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RESuUMO

As células Natural Killer (CNK) expressam uma série de recetores codificados pela linha
germinativa capazes de desencadear citotoxicidade. As células NK tendem a expressar
muitos membros de familias especificas de moléculas sinalizadoras. A presenca de muitos
recetores ativadores e de muitos membros de familias especificas de moléculas sinalizadoras
pode permitir que as células NK detetem diferentes tipos de células-alvo e iniciem diferentes
tipos de resposta. Desta forma, este sistema contribui para a robustez da resposta das células
NK. Na auséncia de moléculas sinalizadoras selecionadas, a fungao citotoxica das células NK
permanece frequentemente inalterada.

Esta dissertacdo teve como como principal objetivo a sub-clonagem dos recetores de
citotoxicidade natural NCR1, NCR2 e NCR4 expressos por células Natural Killer.
Seguidamente, e através de transformacao de células competentes pretendia-se a obtencao
de estirpes bacterianas estaveis capazes de expressar as proteinas recombinantes,
identificaveis através de amplificacdo por PCR dos genes de interesse, e tendo como objetivo
final a purificacdo e caracterizacdo das proteinas finais expressas.

Sendo este um estudo exploratoério, o planeamento de atividades e tarefas foram moldadas
tendo em conta a obtencéo de resultados e por esse motivo,uma vez gue 0s resultados nao
foram conclusivos, e apesar de tentadas abordagens distintas, ndo foi possivel realizar os
passos de purificacdo e caracterizacdo das proteinas recombinantes.

PALAVRAS-CHAVE: Clonagem, Sub-clonagem, PCR, recetor de citotoxicidade natural, células
Natural Killer
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ABSTRACT

Natural Killer (CNK) cells express a series of germline-encoded receptors capable of triggering
cytotoxicity. NK cells tend to express many members of specific families of signaling
molecules. The presence of many activating receptors and many members of specific families
of signaling molecules may allow NK cells to detect different types of target cells and initiate
different types of responses. In this way, this system contributes to the robustness of the NK
cell response. In the absence of selected signaling molecules, the cytotoxic function of NK
cells often remains unchanged.

This dissertation had as its main objective the sub-cloning of the natural cytotoxicity receptors
NCR1, NCR2, and NCR4 expressed by Natural Killer cells. Subsequently, and through the
transformation of competent cells, the aim was to obtain stable bacterial strains capable of
expressing recombinant proteins, identifiable through PCR amplification of the genes of
interest, and with the ultimate objective of purifying and characterizing the final expressed
proteins.

As this is an exploratory study, the planning of activities and tasks was shaped taking into
account the achievement of results for this reason, since the results were not conclusive, and
despite trying different approaches, it was not possible to carry out the purification steps. and
characterization of recombinant proteins.

Keywords: Cloning, Sub-cloning, PCR, natural cytotoxicity receptor, Natural Killer cells
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SIMBOLOS E ABREVIATURAS

bp — pares de bases

cDNA - DNA codificante, amplificado a partir de mRNA

CTL - linfécitos T citotdxicos, do inglés, Cytotoxic T Cells

DNA - Acido desoxirribonucleico

HA - Hemaglutininas

HLA - Antigénio Leucocitario Humano

ILC - Células linfoides inatas

KIR — tipo de recetor, do inglés, Killer-cell Immunoglobulin like Receptors

KLR - tipo de recetor, do inglés, Killer-cell Lectin-like Receptors

KR- Recetores killer

LILR - tipo de recetor, do inglés, Leucocyte Immunoglobulin like Receptors

LB —Luria—Bertani, meio de cultura

LBK30 — meio de cultura Luria—Bertani suplementado com o antibiético canamicina a 30ug/mL
LBagar - meio de cultura sélido Luria—Bertani com agar

LRC — complexo recetor de leucécitos, do inglés, Leucocyte Receptor Complex

MHC - Complexo principal de histocompatibilidade, do inglés, Major Histocompatibility
Complex

Ndel — enzima de restricdo isolada da Neisseria denitrificans.

NCR - recetor de citotoxicidade natural, do inglés Natural Cytotoxicity Triggering Receptors
NCRL1 - recetor tipo NCR 1, do inglés Natural Cytotoxicity Triggering Receptor 1

NCR2 - recetor tipo NCR 2, do inglés Natural Cytotoxicity Triggering Receptor 2

NCR4 - recetor tipo NCR 4, do inglés Natural Cytotoxicity Triggering Receptor 4

NK - Células Natural Killer

pDNA - DNA de plasmideo

PCR - reagdo em cadeia da polymerase, do inglés, Polymerase chain reaction



SOC — meio de cultura Super Optimal Broth
Tan — Temperatura annealing ou hibridizacéo dos primers

Xhol — enzima de restricéo isolada da Xanthomonas holcicola

Simbolos Gregos
a — alfa
K - micro

Yy —gama
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1. INTRODUCAO

1.1. ENGENHARIA GENETICA, CLONAGEM MOLECULAR E SUBCLONAGEM

A Engenharia genética surge como uma tecnologia complexa, ndo nos seus aspetos tedricos,
mas sim no seu dominio de ordem pratica, devido a multiplicidade de vetores, enzimas de
restricdo e ainda, por causa dos processos de clonagem molecular.

Embora muitas técnicas diferentes e complexas estejam envolvidas, os principios basicos da
manipulacao genética sao bastante simples. A tecnologia baseia se na premissa de que a
informacéo genética, codificada pelo DNA e organizada em forma de genes, é um recurso que
pode ser manipulado de varias maneiras para atingir determinados objetivos na ciéncia pura
e aplicada, assim como na medicina.(Genome Editing, 2016)

Por exemplo, a engenharia genética pode envolver a adicdo de um gene de uma espécie a
um organismo de uma espécie diferente para produzir uma caracteristica desejada. Usada na
medicina, na industria alimentar, industria farmacéutica, industria agroalimentar e também na
producao de biocombustiveis.(Genome Editing, 2016)

As tecnologias de DNA recombinante tém sido criticas para impulsionar os avancos
biotecnoldgicos e facilitar os estudos voltados para a compreenséo dos principios biolégicos
basicos. Apesar de suas limitacBes, a clonagem baseada em digestdo e ligacdo ainda é
amplamente utilizada para gerar construcdes de DNA para uma variedade de aplicacGes de
biologia molecular. Ao mesmo tempo, as técnicas para a montagem do DNA tém se expandido
rapidamente, permitindo uma manipulagdo genética mais precisa na biologia sintética e na
engenharia metabdlica.(Genome Editing, 2016)

A clonagem molecular consiste na montagem e replicagdo do DNA recombinante em
organismos hospedeiros enguanto a subclonagem consiste em extrair ou criar copias de um
gene alvo a partir de um plasmideo ja construido e inserir o gene de interesse num novo vetor.
Esta técnica é frequentemente usada para obter uma proteina de interesse que € natural de
um organismo complexo, por exemplo do corpo humano e produzi-lo em escala laboratorial
para futuras pesquisas.(Genome Editing, 2016)

O sistema de expresséo pET (como o pET28a(+), o vetor de expressao usado neste trabalho)
€ 0 sistema mais poderoso ja desenvolvido para a clonagem e expressdo de proteinas
recombinantes em E.coli. Os genes alvo que séo clonados em plasmideos pET ficam sob o
controle da forte transcricdo do T7 RNA polimerase, podendo ser introduzido sinas e “tag” de
producdo, dependendo da opcdo tomada no a clonagem. A expressdo é induzida pelo
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fornecimento de uma fonte de T7 RNA polimerase na célula hospedeira. A T7 RNA polimerase
€ tdo seletiva e ativa que quase todos os recursos da célula séo convertidos para a expressao
do gene alvo; o produto desejado pode compreender mais de 50% da proteina celular total
algumas horas ap06s a inducao.

Outro beneficio importante deste sistema € sua capacidade de manter transcricionalmente
silenciosos os genes-alvo, no estado ndo induzido. Os genes-alvo séo inicialmente clonados
usando hospedeiros que ndo contém o gene T7 RNA polimerase, eliminando assim a
instabilidade do plasmideo devido a producdo de proteinas potencialmente toxicas para a
célula hospedeira. Quando estabelecido num hospedeiro para expressdo, com controlo
lacUV5 a expressao € induzida pela adicao de IPTG.(Matthijnssens et al., 2008)

O objetivo principal nesta dissertacao foi clonar os recetores NCR1, NCR2 e NCR4 (de células
do sistema imune humano) no pET28a(+), de modo a obter estirpes estaveis de Escherichia
(E.) coli a partir das quais obter as proteinas purificadas.

1.2. CELULAS CITOTOXICAS OU NARUTAL KILLER CELLS

As células natural killer (NK) e os linfacitos T citotoxicos (CTL,do inglés Cytotoxic T Cells), sdo
células com propriedades citotoxicas, que intervém em diferentes fases da resposta imune,
inata e adaptativa, respetivamente. A sua a¢ao consiste na eliminacdo de células estranhas
ao organismo, nomeadamente células tumorais ou células infetadas por virus, através da acéo
da perforina e das granzimas existentes nos granulos, que levam a lesdo da membrana e
induzem a apoptose dessas células (morte celular programada).(Correia & Pessoa, 2013)

Estas células citotéxicas sdo reconhecidas, do ponto de vista morfolodgico, como “linfécitos
grandes granulares” (Correia & Pessoa, 2013), pois séo ligeiramente maiores do que 0s
restantes linfécitos e apresentam no seu citoplasma granulos citotoxicos.(Genome Editing,
2016) Do ponto de vista fenotipico, caracterizam-se, entre outros aspetos, por apresentarem
nas suas membranas recetores que permitem, de uma forma controlada, a ativacdo ou
inibicdo da funcao citotoxica. Estes recetores sdo designados genericamente por recetores
“assassinos” ou recetores Killer. (KR, do ingles Killer Receptors)(Correia & Pessoa, 2013)

Alguns trabalhos ja relacionaram a expressao dos KR com diversas doencgas imunolégicas e
hematolégicas, bem como com a resposta imune a infe¢Bes virias, tumores e células
transplantadas.(Correia & Pessoa, 2013)

O conhecimento da diversidade dos KR expressos a superficie das células NK e dos CTL
permitira compreender melhor a funcdo destas células na resposta imune a tumores e as
infecdes, bem como o seu papel em vérias patologias de foco imunolégico e hematologico.

As células Natural Killer ou NK pertencem a uma categoria de células coletivamente
denominada células linfoides inatas (ILC) (que também englobam as ILC1, ILC2 e ILC3). As
células NK representam 5 a 15% das células mononucleares do sangue periférico e tém um
nacleo arredondado e citoplasma granular. Como outras células linfoides inatas, ndo tém
recetores para antigénios especificos (como por exemplo anticorpo IgH); apesar de evidéncias
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recentes sugerirem que algumas células NK tenham algum tipo de memoéria
imunoldgica.(Diefenbach et al., 2014; Moretta et al., 2000)

Acredita-se que as células NK tipicas sejam importantes na vigilancia contra certas células
tumorais. Elas expressam tanto recetores ativadores como recetores inibitorios. Os recetores
ativadores nas células NK podem reconhecer muitos ligantes nas células-alvo, os recetores
inibitérios nas células NK reconhecem moléculas do complexo principal de
histocompatibilidade (MHC) classe |. As células NK s6é podem destruir os seus alvos quando
ndo ha sinal forte de recetores inibitorios. A presenca nas células, das moléculas MHC-I
(expressas normalmente nas células nucleadas) previne a destruicdo dessas células. Pelo
contrario, a sua auséncia indica que a célula esté infetada por alguns virus que inibem a
expressao dos complexos MHC-I ou que sendo a expressdo do MHC-I células tumorais,
sofreram modificagbes/mutacdes genéticas.(Diefenbach et al., 2014; Moretta et al., 2000)

As células NK também podem inibir citocinas que é uma fonte importante de interferdo gama
(IFN-y) gama. Ao diminuirem as citocinas as células NK influenciam a imunidade, promovendo
a diferenciacao das células T auxiliares do tipo (Th1) e inibindo células T auxiliares do tipo 2
(Th2).(Diefenbach et al., 2014; Foster et al., 2003)

Individuos com deficiéncias nas células NK (p. ex., alguns tipos de imunodeficiéncia
combinada grave) sdo especialmente suscetiveis a infecbes pelos virus herpes e
papilomavirus humano, enquanto um excesso de células NK pode contribuir para o
desenvolvimento de doencas autoimunes.(Marangon et al., 2008; Togawa et al., 2014)

1.3. RECETORES KILLER OU KR

O reconhecimento de células alvo acontece pela interacdo de sinais provenientes de
respostas de varios recetores ativadores, presentes ha membrana das NK e dos CTL, quando
estes se associam com 0s respetivos ligandos, que estdo presentes nas membranas das
células alvo.(Marangon et al., 2008; Pinheiro et al., 2020)

As células NK e os CTL exercem a sua fungéo citotoxica sobre as células estranhas ao
organismo, sejam elas células modificadas (como no caso de células tumorais ou infetadas
por virus) ou células estranhas (p.ex. aloenxertos e/ou transplantes), mas ndo em células
normais. Sabe-se hoje que € uma funcédo controlada por recetores killer (KR) expressos a
superficie das células citotoxicas que reconhecem moléculas do MHC-I e que tém funcdes
ativadoras ou inibitérias.(Lima et al., 2001)

Atualmente sé@o conhecidos varios tipos de KR que se podem classificar tendo em conta a
estrutura do recetor, o tipo de ligando e a fungdo, nas seguintes as familias de KR:

e Recetores de citotoxicidade natural (NCR, do inglés Natural Cytotoxicity Receptors);

e Recetores Kkiller semelhantes as imunoglobulinas (KIR, do inglés Killer cell
Immunoglobulin like Receptors);
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¢ Recetores killer semelhante a lectina (KLR,do inglés Killer cell Lectin-like Receptors);

e Recetores leucocitarios semelhantes as imunoglobulinas (LILR, do inglés Leucocyte
Ig-like Receptors).

Existem ainda outros recetores ndo integrados nestas familias, com funcdes ativadoras,
inibitérias ou co-estimuladoras. De uma forma geral, os ligandos dos KR podem ser moléculas
do MHC classe | ou moléculas ndo MHC (como é o caso dos NCR).(Jobim & Jobim, 2008)

Inicialmente sugeriu-se que as células NK teriam a capacidade de reconhecer moléculas do
complexo MHC-I através de KR, que ativariam ou inibiriam a sua fungdo.(Jobim & Jobim,
2008)

As células NK tém fun¢des de imunovigilancia, isto €, vigiam o organismo procurando células
com auséncia ou diminuicdo de expressdo de moléculas MHC-I do proprio, bem como de
células com aumento de ligandos para recetores ativadores (moléculas estruturalmente
relacionadas com as do MHC da classe 1). Por exemplo, complexos como o antigénio
Leucocitarios Humano (HLA) ajudem células NK a distinguir antigénios préprios do organismo
e antigénios exdgenos ou anormais e, consequentemente, a combaterem invasores e
anomalias (Fig 1). Assim, os KR que estas células possuem permitem que a citotoxicidade
aconteca num ambiente adequado e controlado, evitando a destruicao inadvertida de células
normais.(Lima et al., 2001; Marangon et al., 2008)

’ Receplor Ativador

Lise

Figura 1 Relagdes entre as células NK e as células alvo, de acordo com a presenca ou auséncia de ligandos
HLA.HLA=antigénio leucocitério;KIR=Killer immunoglobulin-like receptor;NK=Natural Killer.

As propriedades inibit6rias ou ativadoras dos KR sao atribuidas a dominios existentes na sua
porgéo citoplasmética e a sua interagdo com outras moléculas, respetivamente.

Os recetores KR com fungdes inibitérias apresentam na sua porcao citoplasméatica dominios
ITIM (do inglés Immunoreceptor tyrosine based inhibitory motif), os KR com funcdes
ativadores devem a sua fungdo a sua associagdo com proteinas que contém dominios
designados de ITAM (do inglés Immunoreceptor tyrosine based activatory motif).(Jobim &
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Jobim, 2008) Os motivos ITIM ndo sao mais que sequéncias de aminoacidos que, ao
interagirem com o seu ligando, fosforilam, por agdo de tirosina cinases, conduzindo ao
recrutamento de outras enzimas como a fosfo-tirosina-fosfatase. Estas Ultimas enzimas, ao
desfosforilarem, transmitem sinais inibitorios ao interior das células.(Jobim & Jobim, 2008)

Os motivos ITAM, presentes em proteinas como a proteina ativadora DNAX de 10 kDa
(DAP10), a a proteina ativadora DNAX de 12 kDa (DAP12), o recetor para o fragmento Fc da
imunoglobulina IgE (FceRlI) e a cadeia zeta do CD3 (CD3(), sdo responsaveis por ativarem
as NK por mecanismos de fosforilagéo e desfosforilacdo. (Jobim & Jobim, 2008)

1.4. RECETORES DE CITOTOXICIDADE NATURAL OU NCR

Como referido, esta dissertacdo incide sobre um grupo de recetores de células NK,
nomeadamente o NCR1, NCR2 e NCR4.

Os NCR sao especificos das NK, pertencem a familia das imunoglobulinas e tém funcéo
ativadora. Os ligandos destes recetores sédo ainda em pouco conhecidos, mas alguns deles
parecem ter um papel importante no reconhecimento de células tumorais e das células
infetadas por virus, como é o caso das hemaglutininas (HA) virais (p.ex. HA do virus
influenza).(Jobim & Jobim, 2008; Marangon et al., 2008)

Os recetores NCR contém trés membros de recetores: 0 NCR1 ou NKp46, NCR2 ou NKp30
e NCR3 ou NKp44.

Enguanto o NCR1 ou NKp46 é codificado por um gene que se localiza no cromossoma 9, no
complexo dos recetores leucocitarios ou LCR (sigla do inglés, Leucocyte Receptor Complex),
0s genes que codificam para 0 NCR2 ou NKp30 e para o NCR3 ou NKp44 localizam-se no
cromossoma 6. (Foster et al., 2003)

O NCR1 e o0 NCR3 séo expressos constitutivamente nas células NK circulantes (CD56+ e
CD56++), enquanto o NCR2 é expresso apenas nas células NK ativadas. (FOSTER, [et al.],
2003)

O NCR1 e o NCR3 exercem a sua funcao através dos motivos ITAM de outras moléculas,
como a cadeia zeta do CD3 (CD3() e as cadeias gama do recetor de alta afinidade para o
fragmento Fc da IgE.

Ja o NCR2 associa-se, através do seu dominio citoplasméatico, a DAP12/KARAP, uma
molécula adaptadora usada para a transmisséo do sinal de ativacédo. (Moretta et al., 2000)
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2 . PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

2.1. PREPARAGAO DE CELULAS COMPETENTES DE E.COLI.

Para iniciar este trabalho foi necessario prepara células competentes de E.coli da estripe
DH5a que e é uma estirpe com alta eficiéncia para transformagfes e clonagem.(Genome
Editing, 2016)

As células competentes para transformacao foram preparadas usando o método classico de
cloreto de célcio. De uma forma resumida, as células de E. coli foram cultivadas em placa com
meio Luria—Bertani (LB) com agar a 1,2% (m/V) (LB-agar) e a partir dai, uma col6nia foi usada
para inocular 5 mL de meio Luria broth (LBBroth), (Fisher Bioreagents) e incubada em uma
incubadora orbital (Orbital Shaker-Incubator ES-20, Grant-Bio) a 37 °C, 220 rpm durante 16h.
Esta précultura foi usada para inocular a 2% (v/v) meio LB fresco, e cultivada em condicbes
idénticas até ser atingida uma densidade otica de 0,4 — 0,5, correspondendo a fase de
crescimento exponencial. Apds o tempo de incubacao, aliquotas de 1,5 mL de cultura foram
transferidas para diferentes microtubos e centrifugadas numa microcentrifuga (Gyrozen 1750
R) por 5 min a 16 000 x g a 4 °C. O sobrenadante foi descartado e o pellet foi ressuspenso
em 750 pL de CaCl; 0,1 M gelado. As células ressuspensas foram mantidas em gelo por 1
hora e depois coletadas por centrifugacdo com antes, desprezando o sobrenadante.

Quando essas células ndo séo utilizadas no préprio dia, a ultima etapa de ressuspenséo foi
realizada usando 50 pL de CaCl, 0,1M e 10% glicerol gelado, e as células foram armazenadas
a -80 °C.

Se usadas no préprio dia, foram ressuspendidas em 50ul CaCl; 0,1M gelado e mantidas em
gelo.

2.2. TRANSFORMAGAO DE CELULAS COMPETENTES DE E.COLI

Para realizar o processo de transformacdo, células competentes de E. coli preparadas
conforme descrito acima sdo descongeladas e mantidas em gelo, 50 yL de células
competentes foram adicionados 20 pL das reagbes de ligagédo ou com 5 L de plasmideo
pretendidos neste trabalho.
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A mistura de células competentes e DNA plasmidico foi mantido no gelo por 30 minutos. Um
choque térmico foi aplicado as células, transferindo o microtubo para um banho a 42 °C por
45 segundos. Os tubos foram colocados novamente no gelo por 2 minutos, e 900 pL de meio
SOC (caldo Super Optimal com repressao catabodlica, da NZYTech, Portugal) foram
adicionados, as células foram incubadas a 37°C com agitacdo durante 1h, e recolhidas por
centrifugacdo. O sobrenadante foi desprezado deixando 100ul.Estes foram usados para
ressuspender as células, para serem semeadas em placas de LB &agar, suplementadas com
canamicina na concentracéo final de 30ug/ul. 25 L da suspensao celular foram usados para
inocular uma placa, e os 75 JL restantes foram usados para inocular outra placa. Todas as
placas foram incubadas durante a noite a 37°C.

2.3. SELECAO DE COLONIAS TRANSFORMADAS

Apo6s a incubacdo durante a noite, cada colénia nas placas de transformacdo DH5a foi
coletada individualmente, inoculada em 5mL de meio LB suplementado com canamicina em
uma concentracao final de 30ug/pL (LBK30) e em simultaneo semeadas numa nova placa de
LB agar suplemento com o mesmo antibiético. As culturas liquidas foram cultivadas por 16 h
a 37 °C com agitacao a 250 rpm.

2.4. EXTRACAO DO DNA PLASMIDICO

Usando esses crescimentos noturnos, o DNA plasmidico foi extraido de células
transformadas, através do método de lise alcalina com o Wizard® Plus SV Minipreps DNA
Purification Systems (Promega), de acordo com as instru¢des do fabricante.

Apoés a extracdo do DNA plasmidico realizou-se a amplificacdo por PCR dos genes neles
clonados.

2.5. AMPLIFICAGAO DOS GENES DE INTERESSE

A amplificacdo foi realizada num termociclador (Cleaver GTC96S) usando o0s seguintes
reagentes (tabela 1), as quantidades variam conforme a quantidade necesséria ao longo do
trabalho.

Tabela 1 componentes para a reacao de PCR.

Componentes Final concentragao
Taq 1.1x Master Mix 1x
Primer forward (0.1-1.0uM)
Primer reverse (0.1-1.0uM)
pDNA (0.1-1ng)
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H.0 Prefazer ao vol. pretendido

O PCR em si consiste em uma reagdo enzimatica com trés estagios principais em um ciclo a
ser repetido 25-35 vezes (desnaturacdo, annealing e extensao) e dois estagios nao ciclicos
gue podem ocorrer uma vez cada, (desnaturacdo inicial e extensdo final). Uma reacédo
completa abrangeria todas essas etapas na seguinte ordem(Artika et al., 2022):

e Desnaturacéo inicial — a mistura de reacéo é aquecida até a temperatura (T) ser 98°C
durante 2 minutos. Isto assegura a separacdo completa do DNA de cadeia dupla
(dsDNA) em cadeias simples;

e Desnaturacdo — a primeira etapa ciclica com o mesmo objetivo da etapa anterior no
mesmo T e com duracdo muito menor (ca. 10 segundos);

e Annealing— ocorre uma diminuicdo de T para permitir que os primers hibridem
adequadamente com cada uma das cadeias; dependendo da concentracéo de sais do
tampéo de reacdo e da temperatura de melting dos primers, a temperatura de
annealing ideal (esta pode ser alvo de otimizacao).

e Extensdo — T é entdo aumentado para 72 °C durante 0,15 seg, para iniciar a sintese
da sequéncia alvo complementar;

e Extensdo final — nesta Ultima etapa reacional, T é mantido a 72 °C por 5 minutos para
garantir que quaisquer finais incompletos sejam corrigidos;

2.6. ELETROFORESE EM GEL DE AGAROSE

As amostras de DNA amplificadas por PCR foram submetidas a eletroforese em gel de
agarose 1% (m/v) em tampado 1x Tris-Acetato-EDTA (TAE). As reacdes do PCR foram
misturadas com 1,75 ul de green safe em simultdneo foi preparado NZYDNA Ladder VI
(marcador de peso molecular especialmente desenvolvido para facilitar a quantificacdo e
determinacdo de tamanho de pequenos fragmentos de DNA em géis de agarose). Os géis
foram corridos em cuba de eletroforese horizontal a 100 V em tampado TAE 1x. O gel foi
posteriormente fotografado, sob luz ultravioleta (365 nm).

2.7. EXTRACAO E PURIFICACAO DE DNA A PARTIR DO GEL DE AGAROSE

As bandas de interesse referentes aos DNAs amplificados a partir de PCR ou aqueles tratados
enzimaticamente foram purificados com o kit Wizard SV Gel clean-up System (Promega), de
acordo com as recomendacdes do fabricante. Os DNAs plasmidicos foram quantificados com
a leitura de absorbéncia a 260 nm em equipamento Nanodrop (Thermo Scientific).
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2.8. DIGESTAO ENZIMA DE RESTRICAO

Foram utilizadas as enzimas comerciais Ndel ou speedy Ndel, uma endonuclease isolada de
Neisseria denitrificans e Xhol ou Speedy Xhol uma endonuclease isolada de Xanthomonas
holcicola da marca Nzytech. As sequéncias de reconhecimento sdo dadas na Tabela 2.

Tabela 2 Sequencias de reconhecimento das enzimas de restrigéo utilizadas neste trabalho.

Enzima de restrigdo Sequéncia de reconhecimento

5...CY¥TCGAG...3’

Xho | 3..GAGCTVC...5’

5...CAVTATG...3

Ndel 3. GTATVAC..5'

2.8.1. DIGESTAO DO PET28A(+)

O plasmideo pET28a(+) foi digerido com as enzimas de restricdo Xho | e Nde |, de acordo
com as instru¢des padréo dos fabricantes, para poder receber os genes de interesse.

Para a digestdo, Xho I/Ndel pET28a (+) digeriu-se 3,93ug pET28a (+) (60uL a 65,49 ng/ul)
com 1uL da enzima de restricdo Xhol (NZYTech, Portugal) e 2uL de Ndel (NZYTech, Portugal)
em uma reagado com 10 uL de Tampao 10x NZY Buffer U e 27 yL de agua estéril, num volume
final de 100 pL. A digestao do plasmideo ocorreu a 37°C, por 1 hora, seguida de inativagéo
da enzima a 65°C por 20 minutos. Estas duas enzimas apresentam eficiéncia no mesmo
tampédo NZY Buffer U (10x) e por isso foram realizadas rea¢des de dupla digestao.

Foi efetuada também a digestdo do Pet28a(+) com o par de enzimas pET28a (+) (100uL,
17,14pg/uLl) foram digeridos com 4uL da enzima de restricido speedy Xhol (NZYTech,
Portugal) e speedy Ndel (NZYTech, Portugal) em uma reagdo com 16 puL de Tampao
NZYSpeedyBuffer (10x) e 36 uL de agua estéril, num volume final de 160 pL. A digestao do
plasmideo ocorreu a 37°C, por 30 min, seguida de inativagdo da enzima a 65°C por 20
minutos. Estas duas enzimas apresentam eficiéncia no mesmo tampao (NZYSpeedyBuffer) e
foram realizadas reac¢des de dupla digestéo.

O DNA digerido foi purificado usando o Clean-Easy PCR PurificationKit (Canvax, Espanha).
Resumidamente, 195 uL da reacéo foram diluidos com 5 volumes de tampé&o PB de ligacédo
ao plasmideo e carregados na coluna e centrifugados a 13.000 xg por 1 minuto. O fluxo foi
descartado e a coluna foi lavada com 700 pL de tampé&o PE de lavagem por centrifugagéo a
13.000 xg por 1 minuto. Uma segunda centrifugagédo a 13.000xg por 1 minuto foi realizada
para remover todos os vestigios de tampé&o PE. A coluna foi transferida para um tubo de coleta
e o plasmideo foi eluido adicionando 30 pL de tampao EB de eluigdo a membrana, incubado
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em temperatura ambiente por 1 minuto e centrifugado a 13.000 x g por 1 minuto. O DNA
plasmidico digerido e limpo foi quantificado. Medindo sua absorbancia a 260 nm, assumindo
que Abs (260 nm) de 1 corresponde a uma concentracdo de dsDNA de 50 ng/uL. Este
pET28a(+) digerido com Xhol/Ndel foi quantificado e armazenado a -20°C para uso posterior.

2.8.2. DIGESTAO NCR1/NCR2/NCR4

Os recetores NCR1/NCR2/NCR4 purificados como descrito em cima foram digeridos pelas as
mesmas enzimas de restricdo do pET28a(+) em que foi usado uma quantidade
aproximadamente 1,80ug de DNA de cada recetor usando as enzimas Xhol ou speedy Xhol
e Ndel ou speedy Ndel, seguindo um protocolo idéntico ao da digestdo de pET28a(+).

2.9. REACAO DE LIGAGAO DOS GENES DE INTERESSE NO VETOR DE EXPRESSAO

As reac0Oes de ligacdo do Pet28a(+) Ndel/Xhol com cada gene digerido foram realizados na
presenca de enzima T4 DNA ligase. Estas reac¢des foram realizadas com diferentes razdes
(3X;5X;10X) de insert para vetor, de modo a maximizar as probabilidades de sucesso. As
reacdes de ligacdo foram feitas na presenca da enzima T4 DNA ligase (NZYtech) em um
banho a 16°C-20°C por 16 horas e estdo representados ha tabela 3, para o gene NCR1.

Foram feitas reac@es idénticas para os genes NCR2 e NCR3.

Tabela 3 Reacdo de ligagéo para o vetor pET -28 (+) com 0 NCR 1

Ligacéo Ligagéo 1 ligacéo 2 Ligacéo 3
Controlo 3X 5X 10X
pET-28(+) Ndel/Xhol (~10ng/pL) - 1,85 1,85 1,85
DNA digerido NCR1 (~60ng/uL) - 0,45 0,75 15
T4 DNA ligase (1 U/uL) 1uL 1 1 1
Tampéao 10X 5pL 2 2 2
H20 10 pL 14,7 14,4 13,65
Volume total 20 pL 20 20 20

Para obter as razfes 3x;5x e10X foi calculo como forme a equagéo 1 que é sugerida pelo
fabricante.

ng do vetor XKb do insert . Iinsert .
X razao—— = ng de insert 1)
Kb do vetor vetor

11
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Apb6s incubacdo das reacbes de ligacao, estas foram usadas para transformar células
competentes de E.coli como descrito em 2.2.

12
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O trabalho iniciou-se com a preparacao de células competentes E.coli DHa, que € uma estirpe
de E.coli usada com mais frequéncia para aplicacdes de clonagem. Antes de iniciar as
transformacdes foram quantificados os plasmideos que continham os cDNA de cada gene de
interesse obtidas da biblioteca da Sino Biological, como se pode observa na tabela 4.

Tabela 4 Concentragdo dos genes de interesse

pDNA (referencia) Recetores Absorvancia a 260 nm Concentragéo (ng/ul)
NKp46 HG13772-G NCR1 134,03 7,5
NKp 44 HG11550-M NCR2 117,19 8,5
NKp 80 HG10984-M NCR4 120,32 8,31

Apos a transformacédo das células competentes E.coli DH5a com os plasmideos com o genes
de interesse, estas foram plaqueadas em placas de meio LB agar e incubadas a 37°c durante
a noite. No dia seguinte 2 coldnias de cada foram selecionadas, e inoculadas em meio liquido
para extrair os plasmideos com o kit “Quick reference protocolo card”. Posteriormente os
plasmideos foram quantificados e as quantidades obtidas de plasmideo de cada gene estéo
na tabela 5.

Tabela 5 Quantificagdo dos pDNA contendo os genes apés transformagéo em E.coli DH5a

Recetores pDNA Media (ng/ul)
Nkp44 1 41,96
NCR2
Nkp44 2 129,58
Nkp46 1 34,18
NCR1
Nkp46 2 39,79
Nkp80 1 32,72
NCR4
Nkp80 2 30,48

3.1. PRIMEIRA ABORDAGEM

Na primeira abordagem para clonar as sequencias codificantes dos recetores NCR1, NCR2 e
NCR4, foi utiizada o VWR Red DNA polimerase para amplificar os cDNA a partir dos
plasmideos providentemente purificados. Foi elaborado o protocolo de PCR com um gradiente

13
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de temperatura annealing (Tan) entre 60 e 70°C, com intervalo de 2°C, com o objetivo de
encontrar a melhor Tan para cada gene. Apés a amplificacdo realizou-se o gel de agarose 2%
em TAE 1X que se pode observar na figura 2.

NCR4

NCR1 NCR1 NCR1 NCR1
" w NCR4 W = NCR4 - ™ NCRY4 - W NCR4

NCR1  NCR4 NCR1

Figura 2 Amplificacdo dos genes de interesse com VWR Red DNA polimerase. O programa de PCR: 98°C 2 min;
35x [98°C 10s; Tan [60°C(2°C) -70°C] 30s;72°C 45s]; 72°C 5 min. As reagfes foram feitas em 50ul volume final
com as quantidades na tabela 5 resetivas a cada pDNA, e foram aplicadas na totalidade no gel.

Com a analise do gel da figura 2 é possivel observar que para o alvo NCR2 nao houve
amplificacdo pois ndo apresentou nenhuma banda (traco branco corresponde onde
apresentaria as bandas do gene NCR2 se tivéssemos resultados) em nenhuma das Tan. Ja
0s outros genes alvos apresentam bandas em quase todas as Tan. Contudo com todo nas
temperaturas mais elevadas observa-se algum aumento das bandas e em certas reacdes ndo
apresentam o tamanho esperado correto. Cada gene com tém um tamanho especifico o NCR1
€ de 710 bp, o NCR2 é de 600bp e 0 NCR4 é de 520bp.

Com este gel foi possivel concluir que as melhores bandas do NCR1 foram Tan 60°C, 62°C,
64°C e 66°C e 0 NCR4 nas Tan T60°C, T62°C e T64°C.

Quanto mais elevada a Tan, maior a abrangéncia no emparelhamento dos primers. Fase ao
insucesso para amplificar o gene alvo o NCR2, repetiu-se a amplificar dos genes com Tan um
pouco mais baixas (55°C a 65°C). O resultado das reacdes foi analisado em gel de agarose
(fig3) o NCR1 apresentava bandas em todas as temperaturas e todas continham o tamanho
pretendido (melhores temperaturas 61°C e 63°C), para o0 NCR4 obtiveram bandas nas
temperaturas 63°C e 65°C e com 0s tamanhos desejados.

14
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552C  S7eC sgeCc  g12C 632C 65eC 55eC 572C s9C  g12c  63°C  gs5eC

Figura 3 Amplificacdo dos genes de interesse com VWR Red DNA polimerase. O programa de PCR: 98°C 2 min;
35x [98°C 10s; Tan [55°C(2°C) -65°C] 30s;72°C 45s]; 72°C 5 min. As reacdes foram feitas em 50ul volume final
com as quantidades na tabela 5 respetivas a cada pDNA, e foram aplicadas na totalidade no gel.

Com estes resultados fez-se mais uma amplificacdo do gene NCR1 e NCR4 a como se pode
observar, obtiveram-se resultados similares aos anteriores: nenhuma banda foi obtida na
amplificacdo do NCR2 a Tan de 63°C e preparou-se um gel agarose 2% com poc¢os de 50 pl
com o objetivo de extrair da banda e purificar o fragmento de DNA do gene.

Figura 4 Scale- up dos genes NCR1 e NCR4 nas condigfes 6timas de amplificacéo. O programa de PCR: 98°C 2
min; 35x [98°C 10s; Tan [63°C] 30s;72°C 45s]; 72°C 5 min. As reacdes foram feitas em 100pl volume final com
34,28 e 39,79 pl pDNA, e foram aplicadas na totalidade no gel.

Como é possivel observar na figura 4 o Unico gene amplificado a 63°C foi o NCR1.Este foi
extraido e purificado conforme descrito em 2.2. Quantificou-se o gene, e foi obtido uma média
de 15,40 ng/ul.

Para clonar o gene NCR1 no vetor pET28a(+) o gene foi digerido com o conjunto de enzimas
Xhol/Ndel.O pET28a(+) também foi digerido pelo mesmo par de enzimas. Todos o0s
fragmentos digeridos com essas enzimas foram limpos e purificados usando o Clean-Easy™
PCR e depois os fragmentos de DNA foram quantificados; os resultados da quantificacéo sé&o
apresentados na tabela 6.

Tabela 6 Concentracéo de DNA obtida em cada digesté&o.
DNA digerido [Ndel/Xhol] ng/ul Media ng/pl

PET 28 a (+) pET 28 a (+) 25,65 28,36 27,005
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NCR1 NCR1 45,23 48,72 45,48

Efetuou-se a ligacdo com T4 DNA ligase em que se ligou 50ng de pET28 a (+). Realizaram
trés razoes insert/vetor do NCR1 em que a primeira (X3) 20,48 ng (0,45 pl), a segunda (X5)
34,13 ng (0,75ul) e por ultimo (X10) 68,26 ng (1,5 pl) de NCR1 digerido e purificado.

Ao terminar a ligacdo efetuou-se a transformacéo com células competentes de E.coli DH5a
no final espalhou-se em duas placas de petri ( uma que continha 25 pl e a outra os restantes
75 ul da suspenséao celular) em meio seletivo (LB agar contendo kanamicina).

A primeira parte deste trabalho n&o foi bem-sucedido. Os resultados obtidos nas placas no
dia seguinte ndo continham nenhum crescimento o que impediu a continuagéo do trabalho
proposto inicialmente. Para alem disso, nao foi possivel amplificar o gene alvo NCR2, nem o
NCR4 (apesar para este ultimo, terem sido identificadas condi¢Bes 6timas de amplificacdo.
Existe varios fatores que podem justificas a falta de resultados iniciando pelo um simples erro
na realizacdo de alguma técnica, até a nao ligacao entre o vetor pET28a(+) com 0s genes.
Como havia muitas possibilidades optou-se por iniciar o procedimento desde o inicio
abordagem alterando alguns procedimentos.

3.2. SEGUNDA ABORDAGEM

Na segunda abordagem utilizou-se o supreme Nzyproof DNA polimerase para amplificar os
cDNA dos 3 genes a partir dos plasmideos purificados com a Tan [55°C[2°C]70°C]. Na figura
5 é possivel concluir que o gene NCR1 apresentava bandas, algumas bandas aproximam-se
do tamanho pretendido, o gene NCR2 s6 apresentava bandas em trés das temperaturas
(60°C,62°C e 66°C) contendo o tamanho (entre os 500 - 600bp) aproximadamente correto
(600bp). Desta vez foi possivel observar duas bandas com o gene NCR4 nas Tan 58°C e 64°C
com o tamanho ligeiramente préximo a 520 bp.

60°C 622C 64°C 66°C 68°C 70°C 602C 62°C 64°C 66°C 68°C 70°C 60°C 622C 64°C 66°C 682C 70°C

Figura 5 Amplificacdo dos genes NCR1, NCR2 e NCR4. O programa de PCR: 98°C 2 min; 35x [98°C 10s; Tan
[60°C(2°C) -70°C] 30s;72°C 45s]; 72°C 5 min. As rea¢des foram feitas em 50 pl volume final com 10 ng pDNA, e
foram aplicadas na totalidade no gel.
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As bandas foram cortadas do gel, extraidas e quantificadas como na primeira parte
experimental obtendo as seguintes concentracdes que se encontram na tabela 7.

Tabela 7 Concentracéo dos genes alvos apos extragdo das bandas amplificadas com o DNA polimerase.

Genes D1 D2 Media ng/ul
NCR1 127,7 128,5 128,10
NCR2 85,51 90,01 87,76
NCR4 39,5 43,2 41,35

A digestdo dos genes extraidos foi efetuada com outro protocolo de digestdo recorrendo
Speedy Ndel/Speedy Xhol. Esta alteracdo foi efetuada para poder realizar a digestdo mais
rapido.

Todos os fragmentos de DNA digeridos foram limpos e purificados usando o Clean-Easy™
PCR e depois quantificados; os resultados da quantificacdo sdo mostrados na tabela 8. Foi
também preparado novo pET28a(+) digerido com estas enzimas.

Tabela 8 Concentracédo de DNA obtida apds a digestéo.

Gene D1 D2 Media ng/ul
NCR1 94,87 95,23 95,05
NCR2 64,03 68 66,02
NCR4 32,73 35,12 33,93
pPET 28 a (+) 23,44 28,46 25,95

A procedimento da ligacao foi elaborado da mesma forma que na primeira parte experimental
com razdes vetor/insert de 1/5 e 1/10 para cada gene (NCR1, NCR2 e NCR4). Cada ligacao
foi transformado por choque térmica em células de E.coli DHAa competentes, e a suspensao
celular foi plaqueado em duas placas com meio LB com K30, uma com uma inoculacdo de 25
pul e a outra de 75ul. Como controlo positivo da transformacéo foi plagueado DH5a com
pET28a(+) ndo digerido com o intuido de comprovar que as células competentes estavam
funcionais como se pode ver na figura 6.
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Figura 6 Placas com pET28a(+) ndo digerido imagem da esquerda com um espalhamento com 75ul e a da direita
com o espalhamento 25 pl.

Efetuou-se também um controlo da ligacéo, transformando com o pET28a(+) digerido, mas
sem adicéo de insert.

Figura 7 Placas com pET28a(+) digerido em DH5a imagem da esquerda com um espalhamento com 75ul e a da
direita com o espalhamento 25 pl.

Na figura 7 demostra um exemplar das placas com o meio LB K30 com crescimento de
colbnias (com 24h de incubacg&o). Contaram- se as coldnias tendo-se obtido: 26 col6nias para
as placas com a ligacéo pET28a(+) com o gene NCR1,31 colonias para placas com a ligacéo
pET28a(+) gene NCR2 e 42 colbnias para as placas com a ligacdo pET28a(+) gene NCR4.
Para as placas com o pET28a(+) digerido foram obtidas 78 col6nias e as placas com o
pET28a(+) ndo digerido estavam incontaveis.
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Figura 8 Riscados com crescimento das coldnias obtidas anteriormente.

As colonias das ligagGes pET28a(+) genes alvos foram repicados para novas placas LB agar
com canamicina. Os riscados obtidos na figura 8 foram analisados por PCR de colénias que
consiste em colocar um pouco dos riscados para um eppendorf com 50ul H,O dispensar as
células com vortex vigoroso, e ferver durante 5 min e depois centrifugado 1 min e 30 seg. a
16000 rpm para efetuar a extracdo direta do DNA. Apés a extracdo direta a suspensao de
DNA é aplicada numa mistura racional e amplificada por PCR, usando primers que
emparelham no plasmideo pET28a(+). As reacdes sdo analisadas em gel de agarose.

Figura 9 Amplificacéo da regido de clonagem do pET28a(+), dos clones de ligagédo dos genes NCR1, NCR2, NCR4.
O programa de PCR: 95°C 2 min; 35x [95°C 30s; Tan [57°C] 40s;72°C 40s]; 72°C 10 min. As reacdes foram feitas
em 50 pl volume final com 10 ng pDNA, e foram aplicadas na totalidade no gel.

Na figura 9 podemos observar que todos 0s clones analisados apresentam uma banda com
cerca de 50 bp. Pode-se concluir que o insert ndo ficou inserido no vetor em nenhuma das
tentativas de clonagem (NCR1, NCR2 e NCR4) como pretendido. As restantes colonias
obtidas nas transformacdes foram igualmente analisadas e o resultado foi sempre idéntico.

Com estes resultados ndo foi possivel avancar para as proximas etapas que estavam
propostas no plano de estagio, nomeadamente, a expressao da proteina.
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4 . coNCLUSAO

O principal objetivo desta dissertacdo de mestrado baseava-se na sub-clonagem dos
recetores NCR1, NCR2 e NCR4 expressos por células Natural Killer. Seguidamente, e
através de transformacdo de células competentes pretendia-se a obtencdo de estirpes
bacterianas estaveis capazes de expressar as proteinas, identificaveis através da
amplificacdo por PCR o0s genes de interesse. Tendo como passo final a purificacdo e
caracterizacdo das proteinas finais expressas.

Em sequéncia deste trabalho as conclusdes que se conseguiu obter sdo as seguintes:

As células transformadas com os genes de interesse foram amplificadas com temperaturas
de annealing diferentes com o objetivo otimizar o protocolo do PCR. Na primeira tentativa as
temperaturas de annealing com as melhores bandas foram 60°C,62°C,64°C e 66°C pois
nestas temperaturas as bandas correspondiam ao tamanho dos genes. Nesta primeira
tentativa de scale up, 0 Unico gene que se conseguiu obter em quantidade suficienta para as
préximas fases foi 0 NCR1 que apds ser digerido com o par de enzimas Xhol/Ndel obteve
uma concentracdo média de 45,48 ng/ul e o pET 28 a (+) obtive uma média de 27,005 ng/ul.
N&o foi possivel obter resultados apds a realizacdo da ligacdo, pois ndo houve crescimento
de colonias nas placas de LB agar como canamicina.

Sendo assim voltou-se ao principio do trabalho dando assim o inicio da segunda tentativa.
Utilizando outra DNA polimerase, na amplificacdo as temperaturas de annealing foram
reduzidas sendo desta vez Tan [55°C [2°C] 64°C]. O que levou a o aparecimento de uma
ligeira banda nas Tan 57°C e 64°C para o gene NCR4 em relagdo ao gene NCR2 foi obtido
trés bandas na Tan 55°C,57°C e aos 61°C. Com estas bandas obteve-se as seguintes
concentracdes medias produtos de PCR dos genes: NCR1 128,10 ng/pl, NCR2 87,76 ng/ul e
0 NCR4 41,35 ng/ul.

A digestdo destes fragmentos foi realizada com enzimas tipo speedy (que atuam mais
rapidamente), mas com os mesmos pares de enzimas. Desta vez, depois da ligacéo obteve-
se resultados nas placas de LB agar com canamicina. Fez-se também um controlo positivo
da eficiéncia de transformagéo das células competentes (com o pET28a(+) ndo digerido), que
teve sucesso. Efetuou-se uma transformacéo controlo para aferir a qualidade do pET28a(+)
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digerido, e de facto o n° de coldnias resultantes de auto-ligacéo foi superior ao n° de colonias
obtidas na transformacéo das ligacdes ao genes dos NCR.

Para analisar o sucesso das ligacdes e das clonagens, as coldnias obtidas foram analisadas
por PCR de colénias,amplificando-se a regido de clonagem (multiple cloning site) do
plasmideo. A analise do gel de agarose s6 apresentava bandas referentes ao vetor utilizado
pET28a(+), demonstrando serem clones negativos. Com isto ndo foi possivel realizar todos
objetivos propostos na dissertacao.
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5. CONCLUSION

The main objective of this master's thesis was based on the sub-cloning of the NCR1, NCR2,
and NCR4 receptors expressed by Natural Killer cells. Then, through the transformation of
competent cells, the aim was to obtain stable bacterial strains capable of expressing proteins,
identifiable through PCR amplification of the genes of interest. The final step is the purification
and characterization of the final expressed proteins.

Following this work, the conclusions that were obtained are the following:

Cells transformed with the genes of interest were amplified at different annealing temperatures
with the aim of optimizing the PCR protocol. In the first attempt, the annealing temperatures
with the best bands were 60°C, 62°C, 64°C, and 66°C because at these temperatures the
bands corresponded to the size of the genes. In this first scale-up attempt, the only gene that
was able to be obtained in sufficient quantity for the next phases was NCR1, which after being
digested with the Xhol/Ndel enzyme pair obtained an average concentration of 45.48 ng/ul
and pET 28 to (+) | obtained an average of 27.005 ng/ul. It was not possible to obtain results
after the ligation was carried out, as there was no growth of colonies on the LB agar plates
with kanamycin.

Therefore, we returned to the beginning of the work, thus beginning the second attempt. Using
another DNA polymerase, during amplification the annealing temperatures were reduced, this
time being Tan [55°C [2°C] 64°C]. This led to the appearance of a slight band at Tan 57°C and
64°C for the NCR4 gene in relation to the NCR2 gene, three bands were obtained at Tan 55°C,
57°C and 61°C. With these bands, the following average concentrations of PCR products from
the genes were obtained: NCR1 128.10 ng/ul, NCR2 87.76 ng/ul, and NCR4 41.35 ng/ul.

The digestion of these fragments was carried out with speedy enzymes (which act faster), but
with the same pairs of enzymes. This time, after binding, results were obtained on LB agar
plates with kanamycin. Positive control of the transformation efficiency of competent cells (with
undigested pET28a(+)) was also carried out, which was successful. A control transformation
was carried out to assess the quality of the digested pET28a(+), and in fact, the number of
colonies resulting from self-ligation was higher than the number of colonies obtained in the
transformation of connections to the NCR genes.
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To analyze the success of ligations and cloning, the colonies obtained were analyzed by colony
PCR, amplifying the cloning region (multiple cloning sites) of the plasmid. The agarose gel
analysis only showed bands referring to the vector used pET28a(+), demonstrating that they
were negative clones. As a result, it was not possible to achieve all the objectives proposed in
the dissertation.
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ANEXOS -PROTOCOLOS

Anexo 1- Protocolo de extracdo de plasmideo

Quick Reference Protocol Card 28-9042-69 {50 purifications)

. : 28-9042-70 {25¢( ifications)
illustra™ plasmidPrep MiniSpin Kit *9 {250 purifications

Protocol for 1.5 & 3 ml culture volumes
- Check appropriate volume of ethanol added to Wash buffer type 1
@@ Add © Spin @ Incubate
1. Harvesting of bacterial culture
@ 1.5 ml bacterial culture
@ 30 seconds 16 000 x g
« Pour off and discard supernatant
« Repeatfor 3 ml culture volume
© 30 seconds 16 000 x g (for all culture volumes)
« Remove residual supernatant
2. Lysis
@ == 175 pl Lysis buffer type 7; re-suspend pellet
@ 3175 pl Lysis buffer type 8; gently invert
@ =m350 ul Lysis buffer type 9; gently invert
© 4 minutes 16 000 x g
3. Plasmid binding

« Transfer supernatant to plasmid mini column
inside Collection tube
© 30 seconds 16000 x g
- Discard flowthrough

4, Wash (optional-stain dependent)
@ =400 pl Lysis buffer type 9

© 30 seconds 16 000 x g
« Discard flowthrough

5. Wash & Dry

@ 3400 pl Wash buffer type 1
© 1 minute 16 000 x g
- Discard flow-through and Collection tube

&, Elution

J

7

A

-~

\

o

|
<Y,

« Transfer plasmid mini column to a new DNase-free
microcentrifuge tube

@ =3100 ! Elution buffer type 4

T2} 30 seconds at room temperature

@© 30 seconds 16 000 x g

- Retain eluant

« Store purified plasmid DNA at -20°C
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Anexo 2— Protocolo de purificagdo de DNA em gel de agarose.

Data sheet

Clean-Easy Agarose Purification Kit

Cat. No: AN0O70 (50 reactions)
Cat, No: ANOO71(100 reactions)

Description
Kit Components
Clean-Eas: arose Purification Kit provides a rapid
¥ A P P item ANOOTO  ANOO7I

and efficient method to extract DNA from agarose Clean-Easy minisin colamns 50 100
gels. It is based on the solubilisation and binding of

Collection tubes (2 mL) 50 100
DNA to a silica membrane in presence of chaotropic

QG Buffer 60 ml 2X60 mi
salts. Clean-Easy minispin columns contains an

PE Buffer* 11.25 mi 2X11.25 ml
exclusive membrane that allows to bind an unique

EB Buffer 10mi 10mi

DNA fragment, previously excised from agarose gel.

* Add ethanol (96%-100%) [not included] to PE Buffer prior to initial
use. After ethanol has been added, mark the bottle to indicate that

Features this step has been completed
« Simple and Just a few minutes procedure. Storage:
« Wide spectrum of size fragments could be purified, Clean-Easy Agarose Purification Kit should be stored

(suitable since 100 bp up) at room temperature (15-25°C) for up to 12 months

without any reduction in performance.
« High Percentage of Recovery, greater than 80% on

0.7-1% agarose. Recovery is lower in more Quality Certifications

concentrated agarose gels (50-60% on 2% agarose). Clean-Easy Agarose Purification Kit is tested in the
+ DNA purified Ready to use in all molecular biology purification of a 0.5 kb DNA fragment excised from 2%

procedures, agarose gel. The purified band is analysed in agarose gel
« Suitable for any kind of agarose and gel buffer electrophoresis.

systems.

Applications

« Purification of DNA fragments (obtained by PCR or
digestion with restriction enzymes) from agarose
gels.

« The purified DNA can be used in all molecular

biology applications.

(Continued on reverse side)

C/Astranoma Cecilia Payne. Edif. Canvax. 14014 Cordoba, Spa

+34 957
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0 canvax

DETAILED PROTOCOL

1. Using a clean, sharp razor blade or scalpel, excise the DNA ban from the agarose gel
Remove the extra agarose to reduce the size of gel slice. Place the gel slice in a 1.5 ml
preweighted tube and weigh the gel sfice (The maximum amount of gel slice per column
Is 400 mg)

2. Add 3 volumes of QG Buffer to 1 volume of gel, (For example, if the agarose gel slice is
100 mg, add 300 pl of QG buffer)

For gels containing more thon 2% egarose, odd 6 volumes de QG Buffer per mg of gel.

3. Incubate at 50 * € in a water bath for 10 min or until the gel slice has completely
dissolved. Dunng incubation at 50 *C, mix by vortexing or inverting the tubes every 1
minute. Make sure the gel slice completely dissolved. For >2% gels, increase
Incubation time.

Important! For frogments <500 bp and >4 kb, add 1 volume of isopropanol to the
somple and mix (For example, if the ogarose gel shce is 100 mg, add 100 pl isopropancl)

4. Label the lid of a new minispin cofumn placed in a 2 ml collection tube. Carefully apply
the mix from previous step to the spin column and Centrifuge at 13000 rpm for 1
minute. For mixture volumes of more than 750 yl, load and centrifuge again using the
same column.

5. Place the spin column in a new 2 ml collection tube, and discard the collection tube
containing the filtrate. Add 700 ul of PE buffer to the minispin column and centrifuge at
13000 rpm for 1 minute

Remember! Before using for the first time, 0dd ethanol (96-100%) to PE Buffer as indicated on
the bottle.
6. Discard the flow-through and centrifuge again at 13000 rpm for 1 minute. This step is

essential for removing trace buffer PE

7. Transfer the column to a clean 1.5 mi microcentrifuge tube. Add 30 ul of Elution Buffer
(EB) or H;0 (pH=7.0-8.5) 1o the center of the column membrane and incubate at room
temperature for 1 minute. Centrifuge at 13000 rpm for 1 minute to elute and collect
DNA

*To increase the DNA yield you can warm the buffer EB/H20 to 65 °C

PRODUCT USE LIMITATION

This product is developed, designed and sold exclusively for research purposes and in vitro use only. The product was
not tested for use in diagnostics or for drug development, and is not suitable for administration to humans or animals.
Please refer to www.canvaxbiotech.com for the Material Safety Data Sheet of the product.

ilia Payne. Edif. Canvax. 14014 Cérdot
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Anexo3- Protocolo de purificacdo de produtos de digestdo enzimatica/PCR.

Data sheet

Clean-Easy PCR Purification Kit

Cat, No: AND063-S (20 reactions)
Cat. No: AND063 (50 reactions)
Cat. No: ANODG4 (100 reactions)

Description

Clean-Easy PCR Purification kit provides a rapid and
efficient method to purify DNA and remove
contaminants from reaction mixtures (e.g. PCR,
digestion or labeling reactions,). Clean-Easy minispin
columns contain an exclusive membrane that allows
DNA adsorption in presence of chaotropic salts and the

removal of contaminants,

Features

« Simple and Just a few minutes procedure.

« 70-90% DNA recovery.

« Suitable for DNA fragments as short as 75 bp,

« DNA purified Ready to use in all molecular biology

procedures.

Applications (¥}

« Removal of proteins and saits from PCR, restriction
digestion, dephosphorylation, ligation or labelling
reactions,

« Changing of a restriction enzyme buffer.

« Re-purification of genomic DNA

C/Astronoma Cedlia Payne, Edif. Canvax

Kit Components
ITEM ANOOB3 ANOOGA
Clean-Easy minispin 50 100
columns
Collection tubes (2mL) 50 100
PB Buffer 25mi 50ml
PE Buffer * 11.25mi 22.5ml
EB Buffer 9ml 9ml

* Add the volume ethanol (96%-100%) specified [Not
included] prior to initial use (see bottle label for
volume). After ethanol has been added, mark the
bottle to indicate that this step has been completed.

1 Store at RT.

Quality Certifications

Clean-Easy PCR Purification Kit is tested in the
purification of a 0.6 kb DNA fragment from PCR
mixture. The purified band is analysed in agarose gel

electrophoresis,

(Continued on reverse side)

14014 Cordoba, Spain.
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Assay procedure

1. Add 5 volumes of Buffer PB to one volume of PCR solution and mix
thoroughly by pipette

2. Label the lid of a new spin column placed in a 2 ml collection tube y
Carefully apply the mix from step 1 to the spin column and Centrifuge at
13000 rpm for 1 minute -

3. Place the spin column in a new 2 ml collection tube, and discard the
collection tube containing the filtrate.

4. Add 700 pl of buffer PE for Wash to the minispin column and centrifuge "
at 13000 rpm for 1 minute.
Remember! Before using it for the first time, odd ethanol (96-100%) to
the PE Buffer as indicated on the bottle.

5. Discard the flow-through and centrifuge at 13000 rpm for 1 minute. This
step is essential for removing traces of PE buffer.

6. Transfer the minispin column into a new, labeled 1.5 ml microcentrifuge -—
tube,

7. Carefully open the minispin column and pipet 30 pl Buffer EB or H0
(pH=7.0-8.5) directly onto the membrane. Close the cap and incubate
for 1 min at room temperature, then centrifuge at 13000 rpm for 1 min
to elute DNA. To increase the DNA yield you con warm the buffer
£8/H,0 to 65 °C before adding to the column.

PRODUCT USE LIMITATION

This product is developed, designed and sold exclusively for research purposes and in vitro use only. The product was not
tested for use in diagnostics or for drug development, and is not suitable for administration to humans or animals, Please
refer to www.canvaxbiotech.com for the Material Safety Data Sheet of the product

C/Astrénoma Cedlia Payne, Edif, Canvax. 14014 Cérdoba, Spain.
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Anexo 4— Protocolo T4 DNA ligase.

€ nzytech

Example: If using 50 ng of a vector plasmid with 3 kb, for 3 1:10
molar ratio of vector:insert then you will require the following
amount of a 500 bp insert:

20x05x%10=83ng
3
* 1.On ice, in a sterile, nudease-free microcentrifuge tube, prepare
T4 DNA ngase a reaction mixture, ining the i
for a 20 L reaction):
Catalogue number:  MB00703, 500 U Componan Volume

10x Reaction buffer {provided) 2

Vector DNA (20-50 ng) xul

Insert DNA (3-10 molar excess) yul
Description

T4 DNA Lgase (5 U/uL) 1l
T4 DNA Ligase is an ultrapure recombinant enzyme purified from
Escherichic coli and supplied with an optimized 10x Reaction Nuclease-free water upto20ut
Buffer. T4 DNA ligase the ion of a i
bond be J 5" horyl and 3"-hydroxyl terminiin 2. Mix and centrifuge briefly to bring the contents to the bottom
duplex DNA. It repairs single-strand nicks in duplex DNA and vall of the tube._
join both blunt and cohesi d restriction fragn of duplex

DNA or RNA. The enzyme requires ATP as cofactor.

Storage temperature

T4 DNA Ligase should be stored at -20 "Cin a constant temperature
freezer. The protein will remain stable till the expiry date if stored
s specified.

Unit definition
One unit catalyses the exchange of 1 nmol of radiolabelled
h from h into Nor material in

20 min at 37 “C under standard assay conditions,
Enzyme concentration: 5 U/ul

Inactivation
T4 DNA Egase is heat inactivated at 65 °C for 10min.

System P and Reacti itk

T4 DNA Ligase is with a i highly

NZYTech reaction buffer, which contains ATP that is critical for this
enzyme. Repeated freeze-thaw cycles will affect the stability of
ATP, s0 we recommend making 10-20 pl aliquots of the reaction
buffer and store at -20 "C. Vortex the reaction buffer solution
thoroughly after thawing and prior to use.

The enzyme performs well at temperatures ranging from 16 *C to
25 *C. The optimal temperature for a ligation reaction is a balance
between the enzyme's optimal and the

3. Incubate at 16-20 C for 16 hours.
4. Use the ligation reaction to transform NZY¥Tech competent cells.

Important notes

* |t is extremely important not to change the ratio between the
volume of T4 DNA Ligase and the reaction final volume to prevent
decrease in efficiency of cloning reactions.

® For blunt-end ligations, use higher quantities of both vector and
insert DNA.

* For sticky (i )-end ligations, we o heat both
vector and insert DNA prior to the ligation.

* |f the ligation mixture will be used for electroporation, a DNA

i P efore the ion. Use
a spin col ification method | pure, Cat. No. MBO11)
or chloroform extraction.

Quality control assays

Purity

Recombinant T4 DNA Ligase is >95% pure as judged by SOS
polyacrylamide gel electrophoresis followed by BlueSafe (NZYTech,
Cat. No. MB8152) staining.

Nuclease assays

0,2-0.3 ug of pNZY 28 plasmid DNA are incubated with 5 U of T4 DNA
Ligase In 1x Reaction buffer for 14-16 hours at 37 "C. Following

bation, the DNA is dona fe-stained agarose
gel. There must be no visible nicking or cutting of the DNA.
assay

required to ensure annealing of the DNA fragment ends, which can
vary with the length and base composition of the terminal
sequences,

Ligation Protocol

We recommend using 2 1:3-10 molar ratio of vector:insert. To

Linearized pNZY28 plasmid {leaving either blunt-end or cohesive
ends) is re-ligated with 5 U of T4 DNA Ligase. The DNA is then
transf into NZY¥Sa cells that are plated on
ampicillin plates. The re-ligation efficiency is determined by
counting transformed bacterial colonies.

calculate optimal amounts of insert DNA in ligation reaction, see Related products
below:
Product name Cat. No.
: ¥ x molor ratio of insert = ng of insert NZYSa MBO0A
kb size of vector  vector NZYStar MBOOS
Speedy Lgase MB130
NZYGelpure MBO11
V2101
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Anexo 5— Protocolo Speedy Xhol.

@ nzytech

Speedy Xhol

Catalogue number:

MB10701, 200 reactions
MB10702, 1000 reactions

5...C*TCGAG...3’
3'...GAGCT*C...5'

Description

MZ¥Tech’s Speedy restriction enzymes are
a new pgeneration of DNA modifying
enzymes developed for rapid DNA
digestion. All Speedy enzymes are 100%
active in the NZYSpeedyBuffers and are
able to digest DNA in 5-15 minutes.
MNZYSpeedyBuffers are universal and
enable any combination of NZY Speedy
restriction enzymes to work
simultaneously. It's ideal for double or
multiple digestions, eliminating the need
for sequential digestions.
MNZYSpeedyBuffer Orange also allows ready
gel load after digestion. Speedy Xhol
activity is impaired by CpG methylation (CG
methylase cleaves CTS™CGAG very slowly).
NZYTech's Speedy Xhol is a fast enzyme
that performs its reaction usually in 5-15
minutes at 37 °C.
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Concentration

One pL of enzyme can completely digest up
to 1 pg of DNA in 5-15 min.

Reagents supplied with the enzyme
10= NZYSpeedyBuffer Colourless

10= NZY5peedyBuffer Orange

Storage buffer

25 mM MNaHepes, pH 7.5, 500 mM NaCl,
150 mM Imidazol, 2.5 mM CaCly, 50% (v/v)

glycerol.

Recommended reaction conditions

Speedy Xhol 1pl
10= NZ¥YSpeedyBuffer 2L
Substrate DNA <1pg

Sterilized ultrapure water | up to 20 pL

Incubation temperature

37 °C for 5-15 minutes.

Heat inactivation

65 °C for 20 minutes.

Quality control

Purity

Speedy Xhol has been determined to be
>90% pure as judged by SDS-PAGE
followed by BlueSafe staining (MB15201).

DNases assay

10 U of Speedy Xhol were incubated with
0.2-0.3 pg of pNZY¥28 for 14-16 hours at 37
*C. Mo nicking activity was observed
following agarose gel electrophoresis.
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Functional assay

Speedy Xhol was tested for performance in
a digestion of 1 pg of a recombinant
pMNZY28 derivative using 1 pL of enzyme.
The resulting digestion was visualized in an
agarose gel.

Storage conditions

Speedy Xhol should be stored at -20 °C at
all times. Do not keep it on ice while
working at the bench.

Shipping conditions
Dry ice.
Product life

Please see the product labels.

V1201

Certificate of Analysis

Assay Result
Protein purity Pass
DMases assay Pass
Functional assay Pass
Approved by:
Patricia Ponte
Senior Manager, Quality Systems
For research use only.
Estrada do Paco do Lumiar, Lampus do Lumiar - Editicio &, B/C, 1b45-044 Lishoa, Portuga
Tel:+351.213643514 Fax: +351.217151168

www.nzytech.com
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Anexo 6— Protocolo Xhol.

34

@ nzytech

Xhol

Catalogue number:
MBOYADL, 2000 U
MBO7402, 10000 U

5..C)TCGAG...3"
3.GAGCT.C..5

Description

Khol is a Restriction Endonudease purified from an Escherichio coli
strain that carries the Xhal gene from Xonthomonos holoook.
Khol actvity is impaired by CpG methylation [CG methylase
cleawves CTS7CEAG  wery slowly). The optimum  reaction
temperatwre is at 37°C,

Concentration

10000 UfmL.

Reagents supplied with the enzyme

NIvTech provides Xhol with a spedfic buffer, NZ¥Buffer A (500
mitd Tris-HCl, pH 7.5, 1 M Nadl, 100 mbd BMgCI2, 10 mbA DTT).

Shipping & Storage conditions

Shipped on dry ice. After delivery, praduct should be stored at -
20°C in a nan-frost freezer. Minimize exposure of eneyme to
temperatures higher than -20 "C. Ta reduce freeze-thaw cycles,
we recommend making small aliquats of the enzyme. Xhol will
remain stable tll the expiry date if stored as spacified.

Unit definition

One unit it defined as the amount of this enzyme reguired to
digest completely 1 pg of plasmid DNA in 50 pl of the reaction
mikture at 37 *C for one hour.

General protocol

The recommended protocol incledes a 10-fold overdigestion,
which generally is sufficient to overcome variations than can occwr
in DMA type, guantity and purity, a3 well as on freguency of
recogrition sites. In general, we recommend wing 10 wnits of
srzymne to digest 1 pg substrate DNA (or 10-230 units for genomic
DN&) in 1 hour at appropriate temperature,

Typical reaction mixture

1. On ice, add the following reaction components into a sterile,
nuclease-fres microcentrifuge tube (fpte: Frneme showkd be the
hast camponent odded to recctian):

Substrate DA 2 1ug
10x NEFEufier &%) 2 uL {1x]
Xhod 1 L {10 units|
Steriized ulrapure water upbo 20 L

|*) for double digestions, use NZYBauffer U [nat prowided, Cat. No. MBLID)

L. Mix reaction companents gently by pipetting or by “flicking™ the
tube [do not vortex) and spin daown.

3. Incubate at 37 “C for one hour.
Mote: in some sfuations, digestion may be kmproved by increasing the
dmcubation fime.

Important notes

= Enzyme should not exceed 10% of toda reaction volume.

® it ks prefesshle fo keep enzpme ar 20 "Cwiile warking o the bench and
JUSE Fermove It moment off agdition 1o reaction. 0o nat kecp enzpme an
ice for a Jonger period of tme.

* Warigtion an fing! wolume has influence on fhe reoction. in some
situations, small reaction voalumes may be heneficial; howewer, coution
show'd be taken when reduning reaction valume becouse it may feod o
star acthaty by concentrating glycerol (should mot sxceed 5-8%), enzpme
or salts, o5 wel ooy contamineal present in the reoction. The
recommended fing! volurme &5 20 gL but regction volwmes from 10 o 50
il per g aff substrate DNA can be tested,

® Cove must be fokes during reacthion incwbahion: keep the temparshure
constant and ovoid sample evaponehion. This s speciol critical for long
incwbation perlods [mare than 1 howr) ond smal recchion wolames dess
than 15 uil

Stopping a reaction

Depending on downstream applications, reaction can be stapped
alternatively by:

* Heat inactivation |20 min at 65 "C)

# Addition of 20-30 mb EOTA pH E.0 {®]

# Gol Electropharess and Band Excision

# Spin Calurnn DNA Purification

# Phanol-Chloreform Extraction oo Ethanal Precpitation
|*) Hotg the cheiating property of EDTA may lohib¥ some downstresm
applications.

Activity in NZ¥Tech Buffers

MIVTech Bufers | A I B | & | i

Burtieity i NZ¥Tech

butfers (% cfmas) | 7 1= | = | e

|y wieak star activity is detected

Quality control assays

Purity

Mhal has besn determined to be >90% pure as judged by SD5-
PAGE followed by BlueSafe staining (Cat. No. MBELS201).

DiNases assay

10 U of Xhal were incubated with 0.2-003 g of pMZ¥28 for 14-16
haurs at 37 "C. No nicking actiity was observed following agaross
gel electraphoresis.

Functicnal assay

¥hal was tested for performance in a digestion of 1 pg of a
recombinant pMIv2E8 derivative using 10 U, 5 U and 2 U of
enzyme. The resulting product was visualized in an agarose gel.
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Anexo 7— Protocolo Ndel.

c’nzytech

genas § encyms

Ndel

Catalogue number: MB06201, 500 U
MB06902, 2500 U

5 _CA‘TATG. 3’
3_GTAT-AC.&

Description: Ndel is a Restriction
Endonuclease purified from an
Escherfchia colf strain that carries the
Ndel gene from Neisseria denitrificans.
Ndel activity is not affected by dam
methylation, dcm methylation or CpG
methylation. NZYTech provides Ndel
with a specific buffer, NZYBuffer A,
NZYTech's Ndel is an enzyme that acts
at 37 “C. For double digestions please
use NZYBuffer U (not provided,
MB110).

Concentration: 10000 U/mL.
Unit definition: One unit is defined as

the amount of this enzyme required to
digest completely 1 ug of plasmid

DNA in 50 pL of the reaction mixture at
37 °C for one hour.

Reagents supplied with the enzyme:
10x NZYBuffer A (500 mM Tris-HCI, pH
7.5. 1 M NacCl, 100 mM MgClz, 10 mM

D).

Storage buffer: 10 mM Tris-HCI pH
7.5, 50 mM KCl, 0.1 mM EDTA, 1 mM
DTT, 200 pg/mL BSA, 50% (v/v)
glycerol.

General reaction mixture:

Ndel 1pl
10x NZYBuffer A 20l
or 10x NZYBuffer U
Substrate DNA <1ug

Sterilized ultrapure water up to 20 uL

Incubation temperature: 37 °C for
one hour.

Heat inactivation: 65 “C for 20

minutes.

Activity in NZYTech Buffers:
NZ¥Tech buffers A B C u
Activity in
NZYTech buffers 100 100 80 100
% of max)
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Quality control:

Purity: Speedy Ndel has been determined
to be >90% pure as judged by SDS-PAGE
followed by Coomassie Blue staining.

DNases assay: 10 U of Speedy Ndel were
incubated with 0.2-0 3 pg of pNZY28 for
14-16 hours at 37 *C. No nicking activity
was obsarved following agarose gel
electrophoresis.

Functional assay: Speedy Ndel was tested
for performance in a digestion of 1 ug of a
recombinant pNZY28 derivative using 1 pL
of enzyme. The resulting digestion was
visualized in an agarose gel,

Storage conditions: Speedy Ndel
should be stored at -20 °C at all times.
Do not keep it on ice while working at
the bench.

Shipping conditions: Dry ice.

Product life: Please see the product
labels.

Certificate of Analysis

Assay Result
Protein purity Pass
DNases assay Pass
Functional assay Pass

(e Q6.

José Prates

Approved by:

Senior Manager, Quality Systems

Revised 03/16

e’nzytech

gwnes & encymm

Estrada do Paco do Lumiar,
Campus do Lumiar - Edificio E, R/C
1649-038 Lisboa, Portugal
Tel.:+351.213643514

Fax: +351.217151168
www.nzytech.com
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Anexo 8- Protocolo Speedy Ndel.

o nzytech

Renes & enzymas

Speedy Ndel

Catalogue number:
MB10101, 50 reactions
MB10102, 250 reactions

5..CA'TATG..3'
3. .GTAT'AC.S

Description: NZYTech's Speedy
restriction enzymes are a new
generation of DNA modifying enzymes
developed for rapid DNA digestion, All
Speedy enzymes are 100% active in
the NZYSpeedyBuffers and are able to
digest DNA in 5-15 minutes.
NZYSpeedyBuffers are universal and
enable any combination of NZY
Speedy restriction enzymes to work
simultaneously. It's ideal for double or
multiple digestions, eliminating the
need for sequential digestions,
NZYSpeedyBuffer Orange also allows
ready gel load after digestion. Speedy
Ndel activity is not affected by dam
methylation, dcm methylation or CpG
methylation, NZYTech's Speedy Ndel is
a fast enzyme that performs its

reaction usually in 5-15 minutes at 37
G

Concentration: One plL of enzyme can
completely digest up to 1 g of DNA
in 5-15 min.

Reagents supplied with the enzyme:
10x NZYSpeedyBuffer Colourless
10x NZYSpeedyBuffer Orange

Storage buffer: 10 mM Tris-HC| pH
7.5, 50 mM KCl, 0.1 mM EDTA, 1 mM
DTT, 200 pg/mL BSA, 50% (v/V)
glycerol.

Recommended reaction conditions:

Speedy Ndel 1ul
10x NZYSpeedyBuffer 2 ul
Substrate DNA <1ug

Sterilized ultrapure water up to 20 pL

Incubation temperature: 37 °C for 5-
15 minutes,

Heat inactivation: 65 °C for 20
minutes.
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Quality control:

Purity: Speedy Ndel has been determined
to be >90% pure as judged by SDS-PAGE
followed by Coomassie Blue staining.

DNases assay: 10 U of Speedy Ndel were
incubated with 0.2-0.3 pg of pNZY28 for
14-16 hours at 37 *C_ No nicking activity
was observed following agarose gel
electrophoresis,

Functional assay: Speedy Ndel was tested
for performance in a digestion of 1 pg of a
recombinant pNZY28 derivative using 1 pL
of enzyme. The resulting digestion was
visualized in an agarose gel,

Storage conditions: Speedy Ndel
should be stored at -20 °C at all times,
Do not keep it on ice while working at
the bench.

Shipping conditions: Dry ice.

Product life: Please see the product
labels.

Certificate of Analysis

Assay Result
Protein purity Pass
DNases assay Pass
Functional assay Pass

Qv GG

José Prates

Approved by:

Senior Manager, Quality Systems

Revised 03/16

& nzytech

genes & sy wnm

Estrada do Paco do Lumiar,
Campus do Lumiar - Edificio E, R/C
1649-038 Lishoa, Portugal
Tel.:+351.213643514

Fax: +351.217151168
www.nzytech.com
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