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Resumo

Os genes DCRA e DSCR1 estao localizados no cromossomo 21 mais
especificamente na Regido Critica da Sindrome de Down que, em triplicata é
responsavel por alguns fendtipos da Sindrome. Neste projeto, visando
encontrar proteinas que interagem com as proteinas DCRA e DSCR1, foi
empregado o método do Duplo- Hibrido que utiliza as propriedades da proteina
GAL 4 de levedura Saccharomyces Cerevisiae.

Com esta finalidade fez-se a sub-clonagem das ORFs DCRA e DSCR1
em plasmideos que contém um dominio de ligagdo ao DNA da proteina GAL 4.
Estas construgdes foram utilizadas para analisar possiveis interacoes proteicas
utilizando uma biblioteca de cérebro fetal construida em um plasmideo em fase
com o dominio de ativacao da transcricdo da proteina GAL 4.

Nas analises com a proteina DCRA nao foi possivel confirmar nenhuma
interacao, porém possibilitou o estabelecimento de varios falso positivos dentro
da técnica. Por outro lado, identificagcdo de novos ligantes a proteina DSCR1,
que sao as proteinas UXT e APLP1, revela um novo papel da DSCR1 dentro

da célula, provavelmente relacionado a regulagao génica.



Abstract

The genes DCRA and DSCR1 are located in the “Down Syndrome
Critical Region”, a specific portion of human chromosome 21 responsible for the
main traits of the disease. In the present work we have used the two-hybrid
system as an approach to find proteins that interact with DCRA and DSCR1.
This method is based on the properties of the yeast GAL4 protein, which
consists of separable domains responsible for DNA-binding and transcriptional
activation.

The open reading frames of DCRA and DSCR1 were cloned in frame
with the GAL4 DNA-binding domain. These constructions were used to analyse
protein interactions using a human foetal brain cDNA library, cloned in frame
with the GAL4 transcriptional activation domain.

No DCRA protein partners were found in any of the screenings
performed; nevertheless, the analysis allowed the detection of several false
positive clones.

In the analysis of DSCR1 we identified two proteins, UXT (ubiquitously
expressed transcript) and APLP1 (amyloid precursor-like protein 1). These
results may help elucidate a new function for DSCR1 in the nucleus, probably

related to gene expression.



1.0-Introducéo:
1.1- Sindrome de Down

1.1.1- Histoérico

A primeira descricdo desta anomalia genética foi publicada pelo médico
Jonh Langdon Down em 1866, no artigo intitulado “Observation on the Ethnic
Classification of Idiots” (DOWN, 1866). Esta era uma das anomalias dos
pacientes, classificados pelo autor, como Idiotas do tipo mongoliano (devido as
semelhancgas fisionbmicas aos habitantes da Mongdlia). Acreditava-se que os
diferentes tipos de condigdes destes pacientes, se originavam devido a
influéncias étnicas nao européias, um reflexo do preconceito da época.

A primeira caracteristica neuropatolégica foi descrita por (FRASER e
MITCHELL., 1876) até entdo ndo haviam relacionado estas caracteristicas com
a trissomia do cromossomo 21. Em 1932 Waardenbreg sugeriu que anomalia
era consequéncia de anormalidade cromossomal.

Em 1959 Lejune em Paris e Jacobs na Escoécia, simultaneamente
utilizaram-se de novas técnicas citogenéticas e descreveram a presencga de um
cromossomo extra ao complemento do cariotipo normal (trissomia do 21). Sé
entdo a anomalia foi chamada de Sindrome de Down em homenagem ao
médico Jonh Down.

Depois de 41 anos da descrigdo como trissomia do cromossomo 21 o
proximo passo historico para os pesquisadores dessa sindrome foi o
sequenciamento completo do cromossomo 21 realizado por (HATTORI et al.,

2000).



1.1.2- As principais caracteristicas da Sindrome de Down

A Sindrome de Down é resultante da trissomia do cromossomo 21. E
uma complexa condicdo com um conjunto de aproximadamente 30
caracteristicas, as quais manifestam-se em frequéncias diferentes entre os
individuos afetados.

Dessas caracteristicas, algumas sao marcantes como: cabelo liso e fino,
olhos com linha ascendente e dobras de pele nos cantos internos, orelha com
implantacdo baixa, nariz pequeno e “achatado”, pescogo curto e grosso,
flacidez muscular, maos pequenas com dedos curtos, prega palmar unica,

maos e pés pequenos com dedos curtos e espacados, pele seca e rosacea
(Figura 1).

Além das caracteristicas fisicas comuns os portadores da Sindrome de
Down, sofrem alteragdes fisioldgica de origem morfoldgica e metabdlica como,
defeitos congénitos do coragdo, anomalias gastrointestinais (EPSTEIN, 1986),
anormalidades neuromuscular, retardamento mental e modificacbes
neuropatoldgicas. As ultimas duas caracteristicas, sdo mais frequentes com
uma incidéncia de cerca de 100% dos individuos com SD, as alteracdes
neuropatolégicas ocorrem somente apos 35 anos de idade, com riscos a
desenvolver o mal de Alzheimer devido ao quadro neurodegenerativo

(WISNIEWSKI et al., 1985).



Figura 1: Principais fenotipos
apresentados na Sindrome de
Down . Os o¢rgaos em desenhos
esquematicos sdo o0s principais
afetados com a Sindrome como
estbmago, intestino e genitalia.
Figura extraida de Vogel e
Motulsky (1997).

Uma intricada relagéo entre o cromosomo 21 e cancer € marcante pelo
fato de pacientes com SD ter um risco aumentado de desenvolver leucemia
principalmente na infancia (KRIVIT, 1957; FONG e BRODEUR, 1987;
ROBINSON, 1992).

Devido ao fato de pacientes com SD poderem desenvolver todas essas

doencas relacionadas € fundamental relatarmos a incidéncia dessa Sindrome.

1.1.3- A incidéncia da Sindrome de Down

A Sindrome de Down é uma desordem cromossémica que tem

incidéncia de 1 caso a cada 700 nascimentos (HOOK, 1982; HASSOLD e



JACOBS, 1984). Considerando os dados nascem cerca de 8 mil criangas com
Sindrome de Down por ano no pais.

Todas as pessoas estao sujeitas a ter um filho com SD, independente da
‘raca” ou condigdo socio-econdmica pois sua ocorréncia € igual entre as
diferentes racas (CHRISTIANSON, 1996). Quando as etnias sdo analisadas
sem levar em consideracao as idades maternas, nota-se uma maior incidéncia
de casos de SD nos povos de “raga” branca. No entanto isto mostra apenas a
diferenca na média da idade materna destas racas.

O risco de se ter uma crianga com SD aumenta quando a idade materna
é elevada (PENROSE, 1933). Quando a mae ultrapassa a idade de 35 anos, a
incidéncia é de 1 caso a cada 370 nascimentos. Por outro lado, mdes com 20
anos de idade apresentam 1 caso a cada 1600 nascimentos (HOOK et al.,
1983). A tabela abaixo (Tabela 1) mostra numeros relacionados as idades

maternas (LEJUNE, TURPIN e GAUTIER, 1959).

TABELA 1- Incidéncia do numero de nascimentos de criangas com Sindrome
de Down em relagao a idade materna.

Idade Materna Casos de Sindrome de Down em
nascimentos

Até 35 anos 1 em 2000

De 35 a 45 anos 1 em 250

De 45 anos em diante 1em 50




1.1.4- Origens da Sindrome de Down

A Sindrome de Down frequentemente resulta da trissomia completa do
cromossomo 21, devido a nao disjuncdo durante a formagdo gamética. Em
aproximadamente 95% dos casos de trissomia, a ndo disjuncéo é de origem
materna (ANTONARAKIS, 1991), e ocorre ao acaso durante a meiose.
Raramente ela pode ocorrer depois da fertilizagdo completa (ndo disjungao
mitotica), resultando em duas linhagens celulares diferentes, sendo esta
condicao denominada como mosaicismo (MIKKELSEN, 1977).

Um pequeno numero de casos resulta de translocagbes completas ou
parciais que ocorrem entre cromossomo 14 e 21 ou entre o proprio
cromossomo 21 (MIKKELSEN, 1977). Contudo, 90% a 95% dos casos
resultam de trissomia completa do cromossomo 21; 2% a 4% dos casos
resultam de translocacdes e 2% a 4% sao resultados de mosaicismo

(MIKKELSEN, 1977 e HOOK, 1982).

1.2- O cromossomo 21

O cromossomo 21 (Figura 2) teve sua sequéncia de DNA totalmente
desvendada por (HATTORI et al., 2000). Seu sequenciamento foi fruto de um
trabalho liderado por pesquisadores do Japao e Alemanha, mas foi também a
conclusdao de um trabalho de varios pesquisadores que investigavam este
cromossomo ha mais de 15 anos.

A rapida identificacdo de todos os genes do cromossomo 21 pode
antecipar e acelerar as descobertas dos mecanismos das doencgas causadas

pela trissomia do 21.
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Figura 2 : Ideograma do cromossomo 21. Esquema representado com
padrdo de bandas citogenéticas

Cerca de aproximadamente 33,8 milhdes de pares de bases de DNA
compdem o cromossomo 21. Foram realizadas comparacdées, entre DNA total e
parcial com cDNAs e ESTs (“Expression sequence tags”) de todas as espécies,
utilizando softwares de predigao de exons. Estas analises revelaram 127 genes
conhecidos, 98 genes preditos (13 similares para proteinas conhecidas), 17
ORFs (“open reading frame”). Também, foram caracterizados dominios ja
conhecidos e 68 unidades de transcricdo que nao tém similaridade com
proteinas conhecidas, além de 59 pseudogenes (genes que sdo incapazes de
codificar para uma proteina funcional) num total de 228 genes (ANTONARAKIS
et al., 2001).

A anotagéo desses genes no cromossomo 21 foi organizada utilizando-
se varios critérios; na categoria 1 foram selecionados genes que continham
identidade ou alta homologia com genes conheciddos; na categoria 2 foram
separados 0s novos genes que continham similaridade com cDNAs e ORFs
(open reading frames) de outros organismos; na categoria 3 estdo as
sequéncias de aminoacidos preditas que contém similaridade para um dominio
ou regido de uma proteina; a categoria 4, para novos genes somente por
predicao de éxons utilizando softwares especializados ou por ESTs, mas sem

éxons reconhecidos.
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No cromossomo 21, seguindo-se a anotagdo estabelecida,
aproximadamente 35% dos genes sdo homodlogos para genes em Drosophila
melanogaster, 35% para genes em C. elegans e 18% para genes em
Saccharomyces cerevisiae (HATTORI et al., 2000).

Apesar de todos esses dados a descrigdo precisa ser completada,
dados como as variantes de “splicing” de todos genes, como a distribuicdo do
padrao de expressao dos genes em seus respectivos tecidos. Agora com
genes ja pré-estabelecidos apds o sequenciamento, o caminho esta aberto
para a procura de quais deles estdao realmente envolvidos com a Sindrome de

Down.

1.3 - Regido Critica da Sindrome de Down (DSCR)

Estudos recentes tém relatado pacientes com caracteristicas fenotipicas
de SD, porém com trissomia parcial do cromossomo 21. Analises moleculares
dessa pequena regiao ou regides em triplicata, sdo de fundamental importancia
a fim de se limitar o numero de genes no cromossomo 21 envolvidos na SD.

Primeiramente a verificagdo dessas trissomias parciais era feita por
mapeamento da regido cromossomal que se apresentava em triplicata. Varios
casos de SD nao eram detectados devido ao tamanho muito pequeno das
regides duplicadas.

O uso de marcadores moleculares em amostras de DNA de individuos
com caracteristicas fenotipicas da SD, que apresentavam trissomia parcial do
cromossomo 21 (RAHMANI et al.,, 1989; McCORNICK et al., 1989;
KORENBERG et al.,, 1990; DELABAR et al., 1993; KORENBERG., 1993),

permitiu a identificagdo de uma area de aproximadamente 4 Mb entre os

11



marcadores D21S17 e ETS2. Esta regidao foi associada com as principais
caracteristicas da SD como retardo mental e algumas da caracteristicas faciais
recebendo o nome de “Regiao Critica da Sindrome Down” ou DSCR (Figura 3)
(FUENTES et al., 1995, 1997; EPSTEIN et al., 1991 e KORENBERG et al.,
1988). Em alguns pacientes ela ¢é aparentemente determinante de
retardamento mental, doengca congénita do coragdo e estenose duodenal

(KORENBERG et al., 1992).

"DSCR"
AR
£ 0 3
w S 5%

Figura 3: Representacdo esquematica (ideograma) do cromossomo 21. Em
destaque a delimitacdo da Regido Critica da Sindrome de Down entre os
marcadores D21S17 e ETS2, na regido distal do brago longo.

Outra regidao tem sido identificada: uma sub-regido que inclui D21S55 e
MX1, identificada na banda 21qg22.3, tem sido associada a caracteristicas
dermatolégicas da SD e foi nomeada como Regido Critica da Sindrome de
Down 2 (DELABAR, 1993).

Na Regiao Critica da Sindrome de Down ja foram isolados varios genes,
o papel desses no fendtipo da SD ainda € desconhecido. Podemos citar alguns
deles como o SIM2, um homélogo do Drosophila single-minded gene, que é um
dos reguladores do sistema nervoso de Drosophila. Trés coépias do SIM2
podem contribuir para alguns fenétipos da SD (CHEN et al., 1995; FAN et al.,

1996; YAMAKI et al, 1996; CHRAST et al., 1997). O gene para a

12



holocarloxilase synthase (HCS), uma enzima que catalisa a incorporagao da
biotina em varias carboxilases, esta envolvido com catabolismo de aminoacido
(SUZUKI et al., 1994). O gene ERG que é relatado para uma familia de
oncogenes (RAO et al., 1988). Também o GIRK2 envolvido em vias de
sinalizacao (PATIL et al., 1995). Outros como o DCRR1(EKI et al., 1997) e o
TPRD (TSUKAHARA, F. et al, 1998) também sé&o localizados na DSCR.

Em nosso laboratério alguns genes da Regido Critica da Sindrome de
Down estdo sendo estudados, entre eles o DCRB, também denominado dscr-4
(NAKAMURA, A. , HATTORI, M. , SAKAKI, Y. 1997 a), os genes dscr-5 e dscr-
6 (SHIBUYA et. al., 2000).

No presente trabalho, os genes alvos sdo o DCRA também denominado
de dscr-3 (NAKAMURA, A. , HATTORI, M. , SAKAKI, Y. 1997 b) e o gene
DSCR1 (FUENTES et al., 1995) sendo este o gene mais estudado entre os

relacionados dentro da DSCR.

1.4 - 0O gene DCRA

O gene no qual temos interesse, o DCRA ( Down Syndrome Ciritical
Region Gene A —GENBANK NM_006052) (FIGURA 4), foi clonado da regiao
21922.2. Este gene possui o tamanho 3.252 pb, consiste de 8 exons e é
expresso na maioria dos tecidos, incluindo cérebro fetal e adulto, coracéo,
pulméo, figado, rins, placenta e musculo esquelético (NAKAMURA, A. ,
HATTORI, M., SAKAKI, Y. 1997 b).

Analises via Northen blot revelaram que, além do transcrito de 3.3 Kb, o
musculo esquelético adulto revelou um transcrito de 4 Kb. Fato semelhante

ocorreu com o dcra de camundongo (esse gene possui 92% de identidade com
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o DCRA humano) no qual um transcrito de 2,2 Kb foi detectado em tecidos
embrionarios e adultos (quando foi utilizada uma sonda humana) e um
transcrito menor de 1,4 Kb foi detectado em todos os demais tecidos testados.
Estes diferentes transcritos poderiam ser resultantes de um processamento
alternativo ou diferentes inicios de transcrigao.

O DCRA exibe similaridade com o gene Hbeta58 de camundongo
(NAKAMURA, A., HATTORI, M., SAKAKI., Y., 1997b). O Hbeta58 esta
relacionado com o desenvolvimento embrionario de camundongo e esse fato
reforca a hipotese de que o DCRA poderia estar relacionado com o

desenvolvimento de caracteristicas da SD.

19D
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Figura 4: Ideograma do cromossomo 21. Em destaque com a posi¢ao
génomica aproximada do gene DCRA.

1.4.1- A proteina DCRA

A ORF DCRA codifica 297 residuos de aminoacidos contendo um peso
molecular de 33KDa (acesso NP_006043.1). A proteina DCRA possui

identidade com a DCRA de camundongo. Sua fase aberta de leitura também
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apresenta similaridade com a Hbeta58 envolvida na embriogénese deste
animal (NAKAMURA, A., HATTORI, M., SAKAKI., Y., 1997b). A PEPS, que ¢é
homologa da Hbeta58 em levedura Saccharomyces cerevisiae, e de um EST
de Arabdopsis thaliana, esta similaridade sugere que a DCRA tem alguma
importante fungao conservada durante o curso da evolugao (analises in silico).
Além de estabelecida a sequéncia predita da proteina, é importante a
predicao da funcdo. A proteina DCRA foi submetida a analise in silico para
visualizagdo de dominios pré-determinados utilizando o Portal Curagen
(http://portal.curagen.com/cgi-bin/curatools/startCuraTools.pl). Nesta analise
foram estabelecidos motivos conhecidos, como sitio de glicosilagao, sitio de
fosforilagao para proteina Kinase C e um motivo ligante de ATP/GTP. Também
foi utilizado o programa pSORT Il na busca da predigao da localizagédo celular
da proteina, obtendo os resultados de localizacdo no citoplasma com
probabilidade de 52.2%, 17.4% para localizagdo mitocondrial, 13% nuclear,

8.7% peroxisomal, 4.3% vacuolar e 4.3% reticulo endoplasmatico.

1.5- O gene DSCR1

O gene DSCR1 (Figura 5) encontra-se na Regiao Critica da Sindrome de
Down, na posigao 21g22.1- q22.2 (FUENTES et al., 1995). Possui um tamanho
de aproximadamente 45Kb ao longo do DNA gendémico e contém 7 éxons e 6
introns (Figura 6). Analises de cDNAs de diferentes tecidos, utilizando a técnica
de RACE-PCR, revelaram que os quatros primeiros éxons sao alternativos
originando 3 proteinas diferentes (1-5, 3-5, 4-5), correspondentes as isoformas

1, 3 e 4 respectivamente. Os exons 5, 6 e 7 sdo compartilhados em todas as

15


http://portal.curagen.com/cgi-bin/curatools/startCuraTools.pl

isoformas (Figura 6). O exon 2 nao codifica para nenhuma forma alternativa

devido a auséncia do cddon iniciador metionina (FUENTES et al., 1997).

er19 D

2lpl2 =

2lpll.2

2ifllsl
2191141 —
21qi1i1.2

2iq21

DSCR1

Zlqz2

Figura 5: Representagédo esquematica do cromossomo 21 (ideograma) com a
aproximada localizagao do gene DSCR1.
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> [T roma-5
>_ Forma 3-5
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Figura 6: Representagcdo esquematica do comprimento do gene
DSCR1 com os respectivos exons e introns, e as formas produto de
splicing alternativo.
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Analises por Northen Blot utilizando como sonda os éxons 1 e 4
revelaram a presenga de um transcrito de aproximadamente 2,2 Kb em varios
tecidos humanos, principalmente em cérebro fetal, coracdo, musculo estriado e
placenta (FUENTES et al., 1997). Posteriormente o RNA total de cérebros de
pacientes com Sindrome de Down, e sem a Sindrome foram hibridizados via
Northen Blot com uma sonda de cDNA do DSCR1. Nestes estudos foi
verificada a alta expressdo do gene DSCR1 em pacientes com a Sindrome
(FUENTES et al., 2000), constatando o possivel envolvimento deste gene com
alguns fendtipos da anomalia, pricipalmente doengas congénitas do coragao e

retardamento mental.

1.5.1- A proteina DSCRL1 e suas formas variantes

A forma 1-5 (171 aminoacidos) ou isoforma 1 apresenta na porcao N-
terminal uma regiao (EEVDLED) rica em acido glutamico e aspartico, que pode
ser mais uma regidao de ativagdo da transcricdo. Ja a forma 4-5 (197
aminoacidos) ou isoforma 4 apresenta uma sequéncia alvo para mitocondria
(FRNFNY) na extremidade N- terminal (CRAWFORD et al., 1997).

Na regiao C- terminal comum entre as duas isoformas, existem alguns
dominios importantes ja encontrados em outras proteinas (Figura 7). Dentre
estes estdo os dominios ligantes de SH2 (PEYTPI) (SOGYANG et al., 1993) e
de SH3 (HLAPPNPDK) (FENG et al., 1994; YU et al., 1994) sendo o primeiro
encontrado em proteinas que sao ativadas via fosforilacdo por tirosina quinase,
relacionadas com processos de sinalizagdo celular (KOCH et al., 1991), e o

segundo um dominio encontrado em proteinas citoesqueléticas e também
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relacionado a sinalizagao via tirosina quinase (KOCH et al., 1991). Outra regiao
comum, rica em aminoacidos basicos (RRPKPK), funcionaria como sinal de
localizacado nuclear (NLS).

Existe outro dominio rico em prolina e serina (SPPASPP) que parece ser
de fundamental importancia na funcdo da DSCR1. Esse dominio é também
presente no fator de transcrigdo E2F-1 (SPPPSSPPSS) no qual os residuos de
serinas sao fosforilaveis, facilitando a interacdo com outras proteinas e
direcionando a transcrigao de genes controlados por E2F (HELIN et al., 1993a;
HELIN et al., 1993b; HARDY e SHENK, 1989; FAGAN et al., 1994). O fator de
transcricdo NFAT (“nuclear factor of activated T-cells”) também apresenta
dominios similares (LIU et al., 1999; STRIPPOLI et al., 2000a). A presenca
desse sitio indica uma provavel regulagao por quinases e fosfatases (PELECH
e SANGHERA, 1992a; PELECH e SANGHERA, 1992b; FUENTES et al.,

1995).

MHFRNEFNYSFSSLIACVANSDIFSESETRAKFESLFRTYDKDITF
QYFKSFKRVRINFSNPFSAADARLQLHKTEFLGKEMKLYFAQ

TLHIGSS QFLI VGWKQVEDATPVINYD
LLYAISKLGPGEKYELHAATDTTPSVVVHVCESDQEKEEEEE
MERMRRPKPKIIQTRR HLS

Repeticoes SPs
RRPKPK- Suposto sinal de localizagao nuclear- NLS
Suposto dominio ligante SH2

Suposto dominio ligante SH3

Figura 7: Sequéncia de aminoacidos da forma 4-5. Representados em colorido no
esquema os dominios presentes na regido comum entre as isoformas.
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A DSCR-1, também chamada MCIP1 (myocite- enriched calcineurin-
interacting protein 1), faz parte de uma familia de proteinas ligantes a
calcineurina as quais interagem fisicamente e funcionalmente com calcineurina
A, a subunidade catalitica da fosfatase dependente de Ca(2+)/ calmudolina. A
regido ligante da DSCR-1 na calcineurina A é localizada em um linker entre o
dominio catalitico de calcineurina A e o dominio de ligagdo de calcineurina B,
fora de dominios previamente estabelecidos em calcineurina A (FUENTES et
al., 2000).

Faz parte dessa familia proteinas que sdo conservadas
evolucionalmente a proteina de levedura Rcn1p, esta proteina impede a
defosforilagdo do fator de transcricao citoplasmatico Tcn1p (também chamado
Crz1p e Hal8p) o qual se acumula no nucleo e induz a expressao de ATPases
de calcio Pmc1p e Pmri1p (KINGSBURY e CUNNINGGHAM et al., 2000). A
CBP1 do fungo patogénico Criptococcus neoformans (GORLACH et al., 2000)
também é um ligante de calcineurina. Outras proteinas da familia sdo as
humanas ZAKI4 (Thyreoid Hormone- Responsive Gene ZAKI-4) também
chamada MCIP2, isolada de células de fibroblastos humanos (MYAZAKI et al.,
1996) e a DSCR1L2 (Down Syndrome Region Gene 1- Like 2) (STRIPPOLI et
al., 2000b).

Todas as proteinas da familia incluindo a DSCR1, de fungos até as
humanas, possuem um dominio em comum que sao dois residuos de serinas
conservados na sequéncia SPPxSPP. Essa regido € importante porque sugere

similaridade para ligagao com calcineurina. Essa familia de proteinas ligantes a
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calcineurina sdo chamadas de calcipressinas, sendo a DSCR1 designada
como calcipressina 1 (FUENTES et al., 2000).

A proteina DSCR-1 tem um importante papel e é alvo de estudo devido a
sua interacdo com calcineurina. Essa serina treonina fosfatase tem maior
expressao intracelular quando os niveis de calcio estdo elevados, e sua
atividade fosfatase € ativada para a defosforilacdo das proteinas
citoplasmaticas da familia NFAT que translocam para o nucleo e ativam a
transcricdo de varios genes alvos (BEALS et al., 1997 e TIMMERMAN et al.,
1997), participando de varios processos celulares.

Essa expresséao € suprimida pelas drogas FK506 e ciclosporina A sendo
inibidores exdégenos de calcineurina. Sendo assim, a DSCR-1 tem um
importante papel na sinalizagdo de calcineurina devido ao fato de ser um
inibidor endégeno da enzima impedindo a translocagao de NFAT para o nucleo
(FUENTES et al., 2000).

Estudos recentes descreveram que a DSCR-1 é substrato para atividade
fosfatase de calcineurina. Outros dois discretos dominios dessa proteina sao
capazes de inibir calcineurina in vivo na auséncia das repeticdes SP, e sao
suficientes para bloquear NF-AT in vitro (VEGA et al., 2002).Também ¢é
relevante que a fosforilagdo da DSCR1 pode controlar a estabilidade da
proteina e influenciar na ligagdo de outras proteinas que nao calcineurina
dentro da célula (VEGA et al., 2002). Esses achados foram determinantes no
encorajamento de se procurar outras proteinas diferentes da calcineurina que
pudessem também interagir com a proteina DSCR1.

Com relacdo a DCRA, apesar da possivel localizagao citoplasmatica

predita, a fungdo ou localizagao celular da proteina ndo é capaz de provar o
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verdadeiro papel desta na célula. E diante das novas descobertas da proteina
DSCR1 que possivelmente desempenha outro papel dentro da célula
provavelmente no nucleo, é necessario saber a qual processo biologico essas
proteinas podem estar envolvidas. Isto implica na necessidade da realizagéo
de analises tanto estruturais como funcionais.

Apesar de analises estruturais serem importantes no sentido de se
entender as fungdes das proteinas, interacdes especificas entre proteinas sao
o centro para entendimentos de grandes processos bioldgicos como fungdes
celulares importantes e semelhantes como replicacdo do DNA, transcricao
génica, sintese de proteinas e processos mais especializados como sinalizagao
celular, respostas imunes e enderegcamento de proteinas. Identificacido dessas
interacbes e caracterizagdo de suas significancias fisioldgicas constituem um
dos muitos objetivos dos diferentes campos de pesquisas na area bioldgica.
Como o gene DCRA tem funcgéo desconhecida, e diante das evidéncias de que
o gene DSCR1 pode estar associado a outros processos celulares, e que
ambos podem estar participando de varios fenotipos da SD € importante saber
a qual proteina a DCRA interage e qual outra proteina a DSCR1 pode se ligar.
Para esta finalidade, existem uma série de técnicas se encontram a disposicao,
possibilitando o estudo direto (e “in vivo”) das fung¢des, bem como das
possiveis interagbes da proteina de interesse uma delas € o método do Duplo-

Hibrido que foi utilizado neste projeto

1.6- O método do Duplo-Hibrido

O método de Duplo-Hibrido € uma técnica ja estabelecida a mais de dez

anos atras por Stanley Fields e colaboradores (FIELDS, S & SONG, O, 1989;
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CHIEN et al., 1991; GUARENTE, 1993; BARTEL et al.,, 1993). Tem sua
importancia por verificar interagdes proteina-proteina, sendo usada atualmente
com algumas variagcdes em larga escala para caracterizar redes de interagdes
entre produtos de ORFs encontradas em genomas, como o estudo feito com
Saccharomyces cerevisiae (UETZ et al., 2000).

Este método permite estudos in vivo de interagdes de proteinas sendo
usado com sucesso tanto para interacbes nucleares, citoplasmaticas,
mitocondriais € membranas associadas a proteinas. O Duplo-Hibrido € um
sistema genético que utiliza as propriedades da proteina GAL4 da levedura
Saccharomyces cerevisiae. Esta proteina é um ativador transcricional
necessario para a expressao de genes que codificam enzimas que utilizam a
galactose (JOHNSTON, M., 1987). Estes ativadores possuem dois dominios
separaveis e funcionais: um dominio na parte N-terminal de ligagdo ao DNA
(DNA “binding domain”-DNA-BD) que em levedura se liga a sequéncias
promotoras especificas do DNA (UASg, “Upstream Activating Sequence of
Gal4”); e um dominio C-terminal de ativagcao da transcricao (“activation domain”
DNA-AD) que contem regides acidas que ativam a transcricdo do gene
“‘downstream” da UAS através do direcionamento do complexo da RNA-
polimerase-Il (KEEGAN, GILL e PTASHNE, 1986; MA e PTASHNE, 1987).

Ambos os dominios DNA-BD e AD sao requeridos para ativar a
transcricdo, no caso da proteina GAL4 nativa de levedura os dois dominios sao
partes da mesma proteina. No caso dos dominios estarem separados o
dominio C-terminal contém as regides ativadoras mas nao pode ativar a

transcricdo porque nao se liga a UASg (BRENT e PTASHNE, 1985). Por outro
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lado, o dominio N-terminal (DNA-BD) se liga ao DNA especificamente mas nao
ativa a transcrigao.

Este sistema contém duas proteinas hibridas que sao clonadas em
dominios de GAL4 (DNA-BD e AD), tendo dois vetores de clonagem diferentes
usados para gerar fusdes entre esses dominios e proteinas que provavelmente
interajam uma com a outra. Uma dessas proteinas, sendo denominada de
proteina "X" estd fundida ao dominio ligante de DNA (DNA-BD) da GAL4 e
outra sendo denominada como uma proteina "Y" é fundida ao dominio ativador
transcricional (DNA-AD) de GAL4. Se uma cepa hospedeira € cotransformada
com os clones de fusdao (DNA-BD-X e Y-AD) e as proteinas X e Y podem
formar um complexo proteina-proteina, reconstituindo a proximidade dos
dominios de GAL4 e entdo ocorre a transcrigdo dos genes reporter regulados
por UASg e assim, pode-se identificar a colénia através do seu crescimento. A
técnica do Duplo- Hibrido pode ser visualizada, esquematicamente na Figura 8.

A obtencéao de proteinas que interajam com a DCRA, e novos ligantes a
proteina DSCRH1, foi realizada utilizando uma biblioteca (no caso, cérebro fetal
humano) fundida em fase com o dominio ativador de GAL4. A proteina deste
tecido que interagir com a proteina do gene DCRA ou DSCR1 pode ser
identificada e propagada e relacionar a importancia dessas proteinas para a

célula.
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Figura 8: Esquema representativo do sistema Duplo-Hibrido.
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2.0- Objetivos:

Considerando a alta incidéncia da Sindrome de Down na populagao
humana mundial, o estudo de genes relacionados a sindrome torna-se muito
importante. Assim, os objetivos deste trabalho foram:

— Verificar uma possivel interagdo da proteina DCRA com outras proteinas,
assim como a busca de uma nova interagao para a proteina DSCR1. Para isto
€ necessario: a sub-clonagem das ORFs DCRA e DSCR1, em fase com a
sequéncia codificante para o dominio de ligacdo ao DNA da proteina GAL4 nos
plasmideos de fusdo (CLONTECH, MATCHMAKER) e varredura da biblioteca
de cDNA de cérebro fetal humano construida em fusdo com o dominio ativador
da transcricdo de GAL4.

— Propagacao e caracterizacédo do clone contendo a proteina com interagéao.
— Realizagdo de um acasalamento de leveduras (“yeast mating”) para a
verificacao de interacado das proteinas hibridas.

— Realizacdo de Coimunoprecipitacdo para confirmacdo das interagdes in

vitro.
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3.0- Material e Método:

Para este projeto foi utilizado o Kit MATCHMAKER Two-Hybrid System |l
e o Kit MATCHMAKER Two- Hybrid System 1ll (CLONTECH). Ambos os Kits
sao sistemas de Duplo-hibrido baseado na proteina Gal 4, um ativador
transcricional no qual possibilita a detecgao de interacdo proteina-proteina in
vivo em levedura.

Estes sistemas podem ser usados tanto para a analise utilizando uma
biblioteca, de interacdo de novas proteinas com uma proteina ja conhecida
sendo esta uma proteina isca, ou para testar a interagdo de duas proteinas
previamente conhecidas. Um gene conhecido utilizado como isca € expresso
em fusdo com o dominio de ligacdo ao DNA (DNA “binding domain”) de GAL 4
ou (DNA-BD), e o outro cDNA podendo ser uma biblioteca que é expressa em
fusdo com o dominio de ativagcédo da transcricdo (DNA “activation domain”) de
GAL4 (DNA-AD). Quando a proteina isca (DNA-BD) e alguma proteina da
biblioteca (DNA-AD) interage torna-se préximo o DNA-BD e o AD ativando a
transcricdo de genes reporteres.

Para a busca dos novos ligantes das proteinas DCRA e DSCR1 foi
utiizado uma biblioteca de cDNA de cérebro fetal humano (CLONTECH

MATCHMAKER Libraries).

3.1- As cepas de levedura utilizadas e suas caracteristicas

As cepas utilizadas no trabalho s&do todas de levedura Saccharomyces
cerevisiae e possuem modificagdes que possibilitam o funcionamento do teste.
As regides promotoras e cis-regulatérias tem um papel crucial nos sistemas

baseados na ativagao transcricional como o Duplo- Hibrido.
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CG1945

A cepa CG1945 (gendtipo MATa, ura3- 52, his3- 200, ade2- 101, lys2-
801, trp1- 901, leu2- 3, 112, gal4-542, gal80-538, cyhr2, LYS2 : : GAL1UAS -
GAL1TATA -HIS3, URAS : : GAL4 17-mers(x3) -CYC1TATA —lacZ) utilizada no
Kit Two- Hybrid System Il, possui o gene reporter HIS3 com controle da regido
UASce do gene GAL1 intacta obtendo altos niveis de expressao e também o
gene reporter lacZ, sé que este sob controle do fraco promotor MEL1 (UAS)
nao contando com uma alta expressdo para testes com substratos
cromogénicos, € usada para transformagao da proteina isca com a biblioteca
de cDNA a fim de se procurar proteinas que interajam. (FEILOTTER et al.,

1994).

Y187

A cepa Y187 (gendtipo MATa, ura3- 52, his3- 200, ade2- 101, trp1- 901,
leu2- 3, 112, gal4A, met -, gal80A, URA3 : : GAL1 yas -GAL1 tata —lac2)
componente tanto do Kit Two- Hybrid System Il e Two- Hybrid System Il é
utilizada para testes entre proteinas conhecidas usando somente o gene
reporter lacZ sob o controle do GAL1 (UAS) o qual é ativado pela GAL 4 nativa
e exibe altos niveis de expressdo da f-galactosidase, esta cepa é MATa
podendo também ser utilizada em acasalamentos (“mating”) para verificagao

das interagdes (HARPER et al., 1993).

AH109

A cepa AH109 (gendtipo MATa, trp1-901, leu2-3, 112, ura3-52, his3-200,

gaI4A, gal80A,_ LY82 1+ GALA1 UAS -GAL1 TATA -H|S3, GAL2 UAS -GAL2 TATA -
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ADE2, URA3 : : MEL1 yas -MEL1 tata —lacZ) virtualmente elimina falso
positivos contendo trés genes repoérteres ADE2, HIS3 e MELL1 (ou lacZ) sob o
controle da distinta Gal 4, de sequéncias “upstream activation sequences”
(UASs) e TATA boxes. Esses promotores sado fortemente especificos nas
respostas para Gal 4, como resultado, as duas maiores classes de falso
positivos sao eliminadas: os que interagem diretamente com as sequéncias
flanqueadoras do sitio ligante da Gal 4 e os que interagem com fatores de
transcrigcdo ligantes em especificos TATA boxes.

O gene reporter ADE2 sozinho beneficia uma alta selecéo nutricional. A
selecao usando HIS3 reduz a incidéncia de falso positivos e permite o controle
de extringéncia de selegcéo (JAMES et al., 1996), além disso, tem-se a opg¢ao

do uso de outros dois genes reporters MEL1 ou lacZ, os quais codificam a-

galactosidase e B-galactosidase, respectivamente.

3.2- Plasmideos utilizados

Os plasmideos utilizados nos dois Kits possuem os especificos dominios
da GAL4 o dominio de ligagdo ao DNA ( “DNA binding domain” ) e o dominio
ativador da GAL 4 (“activation domain”) cada dominio separados em diferentes
plasmideos. E contido um promotor constitutivo ADH1 (Pagn1) para a expressao
da proteina hibrida em levedura, um sitio de multipla clonagem e um
terminador da transcricao.

Também possuem um gene para selecdo em levedura LEU2 ou TRP1,
para a selecdo em bactéria sdo marcados com o gene resisténcia ao antibiético
ampicilina (amp") nos plasmideos do Kit MATHMAKER System Il, nos plasmideos do

Kit MATHMAKER System IIl alguns dos plasmideos sao selecionados com
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antibidtico Kanamicina porque possuem o gene (Kan '), sendo uma das
vantagens do Kit Two- Hybrid System Il sobre o Kit Two-Hybrid System II.

Abaixo plasmideos utilizados no projeto:

3.2.1- Plasmideos utilizados para a clonagem das proteinas de interesse
(isca)

O plasmideo pGBT9 € um vetor de clonagem usado no kit Two-Hybrid
System |l para gerar fusdes com o dominio de ligagdo ao DNA da proteina GAL
4 com a proteina isca de interesse (Figura 9). O pGBT9 contém o gene TRP1

para selecdo auxotréfica em cepas de levedura (BARTEL et al., 1993b).

Hind NIl 1oy
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Figura 9: Mapa e sitio de clonagem do plasmideo pGBT9.

O plasmideo pGBKT7 componente do Kit Two-Hybrid System |lI
utilizado (Figura 10) contém um sitio de multipla clonagem com unicos sitios de

restricdo em fase com o final 3' do dominio de ligagdo ao DNA da proteina Gal4
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para a construcao de proteinas de fusdo da proteina isca. O pGBKT7 também
contém um T7 promoter este € usado para a expressdo da proteina isca in
vitro, um epitopo c-Myc que é expresso juntamente com a proteina de fusao
(isca) na qual as proteinas podem ser identificadas sendo comum para este
epitopo, possui resisténcia para Kanamicina para E.coli e o gene TRP1 é o
marcador nutricional para selecao em levedura.
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Figura 10: Mapa e sitio de multipla clonagem do plasmideo pGBKT7.

3.2.2- Plasmideos utilizados para a clonagem da biblioteca de cDNA ou
possiveis proteinas ligantes com aisca
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O plasmideo pACT2 foi utilizado na construgdo da biblioteca de cDNA
de cérebro fetal humano utilizada no projeto e adquirida na CLONTECH. Este
plasmideo possui uma regido codante para o dominio ativador da transcricao
da proteina GAL 4 (DNA- AD) e um epitopo HA (hemaglutinina) (DURFEE et
al., 1993). Este vetor é utilizado para a clonagem da possivel ligante a proteina

de interesse ou para uma biblioteca de cDNA (Figura 11).
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Figura 11: Mapa do plasmideo e sitio de clonagem do plasmideo pACT2.

O plasmideo pGADT7 (Figura 12) componente do Kit MATCHMAKER

Two-Hybrid System Il é o vetor que contém uma regido codante para o
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dominio ativador da transcricdo da proteina GAL 4 (DNA-AD), utilizado para
construcao da biblioteca de cDNA ou para clonagem da proteina com possivel
interacdo com a proteina de interesse. O pGADT7 contém um epitopo de
hemaglutinina com isso a proteina de fusao pode ser identificada sendo comum
para esse epitopo. O promotor T7 é usado em testes in vitro para confirmacgao
das possiveis interagdes. Para sua selecdo em bactéria o plasmideo possui
resisténcia a ampicilina e em levedura contém o gene LEU2 para selegéo

nutricional, tem alta copia tanto em levedura como em bactéria.
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Figura 12: Mapa e sitio de clonagem do plasmideo pGADT7.

Ambos plasmideos pGADT7 e pGBKT7 sao selecionados com

antibidticos distintos em bactéria, sendo facil propagagdo dos clones

32



encontrados com possivel interagdo essa € uma das caracteristicas marcantes

do Kit MATCHMAKER Two-Hybrid System llI.

3.2.3- Plasmideos controles componentes do sistema

Plasmideos utilizados como controles positivos

O plasmideo pCL1 possui uma regidao codante para a proteina GAL 4
selvagem (Figura 13) e o gene LEUZ2 para a selegdo em levedura (FIELDS e
SONG, 1989). Faz parte do kit Two — Hybrid System Il e Two- Hybrid System

Hind Il Hind 1Ml

Hind Nl

' o
Amp

pMET

ari pEL1
153 kb

=7 o

Figura 13: Mapa do plasmideo pCL1.

Os plasmideos pVA3 e pTD1 que fazem parte do kit Two- Hybrid System
II. O pVA3 (LI e FIELDS, 1993;CHIEN et al.,1991), possui uma regido codante
do dominio de ligagdo ao DNA de GAL 4 em fusdo com a proteina p53 de
camundongo (Figura 14). E o plasmideo pTD1 (IWABUCHI et al., 1993), possui
uma regido codante em fusdo com o dominio de ativagdo de transcricdo e o

antigeno T (SV40) de camundongo (Figura 14). Ambos plasmideos pVA3 e
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pTD1 posuem o gene TRP1l e LEUZ2 respectivamente para selecao em

levedura.
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Figura 14 : Mapas dos plasmideos pVA3 e pTD1.

Também utilizados como controles positivos, mas do kit MATCHMAKER
Two- Hybrid System Ill sdo os plasmideos pGBKT7-53 (Figura 15) e pGADT7-T
(Figura 15) originarios dos plasmideos pGBKT7 e pGADT7 ja descritos

anteriormente. Possuem as mesmas proteinas clonadas em fase com os
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dominios da GAL 4 que os plasmideos pVA3 e pTD1 respectivamente. Ambos
os plasmideos tem a mesma finalidade porque a proteina p53 e o antigeno T
SV40 interagem no sistema de Duplo- Hibrido (LI e FIELDS, 1993; IWABUCHI

et al., 1993)
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Figura 15: Mapas dos plasmideos pGBKT7-53 e pGADT7-T.

35



3.2.4- Plasmideos utilizados como controles negativos

Como controle negativo esta técnica utiliza o plasmideo pGBKT7-Lam
(Figura 16) que codifica uma proteina de fusdo do dominio de ligacdo ao DNA
da proteina GAL 4 (DNA-BD) com a laminina C humana servindo como
controle, verificando se a proteina encontrada na biblioteca de cDNA possui
interacdo especifica ou ndo com proteina isca (BARTEL et al., 1993b e YE &
WORMAN., 1995). Este plasmideo € componente do kit Two — Hybrid System
.

No kit Two- Hybrid System Il também tem como componente um
plasmideo que contém uma fusdo do dominio de ligagdo ao DNA (DNA- BD)
com a proteina laminina C sendo chamado de pLam5’ (Bartel et al.,1993b)

(Figura 17) tendo a mesma fungao que o pGBKT7-Lam.

bp 340
MCS {1.3. BB

Human lamin C

pGBKT7-Lam
79kb e

on

Pstl bp 525
{a.a. 230}

2u
ori

Figura 16: Mapa do plasmideo pGBKT7-Lam.
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Figura 17: Mapa do plasmideo pLAM5'.

3.3- Meios de cultura

Os meios utilizados foram adquiridos do fabricante do Kit (CLONTECH)
os meios YPD (meio completo) como meios minimos completos (meio minimo
completo menos o aminoacido correspondente). Tendo como mistura basica os
seguintes componentes abaixo:

O YPD
Para 1L
10g de Extrato de Levedura (Bacto Yeast extract, Sigma # Y-0375)
20g de Peptona (Bacto Peptone, Sigma # P-7750)
20g de Glicose (Sigma # G-5400)

H20 mili-q para 1L

pH 5.8
Autoclavado por 15 minutos a 100° C.
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Os meios minimos completos (seletivos)

Para 1L

6.7g de Base Nitrogenada de Levedura (YNB w/ (NH4)2S04, Difco #0919-15-3)
20g de Glicose (Sigma # G-5400)

100ml da solugéo DO (suplemento) 10X contendo os aminoacidos necessarios
H20 mili-q para 1L

pH 5.8

Autoclavado por 15 minutos a 100°C.

O suplemento de aminoacidos € usado conforme a selegdo desejada.
Sera composto com todos aminoacidos necessarios omitindo-se os
aminoacidos desejados.

Quando o meio € solido adiciona-se 20g/l de agar tanto para o meio
completo YPD como para os meios minimos completos.

Para a selecao dos plasmideos em bactéria foi utilizada o meio LB broth:

109/l de Bacto- tryptone

59/l Bacto-yeast extract

5g/I NaCl
pH 7.0 (sendo ajustado com NaOH 5N)

3.4- Solucdes

Transformacdes em Levedura

Acetato de Litio 1M

Para 100mi

10.2g de LiAc (Sigma # L-6883)

H20 mili-gq volume para 100 ml
Autoclavado por 15 minutos a 100° C.

Extracdo de DNA plasmidial de levedura

Solucéo de Lise

Para 10 ml

1ml de SDS 10% (Sigma # L-4390)

0.2ml de NaCl 5M

0.1ml de Tris HCI 1M pH 8 (Sigma # T-3038)
20ml de EDTA 0.5M (Sigma # E-7889)

0.2ml de Triton X-100 (Sigma # T-8787)
8.48ml de H,O milli-q
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PEG (3350 50%)
Fenol-Cloroférmio- Alcool Isoamilico (Sigma # P-2069)

Pérolas de Vidro:
Ac-wach glassbeads 425-600mm (Sigma # G-8772)

“Screening”

Teste a- galactosidase em placas de Petri contendo meios minimos completos

Solugéo estoque de X-a- GAL

Para 1ml

20mg de 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-a-D-galactopyranoside (X-a- GAL)
(CLONTECH)

1ml de N,N-dimethylformamide (MERCK)

Coimunoprecipitacio:

Solucgéao de fixagéo:
7% de metanol

7% de acido acético
1% glycerol

Tampao de ligacao:

50mM TRIS-BASE
150mM NaCl
1mM EDTA

1% Nonidet P-40
10% Gilicerol

pH: 7,4

PBS:

TmM KH2P04
10mM NayHPO4
137mM NaCl
2,7mM KCI, pH: 7,4
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3.5- Verificagdo fenotipica das cepas AH109, CG1945 e Y187

As cepas foram retiradas do estoque e uma aliquota de 50ul foi
plagueada em meio completo YPD e estocadas a 30°C por 3 a 4 dias, somente
colbénias isoladas foram escolhidas e estriadas em meio minimo completo
menos —TRP, meio minimo completo -LEU e meio minimo completo menos -
HIS e colocadas a 30°C por 4 a 6 dias e, sendo assim nao aconteceu o
crescimento das cepas nos meios minimos completos, havendo somente um
crescimento basal que era esperado. Nao poderia haver um crescimento
superior ao basal porque as cepas necessitam dos aminoacidos que faltavam
ao meio para crescimento entao pode-se verificar o fenétipo correto das cepas

dos Kits e estas foram estocadas a 4°C.

3.6- Biblioteca de cDNA de cérebro fetal humano

Neste projeto foi utilizada uma biblioteca de cDNA de cérebro fetal
humano adquirida juntamente a CLONTECH a qual teve como fonte de RNA
mensageiro um pool de nove fetos caucasianos que foram abortados
espontaneamente com idade entre 20 a 25 semanas, sendo pré-transformada
e construida com o vetor de clonagem pACT2 utilizando os sitios de restricdo
para as enzimas Xho | e EcoR |. Esta biblioteca de cDNA possui um titulo
maior ou igual 10® cfu (unidades formadoras de coldnia), sendo este
confirmado em nosso laboratorio segundo as especificagdes do fabricante,
possui um nimero de 3.5x10° de clones independentes contendo cDNAs com

tamanhos de 0.5Kb a 4.0Kb.
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3.6.1- Amplificagdo da biblioteca de cDNA de cérebro fetal humano

Para amplificacdo da biblioteca pré-transformada foi utilizado o protocolo
segundo o fabricante (CLONTECH) onde o numero de placas utilizadas
depende do numero de clones independentes. Nesta amplificagcdo foram
utilizadas 500 placas de petri de 150 mm, contendo meio LB broth agar afim de
se obter um numero de 2 a 3 vezes o numero de clones independentes na
biblioteca, sendo plagueadas em cada placa de petri aproximadamente 20.000
a 40.000 cfu.

Essas placas foram colocadas na estufa a temperatura de 30° C por 36-
48 hs até atingir confluéncia, entdo foram raspadas colocando 5ml de meio LB
em cada placa e ressuspendidas em um frasco de 2L. Uma terga parte foi
aliquotada para a utilizacdo imediata sendo extraido seu DNA plasmidial
utilizando o Kit Maxiprep (GIBCO-Life Technologies). O restante foi aliquotado

em frascos de 50ml e estocados em freezer —70°C para usos posteriores.

3.7- Obtencéo dos insertos DCRA e DSCR1, e sub-clonagem em
plasmideos (DNA-BD)

Clonagem do inserto DCRA no plasmideo pGBT9

A clonagem do inserto no plasmideo foi realizado seguindo protocolo por
(SAMBROOK et al., 1989). Isolado a partir do plasmidio pBluescript DCRA,
estes foram construidos em nosso laboratério através da amplificagdo do cDNA
da biblioteca Super-Script™ Fetal Brain (Life Technologies Gibco-BRL). O
inserto do gene DCRA foi inserido no plasmideo pBluescript pela clivagem do
plasmideo que contém o sitio de EcoR V. O inserto contém sitios de restricdo

EcoR | e BamH | ja inseridos em suas extremidades, os sitios de restricdo
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destas enzimas foram inseridos através dos primers. Estas mesmas enzimas
foram utilizadas para a obtengao do inserto que foi isolado em gel de agarose
(1%) e purificado utilizando o Kit Nucleospin Extract, possibilitando a reagéo de
ligacao (overnight a 16°C) do inserto ao pGBT9 (clivado com EcoR | e Bam HI)
em fase com a sequéncia do dominio de ligagdo ao DNA da proteina GAL 4
(DNA-BD) utilizando na reagao a enzima T4 ligase e seu tampao contendo ATP
(Figura 18). Os plasmidios obtidos foram entdo utilizados para transformacgéo
de bactérias DH5a utilizando o método de eletroporagédo (Currents protocols,
1994) com eletroporador Bio Raid pulser (Bio Raid). No intuito de selecionar os
plasmidios recombinantes apés a transformacao foram realizados PCRs de
colonia utilizando primers do inserto (DCRA), foi verificado a obtencdo de
clones recombinantes. Desta maneira obtivemos os plasmidios (nomeados
como pGBT9-DCRA) para expressdao da proteina hibrida nas cepas de

levedura Saccharomyces cerevisae.
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Figura 18: Esquema ilustrativo da clonagem do inserto DCRA utilizando as enzimas
EcoR | e Bam HI no plasmideo pGBT9 em fase com o dominio de ligagao ao DNA
da proteina GAL 4 (GAL 4-BD).
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Clonagem do inserto DSCR1 no plasmideo pGBKT7

Para a clonagem da fase aberta de leitura correspondente a isoforma 4
da DSCR1 no plasmideo pGBKT7 foi seguido protocolo conforme
(SAMBROOK et al., 1989). Também o DSCR1 encontrava-se clonado no
plasmideo pBluescript isolado da biblioteca Super-Script™ Fetal Brain (Life
Technologies Gibco-BRL). O inserto foi amplificado e inserido em suas
extremidades sitios para a enzima de restricdo Nde | na extremidade 5 e
BamH | na extremidade 3’ através dos primers. Estas mesmas enzimas foram
utilizadas para a obtencao do inserto que foi isolado em gel de agarose (1%) e
purificado utilizando o Kit Nucleospin Extract, possibilitando a reagao de ligagao
(overnight a 16°C) do inserto ao pGBKT7 (clivado com Nde | e Bam HI) em
fase com a sequéncia do dominio de ligagédo da proteina GAL 4 (DNA-BD) e o
epitopo c-Myc (Figura 19).

Os plasmideos obtidos foram transformados em bactéria DH5a e
selecionados por PCR de colbnia. Encontrados os recombinantes, estes
plasmideos foram nomeados como pGBKT7-DSCR1, para expressao da
proteina hibrida em cepa de levedura Saccharomyces cerevisiae.

Ambos os plasmideos construidos foram sequenciados para verificar a
insercdo do DCRA e DSCR1 em fase com o dominio de ligagcédo ao DNA da
proteina GAL4 (DNA-BD) e para avaliar se nao haveria inser¢dbes como

delegdes na sequéncia de interesse.
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Figura 19: Representacdo esquematica da clonagem do inserto DSCR1 no
plasmideo pGBKT7 de acordo com as enzimas Ndel e BamH |

3.8- Transformac¢des dos plasmideos pGBT9-DCRA e pGBKT7-DSCR1 em
cepas de levedura.

Com os clones recombinantes o proximo passo foi a propagacao destes
em bactéria DH5a, depois a transformagao do plasmideo pGBT9-DCRA na
cepa de levedura CG1945 para a realizagdo da varredura (“screening”) da
biblioteca de cDNA de cérebro fetal com utilizagdo do Kit MATHCMAKER
System Il. Ja o plasmideo pGBKT7-DSCR1 foi transformado na cepa de
levedura AH109 componente do Kit MATHCMAKER System lll, também para o
“screening” da biblioteca de cDNA de cérebro fetal.

A transformacao foi feita utilizando o método quimico por acetato de litio,
este protocolo segue o método de Ronald Agatep (AGATEP et al., 1998)

disponivel “online” no endereco http://tto.trends.com ou em

http://www.umanitoba.ca/faculties/medicine/unts/biochem/gietz/method.html.

Seguindo o protocolo um inéculo é preparado com cepa AH109 ou
CG1945 cepas em uso, em meio completo YPD e colocado overnight a 30°C

em rotagdo de 200 rpm, depois a centrifugagao das células a 13.000 rpm onde
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ha formacao do pellet de aproximadamente 25ul. Este é lavado com agua
estéril deixando assim as células em estado de competéncia para serem
transformadas, sao ressuspendidas com 500ul de acetato de litio 100mM e
centrifugada novamente. Este novo pellet formado recebe nesta ordem PEG
(polietileno glicol) 50% 3350 (SIGMA), acetato de litio 1.0 M , o DNA carreador
de salmao (SIGMA), a quantidade de DNA plasmidial necessaria neste caso foi
ultilizado 300ng do plasmideo pGBT9-DCRA e também 300ng do plasmideo
pGBKT7-DSCR1 e um volume aproximado de agua estéril. Apdés a solugéo
foram submetidas ao vortex por 1 minuto, e incubadas a 42°C por 20 minutos
sendo centrifugadas novamente foram ressuspendidas em agua e plaqueadas
em meio minimo completo —TRP (pois pGBKT7 e pGBT9 possuem o gene
TRP1), havendo o crescimento das colbnias transformantes entre 2 a 3 dias,

utilizados na analise com a biblioteca de cDNA cérebro fetal humano.

3.9-Teste de ativacdo da transcri¢cdo das Proteinas hibridas DCRA e
DSCRL1 nas cepas CG1945 e AH109.

Utilizando o método quimico de transformacao por acetato de litio como
descrito acima o plasmideo pGBT9-DCRA foi transformado na cepa CG1945 e
o plasmideo pGBKT7-DSCR1 transformado na cepa AH109 e selecionados em
meio minimos completos —TRP, foram testados se nos sistemas de Duplo-
Hibrido ativam a transcricdo dos genes reporteres das cepas. Este teste é
preliminar a analise da biblioteca e de fundamental importancia ja que a
realizacéo do “screening” depende da nao ativagao da transcricao da proteina

isca em fusao com dominio de ligagao ao DNA.
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Ambas as cepas contendo os plasmideos recombinantes foram
estriadas em meio seletivo minimo completo menos —TRP-HIS (para ambas as
cepas) e em meio minimo completo —TRP-HIS-ADE somente para o plasmideo
pGBKT7-DSCR1 que foi transformado na cepa AH109, e colocadas a 30°C no
periodo de 3 a 4 dias, ndo havendo crescimento em nenhum dos meios
estriados. Também ambos os plasmideos foram transformados nas cepas com
o plasmideo pACT2 contendo somente o dominio de ativagao da proteina GAL
4 e estriadas nos mesmos meios seletivos ndo havendo crescimento.

Tirou-se a conclusao de que as proteinas DCRA e DSCR1 fundida com
o dominio de ligaggo ao DNA da GAL4 n&o ativam a transcricdo dos
respectivos genes reporteres das cepas CG1945 e AH109. Este teste foi
realizado confirmando as predi¢gdes das proteinas, podendo ser utilizado para
transformagao com a biblioteca de cDNA de cérebro fetal humano. Um controle
positivo foi feito no teste a transformacao do plasmideo pCL1 nas respectivas
cepas, este plasmideo codifica a proteina GAL 4 nativa que ativa a transcricdo

dos genes reporteres como descrito anteriormente.

3.10- Varredura (“screening”) da Biblioteca de cDNA de cérebro fetal
humano com o plasmideo pGBT9-DCRA (Kit MATHCMAKER Two-Hybrid
System II)

Para a busca das proteinas que interagem com a DCRA foi utilizado
uma biblioteca de cDNA de cérebro fetal (CLONTECH).

O plasmideo pGBT9-DCRA foi introduzido na cepa CG1945 como
descrito anteriormente. A cepa CG1945 apresenta uma expressao basal do

gene HIS3 o que pode resultar em um maior numero de falso positivo.
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O protocolo utilizado para transformacdo € uma modificagdo do método
de Ronald Agatep (AGATEP et al., 1998) disponivel “online” no endereco
http://tto.trends.com ou em

http://www.umanitoba.ca/faculties/medicine/units/biochem/gietz/method.html.

Protocolo de transformacio:

Para a realizagao do “screening”, a cepa CG1945 foi transformada com
o plasmidio pGBT9-DCRA, sendo entdo utilizada para a preparacdo de um
in6culo, crescido “overnight” a 30°C em meio seletivo minimo completo—TRP. O
inoculo foi ent&o titulado pela contagem de células em um hematocitdmetro. A
quantia de indculo necessaria para obtengao de 5x108 células foi centrifugada a
3000xg por 5 minutos, e as células coletadas foram ressuspendidas em 100ml
de meio completo YPD, resultando numa concentragdo de 5x10° cels/ml.

As células foram incubadas em agitador a 200 RPM, 30° C, por 4 horas,
o suficiente para duas divisdes, atingindo uma concentragdo de 2x10’ cels/ml.
As células foram novamente coletadas por centrifugacao, para retirada de sais,
sendo ressuspendidas em 50ml H,O mili-q estéril, coletadas novamente por
centrifugacéao e finalmente ressuspendidas com 1.8ml de H,O mili-q estéril.

A suspensao foi dividida em partes iguais em 2 tubos de 1,5ml, sendo
centrifugados a 13.000 RPM por 1 minuto. O “pellet” foi entdo ressuspendido
com LiAc (Acetato de Litio) 0,1M até um volume de 1ml, e incubado por 10
minutos a 30°C. Enquanto isso, 2 aliquotas de DNA carreador (1ml) foram
denaturados por 5 minutos a 100°C e a mistura de transformacao foi preparada
consistindo de: 4,8ml de PEG 3350 50%, 720ml de LiAc 1M, 1ml de DNA

carreador, 20mg de plasmidios da biblioteca (66ul) e 614ml de H,O mili-q
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estéril, totalizando 7,2ml. A mistura foi homogenizada por agitacdo de 3 a 4
minutos em vortex.

Passados os 10 minutos, referentes a incubagdo das células, a
suspensao de células foi dividida em 10 tubos de 1,5ml (200ml por tubo, 2x108
células), que foram centrifugados por 1 minuto a 13.000 RPM, tendo o
sobrenadante descartado.

Da mistura de transformacao, 720ul foram adicionados a cada tubo,
ressuspendendo o “pellet” de células totalmente por vortexagéo (1 a 2 minutos
aproximadamente). Os tubos foram incubados a 30°C por 30 minutos sendo
entdo transferidos para um banho a 42°C por 30 minutos, para o choque
térmico. Os tubos foram em seguida centrifugados por 1 minuto a 13.000 RPM,
tendo o sobrenatante descartado, e o “pellet’” ressuspendido com H20 mili-q
esteril até um volume de 1ml para plaqueamento.

De cada tubo, 500ul de transformacao foram plaqueados em placas de
150 mm, cada uma com 50ml de meio seletivo —-TRP-LEU-HIS, totalizando 20
placas que foram entdo incubadas a 30°C. Antes do plaqueamento, 5ul foram
retirados de 2 tubos de transformacdo para realizagao dos controles. Estas
duas aliquotas foram juntamente diluidas até 1ml e aliquotas de 100ul da
diluicdo (correspondendo a 1ml da reacgdo de transformacgéo) foram plaqueadas
em 2 placas —-TRP-LEU, 2 placas -LEU e 1 placa —TRP, que foram entdo
incubadas a 30°C. Apés 3 dias de incubacéao, as placas de controle tiveram as
colbénias contadas para o calculo do numero de transformantes analisados.

Cerca de 6 varreduras (“screenings”) foram realizadas com a DCRA na
busca de interacdes com esta proteina. Aproximadamente 2,0x 10" clones

independentes foram testados da biblioteca o que, mais de trés vezes o
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namero de clones, mais do que o necessario segundo as especificagcbes do
fabricante.

3.10.1- Analise dos clones positivos (busca de proteinas que
interagem com a DCRA)

As colbnias que apresentavam crescimento até 8 dias apos o
plagueamento foram coletadas e colocadas para o crescimento em meio
minimo completo menos -LEU- TRP- HIS cultura liquida e crescidas a 30°C até

a saturacao e extraidos seu DNA plasmidial.

3.10.2- Extracdo de DNA plasmidial de levedura

A extragdo do DNA plasmidial de leveduras é um protocolo mais
complicado que as preparacgdes de bactéria devido a robusta parede celular e
ao baixo numero de copias dos plasmidios (aproximadamente 50 copias por
célula). Neste projeto foi realizado um rapido protocolo estabelecido por
(HOFFMAN e WINSTON, 1987).

As células em cultura liquida foram coletadas por uma breve
centrifugacdo de 15 segundos, tendo o sobrenatante descartado. As células
eram entdo ressuspendidas em 200ul da solugcédo de lise por vortexacgéao,
adicionando-se em seguida 400ul de PCIl e 0,2g de pérolas de vidro. Apos
vortexar a mistura por 2 minutos, esta era centrifugada por 5 minutos a 13.000
RPM, tendo a fase aquosa (superior) coletada. Em seguida, 1/10 do volume de
Acetato de Sdédio e 2,5 o volume de etanol absoluto eram adicionados para
precipitacdo do DNA. O precipitado era obtido apés 10 minutos de incubagao

em freezer, e centrifugacao por 10 minutos a 13.000 RPM. O “pellet” de DNA
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era lavado com etanol 70%, por centrifugagao por 5 minutos a 13.000 RPM,
sendo entao seco e ressuspendido em 10ul de H20 mili-q estéril.

Da preparacao plasmidial foram utilizados 5ul para a transformagao por
eletroporacgao de E coli DH5«, plagueadas em meio LB-amp para selegéo. A
eletroporacao é necessaria frente a pequena quantidade de DNA plasmidial
obtida a partir de leveduras. O DNA plasmidial obtido compreende os
plasmidios isca e o (os) plasmidio (s) da biblioteca.

O fato dos plasmidios de fusdo da biblioteca (pACT2) e do plasmidio
contendo a isca (pGBT9) componentes do Kit MATHCMAKER System II
portarem o0s mesmos genes de resisténcia (Amp') resulta em colonias
transformantes em bactéria portando ambos os plasmidios. Como somente
interessavam os plasmidios da biblioteca, os transformantes obtidos foram
submetidos a PCRs de colbnia, para determinacdo das coldnias portando tais
plasmideos.

Utilizando primers do inserto (DCRA) os PCRs de colbnia eram
realizados e visualizados em gel de agarose 1%. Todos as reagdes nas quais

nao eram detectadas amplificagcdes foram submetidas ao sequenciamento.

3.10.3- Sequenciamento dos possiveis clones positivos

No sequenciamento dos clones foram obtidas todas as correspondentes
fases abertas de leitura dos cDNAs contidos nos plasmideos da biblioteca que
poderiam ser possiveis ligantes a proteina DCRA.

Todos os clones foram sequenciados em um aparelho automatico ABI

Prism 377 (Applied Biosystems) sendo utilizado o Kit “ET-Dye” (Pharmacia)
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para a preparagao das sequéncias e também um primer de anelamento ao
dominio ativador da proteina GAL 4. Entdo os clones foram submetidos a
verificacdo da fase correta com o dominio ativador da transcricdo da proteina
GAL 4 (DNA-AD) no plasmideo pACT2, através da sequéncia adaptadora da

Biblioteca de cDNA de cérebro fetal que tem a seguinte sequéncia
5AATTCGGGCCGCGTCGAC 3 e que se localiza entre o DNA-AD e a

sequéncia de cDNA.

3.10.4- Verificagao de similaridade

Obtendo- se a sequéncia dos clones e a verificacdo da fase, estes foram
submetidos a estudos de similaridade com outras proteinas ja conhecidas
disponiveis no banco de dados GENBANK no enderegco eletrénico

www.ncbi.nim.nih.gov. Para este estudo foram utilizados os programas

BLASTX e BLASTP (ALTSCHUL et al, 1997), somente os clones que
apresentavam uma fase aberta de leitura correspondente a outras proteinas no
banco de dados foram utilizados para os testes posteriores. Os clones da
biblioteca que primeiramente constavam da fase aberta de leitura fora de fase
foram descartados, muitos dos clones codificavam para pequenos peptideos e
também foram descartados. Sendo assim, uma por¢cdo grande dos clones

pescados no “screening” foi de falso positivos, descartados ja nessa analise.

3.10.5- Cotransformacao em cepa de levedura e verificacdo da
ativacado datranscricéo

Para se confirmar que os clones encontrados poderiam estar interagindo

com a DCRA ou se poderia estabelecer como falso positivos, os clones
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isolados de bactéria foram cotransformados em levedura juntamente com o
plasmideo pGBT9-DCRA e alguns plasmideos controles.

Para este teste de validagao da interacao utilizamos a cepa CG1945 a
qual possui 0 gene reporter HIS3, que somente poderia crescer nos meios
seletivos havendo constituicdo dos dominios da proteina GAL 4.

Os clones encontrados na biblioteca, os quais se encontravam em fase
com o dominio ativador da transcricdo (DNA-AD, pACT2) foram submetidos a
cotransformagédo em levedura juntamente com o plasmideo pGBT9 - DCRA.
Paralelamente, os clones foram co-transformados com os plasmidios pGBT9 e
pLam5’ para verificar se os clones encontrados no “screning” codificavam
proteinas que estariam interagindo especificamente com a proteina DCRA, ou
se elas poderiam interagir inespecificamente com outra proteina (como a
laminina C, pLam5’) ou com o proprio dominio de ligagdo de DNA de GAL 4
(DNA-BD, pGBT9). Transformagdes controles de interagao positiva foram feitas
utilizando os plasmideos pTD1 e pVA3 , e negativa utilizando os plasmideos
pTD1 e pLAMS’, afim de verificar falhas experimentais.

Todas as transformacdes foram plagueadas em meio seletivo minimo
completo —LEU —TRP para selecionar ambos os plasmideos e depois estriados
em meio seletivo minimo completo —LEU —TRP —HIS para verificar a ativagéo

da transcricao.
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3.12- Varredura (“screening”) utilizando uma biblioteca de cDNA de
cérebro fetal na busca de proteinas ligantes a DSCR1 (Kit Two- Hybrid
System IlI)

Para a analise utilizando a proteina DSCR1 foi também utilizada uma
biblioteca de cDNA de cérebro fetal (CLONTECH,).

No experimento foi utilizada a cepa AH109 que € uma das vantagens do
Kit Two- Hybrid System Ill porque elimina virtualmente uma grande parte dos
falsos positivos devido a presenca de trés genes reporteres (ADE2, HIS3 e
MEL1 ou lacZ) sob o controle da proteina GAL 4.

O protocolo utilizado para a transformagao com a biblioteca de cDNA de
cérebro fetal foi seguido de acordo com as especificacbes do fabricante
(CLONTECH). Foi utilizado um meétodo sequencial de transformacdo onde
primeiramente o plasmideo contendo a proteina isca (DSCR1) em fusdo com o
dominio de ligagcdo ao DNA da proteina GAL 4 (DNA-BD) foi introduzido na
cepa de levdura e selecionados os transformantes. Estes foram colocados para
crescer e transformados com a biblioteca que tem fusdo com o dominio
ativador da proteina GAL 4.

Protocolo de transformacao

Para realizagdo do “screening” o plasmideo pGBKT7-DSCR1 foi
transformado na cepa de levedura AH109 utilizando o protocolo de
transformagcdo em pequena escala por acetato de litio segundo Ronald Agatep
(AGATEP et al., 1998), os transformantes selecionados foram utilizados para a
preparacao de um indculo com meio seletivo minimo completo —TRP e crescido
“overnight” de 16 a 18 horas a 30°C em um shaker com rotagédo de 250 rpm, o
in6culo foi retirado com uma DOgpo> 1,5. A cultura foi transferida para um

frasco contendo 300ml de meio completo YPD e incubada a 30°C por 3 horas
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até atingir a DOgpo 0,5 a 0,6, no shaker com rotacdo de 250 rpm. As células
crescidas no meio YPD foram aliquotadas em tubos de 50ml e centrifugadas a
1000g por 5 minutos a temperatura ambiente. Descartado o sobrenadante as
células foram ressuspendidas por vortexagdo com um volume de 25ml de H,O
milli- q estéril. O pool de células foi centrifugado a 1000g por 5 minutos a
temperatura ambiente e o sobrenadante foi decantado. O pellet de células foi
novamente ressuspendido com 1,5ml de uma solucao estéril de 1XTE/LiAc.

Paralelamente foi preparada 10ml de solugao estéril PEG/LiAc. Uma
mistura contendo 50ug de DNA da blioteca de cDNA de cérebro fetal, 2mg de
DNA carreador de esperma de Salmon, 6ml da solugao estéril PEG/LiIAc e 1ml
das células ressuspendidas com solugdo 1xXTE/LiAc foi agitada por vortex em
alta rotacdo e incubada por 30 minutos a 30°C no shaker a 200 rpm. Um
volume de 700ul de DMSO foi adicionado na mistura e aderido por inversao.

A mistura foi transferida para um banho a 42°C por 15 minutos para o
choque térmico e depois colocada por 2 minutos no gelo. As células foram
centrifugadas a 1000g por 5 minutos e ressuspendidas em 10ml de meio
completo YPD.

Dos 10ml finais da transformacao, aliquotas de 200ul foram plaqueadas
em 50 placas de Petri de 150mm contendo meio seletivo minimo completo —
LEU -TRP —-HIS sendo esta uma analise de média extrigéncia para o sistema
mas que ajuda na captura de interagdes fracas e de pouca especificidade.

Aliquotas também foram retiradas para a realizacdo de controles sendo
feitas diluicoes de 1:10, 1:100 e 1:1000 e plaqueadas cerca de 100ul em meio
minimo completo —LEU-TRP para o calculo da eficiéncia de cotransformacéao e

o0 numero de clones independentes da biblioteca foi analisado.
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Utilizando o Kit Two- Hybrid System Ill e o protocolo da CLONTECH
somente em um “screening” obtiveram uma cobertura de 3,0x107 0 numero de
clones independentes analisados, que corresponde mais de trés vezes o

numero de clones independentes da biblioteca.

3.13- Analise dos possiveis clones positivos

3.13.1-Reteste fenotipico

As cblonias que tiveram crescimento em até 10 dias foram coletados e
estriados em meio seletivo minimo completo —-LEU-TRP contendo o substrato
cromogénico X-a-GAL. As cblonias podem conter mais que um plasmideo da
biblioteca o qual pode complicar a analise do provavel clone positivo, sendo
assim essas colénias foram estriadas em meio seletivo mantendo selecao de
ambos os plasmideos DNA-BD e DNA-AD incubadas 30°C por 4 a 6 dias.

O préximo passo foi o estriamento das colbnias azuis em meio seletivo
minimo completo —TRP-LEU-HIS-ADE contendo X-a-GAL para verificar se os
plasmideos segregados mantém o mesmo fenodtipo. As colbnias que
apresentaram cor azul foram coletadas e estriadas em meio minimo completo
—LEU-TRP-HIS-ADE para estoque a 4°C.

Com a selecgao fenotipica e obtencdo dos possiveis clones que poderiam
estar iteragindo com a proteina DSCR1 esses foram submetidos a extragao do
DNA plasmidial de levedura seguindo o método de (HOFFMAN e WINSTON,
1987) como descrito anteriormente. Os plasmideos foram transformados por
eletroporagdo em bactéria DH5a. Como no Kit Two- Hybrid System Ill o

plasmideo pGBKT7 possui o gene Kan' para resisténcia ao antibitico
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kanamicina, utilizando um meio LB broth contendo ampicilina foram
selecionados na transformacao apenas os plasmideos da biblioteca de cDNA
(resistentes a ampicilina) sendo descartadas os plasmideos que continham a
proteina isca (DSCR1). Isto facilitou a analise dos clones da biblioteca néo
havendo a necessidade de fazer reacbes de PCRs de colbnia, tornando facil a
selecao dos plasmideos da biblioteca encontrados em bactéria. Todos os

plasmideos transformados em bactéria foram submetidos ao sequenciamento.

3.13.2- Sequenciamento dos possiveis clones positivos

Os clones encontrados foram submetidos ao sequenciamento, conforme
feito com os clones na analise com a DCRA. Foram sequenciados e
observados se a fase aberta de leitura dos cDNAs encontrados estavam em
fase e orientagao correta com o dominio ativador da transcricdo da proteina
GAL 4 (DNA-AD), no plasmideo pACT2, através da sequéncia adaptadora
5AATTCGGGCCGCGTCGAC 3 presente na posicado 5 em relagdo a
sequéncia do cDNA.

Na reacido de sequenciamento foi utilizado um primer 5’ o qual possuia
anelamento ao dominio ativador da transcrigdo (DNA-AD), e também um primer
3’ que tinha anelamento a sequéncia do plasmideo apds o sitio da enzima Xho
| uma das enzimas de clonagem da biblioteca, podendo assim obter as
sequéncias inteiras e corretas das fases abertas de leitura dos clones

encontrados no “screening”.
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3.13.3- Verificagao da similaridade

Com o sequenciamento dos clones e a verificacdo da fase e orientacao,
estes foram submetidos a estudos de similaridade com outras proteinas ja

conhecidas disponiveis no banco de dados GENBANK no endereco eletrénico

www.ncbi.nim.nih.gov. Para este estudo foram utilizados os programas
BLASTX e BLASTP (ALTSCHUL et al., 1997), como ja estabelecido também
aos clones encontrados com a proteina DCRA. Somente os clones que
apresentavam uma fase aberta de leitura correspondente a outras proteinas no
banco de dados foram utilizados para os testes posteriores. Os clones da
biblioteca que primeiramente continham uma fase aberta de leitura fora de fase
com o dominio ativador da transcricdo foram descartados, muitos dos clones
codificavam para pequenos peptideos e também foram descartados, ndo sendo
comum os mesmos peptidios e ndo estabelecido nenhum dominio comum em
sua sequéncia dos ja estabelecidos em banco de dados. Sendo assim, uma

parte dos clones pescados no “screening” foi de falso positivos.

3.13.4- Cotransformacdo em cepa de levedura dos clones
selecionados

Todos os clones selecionados foram cotransformados em cepa de
levedura novamente para a verificacdo da interacdo com a proteina DSCR1,
como no experimento realizado com a proteina DCRA.

Para isto clones foram transformados com o plasmideo pGBKT7-DSCR1
e também com alguns plasmideos controles, afim de constatar se as interagdes

eram especificas ou inespecificas.
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Para este teste de validagdo da interacédo utilizamos a cepa AH109 a
qual possui os genes reporteres ADE, HIS3, MEL1 que somente poderia
crescer nos meios seletivos havendo constituicdo dos dominios da proteina
GAL 4.

Os clones da biblioteca foram transformados isoladamente seguindo o
protocolo em pequena escala modificado por Ronald Agatep (AGATEP et al.,
1998) com o plasmideo pGBKT7-DSCR1. Paralelamente, os clones foram
cotransformados com os plasmidios pGBKT7 e pGBKT7-Lam para verificar se
os clones encontrados no “screning” codificavam proteinas que seriam ligantes
especificos da proteina DSCR1, ou se elas poderiam interagir
inespecificamente com outra proteina (como a laminina C, pGBKT7-Lam) ou
com o proprio dominio de ligagdo do DNA de GAL 4 (DNA-BD, pGBKT7).
Transformacdes controles de interacdo positiva foram feitas utilizando os
plasmideos pGBKT7-53 e pGADT7-T , e negativa utilizando os plasmideos
pGADT7 e pGBKT7, a fim de analisar a integridade dos experimentos.

Todas as transformacdes foram plagueadas em meio seletivo minimo
completo —LEU —TRP e colocados a 30°C por 2 a 3 dias, para selecionar
ambos os plasmideos e depois estriados em meio seletivo minimo completo —
LEU -TRP -HIS —ADE contendo X-a-GAL para verificar a ativagcao da

transcricéo e isolar o(s) clone(s) que contém o novo ligante a proteina DSCR1.

3.14- Acasalamento de leveduras (“ Yeast Mating”)

O método do Duplo- Hibrido foi utilizado para a descoberta de novos
ligantes a proteina utilizada como isca, este método verifica as interagdes in

vivo. A fim de confirmar os resultados obtidos, outro método in vivo foi
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escolhido o acasalamento de leveduras (“yeast mating”). Este método é
conveniente para a introducédo de dois plasmideos diferentes dentro de uma
mesma célula hospedeira (Figura 20) (FINLEY e BRENT, 1994; HARPER et al.,
1993).

Utilizando cepas MATa (AH109) e MATa (Y187) que diferem quanto ao
tipo de acasalamento (sexo). O plasmideo pGADT7 e os plasmideos obtidos da
biblioteca foram transformados na cepa AH109 (MATa) e as células foram
selecionadas no meio seletivo minimo completo —LEU.

A cepa Y187 (MATa) foi transformada com os plasmideos pGBKT7-
DSCR1, pGBKT7 e pGBKT7- Lam (CLONTECH) e selecionados em meio
minimo completo —TRP. O acasalamento foi feito somente com os plasmideos
da biblioteca que obtiveram resultado positivo na cotransformagdao em
levedura.

Os clones selecinados na cepa AH109 foram colocados para crescer de
20 a 24 horas em 0,5ml de meio completo YPD, em tubos de 1,5ml juntamente
com os controles transformados na cepa Y187. Aliquotas de 100ul dessa
cultura foram plaqueadas em meio minimo completo —LEU -TRP e colocados
para crescer a 30°C por 2 dias, para a selegao de ambos os plasmideos. Apos
o crescimento as coldnias foram estriadas em meio minimo completo —LEU —
TRP —HIS —ADE contendo X-a-GAL para a seleg¢ao das células dipldides, onde

a interagao in vivo foi verificada.
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Inéculo 0,5 ml de YPD

Acasalamento com a cepa
Y187 transformada com :

-

Placa com clone

AH109 (vetor AD)

Plaqueamento no SD/-Leu/-Ttp |

Ade/ X-0- GAL

Esttiar em SD/-Leu/-Ttp/-His/-

I
l

-BD (2} DNA-BD/bait (3) DNA-BD/laminC

v ¥

!

(4} DNA-BD  (5) DNA-BD/bait

Sele¢io dos diploides

Figura 20: O método de acasalamento de leveduras (“yeast mating”) para

verificagao de interacao proteina- proteina in vivo.

3.15- Coimunoprecipitacdo das proteinas com interacao

Para a confirmacao da interacdo ha necessidade néo s6 de testes in

vivo, mas também de testes bioquimicos in vitro confirmando as interacdes

fisicas entre as proteinas. O método escolhido para a verificagao da interagao

in vitro foi a coimunoprecipitacao (Figura 22).

Para este experimento primeiramente as proteinas foram marcadas

radioativamente, sendo usado o Kit TNT T7 Coupled Reticulocyte Lysate

System (Promega) onde as proteinas sao traduzidas in vitro e incorporadas na

sequéncia os aminoacidos metionina marcados com *S radioativo.
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Primeiramente o clone da biblioteca encontrado com interacdo a
proteina isca, sua respectiva sequéncia de cDNA foi retirada do plasmideo
pACT2 da biblioteca e subclonado no plasmideo pGADT7 em fase com o
epitopo de hemaglutinina sob o controle do promotor T7 para a transcrigcdo da
proteina.

Clonagem do inserto com possivel interacdo no plasmideo pGADT7

Para a clonagem do inserto correspondente a proteina UXT
(Ubiquitously Expressed Transcript) no plasmideo pGADT7 foram utilizadas as
enzimas BamH | e Xho | na preparacdao do plasmideo. O cDNA
correspondente a proteina UXT foi retirado do plasmideo pACT2 com as
mesmas enzimas (BamH | e Xho 1), sendo assim, o inserto tratado em suas
extremidades com as mesmas enzimas que o plasmideo pGADT7, foram
submetidos a reacédo de ligagdo e transformados em bactéria DH5a (Figura
21). Os plasmideos recombinantes foram selecionados por PCRs de colbnia
utilizando primers, um que possui anelamento ao T7 promoter do plasmideo 5’
ao inserto e outro primer que tem anelamento na regido 3’ do plasmideo logo
apos o sitio de multipla clonagem. A verificagdo do tamanho das bandas
identificava os novos plasmideos recombinantes pGADT7-UXT.

Obtidos os plasmideos recombinantes o proximo passo foi a expressao
das proteinas HA-UXT e c-Myc-DSCR1 no Kit TNT T7 Reticolocyte Lysate
System para isso foi utilizado um protocolo seguindo as instrugdes do

fabricante.
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Inserto cortado do pACT2

Hind Ml com as enzimas BamH | e
11480} xho |
Amp"
BamH |
BamH |
MCS
Xho |
Hind 11 R UXT
{2280
= HA epitope tag Xho |

Figura 21: Estratégia de subclonagem do inserto UXT, a partir do plasmideo
pACT2 e clonado no plasmideo pGADT7.

Protocolo do Kit

Aproximadamente 1,5 ug de DNA dos plasmideos pGADT7-UXT e
pGBKT7-DSCR1 foram utilizados na reacdo. Isoladamente o DNA plasmidial
de cada plasmideo foi colocado em um tubo de 1,5 ml que cotinha uma mistura
de: 25 ul de lisado de reticulécito, 2 ul de tampao de reagdo (Promega), 1 ul de
T7 RNA polimerase, 1 ul de uma mistura de aminoacidos menos metionina,
[*°S] metionina (> 1,000Ci/mmol a 10mCi/ml — Amersham Biosciences), 1 ul do
inibidor de ribonuclease e um volume de agua milli-q estéril sendo ajustado
para 50 ul a reacao final. Esta mistura foi incubada a 30°C por 90 minutos,
todos os componentes da mistura citados foram adquiridos juntamente com o
Kit (Promega).

Os resultados da tradugéo foram analisados por gel desnaturante SDS-
PAGE (LAEMMLI, 1970) apenas uma aliquota de 5 ul da mistura de 50 ul foi

aplicada em gel. Apoés a eletroforese o gel foi submetido a secagem e
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exposi¢cao para visualizacdo das bandas correspondentes as proteinas
radioativamente marcadas HA-UXT e c-Myc-DSCR1. Para isso, o gel foi lavado
com uma solucao de fixacdo por 5 minutos para impedir que o gel quebrasse
durante a secagem. Assim o gel foi colocado em sistema de secagem a vacuo
a uma temperatura de 80°C por 90 minutos. Em seguida foi exposto em um
filme de raio X (Kodak) e colocado no freezer - 70°C overnight, o filme foi
revelado e as bandas correspondentes as proteinas HA-UXT e c-Myc-DSCR1
foram verificadas de acordo com o tamanho.

Obtidas as proteinas radioativamente marcadas, o préximo passo foi a
realizacao do protocolo de coimunoprecipitagao.

Protocolo de coimunoprecipitacdo

Na coimunoprecipitacdo, depois da verificagdo de que as proteinas
foram expressas e marcadas com radioativo, aliquotas das proteinas HA-UXT
e c-Myc-DSCR1 foram colocadas juntas em tubos de 1,5 ml e mixadas com a
pipeta bem devagar e colocadas por 1 hora a temperatura ambiente para a
formacao dos complexos protéicos.

Para cada tubo contendo as proteinas foram adicionados cerca de 5 ug
de anticorpo correspondente o tubo que continham ambas proteinas foi
adicionado o anticorpo anti-c-Myc. Paralelamente foram realizados controles, o
tubo de 1,5 ml que continha a proteina HA-UXT e o outro que continha a
proteina c-Myc-DSCR1 foram adicionados os anticorpos anti-HA (SIGMA) e
anti-c-Myc (SIGMA) respectivamente. As misturas contendo anticorpo foram
colocadas a 4°C em um shaker orbital com rotagdo minima por 1 hora.

Apos 1 hora foram aderidas as misturas beads de proteina A sepharose

(Amersham Bioscienses) que foram preparados contendo 50% de beads de
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proteina A e 50% do tampado de ligacdo, dessa preparacao 50 ul foram
aderidas as misturas.

As misturas contendo os beads de proteina A foram entdo centrifugadas
a 14000 rpm por 30 segundos, o sobrenadante foi descartado e adicionados 1
ml de tampéo de ligacao para a lavagem dos beads, essa lavagem foi repetida
por 4 vezes. Depois os beads de proteina A foram lavados 1 vez com PBS.

As amostras foram entdo apds as lavagens ressuspendidas com o
tampdo da amostra 2x concentrado, as misturas contendo os beads e as
proteinas foram denaturadas por 5 minutos a 95°C, e centrifugadas por 30
segundos a 14000 rpm, o sobrenadante foi aplicado em gel SDS-PAGE 15%
para resolugao das proteinas.

Apos eletroforese o gel fixado com solugdo de fixacdo e submetido a
secagem em um sistema de secagem a vacuo a uma temperatura de 80°C por
90 minutos. O gel foi exposto em um filme de raio X (Kodak) e os complexos de

proteinas foram revelados por autoradiografia.
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Proteinas marcadas radioativamente foram
obtidas utilizando Lisado de Reticuldcito
com o Kit TNT T7 Retyculocite Lysate
System (Promega)

vy ——> —

c-Myc 70N HA
<—— | Bait —(ﬁbrari —
Incubacio + 1 hora
a 40C
- HA
/-" H Aﬁ“\ Os tubos continham
Bait Mhrare | beads com protefna A 9
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c-Myc lavados com Binding
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As proteinas foram analisadas em
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Figura 22 : O método de coimunoprecipitagao utilizado para a verificagdo da
interacdo das proteinas in vitro.
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4.0- Resultados e Discussao

4.1- Ativacdo transcricional das proteinas de interesse

Sobre a hipdtese das proteinas DSCR1 e DCRA ativarem a transcricao
em fusdo com o dominio de ligacao ao DNA da proteina GAL 4 no sistema de
Duplo-Hibrido esta pode ser descartada porque nenhuma das proteinas
ativaram a transcricdo em cepa de levedura. Para estes testes os plasmideos
pGBT9-DCRA e pGBKT7-DSCR1 foram utilizados para transformagcao em
cepas de levedura CG1945 e AH109, respectivamente. Caso alguma destas
proteinas ativasse a transcricdo as cepas cresceriam em meio seletivo, que
descartaria a possibilidade do uso no sistema do Duplo-Hibrido. A proteina
DSCR1 (foi utilizada a forma 4-5), contem em sua sequéncia de aminoacidos
alguns provaveis ativadores transcricionais o que poderia ocasionar a ativagao
da transcricdo. Como isso nao ocorreu, nem com a DCRA nem com a DSCR1
ficou estabelecido que as duas proteinas poderiam ser utilizadas na varredura

da biblioteca no sistema do Duplo-Hibrido.

4.2 - Analise da biblioteca de cDNA de cérebro fetal utilizando como isca a
proteina DCRA

Para analise e procura de interacdes para a proteina DCRA foram
realizados varias transformagdes com a biblioteca de cDNA de cérebro fetal
humano, num total de 6 analises obtendo-se uma cobertura mais trés vezes o
numero de clones independentes da biblioteca, o que € recomendado quando
se busca interagdes proteina—proteina utilizando a metodologia do Duplo-

Hibrido. Nas analises foram calculados os numeros de eficiéncia de
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cotransformacéo e o numero aproximado de clones independentes que foram
analisados em cada experimento, como podemos observar na tabela 2.

Foram obtidos bons indices de transformagdes utilizando o Kit Two-
Hybrid System Il juntamente com a biblioteca de cDNA de cérebro fetal, que
ajudou na procura de novos ligantes a DCRA devido a boa representatividade

da biblioteca nas transformacoes.

TABELA 2 - Eficiéncia de transformacao de cada analise e o numero de clones
representados da biblioteca.

Numero de analises | Eficiéncia de | Numero de clones da
(“screenings”) cotransformacgao biblioteca analisados

1 screening 4,3 x10° 4,2 x10°

2 screening 6,6 x 10° 6,0 x 10°

3 screening 3,7 x 10° 4,0 x 10°

4 screening 4,0x 10° 3,0 x 10°

5 screening 1,7 x 10° 2,0 x 10°

6 screening 2,0 x 10° 1,0 x 10°

4.2.1- Analise dos clones positivos obtidos com a DCRA

Em todas as analises realizadas as colénias de levedura que cresciam
nos primeiros oito dias foram coletadas. Delas foram extraidos os seus DNAs
plasmidiais para analises da sequéncia de cDNA contidas nos plasmideos da
biblioteca.

Com o DNA plasmidial extraido destas coldnias, as transformagdes em

E. coli foram realizadas. Para cada colbnia de levedura que continha
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plasmideos da biblioteca e que foram transformados em bactéria, cerca de 20
colénias transformantes de E. coli foram analisados por PCR de col6nia para a
identificacdo das portadoras do plasmideo da biblioteca (pACT2+cDNA), devido
ao fato de conter o mesmo gene de resisténcia para selecao em bactéria, que o
plasmideo isca (pGBT9+DCRA). Todas as colbnias portando plasmideos da
biblioteca foram sequenciados. Isto foi realizado pelo fato de mais de um
plasmideo da biblioteca poder entrar em uma mesma célula de levedura na
transformagao, mesmo as colénias de levedura coletadas terem sido cultivadas
em meio liquido seletivo -LEU-TRP-HIS, para que apenas os plasmideos
responsaveis pela interagao fossem preservados.

Contabilizando as seis analises feitas com a biblioteca de cDNA de
cérebro fetal cerca de 700 plasmideos foram sequenciados. Destes, uma parte
correspondia a sequéncias fora de fase, plasmideos fechados sem inserto, com
“linkers” da biblioteca, ou insertos de tamanhos reduzidos que correspondiam a
pequenos peptideos.

Dentre os plasmideos com sequéncias que correspondiam a proteinas
conhecidas e em fase com o dominio ativador da GAL 4, foram submetidos a

um teste de especificidade de interagao.

4.2.2- Analise dos possiveis ligantes a proteina DCRA

Para verificar se ha especificidade de interacdo dos clones encontrados
com a proteina DCRA no sistema de Duplo-Hibrido. Todos os clones
sequenciados e com homologia a proteinas conhecidas foram submetidos a
uma nova cotransformacédo em levedura na cepa CG1945, juntamente com a

proteina DCRA.
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Paralelamente, cotransformacdes dos clones encontrados foram feitas
juntamente com plasmideo expressando somente o dominio de ligacdo ao DNA
da proteina GAL 4 (pGBT9) e com plasmideo expressando uma proteina
diferente da proteina isca em fusdo com o dominio de ligagdo ao DNA. Neste
caso a proteina de fusao foi a laminina C inserida no plasmideo controle pLam
5’. Nas cotranformacdes na cepa de levedura CG1945 foram analisados se os
clones positivos ativavam a transcricdo do gene repdérter somente na presenca
da proteina DCRA. Na analise utilizando os plasmideos pGBT9 e pLam 5’ foi
observado se os clones obtidos também ativavam a transcricdo, com a
presenca do dominio de ligagdo ao DNA ou com outra proteina exceto a
DCRA.

Os resultados obtidos de especificidade de interagcdo provaram que
todos os clones encontrados nas analises sao pertencentes a classe de clones
falso positivos. Nao obtivemos nenhuma interagao especifica com a proteina
DCRA. Todos os clones suspeitos quando cotransformados com outra proteina
ou somente com o dominio de ligagdo ao DNA da proteina GAL 4 ativava a
transcricao.

Interessante salientar que varios clones se repetiam nas diferentes
analises, talvez pela representatividade na biblioteca, 0 que aumentava nossa
suspeita da ligacdo com a proteina DCRA. Alguns desses clones por exemplo,
apresentavam similaridades com a uma serina/threonina fosfatase tipo 1 alpha,
uma isoforma da PP1 (serina/ treonina fosfatase). Essas fosfatases tém a
funcao de defosforilacdo de residuos de serina e treonina em extratos celulares
(LABIB, 1993), estao distribuidas na célula e envolvidas em muitos processos

celulares incluindo a regulagao da transcricado e mitose (SHENOLIKAR, 1994).
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Também obtivemos falsas interagbes com a proteina SNAPIN, que esta
associada ao complexo das SNARES proteinas associadas a membrana
responsaveis pelo trafico vesicular dentro da célula (ROTHMAN, 1994), e a
proteina RAB 14 que faz parte da familia das GTP- “binding proteins” que séo
proteinas que podem também participar do processo de trafico vesicular,
crescimento e diferenciagao celular dentro da célula eucariética (HALL 1990,
CHARDIN, 1991, LAZAR et al.,, 1997, HALL, 1998). Todos esses clones,
quando transformados com os controles ndo mantinham especificidade de
ligacdo com a proteina DCRA sendo classificados como falso positivos.

O método do Duplo- Hibrido é eficiente na busca de interacbes de
proteinas, mas apresenta o0 aparecimento de muitos falsos positivos,
principalmente quando se tem um numero elevado de transformantes. O clone
€ considerado positivo somente quando a ativagdo do gene reporter se da com
a combinacgao do plasmideo contendo a proteina isca especifica.

Classes de falso positivos foram estabelecidas por (PARCHALIUK et al.,
1999) e eles sao divididos em trés categorias: A primeira categoria é de
plasmideos da biblioteca que contém o dominio ativador da proteina GAL 4 que
nao requer a presenca de um dominio de ligagao ao DNA em fusdo com uma
proteina isca para ativar os genes reporteres. A segunda categoria sao os
plasmideos da biblioteca que ativam a transcricdo dos genes repodrteres na
presenca da proteina isca de interesse, mas também apresenta ativagado na
presenca de outras proteinas iscas. A terceira categoria € de plasmideos da
biblioteca que apresentam a ativagcdo dos genes reporteres na presenca

somente do vetor contendo o dominio de ligagdo ao DNA da proteina GAL 4.
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Nas anadlises realizadas com a proteina DCRA os falsos positivos
capturados se caracterizam como sendo de segunda e terceira classe. Uma
lista de falso positivos no método do Duplo- Hibrido pode ser encontrada no
endereco http://www.fcc.edu.research/labs/golemis/InteractionTrapIinWork.html
.Em nosso laboratdrio foi possivel estabelecer uma lista (TABELA 3) de falso
positivos devido ao numero de analises (“screening”) com a biblioteca de cDNA
de cérebro fetal.

TABELA 3 — Falsos positivos encontrados nas analises da biblioteca de cDNA de

cérebro fetal utilizando como isca a DCRA. Em destaque (*) clones também
citados em http://www.fcc.edu.research/labs/golemis/InteractionTrapinWork.html

Clones da biblioteca de cDNA de | Nuomero de acesso no banco de
cérebro fetal estabelecidos como | dados de proteinas.
falso positivos no sistema de

Duplo- Hibrido

*Ring Finger protein 2 NP 009143.1
Similar to Cysteine desulfurase, | XP_047273.2
mitocondrial

Lim domain only 4 NP_006760.1
2- phosphopyruvate- hydratase | CAA59331.1
alpha- enolase; carbonate

dehydratase

Exossome component Rrp 41; | NP_061910.1
hypotetical protein

Unknown protein AAC09363.1
Similar to SWI/SNF related, matrix | AAH02628.1
associated, actin dependent

regulator of chromatin, subfamily,

member 3.

*Alpha 2 type | collagen | NP_000080.1

prepoprotein, collagen 1, alpha-2-
polypeptide; collagen of skin,
tendon and bone, alpha-2-chain
Ephirin A3, EHK1-L; eph- related | NP_004943.1
receptor tyrosine kinase
Similar to hypotetical protein gene | XP_059172
LOC127703
Serine/threonine protein P08129
phosphatase PP1-alpha 1 catalytic
subunit (PP-1A)

SNARE associated protein snapin NP 036569
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TABELA 3 - Continuagcao

RAB14 protein AAF00150
LdOrf-5 peptide NP 047641.1
Similar to succinate dehydrogenase | XP_018205.1
LSM2- Human U6  snRNA-| Q9Y333
associated Sm-like protein LSm2

Glial fibrillary acidic protein XP 050159.2
Joined to JAZF1 AAH15704.1
*Elongation factor 2 AAA50388.1
dJ79416.2.1 solute carrier family 4, | CAB90170.4
sodium bicarbonate transporter-like

1

DNA J protein Tid- 1 AAL35323.1
Unnamed protein product BAB55320.1
FoxD4b AAL73342.1
Cerebroside sulfate activator | AAA36595.1

protein
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O método do Duplo-Hibrido, tem sido considerado um poderoso sistema
para a abordagem molecular na detecgdo de interagbes proteina-proteina
(binarias), e contribuindo significantemente para o entendimento de muitas vias
moleculares.

No caso da proteina DCRA ndo conseguimos estabelecer um novo
ligante, fato que nao significa que a proteina ndo esteja interagindo com
nenhuma outra. A DCRA pode participar de complexos protéicos, tendo
interagcdes fracas com outras proteinas, podendo participar como ponte
interagindo com duas proteinas que diretamente nao interagem uma com a
outra; pode estar estabilizando interacbes fracas entre duas proteinas ou
funcionar como inibidor ou modificador de uma ou de algumas proteinas que
participam de um complexo protéico. E também sofrer modificagbes pos-
transducionais (como glicolisagdo) que sao essenciais para as interagbes de
algumas proteinas mamiferas o que seria impossivel detectar no Duplo-Hibrido
(sistema binario). Embora a técnica apresente sucesso na busca de interagdes
de proteinas, o método pode apresentar em alguns casos falhas para encontrar
interagbes que participam de grandes complexos protéicos, tais como os da
holoenzima da RNA polymerase |l ou complexos TFIIH e TFIID (TIRODE et al.,
1997). Como também as fusdes das proteinas com o DNA-BD e AD em alguns
casos pode ocultar o sitio de interacdo podendo interferir na ligacdo das
proteinas (VAN AELST et al., 1993).

Outro método poderia talvez ser eficiente na procura de proteinas que
interagem com a DCRA, como o Triplo-Hibrido (Three-Hybrid) (BRACHMANN
et al., 1997) que também utiliza as propriedades da proteina GAL 4 e é um

eficiente método para investigagdo de complexos protéicos, também sendo
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utilizado em analises com uma biblioteca ou para verificagdo de complexos

entre trés proteinas.

4.3 - Varredura da biblioteca de cDNA de cérebro fetal utilizando como
isca a proteina DSCR1

4.3.1 - A descoberta de um novo ligante para a proteina DSCR1

Em busca de proteinas que interagem com a DSCR1, leveduras
expressando a forma 4-5 (isoforma 4) da proteina DSCR1 em fusdo com o
dominio de ligacdo ao DNA da proteina GAL 4 foram transformadas com uma
biblioteca de cDNA de cérebro fetal esta construida em fusdo com o dominio
de ativacao da proteina GAL 4, como descrito anteriormente, que possui cerca
de 1 milhdo de clones independentes.

A transformacao foi plaqueada em meio minimo completo —Leu -Trp -
His meio de média extrigéncia para o sistema, o que possibilita a procura de
interacdes fracas ou de pouca afinidade. A eficiéncia de transformacao da
analise foi de aproximadamente 3.0 x 107 cfu/ug DNA transformado, como dito
anteriormente o que mais de trés vezes o numero de clones independentes da
biblioteca.

Foram obtidas 404 col6nias que foram submetidas ao reteste fenotipico
em meio seletivo completo —LEU-TRP contendo o substrato cromogénico X-a-
GAL o que manteve a selecdo de ambos os plasmideos DNA-BD e DNA-AD.
As colonias podem conter mais que um plasmideo da biblioteca, que pode
complicar a analise do provavel clone positivo, por isso foi usado a ativagao de
apenas um gene reporter da cepa AH109, o que leva a expressao de a-

galactosidase, das colbnias que contem o clone com provavel interacdo a
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proteina DSCR1, obtendo uma mistura de col6nias brancas e azuis que indica
segregacao entre os plasmideos.

As colbnias que possuiam coloracao azul 170 colénias foram estriadas em
meio seletivo —LEU —TRP —-HIS —ADE contendo X-a- GAL para verificar se
apresentavam a ativacado de todos os genes reporteres da cepa de levedura
AH109. Somente 52 colbnias confirmaram crescimento no meio seletivo e
apresentaram coloracao azul.

Todas as 52 colbnias que permaneceram azuis, tiveram seus
plasmideos isolados de levedura. Como o kit Two-Hybrid System IIl possui
selecao em bactéria diferente nos plasmideos DNA-AD e DNA-BD o que torna
facil a selecdo em bactéria dos plasmideos da biblioteca.

Transformados em bactéria Escherichia coli, os plasmideos da biblioteca
foram purificados e sequenciados. Cerca de aproximadamente 300 clones
foram sequenciados, para cada representante nas colbnias coletadas de
levedura e transformados em bactéria foram submetidos ao sequenciamento
cerca de 6 clones.

Todos os clones sequenciados que apresentava a sequéncia de cDNA
em fase com o dominio de ativagao da proteina GAL 4, foram analisados no
banco de dados (NCBI) no programa BLASTX e BLASTP (ALTSCHUL et al.,
1997).

4.3.2- Cotransformacao em cepa de levedura dos clones com
possivel interacéo

Todos os clones que estavam em fase com o dominio de ligacdo ao

DNA da proteina GAL 4 e que continham “ORFs” encontradas no banco de
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dados, foram introduzidos novamente em cepa de levedura juntamente com
plasmideos controles.

Os clones nomeados 5-2 e 23-3, 45-2 apresentaram ativacado dos genes
reporteres quando transformados com a BD-DSCR1 e estriados em meio
seletivo contendo X-a-GAL (Figura 23). Os clones 5-2, 23-3 e 45-2 possuem
uma sequéncia de cDNA com identidade de 100% com a proteina UXT
(“Ubquitously expressed transcript’) (NP_705582). Também os clones
nomeados como 3-1, 21-2 apresentaram ativacdo dos genes repoérteres
quando transformados com o BD-DSCR1 (Figura 24) e possuem uma
sequéncia de cDNA correspondente a proteina APLP1 (“Amyloid precursor-like

protein 1”) (NP_005157).

SD -LEU —TRP —HIS —ADE/ X-a-GAL

Figura 23: Células de levedura da cepa AH109 foram cotransformadas com pAST2-UXT
(AD-UXT) e com o plasmideo pGBKT7-DSCR1 (BD-DSCR1). Controles negativos foram
realizados cotransformando os plasmideos pGBKT7 (BD) e pGBKT7- Lam, um controle
positivo foi utilizado com a cotransformacao dos plasmideos pGBKT7-53 e pGADT7-T

para verificagdo da integridade do experimento.
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SD -LEU —TRP —HIS —ADE/ X-a-GAL

Figura 24: Na cepa de levedura AH109 foram cotransformadas com pAST2-APLP1 (AD-
APLP1) e com o plasmideo pGBKT7-DSCR1 (BD-DSCR1). Controles negativos foram
realizados cotransformando os plasmideos pGBKT7 (BD) e pGBKT7- Lam, um controle
positivo foi utilizado com a cotransformacéo dos plasmideos pGBKT7-53 e pGADT7-T
para verificagdo da integridade do experimento.

4.3.3- Caracteristicas dos novos ligantes da proteina DSCR1

O gene da proteina UXT tem localizagdo no cromossomo X na
posi¢cao Xp11.23-p11.22 e um tamanho de aproximadamente 7,35 Kb ao longo
do DNA gendmico, codifica uma sequéncia de 157 aminoacidos com trés sitios
potenciais de fosforilagdo. Esta proteina possui uma homédloga em
camundongo contendo 90% de identidade com todos os potenciais sitios de
fosforilagdo conservados, indicando que esses sitios sdo funcionalmente
importantes. Analises de expressao via “Northern blot” detectaram a presenca
da UXT em varios tecidos como coragao, cérebro, placenta, figado, rim,

musculo estriados e pancreas. A maioria dos ESTs que corresondem para UXT
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sao originarios de tecidos tumorais o que sugere estar envolvida em
tumorogénese (SCHROER et al., 1999).

A sequéncia da proteina APLP1 (Amyloid precursor-like protein 1) foi
isolada a partir de uma biblioteca de cDNA de cérebro de camundongo
(WASCO et al., 1992). Codifica uma sequéncia de 653 aminoacidos que é 42%
idéntica e 64% similar para a proteina beta amiloide precurssora (APP) que
origina o fragmento amiloidogénico AB, que € o maior componente das placas
amiloides estabelecidas em cérebros de pacientes com o mal de Alzheimer,
considerada a maior causa da doenca. Analises com painéis de DNAs de
células somaticas humanas determinaram que a APLP se localiza no
cromossomo 19 na posicao e 19q 13.1. (WASCO et al., 1993).

Estudos realizados revelaram a sequéncia da APLP1 humana que
possui um tamanho ao longo do DNA gendmico de aproximadamente 11,8 Kb
e contém 17 éxons (LENKKERI et al., 1998). A importancia dessa proteina é de
seu provavel envolvimento com o mal de Alzheimer, ja que faz parte da familia
APP, hoje foco de varios estudos (SISODIA e GEORGE — HYSLOP et al.,

2002).

4.4 - Andlise da interagdo in vivo dos possiveis ligantes a proteina DSCR1
através de um acasalamento de leveduras (yeast mating)

Este método de acasalamento de leveduras € um conveniente método
para a introducdo de dois plasmideos em uma mesma célula hospedeira e
amplamente utilizado na confirmagcdo dos resultados obtidos na técnica do

Duplo-Hibrido.
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Neste teste s6 foram utilizados os clones que apresentavam as ORFs
correspondentes as proteinas UXT (AD-UXT) e APLP1 (AD-APLP1)
transformadas na cepa AH109 (MAT a), na mesma cepa foi também
transformado o plasmideo pGADT7. A cepa Y187 (MAT a) foi transformada
com o vetor contendo BD-DSCR1 ou vetor pGBKT7. Ambas as cepas
cresceram em meio completo YPD e foram plaqueadas em meio minimo
completo —LEU —TRP para selecdo dos plasmideos e estriadas em meio
seletivo -LEU —TRP —HIS —ADE contendo X-a-GAL.

A cepa MAT a expressando AD- UXT foi acasalada com as células
MATa expressando o dominio de ligagdo ao DNA da proteina GAL 4 (BD- vetor
pGBKT7) ou com as células MAT a contendo o pGBKT7-Lam (vetor pGBKT7
contendo a proteina laminina C como fus&o). Nao foi observado o crescimento
de colbnias depois do plaqgueamento em meio seletivo (Figura 25, 26) o que era
esperado. Similarmente, também n&o foi observado o crescimento de colbnias
quando a cepa MATa expressando BD-DSCR1 foi acasalada com células MAT
a expressando o dominio ativador da transcricdo da GAL 4 (pGADT7) (Figura
25, 26).

Somente foi observado crescimento de colénias quando a MAT a
expressando BD-DSCR1 foi acasalado com a cepa MAT a contendo AD-UXT
(Figura 25) e AD-APLP1 (Figura 26), Estes resultados comprovaram que o
crescimento de células dipldides no meio seletivo foi devido as especificas

interacdes entre DSCR1 e UXT e DSCR1 e APLP1.
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SD -LEU —TRP —HIS —ADE/ X-a-GAL

Figura 25: Leveduras dipldides foram obtidas por acasalamento da cepa AH109
transformada somente com o vetor pACT2- UXT com a cepa de levedura Y187
previamente transformada com o vetor pGBKT7- DSCR1. Células foram estriadas
no meio seletivo -LEU —TRP —-HIS —ADE contendo X-a-GAL para a seleg¢do das
células diploides exibindo a expressao do gene repoérter.
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Figura 26: As células diploides foram obtidas por acasalamento da cepa AH109
transformada somente com o vetor pACT2- APLP1 com a cepa de levedura Y187
previamente transformada com os vetores pGBKT7- DSCR1. Células foram
estriadas no meio seletivo —LEU —TRP —HIS —ADE contendo X-a-GAL para a
selecéo das células dipldides exibindo a expresséo do gene reporter.

4.5 -Interacdo in vitro entre as recombinantes DSCR1 e UXT

O fato de se ter comprovado as interagdes in vivo € importante a

comprovacao das interacoes fisicas para se validar a interagao de interesse. O

teste bioquimico para a comprovagao das interacdes entre as proteinas in vitro

foi a coimunuprecipitacdo. Esta técnica se baseia no uso de um anticorpo

especifico para a proteina estudada (ou para uma proteina ou epitopo em

fusdo com ela), para realizar a imunoprecipitagdo da proteina em conjunto com

outra proteina. A(s) proteina(s) encontradas no co-precipitado podem ser

resolvidas em gel.
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A coimunoprecipitagao foi realizada somente com a proteina UXT devido
ao prazo previsto para o mestrado, testes com a proteina APLP1 sdo de
grande interesse para o estabelecimento da nova fungcédo da proteina DSCR1
dentro da célula por isso estdo em andamento.

Primeiramente foram geradas as proteinas DSCR1 e UXT marcadas
com **S no aminoacido metionina, em fusdo com os epitopos c-myc e
hemaglutinina especificos para os anticorpos anti c-myc e anti- HA
respectivamente. A proteina DSCR1 foi imunoprecipitada com o anticorpo
monoclonal anti-c- myc (Figura 27) e a proteina UXT foi imunoprecipitada
utilizando o anticorpo anti- HA (Figura 27) como controle positivo. Nas reagdes
que continham as duas proteinas apenas um dos anticorpos foi utilizado para
imunoprecipitacdo do complexo entre as duas proteinas. Utilizando o anticorpo
anti-c-Myc foi possivel detectar o complexo de interagdo entre as proteinas
UXT-HA e DSCR1- c-Myc confirmando assim os resultados obtidos com Duplo-
Hibrido (Figura 27).

O fato de se provar a interacdo in vivo e in vitro da proteina DSCR1 com
a UXT e o resultado da interagao in vivo com a proteina APLP1, estabelece um
novo e provavel papel da proteina DSCR1 no interior da célula ainda nao

desvendado.
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Figura 27: Interacdo das proteinas DSCR1 e UXT em um ensaio de
coimunoprecipitagdo. Os cDNAs codificando c-Myc-DSCR1 e HA-UXT
foram traduzidos e simultaneamente marcados com metionina [*°S] usando
lisado de reticuldcito e verificada para sua capacidade para interagir e
visualizada por autoradiografia. Coimunoprecipitacdo foi realizada como
descrita nos materiais e métodos, as proteinas c-Myc- DSCR1 e HA— UXT
foram imunoprecitatadas usando o anticorpo anti —c-Myc.

4.6 - Que papel a proteina DSCR1 possivelmente deve estar realizando?

A proteina DSCR1 é de relevante importancia, principalmente por
interagir fisicamente com calcineurina (CASAS et al.,, 2001; ERMAK et al.,
2001; ROTHERMEL et al., 2001; YANG et al., 2000). Calcineurina liga e
defosforila os residuos de serinas contidas nos boxes SPs presentes em
varias proteinas, incluindo NFAT (irés boxes) e DSCR1 (dois boxes)
(ROTHERMEL et al., 2000; CABTREE 1999; CABTREE 2001).

Na DSCR1, os residuos de serinas do motivo conservado SPPASPP séo
fosforilados por MAPK (“mitogen- activated protein kinase”) e GSK-3 (“glycogen

syntase kinase-3”). Contudo, uma serina especifica € fosforilada por GSK-3 e
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pode ser defosforilada por calcineurina in vitro (VEGA et al., 2002). A proteina
CBP1 homdloga da DSCR1 no fungo patogénico Criptococcus neoformans é
também fosforilada in vivo e serve como substrato para a calcineurina
(GORLACH et al., 2000). A atividade inibitéria da DSCR1 ¢é independente do
estado de fosforilagdo das serinas dos boxes SP. Dentro da sequéncia de
aminoacidos da proteina DSCR1 tem outras trés regides que contribuem para
inibicdo de calcineurina in vivo e in vitro (VEGA et al., 2002)

Recentes estudos sugerem que a localizagao celular da proteina DSCR1
€ dependente de fosforilagdo. Linhagens de células de camundongo C2C12
transfectadas com a proteina DSCR1 em fusdo com “green fluorescense
protein” (GFP) mostraram uma localizagdo nuclear da proteina de fuséao.
Também foi analisado que a proteina era retida no citoplasma quando as
serinas dos boxes SP foram mutadas por alaninas (ROTHERMEL et al., 2000;
PFISTER et al., 2002).

Desde que a DSCR1 é um substrato para calcineurina e proteina
quinases que provavelmente regulam a sua localizagdo celular, nés nos
encorajamos na busca de novas interagdes para a proteina DSCR1, como
primeiro passo na elucidagdo de uma provavel fungdo desta proteina no
nucleo. Usando o método de Duplo- Hibrido como ja descrito anteriormente,
nos identificamos dois novos ligantes da proteina DSCR1, a proteina UXT
comprovada a interagao in vivo e in vitro e a proteina APLP1 onde confirmamos
a interagao in vivo.

O primeiro novo ligante identificado, a proteina UXT, também interage
com o dominio SEC 1 localizado na porgao C- terminal da proteina LRPPRC

(numero de acesso M92439), um receptor de fator de crescimento presente em

84



fibroblastos de figado. O dominio SEC 1 &€ usualmente envolvido em processos
de transporte celular através de compartimentos da célula, semelhantes como
a transmissao sinaptica, exocitose vesicular e secreg¢des gerais (LIU e
McKEEHAM., 2002).

Anadlises de predicdo da sequéncia de aminoacidos da proteina UXT
mostraram uma homologia da regido helical da UXT para o “DNA-binding helix-
loop-helix domain” (bHLH-ZIP) do fator de transcricdo SREBP1. Também foi
observado que o arranjo das hélices preditas da UXT é homdlogo para as trés
ultimas hélices das quatro hélices da proteina STAT (“signal transducers and
activators of transcription”) 3b (BECKER; GRONER; MULLER., 1998)

Ambas as proteinas SREBP1 e STAT3b sao fatores de transcricao
moveis que translocam para o nucleo para regular a transcricdo de genes
especificos. Juntando essas similaridades estruturais foi sugerido que a UXT
poderia agir como ponte entre LRPPRC, estruturas celulares e provaveis
fatores de transcrigdo (LIU e McKEEHAM., 2002). Com isso, a UXT poderia
mediar a resposta celular induzida pela atividade do receptor LRPPRC.

Outro aspecto é de fundamental importancia e se refere a proteina
APLP1 encontrada como o outro ligante da proteina DSCR1. Estudos recentes
realizados por (MEIR et al., 2002) revelaram que a proteina APLP1 é clivada
por y- secretase como acontece com a proteina APP originando o fragmento
AB. Sugerindo que os peptideos liberados apds a clivagem e que recebem o
nome de ALID podem entrar no nucleo e ativar a transcricdo de genes
especificos (PASSER et al., 2002). Descobrir quais genes séo regulados pela
familia dessas proteinas contribuiria para o entendimento dos diferentes

fendtipos do mal de Alzheimer.
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O fato da interacédo in vivo entre a proteina DSCR1 e APLP1 pode
reforcar a idéia de que a proteina DSCR1 pode estar relacionada com
transcrigao.

Essas observagdes juntamente com os resultados obtidos neste trabalho
sugerem que a DSCR1 e UXT e também DSCR1 e APLP1 podem estar
interagindo em complexos de transcrigdo. A possibilidade que a DSCR1 pode
ligar em RNA ou DNA e regular a transcricdo de genes especificos tem sido
previamente sugerida (ERMAK; HARRIS e DAVIES., 2002). Outros estudos

podem mostrar a comprovagao dessas hipoteses.
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5.0- Conclusdes Gerais

As proteinas DCRA e DSCR1 utilizadas na procura de novas interacdes
funcionam no sistema de Duplo- Hibrido ndo ativando a transcricdo dos genes
reporteres em cepa de levedura.

Na analise da biblioteca de cDNA de cérebro fetal humano foi possivel
detectar a interagdo da proteina DSCR1 com dois novos ligantes (proteinas
UXT e APLP1).

O fato de nao se encontrar interacbes com a proteina DCRA, nao foi
positivo no aspecto de achar uma possivel funcdo da proteina, mas,
estabelecemos um grupo de proteinas falso positivos quando pescadas no
método do Duplo- Hibrido.

As proteinas UXT e APLP1 interagem in vivo com a proteina DSCR1,
sendo que a UXT também interage in vitro, 0 que abre caminho para novos
estudos da proteina DSCR1 provavelmente relacionado no processo de

transcricao.
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