes genéticas, incluindo novos genes e redes de sinais que regulam a
expressao genica (Bonhe et al., 2008). Apesar dessas acfes acarretarem beneficios,
a transposicdo dos TEs pode exibir atividade altamente mutagénica dentro do
genoma do hospedeiro (Bire et al., 2013). Além desses fatores, ha também
elementos que se submetem néo so a transferéncia dentro do genoma, mas também
uma transferéncia horizontal (HTs) entre espécies diferentes, evitando assim sua
perda eventual (Filée et al., 2015).

Os transposons podem atingir um grande numero de cépias, e representam
uma grande fracdo do genoma de alguns vertebrados (Bonhe et al., 2008). Um
exemplo significativo € o genoma do milho ( Zea mays ), cerca de 80% € composto
por elementos transponiveis (Ragagnin et al., 2016), ja o genoma humano é
constituido cerca de 40% por estes elementos, onde estes apresentam um namero
total de copias superior a de alguns genes classicos (LANDER et al., 2001 apud
Bonhe et al., 2008).

Transposons de DNA sdo segmentos nucleotidicos que apresentam
repeticdes terminais invertidas nas suas extremidades (TIRs) (Bire et al., 2013), sédo
sempre flanqueadas por um dinucleotideo TA (Tellier et al.,, 2015). Esses
transposons podem ser classificados em dois tipos, os autbnomos, que codificam
sua propria transposase, e 0sS ndo-autbnomos que possuem apenas as areas
flanqueadoras (TIRs) (Jurka et al., 2007). Em genomas eucarioticos, 0s transposons

de DNA sao classificados em pelo menos 17 superfamilias, estas sédo classificados
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de acordo com a semelhanca das sequéncias que codificam as transposases do

elemento transponivel.

1.2. Superfamilia mariner e elemento MOS1

A superfamilia mariner de transposons de DNA é provavelmente a mais
difundida de transposons na natureza, e esta esta presente em todos os ramos da
vida (Yuan, Wessler, 2011). Estes estdo difundidos em diversos genomas diferentes,
em muitos casos apresenta centenas ou milhares de cépias (Lampe, 1995). Os
elementos pertencentes a superfamilia mariner geralmente apresentam cerca de
1,5k pb de comprimento, e codificam uma transposase com cerca de 340
aminoécidos, que é flanqueada por repeticdes invertidas simples (TIRs) com cerca
de 30 pb (Tellier et al., 2015). Sua transposi¢ao ocorre devido a uma dobra estrutural
da tranposase, e este evento foi observado pela primeira vez em ribonuclease H de
Escherichia coli (Katayangi, 1990 apud Teiller et al., 2015).

O elemento transponivel mos1 demonstrado na Figura 1, € classificado dentro
da superfamilia de transposons mariner. Foi identificado primeiramente na bactéria
Shigella sonnei (Jacobson et al., 1998) e isolado primeiramente a partir do genoma
de Drosophila mauritiana (Crénés et al., 2010). Em estudos anteriores se relatou que
este elemento é capaz de produzir modificacBes genéticas em células eucarioticas,
tais como protozodrios, insetos e nematdodeos (Mamoun et al., 2000 apud
Delauruére et al. 2009). Este elemento apresenta 1.286 pb de comprimento, e
codifica uma transposase de 345 aminoéacidos, contendo 28 pb em cada uma das

extremidades invertidas (TIRs) (Dawson et al., 2003).

C. Mos1

i

i
£ g

| Figura 1: Enzima transposase do elemento transponivel MOS1 Fonte: Hickman; Dyda, 2015
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1.3. Transposases

Trasposases de elementos transponiveis de DNA autdbnomos sdo enzimas
gue se movem dentro do genoma, e normalmente sdo codificadas pelo proprio
elemento transponivel (Hicman, Dyda, 2015). O gene da transposase em eucariotos
€ transcrito pelo nucleo e exportado para o citoplasma onde é traduzido. Apés isso, a
transposase passa por modificagdes pos-traducionais. Finalmente, esta transposase
retorna ao nucleo, onde desempenha a funcédo de transpor o elemento (Beall et
al.,2002). Cada um desses passos pode estar envolvido na regulacdo da
transposicao através da quantidade e/ou eficiéncia da transposase produzida (Bire
et al., 2013). Estas enzimas tém como caracteristica compartilhar um dominio
catalitico conservado contendo residuos de aspartato e/ou glutamato, para auxiliar
na reacao de transposicao (Teiller et al., 2015).

As transposases séo classificadas de acordo com o seu dominio catalitico,
como exemplo as transposases do tipo HUH, DD(E/D), Ser transposase e Tyr
transposase (Hickman; Dyda, 2015). Para mobilizar o transposon do /6cus primitivo
a transposase gera uma ruptura de fita dupla em ambas as extremidades do
elemento, apresentando uma caracteristica interessante, durante a reagdo da
transposicdo a extremidade 5' € sempre clivado antes da extremidade 3', essa
coordenacdo das etapas cataliticas da reacdo entre duas extremidades ajuda a
evitar eventos deletérios do elemento transponivel (Bouuaert et al., 2014).

Tosi & Beverley (2000) estabeleceram que a transposase é o Unico fator
responsavel para que se realize a transposicao (Tosi; Beverley, 2000). Em geral a
maioria dos transposons da superfamilia mariner sdo independentes na sua
transposicdo, e este evento ndo depende de fatores especificos do hospedeiro
(Teiller et al., 2015). Como todos os passos da transposicdo € catalisado pela
transposase, 0 elemento mos1 ndo apresenta restricbes em se transpor tanto em

eucariotos quanto em procariotos (Picardeau, 2010).

1.4. Drosophila e transposon

A mosca do género Drosophila desempenha como importante organismo
modelo por mais de 100 anos, isso se da por sua rigueza em mutantes e facilidade
com que elas podem ser manipulada (Bellen et al.,, 2011). Por suas diversas
caracteristicas e conhecimento da comunidade cientifica, este organismo também

tem desempenhado um papel central no estudo da dinamica e divergéncia de TEs.
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Por possuir diversas ferramentas genéticas disponiveis como marcadores e TEs
clonados a Drosophila ofereceu as primeiras informacdes genéticas destes
elementos (Lee; Langley, 2010). Muitas das mutacdes assistidas geradas na maioria
dos genes de Drosophila é decorréncia da utilizagdo de transposons, esse método
foi estabelecido em 1991 pelo GDP (Gene Disruption Project) (Spradling et al.,
1999). Este trabalho contribuiu para caracterizar detalhadamente a preferéncia de
locais de insercdo de transposons especificos (Bellen et al. 2011) tendo como
resultado colaborar com muitas aplicagbes destes elementos como ferramentas
genéticas para genética molecular em Drosophila (Rio; Rio, 2002). Especificamente
em Drosophila, rearranjos genéticos naturais podem causar sindrome de disgenesia
hibrida (Rubin et al., 1982), o movimento de transposons pode levar a diversas
alteracdes, como insergdes, exclusdes e rearranjos cromossdémicos podendo levar a
letalidade em Drosophila melanogaster (Russo et al., 2015).

Drosophila simulans (Sturtevans, 1920) €, em termos evolutivos, intimamente
relacionado com Drosophila melanogaster e foi um dos 12 genomas sequenciados
de Drosophila para realizacdo de um grande estudo comparativo h4 alguns anos
(Clark et al., 2007). Esta espécie vem sendo utilizada ndo s6 como modelo evolutivo,
mas também comumente utilizada em estudos com transposons. Segundo (Wallau
et al., 2011), o elemento transponivel MOS1 esta relacionado com varios géneros de
Drosophila, inclusive com Drosophila simulans. Esta espécie € um modelo
interessante para investigar 0 mecanismo de transposicdo, pois em estudos
anteriores se demonstrou um excelente sistema que permite quantificar a

mobilizacdo somatica e é facilmente manipulada in vivo (Jardim etal., 2015).

1.5. Producao de proteina heterdloga

A bactéria Escherichia coli € o sistema de expressdo mais comumente
utilizado para producdo de alto nivel de proteinas heterélogas, esse sistema de
expressdo possui diversas caracteristicas favoraveis para producdo de proteinas
recombinantes em grande escala, incluindo fonte barata de carbono, crescimento
bacteriano rapido e de facil manuseio (Hanning. Makrides, 1998). A utilizacdo da
genética bacteriana € uma forma muito util para examinar estrutura, funcédo e
evolucao de transposons. Muitas técnicas diferentes foram adaptadas para estudar
elementos transponiveis em E. coli, e seu continuo estudo em bactérias parece ser

limitado apenas pela imaginacado dos pesquisadores (Lampe, 2010). Esse sistema
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de producdo de proteinas serve também como base para a descricdo da engenharia
de proteinas e consequentemente sua analise funcional e estrutural (Gordon et al.,
2008).

Para a realizacdo da producéo de proteinas heterdlogas a E. coli BL21 e seus
derivados sdo comumente utilizados. Estas apresentam diversas modificagbes em
suas culturas para minimizar alguns problemas de expressao e solubilizacéo (Terpe,
2006). A E. coli BL21 (D3) é derivada da BL21, e € provavelmente a linhagem mais
amplamente utilizada na expressdo heterdloga de proteinas. Esta linhagem tem
como caracteristica abrigar um pré-fago D3 derivado de um virus bacteriéfago A, que
carrega o gene da RNA polimerase T7 sob o controle do promotor /lacUV5 (Jeong et
al., 2009 apud Jeong et al., 2005). Este promotor pode ser induzido por adi¢cdo do
analogo de lactose nao hidrossoluvel isopropil-B—D-1-thiolgalactopyranoside
(IPTG), este mecanismo depende da reagao de catabolismo da glicose para inducéo
da lactose, fornecendo o controle da expressdao (Long et al, 2015). O
desenvolvimento deste sistema foi com o intuito de reducdo de problemas na
regulacdo do promotor como repressao catabdlica (Terpe, 2006).

Um vetor de expressdo de proteinas de sucesso deve conter um conjunto de
elementos genéticos que afetam todos os aspectos da producdo da proteina
(Axelsson et al., 1998), estes precisam apresentar um promotor forte para que
resulte na acumulacdo da proteina fazendo-se de 10 a 30% o da proteina celular
total, uma origem de replicacdo (Ori) para determinar o nimero de cépias do
plasmideo. Além de todas as caracteristicas necessarias, inclusdo de um gene de
resisténcia a antibidticos facilita a selecdo fenotipica do vetor (Hanning; Makrides,
1998), e também auxilia na estabilidade das culturas com a presenca do plasmideo
(Chen, 2012).

Embora milhares de proteinas ja serem totalmente expressas em niveis
elevados em E. coli BL21 D3, muitas das vezes essa alta producdo pode nao ser
alcancada devido a alguns fatores, (Miroux; Walker, 1996 apud Dumon-Seignovert et
al.,2004) como fatores genéticos (por exemplo, forca do promotor e nimero de
copias do plasmideo) e fatores ambientais (por exemplo, temperatura, quantidade de
indutor), podem interferir drasticamente na expressdo de proteinas recombinantes
em E. coli (Saraswat et al., 1999). Além disso, a proteina heteréloga pode formar
corpos de inclusao insollveis devido ao excesso de proteinas produzidas (Kim et al.,

2016). Para recuperacdo de proteinas de corpos de inclusdo, necessita-se de
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diversas técnicas como purificacdo, solubilizacdo e redobramento, com isso acaba
tornando o processo de producdo mais complexo (Jacobson et al., 1986 apud

Gabrielcyk et al., 2017).
| — DE3 prophage (43 kb)

&

-4

Figura 2: Esquema génico caracteristicos das linhagens derivadas de E. coli BL21 (DE3)

Vérias abordagens experimentais tém sido utilizadas para minimizar a
formacdo de corpos de inclusdo e melhorar o dobramento de proteinas. Estes
incluem o crescimento de bactérias em temperaturas mais baixas e a selecdo de
diferentes cepas de E. coli (Makrides, 1996). Diversos sistemas de expressao sao
desenvolvidos com sucesso e utlizados amplamente para gerar proteinas

heterélogas (Ingham; Moore, 2007).
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2. JUSTIFICATIVA

Apesar dos elementos transponiveis serem bem conhecidos, principalmente
suas sequéncias e sua diversidade em genomas, ainda ha falta de conhecimento
nas suas estruturas moleculares e seus mecanismos de transposi¢ao. Trabalhos
prévios, como por exemplo da enzima ativa sdo necessarios para realizacdo de
posteriores trabalhos relacionados com a andlise destas estruturas moleculares e
mecanismos de transposigao.

Diversos fatores sdo necesséarios para uma 6tima expressao de proteinas
heter6logas. Muitos estudos ja foram realizados em busca de uma maquinaria de
expressao eficiente, porém esse desfecho apresenta diversas variantes, como o0
vetor utilizado, o tamanho da sequencia de interesse, além do tipo de proteina a ser
expressa (proteina de membrana, proteinas estruturais, enzimas, etc.). As
caracteristicas da desta maquinaria devem suprir todas as necessidades para que a
expressao obtenha sucesso, tendo que minimizar ao maximo problemas suscetiveis

no momento da expressao.
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3. OBJETIVO

3.1 Objetivo geral

Este estudo busca determinar condi¢des ideais para otimizar o sistema de
expressado e purificacdo para obtencdo da transposase do elemento mariner MOS1.
Tendo como propdsito, clonar a sequéncia de DNA da transposase através de PCR
circular no vetor de expressao pGEX 4T1, além de transformar E. coli BL21 (D3)
PlysS, E. coli BL21 (D3) RP, E. coli BL21 (D3) GROE; E. coli BL21 (D3) RIL.

3.2 Objetivos especificos
- Clonagem da sequencia de DNA da transposase no vetor pGEX 4T1,
- Transformar eficientemente o vetor nas diferentes linhagens de E. coli BL21 (D3);
- Testar diferentes temperaturas de inducéo;
- Testar diferentes concentracfes de IPTG;
- Testar diferentes consi¢des de solubilizacao;
- Expressar eficientemente a transposase do elemento transponivel MOS1.
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4. METODOLOGIA

4.1 Clonagem do elemento mos1

Primeiramente foi realizado uma PCR convencional para o isolamento
do gene da transposase de mos1, onde foram utilizados como primer direto PGEX
4T1 - Mos Fw 5 CTG GTT CCG CGT GGA TCC CCG ATG TCG AGT TTC GTG
CCG AA 3' e como primer reverso PGEX 4T1 - Mos Rv 5’ ACG CGC GAG GCA GAT
CGT CAT TAT TCT AAG TAT TTG CCG TCG C 3'. Através desses primers foi
possivel adicionar ao inserto pequenas regides complementares ao plasmideo
pPpGEX 4T1 e dessa forma utiliza-lo posteriormente na clonagem através da técnica
de PCR circular assim como descrito por Quan e Tian(2009). Para a realizagdo da
clonagem, o plasmideo pGEX 4T1 foi clivado com enzima de restricdo Xhol para que
0 que vetor se mantenha linear. Apos isso foi realizado a PCR Circular para e
realizacdo da clonagem, utilizando ambos o inserto e o plasmideo pGEX4T1
clivado,0 PCR foi realizado em 35 ciclos a 98°C por 10 segundos, 56°C por 10
segundos e 72°C por 3 minutos.

4.2 Transformacao bacteriana
A transformac&o bacteriana ocorreu através do método de transformacéo quimica.
Estas foram cultivadas overnight, a 37°C com agitacdo de 250RPM em 3mL de meio
de cultura Luria-Bertani (LB), ap0s o processo de centrifugacéo, foi adicionado 1mi

de MgCI2 e posteriormente, apOs outro processo de centrifugacéo, foi adicionado

1ml de CaCl2 e levado a 0° por 30min. Ap6s este tempo, foi adicionado 1ul de
plasmideo PGEX 4T1 de concentracdo 10mg/ul e iniciado o choque térmico, com
20min a 0°C, 2 min a 42°C e 5min a 0°C, seguindo com a adi¢do de 600ul de meio
de cultura LB e incubado a 37°C por 1 hora. Logo foi preparado placas de petri de
meio LB sélido, adicionando 170ug/ml de cloranfenicol e 100ug/ml de ampicilina.

Este processo se repetiu nas quatro linhagens apresentadas no Quadro 1.
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Figura 3: Mapa do vetor utilizado para a transformacéo e expresséo da transposase de mos1.

Quadro 1: Bactérias utilizadas e seus respectivos genétipos.

Cepa de E. coli BL21 (D3)

Gendtipo

. coli BL21 (D3) PLYSs

B F— dcm ompT hsdS(rB — mB —) gal
A(DE3) [pLysS Cam(r)

. coli BL21 (D3) RP

E. coli B F— ompT hsdS(rB — mB —) decm+
Tet(r) gal endA Hte [argU proL Cam(r)

E. coli BL21 (D3) GROE

PT7-groESL, ColE1, Cm(r)

E. coli BL21 (D3) RIL

B F— ompT hsdS(rB — mB —) dcm+
Tet(r) gal endA Hte [argU ileY leuwW Cam(r)
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4.3 Inducao por IPTG

O processo de inducédo ocorreu em diferentes condi¢cdes. Primeiramente as
bactérias previamente transformadas foram cultivadas overnight na presenca de
170pg/ml de cloranfenicol e 20mg/ml de ampicilina, a 37°C com agitacao de 250rpm
em 3ml de meio de cultura LB. Posteriormente foi adicionado 10% (300ul) do pré
inoculo em um novo meio de cultura contendo 3ml de meio de cultura LB na
auséncia de antibioticos, e cultivado durante 2 horas a 37°C. Passado este
processo, as culturas foram divididas em dois grupos: cultivadas a 30°C e cultivadas
a 37°C, ambas com tempo de indugcéo de 3 horas e agitacdo de 250rpm. Dentro
destes grupos, foi adicionado diferentes concentragdes de IPTG, 0,1mM, 0,5mM e
1,0mM, além das culturas com auséncia de IPTG. Apés a finalizacdo deste processo
de inducéo, as culturas passaram pelo processo de centrifugagao, e adicdo de 100ul
de H20 deionizada, ap0s isto ocorreu a lise celular, realizada do Tissue laser em
uma frequéncia de 30Hz/s durante 1 minuto. Com a obtencéo do extrato proteico, as
amostras destinadas para realizacdo da andlise de solubilizacdo foram
centrifugadas, e capturado o sobrenadante e suspendido o pelet em 100ul de H20
deionizada.

4.4 Andlise de expressao

As analises foram feitas em gel de poliacrilamida desnaturante SDS-PAGE,
com gel de empacotamento 4% (TRIS 0,5M pH 6,8, 10% de SDS, 30% de
acrilamida, TMED, 10% de APS e agua deionizada) e gel de corrida 12% (TRIS 1,5M
pH 8,8, 10% de SDS, 30% de acrilamida, TMED, 10% de APS). Foi utilizado 10l de
extrato proteico, 5ul de tampao de amostra (glicerol, B-mercaptoetanol, 10% SDS,
TRIS 0,5M Ph 6,8) migrado com tampao de corrida, a 100v em uma cuba
eletroforética. O processo de coloracdo do gel ocorreu utilizando o corante de

proteinas comassie blue R-250 overnight.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Clonagem
A clonagem e inser¢do do gene da transposase no vetor ocorreu com
sucesso, demonstrando que o PCR circular foi eficiente e com isto reduziu diversos

processos para adquirir este resultado.

5.2 Expressao

A proteina de interesse foi expressa em todas as cepas testadas com o
tamanho esperado (indicado nas flechas cinzas nas figuras abaixo) de
aproximadamente 67kDa (transposase + Glutathione S-transferases), porém em
uma delas na BL21 D3 GROE, ocorreu uma significativa diminuicdo na quantidade
de expressdo em relacdo a outras cepas de E. coli BL21 D3 testadas, como
demonstrado na figura 3. Nossos resultados demonstraram visivelmente que no
caso da transposase do elemento mosl1, as diferentes concentragdes de indutor
IPTG (0,2mM, 0,5mM e 1,0mM) ndo influenciou significativamente na eficiéncia de
expressdo desta proteina, porém a diferenca de temperatura influenciou
visivelmente na quantidade de proteinas expressa, como demonstrado nas figuras 3,
4,5¢e6.

Em estudos anteriores ja foi constatado que algumas cepas de bactérias,
como exemplo E. coli HMS174 apresentou uma baixa taxa de expressédo da proteina
Est-AF (alpha/beta hydrolase) de Archaeoglobus fulgidus (Miykae et al.,, 2003),
porem é eficiente na produgcdo heterdloga de cytosolic  serine
hydroxymethyltransferase de Danio rerio (Chang et al.,2006). Isto certifica que a

ORF altera o nivel de expressdo em determinadas cepas de bactérias E. coli.
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Figura 4. Gel de poliacrilamida SDS PAGE 12% da indugdo da cepa de E. coli BL21 D3 PlysS, E.
coli BL21 D3 GROE, E. coli BL21 D3 GROE, E. coli BL21 D3 RIL, em ordem crescente de indutor de
IPTG.

Stosch von Moritz (2016) constatou que a temperatura influencia no nivel de
expressao proteinco, porém ndo € a unica responsavel pela diferenca de expresséao
de proteinas. Ph, tempo de inducdo e disponibilidade de carbono também sé&o
fatores que determinam a eficiéncia de expresséo de proteinas. Kim 2016 realizou

um trabalho semelhante ao apresentado, e constatou que a eficiéncia da
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temperatura foi de 37°C e com variagdo de concentracdo de IPTG de 0,4mM a
1,0mM, porém as temperaturas que ocorreu uma diferenca significativa na
expressao excedia os 40°C. J& nossos resultados demonstraram que uma diferenca
de 7°C j& apresenta variagdo na taxa de expressao. Isto se da devido ao tempo que
a bactéria necessita para se dividir em uma temperatura mais baixa.

A regulacado dos niveis de expressao também é modulada pelos codons raros
(Kurland, 1991). A dificuldade de expressdo de um gene em um hospedeiro
heterdlogo é frequentemente relatada devido a diferenca no uso de determinados
coédons especificos (Robinson et al., 1984 apud Thangadurai etal., 2008), além de
ocorrer alguns erros de traducéo devido a estes fatores. Por este fato € necessario a
utilizacdo do hospedeiro que sintetize tRNAs apropriados, pois estes problemas de
traducdo dependem principalmente da genética do hospedeiro (Kane, 1995). A
presenca destes cédons faz com que o ribossomo atinja uma posi¢cao que causa a
terminacdo prematura da cadeia (Thangadurai et al., 2008). Esta circunstancia
determina a taxa de sintese proteica, afetando diretamente na producédo de

proteinas.

5.3 Solubilidade

A solubilidade € um fator de extrema importancia no momento da expressao,
além de ser o indicador de um dobramento correto de proteinas, (Liddy et al., 2010).
O nivel de solubilidade é relevante para a eficiéncia da purificacdo de uma proteina
ativa. Nossa proteina alvo de estudo com aproximadamente 67kDa, se demonstrou
insoltvel, como demonstrado na figura 7, figura 8, figura 9, figura 10, figura 11, figura
12, figura 13 e figura 14. A temperatura de expresséo (30°C e 37°C) nao influenciou
no grau de solubilidade da proteina. Também néo foi possivel constatar diferenca no
grau de solubilizacdo nas diferentes concentracbes de IPTG (0,1mM, 0,5mM E
1,0mM). Esta caracteristica pode ser devida a fusdo intrinseca da sequencia da
transposase a uma Glutathione S-transferases (GST-tag) para facilitar no momento
de purificacdo. Esta molécula € utilizada para realizar a purificacdo em coluna de

HPLC, facilitando o resgate da proteina de interesse.
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M GB8IS G8/P G6/P G6/IP G4IP G4lP
E- = T s -

31K

Figura 5: Gel de poliacrilamida SDS PAGE 12%; Gel de poliacrilamida SDS PAGE 12%; M- marcador,
separados em pellet e sobrenadante do extrato protéico de E. coli BL21 D3 GROE em ordem
crescente de IPTG em duas temperaturas, 37°C e 30°C respectivamente.

M RO/S R9IP R7/S R7/S R5/S RSP M RGIS RGP REIS REIP RCIS RCIP

97,4k

66,2kD

45kD:

31kD:

21,5kD

14kDa

Figura 6: Gel de poliacrilamida SDS PAGE 12%; Gel de poliacrilamida SDS PAGE 12%; M- marcador,
separados em pellet e sobrenadante do extrato protéico de E. coli BL21 D3 RP em ordem crescente
de IPTG em duas temperaturas, 37°C e 30°C respectivamente.
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Figura 7: Gel de poliacrilamida SDS PAGE 12%; Gel de poliacrilamida SDS PAGE 12%; M- marcador,
separados em pellet e sobrenadante do extrato protéico de E. coli BL21 D3 PlysS em ordem
crescente de IPTG em duas temperaturas, 37°C e 30°C respectivamente.

Ri5/p Ri3lp Ri3is RiG/p RiE/ls RiElp RiC/p RiCls

M Ri7Is Ri7/lp Ri5ls

97,4KDa

66,2KDa

45KDa

31KDa

25,5KDa

14KDa
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Figura 8: Gel de poliacrilamida SDS PAGE 12%; Gel de poliacrilamida SDS PAGE 12%; M- marcador,
separados em pellet e sobrenadante do extrato protéico de E. coli BL21 D3 GROE em ordem
crescente de IPTG em duas temperaturas, 37°C e 30°C respectivamente.

A expressao de proteinas heterdlogas insolluveis pode acarretar na formacao
de agregados proteicos, mais conhecidos como corpos de inclusdo (Cl). Os Cls nao
séo distribuidos homogeneamente no citoplasma das bactérias, em vez disso ficam
localizados principalmente nos polos da bactéria (Ventura, 2016). O conhecimento
da solubilidade é essencial para determinar diversos fatores no momento da
producéo heteréloga, como entender o controle da auto-montagem da proteina.

Guerra et al., 2016 em seu estudo testando a solubilidade de expressao
heteréloga de proteinas de Plasmodium falciparum em duas diferentes cepas de E.
coli, detectou que a linhagem BL21- Codon Plus que codificava Trna raros e BL21-
pG-KJE8 que superexpressa chaperonas apresentavam expressdo de proteinas
insollveis, mesmo com diferentes temperaturas e diferentes concentracbes de
IPTG.

Nossos resultados ndo podem afirmar o grau de solubilidade, mas viu-se que
a temperatura de 30°C e 37°C e a concentracao de IPTG (0,1mM, 0,5mM E 1,0mM),

visivelmente ndo influenciam na solubilidade da transposase do elemento mos1.
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6. CONCLUSAO

Nossos resultados demonstraram que todas as cepas de E. coli BL21 D3
GROE, E. coli BL21 D3 PlysS, E. coli BL21 D3 RIL, E. coli BL31 D3 RP foram
maquinarias eficazes para realizar a expressao heterdloga da transposase do
elemento MOS1. Porém a cepa E. coli BL21 D3 GROE obteve um menor rendimento
na expressao independente da temperatura de inducdo ou da concentracéo de IPTG
utilizado. Além desta diferenca significativa da expressdo, as diferentes
concentracbes de IPTG ndo foram capazes de modificar o nivel de expresséo
heter6loga da proteina de todas as linhagens, porém quando induzidas a uma
temperatura de 30°C houve diminui¢cdo no nivel de expresséo.

As andlises de solubilizacdo, visivelmente ndo apresentaram diferencas entre
as cepas testadas de BL21 D3, além de ndo apresentarem também, diferencas de
grau de solubilizacdo em ambos fatores testados, o da temperatura e da
concentracdo de indutor IPTG.

Contudo este trabalho demonstrou que algumas linhagens de bactérias E. coli
BL21 D3 como E. coli BL21 D3 PlysS, E. coli BL21 RIL e E. coli BL21 D3 RP sé&o
mais eficientes em realizar a expressdo heteréloga da transposase do elemento da
familia mariner, MOS1. Além de concluir que a diferenca de temperatura (30°C e
37°C) e diferentes concentra¢des (0,1mM, 0,5mM E 1,0mM), nédo influenciam no
grau de solubilizacdo da transposase. Porém a diminuigdo da temperatura para 30°C
acarreta em uma diminuicdo na taxa de expressao em todas as linhagens.

Este trabalho é de grande valia para padronizacdo da expressao, para
futuramente realizar trabalhos de descoberta de fungdes, estrutura molecular e

mecanismo de transposicéo da transposase deste TE.
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