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1. RESUMO

A metilacao de ilhas CpG em regides regulatorias de varios genes tem sido descrita
como um processo importante no silenciamento de genes supressores de tumor e diretamente
envolvida no processo de carcinogénese de uma série de tumores. O estudo desses genes
afetados pela metilagdo em tumores visa a procura de marcadores moleculares para o
diagnostico, progndstico e tratamento de tumores, e também a caracterizagdo do seu papel no
processo bioldgico do cancer. O nosso grupo de pesquisa participou de um Projeto Tematico
que visa a identificagdo de genes metilados em tumores de cabeca e pescoco (processo
03/09497-3) e foi entdo proposta a utilizagdo do sistema de duplo-hibrido de levedura como
ferramenta no inicio da andlise funcional destes genes. Dessa maneira, utilizando como isca o
gene CRABP? identificado como diferencialmente metilado em cancer de cabeca e pescogo,
foi realizado o rastreamento de duplo-hibrido para a identificagdo de interagdes fisicas
proteina-proteina. Foram rastreados aproximadamente 2,1x10° transformantes neste sistema,
dos quais 550 foram inicialmente positivos para His'. Desses, 182 transformantes
confirmaram a marca His™ e foram testados para P-galactosidase. Em seguida, 19 foram
selecionados para passar pela etapa do “plasmid linkage”. ApoOs esse teste, 9 clones
confirmaram a ligagio dos marcadores His™ e B-gal” com a presenga do plasmideo LEU? .
Assim, ap6s o sequenciamento dos insertos contidos nos clones identificados, ciclina D3
(CCND3), alfa-macroglobulina 2 (A2M) (2 clones), canal anidnico dependente de voltagem 2
(VDAC?2), tubulina alfa 1 (TUBAL1), tubulina alfa 2 (TUBA2), tubulina beta (TUBB), fator de
ligacdo ao “enhancer” do gene interleucina 2 (ILF2) e desoxi-hipusina sintase (DHPS)

emergiram como ligantes de CRABP2.
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4. LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS
CpG: Ilhas CpG
CRABP?2: cellular retinoic acid binding protein 2
AR: O écido retindico
RAR: receptor de 4cido retindico
RXR: receptor retindide X
CRABP1 e CRABP2: proteinas ligantes de 4cido retindico
ILBPs: proteinas ligantes de lipidios intracelulares
NLS, "nuclear localization signal": sinal de localizacao nuclear
HL-60: leucemia promielocitica humana
BD: dominio de ligacdo ao DNA
AD: dominio de ativac¢ao da transcri¢ao
UASG: Gal-Upstream Activating Sequences
LB: extrato de levedura 5 g/L; NaCl 10 g/L; triptona 10 g/L
SOB: triptona 20 g/L, extrato de levedura 5 g/L, NaCl 10 mM, KCl 2,5 mM,
MgCl,.4H,0 10 mM e MgS0O4.7H,0 10 mM
TB: Pipes pH7,0 10 mM, MnCl,.4H,0 55 mM, CaCl,.2H,0 15 mM e KCI 250 mM
PCR: Reacao de Polimerase em Cadeia
Tampao TAE: Tris 40mM, écido acético glacial 0,11% e EDTA 1mM
Tampao TE: Tris 10 mM e EDTA 1 mM
Tampao Z (Na,HPO4 60 mM, NaH,PO4 40 mM, KCI 10 mM, MgSO4 1 mM pH7,0)
CCND3: ciclina D3
A2M: alfa-macroglobulina 2

VDAC?2: canal anidnico dependente de voltagem 2



TUBAT1: tubulina alfa 1

TUBAZ2: tubulina alfa 2

TUBB: tubulina beta

ILF2: fator de ligacdo ao “enhancer” do gene interleucina 2

DHPS: desoxi-hipusina sintase

VDAC:S: canais anionicos dependentes de voltagem

BAK: proteina pro-morte

Erastin: agente anti-cancer seletivo

NCOAG®6: co-ativador 6 de receptor nuclear

NF45: proteina chamada fator nuclear 45

Ug: micrograma

pL: microlitro

°C: graus Celcius

DNA: acido desoxirribonucleico

dNTPs: mistura dos desoxirribonucleotideos trifosfatafos (dATP, dCTP, dGTP e

dTTP)

D.O.: densidade otica

EDTA: Acido etilenodiaminotetracético

kb: quilobase

kDa: quilodalton



M: molar

mg: miligrama

min: minuto

mL: mililitro

mm: milimetro

mM: milimolar

elF5A: fator de inicio de traducao SA

ng: nanograma

nm: nanometro

pb: pares de base

PEG: polietilenoglicol

pH: potencial hidrogenidnico

RNA: acido ribonucleico

Rpm: rota¢ao por minuto

SC: meio sintético completo para levedura

SDS-PAGE: eletroforese em gel de poliacrilamida na presenga de SDS

SDS: dodecil sulfato de sodio

s: segundo

YPD: Yeast extract, Peptone, Dextrose media

PBS: solugdo salina tamponada com fosfato
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5. INTRODUCAO

5.1. Cancer de cabeca e pescogo

O termo cancer de cabega e pescogo descreve uma diversidade de tipos de cancer de
histologias distintas que ocorrem em varios sitios anatdmicos (Dawson e Okamura, 1990).
Esta terminologia tem sido aplicada primariamente aos tumores que ocorrem em regioes
como a cavidade oral, a orofaringe, a hipofaringe e a laringe. Por causa da variabilidade de
sitios anatdmicos, da origem dos tecidos, da biologia do crescimento do tumor, dos padrdes
de metastases e dos limites da extensao do tumor, os sinais e sintomas dessa doenga sao muito
variados (Bast et al., 2000).

O processo da carcinogénese de cabeca e pescoco envolve interagdes dindmicas entre
varios fatores de risco. Aproximadamente 90% destes tumores ocorrem depois da exposi¢cao
aos conhecidos carcindgenos como o tabaco, o fumo e substancias como o betel. Sabe-se que
o uso de alcool esta intimamente ligado ao tabaco na carcinogénese e faz parte do grupo de
agentes que podem potencializar a carcinogénese relacionada ao tabaco. Outros fatores
importantes sdo os virus, predisposicdo genética, ocupacgdo, radiacdo e dieta (Kulkarni e
Saranath, 2004).

Nos ultimos anos, tém sido intensamente investigados marcadores moleculares que
possam ser utilizados como alvos terapéuticos ou que auxiliem no diagnostico precoce desse
grupo de neoplasias, no seu prognéstico e na identificacdo de populagdes de risco. No
entanto, muitos dos eventos genéticos responsaveis pela doenga permanecem desconhecidos e
poucos marcadores moleculares sao comumente utilizados na pratica médica (Greenman et
al., 2000; Ransohoff, 2003).

A carcinogénese constitui um processo em multiplos passos, caracterizando-se pela
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ocorréncia ou acumulo de alteragdes genéticas como: aneuploidia, perda de heterozigose,
delecdes, inser¢des, mutacdes pontuais, amplificagdo génica e, pelas alteracdes epigenéticas,
as quais se caracterizam por um processo herdado durante a divisdo celular, sem a ocorréncia
de alteragdes na seqiiéncia do DNA (Esteller, 2000; Esteller et al., 2000; Feinberg, 2001,
Smiraglia e Plass, 2002).

A metilagdo de citosinas em dinucleotideos CpG ¢ um evento epigenético que resulta
na repressdo da expressao génica e esta envolvida em varios processos biologicos normais tais
como controle de desenvolvimento, prote¢do do genoma contra elementos transponiveis,
imprinting gendmico e inativagdo do cromossomo X (Hendrich e Bird, 1998). As seqiiéncias
ricas em CpG (ilhas CpG) sdo geralmente localizadas no promotor génico, mas também estdo
presentes em regides internas do gene (Jones e Laird, 1999). A metilacdo dessas seqiiéncias ¢
introduzida enzimaticamente por DNA metiltransferases que exibem uma interacdo seqiiéncia
especifica com o DNA e utilizam a S-adenosil-L-metionina (AdoMet) como doador de grupos
metila (Cheng e Roberts, 2001).

A metilagdo anormal do DNA ¢ fortemente implicada no desenvolvimento do cancer
(Esteller et al., 2001) e afeta a expressao de mais de uma centena de genes supressores de
tumor ou relacionados com a regulacao da proliferacao e apoptose e com o reparo do DNA.

Em tumores de cabeca e pescogo, alguns genes estdo comumente hipermetilados,
como o pl6, 0 DAPK, o E-cad, o RASSFIA e o RARa. 2 (Rosas et al., 2001; Hasegawa et al.,
2002; Kwong et al., 2002). A recorréncia desses tumores parece ser mais freqiiente quando ha
inativagdo do gene pl6 (Kresty et al., 2002) enquanto a invasdo Ossea estd associada com
hipermetilacdo do gene DCC (Ogi et al., 2002). Tais resultados abrem a possibilidade de
utilizagdo de painéis de genes hipermetilados para o prognoéstico desses pacientes.

Realmente, as alteracdes epigenéticas podem ser empregadas como marcadores no

monitoramento da génese ¢ da progressdao do cancer e constituem alvos terapéuticos
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potenciais em funcdo de sua reversibilidade. Tratamentos com inibidores da metilacao do
DNA podem restaurar a atividade de genes silenciados e diminuir a taxa de crescimento de
células tumorais em um modo herdavel. Portanto, ¢ possivel a reversao parcial do fenotipo
tumoral pelo uso de inibidores da metilagdo (Brown e Strathdee, 2002; Christman, 2002;
Worm e Guldberg, 2002).

Pelo exposto, o estudo da metilagdo do DNA e a caracterizacao cuidadosa dos
padrdes de metilagdo no cancer humano sdo muito importantes. A precisa quantificacdo do
status de metilagdo de ilhas CpG pode, sem duavida, resultar no desenvolvimento de um
marcador molecular poderoso para diagnodstico e prognostico de neoplasias e, ainda, levar a
identificacdo de novos alvos terapéuticos.

O nosso grupo de pesquisa estd coordenando o Projeto Tematico “Identificagdo e
Caracterizacao Funcional de Marcadores Moleculares Envolvidos no Processo de Formagao
de Tumores de Cabeca e Pescogo por Meio da Analise do Padrao Diferencial de Metilagao”
(Processo 03/09497-3). O objetivo geral desse projeto ¢ investigar o perfil de metilagdo de
ilhas CpG em tumores de cabeca e pescogo e identificar biomarcadores candidatos para
diagnostico e progndstico desses tumores. Um dos genes identificados como diferencialmente

metilado neste Projeto Tematico foi CRABP?2.

5.2. A proteina CRABP2

Entre os genes diferencialmente metilados sob analise no Projeto Tematico, encontra-
se CRABP?2 (cellular retinoic acid binding protein 2), que codifica uma proteina homonima
também designada CRABP-II ou RBP6. CRABP2 ¢ uma proteina muito interessante, pois
esta envolvida com o metabolismo, estocagem e transporte de acido retindico (Vetterman et
al., 1997).

A vitamina A e os seus derivados bioldgicos (retinol, retinaldeido e 4cido retindico),
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coletivamente chamados de retinoides, sdo responsaveis pela regulacdo de maultiplos
processos bioldgicos, incluindo embriogénese, apoptose, proliferacao e diferenciagao celular
(DeLuca, 1991). O 4acido retindico (AR), principalmente, tem sido apontado por muitos
estudos ser util na prevencao e tratamento de diferentes tipos de canceres humanos. Esses
estudos t€ém demonstrado a sua eficacia no tratamento de canceres de cabega e pescoco (Hong
et al., 1990; Jetten et al., 1990), de pulmao (Pastorino et al., 1993), de pele (Kraemer et al.,
1988), de mama (Jing et al., 1997) e também no tratamento da leucemia promielocitica aguda
(Chomienne et al., 1996).

A acdo biologica do AR ¢ mediada por receptores especificos que fazem parte da
superfamilia de receptores nucleares, o receptor de 4cido retindico (RAR) e o receptor
retindide X (RXR). Cada familia apresenta os subtipos o, f e y. Além disso, inicio de
transcricdo e "splicing" alternativos dao origem a diferentes isoformas dos subtipos de RAR e
RXR. O receptor RXR, assim como suas multiplas isoformas, ¢ ativado pelo isomero 9-cis-
AR, enquanto que todas as isoformas do receptor RAR respondem tanto ao isdmero 9-cis-AR,
como também ao all-frans-AR (Chambon, 1996).

O 4cido retindico € uma molécula hidrofobica que deve ser solubilizada no citoplasma
e transferida para o nucleo onde se ligara aos seus receptores. Duas proteinas chamadas de
proteinas ligantes de acido retindico (CRABP1 e CRABP2) se ligam ao AR no citoplasma e
regulam sua concentragdo efetiva dentro da célula, seja pela ligagao ao excesso de AR e/ou
aumentando a metabolizacdo de AR na célula através de interacoes com enzimas
catabolizantes (Napoli et al., 1999).

Essas proteinas pertencem a familia de proteinas ligantes de lipidios intracelulares
(iLBPs), que ¢ caracterizada por uma estrutura tridimensional em forma de barril-f, altamente
conservada, a qual permite a sua ligagdo com moléculas hidrofobicas especificas (Banaszak et

al., 1994). CRABPs sdo proteinas soluveis pequenas, constituidas por aproximadamente 136
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aminoacidos, com o peso molecular de aproximadamente 15-16 kDa (Astrom et al., 1991).
Elas sdao altamente conservadas ao longo da evolugdo, sendo que CRABPI de rato
apresenta uma identidade de 99,3% com a proteina de humano, enquanto que CRABP2 possui
uma identidade de 94%. J4 as proteinas CRABP1 e CRABP2 de humanos sdo 74% idénticas
entre si, sugerindo uma diferenca de funcao entre essas duas proteinas (Donovan et al., 1995).
Além disso, as duas CRABPs exibem padrdes de expressao distintos com relagdo a diferentes
células e estagios de desenvolvimento. Em adultos, CRABP1 ¢ altamente expressa, enquanto
que a expressdo de CRABP2 ¢ restrita a pele, utero, ovario, plexus cordide e em células
hematopoiéticas. Ambas sdo expressas durante a embriogénese, porém ndo nas mesmas
células. Esses padroes distintos de expressdao fortalecem a hipotese de que as duas CRABPs
apresentam fungdes diferentes no metabolismo do é4cido retindico (Dong et al., 1999). De
fato, experimentos mostram que CRABP1 aumenta a atividade de enzimas que catalisam a
degradacdo do AR (Boylan et al. 1991), enquanto CRABP2 aumenta a atividade
transcricional de AR (Dong ef al., 1999). Esse tltimo estudo mostra que a produgdo na célula
de CRABP2, mas ndo de CRABP1, aumenta a transcricdo de gene reporteres dirigidos pelos
elementos responsivos ao AR (RARE) (Dong et al., 1999). Foi também demonstrado, tanto in
vivo como in vitro, que CRABP2 associa-se fisicamente com RARa ¢ RXRa, e na presenca
do ligante, CRABP2 aumenta a transcricdo do heterodimero RARa-RXRa (Delva et al.,

1999).

Interagdes diretas entre CRABP2 e receptores nucleares requerem que esses dois tipos
de proteinas localizem-se no mesmo compartimento celular. Uma vez que a atividade dos
receptores RAR e RXR ocorre no nucleo e a proteina CRABP2 ¢ predominantemente
citoplasmatica, na presenga do ligante CRABP2 deve ser transportada até o nucleo para

associar-se com RARa (Budhu e Noy, 2002). O transporte de proteinas do citoplasma celular
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para nucleo ocorre devido ao reconhecimento de um sinal de localizagao nuclear (NLS,
"nuclear localization signal"). O NLS ¢ reconhecido por um grupo de proteinas
citoplasmaticas, as importinas a, que se ligam a proteina a ser importada ¢ a conduz até o
nucleo (Stryer, 1988). Uma vez que CRABP2 ndo contém um NLS classico em sua seqiiéncia
primaria, esse sinal deve ser reconhecido em sua estrutura terciaria. Dessa maneira, foi
verificada a presenca deste NLS na conformag¢do holo-CRABP2, mas niao na apo-CRABP2.
Andlises subseqiientes demonstraram que o AR induz a associagdo de CRABP2 com uma
importina o, a qual ¢ responsavel pela localizacdo nuclear dessa proteina (Sessler e Noy,

2005).

Assim, apoOs sua ligagdo com o 4cido retindico no citoplasma, a holo-CRABP2
desloca-se para o ntcleo, onde ira associar-se com apo-RAR para formar um complexo que
possibilita a passagem direta do AR, facilitando assim a ligagdo do AR com RAR e
aumentando a sua atividade transcricional (Budhu e Noy, 2002). Apesar de este mesmo
estudo propor que CRABP2 deve-se desligar de RARa apds a transferéncia do AR para que
ocorra ativagao transcricional por RARa-RXRa (Budhu e Noy, 2002), outro estudo mostra
que a associacdo da proteina ciclina D3 ao complexo CRABP2-RARa aumenta a estabilidade
desse complexo e também modula positivamente a ativagdo transcricional de CRABP2
mediada por AR in vivo (Despouy et al., 2003). Dessa forma, permanece indeterminado se a
ligacdlo de CRABP2 a RARoa-RXRa, apds transferéncia do AR, afeta a atividade
transcricional desse heterodimero.

Como em doses farmacoldgicas o AR ¢ altamente téxico (Maden, 1994), essa
atividade da proteina CRABP2 ¢ de fundamental importancia, uma vez que o acido retindico
pode inibir a proliferacdo celular de varios tipos de canceres (Kraemer et al., 1988; Hong et

al., 1990; Jetten et al., 1990; Pastorino et al., 1993; Jing et al., 1997 e Chomienne et al.,
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1996). Dessa maneira, em um estudo da efetividade de CRABP2 em camundongos com
cancer de mama, verificou-se que a inje¢ao de um adenovirus expressando CRABP2 dentro
de células da linhagem SC115 de carcinoma mamario desses camundongos resultou em um
aumento da habilidade do AR de suprimir a proliferacao celular, mesmo na auséncia de
administracao de AR exdgeno. A expressao de CRABP2 nestas células elevou a atividade
transcricional de RAR e, ao mesmo tempo, reduziu o potencial tumorigénico celular. As
células que super expressavam CRABP2 foram capazes de causar poucos tumores e estes
apresentaram uma taxa de crescimento mais lenta. (Manor ef al., 2003).

Visto a relevante importancia da proteina CRABP2, adicionado a participagao do AR
nos tratamentos de diversos canceres humanos, a identificagdo de proteinas que interagem
com CRABP2 pode ajudar a compreender o controle da sinalizacdo do AR dentro da célula.
Como ja citado, foi observado que a proteina ciclina D3 interage fisicamente com CRABP2.
Utilizando o sistema de duplo-hibrido, CRABP2 foi usado como isca em um rastreamento de
proteinas ligantes a partir de uma biblioteca de cDNA humano de linhagem celular de
leucemia promielocitica humana (HL-60). Foi verificado que a ciclina D3 forma um
complexo ternario com CRABP2 ¢ o receptor RARa. Além da ciclina D3, também ja foi visto
que CRABP2 pode funcionar como um homodimero, interagindo com outra proteina
CRABP2 (Rual et al., 2005). Assim, a procura de novas interacdes de CRABP2 com fatores
celulares e o posterior estudo do papel dessas interagdes fisicas na fungdo de CRABP2,
poderdo contribuir de maneira importante no entendimento do complexo mecanismo celular

de sinalizagdo por acido retindico.

5.3. Sistema de duplo-hibrido de levedura na procura de interacdes fisicas
proteina-proteina

O sistema de duplo-hibrido é baseado na importante caracteristica modular de uma série
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de fatores de transcri¢ao eucarioticos, bastante estudados durante os anos 80 (Fields e Sternglanz,
1994). Esses estudos mostraram que o dominio de ligagdo ao DNA (binding domain - BD) ¢ o
dominio de ativagdo da transcri¢do (activation domain - AD) desses fatores podem ser separados
fisicamente, mantendo sua funcionalidade (Brent e Ptashne, 1985; Hope e Struhl, 1986; Keegan et
al., 1986). O dominio BD ¢ responsavel pela ligagcdo do fator a seqii€éncias especificas do DNA
gendmico, enquanto o dominio AD recruta a maquinaria de transcri¢ao para ativar a transcrigao
génica. Além de ndo ser necessario que ambos os dominios BD e AD pertengcam ao mesmo fator,
para que a transcri¢do seja ativada, eles ndo precisam estar presentes no mesmo polipeptidio
(Brent e Ptashne, 1985; Ma e Ptashne, 1988). Assim, se separados os dominios BD e AD de um
fator de transcrigdo, a transcricdo de um determinado gene ndo pode ser mais ativada. No entanto,
se os dominios BD e AD forem novamente aproximados através da sua fusdo com outras
proteinas que interagem fisicamente, a ativagdo transcricional ¢ reconstituida no local do DNA
onde existe o sitio de ligagdo do dominio BD (Figura 1).

O principio do duplo-hibrido foi inicialmente demonstrado utilizando os dominios BD e
AD do fator de transcricio Gal4 fundidos as proteinas, que conhecidamente interagem
fisicamente, Snfl e Snf4, e o gene para beta-galactosidase de Escherichia coli como reporter da
interacao (Fields e Song, 1989). Gal4 contém dois dominios essenciais: na por¢ao amino, um
dominio de ligacao a seqiiéncias especificas de DNA (BD) e na porg¢ao carboxila, um dominio
com regides acidicas que € necessario para a ativagdo da transcricao (AD). Os dominios sao
independentes e podem ser fusionados separadamente a outras proteinas que, quando interagem,
reconstituem a sua proximidade natural e podem ativar a transcrigdo de genes regulados por
UASG (Gal-Upstream Activating Sequences). O rastreamento pelo sistema de duplo-hibrido
utiliza uma biblioteca genomica ou de cDNA fusionada ao dominio de ativagdo de Gal4, ¢ a
proteina de interesse fusionada a um dominio de ligacdo ao DNA, de forma que proteinas que

interagem com a proteina de interesse possam ser identificadas.
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O sistema de duplo-hibrido tem sido utilizado para a procura de novas interagdes, assim
como para analise direta de duas proteinas de interesse. Além disso, esse sistema tem sido
modificado constantemente no intuito de reduzir as limitagcdes dos sistemas de duplo-hibrido
tradicionais que utilizam os dominios BD e AD de Gal4. Principalmente, a utilizacdo de um
sistema de duplo-hibrido com mais de um gene reporter e diferentes niveis de sensibilidade tem
possibilitado a sua utilizagdo para proteinas de diferentes fungdes celulares, ¢ os mais variados

tipos de interagdo fisica (Causier, 2004; Gietz, 2005).
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FIGURA 1. Principio do duplo-hibrido em levedura. Dois plasmideos sdo construidos: um
que iréd codificar a proteina “isca” em fusdo com o C-terminal do BD do fator de transcricao e
outro que ira codificar a proteina “presa” em fusao com o C-terminal do AD do fator de
transcricdo. No caso de um rastreamento de proteinas ligantes por duplo-hibrido, Y pode ser
representado por uma biblioteca de expressao. BD e AD somente sdo aproximados se X ¢ Y
interagirem fisicamente, reconstituindo um fator de transcricdo funcionalmente ativo que se
liga as seqiiéncias de ativagdo especificas na regiao promotora (UAS - upstream activation

sequences) e levam a expressao do gene reporter (Modificado de Causier, 2004).



6. DESENVOLVIMENTO

6.1. OBJETIVO

Os objetivos especificos do projeto abordados neste periodo foram:
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e C(lonagem do gene codificador de CRABP2 em vetor para duplo-hibrido e anélise da

produgdo proteica de fusdo gerada;

e Ensaios preliminares a utiliza¢do da isca: ensaio de autoativagdo e teste de expressao;

e Rastreamento de duplo-hibrido: isolamento e identificacdo inicial dos clones.

6.2. MATERIAIS UTILIZADOS

As leveduras utilizadas nos experimentos estdo listadas na Tabela 1. Os plasmideos e

os oligonucleotideos utilizados estdo listados nas Tabelas 2 e 3, respectivamente. A

composi¢do dos meios de cultura e solugdes esta apresentada ao longo do texto, de acordo

com a ordem de aparecimento nos protocolos.

TABELA 1- Linhagens de leveduras utilizadas nos experimentos deste relatorio

Linhagem Descrigao

Referéncia

L40 MATa trpl his3 leu2 ade2 LYS2::lexAop(4x)-HIS3

(VZL86) URA3::lexAop(8x)-lacZ

VZL86 transformada com o plasmideo isca (pBTM116-
VZL804 CRABP?2) para o sistema de duplo-hibrido da linhagem

L40

VZL86 transformada com os plasmideos pBTMI116-
VZL831 CRABP2 e pACT. Controle negativo da isca do sistema

de duplo-hibrido do sistema da linhagem L40

MacDonald,

2001

Este trabalho

Este trabalho
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TABELA 2 - Plasmideos utilizados nos experimentos deste relatorio

Plasmideos Descrigédo Origem

Vetor de expressao em levedura de proteina de fusao
pBTM116 Bartel

e
com a proteina de ligagdo ao DNA LexA (TRPI1, 2u,
VZ148 Fields, 1995
® ) Ampicilina®)
pVZ943
CRABP?2 clonado no plasmideo pPBTM116 Este trabalho
(pBTM-CRABP?2)
Thompson,
pVZ278 TIF51A4 clonado no vetor pPBTM116
et al., 2003
Thompson,
pVZ549 DYSI clonado no vetor pPBTM116
et al., 2003
Vetor de expressdo em levedura de proteina de fusdo
pACT Bartel e
com o dominio de ativacdo da transcricio de Gal4
(pVZ149) Fields, 1995
(LEU2, 2u, Ampiclina®)
Thompson,
pVZ940 LIAI clonado no vetor pACT
etal., 2003
Thompson,
pVZ558 DYS1 clonado no vetor pACT

et al., 2003
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TABELA 3- Oligonucleotideos utilizados nos experimentos deste relatorio

Oligonucleotideo Descrigéo Sitio de restricao
SV0536 5> CCG GAA TTC ATG CCC AAC TTC TCT EcoRI

G3
SV0537 5> CCG GAA TTC TAT CCT AGA AGG AGG EcoRI

G3

6.3. METODOLOGIA

6.3.1. Subclonagem de DNA

6.3.1.1. Digestao de plasmideos

Os plasmideos de interesse foram digeridos em um volume de 20 pL, utilizando as

condigdes recomendadas para as diferentes enzimas de restrigao (New England Biolabs).

6.3.1.2. Desfosforilacdo do vetor (quando necessario)

Apos digestao do vetor, foram adicionadas 2 unidades de fosfatase alcalina (CIAP-

Calf Intestinal Alkaline Phosphatase) e a reagdo incubada a 37°C por 30 minutos.
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6.3.1.3. Purificacdo de inserto e vetor

Apos digestao dos plasmideos e realizacdo das modificagdes necessarias, os produtos
obtidos foram separados por eletroforese em gel de agarose 0,8% em TAE (Tris 40 mM,
acido acético glacial 0,11% e EDTA 1 mM), contendo 0,5 pg/mL de brometo de etidio. Ao
DNA foi adicionado tampao de amostra (azul de bromofenol 0,125%, xileno cianol 0,125% e
glicerol 50%) e a solucdo foi aplicada no gel. O gel foi submetido a voltagem de 80 V. O
DNA foi visualizado utilizando luz ultravioleta e a imagem documentada utilizando o
aparelho Alphalmager 2200 (Alpha Innotech Corporation). Os fragmentos desejados foram
purificados utilizando o kit “QIAquick Gel Extraction” da Qiagen, seguindo as orientacdes do

fabricante.

6.3.1.4. Reacao de ligacéo

Os fragmentos (vetor e inserto), apos a purificagdo, foram analisados por eletroforese
em gel de agarose 0,8% para avaliar a pureza e estimar a concentracdo dos mesmos. A reacao
de ligacao foi realizada utilizando um volume final de 20 pL, tampao apropriado, um excesso
de inserto em relagdo ao vetor (usualmente 10 vezes) e 200-400 unidades de T4 DNA ligase.

A reagdo foi incubada a 16°C por 4-24 horas.

6.3.1.5. Transformacao de bactéria

- Competéncia

Uma colonia de E.coli foi inoculada em 10 mL de meio LB (extrato de levedura 5 g/L;
NaCl 10 g/L; triptona 10 g/L) e incubada a 37°C sob agita¢do por uma noite. A cultura foi
entdo diluida em 250 mL de meio SOB (triptona 20 g/L, extrato de levedura 5 g/L, NaCl 10

mM, KCl 2,5 mM, MgCl,.4H,0 10 mM e MgS04.7H,0 10 mM) até atingir D.O.500nm=0,6. A
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cultura foi incubada em banho de gelo por 10 minutos e centrifugada a 2.500xg a 4°C por 10
minutos. O sobrenadante foi descartado e as células foram suspensas em 80 mL de solugao
TB (Pipes pH7,0 10 mM, MnCl,.4H,0 55 mM, CaCl,.2H,0 15 mM e KCI 250 mM) gelada e
incubadas no gelo por 10 minutos. As células foram centrifugadas e suspensas em 20 mL de
TB gelado adicionado de 1,5 mL de DMSO. As células foram novamente incubadas em gelo
por 10 minutos. Para armazenamento, 200 puL de células foram aliquotados e congelados a -
80°C.

- Transformacéo

As células de E. coli competentes estocadas foram descongeladas em banho de gelo.
Em um tubo de microcentrifuga foram adicionados 100 pL das células competentes e 50-250
ng de DNA plasmidial ou a reagdo de liga¢do. Os tubos foram mantidos em banho de gelo por
30 minutos e submetidos ao choque térmico em banho-maria a 42°C por 2 minutos. A seguir,
1 mL de meio LB liquido foi adicionado ao tubo, o qual foi incubado por 1 hora a 37°C, sob
agitacdo. Finalmente, as células foram plaqueadas em meio seletivo (meio LB contendo

ampicilina 50 pg/mL) e incubadas a 37°C até a obtencao de colonias.

6.3.2. Clonagem empregando Reacéo de Polimerase em Cadeia (PCR)

6.3.2.1. Reacdo de PCR

As reacdes de PCR foram realizadas em tubos de microcentrifuga de 0,5 mL contendo
1 uM de cada oligonucleotideo (dATP, dTTP, dCTP e dGTP), 2 ng da biblioteca de cDNA de
cérebro humano fetal, 2U da enzima Taq Hifi DNA Polimerase (Invitrogen), em um volume
final de reagao de 100 pL. As condi¢des das reagdes foram estabelecidas de acordo com a
temperatura de desnaturacao dos oligonucleotideos iniciadores utilizados. Para a clonagem do
gene de CRABP2 foi utilizado, o seguinte par de oligonucleotideo: SVO536 / SVO537

(Tabela 3). Apds o ultimo ciclo, a reacao foi mantida a 72°C por 5 minutos e, a seguir, a 4°C
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até o momento da proxima etapa. Os produtos das reagdes foram analisados por eletroforese
em gel de agarose 0,8% em tampao TAE (Tris 40mM, 4cido acético glacial 0,11% e EDTA

ImM) e entdo purificados utilizando o Kit “QIAquick PCR Purification” da QIAGEN.

6.3.2.2. Clonagem do produto de PCR

Os produtos amplificados e purificados foram submetidos a digestdo com as enzimas
de restricdo requeridas, seguindo as condi¢des recomendadas pelo fabricante (New England
Biolabs). Os produtos de digestdo foram purificados apos eletroforese em gel de agarose
0,8%, utilizando o kit “QIAquick Gel Extraction” da QIAGEN. Os fragmentos (vetor e
inserto) foram analisados por eletroforese em gel de agarose 0,8-1% para avaliar a pureza e
estimar a concentragdo dos mesmos. A reagdo de ligagdo e a introdugdo dos produtos da
reag¢do de ligacdo em E. coli competente foram realizadas como descrito nos itens 6.3.1.4 ¢

6.3.1.5, respectivamente.

6.3.3. Isolamento de DNA plasmidial a partir de bactéria

6.3.3.1. Em pequena escala — Miniprep

Bactérias contendo os plasmideos de interesse foram inoculadas em 3 mL de meio LB
contendo 50 pg/mL de ampicilina e incubadas a 37°C por aproximadamente 16 horas, sob
agitacdo constante. A cultura foi centrifugada por 1 minuto a 12.000xg. As células foram
suspensas em 200 pL de TE (Tris 10 mM pH 8,0, EDTA 1 mM pH 8,0). Foram adicionados
200 pL de solugdo NaOH/SDS (NaOH 0,2M, SDS 1%), incubando-se por 5 minutos a 37°C.
Em seguida, foram adicionados 150 pL de acetato de sddio 3 M pH 4,8 e o tubo foi invertido
varias vezes. Apos centrifugacdo por 6 minutos a 12.000xg, o sobrenadante foi transferido
para um novo tubo. A seguir, foi adicionado isopropanol (3 vezes o volume da amostra).

Ap6s incubagdo de 5 minutos a 37°C, o tubo foi centrifugado por 10 minutos a 12.000xg. O
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sobrenadante foi descartado e o precipitado lavado duas vezes com etanol 75%. Depois de

seco, o DNA foi suspenso em 50 uL de TE pH 8,0.

6.3.3.2. Em média escala — Midiprep

Uma colonia de bactéria transformada com o plasmideo desejado foi inoculada em 50
mL de meio seletivo (LB adicionado de ampicilina 50 pg/mL) e incubada a 37°C durante a
noite, sob agita¢do. Os plasmideos foram extraidos e purificados por lise alcalina, utilizando o

kit “QIAfilter Plasmid Midi” da QIAGEN, seguindo as orienta¢des do fabricante.

6.3.4. Isolamento de DNA plasmidial a partir de levedura

De uma cultura estacionaria da levedura desejada, um volume de 1,5 mL foi
centrifugado a 12.000xg por 1 minuto. A seguir, o sobrenadante foi desprezado, as células
lavadas com 1 mL de 4gua e suspensas em 200 pL de tampdo de lise (Triton X-100 2%; SDS
1%; NaCl 100 mM; Tris-HCI pHS8,0 10 mM; EDTA 1 mM). Foram adicionados 200 pL de
fenol:cloroformio:éalcool isoamilico (25:24:1) e 300 mg de pérolas de vidro. O tubo foi entdo
agitado vigorosamente (vortex) por 5 minutos e centrifugado a 16.000xg por 1 minuto. A fase
aquosa foi transferida para um novo tubo e adicionada de igual volume de isopropanol. Apos
centrifugacdo de 10 minutos a 16.000xg o sobrenadante foi removido e o precipitado lavado

com 500 pL de etanol 75% gelado. O precipitado, depois de seco, foi suspenso em 50 pL de

agua.

6.3.5. Transformacao de leveduras
Uma colonia da levedura desejada foi inoculada em 5 mL de meio adequado e
incubada a 30°C sob agitacdo por toda a noite. 1,5 mL da cultura foram centrifugados na

velocidade maxima por 5 segundos. ApoOs descarte do sobrenadante, as células foram
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suspensas em 1 mL de solucdo de acetato de litio 100 mM e entdo incubadas por 15 minutos a
30°C. As células foram coletadas por centrifugacdo e o sobrenadante foi removido. Foram
adicionados, na seguinte ordem, 240 pL de PEG 50%, 36 pL de acetato de litio 1 M, 50 pL de
DNA de esperma de salmao, 5 uL. de DNA plasmidial, completando-se o volume de reagao
com 45 pL de agua. O tubo foi entdo agitado vigorosamente (vortex) por 1 minuto e incubado
a 25 °C por 30 minutos e em seguida a 42°C por 20 minutos. As células foram centrifugadas
na velocidade maxima por 10 segundos. Apds o sobrenadante ter sido removido, as células
foram suspensas em 200 pL de 4gua estéril e entdo plaqueadas em meio seletivo apropriado.

As placas foram incubadas a 30°C até o aparecimento de coldnias.

6.3.6. Transformacao de leveduras de alta eficiéncia

Inicialmente, uma colonia de levedura foi inoculada em 10 mL de meio adequado e
incubada a 30°C sob agitagdo por toda a noite. A partir desta cultura, foi feito o inoculo de
5,0x10° células/mL em 10 mL de meio pré-aquecido a 30°C. As células foram incubadas a
30°C até que a concentracio atingisse 2,0x10” células/mL, centrifugadas a 3.000xg por 5
minutos e lavadas com agua. Apos centrifugacao, as células foram suspensas em 600 uL de
solugdo de acetato de litio 100 mM e incubadas por 15 minutos a 30°C. Coletaram-se
novamente as células por centrifugagdo e removeu-se o sobrenadante. Foram adicionados, na
seguinte ordem, 480 pL de PEG 50%, 72 pL de acetato de litio 1M, 50 uL de DNA de
esperma de salmao, 10 uL da biblioteca de cDNA completando-se o volume de reagdo com
108 uL de agua. O tubo foi entdo agitado vigorosamente (vortex) por 1 minuto e incubado a
30°C por 30 minutos. O choque térmico foi dado incubando-se o tubo a 42°C por 20 minutos,
tomando-se cuidado de inverter o tubo a cada 5 minutos para equilibrio da temperatura. As
células foram centrifugadas como descrito acima, suspensas em 2 mL de dgua, plaqueadas em

meio seletivo e incubadas a 30°C até o aparecimento das coldnias.
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6.3.7. Western blot

As leveduras de interesse foram inoculadas em 5 mL de meio YPD e incubadas a 30°C
por 12-16 horas. As culturas foram entdo normalizadas para D.O.¢00nm=0,2 em 20 mL e
incubadas a 30°C por 4 horas. Em seguida, as células foram coletadas por centrifugagdo, o
sobrenadante foi desprezado e as células foram lisadas sob agitagdo em 250 pL de tampao
(Tris HC1 pH7,5 20 mM; DTT 2 mM; PMSF 2 mM; coquetel de inibidor de protease; EDTA
2 mM e 4gua q.s.p.) e aproximadamente 5 mg de “glass beads”. A concentragdo de proteina

total foi determinada pelo método de Bradford.

As amostras protéicas foram separadas por eletroforese em gel de poliacrilamida na
presenca de SDS (SDS-PAGE) e transferidas para membrana de nitrocelulose. A membrana
foi bloqueada a temperatura ambiente por 60 minutos em tampao PBST (PBS 1X, 0.25%
Tween-20) contendo 5% de leite desnatado, sob agitagcdo. A membrana foi entdo incubada por
2 horas a temperatura ambiente com uma dilui¢ao adequada de anticorpo em PBST contendo
5% de leite desnatado. Na andlise de expressdo da proteina de fusdo LexA-CRABP2, foi
utilizado o anticorpo anti-LexA (Millipore). Posteriormente, a membrana foi lavada 3 vezes
por cinco minutos com PBST. A seguir, a membrana foi incubada por 1 hora com anti-IgG de
coelho conjugado com peroxidase, em PBST contendo 5% de leite desnatado. Apds trés
novas lavagens de cinco minutos com PBST, a membrana foi tratada com reagentes

quimioluminescentes (ECL-Amersham Biosciences) e exposta a filme autorradiografico.

6.3.8. Rastreamento por duplo-hibrido

O sistema de duplo-hibrido desenvolvido por Fields e Song em 1989 (Fields e Song,

1989) ¢ um método pelo qual interagdes entre proteinas sdo identificadas in vivo através da
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reconstituicao da atividade de um fator de transcrigao.

Sistema da linhagem L40

Esse sistema ¢ baseado nas propriedades das proteinas Gal4 de levedura e LexA de
procarioto e utiliza a linhagem L40 para rastrear uma biblioteca de cDNA clonada em fusao
com o dominio de ativagdo de Gal4 no vetor pACT2 (LEU?2). Esta linhagem contém os dois
marcadores do sistema de duplo-hibrido HIS3 e lacZ. Os clones da biblioteca de cDNA que
codificarem proteinas capazes de interagir com a proteina de interesse serdo identificados pela
capacidade de gerar ativagao destes genes reporteres (HIS3 e lacZ).

Inicialmente, o gene da proteina CRABP2 foi clonado no vetor pBTM116 (TRPI)
para produzir a proteina alvo em fusdo com a proteina de ligacdio ao DNA LexA (pBTM-
CRABP?2). Ap6s a avaliagdo da correta expressdo da proteina de fusdo por western blot, o
proximo passo foi introduzir nas linhagens L40, j& possuindo a proteina de fusdo com LexA,
o plasmideo pACT vazio. Os transformantes obtidos foram entdo testados para verificar a
capacidade de causar a ativagao dos genes reporteres (HIS3 e lacZ).

Apos os testes de expressdao e auto-ativacao, o rastreamento por duplo-hibrido foi
iniciado. Resumidamente, a levedura L40 possuindo o plasmideo contendo pBTM-CRABP?2
foi transformada com uma biblioteca de cDNA de cérebro fetal humano clonada em fusao
com o dominio de ativacdo da transcricdo de Gal4. As colonias que cresceram no meio
seletivo para os dois plasmideos (pBTM116/TRPI ¢ pACT/LEU?2) e para o gene reporter
auxotrofico HIS3 foram entao repicados para meio SC —leu,-trp, ausente de qualquer selecao
para o gene HIS3. Apdés o crescimento a 30°C, os clones inicialmente isolados foram
novamente cultivados em meio SC-leu,-trp,-his. Os transformantes que confirmaram o
fenotipo His™ foram testados para atividade de B-galactosidase (expressio de lacZ). Em
seguida, os clones candidatos positivos para a expressao dos genes HIS3 e lacZ foram

submetidos a etapa de “plasmid linkage” (ensaio de ligacdo do plasmideo) e os genes contidos
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nos clones que confirmaram especificidade da interacao fisica foram identificados por
seqlienciamento. A confirmagdo das interagdes proteina-proteina também foi realizada por

outros métodos.

6.3.9. Teste de diluicdo seriada

As leveduras a serem analisadas foram crescidas a 30°C em 10 mL de meio seletivo
até aproximadamente 1-2x10” células/mL. Apés centrifugagdo a 3.000xg por 10 minutos e
remocdo do meio de cultura, as células foram suspensas na concentracdo de 2,5x108
células/mL. 200 pL da suspensdo foram transferidos para um pogo de microplaca e a
suspensdo foi diluida seriadamente (1:10) em meio liquido apropriado. Utilizando um
pipetador multicanal, 4 uL da suspensdo original e das diluigdes foram aplicados nos meios
de cultura de interesse. A seguir, as placas foram incubadas a 30°C até a observacdo de

crescimento.

6.3.10. Ensaio de p-galactosidase

As linhagens de interesse foram cultivadas a 30°C em 5 mL de meio seletivo até
aproximadamente 1-2x107 células/mL. Apds centrifugagio a 3.000xg por 10 minutos e
remogdo do meio de cultura, as células foram ressuspendidas na concentragdo de 2,5x10°
células/mL. 3 pL da suspensdo foram aplicados sobre uma membrana de nitrocelulose
(Amersham Biosciences) sobre meio solido YPD, e deixados crescer durante uma noite a
30°C. A membrana foi entdo retirada da placa e colocada sobre um papel aluminio flutuando
em nitrogénio liquido com as células voltadas para cima. Apds 30 segundos, a membrana foi
submergida no nitrogénio liquido por 5 segundos e retirada para descongelar em temperatura
ambiente. Um papel de filtro (Whatman) foi colocado em uma placa de petri de 100 mm e

umidecido com 1,5mL de Tampao Z (Na,HPO4 60 mM, NaH,PO4 40 mM, KCl 10 mM,
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MgSO4s 1 mM pH7,0) adicionado de X-gal (0,5 mg/mL). A membrana, com as células
voltadas para cima, foi colocada sobre este papel de filtro e incubada a 30°C em caAmara

umida até o desenvolvimento de coloragao azul.

6.4. RESULTADOS E DISCUSSAO
6.4.1. Clonagem de CRABP2 em vetor pBTM116 e analise da producdo da

proteina de fusdo gerada

Nesse contexto, o gene CRABP?2 foi inicialmente clonado no vetor pPBTM116 (Tabela
2), para produzir CRABP2 em fusdo com a proteina LexA (pBTM-CRABP2).  Para a
obtencdo da proteina CRABP2 em fusdo com a proteina de ligagdo ao DNA LexA, o gene que
codifica CRABP2 foi amplificado por PCR utilizando oligonucleotideos contendo sitios para
a enzima de restri¢do EcoRI nas extremidades, gerando um produto de PCR com o tamanho
esperado de 514 pb. Apos a digestdo com EcoRlI, o fragmento EcoRI-EcoRI foi introduzido
no sitio EcoRI do vetor pBTM116, gerando a constru¢dao pBTM-CRABP2 (Figura 2, Painel
A). O Painel B da Figura 2 mostra os tamanhos esperados dos fragmentos gerados apos as
digestdoes com as enzimas Pstl e EcoRI combinadas e Sacll e Hindlll combinadas. Os
fragmentos gerados apds a digestdo com Pstl e EcoRI sao de 4.780, 648, 422 ¢ 343 pb
(Figura 2, Painel C, canaleta 2), enquanto que apds a digestdo com Sacll e Hindlll, sao de
4.622, 1.065, 516 pb (Figura 2, Painel C, canaleta 3). Assim, a presenca do fragmento
contendo CRABP2 e sua orientagdo correta com relagdo ao vetor pBTM116 foram

confirmados por diagndstico de restrigao.

Uma vez confirmada, a construgdo plasmidial pPBTM-CRABP2 foi introduzida na
linhagem L40. Com o intuito de checar a producdo de CRABP2 com a proteina de fusao

LexA, um transformante foi analisado por western blot utilizando anticorpo policlonal anti-
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LexA (Millipore). Como pode ser visto na Figura 3, a fusdo LexA-CRABP2 (37 kDa) esta
presente na canaleta 2, correspondente a linhagem L[40 transformada com o plasmideo
pBTM-CRABP2. A canaleta 1 corresponde a linhagem L40 sem plasmideo utilizada como
controle negativo. Este resultado confirma a producdo da proteina de fusdo Lex-CRABP2

pelo transformante selecionado.



Digestio Fragmentos
esperados
Pstl e EcoRl 4780, 648,
422 e 343 pb
Sacl e Hindlll 4622, 1.065
e 516 pb
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FIGURA 2. Caracterizacdo da construgdo plasmidial pBTM116 + CRABP2. A: Mapa

simplificado da construgdo plasmidial pBTM-CRABP2. B: Tabela com os tamanhos

esperados dos fragmentos gerados apos a digestdo. C: Confirmagdo por diagnéstico de

restricdo apos eletroforese em gel de agarose 0,8%. L: padrao de tamanho molecular “lkb

Ladder Plus” (Invitrogen); canaletas 1: pBTM-CRABP2 sem digerir; canaleta 2: pBTM-

CRABP2 digerido com as enzimas Pstl e EcoRV (setas cheias no Painel A); canaleta 3:

pBTM-CRABP?2 digerido com as enzimas Sacll e HindllI (setas pontilhadas no Painel A).
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<4— LexA-CRABP2

FIGURA 3. Anélise da producéo da proteina CRABP2 fusionada com LexA na linhagem
L40. Lisados da linhagem 40 sem plasmideo (canaleta 1) e transformada com o plasmideo
pBTM-CRABP2 (LexA-CRABP2) (canaleta 2) foram submetidos a SDS-PAGE 12% e
western blot utilizando anticorpo policlonal anti-LexA - Millipore (1:2.000). A proteina de

fusdo LexA-CRABP?2 esta indicada por uma seta.
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6.4.2. Ensaio de autoativacao da isca LexA-CRABP2
Também para esse sistema, a etapa subsequente a checagem da producao da proteina
de fusdo LexA-CRABP2 consistiu na andlise da auto-ativagao dos genes reporteres deste
sistema de duplo-hibrido. Para tanto, a linhagem L40 ja contendo o plasmideo pBTM-
CRABP? foi transformada com o vetor pACT para testar a capacidade de crescer em meio
SC-leu,-trp,-his (reporter HIS3) e a atividade da enzima [-galactosidase (reporter lacZ).
Interagdes entre proteinas ja caracterizadas em nosso laboratério (Thompson et al., 2003),
foram utilizadas como controles deste sistema. Assim, a interacao entre as proteinas elF5A e
Dysl foi utilizada como controle de interagdo positiva forte (++), a interagdo entre as
proteinas elF5A e Lial foi utilizada como controle de interagdo positiva fraca (+), enquanto
que a levedura contendo pBTM-elFSA + pACT foi usada como controle negativo de
interacdo. Na Figura 4, ¢ possivel observar que nao houve crescimento dos transformantes
contendo pBTM-CRABP2 + pACT em meio SC-leu,-trp,-his € nem houve desenvolvimento
de coloracao azul no ensaio de [3-galactosidase.
Dessa forma, o transformante analisado que expressa a proteina de fusdo LexA-
CRABP?2 e ndo gera auto-ativagdo dos genes repérteres do sistema da linhagem L40 foi usado
para o rastreamento por duplo-hibrido utilizando uma biblioteca de cDNA de cérebro fetal

humano em pACT?2.



L40 SC-leu/-trp SC-leu/-trp/-his X-gal

++

BD»CRABFPZ+AD 1

ED-CRABP2+AD 2

BLD-CEABPZ+AL} 3

Controle de

crescimento

Genes reporteres

FIGURA 4. Avaliacdo da expressdo dos genes reporteres (HIS3 e lacZ) do sistema de
duplo-hibrido da linhagem L40. Células da L40 contendo concomitantemente a construg¢ao
plasmidial pPBTM-CRABP2 e vetor pACT (transformantes 1 a 3) foram plaqueadas em meio
SC-leu,-trp, SC-leu,-trp,-his e ensaiadas para f-galactosidase em membrana de nitrocelulose.
A linhagem L40 contendo pBTM-elFSA+pACT-Dys1 (++), pPBTM-elF5A+ pACT-Lial (+) e
pBTM-elF5SA+pACT (-) foram utilizadas como controles positivo forte, positivo fraco e

negativo, respectivamente.
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6.4.3. Rastreamento de duplo-hibrido pelo sistema da linhagem L40

Confirmacdo dos clones obtidos (plasmid linkage) e identificacdo por

sequenciamento

A linhagem L[40 (VZL86) foi inicialmente transformada com o plasmideo pBTM-
CRABP?2 e, posteriormente, com a biblioteca de cDNA de cérebro fetal humano fusionada ao
dominio de ativagdo de Gal4. As colonias capazes de crescer no meio SC-leu,-trp,-his,
seletivo para as marcas presentes nos dois plasmideos e para o gene reporter HIS3, foram
selecionadas. Interagdes entre proteinas ja caracterizadas em nosso laboratorio (Thompson et
al., 2003), foram utilizadas como controles deste sistema. Assim, a interacao entre as
proteinas elF5A e Dysl foi utilizada como controle de interacdo positiva forte (++)
(VZL899), a interagdo entre as proteinas elF5A e Lial foi utilizada como controle de
interacdo positiva fraca (+) (VZL900), enquanto que a levedura contendo pBTM-elF5A +

pACT (-) (VZL 901) foi usada como controle negativo de interagao.

Até o momento, foram rastreados 2,1x105 transformantes neste sistema, dos quais 550
foram inicialmente positivos para His'. Os transformantes foram entdo cultivados em meio
SC-leu,-trp. A selegdo dos clones positivos para marca His" foi realizada ap6s nova passagem
em meio SC-leu,-trp,-his. Desses, 182 transformantes confirmaram a marca His" e foram
testados para (-galactosidase. Em seguida, 19 foram selecionados para passar pela etapa do
“plasmid linkage” por serem capazes de induzir a expressao do gene reporter lacZ. Essa etapa
consiste em confirmar a ligagdo dos plasmideos com a expressdo dos genes reporteres do
sistema duplo-hibrido. Para isto, os plasmideos da biblioteca (LEU2) dos clones confirmados
foram recuperados e reintroduzidos na linhagem L40 contendo o plasmideo pPBTM-CRABP2.
Apos esse teste, 9 clones confirmaram a ligacdo dos marcadores His" e B-gal” com a presenca

do plasmideo LEU2 (Figura 5). Assim, apds o sequenciamento dos insertos contidos nos
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clones identificados, ciclina D3 (CCND3), alfa-macroglobulina 2 (A2M) (2 clones), canal
anionico dependente de voltagem 2 (VDAC2), tubulina alfa 1 (TUBAL), tubulina alfa 2
(TUBA2), tubulina beta (TUBB), fator de ligacdo ao ‘“enhancer” do gene interleucina 2

(ILF2) e desoxi-hipusina sintase (DHPS) emergiram como ligantes de CRABP2.

Ciclina D3 ja foi descrita como uma proteina ligante de CRABP2, o que valida este
rastreamento (Despouy et al., 2003). No estudo em questao, também foi observada a interagao
de ciclina D3 com o receptor RARa, e ensaios subsequentes sugeriram formagdo de um
complexo ternario CCND3-RARa-CRABP2, capaz de induzir um aumento da atividade

transcricional dependente de RAR (Despouy ef al., 2003).

Alfa-macroglobulina 2 ¢ uma proteina plasmatica inibidora de proteases, incluindo
tripsina, trombina e colagenase (Kan et al., 1985) e transportadora de citocinas (Borth e
Luger, 1989; James, 1990). Uma vez que ndo se conhecem fungdes citoplasmaticas de A2M e
como CRABP2 ¢ uma proteina intracelular (Chytil e Ong, 1987), ¢ mais provavel que esta
interagdo fisica ndo tenha relevancia bioldgica, sendo portanto, algum tipo de artefato gerado

pela produ¢do de uma forma citoplasmatica de A2M.

VDAC2 emergiu como um ligante fraco de CRABP2 neste rastreamento. Os canais
anionicos dependentes de voltagem VDACs estdo localizados na membrana externa da
mitocondria e tém sido apontados como mediadores da transicdo da permeabilidade da
membrana mitocondrial induzida por célcio (Shimizu et al., 2001) e indugdo do estresse
oxidativo (Madesh e Hajnoczky, 2001). Cheng et al., 2003 mostraram que VDAC2,
especificamente, age como um agente citoprotetor através de sua interagdo com a proteina
pro-morte BAK e subsequente inibigdo de sua ativag¢do, regulando assim o processo de
apoptose dependente da mitocondria (Cheng et al., 2003). Além disso, foi demonstrado que

erastin, um agente anti-cancer seletivo capaz de causar letalidade em células cancerigenas



39
humanas com mutagdes em oncogenes HRAS, KRAS ou BRAF, induz morte celular
oxidativa dependente da sinalizacgdo RAS-RAF-MEK via ligacdo direta com VDAC2

(Yagoda et al., 2007).

Tanto tubulinas alfa 1 e 2, como a tubulina beta, também emergiram como ligantes de
CRABP2 neste rastreamento. As tubulinas sdo componentes dos microtubulos, os quais fazem
parte do citoesqueleto celular. Interessantemente, além de compor os microtubulos, estruturas
citoplasmaticas, ja foi verificada a interacdo no ntcleo de TUBB com uma proteina co-
ativadora do receptor RAR, NCOAG6 (co-ativador 6 de receptor nuclear) (Goo et al., 2003).
Ambas fazem parte de dois complexos de proteinas, ASCOM e ALR/MLL2, envolvidos com
ativacdo da transcri¢do via metilacdo de histona H3 em resposta a RAR (Goo ef al., 2003 e
Issaeva et al., 2007). Assim, a interacdo de CRABP2 com TUBA1, TUBA2 ¢ TUBB ¢ a
participagdo de TUBB nos complexos de ativagdo da transcricdo de genes, incluindo de
receptores nucleares de acido retindico, indicam uma participagao de tubulina na regulacdo da
transcri¢ao de genes alvos de acido retinoico.

Outro parceiro fisico de CRABP2 revelado neste trabalho foi o fator de ligacdao ao
“enhancer” do gene interleucina 2 (ILF2). O gene /LF2 codifica uma proteina chamada fator
nuclear 45 (NF45), a qual participa na regulagao da expressao de interleucina 2 (IL2) (Zhao et
al., 2005), uma citocina essencial para a regulacao da proliferacao de células T (Smith, 1988).
Ja foi visto que acido retindico em niveis fisioldgicos estimula a proliferacdo de células T
humanas normais do sangue periférico pelo aumento da produg¢do de IL2 através de
mecanismos ainda ndo conhecidos, envolvendo os receptores RARs (Ertesvag et al., 2002 e
Engedal et al., 2006). Além disso, foi observado que acido retindico também leva a um
aumento da producao de IL2 em linhagem celular derivada de células T humanas HUT-78
(Goto et al., 2008). Entretanto, esses dados contrariam o resultado obtido por Felli e

colaboradores em 1991, que mostraram pela primeira vez a influéncia do acido retindico na
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expressao de IL2. Neste estudo, foi observado que o acido retindico diminuiu a expressao de
IL2 em linhagem de linfocitos T derivada de leucemia de células T de adulto (células Jurkat),
também via mecanismos envolvendo RARs (Felli et al., 1991). Além disso, estudos in vivo
tém demonstrado um efeito negativo do acido retindico em relagdo a producdo de IL2, uma
vez que foi observada uma reducdao da expressao do gene de IL2 em camundongos na
presenca de acido retindico (Ertesvag et al., 2008) e, ainda, camundongos deficientes de
vitamina A demonstaram um aumento da secrecao de IL2 (Wiedermann et al., 1993 e
Ertesvag et al., 2008 ). Enfim, todos os resultados citados acima indicam a participacdo de
acido retindico na regulag¢do da expressdo do gene de interleucina 2 de maneira dependente
do tipo celular e modelo utiizado. Assim, o estudo da interagdo de CRABP2 e NF45 podera
ajudar a entender os mecanismos envolvidos na regulagdo da expressao de interleucina 2 por
acido retindico.

A proteina desoxi-hipusina sintase (DHPS) também surgiu como um ligante de
CRABP2 neste rastreamento por duplo-hibrido. DHPS ¢ uma enzima essencial para o
primeiro passo da modificagdo pos-traducional do fator de inicio de tradugdo (elF5A), a qual
¢ uma das proteinas estudadas em nosso laboratoério. Esta enzima catalisa a transferéncia do
grupo aminobutil da poliamina espermidina para o amino grupo livre de um residuo
especifico de lisina no precursor de elF5A para formar um intermediario contendo o residuo
desoxi-hipusina. O intermedidrio formado ¢ entdo hidroxilado pela enzima desoxi-hipusina
hidroxilase, completando a sintese de hipusina e consequentemente a maturacdo de elF5A
(Schnier et al., 1991; kang et al., 1993; klier et al., 1993; Park et al., 1993a; Abid et al., 1997;
Chen e Liu, 1997). Este achado causou grande surpresa, pois nosso laboratorio também
estuda o papel do homolégo de eIF5A em Saccharomyces cerevisisiae, o que contribuird para

o estudo da relacao entre CRABP2 e DHPS em mamifero.
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A Figura 5 traz um modelo dos ligantes de CRABP2 identificados por duplo-hibrido

este trabalho.

L 40 SC-leu,-trp SC-leu,-trp,-his X-gal

++

BD-CRABP2+AD

BD-CRABP2+AD-CCDN3 a

BD-CRABP2+AD-A2M a

BD-CRABP2+AD-A2M b

BD-CRABP2+AD-VDAC2 a

BD-CRABP2+AD-TUBAL a

BD-CRABP2+AD-TUBA2 a

BD-CRABP2+AD-TUBB a

BD-CRABP2+AD-ILF2 a

BD-CRABP2+AD-DHPS a
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FIGURA 5. Ligantes da proteina CRABP2 revelados no rastreamento de duplo-hidrido
utilizando o sistema da linhagem L40. Diluigao seriada (1:10) de culturas da linhagem L40
contendo o plasmideo pPBTM-CRABP2 e o plasmideo pACT-cloneX (obtido no rastreamento)
foram crescidos em meio SC-leu,-trp, SC-leu,-trp,-his e ensaiadas para B-galactosidase em
membrana de nitrocelulose. A linhagem L40 contendo pBTM-elFSA + pACT-Dysl (++),
pBTM-elF5A + pACT-Lial (+) e pBTM-elF5A + pACT (-) foram utilizadas como controles

positivo forte, positivo fraco e negativo, respectivamente.
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FIGURA 6. Modelo da acdo de CRABP2 na célula, incluindo seus novos ligantes
identificados neste trabalho. A ciclina D3 ja foi descrita como um ligante de CRABP2
previamente, validando nosso rastreamento. O gene /LF2 codifica NF45, a qual atua como um
fator de regulacdo da produc¢do de interleucina 2, requerida para a proliferacao de linfécitos T.
Os genes TUBB, TUBAI e TUBA2 sdo genes que codificam para tubulina beta, tubulina alfa 1
e tubulina alfa 2, respectivamente, os quais sdo componentes dos microtibulos. VDAC2 ¢
encontrado na membrana externa da mitocondria e estd envolvido na regula¢do de apoptose.
DHPS participa na biossintese de um aminodcido incomum chamado hipusina, o qual esta

presente somente em elF5A e ¢ essencial para sua funcao.
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7. CONCLUSAO

Ao final do rastreamento, emergiram como possiveis ligantes da proteina CRABP2:
ciclina D3; gene /LF2 que codifica NF45; genes TUBB, TUBAI ¢ TUBA2, que codificam para
tubulina beta, tubulina alfa 1 e tubulina alfa 2, respectivamente; VDAC2; DHPS; e alfa-

macroglobulina 2 (A2M).
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