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RESUMO

RESUMO

A metilacao de ilhas CpG em regides regulatérias 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 metilacdo em tumores visa identificar
possiveis marcadores moleculares para o diagndéstico, prognostico e tratamento de
tumores, além de possibilitar a descoberta de fatores importantes no processo
bioldgico do céncer. Neste sentido, ao estudar o perfil diferencial de metilagdo de
genes em carcinomas de células escamosas de cabeca e pescogo, o gene MX1 foi
identificado como diferencialmente expresso. Correlacdo também foi encontrada
entre o silenciamento de ADAM23 e estagios tardios da progressao tumoral neste
tipo de cancer. Dessa forma, o presente estudo envolveu a identificacao de ligantes
celulares das proteinas ADAM23 e MX1 por meio de rastreamentos de duplo-
hibrido, usando bibliotecas de cDNA de cérebro fetal humano. Inicialmente, foi
realizado rastreamento com os dominios desintegrina e rico em cisteina (DIS-ACR)
de ADAM23, com um total de 5,1x105 transformantes obtidos, dos quais somente 1
foi confirmado pelo ensaio de “plasmid linkage”. O candidato confirmado pelo
“plasmid linkage”, identificado como SPRY1, foi considerado como falso positivo por
ser uma proteina estritamente citoplasmatica, nédo podendo, portanto, interagir
fisicamente com os dominios DIS-ACR de ADAM23, que s&o extracelulares. Ainda,
foi realizado rastreamento com a proteina MX1, que resultou em aproximadamente
1,0x10° transformantes, dos quais 74 foram confirmados pelo ensaio de duplo-
hibrido e codificam para 9 ligantes ja conhecidos e 21 ligantes provaveis de MX1.
Entre esses ligantes provaveis estdo proteinas que ja haviam sido descritas como
ligantes de MX1, incluindo a prépria proteina MX1, o que valida os resultados
obtidos com este rastreamento. Além disso, grande parte dos ligantes identificados
sdo fatores envolvidos no processo de SUMOilacdo de proteinas, na formacao de
corpusculos nucleares denominados PML-NB e uma série de proteinas relacionadas
ao controle da transcricdo e apoptose. Estes resultados ampliam o conhecimento
sobre os ligantes fisicos de MX1 na célula e sugerem vias de sinalizagdo nas quais
MX1 pode atuar, além de dar suporte a idéia de que MX1 possui um papel
importante no controle da proliferacdo celular, como sugerido pelos resultados de

metilacdo de MX1.



ABSTRACT

ABSTRACT

The methylation of CpG islands at regulatory regions of various genes has
been described as an important process for the silencing of tumor suppressor genes
and is directly involved in the carcinogenesis of a series of tumors. The study of
these methylation-affected genes in tumors aims at identifying possible molecular
markers for diagnostic, prognostic and treatment of such tumors, besides making
possible the discovery of factors important for cancer biology. On this purpose, the
study of differential pattern of gene methylation in head and neck squamous cell
carcinoma identified the gene MX7 as differentially methylated. Together with this
result, it was found a correlation between ADAMZ23 silencing and late stages of tumor
progression in this type of cancer. In order to identify cellular ligands of ADAM23 and
MX1, we performed two-hybrid screenings using fetal brain cDNA libraries. Initially, a
screening with the disintegrin and cystein rich (DIS-ACR) domains of ADAM23 was
accomplished, with an amount of 5,1x10° transformants obtained, out of which just
one was confirmed by plasmid linkage assay and identified as SPRY1. However, it
was considered a false positive since this protein is restricted to the cytoplasmatic
compartment and, therefore, it may not physically bind the DIS-ACR domains of
ADAM23, known to be extracellular. Additionally, a screening with the MX1 protein
was performed, resulting in approximately 1.0x10° transformants, out of which 74
were confirmed by two-hybrid assay and revealed 9 already known and 21 putative
ligands of MX1. Among the putative ligands there are proteins previously described
as MX1 ligands, including MX1 itself, corroborating the results obtained in our
screening. Moreover, most of the identified ligands are factors involved in protein
SUMOylation, PML-NB assembly and proteins that are related to transcriptional
control and apoptosis. The results presented here extend the knowledge about MX1
binding partners and suggest the signaling pathways in which MX1 may act. They
also give support to the idea that MX1 exerts an important role in cell proliferation

control, as suggested by the methylation results.
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1. INTRODUCAO

1.1. Cancer de cabec¢a e pescogo e metilacao de DNA
O termo cancer de cabeca e pescoco descreve uma diversidade de tipos de

cancer de histologias distintas que ocorrem em varios sitios anatémicos (Dawson e
Okamura, 1990). Esta terminologia tem sido aplicada primariamente aos tumores
que ocorrem em regides 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
extensdo do tumor, os sinais e sintomas dessa doenga sao muito variados (Bast et
al., 2000).

Nos ultimos anos, tém sido intensamente investigados marcadores moleculares
que possam ser utilizados como alvos terapéuticos ou que auxiliem no diagndstico
precoce desse grupo de neoplasias, no seu prognostico 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 colaboracdo entre as vantagens seletivas obtidas através do acumulo de
alteracbes genéticas como: aneuploidia, perda de heterozigose, dele¢des, insergdes,
translocag¢des, mutagdes pontuais e amplificacdo génica; e por meio de alteragbes
epigenéticas, isto €, sem a ocorréncia de alteragdes na sequéncia do DNA,
caracterizadas pela alteracdo do padrédo de metilacdo de dinucleotideos CpG e
hipoacetilacdo de histonas, podendo levar a instabilidades cromossomais, perda de
imprinting, ativacdo de oncogenes e silenciamento de genes supressores de tumor.
Tais alteragbes genéticas e epigenéticas sao herdadas pelas células filhas no
momento da divisdo celular (Esteller et al., 2000; Esteller, 2000; Feinberg, 2001;
Smiraglia e Plass, 2002; Feinberg et al., 2006).

A metilacao de citosinas em dinucleotideos CpG é um evento epigenético que
resulta na repressdo da expressao génica e estd envolvida em varios processos
bioldégicos normais tais como controle do desenvolvimento, imprinting genémico e
inativagcdo do cromossomo X (Hendrich e Bird, 1998). Tal processo ocorre em

regides denominadas llhas CpG, as quais sdo caracterizadas por apresentarem
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tamanho variavel entre 0,6 kb e 1,0 kb e pela presenca de dinucleotideos CpG em
alta proporcao (=50%). As ilhas CpG estdo geralmente localizadas na regido
promotora do gene, mas também estdo presentes em regides internas do gene
(Jones e Laird, 1999).

A metilacdo dessas sequéncias é introduzida enzimaticamente por DNA
metiltransferases que exibem uma interacdo sequéncia especifica com o DNA e
utilizam a S-adenosil-L-metionina (AdoMet) como doador de grupos metila (Cheng e
Roberts, 2001). Este processo € comumente acompanhado pela alteracdo no
padrdo de metilacdo e acetilagdo das histonas responsaveis pela formacdo do
nucleossomo. A acetilagdo e metilacdo de histonas apresentam papel fundamental
na transcricdo génica, fornecendo potencial eletrostatico e pontos de ancoragem a
outras proteinas envolvidas na formagédo da cromatina, aos fatores de transcricao e
demais subunidades da maquinaria de transcricdo. Sendo assim, a remog¢ao do
radical acetil (hipoacetilagdo), mediada por histona desacetilases, e a metilagédo de
diferentes residuos de lisina, mediada por histona metiltransferases, impedem a
formacado do complexo iniciador da transcrigdo via modificagdo na estrutura do
nucleossomo e por meio do sequestro do DNA aos pontos de ligagdo a histona,

favorecendo o silenciamento génico (Feinberg, 2006).

A metilacdo anormal do DNA é fortemente implicada no desenvolvimento do
cancer, afetando a expresséo de genes supressores de tumor ou relacionados com
a regulacédo da proliferacao e apoptose e com o reparo do DNA (Esteller et al.,
2001). Por exemplo, em tumores de cabeca e pescoco, alguns genes estdo
comumente hipermetilados, como o p76, o DAPK, o E-cad, o RASSF1A e o RARp2
(Rosas et al., 2001; Hasegawa et al., 2002; Kwong et al., 2002). A recorréncia
desses tumores parece ser mais frequente quando ha inativagcdo do gene p16
(Kresty et al., 2002), enquanto a invaséo 0ssea esta associada com hipermetilagéo
do gene DCC (Ogi et al., 2002). Tais resultados abrem a possibilidade de utilizagao

de painéis de genes hipermetilados para o progndstico desses pacientes.

Realmente, as alteracbes epigenéticas podem ser empregadas como
marcadores no monitoramento da génese e da progresséo do cancer e constituem
alvos terapéuticos potenciais em fungdo de sua reversibilidade. Recentes avangos
na compreensdo dos mecanismos envolvidos no sileciamento epigenético de genes

durante o desenvolvimento neoplasico apontam para a utilizagdo conjunta de
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inibidores da metilagdo de DNA e da desacetilagdo de histonas. Tais inibidores
atuam na inibicdo da herdabilidade dos padrdes anormais de metilagcdo de DNA e
desacetilagdo de histonas nas células em processo mitotico, levando a diminuigao
da taxa de crescimento de células tumorais. Portanto, é possivel a reversao parcial
do fendtipo tumoral pelo uso de inibidores da metilacdo de DNA e desacetilagao de
histonas (Brown e Strathdee, 2002; Christman, 2002; Worm e Guldberg, 2002;
Minucci e Pelicci, 2006; Jones e Baylin, 2007).

Pelo exposto, é de fundamental importancia o estudo da metilagdo do DNA, a
caracterizagcdo cuidadosa dos padrdes de metilagdo no céncer humano e a
identificacdo de genes que, quando silenciados, conferem vantagens seletivas a
células, contribuindo para o fenétipo neoplasico e facilitando a progressédo do tumor
por permitir o acumulo de alteracbes genéticas e epigenéticas. A precisa
quantificacdo do estado de metilacdo de ilhas CpG pode, sem duvida, resultar no
desenvolvimento de um marcador molecular para diagnoéstico e progndstico de

neoplasias e, ainda, levar a identificagdo de novos alvos terapéuticos.

Entre os genes diferencialmente metilados em tumores de cabega e pescogo
estdo MX1 e ADAMZ23. Esses genes sao bastante interessantes, pois ADAM23 se
encontra hipermetilado em uma série de tumores (Costa et al., 2004; Costa et al.,
2005; Takada et al., 2005), incluindo os tumores de cabecga e pescogo, onde se
encontra, possivelmente, associado a estagios tardios do desenvolvimento tumoral
(Calmon et al., 2007). Ainda, o gene de MX1 é pouco expresso em carcinoma de
prostata (Schulz et al., 2007) e se encontra metilado em carcinoma de células
escamosas de cabeca e pescoco e de células de leucemia mieldide aguda (Calmon
et al.,, 2009; Desmond et al., 2007), o que proporciona uma correlacao potencial

entre o silenciamento de MX7 e a tumorigénese.

1.2. A proteina ADAM23
As proteinas da familia ADAM (a disintegrin and metalloproteinase) sé&o

glicoproteinas transmembranica que contém os dominios propeptideo,
metaloprotease, desintegrina, rico em cisteina, semelhante ao fator de crescimento
epidermal (EGF-like), transmembranica e cauda citoplasmatica, despertando o
interesse devido a sua habilidade em realizar as fungdes de adeséo e protedlise e

assim controlar a adeséo célula-célula e célula-matrix extracelular (Cal et al., 2000;
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Seals e Courtneidge, 2003).

Atualmente existem evidéncias de que cada um destes dominios apresentam
um papel funcional em diferentes proteinas da familia ADAM, a saber: 1) o bloqueio
da atividade de metaloprotease exercido pelo dominio propeptideo; 2) a clivagem de
proteinas alvo da membrana de outras células e da matriz celular pelo dominio de
metaloprotease; 3) a adeséo as proteinas permitindo assim a clivagem pelo dominio
metaloprotease dos dominios desintegrina e rico em cisteina; 4) o estimulo a fuséo
de membranas pelo dominio EGF-like e 5) sinalizagdo citoplasmatica apos
fosforilacdo, em ADAMs que possuem cauda citoplasmatica organizada em dominio
(aproximadamente 131 a 196 aminoacidos) (Primakoff e Myles, 2000).

Varios membros da familia ADAM foram descritos como fatores diretamente
relacionados com aumento da proliferacao celular e/ou metastase em diferentes
tipos de tumores. E importante ressaltar que as proteinas ADAM relacionadas
positivamente com processo neoplasico possuem dominios de metaloprotease
completos, isto €, com todos os residuos de aminoacidos necessarios para
coordenar a ligagdo do atomo de Zinco (HEXXHXXGXXH). De fato, para a maior
parte dessas ADAMSs, foi descrita atividade de metaloprotease. Assim, & proposto
que essas ADAMs atuem na ativacdo de fatores de crescimento celular e de
receptores para fatores de crescimento celular, assim como na reestruturacéo de
matriz extracelular e modulagédo de interagdes integrinas-matriz extracelular (Cal et
al., 2000; Mochizuki e Okada, 2007; Rocks et al., 2008).

Por outro lado, ADAMs relacionadas com o controle negativo da proliferagao
celular e inducéo de diferenciacdo nao possuem um sitio ativo nos seus dominios de
metaloprotease. Portanto, essas ADAMs devem agir promovendo adesdo célula-
célula e célula-matriz, modulando a interacdo de outras proteinas transmembranica
e da matriz extracelular e, além disso, também poderiam competir pelos ligantes das
ADAMs proteoliticas, evitando a sua ativagcéo (Wu et al., 1997; D'abaco et al., 2006;
Calmon, 2007) .

Entre as ADAMs que nao apresentam dominio de metaloprotease ativo estéo
ADAM11, ADAM22 e ADAM23. A proteina ADAM23 possui uma organizagao de
dominios tipica da familia ADAM, porém apresenta uma cauda citoplasmatica de

tamanho reduzido (aproximadamente 18 aminoacidos) (Figura 1) (Arribas et al.,
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2006).

Assim como descrito para outros membros da familia ADAM, ADAM23 também
interage com integrinas da superficie de outras células e da matriz extracelular via
dominio desintegrina e rico em cisteina, especificamente, com a integrina aV3
atuando, provavelmente, na inibicdo de sua ativacdo, a qual esta associada a
progressao tumoral e a aquisicdo de caracteristicas metastaticas (Cal et al., 2000;
Yong, 2005; Arribas et al., 2006; Mochizuki e Okada, 2007). Ainda estdo descritas
como ligantes de ADAM23, as proteinas LGI1, LGI4 e PrP® proteinas estas
relacionadas com doengas genéticas neurodegenerativas fatais, evidenciando o
papel de ADAM23 na formagédo e manutencéo do sistema nervoso central (Sagane
et al., 2008; Costa et al., 2009). Dessa maneira, visando entender melhor o papel de
ADAM23 no processo de controle da proliferagédo celular, € necessario que se

amplie o conhecimento sobre quais proteinas se ligam fisicamente a ADAM23.

1.3. A proteina MX1
Existe uma série de genes conhecidos por sua expressdo e atuagao

dependente da inducéo por interferons do tipo | e lll, que estéo relacionados as
atividades antiviral, antiproliferativa e antitumoral in vivo (Bromberg, 2002; Calo et
al., 2003; Brand et al., 2005). Neste cenario, o gene MX1 (myxovirus resitance 1),
também chamado de IFI78 (Interferon-inducible protein p78), atua como mediador

da imunidade inata e na resisténcia a virus de RNA (Haller et al., 2007a).

A proteina MX1 € um membro da superfamilia de GTPases dinaminas e esta
estruturalmente organizada em dominio de ligagdo ao GTP (GTPase) e dominio
central de interagao (CID), em sua por¢cao N-terminal, e dominio efetor de GTPase
(GED), o qual forma um Zipper de Leucina (LZ), em sua por¢ao C-terminal (Figura
2). Essa familia ainda inclui a proteina MX1 nuclear de camundongos (mMX1) e a

proteina dinamina-1 (DYN1), entre outras proteinas (Haller et al., 2007ab).

Ainda quanto a estrutura de MX1, foi demonstrado que os dominios CID e GED
coordenam sua homo-oligomerizagao, levando a formacgédo de granulos de MX1.
Estes granulos sédo formados em associagdo com as membranas celulares, como a
membrana do reticulo endoplasmatico de humanos, e sdo necessarios para a

atividade GTPase de MX1 e a manutencao da estabilidade desta proteina, uma vez
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que foi demonstrado que a proteina mutante MX1(L612K), que carrega uma
substituicdo de lisina para leucina no residuo 612 resultando na alteracao do carater
anfipatico da primeira alfa hélice do dominio LZ sem perturbar a estrutura do
dominio, ndo é capaz de formar oligbmeros e, por isso, perde a atividade de GTPase
e € degradada em aproximadamente duas horas, em contraste com a forma
selvagem que tem aproximadamente 24 horas de tempo de meia vida (Janzen et al.,
2000; Holzinger et al., 2007; Haller et al., 2007a).

Como mediadora da resposta imune inata desencadeada por interferons, foi
demonstrada a capacidade de MX1 de inibir a replicag&o viral através do bloqueio do
transporte dos nucleocapsideos virais para o nucleo. Ainda, diferentemente do que
ocorre para as proteinas MX1 citoplasmaticas de outros organismos, que somente
inibem multiplicagao de virus cuja replicagéo ocorre no citoplasma, MX1 de humanos
apresenta um amplo espectro de atividade antiviral, sendo capaz de reconhecer e
inibir virus de replicagéo citoplasmatica e nuclear, entre eles os virus pertencentes
as familias buniavirus, ortomixovirus, paramixovirus, rabdovirus, togavirus, entre
outros (Haller et al., 2007b).

Neste sentido, foi demonstrado que MX1 ndo é capaz de impedir a sintese de
RNA virais, o que ocorre no nucleo celular, porém os experimentos conduzidos
mostraram que ndo sé a sintese de proteinas virais, mas também a de proteinas
celulares, é inibida pela presenca de MX1. Além disso, células expressando MX1
adquirem uma maior sensibilidade a morte celular induzida por Fas/FasL, irradiagdo
UV e infecgdo viral, o que evidencia a influéncia de MX1 na promocao das vias

apoptéticas (Mibayashi et al., 2002).

De acordo com estas observacgdes esta o fato de que rastreamentos de duplo-
hibrido realizados com a proteina MX1 de camundongos revelaram a interagcéo entre
essa e proteinas componentes de corpusculos nucleares, como SP100, DAXX, BLM,
TOPORS e PKM/HIPK-2, além da interacdo com componentes do sistema de
modificagdo de proteinas SUMO1. Tais proteinas s&o conhecidas pela sua
participacdo no processo apoptotico, na progressdao do ciclo celular, nos
mecanismos de resisténcia viral desencadeado por interferons e no controle do ciclo
celular (Trost et al., 2000; Engelhardt et al., 2001; Engelhardt et al., 2004; Haller et
al., 2007a).
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Além disso, MX1 foi correlacionada com o processo apoptético em estudos nao
envolvendo infec¢ao viral. Nestes foi demonstrado que MX7 é super expresso em
células de alguns dos grupos de complementacédo da Anemia Fanconi, 0 que pode
estar relacionado ao fenétipo caracteristico de indugédo de morte celular na medula
Ossea desta doenca (Altschul, Madden et al., 1997; Li e Youssoufian, 1997). MX1
também se encontra metilado em carcinoma de células escamosas de cabeca e
pescoco e de células de leucemia mieldide aguda (Desmond et al., 2007; Calmon et
al., 2009) e teve seu silenciamento associado a progressao do cancer e ao fenotipo
de imortalizacdo em células tumorais (Kulaeva et al., 2003; Noser, 2007). Por outro
lado, o gene MX1 € pouco expresso em carcinoma de préostata, onde sua expressao
foi recentemente ligada a inibicao do fenétipo de motilidade e invasao celular (Schulz
et al., 2007; Mushinski et al., 2009). Consequentemente, é possivel que baixos
niveis da proteina MX1 contribuam para a resisténcia a apoptose durante o
desenvolvimento neoplasico. Assim, a identificagdo dos parceiros fisicos de MX1 de
humanos poderia contribuir significativamente para a elucidagcao do papel de seu

silenciamento no processo neoplasico.

1.4. Sistema de duplo-hibrido em levedura
O sistema de duplo-hibrido é baseado na importante caracteristica modular de

uma série de fatores de transcricdo eucaribticos, bastante estudados durante os
anos 80 (Fields e Sternglanz, 1994). Esses estudos mostraram que o dominio de
ligacdo ao DNA (binding domain - BD) e o dominio de ativacdo da transcricéo
(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 é responsavel pela ligacao do fator a sequéncias
especificas do DNA genbémico, enquanto o dominio AD recruta a maquinaria de
sintese de mRNA para ativar a transcricdo génica. Além de n&o ser necessario que
ambos os dominios BD e AD pertengam ao mesmo fator, para que a transcrigdo seja
ativada, eles nado precisam estar presentes no mesmo polipeptideo (Brent e
Ptashne, 1985; Ma e Ptashne, 1988). Assim, se separados os dominios BD e AD de
um fator de transcricédo, a transcricdo de um determinado gene n&o 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 ativagao
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transcricional € reconstituida no local do DNA onde existe o sitio de ligacdo do
dominio BD (Figura 3).

O principio do duplo-hibrido foi inicialmente demonstrado utilizando os
dominios BD e AD do fator de transcricdo Gal4 fundidos as proteinas, que
conhecidamente interagem fisicamente, Snf1 e Snf4, e o gene para 3-galactosidase
de Escherichia coli como reporter da interagao (Fields e Song, 1989). Gal4 contém
dois dominios essenciais: na por¢ao amino, um dominio de ligagdo a sequéncias
especificas de DNA (BD) e na porc¢éo carboxila, um dominio com regides acidicas
que € necessario para a ativagdao da transcricdo (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
transcricdo de genes regulados por UASG (Gal-Upstream Activating Sequences). O
rastreamento pelo sistema de duplo-hibrido utiliza uma biblioteca genémica ou de
cDNA fusionada ao dominio de ativagdo de Gal4, e 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.

Atualmente, existem variacbes do sistema original de duplo-hibrido,
desenvolvidos com os objetivos de aumentar a sensibilidade do método e diminuir a
deteccdo de interagdes falso-positivas (Brachmann e Boeke, 1997). Foi
demonstrado que o dominio de ativacédo da proteina Gal4 de S. cerevisiae pode ser
fusionado a proteina ligante de DNA de Escherichia coli LexA, criando um ativador
transcricional funcional em levedura (Brent e Ptashne, 1985). A substituicdo do
dominio de ligagdo de DNA de Gal4 pela proteina LexA leva a uma maior
sensibilidade do sistema, principalmente devido ao fato de LexA, por ser uma
proteina de bactéria, ndo possuir nenhum sitio de ligacdo ao DNA de levedura,
diminuindo a obtencdo de interacdes falso-positivas (Gyuris et al., 1993). Nesse
sistema, também é possivel variar a sensibilidade do gene repérter através do
namero de operadores de LexA (LexAop) utilizadas como promotor (Gyuris et al.,
1993).

A utilizagao de outros dominios de ativagcado de transcri¢cao diferentes de Gal4,
como o dominio acidico da proteina B42 de E. coli (Gyuris et al., 1993), também
oferece vantagens na diminuicdo da detecgao de clones falso-positivos. Também

com o objetivo de prevenir a obtencdo de clones falso-positivos, podem ser
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utilizados mutiplos genes reporteres, inclusive URA3, que permite selecdo negativa
em meio 5-FOA (Brachmann e Boeke, 1997). Assim, a combinagdo entre as
diferentes origens dos dominios BD e AD e a utilizag&o de sistemas de duplo-hibrido
com mais de um gene repérter e diferentes niveis de sensibilidade tem possibilitado
a sua utilizacado para proteinas de diferentes fungbes celulares, e os mais variados

tipos de interacéo fisica (Causier, 2004; Gietz, 2005).

Como o entendimento de um sistema bioldgico requer a determinagdo da
interac&o entre suas partes constituintes, e a caracterizagéo das interagdes entre as
proteinas desse sistema pode contribuir no entendimento da fungao especifica de
cada fator. Os diferentes sistemas de duplo-hibrido tém sido extensamente aplicados
na detecgéo de interagdes proteina-proteina (Brachmann e Boeke, 1997), inclusive na
determinacao de redes de interagbes (interactomas) de diversos organismos (Parrish
et al., 2006).
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Figura 1. Esquema da organizacao estrutural dos dominios da proteina ADAM23 de
humanos. Esquema de dominios de ADAM23, indicando os dominios DIS-ACR de ADAM23
utilizados no rastreamento de duplo hibrido. Também estdo indicadas neste esquema a
regido de acdo de proteases semelhantes a furina (FU), necessaria para a remo¢ao do
propeptideo e ativacdo das ADAMs e a auséncia da sequéncia completa para a
coordenagdo do atomo de zinco (HEXXHXXGXXH), que inativa a capacidade de
metaloprotease. Modificada de Rocks et al., 2008.
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Figura 2. Esquema da organizagao estrutural da proteina MX1 de humanos e de outras
GTPases Dinaminas. A proteina MX1 de humanos (hMX1) é comparada com as proteinas
MX1 de camundongos (mMX1) e dinamina-1 de humanos (DYN1). Os dominios em comum
sdo: (i) dominio de ligagdo ao GTP (azul), que contem os elementos de ligacdo ao GTP
(vermelho), assim como a sequéncia de auto associagdo (SAS, verde escuro), (ii) dominio
central de interagdo (CID, verde claro) e (iii)) dominio efetor de GTPase (GED, amarelo) o
qual forma um Zipper de Leucina (LZ) em GTPases MX. O sinal de localizagdo nuclear
(NLS, preto) esta presente apenas em algumas proteinas MX1 de roedores. Os dominios
especificos de dinaminas sao: dominio pleckstrina (PH, laranja) e dominio rico em prolina
(PRD, roxo). Modificado de Haller et al., 2007a.
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Figura 3. Esquema do sistema de duplo-hibrido utilizado para analise de interagdo
proteina-proteina. Os genes das proteinas X e Y clonados em vetores de expressdo em S.
cerevisiae, levam a producédo de proteinas em fusdo com os dominios de ativagdo de
transcricdo (AD, “activation domain”) e de interagdo a DNA (BD, “binding domain”),
respectivamente. No caso de interacdo entre X e Y, é restaurada artificialmente a
proximidade fisica entre os dominios AD e BD, levando a expressao de genes reporteres
que tenham a sequéncia de ligagdo em suas regides ativadoras de transcricdo (UAS).
Dessa forma, é possivel determinar a existéncia de interagdo entre duas proteinas
conhecidas ou rastrear ligantes de uma proteina utilizando uma biblioteca de cDNA através
da observacao da ativacéo da transcricdo dos genes repoérteres.
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2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo Geral
Andlise funcional das proteinas ADAM23 e MX1, codificadas por genes

metilados em cancer de cabeca e pescoco.

2.2. Objetivos especificos

2.2.1. Identificar proteinas ligantes de ADAMZ23 por duplo-hibrido
Como descrito anteriormente, a proteina ADAM23 possui uma organiza¢ao de

dominios tipica da familia ADAM, porém, diferentemente de outras proteinas ADAM
que ja possuem seus ligantes para o dominio citoplasmatico descritos na literatura,
ADAM23 apresenta uma pequena porgcdo citoplasmatica de somente 18
aminoacidos, que exclui a possibilidade de mediar a interagdo com um possivel
parceiro fisico (Nelson et al., 1999; Galliano et al., 2000; Huang et al., 2002; Zhu et
al.,, 2003). Em contrapartida, diversos rastreamentos de duplo-hibrido ja foram
realizados com dominios extracelulares de proteinas relacionadas a ADAMZ23 e
revelaram interagbes destas com proteinas da matriz extracelular (Shi et al., 2000;
Bartholin et al., 2005; Lee et al., 2005; Yoshida et al., 2005; Liu et al., 2006; Torres-
Collado et al., 2006). Além disso, a interagado descrita entre os dominios desintegrina
e rico em cisteina de ADAM23 com a integrina aVp3, associada a auséncia de
atividade de protease, nos leva a crer que estes dominios desempenham uma
funcdo crucial no papel de ADAM23 como um possivel supressor do

desenvolvimento tumoral.

2.2.2. ldentificar proteinas ligantes de MX1 por duplo-hibrido
Como ja descrito, rastreamentos de duplo-hibrido com a proteina MX1 de

camundongo ja foram realizados, revelando parceiros fisicos que se encontram
presentes na composi¢cdo dos corpusculos nucleares. Tendo em vista que MX1 de
humanos, que apresenta localizagcéo citoplasmatica, esta envolvida com diversos
processos celulares como a indugcdo de morte celular por apoptose (Altschul e
Madden et al., 1997; Mibayashi et al., 2002; Haller et al., 2007b), aléem de ser
expresso em carcinoma de prostata, onde sua expressao foi recentemente ligada a

inibicdo do fendtipo de motilidade e invasao celular (Schulz et al., 2007; Mushinski et
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al., 2009) e que MX1 encontra-se silenciado em uma série de processos neoplasicos
(Schulz, et al., 2007, Calmon et al., 2009), acredita-se que esta apresente outros
parceiros fisicos que determinam seu modo de atuagdo na célula e que o
silenciamento de MX7 esteja envolvido com a aquisicdo de caracteristicas

necessarias para o desenvolvimento do tumor e progresséo da doenca.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Material
Os plasmideos, as linhagens de leveduras e o oligonucleotideos iniciadores

utilizados nos experimentos estdo apresentados nas Tabelas 1, 2 e 3,

respectivamente.

TABELA 1 — Vetores e construgdes plasmidiais utilizados neste estudo.

(pVZ895)

codifica Gal4-AD-RalGDSm2 (mutante 2)

Plasmideo Descrigao Origem
Vetor plasmidial para geragdo de clone de
pCR8-TOPO entrada do sistema “‘Gateway” Invitrogen
(Spectinomicina®)
pDEST32 Vetor plasmidial para produgdo em S.
cerevisiae da proteina isca (Gal4-BD) (LEUZ2, Invitrogen
(pVZ860) CEN, Gentamicina®™)
pDEST22 Vetor plasmidial para produgdo em S.
cerevisiae da proteina presa (Gal4-AD) (TRP1, Invitrogen
(pVZ861) CEN, Ampicilina®)
Vetor plasmidial no qual foi gerada a biblioteca
OEXP/AD-502 de cD[\lAs de cerebr'o' fetal humgno para Invitrogen
produgdo em S. cerevisiae de proteina presa
(Gal4-AD) (TRP1, CEN, Ampicilina®)
pEXP32-Krev1 Construgéo plasmidial controle para duplo-
hibrido do sistema da linhagem MaV203, Invitrogen
(PVZ2963) codifica Gal4-BD-Krev1
pEXP22-RalGDSwt Construgdo plasmidial controle para duplo-
hibrido do sistema da linhagem MaV203, que Invitrogen
(pVZ893) codifica Gal4-AD-RalGDSwt (selvagem)
EXP22-RalGDSmM1 Construgdo plasmidial controle para duplo-
P (pVZ894) hibrido do sistema da linhagem MaV203, que Invitrogen
P codifica Gal4-AD-RalGDSm1 (mutante 1)
) Construgdo plasmidial controle para duplo-
PEXP22-RalGDSm2 hibrido do sistema da linhagem MaV203, que Invitrogen
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pBTM116-AMP
(pSV148)

pBTM116-KAN
(pVZ993)

pACT
(pSV149)

pACT2

PCDNA3.1-ADAM23
(pPVZ890)

pCMV6-XL5-MX1
(pVZ997)
pBTM116-AMP-
TIF51A
(pSV278)

pACT-Dys1
(pSV558)

pACT-Lia1
(pVZ940)

pDEST32-
ADAM23ps-acr

(pVZ916)

0VZ963
(PCR8-ADAM230ss.
ACR)

pBTM116-AMP-
ADAM23pis-acr

(pVZ984)
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Vetor plasmidial para produgdo em S. (Bartele
cerevisiae de proteina isca (LexA-) (TRP1, 2u, Fields,
Ampicilina”) 1995)
Vetor plasmidial para produgdgo em S.
cerevisiae de proteina isca (LexA-) (TRP1, 2u,
Kanamicina®)
Vetor plasmidial para produgdo em S. (Bartele
cerevisiae de ’groteina presa (Gal4-AD) (LEUZ2, Fields,
2u, Ampicilina™) 1995)
Vetor plasmidial no qual foi gerada a biblioteca
de cDNAs de cérebro fetal humano para

~ g - Clontech
producdo em S. cerevisiae de Ft)rotelna presa
(Gal4-AD) (LEU2, 2u, Ampicilina™)
cDNA completo de ADAM23 clonado no vetor Anamaria
plasmidial pPCDNA3.1 (Ampicilina®) Camargo
cDNA de MX71 clonado no vetor plasmidial Origene
pCMV6-XL5 (Ampicilina®) 9
Construgdo plasmidial controle para duplo-
hibrido do sistema da linhagem L40, que é'tl'z?mzposg;)
codifica LexA-elF5a N
Construcdo plasmidial controle para duplo-
hibrido do sistema da linhagem L40, que é'tI'I;T)mzposoo;)
codifica Gal4-AD-Dys1 "
Construcdo plasmidial controle para duplo-
hibrido do sistema da linhagem L40, que gg?mgggg)
codifica Gal4-AD-Lia1 N
ADAM23p;s.acrk clonado no vetor plasmidial este
pDEST32 trabalho
ADAM23p;s.acr clonado no vetor plasmidial este
pCR8 trabalho
ADAMZ23p;s.acrk clonado no vetor plasmidial este
pBTM116-AMP trabalho
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pCR8-MX1
(pVZ998)

pDEST32-MX1
(pVZ999)

pBTM116-KAN-MX1
(pVZ1004)
pBTM116-AMP-
PUB1
(pSV424)

pRS314
(pSV58)
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MX1 clonado no vetor plasmidial pCR8

MX1 clonado no vetor plasmidial pDEST32
contendo “tag" de HA

MX1 clonado no vetor plasmidial pBTM116-
KAN contendo “tag" de HA

PUB1 clonado no vetor plasmidial pBTM116-
AMP

Vetor plasmidial para clonagem e produgao
para S. Cerevisiae (ARSH4, CEN6, TRP1,
Ampicilina®)

este
trabalho

este
trabalho

este
trabalho

(Apponi et
al., 2007)

(Sikorski e
Hieter,
1989)
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TABELA 2 - Leveduras utilizadas neste estudo.
S. et .
. . Genoétipo Origem
cerevisiae
L40 MATa trp1 his3 leu2 ade2 LYS2:lexAop(4x)-HIS3 — ~ .
(svL8e) URAS3:lexAop(8x)-lacZ
Mav203 MATa leu2-3,112 trp1-901 his3A200 ade2-101 gal4A .
gal80A SPAL10::URA3 GAL1:lacZ  Invitrogen
(VZL772)  H1S3uaseaLtHIS3@LYS2 can1® cyh2R
MaV203 transformada com as construgdes
VZL813  plasmidiais pEXP32/Krev1 (pVZ963) e este trabalho
pEXP22/RalGDSwt (pVZ893).
VZL814 MaV203 transformada com as construgdes
plasmidiais pEXP32/Krev1 (pVZ963) e este trabalho
pEXP22/RalGDSm1 (pVZ894).
MaV203 transformada com as construgbes
VZL815  plasmidiais pEXP32/Krev1 (pVZ963) e este trabalho
pEXP22/RalGDSm2 (pVZ895).
MaV203 transformada com a construgéo plasmidial
VZL816 (PDEST32-ADAM2305 Ack) este trabalho
MaV203 transformada com a constru¢do plasmidial
VZL817  (pDEST32-ADAMZ23pis.acr) € com o vetor plasmidial este trabalho
pDEST22.
L40 transformada com a construcdo plasmidial
VZL833 (PBTM116-AMP-ADAM23015 Ack) este trabalho
L40 transformada com a construgcdo plasmidial
VZL834 pBTM116-AMP-ADAM23pis-acr e com o vetor estetrabalho
plasmidial pACT.
MaV203 transformada com a construgéo plasmidial
VZL887 (PDEST32-MX1) este trabalho
MaV203 transformada com a construgéo plasmidial
VZL888  \DEST32-MX1) e com o vetor plasmidial pDEST22. ~ ©Ste trabalho
L40 transformada com a construgdo plasmidial
VZL889 (PBTM116-KAN-MX1) este trabalho
VZL890 L40 transformada com as construgdo plasmidial este trabalho

pBTM116-KAN-MX1 e com o vetor plasmidial pACT.
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VZL899

VZL900

VZL901

VZL929
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L40 transformada com as construgdes plasmidiais
pBTM116-AMP-TIF51A (pSV278) e pACT-Dys1
(pSV558).

L40 transformada com as constru¢des plasmidiais
pBTM116-AMP-TIF51A (pSV278) e pACT-
Lia1(pVZ940).

L40 transformada com as construgdes plasmidiais
pBTM116-AMP-TIF51A (pSV278) e com o vetor
plasmidial pACT (pSV149).

L40 transformada com o vetor plasmidial pPBTM116-
KAN

este trabalho

este trabalho

este trabalho

este trabalho
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TABELA 3 - Oligonucleotideos utilizados neste estudo.

Oligonucleotideo Sequéncia* Sitio
SVO135 5-TACCACTACAATGGATG-3’
SVO199 5-CACGATGCACAGTTG-3’
VZ0482 5-GGAAATGGATACGTGGAAGC-3 -
VZ0508 5-CAGCTGCTCATATTTAGGGC-3’ -
VZO547 5-CGGAATTCAATGGATACGTGGAAG-3 EcoRlI
VZ0548 5- CGGAATTCATCGAGTGACAGCTGC-3 EcoRl
VZ0O551 5-TATAAGCGTTTGGAATCACTAC - 3’ -
VZ0O552 5- AGCCGACAAAACCTTGGATTGGAGAC -3 -
VZ0555 5- GCGGATAACAAGCTCAAC -3 -
VZ0623 5-TACGACGTACCAGATTACGCTATGGTTGTT -

TCCGAAGTG-3

VZ0624 5- CTGGACAGAGTGTGGTTAACCGGGGAAC -

TG -3

* Os sitios de restrigao introduzidos estdo em negrito.
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3.2. Meios de cultura
- Meio LB - triptona 1%; NaCl 0,5%; extrato de levedura 1% (agar 2% para

meio sélido).

- Meio SOB - triptona 2%; extrato de levedura 0,5%; NaCl 10 mM; KCI 2,5
mM; MgCl,; 10 mM; MgSO4 10 mM.

- M9 - Na;HPO4 46 mM; KH,PO4 22 mM; NaCl 8,5 mM; NH4CI 18 mM; glicose
0,4%; prolina 20 pg/mL (agar 1,8% para meio sélido).

- Meio completo (YPD) - extrato de levedura 1%; peptona 2%; glicose 2%
(agar 2% para meio solido).

- Meio sintético (SC) - YNB 0,67% (sem aminoacidos); glicose 2%;
suplementado com aminoacidos, uracila ou adenina quando necessario (agar 2%

para meio sélido).

3.3. Manipulagao de bactérias
3.3.1. Transformacgéo quimica de E. coli
Uma cultura estacionaria de E. Coli (SVB3/DH5a - F'/endA1 hsdR17(rc-mg+)

supE44 thi-1 recA1 gyrA (Na1") relA1 D(lacZYA-argF)u1s9([]80/acZDM15)) foi diluida
em 250mL de meio SOB liquido e incubada a 37°C até atingir D.O.goonm 0,6. A
cultura bacteriana foi resfriada em banho de gelo por 10 minutos e centrifugada a
3.200xg por 10 minutos a 4°C. Posteriormente, o precipitado celular foi suspenso
em 100mL de solu¢ao TB gelada (Pipes 10 mM pH7,0; MnCl; 55 mM; CaCl, 15 mM,;
KCI 250 mM). As células foram incubadas por 10 minutos em banho de gelo e
centrifugadas a 3.200xg por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi desprezado e as
células foram suspensas em 20 mL de solugcdo TB gelada contendo 1,5mL de
DMSO. Para armazenamento, aliquotas da suspensédo congeladas em nitrogénio
liquido e estocadas a -80°C.

Células de E. coli competentes foram descongeladas em banho de gelo. Foram
adicionados 50-250 ng de DNA plasmidial ou 10 uL de reacdo de ligagdo em um
tubo de microcentrifuga contendo 100 uL de células competentes. Os tubos foram
mantidos em banho de gelo por 30 minutos e, entdo, 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. Decorrido o periodo de incubacéo, a cultura foi

centrifugada, o sobrenadante descartado e as células suspensas em 200 uL de meio
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LB. A suspensao foi distribuida em meio LB sélido contendo o antibiético requerido

para selecao de transformantes e as placas foram incubadas por uma noite a 37°C.

3.3.2. Eletroporagéo de E. coli
Uma cultura estacionaria de E. coli foi diluida 1:100 em 1 L de meio LB liquido

e incubada a 37°C, sob agitagao até atingir D.O.soonm 1,0-1,2. As células foram
coletadas por centrifugacao a 3.200 xg por 20 minutos e lavadas uma vez com 500
mL de agua milli-Q estéril gelada e duas vezes com 250 mL de agua gelada. Foi
realizada uma nova lavagem com 30 mL de glicerol 20% gelado. As células foram
suspensas em 3 mL de glicerol 20% gelado e armazenadas em aliquotas a -80°C.

O volume de 2 uL da preparacao de DNA plasmidial de levedura (item 3.5.2) foi
adicionado a 40 uL de células eletrocompetentes. Estas foram transferidas para uma
cubeta de eletroporacéo (0,1cm) e submetidas a um pulso elétrico com as seguintes
constantes elétricas: voltagem 1,7 kV, resisténcia 200 Q e capacitancia 25 uF. Em
seguida, as células foram removidas da cubeta com 1 mL de meio LB e incubadas a
37°C por 1 hora sob agitagdo. Finalmente, as células foram plagueadas em meio
seletivo M9 contendo o antibidtico requerido para selecao dos transformantes. A

seguir, as placas foram incubadas a 37°C até a obtencgao de colbénias.

3.4. Manipulacao de leveduras
3.4.1. Transformacgdo de alta eficiéncia de S. cerevisiae
A cultura de interesse em fase estacionaria foi diluida a 5,0x10° células/mL em

10 mL de meio SC liquido pré-aquecido e incubada a 30°C até a concentragdo de
2,0x107 células/mL. As células foram coletadas por centrifugacdo a 3.000 xg por 5
minutos e lavadas com agua milli-Q estéril. O precipitado foi suspenso em 600 uL de
solugédo de acetato de litio 100 mM e incubado por 15 minutos a 30°C. As células
foram novamente coletadas por centrifugagcéo e ao precipitado foram adicionados,
na seguinte ordem, 480 uL de 50% PEG5000, 72 uL de 1 M acetato de litio, 50 uL
de 2 mg/mL DNA de esperma de salméo, 10 uL da biblioteca de cDNA e o volume
de reagcdo completado com 108 uL de agua milli-Q estéril. O tubo foi entdo agitado
vigorosamente por 1 minuto e incubado a 30°C por 30 minutos. A suspenséo foi
incubada a 42°C por 20 minutos, tomando-se cuidado de inverter o tubo a cada 5

minutos para equilibrio da temperatura. Apds nova centrifugacao, as células foram
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suspensas em 2 mL de agua milli-Q estéril, plaqueadas em meio seletivo e

incubadas a 30°C até o aparecimento das coldnias.

3.5. Manipulagdao de DNA
3.5.1. Isolamento de DNA plasmidial de bactéria (mini preparag¢éo)
Uma colénia da bactéria de interesse foi inoculada em 3 mL de meio LB liquido

contendo antibidtico para selecédo. O in6culo foi incubado a 37°C sob agitagdo por
uma noite. Apos crescimento, 1 mL da cultura bacteriana foi centrifugada a 16.000
Xg por 2 minutos, o sobrenadante descartado e as bactérias suspensas em 200 uL
de TE pH8,0 (Tris-HCI 10 mM pH8,0; EDTA 1 mM pH8,0). A suspensdo foram
adicionados 200 uL de solugdo SDS/NaOH (SDS 1%; NaOH 0,2 M), o conteudo
homogeneizado por inversao e incubado a 37°C por 5 minutos. Em seguida, foram
adicionados 150 ulL de acetato de s6dio 3 M pH4,8 e a solucao foi misturada varias
vezes por inversao. Os tubos foram entdo centrifugados a 16.000 xg por 6 minutos,
o sobrenadante foi transferido para novos tubos e 1 mL de isopropanol foi
adicionado. Apos serem misturados por inversao, os tubos foram incubados a 37°C
por 5 minutos e centrifugados a 16.000 xg por 10 minutos. O sobrenadante foi
descartado, o precipitado lavado duas vezes com 1 mL de etanol 75% gelado e,

apos secagem, suspendido em 50 uL de TE.

3.5.2. Isolamento de DNA plasmidial de levedura
O volume de 1,5 mL da cultura de interesse em fase estacionaria foi

centrifugado a 16.000 xg por 1 minuto. A seguir, o sobrenadante foi desprezado, as
células lavadas com 1 mL de agua milli-Q estéril e suspensas em 200 uL de tampao
de lise (Tris-HCI 10 mM pH8,0; Triton X-100 2%; SDS 1%; NaCl 100 mM; 1 mM
EDTA). Foram adicionados 200 uL de PCI e aproximandamente 300 mg de pérolas
de vidro. O tubo foi entdo agitado vigorosamente por 5 minutos e centrifugado a
16.000 xg por 1 minuto. A fase aquosa foi transferida para um novo tubo e
adicionada de igual volume de isopropanol. Apés centrifugagdo por 10 minutos a
16.000 xg o sobrenadante foi removido e o precipitado lavado com 500 uL de etanol

75% gelado. O precipitado, depois de seco, foi suspenso em 50 uL de agua milli-Q.
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3.5.3. Eletroforese de DNA em gel de agarose
A eletroforese de DNA foi realizada em gel de agarose 0,8% em TAE 1X (Tris-

acetato 40 mM pH8,5; EDTA 2 mM). A amostra de DNA, foi adicionado tamp&o de
amostra 5X (Tris-HCI 10 mM pH8,0; EDTA 1 mM pH8,0; azul de bromofenol 0,125%;
xilenocianol 0,125%; glicerol 30%; EDTA 1 mM), e aplicada no gel contendo 0,5
mg/mL de brometo de etideo. O gel foi submetido a voltagem de 100 V em tampé&o
TAE 1X.

3.5.4. Isolamento de fragmentos de DNA de gel de agarose
O fragmento de DNA separado em gel de agarose 0,8% foi visualizado por

coloragéo com brometo de etideo e iluminagao ultravioleta. O fragmento de interesse
foi cortado do gel e purificado utilizando o kit “QlAquick Gel Extraction” (Qiagen),

conforme recomendado pelo fabricante.

3.5.5. Amplificacdo de DNA por PCR
As reacbes foram realizadas em tubos de microcentrifuga de 0,5 mL contendo

aproximadamente 50 ng de DNA molde, 1 uM de cada oligonucleotideo, 2 U de Taq
HiFi DNA polimerase (Invitrogen) e 200 uM de dNTPs em tamp&o adequado num
volume final de reacdo de 100 uL. A solucéo foi incubada por 3 minutos a 94°C,
seguida de 20 ciclos de incubagdes a 94°C por 30 segundos (desnaturacao), a 58°C
por 40 segundos (hibridizacdo) e a 72°C por 1 minuto (extensao). Por ultimo,
seguiu-se incubacéo a 72°C por 10 minutos. Quando necessario, as condigbes de
hibridizacdo e extensdo foram variadas de acordo com os oligonucleotideos
utilizados e o fragmento de DNA a ser amplificado. Os produtos da reacao foram

analisados por eletroforese em gel de agarose 0,8% e purificados utilizando o kit
“QlAquick PCR Purification” (QIAGEN).

3.5.6. Manipulagé&o enzimatica de DNA
As reagbes com enzimas de restricdo, T4 DNA ligase, fosfatase (CIP) ou outras

enzimas modificadoras de DNA seguiram as especificacbes do fabricante New

England Biolabs.
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3.5.7. Sequenciamento de DNA
A reacado de sequenciamento foi realizada num volume final de 20 yL com

oligonucleotideos adequados utilizando a técnica de PCR e o Kit Big Dye Terminator
(Applied Biosystem). As reagbes de amplificagdo foram realizadas utilizando o
termociclador seguindo as condigdes: 1 ciclo — 96°C; 25 ciclos — 96°C por 10
segundos, temperatura de hibridizacdo dos oligos por 5 segundos, 60°C por 4

minutos; 1 ciclo — 60°C por 5 minutos.

O DNA foi precipitado pela adigdo de 2 yL EDTA 125 mM, 2 yL NaAc 3 M e 50
ML de etanol absoluto em cada amostra, as quais ficaram cobertas com papel
aluminio para isolar da luz. Incubar as amostras por 15 minutos a temperatura
ambiente e centrifugar a 3.000 xg por 30 minutos a 4°C. Em seguida, descartar o
sobrenadante e ressuspender o precipitado em 70 pyL de etanol 70%. Centrifugar a
1.650 xg por 15 minutos, descartar o sobrenadante e, apos secagem do DNA,
ressuspender as amostras em 10 yL de formamida Hidi. As amostras foram
desnaturadas a 96°C por 5 minutos e incubadas no gelo por 2 minutos. As amostras
foram aplicadas em placas de 96 pogos e colocadas no aparelho Sequenciador ABI
Prism 3130 (Aplied Biosystems).

3.6. Clonagem utilizando o sistema Gateway (Invitrogen)
3.6.1. Geracgéo do clone de entrada
O kit “pCR8/GW/TOPQ” foi utilizado para gerar clones contendo o fragmento de

PCR ligado ao vetor plasmidial pCR8, o qual possui o sitio de recombinacéo attL
(Tabela 2). Para a reagao, o volume de 4 uL do produto de PCR foi misturado com 1
ML de “salt solution” fornecida no kit e com 1 yL de “TOPO vector” (pCR8-
topoisomerase |) e, posteriormente, incubada por 30 minutos a 25°C. Em seguida,
o produto da reacédo foi utilizado para transformar E. coli competente, utilizando o
antibiotico espectinomicina como marcador de selegcéo. O clone de entrada gerado

possui sitios de recombinacéo attL flanqueando o fragmento de PCR inserido.

3.6.2. Geracgéo do clone destino
Para geracao das construgdes plasmidiais de duplo-hibrido para expressao das

proteinas isca contendo o dominio de ligacdo ao DNA de Gal4 (Gal4-BD), foi

utilizado o vetor plasmidial pPDEST32, o qual possui os sitios de recombinagao aftR.
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A reacao de recombinacao LR foi realizada em tubo de microcentrifuga de 1,5 mL
contendo 150 ng da constru¢do plasmidial do clone de entrada (pCR8-ADAM23p;s.
Acr ou pCR8-MX1), 150 ng de pDEST32 e 2 yL de “LR Clonase II” (Invitrogen). O
volume final de 10 pL foi ajustado com tampé&o TE (Tris 10 mM e EDTA 1 mM) pH
8,0. A reacéo foi incubada a 25°C por 2 horas. Em seguida, a reacao foi tratada com
2 pg de Proteinase K por 10 minutos a 37°C. Por fim, metade do volume total de
reacao foi utilizada para transformar E. coli competente, utilizando o antibiético

gentamicina como marcador de selegao.

3.7. Analise de proteinas
3.7.1. Quantificagdo de proteinas
Para a determinagcdo da concentracdo protéica de extratos celulares e de

proteinas purificadas foi utilizado o kit “BioRad Protein Assay” (BioRad), baseado no

método de Bradford.

3.7.2. Separacéo de proteinas por SDS-PAGE
Proteinas foram separadas em gel de poliacrilamida descontinuo. O gel de

empacotamento continha acrilamida:bis-acrilamida (29:1) 5%; Tris-HCI 380 mM
pH6,8; SDS 0,1%; persulfato de aménio 0,1%; 1 uL/mL de TEMED e o gel de
separagao acrilamida:bis-acrilamida (29:1) 10% ou 12%; Tris-HCI 380 mM pH8,8;
SDS 0,1%; persulfato de aménio 0,1%; 0,4 uL/mL de TEMED. As amostras em
tampéao de amostra para proteina (Tris-HCI 40 mM pH®6,8; glicerol 8%; SDS 2%; DTT
100 mM; azul de bromofenol 0,1%) foram incubadas a 96°C por 5 minutos e
aplicadas no gel. O gel foi submetido a voltagem de 150 V em tampao de corrida
(Tris-HCI 25 mM; glicina 250 mM; SDS 0,1%)

3.7.3. Coloracéo de proteinas por “Coomassie Blue”
O gel de acrilamida foi incubado em solugédo de Coomassie Blue R 0,25% em

metanol 45% e acido acético 10% por 30 minutos e descorado em solucao de etanol

50% e acido acético 10%.

3.7.4. Western blot
Apb6s separacdo por SDS-PAGE, as proteinas foram transferidas para
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membrana de nitrocelulose (Hybond-ECL GE Healthcare) por 1 hora a 100V em
tampao de transferéncia (Tris-HCI 12 mM; glicina 125 mM) em sistema de
transferéncia (BioRad). A transferéncia foi avaliada por coloragdo com Ponceau S
(Pounceau S 1 mg/mL; acido acético 5%) e a membrana foi incubada com tampao
PBST (PBS pH7,4; 0,25% Tween-20) contendo 5% de leite desnatado a temperatura
ambiente por ao menos 30 minutos. Apds bloqueio, a membrana foi incubada em
PBST contendo 5% de leite desnatado e o anticorpo primario de interesse por 2
horas a temperatura ambiente sob agitacdo branda. Posteriormente, a membrana
foi lavada trés vezes por 5 minutos com PBST e incubada por 1 hora com anti-lgG
de coelho conjugado com peroxidase (Sigma) na diluicdo de 1:5.000 em PBST
contendo 5% de leite desnatado. ApOs trés lavagens de 5 minutos com PBST, a
membrana foi tratada com reagentes quimioluminescentes (ECL-GE Healthcare) e

utilizada na exposicao de filme autorradiografico.

3.8. Rastreamento por duplo-hibrido
Neste trabalho foram utilizados dois sistemas de duplo-hibrido:

3.8.1 Sistema da linhagem MaV203 (ProQuest, Invitrogen)
O sistema de duplo-hibrido ProQuest faz uso de Gal4-BD e Gal4-AD e dos

genes reporteres HIS3, URA3 e lacZ. Dessa forma, a regido codificadora dos
dominios DIS-ACR de ADAM23 e o gene codificador de MX1 foram clonados pelo
sistema Gateway no vetor plasmidial de fusdo com o dominio de ligacdo ao DNA de
Gal4 pDEST32 (LEUZ2) para produzir a proteina isca. Em seguida, a levedura ja
possuindo a proteina isca foi transformada com o vetor plasmidial contendo o
dominio de ativacado de Gal4 pDEST22 (TRP1) vazio para verificar se as fusbes BD-
ADAM23pis.acr € BD-MX1 ativam inespecificamente os genes reporteres HISS,

URAS3 e lacZ. Em seguida, o rastreamento foi iniciado.

A linhagem MaV203 contendo a proteina isca foi transformada, segundo
protocolo descrito por Gietz (2005), com a construcado plasmidial pEXP-AD502
contendo uma biblioteca de cDNA de cérebro fetal humano (Invitrogen) em fusao
com o dominio de ativacdo de Gal4 (Gal4-AD). A selecdo dos transformantes foi
realizada em meio de cultura sintético sem histidina e contendo 3-aminotriazol. Apés

o surgimento de colbnias, os transformantes foram cultivados em meio SC-leu,-trp
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(selecao apenas para os plasmideos) e entdo confirmados utilizando os fenétipos
His* (na presenca de diferentes concentragées de 3-AT), Ura’, 5-FOAS e B-

galactosidade™ (atividade de B-galactosidade).

3.8.2. Sistema da linhagem L40
Esse sistema é 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 fusdo com o dominio de ativacdo de Gal4 no vetor plasmidial pACT2
(LEU2). 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

ativacao destes genes reporteres (HIS3 e lacZ).

Inicialmente, a regido codificadora dos dominios DIS-ACR de ADAM23 e o
gene codificador de MX1 foram clonados no vetor plasmidial pBTM116-AMP (TRP1)
e pBTM116-KAN, respectivamente, para produzir a proteina isca em fusdo com a
proteina de ligagdo ao DNA LexA (pBTM116-AMP-ADAM23ps.acr € pBTM116-KAN-
MX1). O proximo passo foi introduzir nas linhagens L40, ja contendo as proteinas
isca LexA-ADAM23ps.acr € LexA-MX1, o vetor plasmidial pACT vazio e testa-la para
dos genes reporteres (HIS3 e lacZ).

A linhagem L40 contendo a proteina isca foi transformada, segundo protocolo
descrito por Gietz (1995), com a construgcdo plasmidial pACT2 contendo uma
biblioteca de cDNA de cérebro fetal humano (Clontech) em fusdo com o dominio de
ativacao de Gal4 (Gal4-AD). A selecao dos transformantes foi realizada em meio de
cultura sintético sem histidina. Apés o surgimento de colbnias, os transformantes
foram cultivados em meio SC-leu,-trp (sele¢cado apenas para os plasmideos) e entao
confirmados utilizando os fenotipos His® e B-galactosidade™ (atividade de B-

galactosidade).

3.8.3. Analise de fendtipo de crescimento
As linhagens a serem analisadas foram crescidas a 30°C em 10mL de meio

seletivo até aproximadamente 1-2x10” células/mL. Apos centrifugagdo a 3.000 xg

por 10 minutos e remogcdo do meio de cultura, as células foram suspensas na
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concentracdo de 2,5x10% células/mL. 200 pL da suspensao foram transferidos para
um poc¢o de microplaca e a suspensédo foi diluida seriadamente (1:10) em meio
liquido apropriado. Utilizando um pipetador multicanal, 4 pL da suspenséo original e
das dilui¢des foram aplicados nos meios de cultura de interesse. A seguir, as placas

foram incubadas a 30°C até a observacgéo de crescimento.

3.8.4. Ensaio de B-galactosidase
As linhagens de interesse foram cultivadas a 30°C em 5 mL de meio seletivo

até aproximadamente 1-2x10° células/mL. Apos centrifugacédo a 3.000 xg por 10
minutos e remogdo do meio de cultura, as células foram ressuspendidas na
concentracéo de 2,5x108 células/mL. 3 L da suspensao foram aplicados sobre uma
membrana de nitrocelulose (Amersham Biosciences) sobre meio sélido YPD, e
deixados crescer durante uma noite a 30°C. A membrana foi entdo transferida para
uma nova placa de petri e as células foram lisadas por congelamento durante uma
hora em freezer -80°C com as células voltadas para cima. Um papel de filtro
(Whatman) foi colocado em uma placa de petri de 100 mm e umidecido com 1,5mL
de Tampéo Z (Na;HPO4 60 mM, NaH,PO4 40 mM, KCI 10 mM, MgSO4 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 cdmara Umida até o

desenvolvimento de coloragao azul.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Rastreamento de duplo-hibrido utilizando a proteina isca ADAM23p,s.
ACR

4.1.1. Rastreamento de duplo-hibrido pelo sistema da linhagem L40
O sistema de duplo-hibrido desenvolvido por Fields e Song em 1989 (Fields e

Song, 1989) é um método pelo qual interagbes entre proteinas sao identificadas in
vivo. Como descrito anteriormente, os dominios de ligacdo ao DNA (BD) e de
ativacao da transcricao (AD), além de nao precisarem estar no mesmo polipeptideo,

podem pertencer a fatores de transcrigédo diferentes.

Para inicio do rastreamento de duplo-hibrido com os dominios desintegrina e
rico em cisteina de ADAM23 (ADAM23ps.acr) foi escolhido o sistema da linhagem
L40 de S. cerevisiae (SVL86). Este sistema utiliza o fator de transcrigdo de E. coli
LexA codificado pelo vetor plasmidial pPBTM116-AMP (pSV148) e o dominio de
ativacao da transcricdo de Gal4 (Gal4-AD) codificado pelo vetor plasmidial pACT
(pSV149), para criar um ativador transcricional funcional em levedura (Brent e
Ptashne, 1985). Ainda, este sistema apresenta plasmideos com origem de
replicacéo 2u, o que leva a uma superexpressao das proteinas de fuséo, e os genes
reporteres utilizados sao HIS3 e lacZ sobre o controle do promotor responsivel a
LexA.

4.1.1.1. Clonagem de ADAM23ps.acr ho vetor plasmidial de duplo-hibrido
pBTM116-AMP

O fragmento de PCR da regido codificadora de ADAM23pis.acr, COM
aproximadamente 0,7 kb, foi obtido a partir da constru¢cdo plasmidial pCDNA3.1-
ADAM23 (pVZ890), que contém o cDNA completo de ADAM23, utilizando os
oligonucleotideos iniciadores VZ0547 e VZ0O548. Tal fragmento foi entdo clonado no
sitio de EcoRI do vetor plasmidial pBTM116-AMP (pSV148). O produto da clonagem

foi entdo transformado em DH5a e os clones obtidos foram analisados.

Para confirmar a identidade da clonagem de ADAM23p;s.acr no vetor plasmidial
pBTM116-AMP, as construgbes plasmidiais obtidas da transformacdo foram

submetidas a diagnostico de restricdo. Para tanto, foram utilizadas as combinacgdes
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das enzimas EcoRV e Xhol (fragmentos esperados de aproximadamente 4,8 kb, 0,9
kb e 0,7 kb), e também das enzimas Hindlll e Sacl (fragmentos esperados de
aproximadamente 4,6 kb, 1,1 kb e 0,6 kb). A Figura 4A apresenta o esquema
simplificado da clonagem dos dominios de ADAM23 em pBTM116-AMP e a Figura
4B apresenta os diagnésticos de restricao utilizados na confirmagéo. Os fragmentos
esperados foram observados, possibilitando assim a obtencdo da construgao
plasmidial pPBTM116-AMP-ADAM23pis.acr (PVZ984), codificadora da proteina isca
LexA-ADAM23ps-AcR-

4.1.1.2. Ensaio de auto-ativagédo da isca
A etapa subsequente a obtencdo da isca LexA-ADAMZ23pis.acr consiste na

analise da autoativagdo dos genes reporteres do sistema de duplo-hibrido. Para
tanto, a linhagem L40 foi inicialmente transformada com a construcdo plasmidial
pBTM116-AMP-ADAM23pis.acr  (PVZ984, VZL833) e, a seguir, com o vetor
plasmidial pACT (pSV149, VZL834) para testar a capacidade de crescimento em
meio SC-leu,-trp,-his (repérter HIS3) e a atividade da enzima B-galactosidase
(reporter lacZ). Interagbes entre proteinas ja caracterizadas em nosso laboratério
foram utilizadas como controles deste sistema (Thompson et al., 2003). Assim, a
interacao entre as proteinas elF5A e Dys1 (VZL899), elF5A e Lia1 (VZL900), foram
utilizadas como controles positivo forte (++) e positivo fraco (+), respectivamente.
Ainda, a linhagem L40 expressando apenas o gene da isca elF5a na presenca do
vetor plasmidial pACT (VZL901) foi utilizada como controle negativo de interagao (-).
Apds a realizagcao deste ensaio, foi possivel observar que houve crescimento dos
transformantes contendo a proteina isca (LexA-ADAM23pis.acr) € 0 vetor plasmidial
pACT em meio SC-leu,-trp,-his e houve desenvolvimento de coloragdo azul no
ensaio de (B-galactosidase (Figura 4C). Tais resultados indicam que a proteina isca
LexA-ADAM23pis.acr leva a autoativagéo do sistema, o que inviabiliza a utilizagéo
deste para o rastreamento de duplo-hibrido usando LexA-ADAMZ23pis.ack COMO

proteina isca.

4.1.2. Rastreamento de duplo-hibrido pelo sistema ProQuest
Uma vez que o sistema de L40 apresentou autoativagdo da proteina isca para

os dominios DIS-ACR de ADAMZ23, decidiu-se pela utilizagdo de um sistema
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comercial denominado ProQuest (Invitrogen), que contempla uma série de

diferencgas significativas em relacéo ao sistema de L40.

O sistema de duplo-hibrido ProQuest utiliza vetores plasmidiais centroméricos,
que mantém um nivel relativamente baixo de expressado das proteinas de fuséo
quando comparado ao sistema da linhagem L40, tais vetores codificam o dominio de
ligacdo ao DNA (Gal4-BD) e de ativacéao (Gal4-AD) da transcricao da proteina Gal4
de levedura fusionados separadamente as proteinas de interesse que, quando
interagem entre si, reconstituem a proximidade natural destes dominios,
promovendo a transcricdo dos genes sobre o controle de Gal4. Neste sistema, a
linhagem de S. cerevisiae utilizada é a MaV203, que apresenta os genes repdrteres

HIS3, URA3 e lacZ sobre o controle de promotor responsivél a Gal4.

4.1.2.1. Clonagem de ADAM23ps-acr no vetor plasmidial de duplo-hibrido
pDEST32

A sequéncia codificadora para os dominios desintegrina e rico em cisteina de
ADAM23 (ADAM23ps.acr) foi amplificada por PCR a partir da constru¢ao plasmidial
pCDNAS3.1-ADAM23 (pVZ890), que conttm o cDNA completo de ADAM23,
utilizando os oligonucleotideos VZ0482 e VZ0O508. O fragmento obtido da PCR foi
clonado no vetor plasmidial pCR8-TOPO e o produto da ligacao pCR8-ADAM23p;s.
acr (pVZ963), denominado clone de entrada, foi amplificado em bactéria DH5a e

utilizado para a realizag&o da reag¢ao de recombinacéo LR.

Resumidamente, para a geracdo da constru¢cdo plasmidial codificadora da
fusédo entre o dominio de ligagcdo ao DNA de Gal4 (Gal4-BD) e os dominios DIS-ACR
de ADAM23, foi realizada a reagcédo de recombinacéo LR, que transfere o inserto do
clone de entrada, pCR8-ADAM23pis.acr, para o vetor plasmidial de interesse,
pDEST32 (pVZ860), gerando a construcdo plasmidial pDEST32-ADAM23ps-acr
(pVZ916). O produto da reagcéo de recombinacao foi entdo transformado em DH5a e,
apos a extracao, foi submetido a diagndstico de restricdo. A Figura 5A apresenta um
mapa simplificado da construgcéo plasmidial obtida. A digestdo com Xhol deve gerar
um padrao de restricdo contendo fragmentos de aproximadamente 8,8 kb, 1,7 kb e
0,8 kb. Fragmentos de aproximadamente 11,2 kb e 0,2 kb sdo esperados para a
digestdo com a enzima Sacl. Esses produtos da digestdo foram confirmados por

eletroforese em gel de agarose, como apresentado na Figura 5B. Assim, a presenga
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do fragmento contendo ADAM23pis.acr € sua orientagéo correta com relagdo ao
vetor plasmidial pDEST32 foram confirmadas por diagnéstico de restricdo. Esta
clonagem também foi confirmada por sequenciamento usando os oligonucleotideos
iniciadores VZ0551 e VZ0552, nao mostrando alteragéo na fase de leitura na regiéo
de interface entre o vetor plasmidial e inserto ou na sequéncia de bases quando
comparada com a sequéncia disponivel no banco de dados do NCBI

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/).

4.1.2.2. Ensaio de autoativagdo da isca
A construcao plasmidial pDEST32-ADAM23pis.acr (PVZ916), que codifica a

proteina isca BD-ADAM23pis.acr, foi introduzida na linhagem MaV203 (VZL772),
gerando assim a linhagem VZL816. Esta foi transformada com o vetor plasmidial
pDEST22 (pVZ861), gerando a linhagem VZO817, e submetida a verificacdo do
perfil de ativacdo dos genes reporteres HIS3, URA3 e lacZ. Para isso, diluicdes
seriadas (1:10) das culturas de dois transformantes foram aplicadas nos meios SC-
leu,-trp, SC-leu,-trp,-his+25 mM de 3-aminotriazol (3AT), SC-leu,-trp,-ura e SC-leu,-
trp+0,2% de &cido 5 fluorodtico (5FOA) e testadas para atividade de (-
galactosidase. O composto 3AT é utilizado como um inibidor competitivo para o
produto do gene HIS3 (imidazolglicerol-P-desidratase), assim, o seu emprego
aumenta o rigor do rastreamento e da analise dos clones positivos de duplo-hibrido,
possibilitando selecionar ligantes com diferentes perfis de interacao (diferentes
niveis de expressao do gene repérter HIS3). O composto SFOA é um precursor de
pirimidinas que se torna toxico para linhagens quando degradado pelo produto
génico de URAS3 (oritidina-5’-P-descarboxilase), assim, somente as linhagens que
nao ativam a expressdo do reporter URA3 sao capazes de crescer em meio
contendo 5FOA. Portanto, este reporter pode ser utilizado tanto como uma marca de

selecdo positiva em meio sem uracila, como negativa, no meio com 5-FOA.

O sistema de duplo-hibrido ProQuest inclui varias construgbes plasmidiais
controles baseados na interagéo conhecida entre a proteina Krev1l (um membro da
familia Ras) e a proteina RalGDS (“Ral guanine nucleotide dissociator stimulator
protein”) (Herrmann et al., 1996; Serebriiskii et al., 1999). As mutagdes m1 e m2 na
proteina RalGDS afetam a interacdo com Krev1 em intensidades diferentes. Assim,

a linhagem MaV203 contendo concomitantemente as construgdes plasmidiais pEXP-
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Krev1 e pEXP22-RalGDSwt (VZL813) funciona como controle positivo de interacéo
forte (++) e as linhagens de MaV203 contendo a construgdo plasmidial pEXP32-
Krev1l juntamente com as construgbes plasmidiais das mutagdes pEXP22-
RalGDSm1 (VZL814) ou pEXP22-RalGDSm2 (VZL815) foram utilizadas como
controle positivo de interacdo fraca (+) e como controle negativo de interacao (-),

respectivamente.

Como pode ser observado na Figura 5C, os dois transformantes selecionados
da linhagem MaV203 contendo a proteina isca BD-ADAM23pis.ack € 0 vetor
plasmidial pDEST22 nao foram capazes de crescer em meio SC-leu,-trp,-his+25mM
de 3AT e em SC-leu,-trp,-ura, além de apresentar um fendtipo de crescimento em
SC-leu,-trp+0,2% de 5FOA. Ainda, os transformantes selecionados nao
desenvolveram coloragédo azul quando testados para atividade de [(-galactosidase.
Este resultado indica que a proteina isca BD-ADAM23ps.acr (isca) ndo promove a
autoativagao deste sistema e, portanto, pode ser utilizada para o rastreamento de
duplo-hibrido.

4.1.2.3. Rastreamento de duplo-hibrido com a isca BD-ADAMZ23p;s.acr
Para a realizacdo do rastreamento, a linhagem MaV203 previamente

transformada com a construcéo plasmidial pVZ916 (VZL816) foi transformada com a
biblioteca de cDNA de cérebro fetal humano (Invitrogen). Apés cada transformacéo,
as células foram plaqueadas em meio SC-leu,-trp,-his+25mM de 3AT e o controle de
eficiéncia foi feito em meio SC-leu,-trp, no qual foram plaqueados os volumes de 2, 5

e 10 pL da transformacéo.

Apo6s uma série de seis transformacdes, um total de 5,1x10° transformantes
foram obtidos, dos quais, 726 foram capazes de crescer quando novamente
testados para a ativagdo de HIS3 em meio SC-leu,-trp,-his+25mM de 3AT. Desses,
48 candidatos foram capazes de ativar a transcricdo do gene /lacZ, os quais foram
selecionados para teste de ativacdo em diluicdo seriada. Dos 48 clones
encontrados, somente 7 (clones 11, 23, 27, 47, 48, 91 e 233) foram capazes de
confirmar o fendtipo esperado quando testado para ativacdo de repdrteres em

diluicdo seriada.

Para eliminar interacbes inespecificas, as constru¢cdes plasmidiais, contidas
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nos clones 11, 23, 27, 47, 48, 91 e 233 obtidos no rastreamento, foram submetidos
ao “plasmid linkage”. O “plasmid linkage”, ou ensaio de ligagcdo do plasmideo,
consiste na confirmacao da ligacado entre a presenca da construgao plasmidial da
biblioteca (presa, pEXP/AD502-cloneX), quando em combinagcdo com a proteina isca
BD-ADAM23pis-acr, com os fendtipos de ativagdo dos genes repoérteres. Para tanto,
a linhagem MaV203 contendo a construgéo plasmidial pPDEST32-ADAM23p;s-acr foi
re-transformada com as 7 construgdes plasmidiais provenientes da biblioteca e uma
colonia isolada de cada transformagao foi submetida aos testes de ativagdo dos
genes repodrteres em diluicdo seriada nos meios SC-leu,-trp, SC-leu,-trp,-his+25mM
de 3AT, SC-leu,-trp,-ura e SC-leu,-trp+0,2% de 5FOA, e testados para atividade de
B-galactosidase. Como observado na Figura 6, apenas o clone 47 foi capaz de
revelar um possivel ligante dos dominios desintegrina e rico em cisteina de
ADAM23.

Em seguida, as extremidades do cDNA presente no clone 47 foram
sequenciadas, utilizando os oligonucleotideos iniciadores VZ0551 e VZ0552, sendo
identificado como o cDNA de SPRY1 (Sprouty Homolog 1), uma proteina conhecida
por seu envolvimento na inibicdo das vias de sinalizagdo celular por tirosina-
quinases, sendo, assim, uma proteina estritamente citoplasmatica (Mason et al.,
2006). Além disso, as proteinas SPRY também acumulam uma grande lista de
proteinas ligantes e de proteinas associadas que regulam sua atividade, muitas das
quais interagem através do dominio rico em cisteina, altamente conservado em suas
isoformas (Kim e Bar-Sagi, 2004; Mason et al., 2006; Bundschu et al., 2007; Cabrita
e Christofori, 2008). Tais dados apontam para uma interagéo entre o dominio rico
em cisteina contido na isca de ADAM23 e o dominio rico em cisteina de SPRY1,
caracterizando um falso positivo, uma vez que SPRY1 esta localizada no citoplasma
e os dominios DIS-ACR de ADAMZ23 s&o extracelulares.

4.2. Rastreamento de duplo-hibrido utilizando a proteina MX1

4.2.1. Rastreamento de duplo-hibrido pelo sistema ProQuest
4.2.1.1. Clonagem de MX1 no vetor plasmidial de duplo-hibrido pDEST32
No procedimento de clonagem de MX1, a regido codificadora foi obtida por

PCR a partir do plasmideo pCMV6-XL5-MX1 (pVZ997), contendo o cDNA completo
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de MX1, pela utilizacdo dos oligonucleotideos VZ0623 e VZ0624, e o fragmento
resultante foi ligado ao vetor plasmidial pCR8, gerando assim a construgéo
plasmidial pCR8-MX1 (pVZ998), clone de entrada. Apds a reacédo de recombinacgao
LR entre pCR8-MX1 e pDEST32, a construgédo plasmidial de interesse pDEST32-
MX1 (pVZ999) foi submetido a diagndstico de restricdo com as enzimas Xhol e Bglll,
mostrando os fragmentos esperados de aproximadamente 5,0 kb, 2,9 kb, 1,7 kb, 1,2
kb, 0,84 kb e 0,8 kb e também com a enzima Sacl, gerando as bandas de
aproximadamente 11,0 kb, 1,0 kb e 0,7 kb. As Figuras 7A e 7B mostram,
respectivamente, o esquema simplificado da clonagem de MX1 e o seu diagnéstico
de restricéo, visualizado em gel de agarose. Além disso, as construgdes plasmidiais
foram sequenciadas usando os oligonucleotideos iniciadores VZ0O551 e VZ0O552,
ndo mostrando alteracdo na fase de leitura na regido de interface entre vetor
plasmidial e inserto ou na sequéncia de bases quando comparada com a sequéncia

disponivel no banco de dados do NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/).

4.2.1.2. Ensaio de autoativagéo da isca
A construgéo plasmidial pDEST32-MX1, que codifica a proteina a isca BD-

MX1, foi utilizada para transformar a linhagem MaV203 (VZL772), gerando assim a
linhagem VZL887. Esta foi transformada com o vetor plasmidial pDEST22 (pVZ861,
VZL888) e submetida a verificagcdo do perfil de ativagdo dos genes repérteres HIS3,
URA3 e lacZ. Para isso, diluicbes seriadas (1:10) das culturas de dois
transformantes foram aplicadas nos meios SC-leu,-trp, SC-leu,-trp,-his+15mM de 3-
aminotriazol (3AT), SC-leu,-trp,-ura e SC-leu,-trp+0,2% de acido 5 fluorodtico (5FOA)
e testadas para atividade de B-galactosidase. Como pode ser observado na Figura
7C, a isca nao revelou autoativacdo e pode ser utilizada para o rastreamento de
duplo-hibrido.

4.2.1.3. Rastreamento de duplo-hibrido com a isca BD-MX1
Um vez verificado que a expresséo da isca néo leva a autoativagao do sistema,

foram iniciadas as transformag¢des com as biblioteca de cDNA de cérebro fetal
humano (Invitrogen). Durante o procedimento de sele¢cao primaria em meio seletivo
para o reporter HIS3 utilizando a concentragdo de 15mM de 3AT, houve o

surgimento de um numero elevado de transformantes. Uma nova transformacéo foi
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realizada utilizando a mesma biblioteca de cDNA ou o vetor plasmidial pDEST22
vazio, sendo plaqueada em meio seletivo para o repérter HIS3 em concentragbes
crescentes de 3AT, nas quais foram encontrados o0 mesmo padrdo de crescimento
entre a transformagdo com as constru¢gdes plasmidiais da biblioteca e a
transformacdo controle com o vetor plasmidial pDEST22, caracterizando o

surgimento de falsos positivos.

Apés selecionar aproximadamente 80 clones provenientes das placas de
transformacao com a biblioteca de cDNA e testa-los em diluicbes seriadas (1:10) das
culturas aplicadas nos meios SC-leu,-trp, SC-leu,-trp,-his+15mM e +30mM de 3AT,
SC-leu,-trp,-ura e SC-leu,-trp+0,2% de 5FOA e testadas para atividade de pB-
galactosidase, nenhum foi capaz de ativar a transcricdo dos genes reporteres
(resultados ndo apresentados). Este resultado, aliado ao fato do surgimento de
ligantes no sistema da linhagem L40 (descrito abaixo), levou a desisténcia da
utilizacdo do sistema da linhagem MaV203 para o rastreamento com a proteina
MX1.

4.2.2. Rastreamento de duplo-hibrido pelo sistema da linhagem L40
4.2.2.1. Clonagem de MX1 no vetor plasmidial de duplo-hibrido pBTM116-KAN
O procedimento de clonagem do gene MX1 no vetor plasmidial pBTM116-KAN

(pVZ993) foi realizado pela subclonagem do gene MX1 presente na construgao
plasmidial pCR8-MX1 (pVZ998), a partir de sua remog¢ao com a enzima de restricao
EcoRI. A construgao plasmidial obtida (pBTM116-KAN-MX1, pVZ1004) foi testada
para presenca do inserto, pela digestdo com EcoRI, liberando os fragmentos de
aproximadamente 5,7 kb e 2,2 kb, e também checado para direcionalidade pela
digestdo com as enzimas de restricdo EcoRV e Pstl, liberando os fragmentos de
aproximadamente 4,8 kb, 1,1 kb, 1,0 kb, 0,6 kb e 0,2 kb, que confirmam a diregédo
correta de MX1 em relacao a LexA. A Figura 8A apresenta o esquema simplificado
da clonagem de MX1 no vetor plasmidial pPBTM116-KAN e a Figura 8B apresenta o

diagndstico de restricdo da construgao.
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4.2.2.2. Ensaios de expresséo e autoativagdo da isca
Para os transformantes selecionados da linhagem L40 contendo a construgao

plasmidial pBTM116-KAN-MX1 (VZL889), foi realizado ensaio de “western blot”
visando confirmar a expressdo da proteina isca LexA-MX1. Assim, os lisados das
linhagens L40, L40 contendo o vetor plasmidial pBTM116-KAN e trés transformantes
contendo a construgdo plasmidial pBTM116-KAN-MX1 foram blotados contra
anticorpo anti-LexA (Millipore). Anticorpo anti-elF5A de S. cerevisiae foi utilizado
como controle deste ensaio. Como pode ser visto na Figura 8C, todas as linhagens
produzem elF5A (~17 kDa). A linhagem L40 contendo pBTM116-KAN produz
apenas a proteina LexA, de aproximadamente 22 kDa, e os trés transformantes da
linhagem L40 contendo pBTM116-KAN-MX1 produzem apenas LexA-MX1, de
aproximadamente 110 kDa. Esse resultado confirma a produgédo da proteina isca

LexA-MX1 pelos transformantes da linhagem L40.

Apés a checagem da produgdo da proteina isca, a linhagem de L40 contendo a
construgéo plasmidial pBTM116-KAN-MX1 foi transformada com o vetor plasmidial
pACT vazio, gerando a linhagem VZL890, e dois transformantes foram testados para
autoativacao do sistema. Como pode ser visto na Figura 8D, a proteina isca LexA-
MX1 (isca) ndo promove a autoativacdo e, portanto, pode ser utilizada para o

rastreamento de duplo-hibrido.

4.2.2.3. Rastreamento de duplo-hibrido com a isca LexA-MX1
Para a realizacado do rastreamento, a linhagem L40 previamente transformada

com a construgdo plasmidial pBTM116-KAN-MX1 (VZL889) foi transformada com a
biblioteca de cDNA de cérebro fetal humano (Clontech). Apés cada transformacéo,
as linhagens foram plagueadas em meio SC-leu,-trp,-his e o controle de eficiéncia foi
feito em meio SC-leu,-trp, no qual foram plaqueados os volumes de 2, 5 e 10 uL da

transformacao.

Apo6s uma série de seis transformacdes, um total de 1,0x10° transformantes
foram obtidos, gerando 157 transformantes no meio seletivo SC-leu,-trp,-his, dos
quais, 116 foram capazes de crescer quando novamente testados para a ativagao
de HIS3 em meio SC-leu,-trp,-his e desenvolveram coloragédo azul quando testados

para atividade de [(-galactosidase. Tais clones foram considerados positivos para
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interacéo e selecionados para a etapa posterior.

Para confirmar a ligacédo de ativagdo dos genes repdrteres com a presencga da
construcao plasmidial da biblioteca (presa), a linhagem L40 contendo a construgao
plasmidial pBTM116-KAN-MX1 foi re-transformada com cada constru¢ao plasmidial
isolada da biblioteca e uma colbnia isolada de cada uma das transformacgodes foi
submetida a teste de ativacdo dos genes repérteres em diluicdo seriada nos meios
SC-leu,-trp e SC-leu,-trp,-his e testada para atividade de [-galactosidase. Dos 116
clones testados, um total de 76 apresentaram crescimento em meio SC-leu,-trp,-his
e desenvolveram coloragao azul quando testados para atividade de (3-galactosidase,
caracterizando ligantes provaveis de MX1. Curiosamente, um dos clones
selecionados (clone 2) apresentou crescimento em meio SC-leu,-trp-his e n&o

desenvolveu coloragédo azul quando submetido a teste de B-galactosidase.

Em seguida, as extremidades dos cDNAs presentes nos 76 clones
selecionados foram sequenciadas, utilizando os oligonucleotideos iniciadores
SVO135 e SVO199, para sua identificagédo, que foi realizada pelo alinhamento das
sequéncias obtidas juntamente a base de dados de humanos do NCBI (Tabela 4).
Os 76 clones obtidos no rastreamento revelaram 31 ligantes provaveis de MX1,
sendo que 9 destes, incluindo a prépria proteina MX1, ja haviam sido descritas como
ligantes de MX1.

Para testar a especificidade das ligacdes das 22 proteinas ainda n&do descritas
como ligantes de MX1, as respectivas construgcdes plasmidiais isoladas da biblioteca
foram transformadas inicialmente na linhagem L40 contendo a construgao plasmidial
pBTM116-AMP-PUB1 (pSV424), que codifica uma proteina isca (LexA-Pub1)
diferente daquela utilizada para o rastreamento. A seguir, as mesmas construcoes
plasmidiais foram introduzidas na linhagem L40 contendo o vetor plasmidial pRS314
(TRP1, pSV58), para testar a capacidade da proteina presa de se ligar ao promotor
de LexA no gene reporter e assim ativar a transcricdo independentemente da
proteina isca. A Figura 9 mostra os resultados obtidos com a constru¢ao plasmidial
pBTM116-AMP-PUB1 (A) e com o vetor plasmidial pRS314 (B). Como pode ser
visto, a construgéo plasmidial da proteina presa BRF2 foi capaz de ativar o sistema
nas duas condi¢des testadas. Dessa forma, os dois clones (68 e 89) que codificam a
proteina BRF2 foram desconsiderados deste estudo. Assim, este rastreamento

possibilitou o isolamento de 74 clones que codificam para 9 ligantes ja conhecidos e
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21 ligantes provaveis de MX1.

A Figura 10 apresenta o resultado da avaliagdo da expressdo dos genes
reporteres HIS3 e lacZ de um clone representativo de cada um dos 30 ligantes de

MX1 encontrados no rastreamento com a proteina isca LexA-MX1.

Como dito acima, entre as proteinas reveladas neste rastreamento, 9 ja foram
descritas como ligantes de MX1 (Tabela 4, destacados em vermelho). Entre estes
ligantes estdo 8 proteinas DAXX, SUMO1, UBE2l, CASP8AP2, PIAS1, BRD7, TDG
e GMEB1 que foram descritas como ligantes de MX1 de camundongos (Trost et al.,
2000; Engelhardt et al., 2001). Ainda, a proteina MX1 também foi revelada como
ligante, resultado que esta de acordo com a sua capacidade de oligomerizagéo
(Melén et al., 1992). O encontro de ligantes ja descritos em outros estudos valida os

resultados obtidos e garante a confiabilidade no rastreamento realizado.

Além dos clones previamente descritos como ligantes de MX1, foram isolados
neste rastreamento de duplo-hibrido os genes de 21 proteinas diferentes, a saber:
RELA, DNLZ, RUSC2, ZBTB16, KIF26B, LAMA2, ZNF251, ZNF623, PSD3,
ZCCHC12, CBX4, KLHL35, C7orf25, CHD3, ADRM1, PLRG1, TUBA1A, HMGXB4,
SLC25A3, LRRC4B e HIRIP3.

Buscando entender a correlagcéo funcional entre todos os ligantes provaveis de
MX1, e assim obter uma visdo geral sobre o papel funcional de MX1, foi realizada a
uma analise de ontologia genética. Para este fim, foram utilizados os 30 genes
encontrados neste rastreamento, assim como genes de 6 ligantes ja descritos para
MX1 de camundongos e humanos, mas né&o identificados neste rastreamento
(Tabela 5, genes em negrito e sublinhados). A anélise de ontologia genética mostrou
que os genes estdo principalmente envolvidos na regulacdo da transcricdo, na
regulacéo da apoptose, na resposta celular a estresse envolvendo danos do DNA e
no controle do ciclo celular, o que esta de acordo com o fato de que muitos desses
genes estdo envolvidos na formagcdo de PML-NBs (Tabela 5/Figura 11)
(http://omicslab.genetics.ac.cn/GOEAST/index.php).

Somente 10 dos genes identificados neste estudo ndo foram correlacionados
as fungdes reveladas pela analise de ontologia genética. Entre eles estdo os clones
codificantes para: ADRM1, uma proteina envolvida na desubiquitinagdo, durante a
degradacéao de proteinas (Qiu et al., 2006). KIF26B, PSD3 e TUBA1A, envolvidas no
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transporte dependente de microtubulos de vesiculas e complexos proteicos
(Hirokawa, 1998; Miki et al., 2003; Anders e Jurgens, 2008), LRRC4B, uma proteina
da fenda poés sinaptica com dominio citoplasmatico (Linhoff et al., 2009), KLHL35 e

C7orf25, proteinas citoplasmaticas cujas fun¢des sao desconhecidas.

Continuando, nao foram contemplados nas funcdes reveladas pela analise
ontolégica os genes que codificam para: DNLZ e SLC25A3, descritas como
componentes da membrana interna da mitocéndria (Burri, 2004; Palmieri, 2004) e
LAMA2 uma proteina extracelular envolvida no processo de adesao celular
(Girgenrath et al., 2005). Essas proteinas provavelmente n&o sejam ligantes de MX1
por apresentarem localizagéo celular diferente de MX1.

Um resultado bastante interessante revelado neste rastreamento é a interagao
fisica de MX1 com proteinas envolvidas no processo de SUMOilagédo, a saber:
SUMO1 e as enzimas de conjugagdo E2 (UBE2l) e ligacao E3 (PIAS1, CBX4).
Apesar de néo ter sido revelado neste rastreamento, vale ressaltar que MX1 também
interage fisicamente com a proteina de ativacdo E1 (UBE1Il) (Engelhardt et al.,
2001). Além disso, também foram reveladas como ligantes de MX1 as seguintes
proteinas constituintes de corpusculos nucleares conhecidos como “Promyelocytic
Leukaemia Nuclear Bodies” (PML-NBs): DAXX, ZBTB16, PIAS1, SUMO1, TDG,
ZNF623 E UBE2Il. Com excec¢ao de CBX4, ZBTB16 e ZNF623, os demais ja foram
descritos como ligantes de MX1 de camundongos (Trost et al., 2000; Engelhardt et
al., 2001; Geiss-Friedlander e Melchior, 2007). Ainda, grande parte dos ligantes

identificados estao relacionados com o controle da transcri¢cao e apoptose.

Apesar de muitos dos ligantes revelados no rastreamento correlacionarem
MX1 a via de modificacdo poés-traducional de SUMO1, ndo ha descri¢éo na literatura
de que MX1 seja sumoilada ou atue diretamente na fung¢ado desta via. Uma possivel
explicacédo para a interacéo entre MX1 e as proteinas da via de SUMOilacao reside
na semelhanca existente entre esta e a proteina DYN1. Como descrito
anteriormente, MX1 e DYN1 fazem parte da superfamilia de GTPases dinaminas
(Figura 2). Curiosamente, dinamina-1 também foi descrita como ligante das
proteinas SUMO1, UBE2I (E2) e PIAS1 (E3). Ainda, foi demonstrado que o dominio
efetor de GTPase (GED) & o responsavel pela interacdo entre DYN1 e estas
proteinas. Também foi demonstrado que a interagdo entre DYN1 e os componentes

da SUMOilacédo impede que DYN1 forme oligbmeros, afetando assim seu papel no
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trafego vesicular. Estes fatos em associacdo com os dados de mapeamento que
mostraram uma semelhanca entre os residuos de aminoacidos de SUMO1 e UBE2I
responsaveis pela interacdo com o dominio GED de DYN1, levantaram a hipétese
de que a interacdo entre DYN1, SUMO1 e UBE2l pode ser sequencial e nao
simultanea e de que DYN1 poderia atuar como uma proteina adaptadora (E3 ligase),
promovendo a SUMOilagcdo de determinadas proteinas através da sua ligagdo com
estas proteinas (Haller et al., 2007b; Mishra et al., 2004).

Assim como MX1, muitas das proteinas envolvidas na formagdo dos PML-NBs
séo transcricionalmente induzidas pela ligagdo de interferons do tipo | e Ill a
receptores da superficie celular. Entre estas proteinas estdo PML e SP100, descritas
como ligantes de MX1 em camundongos, 0 que aponta para a possibilidade da
atuagao conjunta destas proteinas no desenvolvimento das respostas celulares a
sensibilizagdo por interferons. Além disso, varios dos componentes dos PML-NBs
sofrem modificacdo por SUMO1 ou interagem fisicamente com proteinas sumoiladas
via “motif’ de interagcdo com SUMO1 (SIM), como a proteina DAXX, sendo que até
mesmo a propria formagdo dos PML-NBs é coordenada pela tripla SUMOilagéo de
PML e também pela presenca de “motifs” SIM nesta proteina, permitindo a interacéo
fisica com os outros constituintes deste corpusculo. Por fim, ressalta-se a
importancia do processo de formacdo de PML-NBs, uma vez que estes estédo
envolvidos em uma série de processos celulares como apoptose, controle de
expressao génica, mecanismos de reparo do DNA e resisténcia a virus (Lin et al.,
2006; Bernardi e Pandolfi, 2007; Haller et al., 2007a; Krieghoff-Henning e Hofmann,
2008).

Os resultados obtidos no presente estudo ampliam o conhecimento sobre os
ligantes fisicos de MX1 na célula e sugerem vias de sinalizagdo nas quais MX1 deve
atuar. Vale ressaltar que as varias fungbes atribuidas a MX1, através de seus
ligantes, sdo de extrema importancia para o controle do desenvolvimento de
neoplasias, além de dar suporte a idéia de que MX1 possui um papel importante no
controle da proliferagdo celular, como sugerido pelos resultados de metilacédo de
MX1 (Calmon et al., 2009). Ainda, as fungdes atribuidas a MX1 corroboraram com
os dados que associam seu silenciamento a progressao do cancer e ao fenétipo de

imortalizagdo em células tumorais (Kulaeva et al., 2003; Noser, 2007).

Desta maneira, a confirmagao por outros métodos das interacdes descritas
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aqui e estudos adicionais sobre MX1, como aqueles que visam avaliar a sua
influéncia sobre a SUMOilacéo e os PML-NBs, contribuirdo para o entendimento de
seu papel bioldgico, principalmente na regulagao transcricional e na apoptose e

elucidarao o papel de seu silenciamento no desenvolvimento neoplasico.
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Figura 4. Caracterizagdo da construgao plasmidial pBTM116-AMP-ADAM23ps.acr © teste de
autoativagao. A. Esquema representativo da clonagem de ADAM23ps.acr NO vetor de duplo-hibrido
pBTM116-AMP e dos sitios de restricdo utilizados na confirmagdo da construgdo plasmidial
pBTM116-AMP-ADAM23p,s.acr- B. Diagnostico de restricdo para a construgao plasmidial pBTM116-
AMP-ADAM23ps.acr COM as combinagdes das enzimas EcoRV e Xhol (fragmentos esperados de 4,8
kb, 0,9 kb e 0,7 kb) ou Hindlll e Sacl (fragmentos esperados de 4,6 kb, 1,1 kb e 0,6 kb). ND = nao
digerido. L (ladder) = padrdo de massa molecular “1kb Ladder Plus” (Invitrogen). C. Teste de
autoativagdo dos genes repérteres HIS3 e lacZ pela proteina isca LexA-ADAM23psacr. Dois
transformantes da linhagem L40 contendo a construgdo plasmidial pBTM116-AMP-ADAM23ps.acr
(LexA-ADAM23ps.acr) € 0 vetor plasmidial pACT (AD) foram cultivados nos meios de cultura SC-leu,-
trp, SC-leu,-trp,-his e testados para atividade de B-galactosidase. L40/pBTM116-AMP-TIF51A +
pACT-Dys1 (++), L40/pBTM116-AMP-TIF51A + pACT-Lia1(+) e L40/pBTM116-AMP-TIF51A + pACT

(-) foram utilizadas como controle positivo forte, positivo fraco e negativo, respectivamente.
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Figura 5. Caracterizagdo da construcao plasmidial pDEST32-ADAM23ps.acr © teste de
autoativagao. A. Esquema representativo da clonagem de ADAM23ps.acr NO vetor de duplo-hibrido
pDEST32 e dos sitios de restricdo utilizados na confirmagédo da construcao plasmidial pDEST32-
ADAM23ps.acr. B. Diagnostico de restricdo para a construcao plasmidial pDEST32-ADAM23ps.acr
com as enzimas Xhol (fragmentos esperados de 8,8 kb, 1,7 kb e 0,8 kb) ou Sacl (fragmentos
esperados de 11,2 kb e 0,2 kb). ND = nao digerido. L (ladder) = padrdao de massa molecular “1kb
Ladder Plus” (Invitrogen). C. Teste de autoativagdo dos genes reporteres HIS3, URA3 e lacZ pela
proteina isca BD-ADAM23ps.acr. Dois transformantes da linhagem MaV203 contendo a construcao
plasmidial pDEST32-ADAM23p;s.ack (BD-ADAM23pis.acr) € vetor plasmidial pDEST22 (AD) foram
plaqueados em meio SC-leu,-trp, SC-leu,-trp,-his+25 mM de 3AT, SC-leu,-trp,-ura, SC-leu,-trp+0,2%
de 5FOA e testados para atividade de B-galactosidase. A linhagem MaV203 contendo pEXP32-
Krev1+pEXP22-RalGDSwt (++), pEXP32-Krev1+pEXP22-RalGDSm1 (+) e pEXP32-Krev1+pEXP22-
RalGDSm2 (-) foram utlizadas como controles positivo forte, positivo fraco e negativo,

respectivamente.
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Figura 6. Avaliagcdo da expressdo dos genes reporteres (HIS3, URA3 e lacZ) dos clones
selecionados com a isca BD-ADAM23ps.acr. Diluicdes seriadas (1:10) da linhagem MaV203
contendo a construgdo plasmidial pDEST32-ADAM23pis.ack (BD-ADAM23pis.acr) € a construgdo
plasmidial contendo o cDNA selecionado pEXP/AD502-cloneX (AD #), apos re-transformacao, foram
cultivadas em meio SC-leu,-trp, SC-leu,-trp,-his+25 mM de 3AT, SC-leu,-trp,-ura, SC-leu,-trp+0,2%
de 5FOA e testadas para atividade de B-galactosidase. A linhagem MaV203 contendo pEXP32-
Krev1+pEXP22-RalGDSwt (++), pEXP32-Krev1+pEXP22-RalGDSm1 (+), pEXP32-Krev1+pEXP22-
RalGDSm2 (-) foram utilizadas como controles positivo forte, positivo fraco e negativo,
respectivamente.
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Figura 7. Caracterizagdo da construgcao plasmidial pDEST32-MX1 e teste de autoativagdo. A.
Esquema representativo da clonagem de MX1 no vetor de duplo-hibrido pDEST32 e dos sitios de
restricdo utilizados na confirmagdo da construgdo plasmidial pDEST32-MX1 B. Diagnéstico de
restricdo para a construgdo plasmidial pDEST32-MX1 com as enzimas Xhol e Bglll (5,0 kb, 2,9 kb,
1,7 kb, 1,2 kb, 0,84 kb e 0,8 kb) ou Sacl (11 kb, 1,0 kb e 0,7 kb). ND = n&o digerido. L (ladder) =
padrdao de massa molecular “1kb Ladder Plus” (Invitrogen). C. Teste de autoativacdo dos genes
reporteres HIS3, URA3 e lacZ pela proteina isca BD-MX1. Dois transformantes da linhagem MaV203
contendo a construgdo plasmidial pDEST32-MX1 (BD-MX1) e vetor plasmidial pDEST22 (AD) foram
plaqueados em meio SC-leu,-trp, SC-leu,-trp,-his+15 mM de 3AT, SC-leu,-trp,-ura, SC-leu,-trp+0,2%
de 5FOA e testados para atividade de B-galactosidase. A linhagem MaV203 contendo pEXP32-
Krev1+pEXP22-RalGDSwt (++), pEXP32-Krev1+pEXP22-RalGDSm1 (+) e pEXP32-Krev1+pEXP22-
RalGDSm2 (-) foram utilizadas como controles positivo forte, positivo fraco e negativo,

respectivamente.
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Figura 8. Caracterizagdao da construgdo plasmidial pBTM116-KAN-MX1, confirmagcao da
expressao e teste de autoativagdo. A. Esquema representativo da clonagem de MX1 no vetor de
duplo-hibrido pBTM116-KAN e dos sitios de restrigdo utilizados na confirmag¢do da construgéo
plasmidial pBTM116-KAN-MX1. B. Diagnéstico de restricdo para a construgdo plasmidial pBTM116-
KAN-MX1 com a enzima EcoRI (fragmentos esperados de 5,7 kb e 2,2kb) ou com as enzimas EcoRV
e Pstl (fragmentos esperados de 4,8 kb, 1,1 kb, 1,0 kb, 0,6 kb e 0,2kb), e. ND = n&o digerido. L
(ladder) = padrdao de massa molecular “1kb Ladder Plus” (Invitrogen). C. Western blot com 18 ug do
lisado da linhagem de L40, da linhagem L40 transformada como vetor plasmidial pPBTM116-KAN
(LexA) e de trés transformantes da construgao plasmidial pPBTM116-KAN-MX1 (LexA-MX1) foram
blotados com anticorpo anti-LexA e anti-elF5a (controle). D. Teste de autoativagdo dos genes
reporteres HIS3 e lacZ pela proteina isca LexA-MX1. Dois transformantes da linhagem L40 contendo
a construgdo plasmidial pBTM116-KAN-MX1 (LexA-MX1) e o vetor plasmidial pACT (AD) foram
plaqgueados nos meios de cultura SC-leu,-trp, SC-leu,-trp,-his e testados para atividade de B-
galactosidase. L40/pBTM116-AMP-TIF51A + pACT-Dys1 (++), L40/pBTM116-AMP-TIF51A + pACT-
Lia1(+) e L40/pBTM116-AMP-TIF51A + pACT (-) foram utilizadas como controle positivo forte,

positivo fraco e negativo, respectivamente.



RESULTADOS E DISCUSSAO 61

TABELA 4 — Ligantes provaveis de MX1 identificados neste estudo.

Clone Gene!'
1 DAXX
2 RELA
3, 8,47, 115, 116, 123, 140 SUMO1
4,15, 104 DNLZ
10, 71 RUSC2
11, 12, 107, 118 MX1
19, 32, 35, 36 ZBTB16
21, 28, 39, 43, 45, 49, 51, 57, 64, 65, 66, 70,
88, 92, 93, 99, 100, 121, 127, 130, 132, 139, UBE2I
143, 144, 151
38 KIF26B
40 LAMA2
41 ZNF251
48, 141 CASP8AP2
52 ZNF623
54 PSD3
56 ZCCHC12
60 PIAS1
69 CBX4
76 KLHL35
77 C7orf25
86, 87, 146 CHD3
68, 89 BRF2
90, 91 ADRM1
98, 112 BRD7
101 TDG
105 PLRG1
109 TUBA1A
120 HMGXB4
133 SLC25A3
137 LRRC4B
138 GMEB1
153 HIRIP3

'0s genes apresentados em vermelho ja foram identificados em rastreamentos de duplo-hibrido de
MX1 de camundongo. O gene MX1 também esta em vermelho, pois ja estd demonstrada a
oligomerizacéo dessa proteina.
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Figura 9. Avaliacdo da expressdo dos genes reporteres (HIS3 e lacZ) dos clones selecionados
apos transformagdao com a construgcdo plasmidial pPBTM116-AMP-PUB1 (A) ou com o vetor
plasmidial pRS314 (B). (A) Diluigdes seriadas (1:10) da linhagem L40 contendo a construgéo
plasmidial pBTM116-AMP-PUB1 e a construgdo plasmidial contendo o cDNA selecionado pACT2-
cloneX (AD # - gene) ou (B) Diluigdes seriadas (1:10) da linhagem L40 contendo o vetor plasmidial
pRS314 e a construgéo plasmidial contendo o cDNA selecionado pACT2-cloneX (AD # - gene), foram
cultivadas em meio SC-leu,-trp, SC-leu,-trp,-his e testadas para atividade de [B-galactosidase.
L40/pBTM116-AMP-TIF51A + pACT-Dys1 (++), L40/pBTM116-AMP-TIF51A + pACT-Lia1(+) e
L40/pBTM116-AMP-TIF51A + pACT (-) foram utilizadas como controle positivo forte, positivo fraco e

negativo, respectivamente.
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Figura 10. Avaliagio da expressdo dos genes reporteres (HIS3 e lacZ) de um clone

representativo de cada ligante selecionado com a isca LexA-MX1. Diluicées seriadas (1:10) da

linhagem L40 contendo a construgdo plasmidial pBTM116-KAN-MX1 e o construgdo plasmidial

contendo o cDNA selecionado pACT2-cloneX (AD # - gene), apds re-transformacao, foram cultivadas

em meio SC-leu,-trp, SC-leu,-trp,-his e testadas para atividade de (-galactosidase. L40/pBTM116-
AMP-TIF51A + pACT-Dys1 (++), L40/pBTM116-AMP-TIF51A + pACT-Lia1(+) e L40/pBTM116-AMP-

TIF51A + pACT

respectivamente.

(-) foram utilizadas como controle positivo forte, positivo fraco e negativo,
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TABELA 5 — Analise de ontologia genética dos ligantes provaveis de MX1.

Resposta ao
estimulo por
danos ao DNA

1 Regulacdao da PML-
transcricao NB

Regulagdao  Controle do

Nome da apoptose ciclo celular

CASP8AP2 X X X
S HPKRZ  x x x o x
TOPORS X X X X
COSPIO x  x x
HIRIP3 X
SBTBIE x ox o x
SUMO1 X X X
BLM X X X

ATF7IP

x

PIAIS1

x
x

ZNF623

x

CBX4

x
x

PRLG1

x

TDG

x
x

RUSC2 X

Os genes apresentados em vermelho ja foram identificados em rastreamentos de duplo-hibrido de
MX1 de camundongo. Os genes em negrito e sublinhados ja foram identificados como ligantes de
MX1 em camundongos e humanos, mas nido foram encontrados neste trabalho.
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estimulo por
danos ao DNA

Figura 11. Diagrama de grupos dos ligantes provaveis de MX1 de acordo com dados de
ontologia genética. Os clones de MX1 estdo organizados segundo seu envolvimento com os
processos de: Regulagéo da transcrigdo (circulo vermelho), Resposta ao estimulo por danos ao DNA
(circulo preto), Regulagdo da apoptose (circulo verde) e Controle do ciclo celular (circulo azul). As
regides de intersecdo representam os clones envolvidos em mais de um processo. Os genes
apresentados em vermelho ja foram identificados em rastreamentos de duplo-hibrido de MX1 de
camundongo. Os genes em negrito e sublinhados ja foram identificados como ligantes de MX1 em

camundongos e humanos, mas nao foram encontrados neste trabalho.
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5. CONCLUSOES

Nenhum ligante de ADAMZ23 foi revelado por duplo-hibrido, uma vez que o
unico ligante identificado (SPRY 1) foi considerado falso positivo.

MX1 se liga fisicamente, por duplo-hibrido, a proteinas componentes do
processo de SUMOilagdo de proteinas e dos PML-NBs, sugerindo seu
envolvimento no controle transcricional, na apoptose, na resposta a danos no
DNA e no controle do ciclo celular.
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