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4. RESUMO

O sistema de duplo-hibrido em leveduras tem sido
rotingiramente empregado no estudo de interagdes proteina-
proteina. Convencionalmente, a selegdo de clones positivos é
conduzida por recuperagdo de dipldéides ou co-transformacao e
semeadura em placas. Entretanto, o elevado numero de placas
necessarias para a triagem completa de uma biblioteca torna o
método de selegdo trabalhoso e tedioso. Neste trabalho, foli
desenvolivido um novo meétodo de selegdo de duplo-hibrido
conduzido em meio liquido, com duas variagdes: (i) selegéo
robotizavel; (ii) selegdo em cultura unica. Duas linhagens de
levedura S. cerevisiae foram testadas, HF7c e Y190, sendo a
segunda mais apropriada por permitir distingdo entre duplo-
hibrido de interagdo forte (GaldDL-p53/Gal4DA-largeT) e
controles de interagdo fraca ou negativa. A primeira variagao
foi realizada em placas deepwel!/l de 96 pogos e apresentou
eficiéncia de recuperacdo de clones positivos semelhante a
selecdo convencional de placas, com a vantagem de reduzir em
96% o consumo de 3-aminotriazol e maior agilidade. A segunda
variagdo, realizada em cultura (nica, foi efetivamente mais
eficiente que a triagem em placas em selecionar clones com
maior ativagdo do gene repodrter, em modelos de mono ou
duplo-hibrido. Para tanto, um protocolo de diluigdes de culturas
liquidas foi desenvolvido e eficientemente depurou a cultura de
leveduras ndo transformantes, que superestimariam os valores
de medida de densidade em espectrofotdmetro, utilizado na
avaliagdo de ativagdo de gene reporter HIS3. Em concluséo, a
possibilidade de automagédo da selegdo robotizavel permite que
o estudo de interacBes entre proteinas possa ser conduzido em
larga escala e a selegdo em cultura Unica permite redugao
ainda mais intensa no trabalho de pesquisa das interagdes

possivelmente mais relevantes.
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5. ABSTRACT

The yeast two-hybrid system has been widely employed in the
study of protein-protein interaction. Usually, selection of positive
clones is conducted by either diploid recovery or co-transformation
and seeding on plates. However, the large number of plates
required for the complete screening of a library turns the selection
procedure into a laborious and tedious one. Here, a novel method
for two-hybrid selection in liquid cultures has been developed,
under two variations: (i) robotic selection; (ii) single-culture
selection. Two different S. cerevisiae strains have been tested:
HF7c and Y190, the last one being more appropriated due to the
ability to distinguish among strong interacting two-hybrid (Gal4BD-

p53/Gai4AD-largeT) and negative/weak interacting controls. First

variation has been carried out in 96-well “deepwell” plates and has
shown equivalent efficiency on the recovery of positive clones as
the usual selection on ptates, adding the advantage of a 96%
reduction on 3-aminotriazole usage and higher achievability.
Second variation, conducted in single culture, was effectively more
efficient than selection on plates on the selection of clones with
higher activation of the reporter gene, for both one and two-hybrid
models. Moreover, a liquid culture dilution protocol has been
developed which efficiently depurated the culture out of non-
transformed yeast cells, that would overestimate the values of
density measurements under spectrophotometer, used to evaluate
the HIS3 reporter gene activation. Thus, automation feasibility of
the robotic selection allows for a high-throughput study of protein
interactions and the single-culture selection yields even more
intense labor-reduction in the chasing of the putatively more

refevant interactions.
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1. INTRODUCAO

Muitos genes depositados em bancos gendmicos e anotados
podem ser classificados funcionalmente através de comparacgdes
de seqlUéncia e pela identificagdo de motivos comuns. Este tipo de
classificagdo fornece uma indicagéo inicial de possiveis fungbes

exercidas pelas proteinas. No entanto, suas fungfes exatas néo

podem ser extraidas de dados gendmicos.

A gendmica funcional pode ser realizada por diversas técnicas,
incluindo nocaute, analise de transcriptoma usando microarrays,
protedmica e perfil metabolico. Algumas dessas tecnologias,
apesar de poderosas, sédo caras, trabalhosas e algumas geram

dados insuficientes (Immink e Angenent, 2002).

O mapeamento de interacdes proteina-proteina € uma ferramenta
adicional na elucidacdo de funcBes protéicas, principalmente
porque muitas proteinas funcionam em complexos e dependem de
interacSes fisicas para se tornarem ativas. E o caso dos fatores
de transcrigdo que atuam através de dominios discretos que se

associam a co-ativadores ou co-repressores.

O mapeamento de interagdes, além de possibilitar atribuir fungdes
a muitas proteinas nfo caracterizadas funcionalmente, permite a

identificagcdo de novas proteinas.

O sistema de duplio-hibrido

O sistema de duplo-hibrido, inicialmente desenvolvido por Fields e
Song (1989), é uma das mais eficientes técnicas utilizadas para

detectar interagdes proteina-proteina in vivo. Apesar do sistema




ter sido adaptado a diversos organismos (tais como, bactérias,
leveduras, plantas e células de mamiferos), a selecdo de duplo-
hibrido tem sido frequentemente conduzida em leveduras,
principalmente pela simplicidade dos protocolos de transformacao,
pela disponibilidade de marcadores nutricionais e de genes
reporteres (Fields e Sternglang, 1994; McAlister-Henn et al.,
1999).

O sistema de duplo-hibrido foi desenvolvido separando-se dois
dominios (dominio de ligagdo em DNA e de ativagdo) necessarios
a atividade funcional de fatores de transcricdo e clonando-os em
fusdo as proteinas sob estudo de interacdes. Desta forma, a
proteina de interesse & clonada em fus&o ao dominio de ligagéo
em DNA (DL) originando a primeira preteina hibrida (hibrido 1 ou
hibride que contém a isca) que é usada na triagem de uma
biblioteca (figura 1). A segunda proteina hibrida (hibrido 2, que
contem a presa) faz parte de um grupo de proteinas geradas a
partir de uma biblioteca contendo fragmentos de cDNA ou DNA
gendmico fusionados a regido codificadora do dominio de ativagéo
(DA) (Fields e Song, 1989; Fields e Sternglang, 1994; Uetz, 2001).

Quando ocorre interagéo fisica entre as duas proteinas (hibrido 1
e 2), a proteina hibrida resultante interliga os dominios DL e DA
reconstituindo a atividade funcional do fator de transcrigdo do
qual os dominios DL e DA se originaram como no sistema GAL4 de
leveduras. Alternativamente, os dominios DL e DA podem ser
provenientes de fatores de transcricdo diferentes, assim como
observado no sistema LexA, onde os dominios DL e DA se
originam das proteinas bacterianas LexA e B42, respectivamente
(Fields e Sternglang, 1994; Van Criekinge e Beyaert, 1999;
Causier e Davies, 2002).




|

Independentemente da origem dos dominios DL e DA, a deteccgéo
de interacgéo enfre as proteinas hibridas é visualizada pela
ativagdo de genes reporteres empregados neste sistema. Genes
tais como HIS3 (no caso do sistema GAL4) e LEU2 (no caso do
sistema LexA) sdo regularmente utilizados como genes reporteres
em associagdo com LacZ proporcionando um ensaio de
caracterizagdo de clones positivos mais preciso (Fields e
Sternglang, 1994; McAlister-Henn et al., 1999; Causier e Davies,
2002). Entretanto, outros genes também tém sido empregados
como repdrter, por exemplo o gene GFP (codificante da proteina

fluorescente verde) (Starling et al., 2003).

O procedimento para a recuperagdo de clones de duplo-hibrido
positivo & conduzido co-transformando-se as leveduras com os
plasmidios portando os ¢cDNA em estudo fusionados ao DL e DA
(Chien et al., 1991). Alguns autores optam por realizar
transformacdes sequenciais, ou seja, a levedura é transformada
primeiro com um plasmidio e depois com o outro. Procedimentos
que dependem da recuperagdo de dipldides também tem sido
conduzidos. Nesta situagdo, o dipléide é recuperado pelo
cruzamento de leveduras de tipo de acasalamento diferentes (a e
a) portando cada plasmidio (codificador da isca ou da presa)
(Uetz, 2001; Causier e Davies, 2002).

Entretanto, independente do processo de insergdo dos plasmidios
na levedura, a selegdo genética tem sido convencionaimente
realizada por semeadura em placas contendo meio sdlido seletivo
(Chien et al., 1991; Uetz, 2001; Causier e Davies, 2002). Assim,
os clones positivos podem ser recuperados da placa de meio

solido e seus plasmidios extraidos. A identificagdo do cDNA .ou




DNA gendnico pode ser conduzida pelo seqlenciamento do
fragmento isolado. Dependendo do modelo estudado, a atual
disponibilidade de regido codificadora em bancos de dados facilita
a identificacdo do produto do c¢cDNA ou DNA gendmico

selecionado.




GENE REPORTER
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Figura 1: Desenho esquematico de sistema de duplo-hibrido. (a) A interacdo entre os
hibridos 1 (contendo X ou isca) e 2 (contendo Y ou presa) € verificada pela ativagéo de
gene reporter. (b) e (c) A presenga de apenas um dos hibridos néo e suficiente para ativar o
gene reporter. (DL) Dominio de ligagdo em DNA. (DA) Dominio de ativagao. (UAS) Sitios de
ligagdo da proteina hibrida & montante do promotor.




Vantagens do sistema de duplo-hibrido

Por ser conduzido in vivo, o sistema de duplo-hibrido tende a ser
mais eficiente que outras metodologias conduzidas in vitro,
principalmente parque muitas proteinas dependem de
modificagbes pods-transcricionais para adquirirem sua conformacgéo
corretamente, o que ndo seria inviabilizado se conduzido in vitro
(Van Criekinge e Beyaert, 1999; Causier e Davies, 2002).
Entretanto, neste sistema, as interacSes entre proteinas ocorrem
necessariamente no nucleo de leveduras, o que pode ser bem
diferente da situagédo real. Apesar disso, o sistema de duplo-
hibrido em leveduras ainda & mais adequado que os sistemas de

estudo de interacgdo in vitro.

Além disso, o ensaio & muito simples, barato, ndo depende de
conhecimento prévio sobre as possiveis interagdes para realizar a
triagem e pode ser facilmente automatizado, permitindo a triagem
em larga-escala ou do genoma inteiro (como nos virus da hepatite
C e da vaccinia e em levedura, segundo Uetz, 2001). Uetz (2001)
revisou também diversos trabalhos de estudo de interag8o que
desvendaram grupos de proteinas que se interagem em outras
situacBes. Nestes estudos foi possivel verificar a capacidade do
sistema de duplo-hibrido em detectar interag¢gdes entre membros de
uma familia de proteinas especifica, tais como as proteinas
envolvidas no ciclo celular de Drosophila (cinases dependentes de
ciclinas, ciclinas e proteinas relacionadas), de um processo
biolégico especifico, como no desenvolvimento da vulva de C.
elegans, além do mapeamento de interagées entre dominios

protéicos.




Ao contrario de outras metodologias, as interagbes fracas e
transientes, gque normalmente passariam despercebidas, podem
ser detectadas neste sistema, sendo vantajoso principalmente
quando se estuda uma interacdo transiente como sinalizador-
efetor (Van Criekinge e Beyaert, 1999; Causier e Davies, 2002).
Entretando, esta sensibilidade pode se constituir em desvantagem

por gerar um elevado numero de falso-positivos.
Desvantagens do sistema de duplo-hibrido

Como qualquer outra metodologia, o sistema de duplo-hibrido
apresenta limitagdes. A possibilidade de gerar falsos positivos &
relativamente alta necessitando de analises adicionais para a
idehtificagéo de clones com verdadeiras interagées de duplo-
hibrido. Segundo Zhu e colaboradores, a porcentagem de falsos-
positivos pode chegar atée a aproximadamente 50% das interagdes,
o que ¢é relativamente alta. Chien e colaboradores (1991)
observaram uma porcentagem de falsos-positivos ainda mais
elevada ao testar a capacidade de selegdo de clones de
biblioteca. Os testes de seleg@o foram conduzidos utilizando-se a
interagcdo Sir4-Sir4 como modelo. Na triagem, 15 clones positivos
foram selecionados de um total de 220.000 transformantes, sendo
que deles apenas 2 foram clones verdadeiramente positivos, o que

corresponde a quase 87% de falsos-positivos.

Entretanto, alguns testes simples para identificagdo de falsos-
positivos foram desenvolvidos com intuito de minimizar os efeitos
sob os clones selecionados. Os testes consistem em repetir os
arranjos da triagem e excluir as interagdes nao reprodutiveis,
confirmar se o dominio de ativagdo sozinho seria capaz de ativar

0os genes reporteres ou se o dominio em estudo & comum em




diversas proteinas (por exemplo, dominios de fosforilagéo).
Confirmar as interagdes in vitro ou consultar os bancos de dados
de falsos positivos disponiveis também s&o boas sugestdes (Uetz,
2001; Causier e Davies, 2002; Vidalain et al., 2004).

Outra desvantagem deste sistema é que algumas proteinas podem
se tornar toxicas quando expressas em leveduras. Este tipo de
proteina dificulta ou até mesmo inviabiliza o crescimento da
levedura e, conseqlientemente, sua selegdo (Van Criekinge e
Beyaert, 1999; Causier e Davies, 2002).

Como o sistema é baseado na ativagdo da transcricdo de genes
reporteres, o estudo de proteinas repressoras de transcrigdo — na
posicao de isca ou de presa — pode ser dificultado. Além disso,
interagbes que dependem da conformacgdo do N-terminal da
proteina podem sofrer interferéncia, ja que na grande maioria das
construgdbes o DL (e mesmo DA) reside & montante da regido
codificadora em estudo. Nestes casos, alternativamente a
clonagem pode ser conduzida com sucesso utilizando a porgdo C-

terminal (Causier e Davies, 2002).

Além disso, apesar do isolamento de alguns poucos clones
positivos, a sele¢do convencional, realizada por semeadura em
placas, depende de um numero elevado de placas pard a triagem
adequada de uma biblioteca tornando a selegdo muito trabalhosa.
Causier e Davies (2002) sugerem um uso minimo de 70 placas de
15cm de didmetro para a semeadura de uma mistura de
transformacdo inteira (sendo 300pL por placa) na triagem de
biblioteca. Assim, o in6culo é semeado de forma menos densa.

Este procedimento permite que a triagem seja conduzida mais




adequadamente e, além disso, reduz o aparecimento de falsos

positivos.

Como as interagdes ocorrem no nucleo, muitas interagdes entre
proteinas de membrana ndo podem ser detectadas (McAlister-
Henn et al., 1999; Phizicky et al., 2003; Zhu et al., 2003). Para
tanto, Broder e colaboradores (1998) propuseram modificagdes no
sistema de duplo-hibrido de forma a possibilitar a detecg¢dc de
interagdo entre este tipo de proteina. O sistema, denominado por
sistema de recrutamento de Ras (SRR), baseia-se na dependéncia
da proteina Ras de se ligar a membrana plasmatica para se tornar
ativa. Na auséncia do dominio C-terminal, a proteina mutante
(yRas) perde a capacidade de se lccalizar na membrana. A
recbnstituigéo funcional da proteina Ras somente é restaurada na
presenga do dominio de localizagdo de membrana. Desta forma,
os autores clonaram a proteina de interesse (isca) em fusdo com
a proteina yRas e a proteina que faz o par nesta interagédo (presa)
ou a biblioteca de ¢cDNA foram clonadas em fusdo com o sinal de
localizagdo de membrana. Assim como no sistema de duplo-
hibrido, a interagdo fisica entre as proteinas hibridas (isca e
presa) restaura a atividade da proteina Ras possibilitando o
crescimento da levedura em temperaturas restritivas. , l

Outras modificagdes no sistema de duplo-hibrido foram
necessarias para torna-fo mais apropriado aos interesses em
estudo. Por exemplo, a modificagdo que originou o sistema de
duplo-hibrido reverso, onde a selegdo genética é conduzida contra
uma interagdo proteina-proteina especifica. Neste sistema, a
levedura resistente a droga empregada na selegdo (cicloeximidina
ou canavanina) apresenta o alelo de sensibilidade & droga sob o

controle de um promotor conhecido. Na presenga da proteina




ativadora selvagem ou da interagdo de duplo-hibrido, o gene de
sensibilidade a droga é ativado transcricionalmente inviabilizando
o crescimento da levedura em meio contendo a droga seletiva.
Entretanto, este tipo de selegdo & capaz de selecionar clones
mutantes possibilitando o estudo de regides criticas da interacéo
(Leanna e Hannink, 1996).

O sistema baseado em ubiquitinagdo também foi desenvolvido a
partir do sistema de duplo-hibrido. Neste sistema, Johnsson e
Varshavsky (1994) clonaram as proteinas em questdo em fusdo a
dois dominios distintos da proteina ubiquitina. Assim, a interacgéo
entre as proteinas hibridas restaura a atividade da proteina

ubiquitina resultando na clivagem de uma proteina reporter.

Algumas modificagdes no sistema de duplo-hibrido foram
necessarias devido as exigéncias de um certo tipo de isca em
estudo. Estas modificagdes originaram dois tipos de sistemas
distintos: mono e tri-hibrido. No primeiro sistema, a proteina em
estudo (isca) é um ativador transcricional se ligando diretamente
no DNA e, portanto, ndo seria esperada interagdo do tipo duplo-
hibrido. Assim, a unica proteina é clonada ao dominio|de ligagéo
em DNA (Alexander et al., 2001). No segundo sistema, a interagéo
entre duas proteinas é dependente de um terceiro membro que
interliga as proteinas ou estabiliza a interagdo. Assim como no
sistema de duplo-hibrido, uma proteina é clonada em fusdo com o
dominio de ligagdo em DNA, enquanto a outra é clonada ao
dominio de ativagdo. Por sua vez, a terceira proteina e clonada ao
sinal de localizagdo nuclear (NLS) (Tirode et al.,, 1997).
Alternativamente, a interagido pode ser entre proteina e RNA (Putz

et al., 1996). Em ambos sistemas, a atividade ativadora ou a
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interagdo entre as proteinas é detectada pela ativagdo de genes

reporteres.

Como mencionado anteriormente, o sistema de duplo-hibrido pode
ser conduzido em bactérias e mamiferos. A grande vantagem do
sistema em bactérias € a sua disponibilidade comercial, entretanto
o estudo de interagées entre proteinas que dependem de
modificagbes pods-trascricionais & inadequado a este sistema. O
sistema se baseia em wuma repressdo cooperativa que se
caracteriza pela dependéncia de interagcdo entre duas proteinas
repressoras dimerizadas. A proteina de interesse (isca) é clonada
em fusdo ao repressor 434, enquanto a segunda proteina é
clonada em fusdo com o repressor A. Somente quando os dois
dimeros repressores formam um Unico complexo €& que a
repressdo sobre o operador pode ser eficientemente conduzida,
levando a repressédo dos genes reporteres cat e LacZ (Hays et al.,
2000). Alternativamente, o sistema pode ser conduzido em céfulas
de mamiferos, apesar das dificuldades de cultivo celular e da
exigéncia de genes repdrteres mais elaborados. Por esse motivo,
preferencialmente as triagens s&o conduzidas em leveduras e
apenas a confirmacido da interagdo é& realizada em células de
mamiferos. Neste sistema, a proteina de interesse (isca) é
clonada em fusdo ao dominio de ligagdo em DNA da proteina
Gal4, enquanto a outra proteina é clonada em fusdo ao dominio de
ativagcdo da proteina VP16 do virus herpes simples. Um vetor
adicional portando o gene reporter clorofenicol acetiltransferase
(CAT) sob o controle também é introduzido nas células pela co-
transfecgdo (Luo et al., 1997). Novamente, o sistema de duplo-

hibrido em leveduras parece mais adequado.
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Van Criekinge e Beyaert (1999) revisaram outros tipos de
metodologias originadas a partir do sistema de duplo-hibrido que

podem ser prontamente consultados.
Modificagbes da metodologia de duplo-hibrideo

Além das modificag6es da metodologia de duplo-hibrido descritas
anteriormente com a finalidade de melhorar a sensibilidade do
sistema ou torna-lo mais adequado as analises. Qutras
modificagées foram propostas visando, entretanto, facilitar os
ensaios de ativagdo de genes repdrteres conduzidos para a

caracterizagdo de clones isolados.

Recventemente, alguns trabalhos de interagdo proteina-proteina
foram publicados relatando o surgimento de um novo ensaio de
ativacdo do gene reporter HIS3 em substituigdo ao ensaio de
crescimento de clones em placas de meio sélido sem histidina
suplementado ou ndo com 3-aminotriazol (3AT). O ensaio e
conduzido avaliando-se a capacidade de clones em crescer em
meio liquido sem histidina suplementado ou ndo com 3AT, seja em
tubos ou em placas deepwel/l. Como a metodoiogia € recente, os
trabalhos s&o inovadores principalmente quanto ac periodo de
crescimento dos clones e quanto a quantidade de ceélulas no

indbculo de partida.

No trabalho desenvolvido por Diaz-Camino e colaboradores
(2003), os clones selecionados foram cultivados ate fase
estacionaria em placas deepwell de 96 pogos contendo meio SD®
liguido coan histidina. Posteriormente, a cultura foi diluida 1:1000
em novas placas deepwell em meio SD°® sem histidina

suplementado com 3AT 5-20mM. A analise de ativagdo do gene




reporter HIS3 foi monitorada pela medida de densidade do meio
l[fquido em espectrofotdmetro com leitor de placa de ELISA
(ODsgsnm) @ cada 24 horas durante 5 dias. A avaliagdao do método
adotada foi conduzida comparando-se o resultado de maior
crescimento em meio liquido a ativagdo de gene reporter LacZ em
ensaio liquido de f-galactosidase (ONPG). Conforme os autores, a
sensibilidade do novo ensaio de ativagcdo de H/S3 foi igual ou
superior ao LacZ. A possibilidade de automagdo foi um dos

grandes atrativos deste novo ensaio.

O uso de placas deepwell para ensaio de crescimento de clones
também foi conduzido por Chen e Zhao (2003). Neste trabaiho, os
clones isolados foram primeiramente inoculados em tubos (5ml) de
meio SD® liquido sem histidina até atingir a fase logaritmica (Dgoo
2 — 5 segundo os autores) e normalizados para ODge0=0,02.
Somente apos a normalizagdo & que cada cultura diluida foi
transferida para um pogo da placa deepweel de 96 pogos
suplementado com 3AT 5mM. Neste trabalho, a densidade do meio
liqguido foi determinada apd6és 50 horas de cultivo em
espectrofotémetro com leitor de placa de ELISA. A isca utilizada
pelos autores passava a ativar transcrigcdo na presencga do ligante
17-p-estradiol demonstrando sensivel aumento de crescimento
quando o repérter HIS3 era ativado. O ensaio foi utilizado para
triagem de mutantes do receptor ER-a que n&o respondiam ao
ligante, porém cada clone foi manualmente ensaiado em um pogo

isolado.

A analise de crescimento em meio liquido também foi proposta por
Srivastava e Lal (2002) como um método efetivo na identificagao
de interagdes positivas em sistema de Tri-hibrido. Os clones

foram inoculados em meio SD°® liquido com histidina e re-
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inoculados (ODgpo=0,04) em tubos (5ml) de meio SD® liquido sem
histidina suplementado com 3AT 5mM. A densidade do meio foi
mensurada em espectrofotometro (ODsognm) ap0s 24 e 48 horas de
cultivo. Ao comparar aos resultados de analise de crescimento de
clones em placas pela formagdo de supercoldnias com o ensaio
em meio liquido desenvolvido, foi possivel verificar que a
distingdo de clones positivos foi mais efetiva com o crescimento

em meio liquido, seja apos 24 ou 48 horas de cultivo.

Em nosso laboratorio, Gongalves (2003) adaptou o ensaio de
ativagdo de gene reporter H/IS3 em meio SD*® liquido sem histidina,
para detectar atividade repressora em dominios presentes em
fatores de transcrigéo, através do sistema de mono-hibrido. O
enséio de crescimento foi conduzido em duas etapas.
Primeiramente, transformante foi crescida em meio sem histidina
durante 4 horas para o esgotamento da histidina armazenada em
vaclUolos da levedura. Posteriormente, o indculo de leveduras
normalizado para 10°células/mL foi crescido em meio sem
histidina suplementado com 3AT durante 16 horas. A metodologia
foi muito importante, porque permitiu a detecgdo de niveis de
transcrigdo inferiores ao nivel basal e se mostrou reprodutiva para

os repressores testados.

Outro método desenvolvido, apesar de ter conduzido os ensaios
de ativacgdo convencionalmente em meio soélido, merece destaque
por ter construido mapas de interagao proteina-proteina em larga-
escala de forma mais facil, Para amostrar todas as possiveis
combinacdes de interagldes entre proteinas hibridas no diploide,
foram realizados muitos arranjos de cruzamentos entre leveduras
de diferentes tipos de acasalamento contendo a isca ou a presa

em meio SD° solido utilizando placas de 96 pogos. Como relatado
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pelos autores, a associagdo simultadnea de genes reporteres LEU2
e LacZ em meio solido elevou a sensibilidade de detecgdo de

interagdo de duplo-hibrido positiva (Zong et al., 2003).
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2. JUSTIFICATIVA

O gene reporter HIS3 tem sido utilizado alternativamente em
ensaios de crescimentoc em meio liquido sem histidina. Entretanto,
esta utilizagdo se restringe a medida da intensidade de ativagéo
do gene reporter. A selegdo de clones positivos tem sido
convencionalmente conduzida por semeadura em meio sélido, o
que demanda um numero elevado de placas para a triagem de

alguns poucos clones, tornando-o trabalhoso e tedioso.

Por essa razdo, este trabalho objetivou desenvolver de forma
inovadora uma metodologia onde tanto a selegcdo de clones
positivos quanto os ensaios de ativagdo do gene repérter H/S3
pudessem ser conduzidos acoplados exclusivamente em meio
liquido. Assim, a metodologia proporcionaria rapida triagem de
biblioteca, eliminando o elevado numero de placas seletivas

utilizadas em protocolos de sele¢do convencional.
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2b. OBJETIVO GERAL

Desenvolver uma metodologia de selegcdo de duplo-hibrido em
leveduras conduzindo-se a triagem em meic liquido alternativa a

semeadura em meio solido.

2b.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Avaliar linhagens de leveduras favoraveis ao desenvoclvimento

da metodologia.

2. Desenvolver um procedimento de diluicdes e implementéa-lo
para o monitoramento de crescimento de clones positivos sem
interferé&ncia da turbidez (ODsggo) produzida por leveduras n&o

transformadas.

3. Desenvolver a metodologia de selec&o robotizavel objetivando

a selecdo de clones de intensidades de interagéo variadas.

4. Desenvolver a metodologia de selegdo em cultura Gnica

privilegiando a sele¢do de clones de interagbes fortes.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 MICRORGANISMOS
BACTERIAS
A bactéria utilizada era Escherichia coli da linhagem MC1061

(Stratagene).

Gendtipo da linhagem:

MC1061-F°, araD139, 4A(ara-leu)7697, galE15, galK16, 4lac)X74
rpsL(Str), hsdR2(rk", mg"), mcrA, mcrB1

Meios de cultura para bactérias

Meio LB

Extrato de levedura 0,5% (BBL), NaCl 0,5% (VETEC), pH 7.

Em meio LB sélido, foi adicionado agar a 1,5% (BD). Esterilizado
em autoclave (soc. fabbe itda.) a uma pressdo de 120kgf/cm?

durante 15 minutos.

Meio 2xYT
Bactopeptona 1% (DIFCO), extrato de levedura 0,5% (BBL), NaCl
1% (VETEC), pH 7. Esterilizado em autoclave (soc. fabbe ltda.) a

uma pressdo de 120kgf/cm? durante 15 minutos.

Meio SOB

Peptona 2% (INLAB), extrato de levedura 0,5% (BBL), NaCl 10mM
(VETEC), KCI 2,5mM (SYNTH), MgCl, 10mM (Grupo Quimica),
MgSO4 10mM (SYNTH). Esterilizado em autoclave (soc. fabbe

{tda.) a uma pressédo de 120kgf/cm?® durante 15 minutos.
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Meio SOC
Em 100ml| de meio SOB, foi adicionado 2ml de solugcdo de glicose
2M (VETEC) e 1ml de solugdo de MgCl, 2M (Grupo Quimica),

ambos esterificados por filtragdo a vacuo.

Manutencdo e estoque de bactérias

As bactérias eram inoculadas em meio LB liquido suplementado
com antibidtico e incubadas a 37°C durante 12-16 horas. O
estoque era preparado adicionando-se 1ml desta cultura em 400puL
de glicerol estéril, congelados a -20°C durante 24 horas e

transferidos para freezer a -80°C.

Antibidtico

Era utilizada uma concentragdo final de 100pg/ml de ampicilina
(Eurofarma) em meio de cultura sdélido ou liquido para a selegéao
de bactérias contendo os plasmidios (Tabela 3) com marcadores

de resisténcia ao antibiotico.

LEVEDURAS

As leveduras utilizadas neste trabalho eram Saccharomyces
cerevisiae, linhagens HF7c e Y190 (Clontech). As especificagles
genotipicas, genes reporteres e marcadores genéticos de ambas

as leveduras estdo especificados na tabela 1.
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Figura 3: Desenho esquematico dos ptasmidios utilizados neste trabatho.
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Tabela 1: Descrigdao dos gendtipos, genes reporteres e

marcadores genéticos das leveduras hospedeiras.

Genes Marcadores
Linhagem Genotipo reporteres  genéticos
MATa, ura3-52, his3-200, lys2-801, ade2-101,
HE7C 401001, leu2ws, 112, gald-542, galgo-538, o0 trp1. leu2
LYS2::GAL1-HIS3, URA3:(gal417mers);-CYC1-
lacZ.
Y190 MATa, ura3-52, his3-200, lys2-801, ade2-101, HIS3, LacZ trp1, leu2,

tp1901, leu23, 112, galdd, gal804cyh’2,
LYSZ."'GAL1UA3—HI83TATA-HISB, URA3GA[_1UA3* Cyhr2
GAL 1TATA~!acZ

Meios de cultura para leveduras

Meio SD

YNB (DIFCO) sem aminoacidos e sulfato de aménio 0,17%,
dextrose 2% (VETEC), sulfato de amoénio 0,5% (ISOFAR).

Esterilizado em autoclave (soc. fabbe Itda.) a uma pressé&o de

120kgf/cm? durante 15 minutos.

Meio YPD
Extrato de levedura 1% (BBC), peptona 2% (INLAB), dextrose 2%
(VETEC). Esterilizado em autoclave (soc. fabbe Itda.) a uma

pressdo de 120kgf/icm? durante 15 minutos.
Aos meios SD e YPD solidos, era adicionado agar a 1,5% (BD).
Manutengao e estoque de leveduras

As leveduras crescidas em meio SD liquido sem aminoacidos e/ou

bases nitrogenadas para auxotrofia eram estocadas em glicerol
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omo descrito anteriormente para bacterias. Leveduras utilizadas
os ensaios eram mantidas em meio de cultura solido YPD
eveduras sem plasmidio) ou SD® (SD seletivo, leveduras com
lasmidio) a 4°C. Periodicamente, as leveduras eram semeadas

m um novo meio para serem mantidas viaveis.

“omplementos para meios de cultura de levedura: aminoacidos
e bases nitrogenadas

As solugdes estoque dos complementos (tabela 2) eram
esterilizadas por filtragdo a vacuo e estocadas a 4°C, exceto

uracila, estocada a temperatura ambiente.

Tabela 2: Complementos para meios de cultura de leveduras.

Complemento Concentracdao estoque Concentracgédo final
L- triptofano (Sigma) 2mg/ml 20pg/mli
L- leucina (Sigma) 3mg/ml 30png/mi
L- lisina {(Sigma) 3mg/ml 30pg/mi
uracila (Sigma) 2mg/ml 20pg/mi
.adenina (Sigma) 2mg/ml 20pg/mi
"L- histidina (Sigma) 2mg/ml 30pg/mi

3.2 PLASMIDIOS

Os plasmidios utilizados neste trabalho estdo descritos na tabela

3 e esquematizados na figura 3.
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Tabela 3: Descrigao dos plasmidios utilizados neste trabalho.

Plasmidio Descrigao Tamanho Referéncia

Cedido por Stephen

pAST Gal4DA (1-147) dominio de ligagéo 7.1 Kb Elledge (Baylor Coliege
em DNA, TRP1, amp' of Medicine, Houston)
pVAS3 Gal4DL-p53 murina (72-390) em 6,4 Kb Clontech

pGBTY, TRP1, amp’

pTDA1 Gal4DA-antigeno LargeT de SV40 15 Kb Clontech
b (84-708) em pGAD3F, LEU2, amp'

pGAD10 Gal4DA (768-881) dominio de 6,65 Kb Clontech
. ativagdo, LEUZ2, amp’

: pGAD424 Gal4DA (768-881) dominio de 6,6 Kb Clontech
ativagdo, LEU2, amp'

| pGBT9 GAL4DL (1-147) dominio de ligagao 5,4Kb Clontech
i ao DNA, TRP1, amp'

Os plasmidios pGBTY9 contendo construgdo mutante da proteina
p53, Gal4DL-p53(72-390)D278G (Li e Fields, 1993), e os
plasmidios pAS1 contendo Gal4DL-mTead1(1-134) eram utilizados

em ensaios de duplo-hibrido e mono-hibrido, respectivamente.
3.3 ELETROFORESE DE DNA EM GEL DE AGAROSE

Amostras de DNA plasmidiano eram visualizadas e quantificadas
em geéis de agarose 0,8% (p/v). Apds completa dissolugdo da
agarose no tampdo TAE 1x, era adicionado brometo de etidio

(concentragdo final 0,5pg/ml, Life technologies). O gel era




polimerizado em cuba de eletroforese (EC-Apparatus corporation)

a temperatura ambiente.

Solugdo TAE: Tris-base 0,04M (Sigma), EDTA 0,001M (Synth) pH
8, acido acético giacial (REAGEN).

4.4 PREPARAGAO DE CELULAS ELETROCOMPETENTES

Uma coldnia da bactéria MC1061 era inoculada em 100ml de meio
2xYT e incubada a 37°C sob agitagdo durante 16 horas em
incubadora refrigerada (TE-421, Tecnal). 10ml| desta cultura eram
inoculados em 1L de 2xYT e incubados a 37°C ate atingir
absorbancia entre 0.2 - 0.25 (ODsoo). ApOs atingir a absorbancia
des‘vejada, a cultura era incubada em gelo durante 1 hora. A
cultura era centrifugada durante 10 minutos a 10.000 rpm a 4°C
em rotor GSA (centrifuga Sorvall). O scbrenadante era descartado
e o sedimento ressuspendido em 50ml de glicerol 10% (diluido em
dgua) esterilizado e gelado. As células eram centrifugadas
durante 15 minutos a 10.000 rpm a 4°C. O sobrenadante era
descartado e o sedimento ressuspendido em 100ml de glicerol
10% esterilizado e gelado. As células eram centrifugadas durante
15 minutos a 10.000 rpm a 4°C. O sobrenadante era descartado e
0o sedimento ressuspendido em 100m!| de glicerol 10% esterilizado
e gelado. As ceéelulas eram centrifugadas durante 15 minutos a
10.000 rpm a 4°C e o sedimento ressuspendido em 50m! de
glicerol 10% gelado e esterilizado. As células eram centrifugadas
durante 25 minutos a 10.000 rpm a 4°C. O sobrenadante era
desprezado e o sedimento ressuspendido em 1ml de glicerol 10%
esterilizado e gelado. Uma aliquota de 25ul era diluida em 10ml
de glicerol 10% e a absorbéancia mensurada (ODggg). A suspensao

era diluida em glicerol 10% esterilizado até a amostra diluida
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atingir ODsggo = 0,15. A suspensédo era dividida em aliquotas de
40uL e estocada a -90°C.

5.5 ELETROPORAGAO DE BACTERIAS

Ceélulas eletrocompetentes MC1061 eram descongeladas em gelo
durante 15 minutos. O DNA ou mistura de ligagdo (100pg a 1ng ou
aliquota 1:10 da mistura de ligagdo) era adicionado as células e
incubado em gelo durante 5 minutos. As células contendo o DNA
eram transferidas para cubetas de eletroporagdo resfriadas e
submetidas a choque elétrico de 2,5V, resisténcia 200Q,
capacitancia de 25uFD (Eletroporador BIORAD). As bactérias
eram incubadas em meio SOC a 37°C durante 1 hora e semeadas
em meio LB so6lido suplemeniado com antibidtico (ampicilina
100ug/ml).

3.6 MINI-PREPARAGAO PARA EXTRAGCAO DE PLASMIDIO
BACTERIANO

Cada coldnia de bactéria era inoculada em 5ml de meio LB liguido
contendo antibidtico (ampicilina 100pg/ml) e incubada a 37°C
durante 12-16 horas sob agitagdo. A cultura era transferida para
tubos de microcentrifuga e centrifugada durante 5 minutos. O
sobrenadante era desprezado e as células depositadas eram
”:ressuspendidas em 100uL de GTE gelado. O volume de 200ulL de
solugdo de lise era adicionado aos tubos e incubados em gelo
durante 10 minutos. O volume de 150uL de solugdo de acetato de
potassio (KOAc) eram adicionados aos tubos, invertidos por 5
vezes e centrifugados durante 10 minutos. O volume de 400uL do
sobrenadante era transferido para novos tubos e adicionado

400uL  de alcool isopropanol. Os tubos eram invertidos
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delicadamente, centrifugados em microcentrifuga durante 10
minutos € o sobrenadante desprezado. O volume de 1ml de etanol
80% gelado era adicionado, os tubos invertidos delicadamente e
centrifugados durante 10 minutos. Os tubos eram invertidos
delicadamente, incubados em freezer durante 20 minutos e
centrifugados durante 10 minutos. O DNA era ressuspendido em
25ul de solugdo TE-RNAse e incubado a 37°C durante 20 minutos.
A solugdo era armazenada a 4°C e o DNA quantificado em gel de

agarose 0,8%.

GTE

Glicose 50mM

EDTA 10mM (Synth)

Tris-HCI 25Mm, pH 8 (Sigma)

Solucdo de lise para bactéria
NaOH (Synth) 0,2N (Sigma)
SDS 10% (Sigma)

KOAc

Acetato de potassio (5M) 60ml

Acido acético glacial (Aldrich) 11,5ml
Agua Mili Q estéril 28,5ml

TE- RNAse

Tris-HCIl 10mM, pH=7.4

EDTA 1mM, pH=8.0

RNAse pancreatica livre de DNAse (20pg/ml).

3.7 TRANSFORMAGAO DE LEVEDURAS UTILIZANDO ACETATO
DE LiTIO
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Cada coidnia de levedura sem plasmidio era inocculada em 5ml de
meio YPD e incubada a 30°C sob agitagdo (incubadora refrigerada
TE-422, Tecnal) durante 12-16 horas. O volume de 100uL de cada
cultura era inoculado em 10ml de YPD e incubados a 30°C sob
agitacdo durante 12-16 horas. As células eram contadas em
cdmara de Newbauer utilizando o microscopio optico (aumento de
400x) e incubadas a 30°C sob agitagdo de 180 rpm em meio YPD a
uma densidade de 0,5 x 107 células/ml. O crescimento era
acompanhado até atingir a densidade de 1,6 - 2 x 107 células/ml.
O volume de células correspondente a 10°% células/ml era
centrifugado durante 10 minutos a 3000g e o sobrenadante
desprezado. As células depositadas eram ressuspendidas em 1m|
de ’égua Mili-Q estéril, centrifugado durante 15 segundos e o
sobrenadante desprezado. As células eram ressuspendidas em
400puL de LiAc 0,1M, centrifugadas durante 15 segundos e o
sobrenadante desprezado. As células eram novamente
ressuspendidas em 400uL de LiAc 0,1M, centrifugadas durante 15
segundos e o sobrenadante desprezado. Sobre as celulas
depositadas eram adicionados, nesta ordem, as solugbes: 240puL
de PEG 4000 50% (p/v) autoclavado, 36ul de LiAc 1M, 25uL de
ss-DNA 2mg/ml fervido durante 5 minutos e resfriado em banho de
gelo e 50uL de solugdo contendo 1ug de cada plasmidio. Os tubos
eram vigorosamente  agitados até completa dissolugdo do
sedimento durante 1 minuto e incubados a 30°C durante 30
minutos sem agitagdo. Os tubos eram submetidos a choque
térmico a 42°C durante 30 minutos sem agitagdo. As células
depositadas eram recuperadas por centrifugacao em
microcentrifuga durante 15 segundos, o sobrenadante desprezado
e as células ressuspendidas em 500ulL de agua Mili-Q estéril.

Aliquotas de 50 e 100uL eram semeadas em placas seletivas.
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Para sistema de duplo-hibrido, todas as transformag¢des eram

realizadas através de co-transformagédo (1pg de cada plasmidio).

LiAc Acetato de litio 1M dissolvido em agua MiliQ (0,1-1M}-
(Sigma #L-6883) e esterilizado por filtragao.

PEG Polietilenoglicol 3350 dissolvido em agua MiliQ (50% p/v)-

(Sigma #P-3640) e esterilizado por autociavagéo.

ss-DNA DNA de esperma de salmdo (2 mg/ml) dissolvido em
solugdo Tris-HCI 10mM pH8 e EDTA 0,5M esterilizada em

ambiente frio (cAmara fria) - (Sigma D-1626).

3.8 MINI-PREPARAGAO PARA EXTRAGAO DE PLASMIiDIO DE
LEVEDURA ‘

Culturas de leveduras eram crescidas em 5m!| de meio seletivo a
30°C sob agitacdo (incubadora refrigerada TE-422, Tecnal)
durante 12-16 horas. O volume de 1ml desta cultura era
centrifugado e o sobrenadante descartado. As células depositadas
eram ressuspendidas no meio residual. O volume de 400ulL de
solugdo de lise era adicionado e homogeneizado em agitador. O
volume de 400uL da solugdo fenol:cloroférmio:alcool isopropilico
(25:24:1) e 0,3g de pérolas de vidro (Sigma, 425-600 microns, G-
8772) lavadas com Aacido eram adicionados e a cultura
homogeneizada em agitador durante 2 minutos. A cultura era
centrifugada durante 5 minutos. A fase aquosa era retirada e seu
volume medido. O volume de 0,25V de solugédo 10M de acetato de
amoénio, 1uL de glicogénio e 2V de etanol absoluto gelado era
adicionado. O material era homogeneizado e incubado a -20°C

durante 10 minutos. O sedimento era lavado com etanol 80% e




ressuspendido em 25uL de agua miliQ estéril. O DNA era

armazenado a 4°C.

Solucdo de lise para levedura
Triton 100x (Sigma)

SDS 10% (Sigma)

NaCl 100mM (MERK)

Tris-HCI 10mM, pH 8,0 (Sigma)
EDTA 0,5mM (Synth)

Agua MiliQ estéril

3.9 TESTE DE MARCAS

Cada coldnia selecionada em placa era crescida em placas
contendo meio SD sdlido, sendo cada placa carente de um
complemento (aminoacido ou base nitrogenada) especifico. A
levedura ndo cresce nos meios carentes de aminoacidos/bases
nitrogenadas aos quais ela é auxotrofica. As placas eram

incubadas durante 2-3 dias em estufa (Hotpack) a 30°C.

3.10 ENSAIO PARA ESTUDO DA ATIVAGCAO DE GENE
REPORTER HIS3

Culturas de leveduras eram crescidas em tubos Falcon (tubo BD
Falcon ™, BD Biosciences) contendo 3ml de meio SD® liquido
suplementado com 3AT 0 a 5mM a 30°C sob agitagéo (incubadora
refrigerada TE-422, Tecnal) durante 12-16 horas. As culturas eram
diluidas conforme o protocolo F de diluigdes de culturas liquidas
(item 3.15 a seguir) e a ativagcdo do gene reporter HIS3
quantificada pela medida da densidade do meio liquido em

espectrofotémetro (item 3.12 a seguir). Alternativamente, 10°



feveduras/mL (ou diluigdes para ODgoo=0,014, 0 que corresponde
aproximadamente a esta concentragdo) eram incubadas em meio
SD® durante 24 horas, monitorando-se o crescimento por medida
de ODsggonm-

3.11 ENSAIO PARA ESTUDO DA ATIVAGAO DE GENE
REPORTER LacZ

Leveduras crescidas em placas SD® eram semeadas em filtro de
nitrocelulose tipo HA (poro de 0,45um de didmetro, Millipore
Corporation) acondicionado sobre meio SD® sélido. As placas
contendo o filtro eram incubadas em estufa (Hotpack) a 30°C
durante 1»3 dias, conforme o vigor do indculo, até atingir
crescimento desejado. O filtro era submetido a tratamento com
nitrogénio liquido (3x), descongelado e depositado sobre papel de
filtro embebido com solugdo contendo Z-buffer e X-Gal 2% (5-
bromo-4-cloro-3 indolil p-d-galactopiranosidio, Sigma) e incubado
a 30° durante 24 horas. Colénias capazes de ativarem o gene
reporter LacZ adquirem coloragdo azul devido a metabolizagao do

substrato X-Gal pela B-galactosidase, produto do gene repdrter.

Alternativamente, era gerada sobre o filtro ja acondicionado em

placa uma supercoldnia depositando-se 10ul de cultura liquida.

Solucdes:

Z- buffer -Na;HPO4+ 60mM (Synth)
Na,HPO4 40mM (Synth)
KCI 10mM (Synth)
MgSQO4 1TmM (Synth)
SDS 0,025% (p/v)

B-mercaptoetanol 0,27mL (v/v)




pH 7

X-Gal - 2% (p/v) em N,N dimetilformamida (DMF, Aldrich) ou
Dimetil Sulfoxido (DMSO) e utilizado na concentragdo final de

20mg/ml.
3.12 ENSAIO DE MEDIDA DE DENSIDADE DO MEIO LiQuibo

Medida de densidade em Espectrofotémetro

Culturas de leveduras crescidas eram transferidas para cubetas
apropriadas e submetidas a medida de densidade do meio em
aparelho espectrofotémetro (UV-VIS SPECTROPHOTOMETER,
Shimadzu UV mini 1240) usando comprimento de onda de 600nm
(ODegoo). Antes de medir a densidade das amostras, o aparelho era
estabilizado durante 5 minutos. A leitura era padronizada pela
medida da densidade do meio SD liquido ("branco"). Valores
iguais ou proximos de 0 eram considerados sem crescimento,
valores préoximos de 1 como crescimento otimo e valores proximos
a 0,5 como crescimento intermediédrio, quando comparado ao
"branco". Em alguns experimentos, era utilizada a porcentagem de
crescimento (utilizando os valores de ODggo) em relagéo a

controle incubado com histidina.

Medida de densidade em leitor de placas de ELISA

Culturas liquidas crescidas eram transferidas para placa de ELISA
(microplacas BD Falcon ™ de 96 pogos, BD Biosciences) e
submetidas a medida de densidade em aparelho espectrofotédmetro
com leitor de placa de ELISA (Spectra Max Pius, Molecular
Devices) com comprimento de onda de 600nm (ODggo) € programa
Soft Max Pro 2.1.1. Antes de medir a densidade das amostras, 0

aparelho era estabilizado durante 5 minutos. A leitura era
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padronizada pela medida da densidade do meio SD liquido
("branco"). Valores superiores a 0,5 eram considerados como
crescimento (devido & diferente sensibilidade e distancia
percorrida pelo feixe) e, entre 0,5 e 0, sem crescimento quando

comparado ao "branco".
3.13 ANALISE DE DADOS

Para comparar a eficiéncia de selegdo robotizavel em relagéo a
selegdo convencional em placas, era feita uma conversdo do
numero de coldénias crescidas em 22 setores virtuais da placa para
o numero de pogos equivalentes utilizando a distribuicdo de
Poisson (Soares e Siqueira, 2002). A média do numero de
coldnias/setor era calculada (considerando-se 22 setores por
placa) e aplicada a formula da distribuicdo para calcular a
probabilidade da classe zero - P(0), que corresponde a proporgéao
de pogos sem crescimento. O complemento deste valor, 1-P(0),
representa a fragéo esperada‘ de pogos com crescimento. O
numero de pogos com crescimento era sempre ajustado para o

numero inteiro superior.

Era feita uma analise de co-varidncia de dois fatores (fwo-way
ANCOVA) para testar se a estimativa de pogos com crescimento
calculada a partir da sele¢do em placas era estatisticamente
diferente do numero de pogos com crescimento observado. A
quantidade de presa era a covariavel e cada experimento era

considerado um evento aleatorio (Zar, 1996).
Para testar o efeito do tipo de meio (liquido ou sdlido) no

crescimento de clones selecionados da biblioteca de mutantes de

mTead1(1-134) utilizando a levedura S. cerevisiae Y190, era
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utilizada uma Analise de varidncia de dois fatores (two-way
ANOVA), considerando a triagem como efeito aleatorio. Era
também utilizado um teste a posteriori de Tukey para testar a
diferenca entre pares de triagens (clones selecionados em cultura
tinica - clones selecionados em placa). Os dados de porcentagem
de crescimento em relagdo ao controle eram transformados
utilizando o arcoseno da raiz quadrada. Este recurso e
recomendado para transformar distribuicbes binomiais,
caracteristicas de porcentagens, em distribuigbes normais,

necessarias para a execugdo deste tipo de teste (Zar, 1996).

Para testar o efeito do tipo de meio (liquido ou soélido) na
porcentagem de clones azuis no teste de X-gal selecionados da
biblioteca de mutantes de mTead191-134) utilizando a levedura S.
cerevisiae Y190, era utilizado um teste T de student pareado
(pares dentro de cada triagem). Novamente os dados de
porcentagem eram transformados utilizando o arcoseno da raiz
gquadrada (Zar, 1996).

3.14 SELEGAO DE DUPLO-HIBRIDO EM PLACAS DE MEIO
sOoLIDO

Apos a transformacgdo (item 3.7), o volume de 400uL da mistura de
transformacdo era semeado em placas de meio SD® sotido de
15cm de diametro sem histidina suplementado com 3AT 35mM. As
placas eram incubadas em estufa (Hotpack) a 30°C durante 4-8
dias. As coldnias recuperadas pela ordem de crescimento na placa
seletiva eram testadas em teste de marcas (item 3.9). O
monitoramento da transformagdo era conduzido semeando-se
100uL da mistura de transformacgdo em placas de meio SD® sdélido

com histidina.



3.15 PROTOCOLO DE SELEGCAO COM DILUICOES

Apos transformacgédo (item 3.7), o volume de 100pL (20%) da
mistura de transformagdo eram inoculados em tubo Falcon (tubo
BD Falcon '™, BD Biosciences) contendo 2,5m!{ de meio SD?®
(seletivo para a co-transformacéo) liquido com histidina ou sem
histidina suplementado com 3AT 0; 0,1 e 0,5mM, para as
leveduras S. cerevisiae HF7c. Para S. cerevisiae Y190, eram
utilizados 3AT 0; 1 e 2,5mM. As culturas eram incubadas a 30°C

sob agitagdo (incubadora refrigerada TE-422, Tecnal).
A cultura era diluida (Protocolos A-F abaixo e esquematizados na
figura 4) e submetida a ensaio de medida de densidade do meio

liquido em espectrofotometro (item 3.12).

Protocolo A: diluicbes 1:100 em 24, 48, 72 e 96 horas e medida

de densidade da cultura em 120 horas.

Protocolo B: diluigdes 1:100 em 48, 72 e 96 horas e medida de

densidade da cultura em 120 horas.

Protocolo C: diluigdes 1:100 em 72 e 96 horas e medida de

densidade da cultura em 120 horas.

Protocolo D: diluigédo 1:10 em 24 horas, dilui¢gbes 1:100 em 48, 72

e 96 horas e medida de densidade da cultura em 120 horas.
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Figura 4: Testes para estabelecimento de protocolo de diluicdes de
culturas liquidas. Esquema de testes de diluigbes aplicados as culturas SD®
liquidas. Diluigdes foram realizadas nas horas indicadas subseqientes a
transformacgdo (Oh) e a deteccdo de crescimento realizada peia medida de
densidade da cultura liquida em espectrofotdmetro (ODgyg,m). Teste A (diluigdes
1.100 indicadas e absorbancia medida em 120 horas), teste B (diluigdes 1:100
indicadas e absorbancia mensurada em 120 horas), teste C (diluigdes 1:100
indicadas e abscrbancia em 120 horas), teste D (diluicdo 1:10 em 24 horas
seguido por diluicoes 1:100 indicadas e absorbancia mensurada em 120 horas),
teste £ (diluiggo 1:10 em 48 horas seguido por diluicdes 1:100 indicadas e
absorbancia mensurada em 120 horas), teste F (diluicdo 1:10 em 72 horas,
diluicao 1:100 em 86 horas, absorbancia mensurada em 120 horas).




Protocolo E: diluigdo 1:10 em 48 horas, diluigbes 1:100 em 72 e

96 horas € medida de densidade da cultura em 120 horas.

Protocolo F: diluicdo 1:10 em 72 horas, diluigdo 1:100 em 96

horas e medida de densidade da cuitura em 120 horas.

3.16 PROTOCOLO DE SELEGAO ROBOTIZAVEL

Apos transformacgdo (item 3.7), o volume de 400uL da mistura de
transformacdo eram inoculados em 10ml de meio SD°® liquido sem
histidina suplementado com 3AT 2,5mM. A cultura era distribuida
em 24 pocos da placa deepwell (placa de polietiteno Deep-Well de
96_ pogos, BD Biosciences), sendo cada pogo com volume de
400uL. A primeira coluna da placa deepwell, era adicionada

histidina (a partir de estoque 100x concentrado).

A placa deepwell era coberta com papel contact transparente
(Plastific), perfurado com agulha hipodérmica esterilizada e

incubada em estufa (Hotpack) a 30°C durante 72 horas.

A cultura era diluida conforme protocolo F especificado em

Material e Métodos - item 3.15 - utilizando micropipeta multicanal.

A medida de densidade das culturas era conduzida em
espectrofotémetro com leitor de placas de ELISA conforme
Material e Métodos — item 3.12.

O volume de 10uL de cada cultura era pingado em placa de meio
SD® solido com histidina e incubado em estufa (Hotpack) a 30°C
durante 72 horas. A supercoldnia gerada era submetida a ensaio

de ativagdo de gene reporter LacZ (item 3.11).
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3.17 PROTOCOLO DE COMPETIGAO EM CULTURA UNICA

Nos ensaios de competicdo, quantidades pré-determinadas de
leveduras competidoras eram inoculadas em tubos Falcon (tubo
BD Falcon "™, BD Biosciences) em 3ml de meio SD® liquido,
incubadas a 30°C sob agitagdo {(incubadora refrigerada TE-422,
Tecnal) e diluidas conforme protocolo F - item 3.15, medindo-se a
densidade de crescimentoc em espectrofotdémetro como em 3.12.
Supercoiénias eram derivadas diretamente do meio liquido para
ensaio de LacZ ou coldnias eram obtidas por semeadura em meio
SD® para ensaio de clones individuais da ativagdo de genes
reporteres HI/S3 (item 3.10) e LacZ (item 3.11).

3.18 TRIAGEM DE BIBLIOTECA COM SELEGCAO EM CULTURA
UNICA

Apods transformagéo, 4ml de mistura de transformacgédo (reunindo-
se varias misturas de transformagédo — item 3.7) eram inoculados
em 100m! de meio SD?® liquido sem histidina suplementado com
3AT 5mM. A cultura era incubada a 30°C sob agitagdo (incubadora
refrigerada TE-422, Tecnal) durante 72 horas e diluida conforme
protocolo F - item 3.15. Colénias (20-45) eram recuperadas
semeando-se o volume correspondente a 10%células/mi em placa
de meio SD® soélido sem  histidina suplementado com,
respectivamente, 3AT 5 e 35mM para leveduras S. cerevisiae
HF7c e Y190. As placas de meio solido eram incubadas em estufa
(Hotpack) a 30°C durante 48 horas. As colbnias isoladas eram
testadas quanto as marcas de auxotrofia (item 8.9) e ensaiadas
para estudo de ativagdo de gene repdrter LacZ (item 3.11) ou

crescidas em meio SD°® liquido por 48 horas e ensaiadas para
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estudo de ativagcdo de gene reporter HIS3 (item 3.10, SD® com
histidina ou sem histidina e 3AT 5mM).
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4. RESULTADOS

4.0 Interagdo modelo para sistema de duplo-hibrido

As simulacdes de interagdo forte do presente trabalho foram
baseadas na interagcdo entre duas proteinas bem conhecidas:
largeT do virus SV40 e p53 (Li e Fields, 1993; Iwabuchi et al.,
1993).

A proteina supressora de tumor p53 desempenha uma importante
funcdo na tumorigénese e seu gene € um dos mais fregientemente

mutados em cadnceres humano (lwabuchi et al., 1993).

Verifica-se que a interacdo fisica entre a proteina p53 (residuos
72-390) e o antigeno largeT (residuos 84-708) proporciona
elevada atividade transcricional no duplo transformante (lwabuchi
et al., 1993).

No entanto, o enfraquecimento desta atividade transcricional foi
observado em mutantes de p53. Dos mutantes mapeados por Li e
Fields (1993), quase todos apresentaram pelo menos uma
mutacdo em dominios conservados. O mutante 54.2 de pb3
(mutagdo pontual D278G) merece destaque por ter sido usado nas

simulagdes de interagdo fraca juntamente com o antigeno /argeT.

4.1 Interagdo modelo em leveduras HF7c e Y190
Visando o desenvolvimento da metodologia de sele¢gdo em meio

liquido, a interagdo modelo entre as proteinas p53 e JargeT foi

utilizada como clone positivo.
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Inicialmente, foram realizados ensaios de ativagdo do gene
reporter HIS3 por crescimento em meio liquido (24 horas ou apos
diluigbes — protocolo F cuja recuperacgdo de clones positivos foi
obtida eficientemente denire os protocolos testados neste trabalho
e descritos detalhadamente mais adiante) em duas linhagens de
leveduras S. cerevisiae (HF7c e Y190) albergando os plasmidios
da interagdo modelo para verificar se as leveduras poderiam ser
utilizadas nas simulacBes eficientemente. Os ensaios tambeém
foram conduzidos para o controle negative (expressando Gal4DL-
pb3 + Gal4DA).

Em ensaios de crescimento em meio SD® |iquido para a ftevedura
S. cerevisiae HF7c (figura 5), ambos procedimentos (24 horas e
apés diluigdes) distinguiram as leveduras transformadas com
plISCA e pPRESA (expressando Gal4dDL-p53 + Gald4dDA-largeT)
daquelas transformadas com pISCA e pSEMPRESA (expressando
Gal4DL-p53 e Gal4DA). O ensaio apés diluigdes facilitou a
distingcdo entre a situagdo de afivagéo forte do gene repoérter e a
ativacdo basal, ja que mesmo na presenga de 3AT 5mM foi obtido
crescimento similar, proximo de 100%, ao controle incubado com

histidina.
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Figura 5: Comportamento de leveduras S. cerevisiae da linhagem HF7c com
interagdo de duplo-hibrido apds 24hs de crescimento e apds diluigbes. As
leveduras de controle negativo (HF7c:Gal4DL-p53 + Gal4DA) ou de duplo-hibrido de
interagdo forte (HF7c:Gal4DL-p53 + Gal4DA-largeT) foram inoculadas em meio SD®
liquido com histidina ou sem histidina suplementado com 3AT 0; 2,6 e 5mM como
indicado. O crescimento em meio liquido foi avaliado pela medida de densidade do
meio liquido em espectrofotdmetro (ODggq,,) @pos 24 horas de cultivo e segundo
protocolo F descrito em Materiais e Métodos - item 3.15.




A figura 6 mostra que & também possivel, utilizando a linhagem S.
cerevisiae Y190, distinguir entre interagdo forte (Gal4DL-p53 +
Gal4DA-LargeT) e o controle negativo (Gal4DL-p53 + Gal4DA) em
meio SD?® liquido sem histidina suplementado com 3-aminotriazol
(3AT) apos 24 horas de crescimento e ap6s diluigées. A
capacidade de crescimento de leveduras do controle negativo, em
meio liquido sem histidina, e o pequeno crescimento observado
em 3AT 2.5mM, devem-se ao eievado nivel basal do reporter nesta
linhagem, assim como observado em meio SD® sélido (n&o
mostrado). Concentragdes de 3AT 5mM foram suficientes para
minimizar este crescimento em procedimentos de 24 horas de
cultivo e de diluig6es, ndo sendo necessarias concentragles da

droga tdo elevadas (35mM) como em meio SD® solido.
4.1b Recuperagido de clones positivos em meio liquido

Para desenvolver o método de selegdo em meio liquido, foi
necessario investigar se era possivel a recuperagéo de clones
positivos em cultura liquida, sem que ocorresse crescimento de
controle negativo (sem ativagdo do reporter HIS3). Para
determinar o intervalo de tempo mais adequado para recuperagao
de clones positivos, seis protocolos de diluigbes foram delineados
para conduzir o ensaio, utilizando novamente a interacdo modelo
(p53 e largeT).

Os protocolos (figura 4) consistiram em diluigées (1:10 e 1:100)
de culturas de leveduras co-transformadas, durante o intervalo de
120 horas, finalizando-se pela analise de ativagdo de gene
reporter HIS3 por medida de densidade do meio SD® liquido em
espectrofotémetro. A diferenga principal entre o0s protocolos

consiste na amplitude (1:10 ou 1:100) e momento (apods 24, 48 ou
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72 horas de cultivo) da primeira diluicdo (Material e Métodos -
item 3.15).

O ensaic dos seis protocolos foi conduzido por co-transformacgéo
de leveduras S. cerevisiae HF7c¢c e Y190 com 1tug de plSCA
(expressdo de Gal4DL-p53), 1ug de pSEMPRESA (expresséo de
Gal4DA) e 0; 0,1; 1; 10 ou 100ng de pPRESA (expressio de
GaldDA-largeT), como esquematizado na tabela 4. Assim, seria
simulada a triagem de clones positivos (plSCA + pPRESA), em
concentragdes crescentes, em meio a clones de controle negativo
(pISCA + pSEMPRESA).

Tabela 4: Simulagdes de selegdo com sistema de duplo-hibrido. (+) presenga
da construgdo, (-) auséncia da construgdo. pISCA (Gal4DL-p53), pSEMPRESA
(GaldDA), pPRESA (GaldDA-largeT).

Transformacgoes pISCA (1nug) pSEMPRESA (1pg) pPRESA
1 + + -
2 + + + (0,1 ng)
3 + + + (1ng)
4 + + + (10 ng)
5 + + + (100 ng)

Como mostrade na figura 7A, ndo foi observado crescimento
significativa (valores de OD acima 0,5) ao final das incubacdGes,
com o protocolo A, para a levedura S. cerevisiae HF7c, nem
mesmo utilizando-se 100ng de pPRESA em meio sem histidina na
auséncia de 3AT. O crescimento na presenc;‘a de histidina foi

sempre obtido, indicando que a transformacgéo dupla foi eficiente.
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Levedura: Y190 Y190 Y190 Y190

pISCA GaldDL-p53 Gal4dDL-p53 Gal4DL-p53 GaldDL-p53
pPRESA - GaldDA-largeT - GaldDA-largeT

pSEMPRESA GaldDA - Gal4DA -

Figura 6: Comportamento de leveduras S. cerevisiae da linhagem Y190 com
interagao de duplo-hibrido ap6s 24hs de crescimento e apds diluigdes. As
leveduras de controle negativo (Y190:Gal4DL-p53 + Gal4DA) ou de duplo-hibrido de
interagdo forte (Y190:Gal4DL-pd3 + Gal4DA-fargeT) foram inoculadas em meio SD°
liqguido com histidina ou sem histidina suplementado com 3AT O; 25 e 5mM. O
crescimento em meio liquido foi avaliado pela medida de densidade do meio liguido em
espectrofotémetro (ODgoonm) @P0S 24 horas de cultivo e segundo protocolo F descrito
em Materiais e Métodos - item 3.15.
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Figura 7: Estabelecimento do protocolo de diluigbes utilizando leveduras S.
cerevisiae HF7¢. A mistura de transformagédo contendo 1pg de pISCA (Gal4DL-
p53), 1ug de pSEMPRESA (GaldDA) e as quantidades indicadas de pPRESA foi
inoculada em meio SDs liquido com histidina ou sem histidina suplementado com
3AT 0: 0,1 e 0,5mM, conforme indicado, e submetidas aos procedimentos de
diluigdes como descrito em Materiais e Métodos, item 3.15 e esquematizados na
figura 4 . A) Teste A (diluigdes 1:100 indicadas e absorbancia mensurada em 120
horas). B) Teste B (diluigbes 1:100 indicadas e absorbancia mensurada em 120
horas). C) Teste C (diluiges 1:100 indicadas e absorbancia em 120 horas). D)
Teste D (diluigdo 1:10 em 24 horas seguido por diluigoes 1:100 indicadas e
absorbancia mensurada em 120 horas). E) Teste E (diluigdo 1:10 em 48 horas
seguido por diluigées 1:100 indicadas e absorbancia mensurada em 120 horas). F)
Teste F (diluigdo 1:10 em 72 horas, diluigdo 1:100 em 96 horas, absorbéancia
mensurada em 120 horas).
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Quando a primeira diluigdo (1:100) foi feita 48 horas apos a
transformacdo (protocolo B, figura 7B), houve eficiente
recuperacdo de clone(s) positivo(s) utilizando-se apenas 1ng de
pPRESA em meio sem histidina. Todavia, quando o experimento
foi conduzido na presenga de 3AT, sd houve recuperagao eficiente

utilizando-se maiores quantidades de pPRESA.

O resultado obtido foi um pouco mais eficiente no protocolo C
(figura 7C), onde foi permitido o crescimento do clone positivo por

72 horas antes da primeira diluigdo ce 1:100.

A recuperacgdo de clones foi relativamente mais eficiente quando a
primeira diluigdo aplicada foi de 1:10 (compare as figuras 7A, 7B

e 7C com, respectivamente, 7D, 7TE e 7F).

Como a recuperagdo foi maximizada no protocoio F, este protocolo
foi escolhido para utilizagdo com a levedura S. cerevisiae HF7c.
Nesta Gltima condigdo, foi possivel a recuperagéo eficiente de
clones de interacdo positiva a partir de 1ng de pPRESA em todas

as concentragbes de 3AT.

Para a levedura S. cerevisiae Y190, o0s resultados dos protocolos
A - F (figura 8) foram bastante similares ao observado para a

levedura S. cerevisiae HF7c (figura 7).

Como a linhagem Y190 apresenta transcricdo basal do gene
reporter mais elevada, houve crescimento das culturas em meio
sem histidina (figura 8, simbolos vazados) mesmo na auséncia de
pPRESA (Ong). A adigéo de 3AT 2.5mM foi suficiente para abolir
este crescimento, de forma reprodutiva (figura 8A-8F), sem

impedir a recuperacéo eficiente de clones positivos.
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Figura 8: Estabelecimento do protocolo de diluicdes utilizando leveduras S.
cerevisiae Y190. A mistura de transformag&o contendo 1ug de pISCA (Gal4DL-
p53), 1ug de pSEMPRESA (Gal4DA) e as quantidades indicadas de pPRESA foi
inoculada em meio SDS liquido com histidina ou sem histidina suplementado com

" 3AT 0 e 2,5mM, conforme indicado, e submetidas aos procedimentos de diluicoes
como descrito em Materiais e Métodos, item 3.15 e esquematizados na figura 4 A)
Teste A (diluigdes 1:100 indicadas e absorbancia mensurada em 120 horas). B)
Teste B (diluigdes 1:100 indicadas e absorbancia mensurada em 120 horas). C)
Teste C (diluices 1:100 indicadas e absorbancia em 120 horas). D) Teste D
(diluiggo 1:10 em 24 horas seguido por dituicdes 1:100 indicadas e absorbancia
mensurada em 120 horas). E) Teste E (diluigdo 1:10 em 48 horas seguido por
diluicdes 1:100 indicadas e absorbancia mensurada em 120 horas). F) Teste F
(diluicdo 1:10 em 72 horas, diluigdo 1:100 em 96 horas, absorbancia mensurada
em 120 horas).
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Novamente, o protocolo F foi o mais eficiente. Nesta ultima
condicdo, foi possivel a recuperagéao eficiente de clones de

interacéo positiva a partir de 0,1ng de pPRESA.

Para comparar os resultados da simulagéo de interacdo em meio
liquido obtidos com o protocolo de diluigbes, a simulagao para
ambas leveduras também foi conduzida por semeadura da mistura
de transformagdo em placas de meio SD® sdélido (Material e
Métodos — item 3.14).

Como mostrado na tabela 5, a eficiéncia de transformacgao foi
similar em todas as cinco transformagdes independentes (placas
com histidina) utilizando leveduras S. cerevisiae HF7c. O namero
médio de coldnias obtido na presenga de 3AT 5mM foi
relativamente proporcional a quantidade de pPRESA utilizada.
Obteve-se cerca de 1 colénia por placa com a transformacéo que
utilizou 1ng de pPRESA, ao mesmo tempo em que houve
crescimento em meio liquido ao final do protocolo F (figura 7F).
Resultado similar foi obtido na auséncia de 3AT em meio sem
histina (tabela 5 e figura 7F).

O uso de 3AT é, portanto, desnecessario em ambos métodos de
selecdo, placas e meio liquido, uma vez que a repressdo exercida
pela proteina p53 e © baixo nivel de transcrigdo basal da linhagem
S cerevisiae HF7c sdo suficientes para impedir o crescimento de

clones de controle negativo.

Utilizando leveduras S. cerevisiae Y190 (tabela 6), com 0,1ng de
pPRESA nao foi possivel recuperar clones pelo método
convencional de selegdo em meio sDS sélido sem histidina

suplementado com 35mM 3AT. A recuperagao de clones em placas
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s6 se tornou possivel utilizando-se 10ng de pPRESA. A
incapacidade de sele¢do de clones em concentragbes inferiores a
10ng ndo ¢ justificada por excessiva concentragdo de 3AT
(35mM), uma vez que esta concentragdo foi determinada como
minima para inibicdo do elevado nivel de transcrigdo basal da
linhagem S. cerevisiae Y190 (dados de semeadura em placas de
meio SD® sélido sem histidina suplementado com 3AT 35mM néo

mostrados).

E importante ressaltar que em todos os protocolos de diluigdes
(figuras 7 e 8) e placas (tabelas 5 e 6) de ambas linhagens de
leveduras S. cerevisiae, HF7c e Y190, nenhum crescimento de
clones foi observado utilizando-se 0Ong de pPRESA e
concentragdes apropriadas de 3AT, indicando especificidade da
selecdo ou auséncia de crescimento de clones epigeneticos

prototréficos para histidina.

Os resultados demonstram que o protocolo de diluigées F foi
bastante adequado a recuperacgdo eficiente de clones em meio
liguido, em ambas linhagens de leveduras S. cerevisiae (HF7c e
Y190). Enquanto, em leveduras S. cerevisiae HF7c este protocolo
apresentou sensibilidade semelhante a observada na selegao
convencional em placas, em leveduras S. cerevisiae Y190 a

sensibilidade foi um pouco melhor.

4.2 Metodologia de selegdo robotizavel

Uma metodologia de selegdo robotizavel (Material e Métodos -
item 3.16) foi desenvolvida neste trabalho utilizando novamente a

interagdo de duplo-hibrido modelo (p53 e /argeT) na presenga de

controle negativo.
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Tabela 5: Nimero médioc de coldnias crescidas em selecdao convencional em
placas utilizando leveduras S. cerevisiae HF7c e diferentes quantidades de

pPRESA.
Concentragao de pPRESA
(GaldDA-largeT) [ng] 0 0,1 1 10 100
Meio de cultura SD* sélido ——
Com histidina 141 124,5 156 189 126,8
Sem histidina 0 4,5 0.8 44,5 1193
Sem histidina 3AT 5mM 0 0 0.8 18,5 85

a Foi semeado o volume de 50puL da mistura de transformag&o. ® ¢ Foi semeado o volume de 100pL
da mistura de transformag&o.

Tabela 6: Nimero médio de colénias crescidas em selegdo convencional em
placas utilizando leveduras S. cerevisiae Y190 e diferentes quantidades de
pPRESA.

Concentragdo de pPRESA
{GaldDA-largeT) [ng] 0 0,1 1 10 100

Meio de cultura SD® sdlido

Com histidina @ 4344 4368 3456 3600 3584
Sem histidina ® 3072 3144 2952 3456 4584
Sem histidina 3AT 35mM ¢ o [ e 2 A

a Foi semeado o volume de 50ul da mistura de transformagao. b © Foi semeado o volume de 100ul
da mistura de transformagao.




A metodologia foi conduzida distribuindo-se o volume equivalente
de uma mistura de transformagdo que normalmente seria semeado
em uma placa de meio sdlido de 15cm de diametro, em 22 pogos
da placa deepwell de 96 pogos. Assim, uma placa deepwell de 96
pogos & capaz de acomodar o equivalente a 4 placas grandes de
meio solido. A segregacdo dos transformantes entre os pogos
permitiria, portanto, que se recuperassem clones de intensidades

de interagédo variadas.

Diferentemente do procedimento anterior, onde cinco
transformagdes independentes foram realizadas para simular o
aparecimento de clones positivos em freqléncias crescentes, para
padronizér esta selegdo duas co-transformagdes foram realizadas
em leveduras S. cerevisiae HF7c e Y190: transformagédo 1 e

transformacgéaoc 2.

Ambas transformacgdes foram preparadas utilizando 1ug de plISCA
(Gal4DL-p53) e 1ung de pSEMPRESA (Gal4DA). Apenas a
transformacgdo 2 foram adicionados 100ng de pPRESA (Gal4DA-
largeT). Quatro tubos contendo 10,9ml de meio SD® liquido sem
histidina foram preparados para a adi¢cdo de 436ul da
transformacdo 1 e volumes correspondentes a 0, 1, 5 e 10ng de
pPRESA (Gal4DA-largeT), tomados da transformacgdo 2 (figura 9),
no intuito de se obter melhor controle no incremento do

aparecimento de clones positivos.

As figuras 10 e 11 mostram os resultados de simulagéo de
obtengdo de clones positivos para, respectivamente, as leveduras
S. cerevisiae HF7c e Y190, sob selegdo robotizavel. Em ambas
leveduras, o nimero médic obtido de pogos da placa deepwel/ com

crescimento (ODsgp>0,5) nas quantidades de 1, 5 e 10ng de
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pPRESA (Gal4DA-/argeT) foi crescente (barras vazadas). Como
desejado, em nenhum pogo houve crescimento na auséncia de
pPRESA (Ong).

O namero médio de coldnias mostrado nas figuras 10A e 11A foi
obtido por semeadura da mistura de transformagao em meio solido
como na selegdo em placas convencional (Material e Metodos -~
item 3.14).

A comparagdo da eficiéncia de selegao robotizavel em relagdo a
selegcdo convencional em placas foi possivel apdés converter os
resultados da segunda seleg8o (numero de coldnias crescidas em
placas) no correspondente em pogos crescidos. A conversdo foi
realizada considerando uma distribuigdo de Poisson. A média de
colénias/setor foi calculada (considerando-se 22 setores por
placa) e foi aplicada & formula da distribuigdo para calcular a
probabilidade da classe zero - P(0), pogos sem crescimento. O
complemento deste valor, 1—P(O), representou a fragdo esperada

de pogos com crescimento (barras cheias das figuras 10B e 11B).

Como aparente, ndo foi observada diferenca significativa entre o
nimero de pogos com crescimento estimado (utilizando os dados
da selegdo em placas) com o obtido na selegédo robotizavel
(ANCOVA: F=1,4 e p=0,449) em levedura 3. cerevisiae HF 7c.

Os resultados para a levedura S. cerevisiae Y190, mostrados na
figura 11, foram similares aos obtidos para HF7c (figura 10),
utilizando-se 3AT 2.5mM na selegdo em meio liquido e 35mM em

placas, concentragéo convencional em selecdo com esta linhagem.
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Transformacio 1 Transformagao 2

pISCA (lng) pISCA (lug)

pSEMPRESA (1ug) pSEMPRESA (lug)
pPRESA (Ong) : pPRESA (100ng)
=7

| SD°sem histidina
b 3AT O ou 2,5mM

pISCA + pSEMPRESA

yqsu,mi‘lulilei

22 setores

controle

4 placas grandes =1 placa deepwell

Figura 9: Esquema do protocolo de transformacgdo e selegdo de duplo-hibrido
robotizavel baseadas na interagao entre as proteinas' p53 e largeT. De duas
transformagdes, cada uma contendo 1 pg de piSCA (Gal4DL-p53), 1 ng de pSEMPRESA
(Gal4DA) e 0 ou 100ng de pPRESA (Gal4DA-largeT), foram tomadas aliquotas
correspondentes 2 0; 1,5 10ng de pPRESA em tubos de cultura SDs liquida sem histidina
suplementado com 3AT 0 ou 2,5mM e distribuidos em 96 pogos de placa deepwell (400pL
por pogo). O crescimento foi avaliado pela medida de densidade do meio liguido em
espectrofotdmetro com leitor de placa de ELISA (ODgyonm) S€gundo protocolo de diluigbes F
(Material e Métodos, item 3.15).




pISCA pSEMPRESA pPRESA Coldnias? Médiab (u) P(0)c  Pogos®

A) 1 g 1 ug Ong 0 0 0 0
1 ug 1 ug 1ng 45 0,20 0,81 2,6
1 ug 1 ug 5ng 30,5 1,39 0,25 10,7
1 g 1 ug 10ng 42 1,91 0,15 12,4

a= n° médio de colonias em duplicatas. ® = n° de coldnias por 22 setores da placa. © =
probabilidade da classe 0 da Distribuigdo de Poisson. d = n° esperado de pogos com
crescimento.
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Figura 10: Comparagdo entre selegcdo em placas e robotizavel em leveduras S.
cerevisiae HF7c. Leveduras S. cerevisiae HF7c foram transformadas com pISCA (Gal4DL-
p53), pSEMPRESA (Gal4DA) e quantidades crescentes de pPRESA (Gal4DA-largeT) como
indicado em A. Cada transformagdo foi diluida em meio SDs liquido sem histidina e
distribuida em 22 pogos da placa deepwell. O crescimento foi avaliado pela medida de
densidade do meio liquido em espectrofotometro com leitor de placa de ELISA apds
diluigBes (protocolo F) e O nimero de pogos com crescimento foi registrado (B, barras
vazadas). Quantidade equivalente foi semeada em placa de meio solido SD° sem histidina
na presenga de 3AT 5SmM e 0 nimero médio de coldnias por placa foi registrado e utilizado
para estimar o nimero de pogos crescidos esperado (A e barras cheias em B) segundo
distribuigdo de Poisson. Média de dois experimentos.




pISCA pSEMPRESA pPRESA Colénias® Média® (u) P(0)c Pogos®

A) 1ug 1 ug Ong 0 0 0 0
1 ug 1 g 1ng 1.5 0,07 0,93 1,49
1ug 1 ng 5ng 26,5 1,2 0,3 14,4
1ug 1 g 10ng 30,5 1,39 0,25 15,49

a = n° médio de coldnias em duplicatas. ® = n° de colénias por 22 setores da placa. C =
probabilidade da classe 0 da Distribuigdo de Poisson. d = n° esperado de pogos com crescimento.
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Figura 11: Comparagdo entre selegdo em placas e robotizavel em ieveduras S.
cerevisiae Y190. Leveduras S. cerevisiae Y190 foram transformadas com pISCA (Gal4DL-
p53), pSEMPRESA (Gal4DA) e quantidades crescentes de pPRESA (Gal4DA-largeT) como
indicado em A. Cada transformacdo foi diluida em meio SDS liquido sem histidina e
distribuida em 22 pogos da placa deepwell. O crescimento foi avaliado pela medida de
densidade do meio liquido em espectrofotdmetro com leitor de placa de ELISA apés
diluicdes (protocolo F) e o numero de pogos com crescimento foi registrado (B, barras
vazadas). Quantidade equivalente foi semeada em placa de meio solido SD* sem histidina
na presenca de 3AT 35mM e o numero médio de colénias por placa foi registrado e
utilizadc para estimar o nimero de pogos crescidos esperado (A e barras cheias em B)

segundo distribuicdo de Poisson. Média de dois experimentos.




Apesar da eficiéncia de obtengdo de pogos crescidos ter sido, em
alguns experimentos, maior que a de colonias, esta diferenga nao
foi significativa (ANCOVA: F=1,1 e p=0,486).

Portanto, em leveduras S. cerevisiae HF7¢ e Y190, os resultados
de selecdo robotizavel utilizando 22 pogos foram equivalentes a
selegdo convencional de placas, demonstrando correspondéncia

entre colénia e pogo com crescimento.
4.3 Correspondéncia colénia-pogo

Uma modelagem do sistema foi conduzida segundo a distribuigao
de Poisson, considerando-se 22 e 96 pogos da placa deepwell
para estimar o numero maximo de colénias em placas que
manteria a correspondéncia coldnia-pogo em ensaios de selecgéo

robotizavel e placas (figura 12).

A modelagem do sistema sugeriu que a selegdo robotizave!
apresenta certa limitagdo. A relagao de uma coldnia para um pogo
com crescimento perdeu a linearidade quanto mais freqlientes

foram os clones positivos (coldnias).

A equivaléncia acima de 5 colénias por placa foi perdida
considerando-se o equivalente a uma placa distribuido em 22
pocos (figura 12A), pois foi obtido um menor nidmero de pogos
com crescimento. Quando considerou-se 0 equi\_/a!ente a uma
placa distribuido em 96 pogos (figura 12B), a equivaléncia toi

perdida apenas acima de 20 coldnias por placa.
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Assim, a recuperacao linear de clones positivos requer um numero
apropriado de pogos a cada nivel de freqiéncia de clones
positivos. Se os clones positivos apresentarem baixa freqiéncia,
ou seja, quando a recuperacgdo de clones positivos em placas de
15cm de diametro for um evento raro, o uso de menor numero de
pogos na placa deepwell é adequado. No entanto, quando as
interagbées sdo muito freqlientes, ou seja, acima de cinco clones
positivos por placa de 15cm de didmetro, ¢ necessario o uso de

maior numero de pogos na placa deepwell.

Nossos resultados indicam que a selegdo robotizavel pode ser
aplicada com sucesso quando se deseja detectar clones de
intensidades de interagéo variadas (fracas a fortes). E importante
ressaltar que a “unidade formadora de colonias” em placas de
meio so6lido correspondeu a “unidade geradora de crescimento” em
pogos de placa deepwell, o que era esperado, mas nunca antes

demonstrado.
4.4 Metodologia de selegdao em cultura Unica

4.4.1 Distingdo entre competidores utilizando leveduras HF7c
ou Y190

Para conduzir os ensaios de competicdo entre leveduras de
interacdo de duplo-hibrido forte versus fraca, foi necessario
verificar se, em linhagens de leveduras S. cerevisiae HF7c e

Y190, esta distingdo entre os competidores seria possivel.
Para tanto, as leveduras competidoras albergando duplo-hibrido

de interagdo forte (Gal4DL-p53 + Gal4DA-LargeT) ou fraca
(Gal4DL-p53 54.2 + Gal4DA-/argeT) foram ensaiadas isoladamente
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quanto a ativagdo do gene reporter HIS3, por crescimento em
meio liquido (24 horas ou apos diluigbes — Material e Métodos,
item 3.15, protocolo F). Os ensaios também foram conduzidos

para o controle negativo (expressando GaldDL-p53 + Gai4DA).

Os dados apresentados na figura 13 mostram que, em levedura S.
cerevisiae HE7c, nao foi possivel a distingdo entre a ativagao do
gene reporter HIS3 produzida pela interacao forte (Gal4DL-p53 +
GaldDA-LargeT) daquela produzida por interagdo fraca (Gald4DL-
p53 54.2 + Gal4DA-/argeT), seja apos 24 horas de crescimento ou
apos diluigées (protocolo F). Mesmo utilizando a concentragéo de
3AT 10mM, ndo foi possivel a eficiente distingdo entre interagao

forte e fraca (dados ndo mostrados).

Por sua vez, em levedura S. cerevisiae Y190 foi possivel a
distincdo entre as leveduras portando duplo-hibrido de interagéo
forte e fraca, como mostrado na figura 14. As leveduras portando
o duplo-hibrideo de interagéo forte foram suficientemente capazes
de crescer apos 24 horas de cultivo ou apos diluigbes, mesmo na
presenga de 5mM do inibidor (figura 14, barras vazadas). As
leveduras com a interacdo fraca mostraram crescimento reduzido,
poréem significativo quando comparado ao controle negativo, em
meio suplementado com 3AT 2,6mM, apos diluigoes (protocolo F)
e, portanto, esta concentragédo foi considerada adequada para

analises subsequentes de competigéo.
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Figura 13: Comportamento de leveduras S. cerevisiae da linhagem HF7c com interagao
de duplo-hibrido. Leveduras contendo duplo-hibrido de interagéo fraca (HF7c:Gal4DL-p53
54.2 + Gal4DA-largeT), controle negativo (HF7c:Gal4DL-p53 + GaldDA) e duplo-hibrido de
interacdo forte (HF7c:Gal4DL-p53 + Gal4DA-largeT) foram inoculadas em meio SD# liquido
com histidina ou sem histidina suplementado com 3AT 0: 2,5 e 5mM como indicado. 9]
crescimento em meio liquido foi avaliado pela medida de densidade do meio ligquido em
espectrofotdometro (ODgggnm) 8Os 24 horas de cultivo (A) e apos diluigdes segundo protocolo =
(B). (a) e (b) clones independentes de leveduras contendo duplo-hibrido de interag&o fraca.
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Figura 14: Comportamente de leveduras S. cerevisiae da linhagem Y190 com interacao
de duplo-hibrido. Leveduras contendo duplo-hibrido de interagdo fraca (Y190:Gald4DL-p53
54.2 + Gal4DA-largeT), controle negativo (Y190:Gal4DL-p53 + Gal4DA) e duplo-hibrido de
interacdo forte (Y190:Gal4DL-p53 + GaldDA-largeT) foram inoculadas em meio SD* liquido
com histidina ou sem histidina suplementado com 3AT 0; 2,5 e 5mM como indicado. 0]
crescimento em meio liquido foi avaliado pela medida de densidade do meio liquido em
espectrofotdmetro (ODgyonm) 2P0S 24 horas de cultivo (A) e apos diluigdes segundo protocolo F
(B). (a) e (b) clones independentes de leveduras contendo duplo-hibrido de interag&o fraca.




4.4.2 Crescimento em meio liquido em fungdo de diferentes

concentragdoes de indculo de leveduras competidoras

A analise do ensaio de competicdo necessita que se conhega a
capacidade de crescimento em meio liquido dos diferentes
competidores em fun¢do do numero de leveduras inoculadas. Por
exemplo, seria possivel o registro de crescimento quando um
nimero elevado de leveduras albergando duplio-hibrido de fraca

interacdo fosse inoculado.

O comportamento de leveduras competidoras foi ensaiado em
leveduras S. cerevisiae Y190 inoculando-se 10° células do
competidor em 1 poco de placa deepwell em meio SD® liquido sem
histidina suplementado com 3AT 1 ou 2,5mM. Com auxilio de
micropipeta multicanal, a cultura foi diluida de forma seriada a 6
pogos vizinhos. O mesmo procedimento foi feito com a coluna de 7
pogos vizinha, trabalhando-se assim em duplicatas. Com este
procedimento, foi possivel gerar indculos de 10° a 10° células por
poc¢o, nominalmente (figura 15). As culturas foram incubadas e
diluidas conforme o protocolo F - Material e Métodos, item 3.15 (a
densidade de crescimento foi avaliada com espectrofotémetro com
leitor de placa de ELISA).

Como mostrado na figura 15A, ocorreu crescimento em 3AT 1 e
2,5mM (figura 15, simbolos vazados e cheios, respectivamente)
para a interagdo forte (Gal4DL-p&3 + Gald4DA-largeT),

independentemente da concentragdo do indculo.
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Figura 15: Ativagdo de gene reporter HIS3 por duplo-hibrido de interagao forte,
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fraca (C) (Y190:Gal4DL-p53 54.2 + Gal4DA-/argeT) foram inoculadas em pogos de placa
deepwell (nimero de leveduras por pogo indicado) em meio SD*® liquido sem histidina
suplementado com 3AT 1 e 2,5mM (simbolos vazados e cheios, respectivamente). O
crescimento foi avaliado segundo protocolo F (figura 4) com medida de densidade do meio
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Para o controle negativo (figura 15B), n&o foi verificado
crescimento quando o inoculo foi superior a 10° leveduras.
Entretanto, indculos diluidos resultaram no crescimento apos

diluicdes mesmo da levedura de controle negativo (figura 15B).

Quando a interagdo era fraca (figura 15C), também foi observado
diminuicdo de crescimento quando o indculo continha acima de
10° células, todavia o crescimento obtido foi distinto do controle

do controle negativo.

Portanto, & reque.rido em ensaios de competicdo que as
quantidades de leveduras competidoras albergando duplo-hibrido
de controle negativo ou fraca sejam superiores a 10°% células por

indculo.
4.4.3 Simulagdo de competigcdo entre interacdes fortes e fracas

Apo6s identificar o comportamento em fungdo do tamanho do
indculo de leveduras competidoras e o numero ideal das mesmas
para realizagcdo do experimento, o ensaio de competigdo foi
conduzido (Material e Métodos — item 3.17). A interagdo forte foi
simulada com p53 e JlargeT, enquanto na interagdo fraca a
proteina p53 foi substituida pelo mutante p53 54.2 (D278G, Li e
Fields, 1993).

No ensaio, um indculo de 10 e 10% leveduras contendo duplo-
hibrido de interacdo forte (Gal4DL-p53 + Gal4DA-LargeT) foi
adicionado, respectivamente, a tubos de cultura nos experimentos
1-3 e 7-9, tabela 7. O volume correspondente a 10° leveduras do
controle negativo (Gal4DL-p53 + Gal4DA) foi adicionado aos

experimentos 1-6 da tabela 7. Aos experimentos [2 e 4]; [3. 5, 8 e
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10]; [9 e 11], foram adicionadas, respectivamente, 10*, 10° e 10°
leveduras contendo intera¢do de duplo-hibrido fraca (Gal4DL-p53
94.2 + GaldDA-largeT) (tabela 7).

Os resultados de competicdo mostram que, gquando o inoculo
continha leveduras portando a interagdo forte (experimentos 1-3 e
7-9, tabela 7), independentemente da presenga de leveduras de
interagdo fraca (experimentos 2-3 e 8-9, tabela 7) ou controle
negativo (experimentos 1 e 7, tabela 7), houve crescimento e as
leveduras resulitantes foram preponderantemente positivas no

teste de X-gal (Material e Métodos — item 3.17).

Nos demais casos, ndo houve crescimento acima de 0ODgpp=0,5,
nem as coldnias ou supercoldnias recuperadas destas culturas

com pouco crescimento apresentaram cor azul na revelagao.

Os dados mostram, portanto, que ¢é possivel recuperar com
eficiéncia clones de interagdo forte na presenca de grandes
quantidades de clones, sejam de controle negativo ou de
interagdo fraca, o que esta de acordo com os experimentos onde
as diluigdes foram executadas a partir da mistura de

transformagdo (figuras 8F e 11).




Tabela 7: Ensaio de competigao entre leveduras S. cerevisiae Y190 aibergando

duplo-hibrido de interagao forte ou fraca e controle negativo.
Numero de células inoculadas HiS3 LacZ
para cada interagio
{ Experimento 3AT forte negativa fraca Crescimento Super- Colonias
(mM) (ODgpe™> 0,5) coldnia isoladas
(azuis)
1 1 100 106 - 1,37 azul -
2 1 100 108 104 1,36 azul -
3 1 100 108 10° 1,01 azul -
4 1 - 109 104 0,19 branca -
5 1 - 106 16° 0,19 branca -
6 1 - 100 - 0,13 branca -
7 2,5 10 - - 1,68 - 20/20
8 2,5 10 - 10° 1,71 - 19/20
9 2,5 10 - 106 1,13 - 17/20
10 2,5 - - 10° 0,28 - 0/20
11 2,5 - - 108 0,14 - 0/20




4.4.4 Biblioteca modelo para sistema de mono-hibrido

Muitos trabalhos sugerem que a especificidade das proteinas Tead
(TEA domain proteins) em ativar e reprimir diferentes genes se
deve a interagbes com outras proteinas, tais como Max, TONDU,
PARP, membros da familia p160, YAP65, SRF ¢ MEF2 (Gupta et
al., 1997; Vaudin et al., 1999; Butler e Ordahl, 1999; Belandia e
Parker, 2000; Vassilev et al., 2001; Gupta et al., 2001, Maeda et
al., 2002). Esta peculiaridade permite que membros desta familia

possam ser empregados em estudo de interagdes.

Em mamiferos, existem quatro paradlogas de proteinas Tead
(Tead1, Tead2, Tead3 e Tead4) que atuam durante a
embriogénese pré-implantacional de mamiferos e no
desenvolvimento cardiaco e muscular (Kaneko et al., 1997,

Kaneko e DePamphilis, 1998; Jacquemin ef al., 1998).

A proteina mTead! (Tead1 de camundongo), utilizada como
modelo para testes de selegdo neste trabalho, apresenta cinco
dominios: dominio N-terminal, dominio TEA, dominio PR, dominio
STY e dominio ZF (Jacquemin et al., 1996).

Estudos realizados por Rodrigues (2001), usando o sistema de
mono-hibride em leveduras, identificou a atividade funcional de
todos os dominios de mTead1 (figura 2). O dominio N-terminal
(NAD) de mTead1 atua como ativador transcricional e & cis-
reprimido pelo dominio TEA. O dominio TEA, dominio de ligag&o a
DNA, atua como cis-modulador de NAD. Assim, na presenga do
dominio TEA, o dominio N-terminal perde sua capacidade
ativadora quando ensaiado neste sistema. O dominio rico em

prolina (PR) atua como repressor transcricional, assim como o
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Figura 2: Desenho esquematico da proteina mTead1. Dominio N-terminal ativador
(NAD), dominio de ligagdo em DNA cis-repressor de N-terminal {TEA), dominio
repressor rico em prolinas (PR), dominio rico em serina, treonina e tirosina modulador
dos dominios repressores (STY) e dominio repressor C-terminal de ligagdo a zinco

(ZF). 1



dominio com potencial de ligagdo a zinco (ZF). O dominio rico em
serina, treonina e tirosina (STY) atua como modulador dos

dominios repressores PR e ZF.

Aproveitando a capacidade de TEA suprimir a ativagdo produzida
por NAD, foi possivel utilizar como modelo de estudo uma
biblioteca de mutantes de mTead1(1-134) para sistema de mono-
hibrido contendo clones raros que perdem a referida modulagao e

passam a ativar transcrigao.

A biblioteca, construida no Laboratorio de Biodados, Biologia
Celular e Desenvolvimento — UFMG (Queiroz e colaboradores, néo
publicadb), foi construida por 8 minutos de irradiagdo com fuz
ultravioleta (UV 254nm) promovendo cerca de 1 a 2 mutacgoes
aleatorias na construcdo (NAD+TEA). Esta biblioteca contendo
100mil clones a partir de 200ng foi usada para simular interagdes
variadas, dada a presenga, ao lado da maioria de clones
selvagens, de mutantes em escala de ativadores fracos a fortes

ativadores, em um continuo gradiente.
4.4.5 Triagem da biblioteca de mutantes de mTead1(1-134)

A selecdo em cultura Uunica foi desenvolvida visando O
enriquecimento de clones ativadores mais potentes em meio SD°®

liquido.

A disponibilidade de uma biblioteca de mutantes de mTead1(1-
134) para sistema de mono-hibrido 'possibilitou a realizagao de
testes da metodologia de selegdo em cultura anica (Material e
Métodos — item 3.18), uma vez que clones com diferentes niveis

de ativagao podefn ser obtidos.
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A capacidade de enriquecimento de clones de interagéo forte por
selegcdo em cultura unica em meio liquido foi conduzida com
quatro triagens da biblioteca. Clones foram selecionados
paralelamente em cultura Unica (Material e Métodos — item 3.18)

ou em placas de meio solido (Material e Métodos — item 3.14).

A tabela 8 mostra os resultados das quatro triagens, onde 145
clones foram isolados na selegdo em cultura Gnica e 140 clones

isclados na selegcdo em placas.

Em ensaio de ativacdo de gene reporter H/S3, a maior parte dos
clones isolados nas trés primeiras triagens pela sele¢cdo em
cultura Unica foi capaz de crescer acima de 80% em relagdo ao
controle (meio com histidina), como mostrado na figura 16A. No
total, 73% dos clones testados foram capazes de crescer acima de
80% (figura 16A).

Tabela 8: Nimero de clones isolados na selegdo em cultura
tnica e em placas nas quatro triagens da biblioteca de
mutantes de mTead1(1-134).

Tipo de selecao
Triagens cultura dnica Placas
1 45 40
2 20 20
3 40 40
4 40 40
Total 145 140
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Entretanto, dos clones isolados na selegdo em placas, poucos
foram capazes de crescer acima de 80% em relagdo ao controle
(figura 16A). No total, apenas 38% dos clones testados foram

capazes de crescer acima de 80% (figura 16A).

Embora o efeito desejado ndo fosse o aumento da capacidade
média de crescimento, outrossim o aumento da freqiéncia de
ativadores fortes, isto ocorreu € foi significativamente maior que o
obtido para clones selecionados em placas (figura 16B) (ANOVA:
F=41,4 e p=0,023), refletindo indiretamente o enriquecimento de
clones mais forte ativadores na selegdo em cultura unica (ver
figura 17 adiante para dados brutos). O erro padrdo mostrado na
figura sugere que amostragens independentes resultem em médias

préximas e reprodutivas.
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Figura 16: Comparagao de crescimento e de intensidade de ativagdo de gene
reporter LacZ de clones Y190:mTead1(1-134)-UV selecionados em cultura tnica
ou em placas. Os 159 clones analisados quanto a capacidade de ativacao do gene
reporter HIS3 foram obtidos em trés triagens independentes da biblioteca de
mutantes de mTead1(1-134), sendo 86 clones isolados pela selegdo em cultura unica
e os 73 restantes isolados pela selegdo em placas convencional. A) Namero de
clones com crescimento superior a 80% do controle (com histidina) nas trés triagens
realizadas. B) Proporgdo media de crescimento em relacdo ao controle de clones
selecionados em placas (SDS) e em cultura unica (SDL) em trés diferentes triagens.
Os 285 clones analisados quanto a capacidade de ativagao do gene reporter LacZ
foram obtidos em quatro triagens independentes da biblioteca de mutantes de
mTead1(1-134), sendo 145 clones isolados pela selegdo em cultura tnica e 0s 140
restantes isolados pela sele¢io em placas convencional. C) Numero de clones azuis
nas quatro triagens realizadas. D) Porcentagem média de clones positivos no teste de
X-gal de clones selecionados em placas (SDS) e em cultura Unica (SDL). Erro padrdo
(SE).



Os clones isolados nos dois tipos de selegdo foram analisados

quanto a intensidade de ativagdo do gene reporter LacZ.

Em ensaio de ativacdo de gene repdrter LacZ, quase todos os
clones analisados apresentaram ativagdo de LacZ quando a
selegdo foi conduzida em cultura Gnica (figura 16C), gerando 94%
de clones forte ativadores em contraposigdo a apenas 19% com a
selegdo convencional (figura 16C). A diferenga na proporgdo de
clones positivos no teste X-gal isolados pelos dois métodos de
selegédo foi confirmada pelo teste T de Student (T=8,2 e p=0,004)
(figura 16D).

A figura 17A mostra o resultado bruto de ensaio de ativagdo de
gene repdrter HIS3 de uma das triagens com selegdo em placas.
Em média, a partir do vigésimo quinto clone selecionado comega a
ser mais freqlente o aparecimento de clones que crescem abaixo
de 60% do controle nesse tipo de ensaio. No entanto, na seleg¢éo
em cultura Gnica, existiu uma tendéncia de os clones analisados
serem sempre fortes ativadores (figura 17B e dados né&o
mostrados). Como o isolamento de clones obedeceu a ordem de
surgimento de clones na placa, elevando-se o nimero de clones
isolados pela selegdo em placas, a chance de isolamento de
clones com crescimento superior a 80% diminuiu. Aqueles que
desenvolveram conspicua coloracido azul estdo denotados com “*"
sobre as barras na figura 17. Apesar do resultado da selegdo em
placas ser satisfatorio, pois ndo é freqlente isclar ativadores
fortes em uma selecdo convencional de mono ou duplo-hibrido, a

selecdo em cultura (nica elevou muito esta frequéncia.
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Como observado para o teste de crescimento em meio liquido,
elevando-se o nUumero de clones isolados com a selecdo em
placas, a chance de isolamento de clones capazes de ativarem o
gene repdrter LacZ diminuiu (figura 17C e dados ndo mostrados).
No entanto, esta redugdo foi muito mais severa que a observada
na capacidade de crescimento em meio liquido (figura 17A). O
mesmo ndo acontece na selegdo em cultura Gnica, sendo a grande

maioria dos clones forte ativadores (figuras 17B e 17D).

Nossos dados ndo descartam a possibilidade de que esteja
havendo redundancia na selegdo de multiplas cdpias de um unico
mutante, quando a selegdo é realizada em cultura Unica. Por isso,
este tipo de selegdo é recomendado quando se busca a interagéo
mais relevante em um sistema de duplo-hibrido, ou o mutante com
maior capacidade de ativagdo de transcrigdo, no caso da analise
desta biblioteca. A caracterizagdo das mutagOes dos clones
isolados serad conduzida pelo seqiienciamento da regido
codificante de mTead1(1-134) em um projeto distinto,
possibilitando um melhor entendimento do mecanismo de

regulagdo em cis.
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Figura 17: Analise de ativagao de genes reporteres para clones Y190:mTead1(1-134)-UV
selecionados em placas e em cultura (nica. Os clones foram obtidos na triagem da biblioteca de
mutantes de mTead1(1-134) e isolados pela selecao em placas convencional, pela ordem de
aparecimento ou pela selegdo em cultura Unica. Crescimento de clones selecionados em placas {(A)
ou em cultura Gnica (B) em meio SDs liquido sem histidina suplementado com 3AT 5mM apos 24
horas. Teste de metabolizacgido de substrato X-gal de clones selecionados em placas (C) ou em cultura
tnica (D) . (7) Clones que desenvolveram cor azul no teste de metabolizagdo do sustrato X-gal.




5. DISCUSSAO

5.1 Viabilidade da selegao em meio liquido (segregac¢do em

pog¢os de placas deepwell)

A selecdo robotizavel se mostrou equivalente a selegdo em placas
convencional em ambas leveduras testadas (HF7c e Y190).
Entretanto, a substituicdo de muitas placas de meio soélido por
algumas placas deepwell, a economia de 3AT e de tempo foram

algumas vantagens adquiridas no novo método de selegéo.

Por exemplo, para a triagem de uma biblioteca de 1 milh&o de
clones, considerando-se uma eficiéncia de transformagédo de
10%células/pg e 1pg de plSCA/bibliocteca por ensaio, seriam
necessarias 25 placas deepwell, ou cinco experimentos
independentes de 5 placas deepwell, e um consumo de apenas

3,6ml do estoque 2M de 3AT (4% do volume usado em placas).

Além disso, o protocolo aqui desenvolvido implica em um intervalo
de tempo definido e reduzido (selegdo e ensaio de ativagdo em 35
dias) em comparagdo a selegcdo em placas (selegdo em 3-7 dias e
ensaio de ativagdo em 3 dias). Assim, todos os clones podem ser
eficientemente co-;m'p_a-_r_ados entre si quanto a capacidade de

ativagdo de gene reporter HIS3 no quinto dia da selegdo. Este

método tornara muito mais agil e menos exaustivo se robotizado.

O intervalo de tempo.':definido também & uma vantagem sobre 0s
ensaios recentemeht-é;.id:é'senvolvidos de ativagdo de HIS3 em meio
liquido. Nestes trabalhos grandes variacBes sao observadas
quanto ao momen't"q;'djé_?ahé‘lise da atividade ativadora dos clones.

Por exemplo, Diaz‘igéfm;inﬁo_-e colaboradores (2003) sugerem gue
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sejam conduzidas analises de ativagdo de H/S3 a cada 24 horas
durante 5 dias e a comparagdo dos clones utilizando a maior
ativagado obtida durante este periodo. Entretanto, o trabalho nao
leva em consideragdo as variagdes que provavelmente ocorrem de
um dia a ocutro. Chen e Zhao (2003) sugerem que as analises de
ativagdo sejam conduzidas apd6s 50 horas de cultivo, enquanto
Srivastava e Lal (2002) sugerem que sejam apos 24 ou 48 horas.
Por sua vez, Gongalves (2003) analisa a atividade dos clones
apos 16 horas de cultivo. A variagdo no momento da analise de
clones expressivamente prejudica a comparagdo dos clones
quanto & intensidade de ativagdo entre diferentes trabalhos.
Assim, um determinado clone pode ser classificado diferentemente

dependendo da referéncia utilizada.

Outra variagdo que dificulta a comparagdo dos clones € a
quantidade de células utilizada nos inb6culos de partida em
ensaios liquidos de ativagdo de gene reporter H/IS3. No trabalho
de Diaz-Camino e colaboradores (2003), os indculos utilizados
dependem que os clones atinjam primeiramente a fase
estacionaria para a subseqiente diluigdo 1:1000. Entretanto, este
tipo de quantificagdo de células notavelmente n&do é a mais
precisa. Por outro lado, os in6culos utilizados em Chen e Zhao
(2003), Srivastava e Lal (2002) e Gongalves (2003) néo sofreram
grandes variagées (ODg0o=0,02; ODgoo=0,04 e 10°células/mL -

equivalente a ODg00=0,014; réspeotivamente).

Se a triagem da biblioteca mencionada fosse conduzi.da pela
selecdo em placas convencional, seria necessario o equivalente a
100 placas, ou cin-oo:ex-b.erimentos independentes de 20 placas, e
um consumo de 875mid0 -estoque 2M da droga 3-aminotriazol
(3AT).
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Outras facilidades da selegdo robotizavel tornam este método
mais atrativo que a selegdo em placas convencional. Por exemplo,
como o crescimento de clones positivos € um evento raro, ©
nuimero esperado de clones selecionaveis em triagens de
bibliotecas & cerca de 0,1 a 1 clone positivo por placa. Nestas
condicées, o crescimento de clones positivos estaria sendo
superestimado em 22 pogos da placa deepwell, onde a
correspondéncia coldnia-pogo ocorre quando até cinco coldnias
crescem por placa de meio solido (figura 12A). Assim, cada placa
de meio soélido poderia ser substituida por 8 pogos da placa
deepwell, onde uma melhor correspondéncia coldnia-pogo seria
obtida (figura 18). Portanto, apesar de n&o ter sido testado, a
triagem da biblioteca poderia ser conduzida em menor nimero de
placas deepwell (8 placas deepwell, ao invés de 25, equivalendo a

100 placas de meio so6lido).

Outra facilidade & que, como a mistura de transformagéo é
inoculada diretamente na cultura liquida e distribuida sobre as
placas deepwell, ndo é necessario recuperar 0s ciones das placas
de meio s6lido e inocular cada um deles em meio liguido como foi
conduzido por Diaz-Camino e colaboradores (2003). O mesmo
procedimento foi adotado por Zong e colaboradores (2003),
entretanto  as placas deepwell continham meio  salido.
Alternativame'nte, Chen e Zhao (2003'), Srivastava e Lal (2002) e
Gongalves (2003) inocularam cada um dos clones recuperados da
placa de meio solido em tubos contendo meio liquido. Alem disso,
a selecdo robotizavel, assim como a selegdo em cultura unica,
ndo depende de cruzamento de leveduras e de subsequente
recuperacdo do dipldide, uma vez que as leveduras foram co-

transformadas.
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Figura 18: Proporgdo entre nimero de colénias e seu correspondente em
8 pogos na placa deepwell segundo Distribuigao de Poisson. Distribui¢do

linear (linha pontilhada).

5.2 Equivaléncia entre numero de colonias e pogos crescidos

Em experimentos conduzidos com quantidades crescentes de
pPRESA (figuras 10 e 11), foi possivel observar correspondéncia
entre coldnia e pogo em ambas as linhagens de leveduras S.
cerevisiae testadas (HF7c e Y190). Em alguns casos, utilizando
leveduras S. cerevisiae Y190 obteve-se melhor crescimento de
clones positivos em meio liguido que em sdlido, apesar deste
crescimento ndo ter sido significativo (figura 8 - tabela 6 e figura
11).

Possivelmente, esta diferenga de crescimento se deve ao fato da

sobrevivéncia desta levedura nas concentragdes de 3AT

empregadas em meio sélido n&o chegar a 100% (sobrevivéncia de
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78% e 50% em 3AT 35mM e 50mM, respectivamente). Assim, um
clone positivo teria maiores chances de ser recuperado em meio

liquido, onde as concentragdes sdo mais baixas.

A diferengca de sobrevivéncia nos diferentes meios pode estar
relacionada a difusdo da droga 3AT empregada para compensar a
elevada transcrigdo basal da levedura S. cerevisiae Y190.
Possivelmente, a difusdo do 3AT seja dificultada quando em meio
sélido, por isso a necessidade de concentragbes elevadas neste

meio.

Em meio liquido, concentragdes bem menores de 3AT (2,5mM) séao
suficientes para inibir o produto da transcrigdo basal nesta
levedura, reduzindo o consumo de droga (3AT). Outra explicagéo
para a diferenga de sobrevivéncia observada em meio liquido e
so6lido poderia estar relacionada a uma maior interagdo metabdlica

quando em meio solido que em liquido.

Em placa, a concentragdo de histidina local, proveniente de
leveduras mortas, seria suficiente para promover crescimento de
leveduras de controle negativo. Enquanto em meio ligquido, a
interacdo metabdlica seria dificultada pela diluigdo da histidina no

meio, evitando a concentragcdo em pontos especificos.
5.3 Comparagéo entre leveduras: Y190 é mais favoravel
Para o estudo de competigdo entre ativadores fortes e fracos em

meio liquido, ambas linhagens de leveduras S. cerevisiae (HF7c e

Y190) foram testadas.
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A levedura S. cerevisiae HF7c¢ ndo permitiu distinguir a ativagéo
do gene repdrter produzida pela interagdo forte (isca-p53 e presa-
largeT) daquela produzida pela interagdo fraca (isca-mutante 54.2
de p53 e presa-largeT) (figura 13). Portanto, esta linhagem néo
pdde ser empregada em analises de competigdo. Elevando-se a
concentragdo de 3AT poderia ser possivel distinguir entre os
ativadores, entretanto, 3AT 10mM nao foi suficiente (dados néo
mostrados)., Como um dos motivos de se usar o meio liquido é a
reducdo do consumo de 3AT, esta linhagem foi entdo considerada

inadequada.

Por outro lado, a levedura S. cerevisiae Y190 possibilitou a
distingdo entre a ativacdo forte e fraca de forma adequada (figura
14). Semelhante resuitado foi obtido em placas de meio sdlido,
onde as sobrevivéncias de leveduras S. cerevisiae Y190 que
carregam duplo-hibrido de interagédo forte, fraca e negativa foram

de 78%, 2% e <0,1%, respectivamente (dados ndo mostrados).

Os critérios adotados neste trabalho para a equivaléncia coldnia-
poco podem ser. prontamente adotados na avaliagdo de outras

linhagens de leveduras apropriadas para selegdo de duplo-hibrido.

5.4 Efeito da presenca de clones negativos

Quando cionesi,-.r{égégéft-i;vos apresentam fenotipo HI/S+, diferente do
esperado, suple-se que estejam sob efeito epigenético. A
capacidade déf_:.‘:fffff-:,:i‘:t.i;iv'a(;éo do reporter sendo muito baixa
corresponde-a uma chance muito baixa de abertura da estrutura
da cromati'n'_a';f-::'%h}E;i‘::_f_t_’:fé_g.ié_lc:)'- promotora, mas em casos raros esta

abertura, Caﬁ$@;'}$‘éffefSt'ab‘Bl;eQa, pode ser herdada epigeneticamente,
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Resultados do nosso laboratério (Rodrigues, 2001) sugeriram que
clones raros HIS+ surgiam em leveduras onde o promotor do gene
reporter estava sob efeito repressor de transcrigdo, mas nem o
plasmidio codificador do repressor nem a levedura que o

albergava estavam mutados.

Embora ndo demonstrado, & possivel que o crescimento em meio
sem histidina na presenc¢a de 3AT de clones de controle negativo

quando diluidos se deva a epigenética.

Acima de 10° células por ensaio, o fendtipo esperado se manteve,
provavelmente pela competigdo gerada pelo elevado numero de
células no meio liquido. O mesmo ocorre com clones de interagéo
fraca (figura 15C).

Estes resultados estdo de acordo com os obtidos em experimentos
de transformac¢édo de duplo-hibrido, onde cerca de 3,0-4,0 x 103
células transformantes (tabela 7, primeira linha) haviam
restaurado prototrofia para leucina e triptofano, requerendo
apenas a ativagdo do gene repdrter H/S3 para crescer em meio
sem histidina. Mesmo assim, nenhum clone do controle negativo
foi capaz de crescer na auséncia de pPRESA (tabela 7, dltima

linha, primeira coluna).

Outra evidéncia deste comportamento foi observada nos ensaios
de competicdo entre ativadores fortes e fracos (tabela 6). Neste
ensaio, 10°-10° ativadores negativos ou fracos n&o obtiveram
crescimento em meio liquido (tabela 7, experimentos 4- 6, 10-11),
assim como observado nas figuras 15B e 15C ensaiando-se essas

mesmas quantidades de leveduras.
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No entanto, a presenga de pequenas quantidades de ativadores
fortes (10 ou 102 ativadores)} foi suficiente para garantir o
crescimento em meio liquido (tabela 7, experimentos 1-3, 7-9),

assim como observado na figura 15A.

Nao foi investigado se em quantidades inferiores a 10 ativadores
fortes estes resultados se manteriam. No entanto, nossos dados
demonstram claramente a necessidade de conduzir experimentos
de transformagdo ou competigcdo utilizando nimero de celulas
igual ou superior a 10° para que ndo ocorra a interferéncia de

clones supostamente epigenéticos.

5.5 Rendimento de clones ativadores fortes

Na triagem da biblioteca de mutantes de mTead1(1-134), a
classificagdo dos clones isolados pela selegdo em placa ou pela
selegdo em cultura Unica foi conduzida considerando crescimento
de 80% do controle com histidina (linha tracejada nas figuras 17A
e 178B).

Convencionalmente, as coldnias s&do recuperadas pela ordem de
crescimento na placa, entretanto, outros critérios podem ser

adotados.

Na figura 17A, dos 35 clones selecionados em placas e crescidos
em meio liquido, apenas 2 foram azuis no teste de metabolizagao
do substrato X-gal (proporgSes semelhantes foram obtidas nas
outras triagens). Os clones azuis fazem parte do grupo de clones

com crescimento igual ou superior a 80% do controle (20 clones,
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figura 17A). Portanto, os mesmos seriam recuperados se fosse
adotado o crescimento de 80% do controle como um novo critéerio

de escolha de clones para caracterizagéo.

Este critério melhoraria sensivelmente o rendimento (2/20 versus
2/35) na analise de clones em comparagdo ao critério anterior,
principalmente se conduzido em placas deepwel/l, onde um maior
nimero de clones podem ser avaliados quanto ao crescimento. As
analises de crescimento em meio liguido que foram aplicadas nas
figuras 10, 11 e 15 utilizaram esse tipo de procedimento. A
robotizagdo desta analise, acoplada a um leitor de placa de

ELISA, pode ser facilmente conduzida.

5.6 Viabilidade da selegdao em cultura dGnica: vantagens e

desvantagens

A selegdo em cultura Gnica realizada nas trés triagens da
biblioteca de mutantes de mTead1(1-134) mostra claramente um
enriquecimento de ativadores fortes no meio liquido (figuras 16 e
17B).

Adotando o critério de analise de clones com crescimento maior

ou igual a 80% do controle com histidina, praticamente todos 0s

clones seriam recuperados.

Em ensaio de metabolizagdo de substrato X-gal, a freqiiéncia de
clones azuis foi qid,ég:s}e: 100% (figuras 16C, 16D e 17C, 17D). No
entanto, o enriq.u-_e‘iczi-ma_nto de clones forte ativadores gerado por
este método de seleqéo pode ser devido a presenga de réplicas de

um unico clone ou poucos clones distintos.




Portanto, a distingdo entre os clones deve ser conduzida por
meétodos adicionais, seja pela analise do produto da PCR,
digestdo com endonuclease ou experimentos de hibridagéo

(macroarray).

Ao triar uma biblioteca de cDNA de embrido de camundongo,
Schaaf e colaboradores (2004), utilizando a proteina oncogénica
TRP-MET como isca, selecionou 290 colénias por semeadura em
placas de meio sélido a partir de 9.10° transformantes. Destas, 86
colédnias foram positivas no ensaio de ativagdo de gene repdrter
LacZ, sendo 31 e 55 clones classificados, respectivamente, como
fraco e forte ativadores. Por sua vez, Lee e colaboradores (2004)
selecionaram 25 clones em placas de meio so6lido a partir de 2.10°
transformantes ao triar uma biblioteca de cDNA de cérebro
humano utilizando a proteina supressora de tumor Merlin como
isca. Em ensaio de ativagdo de LacZ, todos os 25 clones foram

classificados como forte ativadores.

Se ambas triagens tivessem sido conduzidas pela selegdo em
cultura Gnica, provavelmente os 55 clones de Schaaf e
colaboradores (2004) e os 25 clones selecionados por Lee e
colaboradores (2004) teriam sido facilmente selecionados.
Entretanto, os 31 clones fraco ativadores isolados no primeiro
trabalho poderi“anﬁ ndo ter sido selecionados. Contudo, como
mencionado anteriormente, a selegdo em cultura unica ¢
recomendada quando se deseja selecionar preferencialmente
clones mais forte ativadores. Quando se objetiva selecionar
clones de intensidade de ativagdo variada, a selegdo robotizavel

pode ser prontamente aplicada.
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5.7 Selegdo de duplo-hibrido em targa escala

A analise de ativagdo de dgene reporter HIS3 foi anteriormente
conduzida por crescimento de clones em meio liquido (Srivastava
e Lal, 2002; Chen e Zhao, 2003; Diaz-Camino ef al., 2003).
Entretanto, a selecdo de ciones positivos por recuperacgido de
dipldides ou co-transformacdo e semeadura em placas se manteve
inalterada. A selegdo de clones positivos conduzida diretamente
em meio liquido foi uma inovagdo proposta neste trabalho e
necessitou do estabelecimento de um protocolo de diluigdes

efetivo para a eliminagado de leveduras ndo transformadas.

A associa¢do dos métodos de selegdo (robotizavel e cultura Unica)
a analise de clones em cultura liquida aqui mostradas possibilita a
imediata implementagdo da selegdo automatizada em estacgles
robdticas e, consequentemente, a analise de interacdes de duplo-
hibrido em larga escala. O procedimento de selecdo em cultura
unica aparece como uma importante alternativa prontamente
aplicavel quando o interesse & direcionado as interagées mais

fortes e provavelmente mais relevantes.

Uma metodologia alternativa foi proposta utilizando-se a proteina
verde fluorescente comoc gene repdrter em sistema de duplo-
hibrido e executando-se a selegdo em larga escala em aparelhos
de citometria de fluxo (FACS) acoplado a um cell sorter.
Entretanto, esta metodologia ainda se encontra em
desenvolvimento ao contrario da metodologia desenvolvida neste
trabalho (Starling et al., 2003).
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6.CONCLUSOES

O protocolo de diluigées das culturas liquidas desenvolvido (teste
F) pode ser aplicado eficientemente para a eliminagado de
leveduras ndo transformantes em ambas as linhagens de
leveduras S. cerevisiae (HF7¢ e Y190) analisadas sem perder a

correspondéncia colénia-pogo.

O método de selegdo robotizdvel desenvolvido apresenta
equivaléncia & selegdo convencional de placas quanto a
recuperagdo de clones positivos em ambas as leveduras S.
cerevisiae (HF7c e Y190). Entretanto, a redugdo de 96% no
consumo de 3-aminotriazol (3AT) e a maior agilidade na selegéo,
principalmente se conduzida em estagbes roboticas, torna a

selegdo robotizavel mais atrativa.

A escolha do numero de pogos da placa deepwell deve levar em
consideragdo a frequéncia esperada de recuperagdo de clones
positivos por placa em sistemas de mono e duplo-hibrido. Quanto
menos freqiientes (0,1-1 clone positivo por placa), menos pogos

sdo recomendados (8-20 pogos).

A levedura S. cerevisiae HF7c¢ ndo distingui a ativagdo de clones
ativadores de  interagcdo de duplo-hibrido forte e fraca por
crescimento em meio liquido, mesmo na presenga de 3AT 10mM.

Portanto, nao péde ser usada em ensaios de competigao.
A levedura S. cerevisiae Y190 ¢é favoravel aos ensaios de

competicdo pela distingdo entre clones ativadores de interagd@o de

duplo-hibrido forte e fraca por crescimento em meio liquido.
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Os experimentos de selegdo e competicdo desenvolvidos em meio
liquido devem ser preferencialmente conduzidos com o numero de
células igual ou superior a 10° para a nao interferéncia de

possiveis clones epigenéticos.

Ao invés do isolamento de clones pela ordem de surgimento da
colédnia na placa, um novo critério, pelo isolamento de clones com
crescimento igual ou superior a 80% do controle com histidina,
pode ser adotado mais eficientemente. Este critério pode ser
amplamente conduzido em estagdes roboticas acoplado a leitores
de placa de ELISA.

O metodo de selegdo em cultura UGnica desenvolvido &
efetivamente mais eficiente que a selegdo convencional em placas
quando se deseja selecionar clones ativadores mais fortes, seja
em sistemas de mono ou duplo-hibrido. No entanto, a distingéo
entre os clones isolados necessita de métodos de analise

adicionais.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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