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RESUMO

Desde sua descricdo ha mais de dez anos, os sistemas de duplo-hibrido tém sido
amplamente utilizados para a detec¢do de interagGes protéicas bem como para delinear
dominios importantes para essas interagdes. Neste trabalho, trés genes foram testados como
reporteres  alternativos para os sistemas de duplo-hibrido. O primeiro deles foi o da
glicoamilase de Aspegillus awamori, cuja ativagdo € detectada pela formagio de halo de
degradacgdo de amido ao redor das coldnias de levedura. Esse gene ndo se mostrou eficiente
quando construido sob o controle de promotores indutiveis, como GAL1 e CYC-1 GALUAS,
na presenca do indutor Gal4. O segundo gene construido como reporter alternativo foi o
EGFP (FEnhanced Green Fluorescent Protein), de Aequoria victoria. Esse gene ¢
interessante como reporter por possibilitar, através da fluorescéncia do seu produto, a
separa¢do de células triadaspor citometria de fluxo, facilitando o procedimento de detecgé@o
de interagdo. Apesar da ativag@o da expressdo de EGFP por promotores indutiveis como
GAL1 e CYC®*UAS na presenca de Galdser bem menor do que a observada quando o
pro‘motor constitutivo foi utilizado, € possivel utilizé-lo como repdrter no sistema de
sele¢dode duplo-hibrido acoplado a citometria de fluxo. O terceiro gene testado para uso
em sistema de duplo-hibrido reverso de levedura foi o gene da arginina permease (CAN1)
de Sacharomyces cerevisiae. A expressdo desse gene possibilita a entrada da L-canavanina
(um analogo toxico da arginina) na célula. A incorporagdo de L-canavanina no lugar de
arginina provoca alteragdes letais. Portanto, esse gene € interessante para a sele¢do de
mutagdes que provocam dissociacio de interagdo, situagdo em que o gene repOrter ndo €
ativado pelo duplo-hibrido, viabilizando o crescimento celular. O gene CAN1 se mostrou
bastante eficiente quando construido sob o controle do promotor indutivel GALI, na
presenca de indutores como a proteina Gal4 inteira ou de sua reconstitui¢do pela interagéo
dos hibridos Gal4BD-p53 e Gal4AD-largeT. A eficiéncia da recuperagdo de mutantes com
esse sistema foi comprovada com a determinagdo da sobrevivéncia de 100%, frente a altas
concentracdes de L-canavanina, quando o hibrido Gal4BD-p53 foi substituido por outro
hibrido cujo p53 apresentava a troca do residuo de cisteina 239 por arginina. Além disso,
aparentemente, a L-canavanina foi capaz de gerar mutagdes quando em concentragoes
intracelulares subletais, que ocorreram quando a ativagdo de CANI ocorre decorrente do
duplo-hibrido. Se comprovado, esse efeito possibilitaria o isolamento de mutantes sem a

necessidade de se produzir uma biblioteca de genes mutados por qualquer outro método.
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ABSTRACT

Since its description ten years ago, the two-hybrid system has been extensively used to
detect protein-protein interactions and to delineate domains important to these interactions.
In this work, three genes have been tested as alternative reporter for two hybrid systems.
The first one is glucoamylase from Aspergillus awamori, in which activation is detected by
the formation of starch degradation halos surrounding the yeast colonies. This gene did not
show enough sensitivity when tested under the control of inducible promoters such as
GAL1 and CYC-1 “*UAS, in the presence of the inducer Gal4. The second gene
constructed as alternative reporter was EGFP (Enhanced Green Fluorescent Protein), from
Aequoria victoria. This gene is interesting as a reporter because it is possible to screen cells
by flow cytometry through the fluorescence of its product, facilitating the detection of
interaction. Although the activation of EGFP expression by the inducible promoters GAL1
and CYC-1 YALUAS, in the presence of the inducer Gal4, showed to be weaker than its
expression under the control of the constitutive promoter PGK, it seems possible to use it as
a reporter for the two-hybrid system coupled to flow cytometry although it was not tested
yet. A third gene tested, the CAN1" gene from Saccharontyces cerevisiae, was constructed
for the reverse two hybrid-system.. The expression of this gene enables the entry of L-
canavanine, an analogous of arginine, into the cell. The misincorporation of L-canavanine
as arginine gives rise to cellular alterations and death. Therefore, this is an interesting gene
to select mutations that disrupt interactions, a situation in which the reporter gene is not
activated by the two-hybrids, enabling cell growth. The CAN1 gene has showed to be very
efficient when constructed under the control of the inducible promoters GAL1 and CYC-1
9ALUAS, in the presence of inducers such as the Gal4 protein or its reconstitution by the
interaction of GAL4BD-p53 and Gal4AD-large T hybrids. The efficiency of mutant
recovery was confirmed by 100% survival , under high rates of L-can concentrations, when
the p53 hybrid was substituted by a mutated p53 sequence. In addition, the L-canavanine
apparently was able to create mutations when subletal intra cellular concentrations are used.
This occur when the activation of CAN1 is done by the two-hybrid. If proved, these effect
would make possible the isolation of mutants without the need of producing a mutant

library by different methods.




I1

LISTA DE FIGURAS E TABELAS

Figura 1: Iniciacdo de transcri¢do em eucariotos. ... .11
Figura 2: Sistema de duplo-hibrido em levedura............. ... ... 20
Figura 3: Sistema de duplo-hibrido reverso.... ... 22

Figura 4: Sistema mono-hibrido de levedura... ... .23

Figura S: Sistema tri-hibrido de levedura..................................... U 25
Figura 6: Gene da glicoamilase como reporter no sistema de duplo-hibrido.................. 30
Figura 7: Gene EGFP como repoérter no sistema de duplo-hibrido.......................... 31
Figura 8: Gene CAN1" como repérter no sistema de duplo-hibrido............... U 33
,Figura 9: Insercdo de dimeros de ®**UAS para construgdo de YCpGCG1................... .46

Figura 10: Testes de formacdo de halo de degradagio de amido..............................87
Figura 11: Determinag¢do de tempo ideal de exposigdo de leveduras a vapores de iodo..58
Figura 12: Simulagio de selecdo de duplo-hibrido................. 59

Figura 13: Esquematiza¢io da clonagem do gene da glicoamilase sob o controle de um
promotor indutivel (construgdo de YCpGCGL) ... 61

Figura 14: Verificacio da clonagem da sequéncia regulatoria “*UAS a montante do
PromOtOT CY G- o e e 64

Figura 15: Presenca de “*UAS e CYC-1 a montante do gene da glicoamilase na
construgdo YOPGCGT ..o e 65

Figura 16 Esquematizacdo da troca do gene da glicoamilase do plasmidio YCpGCG1.68

Figura 17: Estratégia de eliminagdo do primeiro ATG (fora de fase) a 5°da
glicoamilase. ... OO RE R 69

Figura 18: Esquematizagdo da clonagem do gene da glicoamilase sob o controle de um
promotor indutivel (construgdo de pYES-glico).........oooc L T1

Figura 19: Testes de formac¢do de halo de degradacdo de amido com a construgdo
PYES-gliCo .. e 13

Figura 20: Pesquisa de enriquecimento de transformantes em meio liquido




IV

Figura 21: Analise em citometria de fluxo de leveduras que expressam EGEP
constitutivamente ... ... ...y

Figura 22: Teste de metabolizagdo de X-Gal para tipagem de leveduras que foram
separadas em “cell sorter” ... ... 80

Figura 23: Esquematizagdo da clonagem do gene EGFP sob o controle de um promotor
indutivel (construcdo de pYES-EGFP)

Figura 24: Analise da ativagdo do gene EGFP presente em pYES-EGFP sob microscopia
de fluorescéncia........ ... TP e 83

Figura 25: Analise em citometria de fluxo da intensidade de fluorescéncia das células

transformadas com os plasmidios pYES-EGFP e pCL1............... ... SR 84
Figura 26: Esquematizagdo da clonagem do gene EGFP sob o controle de um promotor
indutivel (constru¢@o de YCPGCE)... ... 85
Figura 27: Verificagdo da constiugdo YCpGCE............oooooo 87
Figura 28: Analise em citometria de fluxo da intensidade de fluorescéncia das

celulas transformadas com os plasmidios YCpGCE e pCL1 ..o 88
Figura 29: Analise de sensibilidade a L-canavanina de quatro linhagens de

levedura utilizada no sistema de duplo-hibrido.............. R OO OO 90
Figura 30: Analise de sensibilidade de leveduras YJOZ can®aL-can..... .. ... .. 92
Figura 31: Verificagdo de resisténcia a L-can de clones mutantes can® espontaneos..... 93

Figura 32: Sensibilidade a L-can restituida a leveduras YJOZ can® por expressdo
constitutivade CANI" ... e, 95

Figura 33: Sensibilidade a L-can conferida a leveduras HF7¢ por expressdo constitutiva
de CAN1™ ... SR ST RS UU U RURUPURT e, ...96

Figura 34: Esquematizagio da clonagem do gene CAN1" sob o controle de um promotor
indutivel (constru¢do de pYES-CAN). ... ST 97

Figura 35: Sensibilidade a L-canavanina de leveduras YJOZ can® transformadas com
PYES-CAN e pCL1.......o .99

Figura 36: Sensibilidade a L-canavanina de leveduras YJOZ can® transformadas com
PYES-CAN e com plasmidios que formam duplo-hibrido..................... ... . 100




Figura 37: Ativagdo do gene reporter LacZ em levedura resistentes a L-can..... . 104

Figura 38: Ativagdo do gene reporter LacZ em leveduras sobreviventes a concentracdes
baixasdeL-can.. .. ... 106

Figura 39: Sensibilidade a L-canavanina de leveduras YJOZ can® transformadas com
PYES-CAN e com plasmidios que formam duplo-hibrido e freqiiéncia de aparecimento
de mutantes. .. ... S e RO 107

Figura 40: Ativagio do gene reporter LacZ em leveduras resistentes a L-can
provenientes de coldnias grandes.... .. ... ......109

Figura 41: Teste de flutuagio da resisténcia a L-canavanina S URRRRIRRRR & § |

Figura 42: Ativagdo do gene reporter LacZ em leveduras albergando plasmidios pVA3
recuperados de leveduras resistentesa L-can............ . U 113

Figura 43: Efeito da mutacio C239R em p53 na ativagdo de CANI1" pelo duplo-
hibrido.... RS 115

Tabela 1: Caracteristicas presentes nos vetores de levedura YIp, YEp,YCp............ .8

Tabela 2: Porcentagem das células sobreviventes a 100ug/ml de L-can quando albergam
os plasmidios pYES-CAN, pTDI1, pVA3. . . .. e 102




ABREVIATURAS E SIGLAS

1g — micrograma (10° g))

ul — microlitro (10°1)

UM — micromolnr (10° M)
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1.INTRODUCAO

O sistema de duplo-hibrido de levedura e sistemas derivados sdo métodos eficientes
de estudo de interacOes proteina-proteina, proteina-DNA e RNA-proteina. Estes
sistemas baseiam-se na exploragdo de todo o processo de ativagdo transcricional em
levedura bem como das proteinas envolvidas neste processo. Portanto, a compreensdo
de como ocorre a ativagdo de transcrigdo em levedura € fundamental. Paralelamente, é
importante saber que outros métodos de detecgdo de interagdo sdo também eficientes

e podem ser usados para complementar o sistema de duplo-hibrido.

1.1 Interagdes protéicas

E evidente que as interagOes proteina-proteina sdo bastante comuns € o grau de
regulacdo que elas conferem ¢ grande Para se entender de maneira correta o seu
significado na célula, é necessario que sejam identificadas as diferentes interagdes

moleculares, a extensdo em que elas ocorrem, e as suas conseqiiéncias .
1.1.1 Relevancia das interagdes proteina-proteina

As interagdes proteina-proteina so intrinsecas a virtualmente todo o processo celular.
Em vérios processos, como replicacdo de DNA, transcri¢do, tradugdo, processamento,
secregdo, controle do ciclo celular transducdo de sinal e metabolismo intermediario,
os complexos protéicos estdo implicados como componentes essenciais (Alberts &

Miake, 1992).

As intera¢Oes transientes sdo comuns entre proteinas que controlam um grande
namero de processos celulares. Todas as modificacdes nas proteinas, envolvem
necessariamente, estas interagdes transientes. FElas também estdo envolvidas no
recrutamento e na reunido do complexo transcricional a promotores especificos, no
transporte de proteinas através da membrana, no empacotamento de proteinas nativas
por chaperoninas, em passos do ciclo de tradugio e na montagem e desmontagem de

estruturas subcelulares durante o ciclo celular (Goodbourn, 1990).




Uma série de métodos bioquimicos, genéticos e moleculares de detecgdo de interacio

proteica vem sendo utilizada ao longo de varios anos
1.1.2 Métodos de detecgio de interagiio protéica

Dentre os métodos bioquimicos utilizados, os que se destacam sio- cromatografia por
afinidade (Ratner 1974), blotting por afinidade (Soutar & Wade, 1990),
imunoprecipitagdo (Warner e al., 1993) e cross-linking (Traut et al., 1989). Dentre os
métodos moleculares, onde muitas vezes utiliza-se uma biblioteca, destaca-se a
utilizag8o de sondas protéicas (Young & Davis, 1983), o processo de phage display
(Smith, 1985) e o sistema duplo-hibrido de levedura (Song & Fields, 1989). Para os
métodos genéticos os mais utilizados sio supressores extragénicos (Hartman & Roth,
1973), efeitos letais sintéticos (Dobzhansky, 1946) e fendtipos de superproducio
(Rine, 1991). Outros métodos mais recentes como ribossomo display, cell-wall
display, pathfinder (revisado em Shusta er al, 1999) também estio sendo bastante

utilizados mas ndo serdo descritos neste trabalho

Cromatografia por afinidade

Uma proteina ¢ covalentemente ligada a uma matriz como Sepharose sobre certas
condi¢des e usada para selecionar proteinas de um extrato que a ele se ligam
permanecendo retidas. A maioria das proteinas desse extrato passam através da coluna
ou sdo lavadas com tamp&es contendo baixas concentracGes de sal. As proteinas que
sdo retidas s@o eluidas por cofatores, solventes caotropicos ou SDS (s6dio duodecil
sulfato). Este método foi utilizado, pela primeira vez, ha vinte e cinco anos para se
detectar fagos e proteinas hospedeiras que interagem com diferentes formas de RNA

polimerase de £.coli (Ratner, 1974).

Blotting por afinidade

Em um procedimento anilogo aquele utilizando coluna de afinidade, as proteinas
podem se fracionadas por PAGE, transferidas para uma membrana de nitrocelulose e
identificadas por sua habilidade de se ligar a outra proteina, peptideo ou outro ligante.
Este método € similar ao imunoblotting (Western blotting) no qual usa-se um
anticorpo como sonda. Misturas complexas de proteinas, como lisado total, podem ser

analisadas sem qualquer purificagio Este método tem sido muito utilizado para
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proteinas de membrana, como receptores de membrana celular (Soutar & Wade,
1990). O lisado celular pode ser fracionado antes da eletroforese para aumentar a

sensibilidade do método para a detec¢do de interagdo com proteinas raras

Imunoprecipitacéio

O método classico de co-imunoprecipitagdo para a detecgdo de interagio proteina-
proteina tem sido utilizado literalmente em milhares de experimentos. Lisados
celulares sdo gerados, os anticorpos s3o adicionados, o antigeno desejado ¢é
precipitado e lavado, e proteinas ligadas sdo eluidas e analisadas. O antigeno usado
para fazer o anticorpo pode ser uma proteina purificada ou um peptidio sintético
acoplado a um carreador, e o anticorpo pode ser policlonal ou monoclonal. Uma
alternativa € que a proteina pode carregar um epitopo como etiqueta para o qual
existam anticorpos comercialmente disponiveis, ou usar proteinas como etiquetas
(como GST ~ Glutationa S Transferase) para as quais estdo disponiveis os “beads”
para a rapida purifica¢do da proteina fusionada a GST (Warner ef al., 1993; Birge et
al., 1993).

Cross-linking

O cross-linking pode ser usado para se descobrir a arquitetura de uma proteina ou de
uma interagdo, utilizando material purificado de células, ou para se detectar proteinas
que interagem com uma proteina teste em um extrato celular, em toda a célula ou em

preparagdes parcialmente purificadas.

O meétodo classico de identificagdo de proteinas que interagem em um complexo
protéico purificado envolve a analise em um gel bi-dimensional. O procedimento
envolve trés passos. (i) o complexo reage com um composto bifuncional da forma
RSSR’, e os grupos R e R’ reagem com seqiiéncias de aminoacidos susceptiveis no
complexo protéico. A reagdo forma adutos na forma P-RSSR’-P’; (ii) as proteinas sdo
fracionadas em um gel SDS na auséncia de agentes redutores. O gel separa as
proteinas baseado em seu peso molecular sendo que, as proteinas ligadas na forma P-
RSSR’-P” migram como espécies de moléculas de alto peso; (iii) ¢ feita uma corrida
do gel em segunda dimensdo apos o tratamento do gel com agentes redutores para
clivar as ligagdes centrais S-S. As espécies ndo ligadas se alinham na diagonal, pois o

seu peso molecular ndo muda ap6s a redugdo. As proteina ligadas migram para fora da




diagonal pois elas migram como P-RSSR’-P’ na primeira dimensdo e como P-RSH e

P’-R’SH na segunda dimensao (Traut e/ a/., 1989)

Sondas protéicas para triagem de bibliotecas

Uma proteina marcada pode ser utilizada como sonda na triagem de bibliotecas para
identificacdo de genes que codificam proteinas que interagem com esta sonda. As
interagdes ocorrem em filtros de nitrocelulose entre proteinas imobilizadas
(geralmente expressas em E.coli de uma biblioteca de cDNA) e a sonda de proteina

marcada (Young & Davis, 1983).

Phage display

Smith (1985) foi o primeiro a demonstrar que um fago filamentoso de E.coli pode
expressar uma proteina fusionada carregando um peptideo estranho em sua cauda.
Estes aminoacidos eram acessiveis a anticorpos de maneira que estes fagos fusionados
poderiam ser enriquecidos através de purificagdo por imunoafinidade. Smith sugeriu
que as bibliotecas de fagos fusionados deveriam ser construidos e triados para a
identificacdo de proteinas que se ligam a anticorpos especificos. Nos tltimos anos,
variagGes desta tecnologia foram criadas para serem aplicadas a uma variedade de

interagOes proteina-proteina e proteina-peptideo.

Sistema de duplo-hibrido

O sistema de duplo hibrido (Fields & Song, 1989; Chien et al, 1991; Fields &
Sternglanz, 1994) ¢ um método genético que usa a atividade transcricional como uma
medida de interagdo proteina-proteina. Este método sera descrito com maior detalhe

no item 4 da Introducdo.

Supressores extragénicos

MutagGes supressoras sdo mutagdes que revertem, parcial ou totalmente, um fenétipo
causado por uma mutagdo original (Hartman & Roth, 1973). Os supressores
extragénicos ndo OCOITem Nos mMEesMmOs genes que carregam as primeiras mutacoes.
Foi proposto que um dos mecanismos desta supressio depende da ocorréncia da
mutagdo original e da supressora em genes cujos produtos se interagem fisicamente,
de maneira que a mutago original destréi esta interagdo (a mutagdo em uma proteina

Y para Y* compensa o defeito em X* e restaura a atividade do dimero XY). A
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mutagdo supressora entdo, produz uma alteragdo compensadora que restaura a
interagdo. Este tipo de analise de supressor foi bastante explorada em estudos de
processos essenciais em leveduras, particularmente em controle do ciclo celulnr,

estrutura de citoesqueleto e processamento de RNA (Moir ez al., 1982).

Efeitos sintéticos letais

Mutagdes em dois genes podem causar morte enquanto mutacdes somente em um
deles ndo causa. Este fendmeno € chamado efeito sintético letal e pode resultar de
interagdes fisicas entre duas proteinas necessarias para a mesma funcdo essencial.
Neste caso, o dimero XY ¢ requerido para uma fungdio e a perda desta interagio
resulta em um fendtipo de morte ou em um fenotipo diferenciado. A mutagio em X
ou Y afeta, parcialmente, a ligagdo, mas a mutagdo em ambos (X* e Y*) a afeta
totalmente. Dobzansky (1946) foi o primeiro a descrever os efeitos letais sintéticos em
espécies de Drosophyla. No entanto, os estudos por efeitos letais sintéticos tém sido
realizados com sucesso mais freqiientemente em Saccharomyces cerevisiae (Hieier et

al., 1985; Koshland e al , 1985).

Fenotipos de superexpressio

A superexpress3o de protefnas selvagens pode levar a fenotipos que propiciam o
estudo de interagdes protéicas. Em Saccharomyces cerevisiae um plasmidio
multicopia geralmente suprime mutagSes em genes que ndo estdo nesses plasmidios
(Rine, 1991). Em outros casos, a superprodugdo de uma proteina pode causar um
fendtipo que € alterado pela superprodugdo de uma proteina de interacdo. Por
exemplo, a superproducdo da proteina Gal4 de levedura, um ativador transcricional de
genes induzidos por galactose, leva 4 transcrigdo independente de galactose. No
entanto, a regulagdo normal € restaurada se a proteina Gal80, um regulador negativo

que se liga a proteina Gal4, é superexpresso, concomitantemente.

Por outro lado, a superexpressdo de uma versdo protéica ndo-funcional pode resultar
em um fendtipo mutante de disrupgio da atividade da proteina selvagem (Herskowitz,
1987). A existéncia dessas proteinas de dominancia negativa pode levar & defini¢cdo do
dominio de oligomerizagdo de uma proteina. A proteina selvagem p53 é um regulador
transcricional que € tetramérico € o seu dominio de oligomerizagdo fica préximo &

por¢do C-teminal. Mutagdes no dominio central do gene p53, encontrados em




tumores, produzem proteinas mutantes de domindncia negativa que se ligam e

inativam a fung@o da proteina p53 selvagem (Finlay e al., 1989).

1.2 Leveduras como ferramentas biotecnologicas

As leveduras sdo utilizadas como ferramenta importante em alguns métodos descritos
acima, principalmente no sistema de duplo-hibrido. Portanto é necessario que se dé

uma énfase neste fantastico microrganismo.

O uso biotecnolédgico de leveduras data das primeiras civilizagdes. Entretanto, mesmo
em uma €poca de grande desenvolvimento e com perspectivas de que este novo século
que esta prestes a comegar seja chamado do século da biotecnologia, as leveduras sdo
ainda bastante utilizadas inclusive na produ¢do, em larga escala, de proteinas
eucarioOticas. Muitas destas proteinas estdo sendo utilizadas em pesquisa basica, com o
objetivo de se revelar os mistérios dos fendmenos de regulagio celular; outras podem
se revelar como poderosas drogas para a industria farmacéutica. (revisado em

Cereghino & Cregg, 1999).

A utilizagdo da levedura como ferramenta molecular é vantajosa quando a
comparamos com bactérias e com eucariotos mais desenvolvidos. Em relagdo as
bactérias, as leveduras podem fazer muitas das modifica¢Oes celulares que as
proteinas eucarioticas carecem para Ter atividade biologica. As bactérias, no entanto,
muitas vezes produzem proteinas eucaridticas defeituosas, por ndo conseguirem fazer
essas modificagdes. Em relacdo aos eucariotos mais desenvolvidos, onde o cultivo
celular ¢ dificultado pelos altos indices de contaminagio além do crescimento destas
células muitas vezes ser lento, as leveduras levam vantagens por serem eucariotos que
conseguem se multiplicar rapidamente e tem uma enorme facilidade de manipulacio

(Moore, 1998).

A express@o de proteinas heterologas consiste de quatro passos: (i) clonagem da
sequéncia de DNA da proteina heterdloga dentro de um cassete de expressdo
contendo um promotor de levedura e uma seqiiéncia de termina¢do de transcricdo; (ii)

transformagdo e manuten¢do razoavelmente estavel do DNA na célula hospedeira;




(iii) sintese da proteina heterdloga em condigdes especificas de cultura e (iv)
purificagdo da proteina heterdloga e compara¢do com proteinas nativas. Varias
espécies de leveduras, como a Schizosaccharomyccs pombe, a Saccharomyces
cerevisiae e a Pichia pastoris t€m sido utilizadas como sistemas de expressio de

proteinas heterologas (revisado em Cereghino & Cregg, 1999)
1.2.1 Saccharomyces cerevisiae

Diferente de muitos outros microrganismos, a levedura Saccharomyces cerevisiae tem
os estagios haploide (aquelas ho) e diploide bastante estaveis (Dujon, 1996). Portanto,
mutagdes recessivas podem ser convenientemente isoladas e manifestadas em estagios
haploides, e testes de complementagdo podem ser feitos em linhagens dipldides. O
desenvolvimento da transformagdo com DNA fez da levedura um microrganismo
particularmente acessivel & clonagem génica e técnicas de engenharia genética Os
plasmidios podem ser introduzidos em células como moléculas de replicacdo
autdnoma ou na forma integrativa. O conhecimento da seqiiéncia do DNA do genoma
completo da S.cerevisiae modificou, significantemente, a maneira com a qual os
biologistas moleculares e celulares abordam e conduzem os experimentos (Dujon,

1996; Goffeau ef al., 1996)
1.2.2 Vetores de levedura

Para se fazer integragdo, delecdo, alteracdo e expressdo de genes em levedura, uma
variedade de vetores foi construida adequando-se a cada situagdo (Brown & Tuie,
1998). A maioria dos plasmidios utilizados para estudos em levedura sdo plasmidios
que contém sequéncias que permitem a sele¢do e propagacdo em £E.coli,
proporcionando assim uma amplificacdo e subseqiientes altera¢des in vifro. Os vetores
mais comuns de levedura sdo originados de pBR322. Eles contém origem de
replicagdo (or1), promovendo um alto numero de copias em L.coli, e marcadores
selecionaveis de antibidticos, como os que conferem resisténcia a4 ampicilina e
tetraciclina. Além disto, todos os vetores de levedura contém marcadores que
permitem a sele¢do de transformantes que contém os plasmidios desejaveis. Os
marcadores mais utilizados sdo: URA3, HIS3, LEU2, TRP1, LIS2, que

complementam as mutagles auxotroficas especificas em leveduras, como ura3-52,




his3-Al, leu2- Al, trpl- Al, e 1is2-201 Estas muta¢des complementaveis foram
escolhidas por apresentarem baixas taxas de mutacgdes reversiveis (Guthrie & Fink,

1991).

Os varios tipos de vetores utilizados podem ser divididos em trés categorias
especificas: (i) vetores integrativos (YIp); (ii) vetores de replicagdo autdénoma com
alto nimero de copias (YEp) e (iii) vetores de replicacdo autdnoma com baixo numero

de copias (YCp) (tabelal).

Tabela 1: Caracteristicas presentes nos vetores de levedura: YIP, YEp e YCp.
Retirado de (http://www.urmc.rochester.edu/smd/biochem/yeast/Index.html)

Caracteristicas YIp YEp YCp
Genes ou segmentos de F.coli: ori, + + 4
bla; tet
Genes de levedura URA3; HIS3; € + +

LEU2; TRPI; LYS2;etc

Leu2-A - |- -
2um; 2 ym-ori REP3 _ + _
ARSI; ARS2; ARS3;etc _ _ +
CEN3; CEN4; CENI,; etc _ _ +
Marcadores da hospedeira (levedura): + + +

ura3-32; his3-Al; leu2- Al;trpl-
A1;lys2-201; etc

Estabilidade 4 -+ +




1.3 Regulacao da transcri¢io em levedura

A regulagdo da transcrigdo estd diretamente relacionada a muitos fendmenos
biologicos como o crescimento celular, resposta a mudancas ambientais,
desenvolvimento de organismos multicelulares e doengas. Os mecanismos de
regulacdo transcricional s3o basicamente similares nos organismos eucarioticos
(McKnight & Yamamoto, 1992) Estes mecanismos estdo sendo elucidados pelos
estudos que envolvem uma enorme variedade de genes, promotores, proteinas,
organismos e abordagens experimentais. Os estudos feitos em levedura enfatizam
abordagens gencticas poderosas que, muitas vezes, ndo sdo disponiveis em outros

0rganismos eucarioticos.

1.3.1 Os elementos promotores

Os promotores reconhecidos pela RNA polimerase II (Pol II) de levedura contém os
elementos “upstream”(UAS-“upstream activating sequences”), TATA, e iniciador
(Inr —“Initiation region”) sendo que, estes dois ultimos pertencem ao promotor
minimo. Os elementos upstream sio sequiéncias de DNA pequenas (10-30 pb),
especificas de promotores e tipicamente localizadas entre 50 e 500 pb a montante do
sitio de iniciagdo de transcri¢do. Estes elementos em levedura sdo analogos, e em
muitos casos homoélogos, as seqiiéncias chamadas “enhancers” em mamiferos. No
entanto apesar destes elementos funcionarem em distancias variadas a montante do
sitio de iniciagdo, eles geralmente ndo ativam transcricdo quando localizados a
jusante. Em geral, os UAS s@o reconhecidos por proteinas que se ligam a DNA que
determinam propriedades regulatorias particulares de um certo promotor (Barberis &

Gaudreau, 1998).

A maioria dos promotores de leveduras contém os elementos TATA (consenso
TATAAA) que s3o importantes para a iniciagd@o de transcrigdo. Os elementos TATA
em levedura sdo localizados a 40-120 pb a montante do sitio de iniciagdo do mRNA; a
distancia precisa ndo € funcionalmente importante (Harbury & Struhl, 1989). Em
contraste, as seqiiéncias TATA da maioria dos eucariotos estdo invariavelmente

localizadas a 25-30 pb do sitio de iniciagdo. Os elementos TATA sdo reconhecidos
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pelas “TATA-binding protein” (TBP), um componente da maquinaria de transcrigdo
basal necessaria para a transcrigdo pela Pol II. Naqueles promotores que ndo contém o
elemento TATA, presume-se que a TBP se ligue em uma seqiéncia ndo especifica
onde ¢ estabilizada por interagdes proteina-proteina com outros fatores transcricionais

(Harbury & Struhl, 1989).

Em leveduras, os elementos iniciadores (Inr) sio determinantes primarios de onde a
transcrigdo ird comegcar (Harbury & Struhl, 1989). Eles estdo localizados proximos ao
sitio de iniciagdo do mRNA, mas ao contrario dos UAS e dos TATA, eles ndo contém
uma seqliéncia consenso relevante Estes elementos iniciadores t€ém um pequeno

efeito nos niveis de transcri¢do quando comparados com os elementos UAS e TATA.

Alguns promotores de leveduras contém elementos regulatdrios negativos, chamados
operadores, que reprimem a transcricdio (Hershcbach & Johnson, 1993). Os
operadores se assemelham aos UAS quanto aos sitios de ligacdo a proteina que
funcionam em distancia variadas a montante do elemento TATA. Alguns operadores
podem reprimir a transcrigio quando localizados a montante dos UAS, mas a
repressdo € muito mais eficiente quando o operador se posiciona enire os elementos

UAS e o TATA.
1.3.2 Fatores de transcricdo basal

As anéalises bioquimicas das proteinas de leveduras e de mamiferos levaram as
descri¢des do notavel complexo de maquinaria da Pol II no qual a transcrigdo €
iniciada (Buratowski, 1994; Conaway & Conaway, 1993). Em leveduras, os
componentes essenciais para uma iniciagdo precisa iz vifro sdo: Pol II, uma enzima
com 12 subunidades (Young, 1991) e os fatores de transcrigdo TBP (Hernandez,
1993; Strhul, 1994), TFIIB (Pinto et al., 1992), TFIIE (Feaver ef al., 1994), TFIIF
(Henry et al., 1994), e TFIIH (Feaver ef al, 1994) (figura 1). TBP se liga ao elemento
TATA; TFIIB se posiciona na regido entre o TATA e o sitio de iniciagdo; TFIIF
interage com Pol II e € importante para recruta-la ao promotor; TFIIH fosforila a

cauda C-terminal (CTD) da maior porg¢do da Pol I, e TFIIE ¢ importante para a
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Figura 1: Inicia¢fo da transcri¢do em eucariotes. O esquema grafico acima mostra os fatores de
transcricdo envolvidos na montagem do complexo de transcri¢do basal em eucariotos bem como a
regido de ligac@o de cada um deles.
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liberacio do promotor. TFIA, que influencia a ligagdo do TBP ao TATA, ¢
importante mas ndo € absolutamente necessaria para a precisa Iniciagao in Vifro
(Jonhson & Herskowitz, 1992) Além disto, “TBP-associat>d factors” (TAFs) que
fazem parte do complexo TFIID (Reese e/ al., 1994) e componentes da holoenzima
Pol II (Srb e outras proteinas) (Kim et al, 1994; Koleske & Young, 1994) podem ser
consideradas como fatores transcricionais basais apesar de nao serem necessarias para

a iniciagdo.

A “TATA-binding protein” (TBP) ¢ o fator transcricional de eucariotos mais
conservado, com o dominio C-terminal (180 residuos) mostrando mais de 80% de
identidade em uma enorme variedade de espécies (Hernandez, 1993; Strhul, 1994).
Esta proteina adquire multiplas fungbes quando se associa com outras proteinas
(TAFs) em distintos complexos (SL1, TFIID, TFIIB) que sdo especificos para a
maquinaria das trés RNA polimerases. /n vivo, TBP parece ser necessaria para a
transcricio de todos os genes, incluindo aqueles que nio contém o elemento TATA

(Cormack & Strhul, 1992).

A TBP de levedura pode se associar com as TAFs em um complexo que se parece
com TFIID de outros eucariotos (Reese ef al, 1994). Como esperado, as TFIID de
leveduras podem participar da transcrigdo basal e ativada, enquanto que a TBP néo ¢
capaz de responder a proteinas ativadoras (Verrijzer, 1994). A levedura contém outros
fatores associados a TBP além das TAFs especificas da Pol II que estdo presentes em
TFIID. Spt3 interage diretamente com TBP e esta interagdo € requerida em padrdes de

transcri¢do normais in vivo (Eisenmann, 1992).

A TFIIA se associa e altera a conformagdo de TBP e estabiliza a interagdo TBP-
TATA, possivelmente interagindo com o DNA logo acima do elemento TATA. No
entanto, estudos i vivo geraram uma controvérsia sobre a fungdo de TFIIA na
transcri¢do basal e ativada. A TFIIA de levedura contém duas subunidades, ambas
essenciais para a viabilidade celular (Ranish er al,,1992). Uma interagdo eficiente
entre TFIIA e TBP parece ser essencial para a ativag@o da transcrigdo in vivo. Um
mutante de TBP, que é especificamente defectiva na interagdo com TFIIA in vitro,

ndo é capaz da responder a ativadores acidicos in vivo (Stargell & Strhul, 1995). A




fusdo de TFIIA com este TBP defectivo restaura a fungao de ativacdo, indicando que

a interagdo TBP-TATA € importante para a ativacdo da transcri¢do ix vivo.

A TFIIB e a Pol 1I sdo os fatores de transcrigdo basal que s3o responsaveis por
selecionar o sitio de iniciagdo de transcricdo. Li e colaboradores, (1994)
demonstraram que em rea¢des de reconstituigdo, usando fatores basais de
Saccharomyces cerevisiae, a substituicdo de TFIIB e Pol II pelo de
Schizosaccharomyces pombe ¢ necessaria e suficiente para na troca da iniciagdo para
um sitio caracteristico de S. pombe. In vivo, as mutacdes afetando TFIIB ou a maior
subunidade de Pol II (Rpbl) podem reduzir a iniciagdo em um sitio normal e
aumenta-la em sitios localizados abaixo ou a jusante deste sitio (Furter ez al., 1994;

Hull et al , 1995).

A TFIIH € um fator de transcri¢do complexo que fosforila a cauda C-terminal (CTD)
da maior subunidade de Pol II. Muitas subunidades de TFIIH ja haviam sido
identificadas por estudos genéticos, e esses estudos revelaram inesperadas conecgdes
entre a transcrigdo pela Pol II, o reparo de DNA e o controle do ciclo celular (Feaver

et al., 1994; 1993).

A RNA polimerase II (Pol II) de levedura é encontrada em um enorme complexo de
multiproteinas denominado holoenzima Pol II (Kim, 1994; Koleske & Young, 1994 ).
Esta holoenzima contém TFIIF, TFIIB e TFIIH. TBP pode se associar fracamente
com a holoenzima mas provavelmente ndo ¢ um componente verdadeiro, e TFIIE e
TFIIA ndo estdo presentes. Além disto, a holoenzima Pol II contém proteinas Stb
(Srb2-Srb11), Galll, e Sugl, todas elas inicialmente identificadas por mutagdes que
causaram varios efeitos transcricionais i vivo (Koleske & Young, 1994) Alguns
componentes da holoenzima Pol II (Srb4, Srb6,Srb7, e Sugl) sdo essenciais para o
crescimento celular, e a perda da fungdo de Srb4 ou Sib6 resulta na perda geral da
transcrigdo pela Pol I (Thompson & Young, 1995). Estes resultados indicam que a
holoenzima Pol II tem um papel essencial na transcri¢do in vivo. Wilson ef al., (1996)
reportaram que os componentes da maquinaria de remodelamento da cromatina (ex:
Swi/Snf) se associavam com a holoenzima. Em geral, alguma variagdo na composigio
da holoenzima Pol II purificada depende das diferentes condigdes experimentais

usadas para isolar o complexo. E também possivel que diferentes formas de
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holoenzimas se formem simultaneamente in vivo (Chang & Jaening, 1997). De
qualquer maneira, as mais importantes caracteristicas da holoenzima Pol II sdo: (i) ela
¢ pré-montada independentemente da nresenca do DNA promotor e ativadores, e (ii) a
transcrigdo 7n vitro composta pela holoenzima, complementada com os fatores
transcricionais que nao estdo no complexo (ex: TBP, TFIIA), pode ser estimulada por
ativadores classicos como Gal4 (Koleske & Young, 1994; Kim et al., 1994) e Gend
(Kim er al., 1994). Este resultado ndo € observado em experimentos similares com a
RNA polimerase II purificada (sem o complexo) e somente fatores transcricionais

basais (Kim ef al., 1994).

1.3.3 Ativadores transcricionais

As células de leveduras contém uma grande variedade de proteinas ativadoras de
transcricdo que se ligam ao DNA e, especificamente, reconhecem os elementos
promotores por dominios eucaridticos (ex: Aomeodominios, zinc finger, bZIP, bHLH).
Apesar da maioria dos elementos promotores serem ligados por um unico ativador
transcricional, alguns sitios alvo (ex: AP-1, ATF/CREB, Swi5/Ace2) sdo
reconhecidos por multiplas proteinas, enquanto outros sdo reconhecidos por
complexos heteroméricos como Hap2-Hap3-Hap5 (McNabb et al,, 1995) e Swi4-
Swi6 (Primig et al., 1992). Alguns ativadores tém papéis fisiologicos modestos
enquanto outros interagem com genes aparentemente com fungdes ndo relacionadas.
Além disso, existe outra classe de ativadores (ex: Rapl, Abfl, e Rebl) que sdo
abundantes, essenciais para o crescimento celular e interagem com muitos promotores
ndo relacionados (Ju ef al, 1990; Marahrens & Stillman, 1992; Sussel & Shore,
1991).

Quando se ligam ao sitio especifico, as proteinas ativadoras estimulam a expressao do
gene através do dominio de ativagio de transcri¢do (AD- activation domain) que €
funcionalmente distinto e, geralmente, estd fisicamente separado do dominio de
ligacdo ao DNA (BD- binding domain). Os dominios de ativacdo das proteinas da
levedura sdo geralmente definidos por regides acidicas pequenas que funcionam
autonomamente quando fusionadas a dominios de ligacdo de DNA heter6logos (Brent
& Ptashne, 1985) Apesar da carga negativa ser claramente importante, o nivel de

estimulacdo transcricional também € influenciado por residuos hidrofobicos e outros
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componentes que ainda sdo pouco compreendidos em nivel estrutural (Hahn, 1993;
Strhul, 1994). Algumas regides ativadoras se tornam acidicas por fosforilagdo (Song
et al., 1991, Sorger & Pelham, 1988), mas ndo esté claro se a transcrigdo é aumentada
simplesmente pelo aumento da carga negativa. Ativadores de leveduras parecem nio
conter dominios de ativagdo ricos em prolina e glutamina, pois os dominios de
mamiferos deste tipo ndo funcionam em células de levedura (Kunzler e al., 1994;
Ponticelli ez al., 1995). No entanto, nem todos os ativadores de leveduras contém
regides que sdo acidicas ou podem ser fosforiladas, sugerindo que existam outros

tipos de dominios de ativacio em levedura.

Em células de leveduras, os ativadores podem estimular a transcrigdo aumentando o
recrutamento de TBP ao promotor (Imbalzano et al,, 1994). Os dominios de ativagio
de Gend parecem acelerar o tempo de acesso de TBP ao elemento TATA do gene
HIS3 (Klein & Strhul, 1994). O(s) mecanismo(s) pelo(s) qual(is) os dominios de
ativagdo acidicos aumentam o recrutamento da TBP para o TATA ndo € (sdo)
conhecido (s). Uma possibilidade ¢ que os dominios de ativagio acidicos interagem
diretamente com TFIIA e/ou TBP estabilizando o complexo TBP-TFIIA-TATA no
contexto da cromatina. Uma outra alternativa € que os dominios de ativagdo acidicos
podem causar alteragdes diretamente na estrutura da cromatina aumentando o acesso

da TBP ao promotor (Axelrod & Majors, 1993; Morse, 1993).

Apesar do conhecimento sobre ativac@o transcricional em leveduras ser direcionado
aos dominios de ativagdo acidicos, existem evidéncias para a existéncia de outros
tipos de ativacdo que funcionam por diferentes mecanismos moleculares. Primeiro:
varios ativadores de leveduras parecem ndo conter regides muito acidicas. Segundo:
mutagdes que alteram a TBP de maneira a ndo mais responder a ativadores acidicos
ndo afetam a transcri¢do pela Pol I na maioria dos genes e, ndo afetam o crescimento
celular (Arndt ef al, 1995; Lee & Strhul, 1995, Stargel & Strhul, 1995). Terceiro-
ativadores transcricionais abundantes como Rapl, Abfl e Reb 1 também tém papéis
importantes em origens de replicagdo de DNA, teldmeros e silenciadores de mating-
type (Ju ef al,1990; Marahrens & Stillman, 1992; Sussel & Shore, 1991). Essas
proteinas devem ndo soO interagir especificamente com a maquinaria da Pol II mas

devem também ter diversas fungdes que afetariam a cromatina.
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1.3.4 Fatores transcricionais intermediarios (co-fatores)

Fatores intermediarios ndo se ligam a elementos promotores € ndo sdo componentes
da maquinaria basal. Eles tém sido identificados por mutagdes que tém efeitos
seletivos na transcri¢do. Em principio, uma proteina intermediaria com um dominio
de ativagdo age como um co-ativador que estimula a transcrigdo, através da
associagdo com proteinas que se ligam ao DNA (Horiuchi ef al., 1995). Além disto,
uma proteina intermediaria pode ser um adaptador/mediador da transdu¢do de sinal de
um dominio de ativagdo para o componente da maquinaria basal. Finalmente, uma
proteina intermediaria aumenta a transcri¢@o alterando a estrutura da cromatina (Cote
efal, 1994).

1.3.5 Repressio transcricional

Devido a complexidade envolvendo a transcricdo basal e o processo de ativacio
transcricional, a transcricdo pode ser reprimida por uma variedade de mecanismos
distintos (Herschbach & Jonhson, 1993). A forma mais simples de repressio de um
gene envolve a liga¢@o especifica de proteinas repressoras em sitios de DNA,
chamados operadores, nos promotores. Os sitios operadores que inibem a transcrigio
podem estar localizados em varias posi¢des nos promotores. As proteinas repressoras
podem competir com as ativadoras ao se ligarem em sitios coincidentes ou de
sobrepostos (ex: Acrl e ativadores ATF/CREB competem pela ligagdo no sitio
ATF/CREB1) (Vincent & Strhul, 1992). As proteinas que se ligam entre os elementos
UAS e TATA também reprimem a transcricdo, provavelmente inibindo a
comunicagdo entre os ativadores e a maquinaria basal (13). Em alguns casos os
repressores de levedura podem funcionar, mesmo quando se ligam a montante de todo
o promotor (Jonhson & Herskowitz, 1985; Strhul, 1985) provavelmente por

mecanismos diferentes de um simples impedimento estérico.

Para aquelas proteinas repressoras que néo se ligam ao DNA, a forma mais simples de
agdo envolve a interagdo proteina-proteina que bloqueia a fungdo dos ativadores. A
interagdo dos repressores deve simplesmente mascarar a ligacdo ao DNA e/ou a

fun¢do de ativagdo transcricional de um ativador. Por exemplo, a proteina Gal80
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reprime a ativagdo transcricional por bloquear funcionalmente o dominio de ativacio
de Gal4 (Ma & Ptashne, 1987). No entanto, como (Gal80 ¢é fortemente associada a
Gal4 sobre todas as condigdes fisiologicas, a repres;do ndo € simplesmente
mascarada, mas requer uma mudanga conformacional em Gal4 e/ou Gal80 (Leuther &

Jonhston, 1992).

Apesar dos mecanismos de repressio molecular diferirem em detalhes, eles
compartitham propriedades importantes: (i) geralmente operam em um gene ou
conjunto de genes; (ii) geralmente funcionam através da inibi¢do da fun¢io dos
ativadores; (ii1) sdo indiretos, bloqueando a funcdo estimulatéria de um ativador
especifico mas ndo interferindo diretamente na maquinaria de transcri¢do basal ou no

gene (Herschbach & Jonson, 1993).

Os organismos eucariotos também tém uma variedade de mecanismos de repressio
que rtegulam negativamente a transcricdo de muitos genes aparentemente ndo
relacionados. O mecanismo de repressdo mais geral envolve a protecdo do DNA pelos
nucleossomos, que restringe severamente o acesso das proteinas regulatorias
transcricionais ao promotor (Grunstein, 1990). A ruptura da estrutura normal dos
nucleossomos pela perda das histonas (Han & Grunstein, 1988), a mudanca na
dosagem das histonas (Clark er af/., 1988), as mutagGes nas histonas (Mann &
Grunstein, 1992), ou por seqiiéncias poli dA:dT (Iyer & Struhl, 1995) resultam em
transcrigdo aumentada. A repressdo pelos nucleossomos € mecanicamente simples e
afeta a transcrigdo de todos os genes. No entanto, diferengas intrinsecas no
posicionamento e estabilidade dos nucleossomos, bem como a habilidade de
ativadores especificos ¢ TBP de interagirem com os nucleossomos de uma
determinada regido, podem alterar a extensdo na qual genes individuais sdo afetados

I Vivo.

Outro mecanismo de repressdo global envolve proteinas que interferem diretamente
com os componentes da maquinaria de transcrigdo basal. Como no caso da repressio
por nucleossomos, os inibidores dos fatores de transcricdo basal devem reprimir todos

os genes, apesar de genes individuais serem afetados em alguns casos (Auble ef al,,

1994)
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A caracterizagdo dos mecanismos de transcrigdo basal e regulada em levedura bem
como o conhecimento molecular de ativadores e repressores transcricionais
permitiram a sua utilizagdo na constru¢io de sistemas de detec¢do de interagdo

proteina-proteina como os sistemas de duplo-hibrido em levedura.

1.4 Sistemas de duplo-hibrido em levedura

O sistema de duplo-hibrido de levedura (Song & Fields, 1989) vem sendo
amplamente aplicado no estudo de intera¢Oes protéicas ao longo de mais de dez anos
desde sua primeira descri¢do. VariagBes do sistema tém sido desenvolvidas (Brent &
Ptashne, 1994) e também amplamente aplicadas de acordo com cada tipo de

abordagem que se pretende utilizar.
1.4.1 Sistema duplo-hibrido

O sistema de duplo-hibrido tem sido utilizado para identificar proteinas que se ligam a
outras proteinas e para delinear dominios ou residuos criticos para interagcdo entre
elas. E um método sensivel de detecgdo de interacOes transientes e fracas, que

provavelmente ocorrem em complexos nativos grandes.

Este sistema € baseado no fato de que virtualmente todos fatores de transcri¢do
eucarioticos (Gal 4, por exemplo) consistem de dois dominios fisicamente separaveis:
o dominio que reconhece e se liga a uma regido especifica de DNA (“DNA binding
domain”) e o dominio responsavel pela ativacdo de transcricdo (“transcriptional
activation domain”) (Keegan ef al., 1986; Hope & Struhl, 1986; Ma & Ptashne, 1987).
Ambos os dominios sdo necessarios para a fungdo de ativagdo normal e geralmente os
dominios sdo partes de uma mesma molécula. Entretanto, foi demonstrado que um
ativador funcional pode ser montado, /77 vivo, a partir de dominios de ligagdo ao DNA
e de dominios de ativagdo de transcrigdo provenientes de fatores de transcri¢do
distintos e reunidos via tecnologia de DNA recombinante (Ma & Ptashne, 1988, Brent
& Ptashne, 1985). No sistema de duplo-hibrido faz-se a construggo de uma seqiiéncia
hibrida que codifica o dominio de ligagdo ao DNA (BD—“binding domain’) fusionado

a uma das proteinas de interesse (denominada "isca"), e de outra seqiiéncia que
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codifica a outra proteina de interesse (denominada "presa") fundida ao dominio de
ativagdo de transcrigdo (AD- “activation domain™). A seqiiéncia que contém a “isca”
codifica a proteina hibrida 1 (hibrido 1) e a seqiiéncia que contém a “presa” codifica a
proteina hibrida 2 (hibrido 2). Quando ocorre interagio entre o hibrido 1 e o hibrido 2,
ou seja , a “1sca” € a “presa’, ou DB-X/Y-AD, reconstitui-se o fator de transcrigio
funcional levando assim a ativagdo de um gene reporter que esta a 3'da regifo

regulatoria (UAS) onde este fator se liga (figura 2).

O ensaio de duplo-hibrido tem sido utilizado para detectar intera¢es conhecidas a
priori entre proteinas previamente clonadas (Fields & Song, 1989; Kato ef al., 1992;
Goff er at., 1992; Luban ef al., 1992; van Aelst et al., 1992; Zhang ef al., 1993; Li &
Fields, 1993; Iwabuchi, 1993; Chardin ez al., 1993; Standinger ef al., 1993, Jackson,
1993) e para clonar genes codificadores de proteinas que interagem com uma dada
proteina de interesse, usando-se bibliotecas onde seqiiéncias de organismos de
interesse sdo fusionadas a dominio de ativag@o de transcricdo como hibrido 2 (Dalton
& Treiman, 1992; Chien et al., 1991; Yang et al., 1992; Luban et al., 1993; Durfee et
al., 1993; Hardy, 1992; Vojtek er al., 1993).

Dentre os ensaios utilizados para deteccdo de interacdo protéica, o sistema de duplo-
hibrido oferece trés principais vantagens: (i) por ser baseado em um esquema de
selecdo forte em um microrganismo conveniente, ele permite testar um nimero
enorme de seqiiéncias codificantes em um experimento relativamente simples; (ii) €
um ensaio realizado in vivo e, portanto, ndo € limitado pelas condigdes experimentais
de um ensaio in vitro; (iii) por ser baseado em ensaios de ligagdes fisicas, uma enorme
variedade de interagdes proteina-proteina pode ser detectada e caracterizada seguindo

um unico protocolo (Vidal & Legrain, 1999).
1.4.2 Duplo-hibrido reverso
Uma vez que a interagdo proteina-proteina € identificada, uma variedade de

experimentos adicionais € necessaria para a caracterizagdo da funcdo, estrutura e

regulacdo da interagdo observada (White, 1996). A identificagdo de mutagdes nas




Figura 2: Sistema de duplo-hibride em levedura. A interagfio da proteina hibrida 1 com
a proteina hibrida 2 leva a ativagio do gene repérter. A proteina hibrida 1 € constituida do
dominio de ligagiio se DNA da proteina Gal4 (BD, em azul) em fusdo com uma proteina
de interesse (vermelho). A proteina hibrida 2 ¢ constituida do dominio de ativaglo de
transcricio da proteina Gald (AD, em azul) em fusfic com a proteina teste (preto).
Somente quando hé interagfo da proteina teste (hibrido 2) com a proteina de interesse
(hibrido 1) ocorre a reconstitui¢do da atividade da proteina Gal4 que atua ativando a
transcrigdo do gene.
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proteinas que n@o mais permitem a interagdo entre elas pode ser util ndo s para
identificar os componentes estruturals, mas também para gerar ferramentas genéticas
para a caracterizagdo das fungdes in vivo. Neste aspecto, dois trabalhos publicados por
Vidal e colaboradores, (1996) descrevem o desenvolvimento e a aplicagdo do sistema
de duplo-hibrido reverso especificamente desenvolvido para facilitar a identifica¢do
de eventos que dissociam a interacdo proteina-proteina. Nesta versdo, contraria ao
duplo-hibrido original, a interagdo DB-X/AD-Y pode ser toxica ou letal para as
células da levedura pois um marcador tdxico € utilizado como gene reporter (selecdo
negativa) (Vidal, 1997). Neste contexto, a dissociagdo entre DB-X e AD-Y confere
uma vantagem seletiva de crescimento que pode convenientemente selecionar

mutacBes em regides importantes de interagdo ou peptideos de dissociagdo protéica

(figura3).

Apesar das interagdes proteina-proteina formarem a base de muitos processos
biolégicos, outras interagdes macromoleculares como as interacoes proteina-DNA e
proteina-RNA também sdo altamente relevantes. O sistema de duplo-hibrido original

foi modificado para acomodar a detecc@o destas interagoes.

1.4.3 Mono-hibride

O sistema mono-hibrido usado para estudar proteinas que se ligam ao DNA € uma
extensdo, por simplificagdo, do conceito de duplo-hibrido (Chong & Mandel, 1997).
Neste caso, o hibrido BD-X ¢€ eliminado e as sequéncias regulatorias de Gal4 ou LexA
sdo substituidas por uma seqiiéncia de DNA especifica identificada como um sitio
importante no sistema biologico a ser estudado. A proteina que se liga a esta
sequéncia especifica de DNA pode ser identificada e/ou caracterizada quando fundida
ao AD. Este sistema se estende ao estudo ndo so6 de ativadores transcricionais, mas
também ao estudo de repressores transcricionais e proteinas envolvidas com
replicacdo do DNA. Em uma outra abordagem, o hibrido AD-Y ¢ eliminado e se
mantém o hibrido BD-X bem como a seqiiéncia regulatéria especifica do dominio de
ligagio BD. Neste caso, o interesse se concentra no estudo da proteina X
potencialmente capaz de ativar a transcrigdo por conter dominios de ativacdo (figura

4) Muitas versdes do sistema de duplo-hibrido foram publicadas em Chong &




Figura 3: Sistema de duplo-hibrido reverso. A interag&o de duas proteinas hibridas, formando
o duplo-hibrido, leva a ativagio de transcrigéo do gene repérter que, scb certas condigfes, €
téxico para a levedura (A). Assim, quando ocorrer dissociacdo de interag¢do por mutagio ou por
interferéneia de um inibidor, o gene nio seré transcrito e as leveduras sobreviverdo (B).
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Figura 4: Sistema meno-hibride de levedura. Neste sistema somente um dos hibridos €
utilizado, como ¢ préprio nome diz. Assim, duas abordagens podem ser realizadas. A
primeira se resume na utilizagdo do hibride 1 em estudos de atividade transcricional da
protefna fusionada utilizada (em verde, A). A segunda ¢ o uso somente do hibride 2 para se
estudar dominios protéicos de ligagdo de DNA que interajam com seqiiéncias especificas (em
azul, B).
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Mandel (1999). Até agora o sistema mono-hibrido tem sido utilizado com sucesso
para a identificagdo de varias proteinas, incluindo o complexo de origem de replicagdo
de levetura Orc6 (L1 & Herskowitz, 1993), o fator de transcrigdo neuronal olfatorio

de mamiferos (Wang & Reed, 1993),etc.

1.4.4 Tri-hibrido

O sistema tri-hibrido ¢ utilizado para o estudo de interacdes RNA-proteina e é uma
extensdo mais complexa do sistema de duplo-hibrido. Neste sistema, ambos os
hibridos BD-X e AD-Y estdo presentes bem como um terceiro hibrido, uma molécula
de RNA que faz uma ponte entre os outros dois (Zhang ef al., 1997). A molécula
hibrida de RNA consiste da fusdo entre uma seqiiéncia conhecida de RNA, que se liga
a uma proteina (RBP-“RNA-binding protein”), e uma seqiiéncia de RNA (X) a ser
caracterizada. Neste contexto RBP é fundida a BD e a reconstituigdo do "fator
transcricional se baseia em duas interagdes como mostrado a seguir. DB-RBP/RNA-
X/AD-Y (figura 5). Uma nova proteina Y que se liga a seqiiéncia X de DNA pode ser

identificada e potencialmente caracterizada quando fundida a AD.

1.4.5 Limitacdes do sistema de duplo-hibrido

O sistema de duplo-hibrido convencional tem algumas limitagSes por utilizar
essencialmente ativag@o transcricional. A principal limitagdo € que nem a “isca” nem
a proteina potencial para interagdo devem ser capazes de ativar a transcricdo por si
mesmo. Isto pode ser um problema com ativadores transcricionais que naturalmente
contém dominios que ativam os genes reporteres quando fundidos ao BD. Além disto,
muitas proteinas, mesmo néo sendo um fator de transcri¢do podem ativar a transcri¢ao
quando fundidas artificialmente ao BD (Ma & Ptashne, 1987). Todas as duas classes
de proteinas mencionadas acima s@o chamadas se “self-activators”. Um duplo-hibrido
modificado pode ser utilizado para lidar com “iscas” “self-activators”(Du et al,
1996): Nesta abordagem, a proteina “isca” (X) ¢ fundida ao dominio de ativacdo de
transcrigdo (AD-X) e faz-se a triagem da biblioteca em DB-Y. Du e colaboradores,

(1996) fizeram uma selec¢io inicial, onde muitos clones positivos foram selecionados




Figura 5: Sistema tri-hibride de levedura. Neste sistema, a proteina hibrida 1 € composta
pelo dominic de ligagic ac DNA (BD) em fusic com uma proteina que se liga a um RNA
especifico (RBP). C hibrido 2 ¢ constituido do dominio de ativagfio de transcrigio (AD) em
fusfic com um proteina membro de uma biblioteca (Y). Um terceiro hibride € constituido por
um RNA (em vermeiho) de ligag8ic especifica a RBP em fusfio com outro RNA de interesse
(preto). A interagfio feita por X e Y reconmstitul a um fator transcricional e ativa ¢ gene
reporter.
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(5000 para 2x10° transformantes) a maioria deles representando BD-Y que ativa
transcri¢do por st proprio. Estes “self-activators” podem ser eliminados selecionando-
se a perda do plasmidio que contém a “isca” AD-X usando CYH2 (cicloeximida)
(Durfee ef al., 1993) e subseqiientemente testando a habilidade da proteina hibrida
DB-Y de ativar a expressdo do gene reporter. Dentre os 5000 clones positivos, 46
expressavam BD-Y dependente de AD-X sendo que alguns deles mostraram-se

funcionalmente relevantes (Du ef al., 1996).

Outra limitacdo do sistema é que ambas as fusdes DB-X e AD-Y devem ser
transportadas, apropriadamente empacotadas, para o nucleo (Vidal & Legrain, 1999).
Por isto, a maioria dos vetores utilizados no duplo-hibrido codifica AD e BD com um
sinal de localizagio nuclear para levar as proteinas fundidas ao nucleo. No entanto,
muitas vezes ndo € possivel reproduzir interagdes envolvendo proteinas
extracelulares: muitas delas sdo glicosiladas e/ou contém pontes dissulfeto,
modifica¢bes geralmente ndo compativeis com o sistema para o nticleo. Portanto, o
ensaio pode ser limitante usando analises de receptores-ligantes que ocorrem fora da
célula (Fields & Sternglanz, 1994). Além disto, interagdes que sdo mediadas por
modificagdes pos-traducionais, como fosforilagdo, podem ndo funcionar. Por
exemplo: proteinas com dominios SH2 necessitam de fosfotirosina na proteina a qual
se ligam, e esta fosforilagdo nio deve ocorrer em levedura. Uma alternativa para este
problema € a expressdo, em levedura, de proteinas eucarioticas que exercem a fungéo
de fosforilagdo quando expressas em levedura. Como exemplo cita-se a expressao em
levedura do dominio intracelular de um fator de crescimento derivado de plaqueta.
Este fragmento foi capaz de fosforilar as tirosinas de SHPTP2, uma tirosina fosfatase
contendo SH2, permitindo a detec¢@o da interagdo entre SHPTP2 fosforilado e a

proteina sinalizadora (Keegan & Cooper, 1996).

Sistemas de duplo-hibrido baseado em transcrigdo geralmente ndo podem ser usados
quando uma das proteinas (“isca” ou “presa’) interage com componentes da
magquinaria de transcrigdo basal de levedura. Um sistema de duplo-hibrido néo
transcricional foi desenvolvido para contornar este problema (Aronheim et al., 1997).
Este sistema € uma variacao do sistema de duplo-hibrido onde toda a expressdo ocorre

no citoplasma da levedura.
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A presencga de falso-positivos € comum em sistemas de duplo-hibrido e, ao longo de
dez anos, desde as primeiras utilizagdes deste sistema, muitos ensaios foram
desenvolvidos para se tentar identificar, da melhor forma possivel, aquela falsa

interagdo que ndo ¢ interessante.
1.4.6 Métodos para identificacio de falso-positivos

A procura por proteinas que interajam com outra de interesse muitas vezes pode
resultar na selec@o de clones falso-positivos. Existem varios tipos de falso-positivos
Alguns deles sdo definidos como células cujos repérteres estdo ativos apesar de ndo
haver interagdo entre o “peixe” e a “isca” na natureza, muitas vezes ndo ocorrendo
interagdo nem mesmo na levedura. Por ex., quando a isca tem atividade transcricional
baixa, a ponto do fendtipo ndo ser detectado (Golemis & Brent, 1992), a simples
entrada de membros da biblioteca pode aumentar a atividade transcricional desta isca

proporcionando a maior expressdo do reporter e visualizagdo do fenotipo.

Outros falso-positivos podem surgir com a interagdo da proteina hibrida AD-Y com
seqiiéncias de DNA a montante do gene repoérter ou proteinas que interajam com
sequéncias promotoras. No entanto, estas duas ultimas classes podem ser eliminadas
utilizando-se multiplos genes reporteres cujas sequiéncias regulatérias sdo derivadas

de promotores diferentes (Gyuris ef al., 1993; Barte ef al., 1993; Vidal et al., 1996).

Apesar da interacdo real existir no sistema de duplo-hibrido, a proteina triada pode ser
um falso-positivo no contexto bioldgico. Existe uma série de proteinas que sdo
conhecidas por interagirem com iscas ndo relacionadas. Serebniskii e Golemis
construiram uma lista contendo muitas dessas proteinas

(http://www.fcc.edu/research/labs/golemis/InteractionTrapInWork.html). Essas

proteinas deveriam ser descartadas, a ndo ser que o pesquisador acredite que
realmente esteja lidando com um clone de relevancia para seu estudo. Além disto, o
conhecimento de que duas proteinas especificas nunca sao expressas no mesmo
momento na célula pode descartar a possibilidade de que a interacdo observada em

levedura ocorra naturalmente (Colas & Brent, 1998).




1.4.7 Genes reporteres

O gene reporter € uma pega importante no sistema de duplo-hibrido, pois é através
dele que se verifica a interagdo das proteinas. Portanto, quanto maior o ntmero de
genes disponiveis para o sistema, mais facil se torna o ensaio. A variedade dos genes

facilita a escolha daquele que deve ser ideal para o experimento que se quer realizar.

1.4.7.1 Sensibilidade do sistema proporcionada pelos genes reporteres

A sensibilidade do sistema de duplo-hibrido é um fator relevante para o sucesso do
experimento. Em geral, o sistema & bastante sensivel, mas a sensibilidade pode variar
consideravelmente com o tipo de gene repdrter que se utiliza ou com o promotor minimo
utilizado. A sensibilidade de um gene reporter ¢ correlacionada com a sensibilidade dos
métodos de detecgdo de sua expressio. Um gene muito sensivel é interessante para se
detectar interagdes de proteinas que formam complexos e para detecgdo de interagdes
transientes. Por outro lado, um gene reporter pouco sensivel detecta somente interacdes
fortes e consegue eliminar uma quantidade grande de falso-positivos. Portanto, quanto
maior o numero de genes reporteres com caracteristicas diferentes para o sistema, maior o

numero de interacdes que poderdo ser estudadas.

1.4.7.2 Genes repérteres utilizados no sistema de duplo-hibrido

Em teoria, qualquer gene reporter que funcione em levedura pode ser utilizado para
monitorar a ativagao transcricional. O gene lac Z de E. coli € um dos mais utilizados.
A atividade enzimatica de células de uma coldnia individual pode ser medida por
métodos padronizados (Ausubel ef al., 1987). A atividade das células de uma coldnia
pode ser visualizada em filtros de nitrocelulose embebidos em X-Gal (Breedon &
Nasmyth, 1985). Este método € o preferido para se fazer triagens, pois a cor azul de

uma colonia individual torna-a facilmente distinguivel dentre tantas outras brancas.

Marcadores prototroficos sdo também bastante utilizados. Estes reporteres oferecem a

vantagem de permitir a selecdo de células de uma coldnias com atividade
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transcricional. HIS3 € um exemplo bastante utilizado. A expressao basal do reporter

iy AL
HIS3 usando um U

AS € muitas vezes suficiente para a prototrofia da célula,
portanto, esse crescimento pode ser diminuido na presenga de 3-aminotriazol, um
inibidor da enzima que ¢ codificada por HIS3 (Durfee et al, 1993). Assim, a
expresséc) de HIS3 tem que ser alta o suficiente para contornar a presenga do inibidor

e tornar a célula capaz de crescer em meio minimo em histidina.

Para o sistema de duplo-hibrido reverso, marcadores toxicos devem ser utilizados.
Dentre eles, o marcador URA3 é o mais utilizado por permitir a selecdo reversa e
direta, em placas contendo acido 5-fluordtico (5-FOA) ou em meio sem uracil,

respectivamente (Brachmann ef a/., 1996).

Um sistema alternativo utiliza o marcador CYH2 como repdrter reverso e neste caso,
interagdes selvagens conferem um fendtipo de sensibilidade a cicloeximida presente

nas placas de sele¢do (Leanna & Hannink, 1996).

1.4.7.3 Genes repoérteres alternativos

Neste trabalho construimos genes reporteres alternativos para o sistema de duplo-hibrido.
Um deles, o gene da glicoamilase de Aspergillus awamori (figura 6), ja foi anteriormente
utilizado como repoérter para clonagem de promotores fortes (Scorpione ef a/.,1993). Sua
expressdo provoca a formac@o de halos de degradacdo de amido em placas quando
expostas a vapores de iodo. A utilizagdo da glicoamilase como repoiter oferece, além da
vantagem do custo de detecg@o, economia de tempo na visualiza¢io do resultado, uma vez
que a detecgdo de coldénias de levedura produtoras de f-galactosidase envolve o
crescimento das células sobre filtros de nitrocelulose ou nylon, a permeabilizagio celular
por congelamento em nitrogénio liquido e s6 entdo a incubagdo nas condi¢Ges apropriadas
para o desenvolvimento da cor azul pela degradagdo de X-gal pela B-galactosidase A
degradacdo de amido no meio de cultura, em contrapartida, pode ser visualizada

imediatamente ap0s o crescimento das colonias pela exposigado aos vapores de iodo.

Outro gene construido como repérter alternativo é o da EGFP (“Enhanced Green
Fluorescent Protein™) de Aequoria victoria. (figura 7) (Walmsley ef al_, 1997). A detecc¢do

da ativacdo
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GLICOAMILASE

Figura 6: Gene da glicoamilase como repérter no sistema de duplo-hibrido. Quando
ocorre a interacdo da proteina hibrida 1 (em vermelho) com a proteina hibrida 2 (em azul)
havera transcrigio do gene repOrter que, neste caso, produz uma proteina secretada que
degrada o amido presente na placa de seleciio. Quando esta placa € revelada com vapores de
iodo, o amido do meio se torna roxo, formando um halo ao redor da levedura por néo haver

amido nesta regido.




Figura 7: Gene EGFP come repérter no sistema de duplo-hibride. Quando ocorre a
interacdo da proteina hibrida 1 (em vermelho) com a proteina hibrida 2 (em azul) havera
transcrigdo do gene repOrter que, neste caso, produz uma proteina que tem a capacidade de
fluorescer in vivo. Assim, pode se detectar a ativagio de transcrigdo pelos niveis de
fluorescéncia observada nas leveduras, através de microscopia de fluorescéncia ou em um
aparelho de citometria de fluxo. Além disto, as células mais fluorescentes podem ser

facilmente separadas em cell sorter.
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deste gene € feita através da emiss@o de fluorescéncia das leveduras, apds excitagdo com
luz U.V, sendo facilmente visualizada por microscopia de fluorescéncia. Além disso,
pode-se analisar a intensidade de fluorescéncia de células individaais num FACScan e
estas células podem ser separadas em CELL SORTER em uma velocidade de 1000 células
por segundo. Essas propriedades permitem a triagem e analise de células em que o gene
reporter encontra-se ativado sem haver necessidade de semeadura em placa. Portanto, este

ensaio pode se tornar mais rapido, o que ¢ bastante interessante quando se estuda proteinas

de uma biblioteca com, por exemplo, 10° clones.

O terceiro gene construido como reporter sera utilizado no sistema de duplo-hibrido
reverso de levedura (figura 8). O gene CANI (que codifica para arginina permease) de
Saccharomyces cerevisiae (Broach ef al, 1979) foi o escolhido para este sistema, pois seu
produto mata a levedura quando existe L-canavanina (L-can) presente no meio de cultura.
Desta maneira s6 haveréa crescimento celular quando ndo ocorrer a ativagdo do gene, ou

seja, quando ndo houver interagdo proteina-proteina ou proteina-DNA.




linhagem caml®

Placa com L-can Placa com L-can
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Figura 8: Gene CANI* como repérter no sistema de duple-hibride. Quando ocorre a
interacio da proteina hibrida 1 (em azul) com a proteina hibrida 2 (em verde) havera
transcrigdo do gene repérter que, neste caso, produz uma proteina (arginina permease) que
propicia a entrada da L-canavanina presente na placa para o interior da célula. A
incorporac¢io do analogo de arginina é toxica, tornando a levedura inviavel. Portanto,
crescerdao na placa somente as leveduras que nfo ativaram a transcrigdo do gene, ou por
haver uma mutagfo que impega a interagdo dos hibridos, ou por participa¢do de uma terceira

proteina que reprime esta interagdo.
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2. JUSTIFICATIVA

A verificacdo de interago entre proteinas pode elucidar mecanismos basicos
de fisiologia celular e controle de expressdo génica. Além desses aspectos de
conhecimento académico, a interagdo entre proteinas tem sido amplamente usada na
triagem de ligantes de interesse, aplicados na industria farmacéutica e de diagnosticos,
como anticorpos e inibidores. Até o momento, o sistema mais utilizado para esses
propositos aplicados tem sido a expressdo das moléculas de interesse em fagos e
verificagdo de sua interagdo com proteinas purificadas, portanto, apresentando as
limitacdes inerentes aos sistemas in vitro. A utilizagdo de genes reporteres cuja
detecgdo de expressdo seja mais rapida e menos dispendiosa para o sistema de duplo-
hibrido, podera incentivar seu uso nesses casos. Além disso, a dispomibilidade de
genes repérteres com caracteristicas diferentes nos permite estudar uma maior
variedade de interagdes de acordo com suas caracteristicas (ex. interagdes fortes,
reporter menos sensivel; interacdes fracas, reporter mais sensivel). Outro aspecto
importante, no que diz respeito a genes utilizados no sistema reverso de duplo-
hibrido, é a facilidade com que se pode selecionar mutantes que dissociam uma
interagdo protéica e, portanto, delimitam dominios essenciais para a interagdo entre as
proteinas. Vale ressaltar que o sistema de duplo-hibrido avalia a interagdo das
proteinas em ambiente intra celular, avaliando portanto interagSes com as proteinas de

conformacao nativa.
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3. MATERIAL E METODOS

Toda a manipulagdo de DNA, de bactérics e de leveduras feita neste trabalho sera

detalhada a seguir, bem como o material utilizado para a sua realizagdo.
3.1. Microrganismos

Microrganismos procariotos (bactérias) e eucariotos (leveduras) foram utilizados para

se fazer amplificagdes, expressdes e analises de relevancia para este estudo.
3.1.1 Bactérias

As bactérias foram utilizadas neste trabalho como ferramenta biomolecular de
amplificacdo dos diversos plasmidios, recombinantes ou ndo. As linhagens de bactérias
utilizadas serdo descritas a seguir.

Linhagens bacterianas

Neste trabalho foram utilizadas bactérias Escherichia coli da linhagem MC1061 e da
linhagem XL1-Blue. Essas linhagens de bactérias possuem as seguintes especificagdes
genotipicas:

MC1061:

F- araA139 D(ara-leu)7596 galE15 galK16 A(Jac)X74 rpsL (Strf), hsdR2 (rj"my ™)

mcrA merB1.

XL1-Blue:

F":Tn10 proA™ BT lacI' A (lacZ)M15/recAl endAl gyrA96 (Nalf) thi hsdR17 (rj~
my ") supE44 relAl.

A cepa MC1061 foi escolhida por apresentar maior eficiéncia de transformacgio por
eletroporagdo. A linhagem XL 1Blue foi algumas vezes utilizada para se fazer analise

de alfa-complementacdo
3.1.2 Levedura

As leveduras foram utilizadas neste trabalho como hospedeiras para a anilise da
ativagdo dos genes candidatos a reporter para o sistema de duplo-hibrido. As linhagens

de leveduras utilizadas serdo descritas a seguir.




Linhagens de levedura

Neste trabalho utilizamos como hospedeiras as leveduras da espécie Saccharomyces
cerevisiae das linhagens Y190, HF7c, CG-1945 comercializadas pela empresa
americana Clontech. As linhagens YJOZ (Leuther & Johston, 1992) e YPH252
também foram utilizadas como hospedeiras Todas estas linhagens mencionadas

possuem o seguinte genodtipo:
HF7¢:

MATa, ura3-52, his3-200, lys2-801, ade2-101, trpl-901, leu2-3, 112, gal4-542,
gal80-538, LYS2 :: GAL1-HIS3, URA3 :: (GAL4 17-mer)3-CYCl-lacZ

Y190:

MATa ura3-52 his3-200 lys2-801 ade2-101 trp1-901 leu2-3 112 gal4D gal80D, cyh!2
LYS2 :: ' ag-HIS3TATA-HIS3, URA3 :: GALI{jAg-GALITATA-lacZ

YJOZ:
MATa gal4A gal 80A ura3-52 leu2-3 112 ade-1 his3 MEL-1 GAL1-LacZ
CG-1945:

MATa ura3-52 his3-200 lys2-801 ade2-101 trp1-901 leu2-3 112 gal4-542 gal80-538
cyh2 LY S2:: O4H1uas SArara HIS3 URA3::GALA 17MERS(X3)"  TATA" ez

YPH 252
MATo. ura3-52 lys2-8012mber gde2-1010CT€ trp]-Al lys3-A200,leu2-Al
3.2 Meios de cultura

Todos os meios de cultura descritos foram esterilizados em autoclave a uma pressio
de 120 Kgf/em? por 15 minutos.

3.2.1 Meios de cultura para bactéria

2xYT:

Bactopeptona 1%
Extrato de levedura 0.5%
NaCl 1%

PH=74




LB:

Triptona 1%

Extrato de levedura 0.5%
NaCl 1%

Para meio LB solido deve-se acrescentar agar a 1.5%

SOB:

Bactotriptona 2%
Extrato de levedura 0.5%
NaCl 10mM

KCl12,5 mM
MgCly 10mM
MgSO4 10mM

SOC: Adicionar 1ml de soluciio de glicose 2M (esterilizada por filtragio) a 100ml de
SOB.

A estocagem das bactérias foi feita em baixas temperaturas (-90°C), mantendo os
estoques viaveis por longos periodos. Para tanto, € necessario adicionar 400ul de
glicerol esterilizado a 1ml de cultura liquida da bactéria que se deseja estocar e manté-
la a —20°C por 24 horas, antes de transferir para o local de estocagem definitiva a —
90°C.

3.2.2 Meios de cultura para levedura

YPD:

Extrato de levedura 1%
Peptona (para levedura) 2%
Dextrose 2%

SD:
YNB w/o aminoacids and ammonium persulfate 0.17% (Difco)
Dextrose 2%

Sulfato de amoénio 0.5%
Para se fazer SD e YPD solidos deve-se acrescentar agar a 2%

Para os experimentos utilizando o gene da glicoamilase como repérter, foi adicionado
0,1% (p/v), 0,5% (p/v) ou 2% (p/v) de amido (Sigma ou Difco).

Para os experimentos utilizando o gene CANI" como repérter, concentracdes
variadas de L-canavanina (Sigma) foram adicionadas ao meio SD solido.




Os meios foram esterilizados da mesma maneira descrita para os meios de cultura de

bactérias.

As leveduras utilizadas foram mantidas em meio de cultura solido (YPD para as
"vazias" e SD seletivo para as que continham plasmidios) a 4°C e repicadas
periodicamente. Estoques a -90°C utilizando glicerol (ja descrito para as bactérias)

também foram realizados.

3.3 Solucdes de antibidticos, aminoacidos e bases nitrogenada:

Antibidticos:

Ampicilina: utiliza-se 100pg/ml de ampicilina a partir de um estoque de 100mg/ml.
Canamicina: utiliza-se 100pg/ml de canamicina a partir de um estoque de 7mg/ml.
Aminedcidos e bases nitrogenadas (Sigma):

Adenina: utiliza-se 250pl de adenina (estoque:2mg/ml) para 25ml de meio de cultura

L-histidina: utiliza-se 250pl de histidina (estoque:2mg/ml) para 25ml de meio de

cultura

L-canavanina: quantidades variadas de L-canavanina (estoque:Smg/ml) foram

utilizadas nos varios experimentos realizados
L-leucina: utiliza-se 250l de leucina (estoque:3mg/ml) para 25ml de meio de cultura
L-lisina: utiliza-se 250u] de lisina (estoque:3mg/ml) para 25ml de meio de cultura

L-triptofano: utiliza-se 250yl de triptofano (estoque:2mg/ml) para 25ml de meio de
cultura

Uracil: utiliza-se 250pul de uracil (estoque:2Zmg/ml) para 25ml de meio de cultura
3.4 Métodos
3.4.1 Reac¢do em Cadeia da Polimerase (PCR)

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) utiliza um DNA molde para a sua
amplificagdo. Quando este DNA esta purificado, 1ng do mesmo ¢ acrescido a reagdo,
quando ndo estd purificado ou seja, quando o plasmidio ndo foi isolado de uma

bactéria hospedeira, uma PCR de coldnia é realizada.




3.4.1.1 PCR utilizando DNA purificado

Reacdes de PCR foram conduzidas, utilizando os iniciadores e programas descritos
abaixo, em reagdes de 100 pl (para amplificagao e purificagdo de fragmentos)
contendo tampao de PCR 1X, 200 uM de cada nucleotideo trifosfatado, 0,01 U/ul de
polimerase 7aq, 0,25 a 1 pM de cada iniciador e o0 molde do DNA a ser amplificado
(geralmente 1ng). O DNA foi amplificado em aparelhos termocicladores e o resultado

das amplificagdes foi analisado em géis de agarose contendo brometo de etidio.

Tampio de PCR

NaCl 40 mM

MgCly 1,5 mM

0,1% Triton X-100
Tris-Cl 10 mM pH = 8,4

3.4.1.2 PCR de coldnia

Coldnias de bactérias foram retiradas diretamente da placa com ponteiréis de
micropipeta esterilizadas. As ponteiras contendo as bactérias foram entfo limpas oito
vezes sobre meio LB sélido contendo ampicilina e utilizadas como molde para a PCR
através de quatro refluxos com micropipeta em 10 ul da solu¢io para a reagdo (como
descrita no item 3.4.1.1). A placa ¢ incubada a 379C para estoque das bactérias.O
produto de PCR ¢ separado em gel de agarose 0.8% contendo brometo de etidio. A
presenca de uma banda do tamanho esperado indica que o DNA foi amplificado e que

a colonia correspondente contém o plasmidio ligado ao inserto desejado.
3.4.1.3 Iniciadores (primers) utilizados nas PCR

Iniciadores para amplificacio do CYC-1 :
5'Sac I Xho 1 CYC-1 promoter
5'GAC TCC GAG CTC GCA CTC GAG ATC GAC TAT ATA TAT GTC TG 3'

3'Spe 1 CYC-1 promoter
5'CGC GGC ACT AGT ATT AAT TTA GTG TGT GT 3'

Iniciadores para amplificacio da regiio 3'do gene Glico
5'Spe 1 Glico
SATG TCG TTC CGA TCT CTA CTC GCC C 3




40

3'Pst 1 Glico
5'CGG TCC AGA AGG ACT GCA GGT AGC &

Sequéncia do GALpas
5'Sac I (upper strand- 60 nucleotideos)

5'CGG AGT ACT GTC CTC CGC TCG AGC GGA GTA CTG TCC TCC GAA
CGG AGT ACT GTC CTC CGG

3'Bam HI (lower strand- 68 nucleotideos)

5'GAT CCC GGA GGA CAG TAC TCC GTT CGG AGG ACA GTA CTC CGC
TCG AGC GGA GGA CAGTACTCC GAG CT

A sequéncia 3'Bam HI de GALUAS foi utilizada como iniciador na amplificago
descrita na figura 5 (Resultados).

3.4.1.4 Programas utilizados nas PCR

Programa utilizado para amplificar CYC-1:

I- 1 ciclo de 5 min. a 94°C

1I- 1 ciclo de 1 min. a 94°C

I- 1 ciclo de 1 min. a 55°C

Iv- 1 ciclo de 2 min. a 72°C

V- 25 ciclos de 1 min. a 94°C, 1 min. a 55°C e 2 min. a 72°C
Vi- 1 ciclo de 10 min. a 72°C

VII- 1 ciclo de 15 min. a 04°C

Programa utilizado para amplificar regido 5'do gene Glico:

I- 1 ciclo de 4 min. a 94°C

1I- 1 ciclo de 1 min. a 94°C

III- 1 ciclo de 1 min. a 58°C

IV- 1 ciclo de 2,5 min a 72°C

V- 25 ciclos de 1 min. a 94°C, 1min. a 58°C e 2,5 min. a 72°C
VI- 1 ciclo de 19 min. a 72°C

VII- 1 ciclo de 15 min. a 04°C

Programa utilizado para amplificar GALUAS, CYC-1 e parte do gene Glico
I- 1 ciclo de 5 min. a 94°C
I1- 1 ciclo de 1 min. a 94°C
[11- I ciclo de I mun. a 50°C
V- 1 ciclo de 2 min. a 72°C
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V- 35 ciclos de 1 min. a 94°C, 1 min. a 50°C € 2 min. a 72°C
VI- 1 ciclo de 10 min. a 72°C
VII- 1 ciclo de 15 min. a 04°C

3.4.2 Seqiienciamento de DNA

A seguir descreve-se como foram realizadas as reagdes de sequenciamento bem como

os iniciadores e programas utilizados.
3.4.2.1 Reacao de seqiienciamento

O seqiienciamento do DNA foi realizado segundo a técnica de termina¢do com
didesoxi-ribonucleotideos (descrita por Sanger ef. al, 1977). Para a reagio foi
utilizado um Kit comercial (Thermo sequenase fluorescent labelled primer cycle
sequencing) da empresa Amersham - Life Science, cujas instrugdes descritas no
manual foram seguidas. O seqilenciamento foi feito automaticamente utilizando o
sistema de seqlienciamento automatico de DNA Automated Laser Fluorescent

(A.L.F.) comercializado pela empresa Pharmacia Biotech.

Para as reagOes sdo utiizados 500 ng de DNA plasmidial em um volume de 5Sul. Nos
tubos apropriados adicionam-se: 0 DNA, 1 pmol de iniciador, 2 pul de uma mistura de
reagdo que inclui didesoxi-ribonucleotideos (estes, ao serem incorporados, bloqueiam
o elongamento da cadeia porque néo apresentam a hidroxila 3' terminal necessaria para
formar a ligacdo fosfodiéster seguinte). Adiciona-se uma gota de Oleo mineral e os
tubos sd@o colocados em uma maquina de PCR seguindo-se o programa ALF40 (a
seguir). Ao terminar adiciona-se 4 pl de Stop Solution e segue-se a eletroforese em gel

de poliacrilamida desnaturante usando-se o sequenciador automatico A.L.F.

3.4.2.2 Iniciadores (primers) utilizados nos sequenciamentos
Iniciador M13 Reverse (Pharmacia Biotech)
5'CAG GAA ACA GCT ATG AC 3!

Iniciador M13 Universal Foward (Pharmacia Biotech)
5'CGA CGT TGT AAA ACG ACG GCC AGT 3

3.4.2.3 Programas para o sequenciamento

Programa ALF40

I-  95°C por 2 min.
II-  37°C por 1.30 min.
- 72°C por 1.24 min




IV-  95°C por 0.36 min.

V- Repetir passos 2, 3 e 4 por 34 vezes
VI- 72°C por 10 min.

VII- 04°C por 15 min.

3.4.3 Eletroforese de DNA

Na grande maioria das eletroforeses de DNA realizadas neste trabalho utilizou-se géis
de agarose como malha para separacdo. Quando o fragmento a ser analisado
apresentava um tamanho muito pequeno (<300pb) utilizou-se géis de poliacrilamida.

3.4.3.1 Eletroforese de DNA em gel de agarose

A agarose (0,8 - 1 % p/v) ¢ fundida em TAE 1X em forno de microondas na poténcia
méxima por 1-2 minutos. Apos a completa dissolugdo da agarose no tampdo é
acrescentada solugdo brometo de etidio para uma concentrac@o final de 0,5 pg/ml. O
gel € polimerizado em cuba de eletroforese a temperatura ambiente por cerca de 10
minutos. Para corrida de DNA aplica-se uma voltagem de 1 a 5 V/cm.

TAE 1X:
Tris-acetato 0,04 M
0,001 M de EDTA

3.4.3.2 Eletroiorese de DNA em gel de poliacrilamida
Para se fazer um gel 8% num volume final de 40ml usa-se:

10,6ml de 30% acrilamida/bis (29:1)- estoque

8,0ml de TBE 5x (54g de Tris, 27,5g de Acido borico, 20ml de 0,5M de EDTA, p/100ml )
21,4ml de ddH,O

Procedimento: Separa-se 10ml da solucdo preparada como descrito acima para vedar a
superficie inferior da placa montada. A esses 10ml de solugdo acrescenta-se 200ul de
persulfato de amoénia e 15 pl de TEMED. Apods a polimerizagdo do gel de vedagio,
acrescenta-se 300ul de persulfato de amoénia e 20ul de TEMED aos 30ml restantes da
solugdo para polimerizagdo do gel de corrida. Uma vez o gel polimerizado as amostras
foram aplicadas e submetidas a corrida em cuba vertical com TBE 1x a 100V por

aproximadamente 1.30 horas. A seguir procede-se a colorag@o descrita abaixo.




3.4.3.3 Coloragao de gel de poliacrilamida por prata

Solugdo A: Fixadora (alcool/ac acético) volume final 1000ml
100ml de etanol

Sml de ac.acético glacial

Solug@o B: Prata (nitrato de prata) volume final 300ml
0,3g de AgNO3

100ml de solugdo A (fixadora)
200ml de ddH,O

Solugdo C: Reveladora (formol/ NaOH) volume final 1000ml
30g de NaOH

3ml de formaldeido 37%

completar com ddHpO para 1000ml

Usam-se 250 a 300ml de solu¢@o em cada etapa

Remove-se o gel da placa e coloca-se na solugdo A por 10 min. para fixar o DNA. Em
seguida o gel € transportado para a solugdo B onde permanece por 10 min.para
incorporagéo da prata. Usa-se agua deionizada durante 1min para tirar o excesso de prata.
Transfere-se o gel para a solucdo C incubando-o até que as bandas se tornem bem nitidas.
Para cessar a revelagdo, o gel ¢ transferido novamente para a solugéo A (fixadora).

3.4.4 Precipitagio de DNA

O DNA pode ser precipitado da seguinte forma: o volume da mistura que contém o DNA
€ complctado para 100 pl com HyO. Acrescenta-se 25 ul de acetato de amdnio 10 M, 250
pl de etanol absoluto, 1 pl de glicogénio e vortexa-se. Precipitagio a -200C por 10

minutos seguidos de uma centrifugacdo a 14.000 rpm por 10 minutos. Elimina-se o
sobrenadante e ressuspende-se 0 DNA em HyO.

3.4.5 Purificacido de DNA em gel de agarose

Para purificagdo de DNA a partir de bandas recortadas de géis de agarose foi utilizado o
kit Geneclean™ (BIO 101, Inc.), de acordo com as recomendacgdes do fabricante, como

descrito a_seguir:

Bandas contendo DNA sdo excisadas de um gel de agarose contendo brometo de etidio
usando-se ondas longas de UV para visualiza-lo. O volume da agarose ¢ calculado de
acordo com o seu peso (1g = 1ml) e ¢ entdo adicionado um volume de Nal igual a 3 vezes

a esse peso. O gel € dissolvido a 550C, devido a propriedade caotropica da solucdo de Nal.
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Glassmilk, uma matriz de silica capaz de se associar ao DNA, € adicionada em seguida &
solugdo (5 ul para até 5 pg) e a mistura € deixada no gelo por 15 minutos. A matriz
contendo o DNA ligado € coletada por centrifugagéo e lavada com 0,5 ml de tampio New
Wash por trés vezes. O DNA ¢ eluido do glassmilk com agua a 55°C e recolhido apos uma
centrifugacdo.

3.4.6 Digestao de DNA com enzima de restri¢io

O DNA a ser digerido ¢ colocado em um tubo de micro-centrifuga contendo a enzima de
restrigdo desejada em excesso de 5 vezes (sendo que a quantidade padrio utilizada é de
uma unidade de enzima para cada micrograma de DNA), o tampdo proprio para ela e
agua. A concentragdo de DNA nunca excede 0,2 pg/ul e a quantidade de enzima utilizada

nunca € maior que 10% do volume. A mistura é incubada a 37°C por 2 horas.
3.4.7 Ligacdo de fragmentos

A mistura de ligagdo € composta de 100 ng do vetor (digerido pelas enzimas de restrigio
apropriadas) misturados ao inserto a ser ligado (3 vezes a quantidade equimolar a do
vetor), ambos previamente digeridos e purificados em gel de agarose por GeneClean.
Acrescenta-se a mistura 2pl do tampéo especifico da ligase (Gibco, 5x) e 1ul da enzima
T4 DNA ligase (Gibco, 5U/ul) utilizados para fazer a ligacdo. A ligacdo € realizada a
229C por 4 a 16 horas. Apos este periodo, mantém-se 0 DNA a 04°C.

3.4.8 Preenchimento das pontas com Klenow polimerase 1

Adicionam-se ao tubo: inserto e vetor em quantidades equivalentes aquelas para se fazer
uma liga¢o padrdo, 0,5mM de dNTP, 2pl de tampdo da Klenow (10x), 3ul da enzima
Klenow polimerase I (Difco, 3,9U/ul) e agua para um volume final de 20ul.

Apos a mistura, mantém-se a temperatura ambiente por Smin. e em seguida a 37°C por
mais Smin.. Precipita-se o DNA e faz-se a ligacdo do inserto no vetor como descrito

anteriormente.
3.4.9 Fosforilacido, anelamento e formacio de dimeros de “*"UAS (figura 9)

Para a fosforilagdo adicionou-se lug de lower strand (1,5pl), 1ul de tampdo (Gibco 5x
conc.), 1pl de polinucleotideo quinase (PNK, Gibco, 10U/pl) e 4gua para um volume final
de Sul.

Apos a mistura, deixou-se por 30 min. a 37°C e mais 10 min. a 65°C para inativar a

enzima.
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Acrescentou-se 1ug da fita upper strand (1,4pl) e ferveu-se por Smin. deixando, apos este

tempo, esfriar a temperatura ambiente

Para a formag¢do dos dimeros de “*UAS, acrescentou-se 0,5ul de ATP, 1pl de tampido
(Gibco - 5x conc.), 1ul de enzima T4 ligase (Gibco) e agua para um volume final de

10pl.,Para a ligagdo ocorrer, deixou-se durante 2 horas a 22°C.

O dimero estava preparado mas ndo estava pronto para ser ligado ao vetor, pois uma das
pontas ainda teriam que ser fosforiladas.

Portanto, adicinou-se a mistura de ligagio 1ul de polinucleotideo quinase (PNK, Gibco,
10U/ul) e 0,25 pl de ATP. Deixou-se por 30 min a 37°C e mais 10 min. a 65°C para

inativar a enzima.
Apds o tratamento com PNK, fez-se a ligacdo normal.

3.4.10 Desfosforilacio de vetores

Apos a digestdo e purificagdo do vetor a ser ligado, acrescenta-se a este vetor, t;&mpio da
fosfatase (Gibco, 5x conc.), enzima fosfatase (Gibco, 10% do volume final) e 4gua para
um volume final de 20pl. Deixa-se a 37°C por 30 min e precipita-se ou purifica-se 0 DNA,

como descrito nos itens 3.4.4 e 3.4.5, respectivamente.

3.4.11 Transformacio de bactérias

Para a introdugdo de DNA nas bactérias o método utilizado neste trabalho foi o de
eletroporacdo. Para tanto, a preparacio de bactérias eletrocompetentes € necessaria e
¢ feita como descrito a seguir, conforme protocolo modificado por Marcelo Bento

Soares (comunica¢do pessoal):
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57 CGGAGTACTGTCCTCCGCTCGAGCGGAGTACTGTCCTCCGAACGGAGTACTGTCCTCCGG 3°

A N N R NN RN RN RN

37 TCGAGCCTCATGACAGGAGGCGAGCTCGCCTCATGACAGGAGGCTTGCCTCAT GACAGGAGGCCCTAG 5°

S R L )
ST T AR )

G

A I R
gl AT

Figura 9: Insercio de dimeros de GALUAS para comstrucio de YCpGCGl. Os
oligonucleotideos cujas seqiiéncias estdo mostradas em A foram utilizados na construcao (fitas
upper em cinza e lower em preto) do cassete de expressdo presente em YCpGCG1. Inicialmente
a fita Jower (B) foi fosforilada (C) e anelada a fita upper (D). Uma liga¢do foi feita para a

formagdo do dimero GALUAS (E) que foi novamente fosforilado (F) para permitir sua ligacdo ao
vetor YCpCG desfosforilado (G).
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3.4.11.1 Preparacio de bactérias eletrocompetentes

Uma coldnia da bactéria selecionada € inoculada em 100 ml de meio 2xYT, contendo,
no caso da bactéria XL1Blue, o antibidtico desejado na concentracdo final de 100
mg/ml. Esse primeiro passo ¢ chamado pré-indculo e deve ser colocado em um
agitador a 37°C para crescimento por 12 a 16 horas. Em seguida sdo utilizados 10 ml
desse pré-indculo para inocular 1L de 2xYT sem antibioticos. O crescimento em
agitador a 37°C é acompanhado até a turbidez medida a 600nm de 0.2-0.25. T30 logo
essa densidade de crescimento seja alcangada o frasco contendo a cultura deve ser
resfriado no gelo. Uma vez frio, a cultura ¢ centrifugada a 16000 G por 10 minutos a
4°C para coletar as células. O sobrenadante & descartado e o sedimento ¢
ressuspendido em 50 ml de glicerol 10% frio (4°C) e esterilizado. A suspensdo €
centrifugada novamente por 15 minutos nas mesmas condicdes anteriores. As células
sdo entdo lavadas por mais duas etapas de ressuspensfio e sedimenta¢io com 100 ml
de glicerol 10% a 4°C seguido de centrifugagdo por 15 minutos nas condicdes ja
descritas. Uma tltima etapa de lavagem ¢ feita com 50 ml de glicerol 10% a 4°C e
sedimentacdo por 20 minutos de centrifugagdo nas condicdes ja descritas. O
sobrenadante ¢ descartado e as células sdo ressuspendidas em 1 - 2 ml de glicerol frio
(4°C).As células em suspensio sdo diluidas com glicerol 10 % até que uma aliquota de
25 pl diluida em 10 ml de glicerol 10 % alcance uma turbidez a 600nm de 0.15. A

suspensdo € entdo separada em aliquotas de 40 pl que sio estocadas a -70°C.
3.4.11.2 Eletroporacio de bactérias

Celulas eletrocompetentes armazenadas a -70°C s@o descongeladas em gelo por 15
minutos. Em seguida adiciona-se 0 DNA ou a mistura de ligagio (1 a Sng de
plasmidios pequenos ou 1ul da mistura de ligagdo) e incuba-se em gelo por 5 minutos.
As células sdo entdo transportadas para cubetas de eletroporacdo e submetidas a um
choque elétrico de 2,5 KV (resisténcia de 200 OHMs, capacitancia de 25uFD). As
bactérias sdo incubadas em meio SOC a 37°C por 1 hora e semeadas em LB contendo

o antibidtico necessario para a selegdo dos transformantes.
3.4.12 Extracio de DNA plasmidiano

As extragBes de DNA plasmidiano foram feitas geralmente pelo método conhecido
como miniprep de bactéria. Quando da necessidade de obtencio de quantidades
maiores de DNA (>5pug) o método conhecido como maxiprep de bactéria foi utilizado.
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3.4.12.1 Mini-preparacfo de plasmidio bacteriano (miniprep de bactéria)

-

Coldnias individuais sdo crescidas a 37°C com agitagio em 3 ml de LB contendo
antibiotico por 12-16 horas, centrifugadas e ressuspendidas em 100ul de GTE. A elas
sao adicionados 200pl de solugdo de lise, no gelo. Depois de 5 min.; adicionam-se
150 pl de KOAc, mistura-se por inversdo (4 vezes) e centrifuga-se por 5 min.. Ao
sobrenadante acrescentam-se 400 pl de fenol: cloroférmio: alcool isoamilico (25: 24:
1) e centrifuga-se por 1 min.. A fase aquosa é retirada e misturada com 2 volumes de
etanol absoluto gelado (-20°C) e centrifugada por 10 min., em microcentrifuga, para a
coleta do DNA. O sedimento ¢ ressuspendido em 20 ul de solugdo de TE/RNAse e
incubado a 37°C por 20 min. O DNA é entio estocado a 4°C.

GTE:

Glicose 50 mM

EDTA 10 mM

Tris-Cl pH 8.0, 25 mM

Solucio de lise p/ bactéria:
NaOH 0,2 N
SDS1%

KOQOAc:

Acetato de potassio (5M) 60ml
Acido acético glacial 11.5ml
Agua 28.5ml

TE/RNAse:

Tris-Cl (pH = 7.4) 10mM

EDTA (pH = 8) ImM

RNAse pancreética livre de DNAse 20pg/ml

3.4.12.2 Maxi preparacio de plasmidio bacteriano (Plasmid maxi protocol-
QIAGEN)

No dia anterior a preparagdo inocula-se uma colonia em 50 ml de LB, contendo
antibiotico, e incuba-se com agitagdo a 37°C por 16 horas. No dia seguinte adiciona-se
todo o pré-inoculo em 450 mi de LB, contendo antibidtico e incuba-se a 37°C até
atingir a turbidez medida a 600 nm em torno de 1.0-1.2 (aproximadamente 3 horas).
Centrifuga-se a 6000 rpm em rotor GSA por 15 min. a 4°C. O sedimento é
ressuspendido em 10 mi de tampdo P1 e transferido para tubo Sorvall de 50 ml.

Adicionam-se 10 ml de tamp3o P2, mistura-se e incuba-se a temperatura ambiente por
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5 min. Adicionam-se entdo 10 ml de tampao P3, mistura-se e incuba-se no gelo por 20
min. Centrifuga-se a 12.000 rpm em rotor SS-34 por 40 min. a 4°C. O sobrenadante é
removido e filtrado em frasco esterilizado com 13 de vidro. Pode-se congelar o
material neste ponto. Equilibra-se a coluna de purificagdo com 10 ml de tampdo QBT
O sobrenadante filtrado ¢ despejado na coluna. Lava-se 2x a coluna com 30 ml de
tampdo QC. O DNA ¢ entdo eluido com 15 ml de tampdo QF diretamente em um tubo
Corex de 30 ml. O DNA ¢ precipitado com 0.7 volumes de isopropanol. Centrifuga-se
a 9.500 rpm em rotor HB-4 por 30 min. a 4°C e ressuspende-se o sedimento em 1 ml
de agua. O DNA ¢ estocado a 4°C.

3.4.13 Hibridacao de coldnia

Virias colonias foram transferidas para a membrana Hybond N+ (dmersham) e lisadas
como descrito nas paginas 9.37 a 9.58 , vol 2 de Sambrook ez a/. (1989).

A sonda radioativa foi feita seguindo-se as recomendacdes do kit Prime-it (Stratagene)
utilizando-se como molde o fragmento codificante para p53 de murino (72-390)
retirado do plasmidio pVA3 (Clontech).

A hibridag@o de colonia foi conduzida segundo descrito em Church, GM & Gilbert, W
(1984).

A membrana seca ao ar foi envolta em filme de PVC e exposta contra filme de raio X
(Braf QA-S Kodak, EUA) na presenca de intensificadores (Kodak, EUA) a ~70°C por

um periodo de 36 horas.

As autorradiografias foram reveladas utilizando-se revelador e fixador para filmes de
raioX Kodak (Brasil) preparados conforme especificagdo do fornecedor.

3.4.14 Contagem das células em cAmaras de Neubauer

Uma aliquota € retirada da cultura a ser contada e convenientemente diluida para uma
concentra¢do dez vezes menor. Em seguida esta diluicdo € pingada em uma cimara de

Neubauer, coloca-se uma laminula por cima do pingo e leva-se ao microscopio éptico.

Camara de Neubauer: E formada por nove quadrados de 1mm? de 4rea, portanto tem
9mm’ de superficie. Cada um dos nove quadrados é subdividido. Os quatro quadrados
chamados externos (A, B, C, D) sdo divididos em 16 pequenos quadrados, medindo
cada um 1/16 do mm’. O quadrado central (E) ¢ dividido em 25 pequenos quadrados
medindo cada um 1/25 do mm”. Cada um destes, por sua vez, € dividido em outros 16

quadradinhos medindo 1/400 do mm® como mostrado a seguir:




50

N
\

Deve-se contar as leveduras presentes nestes dezesseis quadradinhos nos quatro
quadrados (um deles representado por X) localizados nos cantos do quadrado E. Apos
a contagem do nimero de células em cada um dos quatro quadrados, separadamente,
calcula-se a média dos quatro, multiplica-se por 25 (referente aos vinte e cinco
quadrados maiores) ¢ o valor resultante ¢ multiplicado por 10* células/ml. Este é o
nimero de células/ml na aliquota que foi diluida. Para a cultura inicial, multiplica-se
este valor por dez.

3.4.15 Transformacio de Levedura [Gietz, R. D. e R. H. Schiestl (1996)]

As células sdo obtidas através do indculo de uma colénia em YPD e crescimento com
agitacdo por 12-16 horas. A cultura ¢ diluida 1:100 em YDP (repique) e crescida com
agitaco pelo mesmo periodo de tempo. As células sio contadas em camara de
Neubauer e inoculadas em YPD a uma densidade de 5 x 106 células/ml (30°C,
agitagdo a 150 rpm). O crescimento é acompanhado até densidade de 1,6 a
2x107células/ml. O namero total de células é calculado e as células sdo coletadas por
centrifugacdo por 5 min. a 3000 G, ressuspendidas em 30ml de H7O e centrifugadas.

O sedimento ¢ ressuspendido em 400ul de LiAc 0,1M. O volume equivalente a 2x10%




células € centrifugado em microcentrifuga e ressuspendido em 1 mi de LiAc 0,1 M. 50
pl de células competentes (1x10% células) sdo centrifugados, o sobrenadante ¢
desprezado e sobre o sedimento adiciona-se nessa ordem: 240 ul de PEG 4000 50%
(p/v), 36 ul de LiAc 1 M, 25 ul de ss-DNA 2 mg/ml fervido por 5 min e resfriado em
banho de gelo e 50 pl de solugdo de DNA contendo 1 pg de cada plasmidio. O
sedimento € entdo ressuspendido e incubado a 30°C por 30 min, sem agitacdo. Um
choque térmico a 42°C ¢ aplicado em seguida por 30 min. Centrifuga-se novamente

por 15 seg e remove-se o sobrenadante. O sedimento ¢ ressuspendido em 500 pl de
H,O de onde se semeiam em meio seletivo.

LiAc: Acetato de litio dissolvido em 4gua (0.1 ou 1 M).

PEG: Polietilenoglicol (3350) dissolvido em agua (50% p/v).
ss-DNA: DNA de esperma de salméo dissolvido em 4gua (2 mg/ml).
3.4.16 Teste de marcas

Esse € um simples teste utilizado para eliminar a possibilidade de se selecionar um
contaminante dentre os transformantes de leveduras. Uma mesma coldnia selecionada
¢ semeada em placas contendo meios diferentes, cada um com caréncia de um
nutriente especifico. Nos meios onde faltam os aminoacidos para os quais a levedura

testada € auxotrofica, esta ndo deve crescer.
3.4.17 Mini-preparacfio de plasmidio de levedura (miniprep de levedura)

Culturas sdo crescidas a 30°C em meio seletivo, centrifugadas e a elas ¢ adicionada
solugdo de lise. Mistura-se em agitador, adicionam-se fenol: cloroformio: 4lcool
isoamilico (25:24:1) e pérolas de vidro (Sigma, 425-600 microns, G-8772), mistura-se
novamente e centrifuga-se. Ao sobrenadante ¢ adicionado acetato de aménio (0,25 V
de solugdo 10 M), 1 ul de glicogénio e dois volumes de etanol absoluto. A mistura é
deixada a -20°C por 10 min e depois centrifugada por 10 min. O sedimento é lavado

com etanol 80 % e ressuspendido em agua. O DNA ¢ estocado a 4°C.

Solugio de lise p/ levedura:
Triton 2 %

SDS 1%

NaCl 100 mM

Tris-Cl pH 8,0 10 mM
NayEDTA 1 mM




3.4.18 Ensaio para determinacio da ativacio do gene Lac Z
Ensaio de metabolizacdo de X-Gal

Colonias de leveduras s3o crescidas em filtro (geralmente uma membrana de
nitrocelulose com poros de 0.45um) depositado sobre meio sélido seletivo. O filtro €
mergulhado em nitrogénio liquido para quebrar as células e € em seguida colocado
sobre papel de filtro embebido com X-Gal 2% em tampio Z e deixado na estufa a
370C por 1 a 3 horas. Neste tempo, colonias de células que expressam beta-
galactosidase devem apresentar a cor azul devido a metabolizacdo de X-Gal em um
composto dessa cor.

Tampio Z (Z-buffer):

60 mM NayHPOy4

40 mM NaH,oPOy4

10 mM KCI, 1 mM MgSOy
0,025% p/v SDS

pH=7

Quando necessaria a presenca de beta-mercaptoetanol, essa substancia deve estar na
concentracgdo final de 50mM.

X-Gal: Dissolver o X-Gal (5-bromo-4-cloro-3-indolyl-S-D-galactopiranosidio) em N,
N-dimetilformamida (DMF) na concentragéo de 20 mg/ml.

3.4.19 Teste de pingos

Culturas de leveduras sdo crescidas com agitagdo a 30°C em 5 ml de meio liquido
seletivo até que atinjam a fase estacionaria (aproximadamente 2 X 107 células/ml). Ao
atingirem esta fase, sdo pingadas (pingos de 10-30pl) em placas seletivas contendo
amido (experimentos com o gene Glico) ou L-can (experimentos com o gene
CAN1™). Apbs 24 horas de incubagdo das placas a 30°C, € possivel se fazer a analise
de degradacdo de amido ou a analise de sobrevivéncia.

3.4.20 Revelacio de atividade amilolitica com vapores de iodo

Apos o pingo das leveduras em placas contendo 0,1; 0,5 ou 2% (p/v) de amido, as
placas s@o incubadas a 37°C por 36 horas. Retira-se a placa da estufa e coloca-se
aproximadamete 0,5¢g de cristais de iodo na tampa da placa e fecha-se para os vapores

entrarem em contato com o meio contendo amido como mostrado a seguir:
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Os cristais sdo mantidos na tampa por aproximadamente 2 a 3 minutos. Os vapores
coram de roxo o meio contendo amido e visualiza-se o halo transhicido ao redor da

colonia de levedura, se esta expressar o gene da glicoamilase.
3.4.21 Teste de sobrevivéncia

Culturas de leveduras sdo crescidas com agitagio a 30°C em 5ml de meio liquido
seletivo por aproximadamente 36 horas. Apos este periodo uma aliquota ¢ retirada
para a contagem das células. Estas células sio semeadas em placas com concentragdes
variadas de L-can ou em placas sem L-can, para controle. As placas s@o levadas para
uma estufa a 30°C por 72 horas. As coldnias sdo contadas e € feita a analise de

sobrevivéncia.
OBS: As colbnias s3o contadas sempre no terceiro dia apds semeadura.
3.4.22 Andlise de fluorescéncia em citometria de fluxo

A analise de citometria de fluxo foi realizada no FACScan (Becton Dickinfon
Immunocitometry Systems) do Departamento de Bioquimica e Imunologia, ICB,
UFMG, sob a supervisdo do Prof Keneth Gollob.

As amostras a serem analisadas sdo diluidas em PBS 1x a uma concentracdo de 106

células/ml. Em seguida elas sdo levadas ao aparelho para a analise de fluorescéncia.

O fluxo foi ajustado para 100.000 células por segundo durante a analise. A
fluorescéncia foi detectada em FL2 e a luz de excitagio foi produzida com

comprimento de onda de 488nm.
3.4.23 Separaciio das células em cell sorter

Para a separagio das células foi escolhida uma regidio que abrange ~35% das células
mais fluorescentes no grafico. Esta regido foi selecionada baseando-se no perfil de
fluorescéncia do controle positivo. O programa NORMAL-R SORT MODE do
FACScan foi utilizado para este experimento. A frequiéncia utilizada para a passagem
das células no aparelho foi de 3500-4000 células por segundo.

3.4.24 Teste de flutuacio (Luria & Delbruck, 1943)

Uma coldnia de levedura ¢ diluida em 500p] de 4gua e uma aliquota é levada ao
microscopio para que se faga a contagem das células. Sdo colocadas 100 células em
cada um de dez tubos com 1 ml de meio seletivo e 1000 células em um tubo com 10

ml de meio seletivo. Apos o crescimento por 38 horas em agitacdo a 30°C, as células




chegam a uma concentragdo de 10® células/ml. Sdo semeadas 10 placas seletivas com
103 células provenientes dos 10 tubos contendo 1ml de cultura e 10 placas seletivas
com 103 células provenientes do tubo contendo 10ml de cultura. Apos 72 horas de

incubacgdo a 30°C as placas sdo analisadas.
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4. RESULTADOS

Neste tr~balho, trés genes foram escolhidos como candidatos a reporteres alternativos
para o sistema de duplo-hibrido em levedura. S3o eles: glicoamilase de Aspergillus
awamori, EGFP ("Enhanced Green Fluorescent Protein") de Aequoria victoria e

CANI1 de Saccharomyces cerevisiae.

4.1 GENE DA GLICOAMILASE

O gene da glicoamilase foi o primeiro dos trés genes a ser testado. Antes de se
construir um sistema baseado neste gene repoérter, algumas padroniza¢Ses iniciais

foram feitas, utilizando um vetor epissdmico de expressdo constitutiva.

4.1.1 Padronizacdo dos ensaios de atividade de glicoamilase

Foram feitos experimentos iniciais para se estabelecer as melhores condicdes de
visualizac@o da expressdo do gene da glicoamilase, para sua utilizagdo como reporter.
Para tanto, analisamos a expressdo do gene sob o controle de um promotor forte e
constitutivo. Utilizamos o plasmidio epissdmico YEpGI1 (Scorpioni er al., 1993),
gentilmente cedido pela Dr*. Ana Clara Guerrini Schenberg - ICB, USP, no qual o
gene da glicoamilase encontra-se posicionado a jusante do promotor PGK
(fosfoglicoquinase de levedura). Foram analisadas diferentes linhagens de levedura,
variou-se a concentragdo de amido no meio de cultura, estabeleceu-se o tempo 6timo

de exposi¢@o a vapores de iodo e foram conduzidas simula¢Ses de selegdo de duplo-
hibrido.

4.1.1.1 Linhagens que apresentam melhor halo de degradacfo de amido

O plasmidio YEpG1 foi introduzido em quatro linhagens de levedura previamente
utilizadas no sistema de duplo-hibrido: YJOZ, HF7c, CG-1945 e Y190, seguindo o
protocolo de transformaggo descrito em "Material e Métodos". Estas linhagens foram
escolhidas para uso neste trabalho por conterem pelo menos um repérter para o

sistema, 0 que nos permite comparar os resultados obtidos.

Dois clones resultantes de cada uma das transformacdes foram subcultivados em meio

liquido, aliquotas de cultura estacionaria (crescidas por 1 dia) foram pingadas
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(ver "Material € Métodos") em placas contendo 2% p/v ou 0,5% p/v de amido
adicionado ao meio e, apos a revelagdo com vapores de iodo, foi observado que a
linhagem de levedura Y190 apresentava o maior halo de degradagdo de amido dentre
as quatro linhagens analisadas (figura 10). A utilizagdo da concentragdo de amido
menor que a previamente descrita (Scorpioni ef al.,1993) permite melhor visualizacao
de atividade amilolitica em todas as linhagens testadas (10B). E importante ressaltar
que todas as linhagens testadas so apresentaram atividade amilolitica quando albergam
o plasmidio YEpG1 (dados ndo mostrados e resultados descritos em 4.1.1.3).

4.1.1.2 Tempo de exposi¢io das leveduras a vapores de iodo

Foi testada a capacidade de recuperagio de leveduras ap0s a exposi¢do a vapores de
iodo. Apos quatro minutos de exposicio, os vapores de iodo se tornam muito toxicos
para as leveduras, quase nfo havendo crescimento em meio liquido em 24 horas. A
exposi¢do durante dois minutos foi suficiente para que o amido do meio fosse bem
corado pelos vapores de iodo (figura 10) e também ideal para uma boa recuperagio
das células em meio liquido (figura 11).

4.1.1.3 Simulacio de triagem de duplo-hibrido

Foi feita uma simulacio de triagem (screening) de biblioteca para se verificar a
possibilidade de visualizagdo de halo diretamente nas placas da transformacdo e
também a possibilidade de se detectar a presenga de somente um clone positivo, ou
seja, que expressa a glicoamilase, dentre muitos clones negativos. Para tanto, seguiu-se
o protocolo de transformacgdo de levedura utilizando-se a levedura Y190 como
hospedeira. Foi utilizada na transformagdo uma mistura de DNA de dois plasmidios
que contém a mesma marca de sele¢do. Assim, cada transformante selecionado contém
ora um, ora o outro plasmidio. Na mistura foram colocados 1ug de pCL1 e 50ng de
YEpG1 para que uma propor¢ao muito maior (38:1) das leveduras recebesse o
plasmidio pCL1, que ndo expressa a glicoamilase, enquanto uma pequena porcentagem
receberia o plasmidio YEpG1 que expressa a glicoamilase constitutivamente. Foi
possivel detectar a ativagdo do gene da glicoamilase em coldnias isoladas de levedura,
crescidas diretamente nas placas de transformacgdo, que apresentaram halo de

degradagio de amido (figura 12).




Figura 10: Testes de formacfo de halo de degradacio de amido. Quatro linhagens de levedura
utilizadas no sistema de duplo-hibrido (CG-1945, Y190, HF7¢c e YJOZ) contendo o plasmidio YEpG1,
que determina a expressdo constitutiva do gene da glicoamilase, foram testadas quanto a formagio de
halo de degradag@o de amido apds revelagdo com vapores de iodo por 2 minutos. Dois clones de cada
linhagem foram cultivados em meio SD -LEU e aliquotas de 10ul de culturas estaciondrias foram

utilizadas para teste de pingos em placas contendo 2% p/v (A) ou 0,5% p/v (B) de amido.
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Figura 11: Determinacio de tempo ideal de exposicio de leveduras a vapores
de iodo. Coldnias de leveduras Y190 foram retiradas de placas com meio solido
acrescido de 0,5% p/v de amido nos tempos de exposicdo a vapores de iodo
indicados, inoculadas em meio liquido e incubadas por 48h, quando a concentracio

de células foi determinada. Esta mostrada a média entre duplicatas.




Figui‘a 12: Simulacio de selecio de duplo-hibride. A linhagem de

levedura Y190 foi transformada com uma mistura de DNA contendo 1pg do
plasmidio pCL1 (para simular transformantes negativos) e 50ng de YEpG1
(que expressa a glicoamilase). As leveduras transformadas foram semeadas
em placas contendo meio SD -Leu + 0,5% p/v de amido e, apos trés dias de
incubagdo a 30°C, foi realizada a revelagdo da placa com vapores de iodo. Foi
possivel visualizar o halo de degradagio de amido em coldnias provenientes
da transformacdo que expressam a glicoamilase (3A). Em uma outra
transformacgdo foi utilizado 1pg de YEpGl e 100% dos transformantes

apresentaram halo de degradac@o de amido (3B).
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O passo seguinte do trabalho seria, entdo, a constru¢do de um plasmidio que permitisse

o uso do gene da glicoamilase como repoérter em sistemas de duplo-hibrido.

4.1.2 Utilizacdo do gene da glicoamilase como repdrter

Para utilizagdo do gene da glicoamilase como repérter no sistema de duplo-hibrido, foi
necessario realizar uma construgdo génica na qual este gene foi posicionado sob o
controle de um promotor indutivel. Desta maneira, s6 havera transcricdo do gene
repérter se o mesmo for induzido por um ativador transcricional ou, alternativamente,

pela interacdo dos hibridos do sistema.

4.1.2.1 Construcio do gene da glicoamilase sob o controle de um promotor

indutivel

Para utilizacdo em sistemas de duplo-hibrido, o plasmidio a ser construido deve conter
um promotor minimo e uma regido regulatoria ativadora (Upsfream Activating
Sequence - UAS) a qual um dos hibridos se liga. O promotor minimo do gene CYC-/
(de Saccharomyces cerevisiae) e uma repeticdo de 3 vezes da seqiiéncia regulatoria
onde a proteina Gal4 se liga (constituindo uma sequéncia GALUAS sintética), foram

escolhidos para a construgdo do novo gene repérter do sistema de duplo-hibrido.

Para esta construgfo, varias etapas foram realizadas (figura 13). A primeira delas foi a
retirada do gene da glicoamilase do plasmidio YEpG161 (Scorpioni ef a/.,1993) e sua
ligacdo no vetor pBluescript SK (Stratagene). O plasmidio YEpG161 foi digerido com
as enzimas de restri¢do Hind 111 e Bgl 11, liberando a sequéncia estrutural do gene da
glicoamilase e o vetor pBluescript foi digerido com as enzimas Hind Il e £co RL
ApOs a ligacdo das extremidades Hind 111 de gene (glicoamilase) e vetor (pBluescript),
as extremidades Bg/ II do gene e Eco RI do vetor foram preenchidas através de
tratamento com a enzima Klenow DNA polimerase I Em seguida, uma ligacdo de
extremidades cegas (blunt) foi realizada para se concluir a clonagem do gene e a
formacdo do novo plasmidio pBLglico. A verificagdo da clonagem foi feita através da
digestdo com a enzima de restricdo Bam HI, que corta pBLglico em dois sitios,
liberando um fragmento de ~1,5Kb. A visualizagdo de duas bandas, sendo uma delas
de 3,3Kb e outra de 1,5Kb foi possivel quando, o plasmidio pBLglico digerido com
Bam HI foi submetido a um gel de agarose 0,8% (os dados de separacdo de

fragmentos de DNA por eletroforese, para confirmacdo das varias construcdes realiza-
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Figura 13: Esquematiza¢iio da clonagem do gene da glicoamilase sob o controle de um
promotor indutivel (construcio de YCpGCG1) Virias etapas foram realizadas para esta
construgdo: (A) clonagem do gene da glicoamilase em pBluescript; (B) clonagem de CYC-1 a
montante do gene da glicoamilase; (C) transferéncia da construcdo CYC-1 glicoamilase para
o vetor de levedura YCplac22; (D) introducéo da sequéncia regulatdria GALUAS a montante
de promotor CYC-1.




das, ndo estdo mostrados).

A segunda etapa da construgdo foi a clonagem do promotor minimo CYC-1 a
montante do gene da glicoamilase no plasmidio pBLglico. Para isto, foi feita uma
amplifica¢@o por PCR do promotor CYC-1 presente no plasmidio pCGdeltal78 (ver
detalhes em "Matenial e Métodos"). O produto de PCR foi entdo digerido com as
enzimas de restrigdo Sac I e Spe I cujos sitios estavam presentes nos iniciadores. O
plasmidio pBLglico foi digerido com as mesmas enzimas, possibilitando assim uma
ligagdo direcional do inserto. A verificagdo da clonagem do CYC-1 no plasmidio
pBLglico, formando assim o plasmidio pBLpglico, poderia ser feita através da
amplificagdo de CYC-1 quando uma PCR de coldnia fosse realizado com alguns
clones obtidos. No entanto, observou-se uma contamina¢do na solucdo de iniciadores
(primers) utilizados para amplificagio de CYC-1, pois o controle negativo também
havia gerado amplificagéo. Foi feito entdo um PCR de colénia utilizando-se iniciadores
universais com posterior digestdo do produto de PCR com a enzima de restrigdo Spe I,
para liberar o fragmento correspondente ao promotor CYC-1. O produto de PCR
digerido foi submetido a um gel de poliacrilamida 8% e uma banda de ~150pb foi
visualizada, confirmando-se assim a clonagem do promotor minimo a montante do

gene da glicoamilase.

A proxima etapa foi a transferéncia do promotor CYC-1 e do gene glicoamilase para o
vetor de levedura centromérico YCplac22 (ori, AmpR, CEN4, ARSI, TRP1, cedido
pelo Dr Gietz, Universidade de Manitoba). Este vetor foi digerido com as enzimas de
restricdo Sac I e Hind 1II. O plasmidio pBLpglico também foi digerido com estas
enzimas, liberando dois fragmentos de ~2,5Kb e ~3,2Kb. O fragmento de ~2,5Kb,
correspondente ao promotor CYC-1 e ao gene da glicoamilase, foi purificado e ligado
ao vetor YCplac22. A verificagdo da clonagem foi feita através da digestdo do novo
plasmidio YCpglico com a enzima de restrigio Bam HI. Esta construgio libera dois
fragmentos sendo um de ~5,8Kb e outro de ~1,5Kb se a construgdo é feita
corretamente. Foi possivel visualizar a presenca das duas bandas esperadas em alguns
dos clones digeridos que foram submetidos a um gel de agarose 0,8%. Um destes

clones foi escolhido para a proxima etapa de construgio.

Esta etapa se concentrou na introdugdo da sequéncia regulatoria “*“UAS sintética 3
repeti¢Oes da seqiiéncia de ligagao de Gal4, sendo cada uma de 17 mer) a montante do
promotor CYC-1 no plasmidio YCpglico. Dispinhamos de um par de
oligonucleotideos sintéticos complementares que formam uma duplex de 68pb,
contendo trés sitios de ligagdo de Gal4 e possuindo extremidades coesivas compativeis
com os sitios de restrigdo de Sac I e Bam HI. Foi feita a fosforilagdo (ver "Material e
Métodos") de apenas um dos oligos (o que resulta na extremidade Bam HI fosforilada)




e o anelamento dos mesmos para a sua ligagdo. O produto desta ligagdo era
constituido, portanto, de duas seqliéncias GALUJAS sintéticas invertidas, ligadas entre si
pelas extremidades Bam HI e apresentando extremidades coesivas Sac 1
desfosforiladas. Esse produto foi entdo submetido a fosforilagdo. Por sua vez, o
plasmidio YCpglico foi digerido apenas com a enzima de restri¢do Sac I e em seguida
foi desfosforilado para se impedir sua recircularizagdo. Apos a ligagdo do inserto ao
vetor, foi feita a verificagdo da clonagem por PCR de coldnia utilizando-se como
iniciador direto um dos oligos que constituem a GALUJAS sintética e um dos iniciadores
universais (figura 14). No gel de agarose 0,8% foi possivel visualizar uma banda
amplificada de ~2,6Kb correspondendo ao gene glicoamilase, o promotor CYC-1 ¢ as
duas seqiiéncias de GALUAS. O plasmidio YCpGCG1 estava entdo construido e

poderia ser agora testado quanto & expressdo regulada.

4.1.2.2 Avaliacdo da eficiéncia da construgéo GAMAS CYC-1 GLICOAMILASE

Concluidas as etapas de clonagem, foi feita uma transformagéo de levedura utilizando a
linhagem Y190 como hospedeira. O plasmidio YCpGCG1 foi introduzido na levedura
sozinho ou, concomitantemente, com o plasmidio pCL1 (LEU2) que expressa,
constitutivamente, a proteina Gal4 inteira. A proteina Gal4 ¢ responséavel pela
transativagio de genes que sdo precedidos por GALUAS; portanto, seria esperada a
expressio de atividade amilolitica nos co-transformantes. As placas seletivas para
presenga de YCpGCG1 ou -de ambos plasmidios foram expostas a vapores de iodo
para verificagdo da transativagdo. A auséncia do halo de degradagdo de amido indica
que nio ocorreu a transativagdo expressiva do repoérter por Gal4 (dados ndo

mostrados). As possiveis razdes para esse resultado estdo relacionadas adiante.

4.1.2.3 Sequenciamento parcial da construgao CALUAS CYC-1 GLICOAMILASE

Foi feito um sequenciamento do clone utilizado na transformagao de leveduras, que
cobriu parte da seqtiéncia de GALUJAS, o promotor CYC-1 e o inicio da porgdo
codificadora do gene da glicoamilase. Verificou-se o correto posicionamento destas
porcdes, assim como a exatiddo das seqiiéncias de cada uma delas na regido de leitura
confiavel do resultado (figura 15).
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Figura 14: Verificacdo da clonagem da sequéncia regulatéria GALUAS a montante do

promotor CYC-1. Um ensaio de PCR de coldnia foi realizado com varios clones recombinantes. O gel
de agarose 0,8% p/v (5A) mostra, para um clone escolhido como exemplo, a amplificacdo ou ndo da
regido de interesse de acordo com os trés conjuntos de iniciadores utilizados. S3o eles lower strand ~
universal reverse (canaleta 1); lower strand + universal forward (canaleta 2); universal forward +
universal reverse (canaleta 3). Foi possivel visualizar uma banda de ~2.6Kb nas canaletas 1 e 3 Em
5B esta mostrada a regido de anelamento da cada iniciador e o tamanho da banda referente ao produto

amplificado.
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Figura 15: Presen¢a de GALUAS e CYC-1 a montante do gene de glicoamilase na
constru¢do YCpGCG1. O resultado do sequenciamento do clone 8 (figura 14), quando
comparado com a sequéncia tedrica de YCpGCG1, mostra a presenca do final de GALUAS
(posi¢cBes 1-128 da sequéncia tedrica, em itdlico), de CYC-1 (sublinhado) e da porgdo 5' do gene
da glicoamilase. Estdo denotados dois cddons atg (sublinhados e em letras minusculas), sendo

que o segundo deles corresponde a metionina inicial da glicoamilase,
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4.1.3 Tentativas de utilizacao do gene da glicoamilase como reporter

Um detalhe que nos chamou a atencdo durante a analise detalhada da sequéncia de
bases da construgdo acima foi a presenga de dois ATG na porgdo inicial do gene da
glicoamilase. Eles estdo separados por 13 nucleotideos um do outro sendo que,
somente o segundo codon de iniciagcdo esta na fase de leitura correta para o gene da
glicoamilase. Relatos na literatura demonstraram que a presenga de um AUG anterior e
proximo ao AUG inicial inibe a expressdo do gene em até 99% (Sherman ez al., 1996).
Portanto o 1° AUG presente na por¢do 5’ do gene poderia estar impedindo a correta
traducdo da glicoamilase. Entretanto, ndo foi descartada a possibilidade de mutag@o na
regido codificadora do gene da glicoamilase ou a possibilidade de um erro de
construgdo ndo detectado pelo sequenciamento. Outra possibilidade seria que a
ativagdo da transcri¢do estaria sendo inibida pela presenca de seqii€ncias “ALUAS em
orientacdo invertida. No entanto esta hipotese é pouco provavel se forem considerados
os resultados publicados por Ruden, Ma e Ptashne (1988). Os autores mostram que a
inversdo da seqiiéncia regulatoria ndo afeta a expressdo do gene. Em Remacle ef al.
(1997), foram colocadas seqiiéncias GALUAS em distancias variadas e a expressio do
gene também ndo ¢ afetada. Portanto, partimos para a verificagdo de trés hipoteses que

explicariam o insucesso da expressdo com a nossa Construgao:

v PROBLEMA: Gene da glicoamilase mutado
SOLUCAO:  Trocar o gene por outro que seja funcional

v PROBLEMA: Presenca de dois AUG em fase de leitura diferentes
SOLUCAO:  Retirar o primeiro AUG que esta fora de fase

v PROBLEMA: Erro na construcdo do cassete de expressdo ou SALUAS CYC-1
nioé um promotor forte o suficiente para detecgdo da ativagdo do
gene

SOLUCAO:  Colocar o gene sob o controle de outro promotor responsivo a
Gald

Essas trés tentativas de solugio foram exploradas como descrito a seguir.

4.1.3.1 Troca do gene da glicoamilase

A primeira tentativa de se resolver o problema da expressdo de glicoamilase foi feita
trocando-se o gene ja clonado em YCpGCG! por outro que estava clonado no vetor
YEpGT1 e que apresentava o halo de degradagdo de amido.




Esta clonagem foi realizada em duas etapas (figura 16), evitando-se a utilizagdo de
amplificacdo por PCR, que poderia introduzir mutagdes. A primeira delas foi a
introdu¢do do novo gene da glicoamilase no vetor pBluescript. Para isto, este vetor foi
digerido com as enzimas de restrigio Hind 11l e Bam HI enquanto que o plasmidio
YEpGT1 foi digerido com as enzimas de restricdo Hind 111 e Bgl 11 para a liberagdo do
gene. O gene foi purificado apos a digestdo e ligado ao vetor por uma reacdo de
ligacdo forgada, pois os sitios de restricio de Bam HI e Bgl II s@o compativeis, ou
seja, as extremidades coesivas sdo complementares e ndo necessitam de tratamento
adicional para que ocorra a ligacdo. A verificagdo da clonagem foi feita pelo teste de
metabolizagdo de X-gal, uma vez que as bactérias hospedeiras apresentam alfa-
complementacdo pelo vetor sem inserto (XL1Blue). Algumas coldnias brancas foram
escolhidas, o plasmidio foi extraido e a clonagem foi confirmada através da
determinacdo do tamanho do novo vetor pBLglico2 (~5.3Kb, plasmidio linearizado
com Hind 1II).

A segunda etapa da clonagem foi a troca do gene previamente clonado em YCpGCGl1
pelo novo gene clonado em pBLglico2. Ambos plasmidios foram digeridos com as
enzimas de restricdo Hind I e Spe 1, liberando cada um o gene da glicoamilase nele
contido. O gene novo e o vetor YCpGC1 (agora sem o gene) foram purificados e
ligados para a formagdo do novo vetor YCpGCG2. A verificagdo da clonagem foi feita
pela digestdo do vetor com as enzimas de restrigdo Sal 1 e Pst 1, que liberaram um
fragmento de ~1.1Kb detectado por eletroforese em gel de agarose 1.0%.

A linhagem de levedura Y190 foi transformada com o novo plasmidio YcGCG2
juntamente com o plasmidio pCL1 que expressa Gal4 inteira. Novamente ndo foi
possivel observar a ativagio do gene nos co-transformantes gerados em placas
seletivas SD -TRP,-LEU + 0,5% de amido, expostas a vapores de iodo (nao
mostrado). Portanto, desfavorece-se a hipodtese de auséncia de expressdo por
ocorréncia de mutagdes na regido codificante da glicoamilase.

4.1.3.2 Retirada do primeiro AUG

A segunda tentativa para se resolver o problema da falta de expressdo de glicoamilase
se concentrou na retirada do primeiro AUG posicionado a 13 nucleotideos do segundo
(funcional). O esquema da estratégia utilizada encontra-se na figura 17.

Foi feito um PCR para amplificar somente o comeg¢o do gene, utilizando como molde o
plasmidio YCpGCG1. Para tanto foi preciso construir um par de iniciadores sendo que

um deles se anelaria entre os dois AUG, incluindo na extremidade 5' um sitio de
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Figura 16: Esquematiza¢iio da troca do gene da glicoamilase do plasmidio YCpGCG1.
Duas etapas foram realizadas para esta construgdo: (A) clonagem do gene da glicoamilase em

pBluescript; (B) substitui¢do do gene da glicoamilase de YCpGCG1 pelo gene contido em

pBLglico2.
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Figura 17: Estratégia de elimina¢fo do primeiro ATG (fora de fase) a 5’ da glicoamilase. A sequéncia da
sonstrucdo GALUAS, CYC-1, glicoamilase estd representada acima. Em verde esta representado o promotor
2YC-1, clonado entre os sitios Sac I e Spe I Em amarelo estdo anotados os dois codons ATG presentes, sendo
» segundo deles o que inicia a fase aberta de leitura correta (em vermelho). Com o uso de dois iniciadores (setas
:m preto em B e iniciador direto mostrado por seta em branco em A), foi amplificada por PCR a regido que
;ompreende desde o segundo ATG até o sitio de Pst I presente no gene da glicoamilase. Com a ligagéo do sitio
spe 1 inserido pela PCR ao sitio Spe I encontrado a 37 de CYC-1, eliminou-se a regifio sublinhada em A € o
srimeiro ATG. O iniciador incluiu, a 5° do ATG verdadeiro, a sequéncia ACC, para melhorar 0 consenso de
ipresentagdo do codon iniciador.
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restricdo para a enzima Spe 1. O outro iniciador se anelaria a jusante do primeiro sitio
de restricdo para a enzima Ps7 [ do gene glicoamilase (figura 17). Foi obtido um
produto de PCR de ~750pb e este fragmento foi utilizado para substituir um fragmento
equivalente (porém sem o primeiro AUG) retirado do gene da glicoamilase ja clonado
no vetor YCpGCG1 por digestdo com Spe I e Pst I Note que agora a tegido a jusante
do sitio de Spe 1 contém apenas o segundo AUG, que ¢ funcional. Os mesmos ensaios
de ativagdo do reporter foram realizados com o plasmidio que contém o gene da
glicoamilase sem o primeiro AUG e, da mesma maneira, ndo foi obtido halo de

degradagdo de amido (ndo mostrado).

4.1.3.3 Clonagem do gene da glicoamilase sob o controle do promotor GAL1

A dltima tentativa feita para se obter a transativacdo do gene da glicoamilase foi a
clonagem do mesmo sob o controle do promotor GAL1, no vetor pYES2 (URA3,
Amp', 2p ori, pGAL1, T CYC-1).

Para esta clonagem (figura 18) o plasmidio pYES2 foi digerido com as enzimas de
restricdo Xho 1 e Eco RI. O plasmidio pBLglicol foi digerido com as enzimas de
restricdo Sal I e Eco RI para possibilitar a retirada do gene da glicoamilase e sua
ligag@o no vetor pYES2. Foi feita uma ligacdo forgada do vetor e do inserto, ambos
purificados, pois os sitios de restri¢io de Sa/ I e XAo 1 sdo compativeis, portanto as
pontas ndo necessitam de qualquer tratamento para que ocorra a ligagdo. A verificagio
da clonagem foi realizada pela digestio do novo plasmidio pYES-glicol com as
enzimas de restri¢do Sal/ I e Bam HI. Desta maneira, foi visualizada uma banda de
~5.4kb e outra de ~1.8Kb referente a liberacdo de quase todo o gene gquando o
plasmidio recombinante foi digerido e submetido a um gel de agarose 0,8% (ndo

mostrado).

Uma transformagdo de levedura utilizando a linhagem YJOZ (ura3) como hospedeira
foi realizada e o plasmidio pYES-glicol foi inserido juntamente com o plasmidio pCL1
que expressa Gal4 inteira. Mais uma vez ndo foi possivel se detectar a expressdo da

glicoamilase nos co-transformantes analisados (ndo mostrado).

A troca do-gene da glicoamilase no plasmidio pYES-glico 1 foi feita com um novo
gene da glicoamilase enviado pela Dr*. Elizabete Vicente, ICB, USP. O novo plasmidio
pYES-glico2 foi submetido aos mesmos experimentos realizados anteriormente, para
se tentar obter a formagdo do halo de degradacdo de amido. Igualmente ndo foi

possivel visualizar o halo em nenhum dos clones obtidos.
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Figura 18: Esquematizacio da clonagem do gene da glicoamilase sob o controle de um
promotor indutivel (construgio de pYES-glico) O gene da glicoamilase foi retirado do
plasmidio pBLglicol e clonado em pYES2.




Um ultimo experimento usando os plasmidios construidos para o gene da glicoamilase
foi feito mudando-se a concentracdo de amido presente nas placas de revelacdo de
0,5% para 0,1% (figura 19). Novamente nao conseguimos visualizar o halo de
degradac¢do de amido.

Desta forma, vetores centroméricos ou epissomicos construidos com o gene da

glicoamilase sob transativagdo por Gal4 ndo foram eficazes para funcionar em sistemas
de duplo-hibrido.
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Figura 19: Testes de formacdo de hale de degradacio de amido com 2 constru¢fio pYES-glico.
A linhagem YJOZ contendo o plasmidio YEpG161 (que contém o gene da glicoamilase mas sem
promotor) ou os plasmidios pYES-glico e pCL1 (que expressa o indutor Gal4), foram testadas quanto
a formacfo de halo de degradagdo de amido apos revelagéo com vapores de iodo. Dois clones de cada
linhagem foram cultivados em meio liquido seletivo apropriado e aliquotas de 10ul de culturas
estacionarias foram utilizadas para teste de pingos em placas seletivas contendo as concentragdes de
amido indicadas.
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4.2 GENE EGFP (Enhanced Green Fluorescent Protein)

O gene EGFP foi o segundo dos trés genes a ser testado. O interesse ma.or do uso de
EGFP como reporter reside na possibilidade de selegdo dos clones positivos (nos quais
a transcrigio do gene € ativada), através de citometria de fluxo e separagio em
selecionador de células (cell sorter). Antes de se construir o gene no sistema, algumas
padronizag¢es foram feitas. Essas padronizagdes podem ser Gteis também para outras

abordagens, como a clonagem de promotores (ver "Discussio").

4.2.1 Padronizacfo dos experimentos

Como realizado para o gene da glicoamilase, também foram feitas padroniza¢es para
se estabelecer as melhores condigdes de utilizagdo do gene EGFP como reporter para
sistemas de duplo-hibrido. Trés passos inerentes a um protocolo de selegdo do duplo-
hibrido foram padronizados: um procedimento para enriquecimento de leveduras
transformadas, os ensaios de detec¢do de fluorescéncia e a separacio de células

fluorescentes de ndo fluorescentes.

4.2.1.1 Enriquecimento dos transformantes em meio liquido apés transformacio.

Inicialmente era necesséario lidar com o problema de que, quaisquer células, inclusive
leveduras ndo transformadas (a grande maioria num experimento de transformagcio),
sdo contadas em citometria de fluxo. Desta forma, seria importante avaliar o grau de
enriquecimento de células transformadas em uma cultura em meio liquido, quando esse
crescimento € seletivo para leveduras que receberam o plasmidio. Se o nimero de
leveduras néo transformadas for insignificante, o experimento ¢ possivel.

Foi conduzido o seguinte experimento: a linhagem Y190 previamente transformada
com um plasmidio TRP1 e mantida em meio seletivo, foi transformada com um
plasmidio LEU2. Este é um tipico experimento de selegdo de duplo-hibrido onde o
plasmidio TRP1 expressa a "isca". Assim, as 2x10° células submetidas ao protocolo de
transformag@o foram transferidas para um tubo contendo 5 mi de meio liquido SD -
TRP-LEU (tubo 1, onde crescem as leveduras que, mantendo o plasmidio TRPI,
foram também transformadas com o plasmidio LEU2). Outras 2x10° células
igualmente submetidas a transformagio com o plasmidio LEU2 foram transferidas para
um tubo contendo meio liquido SD sem complementagdo nutricional (tubo 2, onde

nenhuma levedura sera capaz de crescer), simulando a situacdo das leveduras ndo
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transformadas. No dia seguinte, foi verificada a presenga de 7,2x10" células/ml no tubo
1, enquanto que no tubo 2 foi verificada a presenca de 4,5><:106 células/ml ou seja, uma
diminuicdo de 16 vezes no numero de células. Cada cultura entdo for diluida numa
propor¢do de 1:100, ou seja, 100 pl da cultura 1 em 10 ml de meio SD -TRP-LEU
para o tubo 1 e 100 pul da cultura 2 em 10 ml de meio SD para o tubo 2. Apos 24
horas, novas aliquotas foram retiradas para contagem do numero de células em cada
tubo. Foi verificada a presenca de 7,6x107 células/ml no tubo 1 e 6x10* células/ml no
tubo 2 ou seja, haviam 1200 vezes menos células no tubo 2 em relagdo ao tubo 1
(figura 20). Foi obtido, desta maneira, um enriquecimento substancial das células que
receberam o plasmidio na transformagdo, o que € bastante interessante quando se quer
utiliza-las num aparelho de FACScan com um numero praticamente insignificante de
células ndo transformadas. Estabelecemos assim um protocolo de selegdo a ser
aplicado as células apds a transformago.

4.2.1.2 Analise de fluorescéncia de leveduras quando expressando EGFP

Inicialmente utilizamos dois clones (denominados L1/10 e L2/3) da levedura YPH252
transformada com um plasmidio que contém o gene EGFP sob o controle do promotor
PGK (um promotor forte e constitutivo). Esses clones foram gerados por Gisele
Nobrega, orientada pela Dr*. Elizabete Vicente, ICB, USP, a partir do gene EGFP
subclonado neste trabalho no plasmidio pYES2 (item 4.2.2.1).

Além desses dois clones que expressam EGFP constitutivamente, dois controles foram
utilizados para medida de fluorescéncia em citometria de fluxo, sendo eles: a linhagem
hospedeira YPH252 sem qualquer plasmidio e a linhagem hospedeira transformada
com um plasmidio que contém o gene EGFP, mas do qual o promotor PGK foi
retirado. |

As quatro amostras (L1/10, L2/3 e os dois controles) foram submetidas a uma analise
de fluorescéncia em um aparelho de FACScan do Departamento de Bioquimica e
Imunologia, ICB, UFMG. Foi altamente significativa a diferenga de fluorescéncia das
células que contém o gene EGFP sob o controle do promotor PGK em relagio aquelas
que nio expressam EGFP ou por ndo conter o gene, ou por ndo possuir o promotor
PGK a montante do gene EGFP (figura 21).

As mesmas culturas foram submetidas a uma analise de fluorescéncia em microscopia
de fluorescéncia. Aliquotas retiradas das culturas em meio liquido foram depositadas
sobre laminas convencionais de microscopia e cobertas com laminula. As laminas

foram levadas ao microscopio de fluorescéncia e foi possivel visualizar leveduras
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Figura 20: Pesquisa de enriquecimento de transformantes em meio liquido. Submeteram-se
2x108 células Y190 contendo um plasmidio TRP1 a transformag@o com um plasmidio com a marca de
selecdo LEU2 ¢ as células foram inoculadas (cultivo 1) em dois tubos de cultura com 5ml de meio
liquido, sendo um deles SD -TRP -LEU (meio seletivo para os transformantes duplos) e o outro SD
apenas (ndo permite o crescimento de Y190, que ¢ ADE-), como indicado. Apds 24 horas de
incubagdo (cultivo 2), a concentragdo de células foi determinada e foi feita uma subcultura por outras
24 horas (cultivo 3) com a dilui¢do de 1:100. O numero de células/ml esta mostrado. Observou—ée

claramente o enriquecimento dos transformantes com esse protocolo de subcultivo
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Figura 21: Andlise em citometria de fluxo de leveduras que expressam EGFP
constitutivamente. O grafico acima mostra a distribuicdo de intensidade de fluorescéncia
de células provenientes da linhagem YPH252 em trés situagdes: sem plamidio (em
amarelo), contendo o plasmidio com EGFP sob o controle de PGK (dois clones, em azul e
em rosa) ou contendo o plasmidio com EGFP sem promotor (em verde). As culturas
foram diluidas para uma concentragio de 1x106 células/ml e submetidas ao aparelho de

FACScan.
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verdes provenientes das duas culturas que expressavam EGFP sob o controle do
promotor PGK (nZo mostrado). Como esperado, as leveduras provenientes das

culturas controle ndo apresentavam fluorescéncia.

4.2.1.3 Separacio das células fluorescentes em citometria de fluxo

Uma simulagdo de cell sorter foi realizada para se avaliar a capacidade de separagio
das células fluorescentes quando somente algumas delas entre milhares apresentam
expressdo de EGFP. Duas linhagens de levedura albergando plasmidios diferentes
foram escolhidas para este experimento por razdes discutidas a seguir. A primeira delas
¢ representada pelo clone L1-10 constituido de uma levedura hospedeira Ade’
(YPH252), contendo o plasmidio LEU2 que expressa EGFP constitutivamente. A
outra ¢ a linhagem YJOZ (Ade’) contendo o plasmidio pCL1 (ativa a transcri¢do do
reporter lacZ presente nessa levedura); pCL1 também ¢ LEU2 mas n3o expressa
EGFP. Uma mistura das duas linhagens de levedura foi feita de modo que se obtivesse
30 células expressando EGFP para cada 10° que ndo expressam, por ml de PBS. Esta
mistura foi levada ao aparelho de FACScan e foi realizada a separagdo das células sob
protocolo de cell sorter.

Inicialmente, seiscentas células foram separadas e diretamente semeadas em placas
contendo SD -LEU, seletivas para ambas leveduras. Aproximadamente dez vezes mais
coldnias que o esperado cresceram na placa, mostrando que provavelmente houve um
erro na freqiiéncia de fluxo ou na contagem das células no cell sorfer. Desta forma néo
foi possivel avaliar se todas as células que foram selecionadas sdo capazes de gerar
colonias quando semeadas diretamente apds a passagem pelo protocolo de seleco.
Todavia, este procedimento parece ser viavel.

A passagem foi repetida e outras cem células foram coletadas num segundo tubo e
transferidas para meio liquido (SD -LEU) para continuarem o crescimento. Apos dois
dias de incubagio, as células foram contadas de modo que ~1000 células pudessem ser
semeadas em placas contendo meio s6lido SD -LEU. Apos 72 horas de incubacéo foi
possivel distinguir leveduras Ade de leveduras Ade” pela coloragdo avermelhada
daquelas que sdo Ade, fendmeno que acontece quando a adenina presente no meio €
esgotada. Das 441 colénias da placa, 76 apresentaram coloragio avermelhada
enquanto que 365 permaneceram brancas. Portanto, 83% das leveduras eram Ade’ ou
seja, eram aquelas que possuiam o plasmidio expressando EGFP, enquanto que 17%
das leveduras eram Ade” ou seja, ndo expressavam EGFP mas possuiam um plasmidio

que tem capacidade de ativar a transcrigdo do gene LacZ.
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Um teste de metabolizagdo de X-Gal foi feito com algumas coldnias brancas e
avermelhadas para se confirmar a tipagem dessas leveduras. Das 20 coldnias
avermelhadas testadas, todas geraram leveduras azuis quando incubadas com o
substrato X-Gal enquanto que, das 30 coldnias brancas testadas, apenas uma se tornou
azul (figura 22). Assim, como poucas leveduras nio demonstraram o fendtipo
avermelhado apesar do gendtipo Ade-, podemos inferir que houve enriquecimento
bastante significativo em apenas um ciclo de seleciio (~83% das leveduras viaveis
separadas eram positivas).

4.2.2 Modifica¢fio de plasmidios para uso de EGFP como repérter

Para utilizagdo do gene EGFP como repdrter no sistema de duplo-hibrido, &
semelhanga do que foi feito para o gene da glicoamilase, foi necessario que se fizesse
uma construgdo génica na qual este gene se posicionasse sob o controle de um
promotor indutivel. Desta maneira, s6 haveria transcricdo se o gene reporter fosse
induzido por um ativador transcricional ou pela interagdo dos hibridos do sistema.
Duas construgdes foram realizadas, colocando-se o gene EGFP sob controle do

promotor GAL1 ou do promotor CYC-1 auxiliado por seqiiéncias UAS sintéticas.

4.2.2.1 Construcio do gene EGFP sob o controle de um promotor indutivel

O plasmidio pYES2 foi utilizado na primeira construgdo génica para a utilizagio de
EGFP no sistema de duplo-hibrido. Este gene foi clonado a 3' do promotor GAL1 (que
contém sitios de ligagdo de Gal 4). A figura 23 mostra um esquema da construgio. O
plasmidio pYES2 foi digerido com as enzimas de restri¢do Eco Rl e Not 1. O plasmidio
pEGFP-N1 (Clontech, Kan") também foi digerido com as enzimas Eco RI e Not I para
liberar o gene EGFP. Ap6s a purificagdo do vetor pYES2 digerido e do gene EGFP,
foi feita uma ligagdo para a conclusdo desta clonagem. A verificagio desta clonagem
foi ferta através da digestdo do novo plasmidio pYES-EGFP com a enzima de restrigio
Sal 1. Quando pYES-EGFP ¢ digerido com esta enzima, ele se torna um plasmidio
linear com ~6.9Kb. Apos a digestdo com Sal I, foi possivel confirmar a presenca de
EGFP em pYES2 pela visualizagdo de uma banda, correspondente ao plasmidio

recombinante linearizado, em um gel de agarose 0,8% (ndo mostrado).
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Figura 22: Teste de metabolizacio de X-Gal para tipagem de leveduras que
foram separadas em “cell sorter”. A partir de duas pré-culturas foi feita uma
mistura contendo a proporgdo de 30 células YPH252 (Ade+, contendo um plasmidio
LEU2 que expressa EGFP constitutivamente) para cada 106 células YJOZ (Ade-,
contendo o plasmidio pCL1 (LEU2, que ativa o gene repdrter LacZ nesta levedura).
Aproximadamente 100 células foram separadas num aparelho de “cell sorter” e
inoculadas em meio liquido SD -LEU para crescimento com agitagdo por 48 horas.
Leveduras foram semeadas em placa seletiva -LEU e apos dois dias de incubagio a
30°C algumas colonias foram escolhidas para tipagem através do teste de
metabolizagio de X-Gal. Leveduras YJOZ que estariam sendo segaradas erroneamente
pelo "cell sorter" apresentariam desenvolvimento de cor azul. Fora observado que 17%
das colonias apresentavam fenotipo Ade- (coloragdo avermelhada) e todas estas se
tornaram azuis no ensaio de X-Gal (exemplificado por 6 colnias em A). O restante das
colonias apresentava fenotipo aparente Ade+ sendo que, dentre 30 destas coldnias
testadas (6 testes mostrados em B), somente uma desenvolveu a cor azul (C). Assim,
aproximadamente apenas 17% da cultura representavam leveduras que nfo se desejava

selecionar.
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Figura 23: Esquematizagio da clonagem do gene EGPF sob o controle de um promotor
indutivel (constru¢io de pYES-EGFP). O gene EGFP foi retirado do plasmidio pEGFP-N]
e clonado em pYES2.




4.2.2.2 Avaliacio da eficiéncia da construciio pYES-EGFP

A linhagem de levedura YJOZ (Ura- Leu-) foi transformada com o plasmidio pYES-
EGFP (URA3) e foi possivel verificar a ativagdo do gene reporter naquelas leveduras
que continham também o plasmidio pCL1 (LEU2), que expressa Gal4 inteira. As
leveduras foram levadas ao microscopio de fluorescéncia, onde se verificou a
transativagdo do reporter, detectando-se ~98% de leveduras verdes (a figura 24 mostra

um exemplo da fluorescéncia apresentada).

O mesmo procedimento foi feito com o controle do experimento: leveduras contendo
somente o plasmidio pYES-EGFP sem a presenca de um indutor. Foi observada a

presenca de fluorescéncia em ~10% das leveduras analisadas (nfo mostrado).

Foi testada, também, a ativagdo do reporter utilizando-se ativadores fracos (hibridos
contendo o dominio de ligacdo a DNA de Gal4 e o dominio N terminal do fator de
transcricdo TEAD-4 de camundongo, Pessoa e Ortega, resultados ndo publicados) e os
primeiros resultados nos mostraram que ndo houve a ativa¢do do gene. Deste modo,
resultados preliminares indicam que esta construgdo de EGFP fornece um reporter

pouco sensivel e, portanto, importante para se estudar interacdes fortes.

As mesmas amostras submetidas a analise de microscopia de fluorescéncia foram
examinadas por citometria de fluxo. A analise de fluorescéncia no aparelho de
FACScan revelou que as leveduras que continham os plasmidios pYES-EGFP e pCL1
apresentavam fluorescéncia maior do que aquelas que nfo continhara o indutor (figura
25). Desta forma, € possivel detectar a ativagdo do gene reporter EGFP por Gal4.
Selegbes através do protocolo de cell sorter aparentemente sé seriam possiveis
fazendo-se varios ciclos de enriquecimento, devido & diferenga pequena de
fluorescéncia entre as amostras.

4.2.2.3 Clonagem de EGFP sob o controle do promotor CYC-1 ¢ CALUAS

A segunda construgdo feita utilizando o gene EGFP envolveu sua clonagem no
plasmidio YCpGCG1 que contém “*“UAS e o promotor CYC-1, trocando-se o gene
da glicoamilase pelo gene EGFP (figura 26). O plasmidio YCpGCG]1 foi digerido com
as enzimas de restrigdo Pst I e Sal 1 para liberar o gene da glicoamilase e para se fazer
a purificaggo do vetor linearizado (agora denominado YCpGC) O plasmidio pYES-
EGFP foi digerido com as enzimas de restri¢do Pst I e Xho | para liberar o gene EGFP
€ permitir a purificagio deste Ultimo Foi feita uma ligacdo forcada de EGFP em

YCpGC ja que as enzimas de restri¢do Sa/ | e Xho I criam extremidades coesivas




Figura 24: Anéalise da ativa¢do do gene da EGFP presente em pYES-EGFP
sob micrescopia de fluorescéncia. A cultura de células transformadas com
os plasmidios pYES-EGFP e pCL1 (que expressa o indutor Gal4) foi
submetida a microscopia de fluorescéncia. Foi possivel detectar a
fluorescéncia das células quando o filtro de excitacdo apropriado era
utilizado (A). As mesmas células visualizadas por microscopia 6tica estdo
mostradas (B). Contagens de vérios campos indicaram que 98% das células

apresentam fluorescéncia.
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Tioura 25: Anpdlise em citometria de fluxe da intensidade de
= escércia das células transformadas com os plasmidios pYES-

GFP e pCL1. Culturas de leveduras YJOZ contendo o plasmidio pYES-
E7 5P apenas (em verde) ou conjuntamente o plasmidio pCL1 (em rosa)
.zam analisadas. Como um controle adicional, foram utilizadas leveduras
YJOZ contendo apenas o plasmidio pYES-glicol, portanto sem a presenca
de EGFP (érea em lilas). As células provenientes de pré-cultura em meio
liquido foram diluidas para uma concentragdo de 1x106 células/ml e
submetidas ao aparelho de FACScan. A distribui¢o de células em fungio

da intensidade de fluorescéncia (FL 1-Height) esta mostrada.
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Figura 26: Esquematiza¢io da clonagem do gene EGPF sob o controle de um promotor
indutivel (construgio de YCpGCE). O gene EGFP foi retirado do plasmidio pYES-EGFP e
clonado em YCpGCGl, substituindo o gene da glicoamilase ali presente.
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compativeis. A clonagem de EGFP em YCpGC, resultando no plasmidio YCpGCE],
foi confirmada através da reagdo de PCR de coldnia na qual foi amplificada uma regido
de ~1.1Kb quando foram utilizados iniciadores universais que se anelam a 5' de
O*UAS e a 3' do gene EGFP (figura 27).

4.2.2.4 Avaliacio da eficiéncia da construcio ¢ALyAS CYC-1 EGFP

O novo plasmidio YCpGCE1 foi introduzido na linhagem de levedura YJOZ que
possuia ou ndo o plasmidio pCLI, para a analise dos niveis de fluorescéncia em
aparelho de FACScan. Dois controles foram utilizados no experimento. Sdo eles: (i)
leveduras contendo somente o plasmidio YCpGCE!1 sem a presenga do indutor e (ii)
leveduras contendo o plasmidio YCpGCG1, que ndo contém o gene EGFP, mas o
gene da glicoamilase.

As vérias amostras (leveduras contendo YCpGCEl + pCL1 ou os dois controles)
foram levadas ao aparelho de FACScan, onde foi realizada a analise de fluorescéncia.
Foi observado um nivel de fluorescéncia significativamente maior nas leveduras que
continham o gene EGFP transativado por Gal4 em relagdo as leveduras que
expressavam o gene em niveis basais ou aquelas que ndo continham o gene EGFP
(figura 28). O nivel de expressdo de EGFP a partir dessa construgdo é comparavel ao
obtido a partir do plasmidio pYES-EGFP (figura 17), com a vantagem de que o
plasmidio YCpGCE1l permite a troca da seqiiéncia UAS e oferece melhores
possibilidades de construgdo de plasmidios derivados epissdmicos ou integrativos, pois

sua estrutura basica ¢ comum a uma familia de plasmidios (denominada “sef of nine").
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Figura 27: Verificacio da construcio YCpGCE1l. Um ensaio de PCR de coldnia foi realizado com
varios clones recombinantes. O gel de agarose 0,8% p/v (A) mostra, para trés clones escolhidos como
exemplo, a amplificagdo (canaletas 2 € 3) ou ndo (canaleta 1) da regido de interesse com os iniciadores
representados em B (universal forward + universal reverse). A canaleta 4 mostra a amplificagdo, com
os mesmos iniciadores, utilizando-se como molde o plasmidio YCpGCG1 e a canaleta 5. uma

amplifica¢do sem adi¢do de DNA molde. Utilizou-se o padrdo de tamanho molecular lambda Hind 111

(P).
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Figura 28: Analise em citometria de fluxo da intensidade de
fluorescéncia das células transformadas com os plasmidios
YCpGCE1 e pCL1. Culturas de leveduras YJOZ contendo o plasmidio
YCpGCELl apenas (em verde) ou conjuntamente o plasmidio pCL1 (em
rosa) foram analisadas. Como um controle adicional, foram utilizadas
leveduras YJ0Z contendo apenas o plasmidio pYES-glicol, portanto sem
a presenca de EGFP (4rea em lilas). As células provenientes de pré-cultura
em meio liquido foram diluidas para uma concentragfo de 1x106 células/ml
e submetidas ao aparelho de FACScan. A distribuicdo de células em
fungio da intensidade de fluorescéncia (FL 1-Height) estd mostrada.
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4.3 O GENE CAN1

O gene CANI foi o ultimo dos trés genes a ser testado. Este gene fol testado para uso
como reporter no sistema de duplo-hibrido reverso, pois a selegio é dirigida contra a
interacdo dos hibridos.

A express@o de CANI resulta na producio de uma permease utilizada normalmente
para importe de L-arginina, mas que é capaz de transportar o analogo toxico L-
canavanina. Portanto, o gene CANI s6 pode ser utilizado como reporter em leveduras
que ndo importam L-canavanina. Paralelamente & construcio de plasmidios contendo o
gene reporter sob controle de um promotor indutivel, concentragses da droga que
distinguem leveduras que expressam ou ndo o transportador devem ser determinadas e

mutantes resistentes a partir de linhagens sensiveis de interesse devem ser isolados.

4.3.1 Analise de resisténcia a L-canavanina em quatro linhagens de leveduras

Sendo CANI* um gene intrinseco de Saccharomyces cerevisiae, é necessario que as
leveduras hospedeiras do sistema sejam mutantes can®, ou seja, apresentem fenotipo de
resisténcia a L-canavanina (L-can). Deste modo, foi feita uma analise quanto a
resisténcia a L-can das quatro linhagens modificadas para o sistema de duplo-hibrido
(HE7c, CG-1945, YJOZ e Y190) que vinham sendo utilizadas.

Foi verificado que houve crescimento de todas as quatro linhagens de leveduras nas
placas que ndo continham L-can. Porém, nas placas com 0, 5, 10, 20, 40 e 80pug/ml de
L-can s6 houve crescimento de duas linhagens, sendo elas: HF7c e CG-1945 (figura
29). Portanto, estas linhagens apresentam um fen6tipo de resisténcia a L-can enquanto
que as linhagens Y190 e YJOZ apresentam um fenotipo de sensibilidade a L-
canavanina.

4.3.2 Obtenciio de leveduras YJ0Z e Y190 mutantes resistentes a L-can

Aproximadamente 3,5x10” células de YJOZ foram semeadas em uma placa contendo
10pg/ml de L-can, enquanto que aproximadamente 2.3x10” células Y190 foram
semeadas em outra placa com a mesma concentragdo de L-can. Quarenta e oito horas
depois foi verificada a presenga de 53 coldnias de leveduras YJOZ e 24 coldnias de
Y190.
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Figura 29: Andlise de sensibilidade a L-canavanina de 4 linhagens de levedura
utilizadas no sistema de duplo-hibrido. Culturas em meio SD completo das 4 linhagens
indicadas (HF7c, YJOZ, Y190 e CG-1945) foram diluidas para a concentragdo de 10.000
células / 10ul e este volume foi utilizado em teste de pingos (ver “Material e Métodos™).
As placas de meio SD completo contendo as concentragdes indicadas de L-can foram

incubadas por 2 dias a 30°C. Apenas HF7c e CG-1945 sdo resistentes a droga.
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Testes de pingos, onde aliquotas de culturas estacionarias sdo depositadas sobre meio
solido e secas sob fluxo laminar, foram feitos com algumas destas colonias para se
confirmar o fendtipo de resisténcia a altas concentragdes de L-can Esta resisténcia foi
confirmada pelo crescimento confluente a partir de todos os pingos feitos nestas placas
(figura 30). O mesmo experimento foi feito com dez clones sobreviventes a L-can da
linhagem Y 190, obtendo-se o mesmo resultado (ndo mostrado).

4.3.3 Teste de sobrevivéncia a L-can com as leveduras mutantes e selvagens para
o gene CAN1

Foi realizado um teste de sobrevivéncia com alguns clones mutantes resistentes a L-can
(canR) e leveduras selvagens sensiveis a L-can, tanto para a linhagem Y190 quanto
para a linhagem YJOZ.

A analise de sobrevivéncia das leveduras foi feita através da contagem de coldnias
geradas num periodo de incubagio de 3 dias, tendo-se sempre como referéncia placas
contendo meio sem L-can, onde o nimero de colOnias geradas representa 100% de

sobrevivéncia.

Foi verificado que nfo houve crescimento de nenhuma coldnia nas placas que foram
semeadas com 1800 leveduras selvagens para o gene CAN1, a nfo ser nas placas que
ndo continham L-can. Nestas Gltimas placas foram semeadas 300 células em duplicatas
e cresceram 125+15 coldnias de Y190 e 57+14 coldnias de YJOZ, o que nos permite
calcular que cresceriam 750 e 342 colnias de Y190 e YJOZ, respectivamente, a partir
de 1800 células semeadas, considerando-se a eficiéncia de plaqueamento fornecida
pelas placas sem L-can. Assim, a sobrevivéncia a L-can foi <0,13% para Y190 e
<0,29% para YJOZ.

Entretanto, para as leveduras canl®, aproximadamente 100% das leveduras viveis
conseguiram crescer independentemente da concentragio de L-can utilizada no
experimento. A figura 31 mostra a sobrevivéncia a L-can das leveduras mutantes e
selvagens da linhagem Y190 e da linhagem YJOZ. Nota-se que a menor concentragao
de L-can utilizada, Sug/ml, foi suficiente para distinguir os fenotipos resistente e

sensivel.
4.3.4 Padronizacio dos experimentos utilizando promotor constitutivo

. R .. o .y o .
Com as quatro linhagens can disponiveis, foi feita a anélise de sensibilidade a L-can

quando se introduz nestas hospedeiras o plasmidio TLC1 (LEUZ2, cedido pelo pessoal




92

4.3.4 Padronizacdo dos experimentos utilizando promotor constitutivo

Com as quatro linhagens can’ disponiveis, foi feita a analise de sensibilidade a L-can
quando se introduz nestas hospedeiras o plasmidio TLC1 (LEU2, cedido pelo pessoal

Figura 30: Andlise de sensibilidade de leveduras YJ0Z caniR a I-can.
Mutantes canlR espontineos da linhagem YJOZ foram isolados a partir de coldnias
sobreviventes a 10 pg/ml de L-canavanina. Dez clones foram cultivados em meio
liquido SD completo e submetidos a teste de pingos (aliquotas de 10 ul de culturas

estacionarias) juntamente com dois clones controle (YJOZ selvagem - wt, sensivel a

L-can).
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Figura 31: Verificagfio de resisténcia a L-can de clones mutantes canlR espontineos. Clones
de Y190 e YJOZ resistentes a 10pg/ml de L-canavanina foram cultivados em meio SD completo e o
numero apropriado de células (1800 células, exceto quando se esperava 100% de sobrevivéncia.
onde foram plaqueadas 300 células) foi utilizado para plaqueamento em meio solido nas
concentragdes indicadas de L-can (placas de Scm de didmetro). Apos 72 horas de incubagdo. o
numero de col6nias resistentes foi anotado e calculou-se a porcentagem de sobrevivéncia com

relagdo ao controle sem L-canavanina. Esta mostrada a média entre duplicatas.
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laboratorio de Genética de Microrganismos, ICB, USP) contendo o gene CANI1 sob o

controle de um promotor constitutivo.

As linhagens HF7c canR, YJOZ can® e Y190 can® foram transformadas com o

plasmidio TLC1 e como controle foi feita outra transformagdo utilizando as mesmas
leveduras, mas desta vez introduzindo-se o plasmidio pCL1 que também apresenta a
marca de sele¢do LEU2. Apos a transformacdo, os testes de pingos e de sobrevivéncia
foram conduzidos nas mesmas condigdes feitas anteriormente. A figura 32 mostra os
resultados obtidos para YJ0Z can®. Os resultados obtidos para Y190 can® foram
semelhantes (ndo mostrado). A figura 33 mostra que a resisténcia a L-can apresentada

pela linhagem HF7c era devida a falta de expressdo da permease.

Portanto, foi possivel produzir o fendtipo de sensibilidade a L-can naquelas linhagens
que continham o plasmidio TLC1, o mesmo ndo acontecendo para aquelas que
continham o plasmidio pCL1. A func¢do de pCL1 foi apenas restabelecer prototrofia
para leucina.

4.3.5 Construgiio do gene CAN1 sob o controle de um promotor indutivel

A primeira construgfo utilizando o gene CANI foi feita para sua utilizagdo como
repOrter sob o controle do promotor GAL1 contido em pYES2.

O plasmidio TLC1 foi digerido com as enzimas de restrigdo Bam Hl e Nco I e o
fragmento liberado, referente ao gene CAN1 e uma seqiiéncia 3' adicional, foi
purificado. O vetor pET-28-a (NOVAGEN) também foi digerido com Bam HI e Nco 1
e purificado para a clonagem do fragmento CAN1 . Esta clonagem foi necessaria pois
os sitios de restricio presentes em pYES2 ndo eram compativeis com os sitios
presentes no fragmento CANI , o que dificultava a clonagem. A verificagdo desta
clonagem foi feita pela visualizagdo de uma banda de ~1.8Kb, em um gel de agarose

1%, referente a digestdo do novo vetor com a enzima de restrigdo Sal L.

Este novo vetor foi entdo digerido com as enzimas de restrigdo Bam HI e Xba 1 para
novamente liberar um fragmento referente ao gene CANI , a seqiiéncia 3' adicional e
agora um sitio de Xba 1. O vetor pYES2 foi também digerido com as enzimas Bam HI
e Xba 1 e apos purificagdo de fragmento e vetor, fez-se a ligagdo (esquematizada na
figura 34). A verificag@o da construgdo do novo plasmidio pYES-CAN foi feita pela
digestdo com a enzima Sa/ I que, neste caso, torna este plasmidio linear e com
tamanho de ~8,9Kb.
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Figura 32: Sensibilidade a IL-can restituida a leveduras YJ0Z canR por expressio
constitutiva de CANI+ A linhagem YJOZ canR foi transformada com os plasmidios pCL1
(plasmidio LEU2 nfo relacionado) ou TLC1 (também LEU2 e que expressa CANI1+
constitutivamente). Dez pl de culturas estaciondrias foram utilizados para teste de pingos sobre
placas SD -LEU contendo as concentracGes indicadas de L-canavanina. Estd mostrado o
crescimento apos incubagdo por 48 horas de 4 clones para cada tipo de transformacgao (A). Ensaios

de sobrevivéncia a L-can foram conduzidos, comparando-se a linhagem YJOZ canR transformada
com TLC1 ou sem plasmidio (B). Foram plaqueadas 1800 ou 300 células quando estas continham
ou ndo TLCI, respectivamente, salvo em placas sem L-canavanina, onde foram plaqueadas 300

células. O aparecimento de coldnias foi anotado apds 72 horas e estd mostrada a porcentagem de
sobrevivéncia com relagfio ao controle sem L-can (média entre duplicatas).
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Figura 33: Sensibilidade a L-can conferida a leveduras HF7c¢ por expressio
constitutiva de CAN1+. A linhagem HF7c¢ foi transformada com os plasmidios
pCL1 (plasmidio LEU2 nio relacionado) ou TLC1 (também LEU2 e que expressa
CAN1+ constitutivamente). Ensaios de sobrevivéncia a L-can foram conduzidos,
comparando-se a linhagem HF7¢ transformada com TLC1 ou com pCL1 Foram
plaqueadas 1800 ou 300 células quando estas continham ou nio TLCI,
respectivamente, salvo em placas sem L-canavanina, onde foram plaqueadas 300
células. O aparecimento de coldnias foi anotado apods 72 horas e esta mostrada a

porcentagem de sobrevivéncia com rela¢do ao controle sem L-can (média entre

duplicatas).
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Figura 34: Esquematizacio da clonagem do gene CAN1+ sob o controle de um promotor
indutivel (constru¢iio de pYES-CAN). Duas etapas foram realizadas para esta construcio.
(A) clonagem do gene CAN1+ em pET-28a para ganho do sitio Xba I; (B) clonagem do gene
CANI1* em pYES2, obtendo-se pYES-CAN.
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4.3.5.1 Avaliagio da eficiéncia da construcdo pYES-CAN

A linhagem de levedura YJOZ canl® foi transformada com o plasmidio pYES-CAN
(URA3) juntamente com o plasmidio pCL1 (que expressa Ga4 inteira) € algumas
leveduras transformadas que cresceram em placas SD -URA -LEU foram escolhidas
para se fazer os testes de pingos e de sobrevivéncia (figura 35). Estes testes foram
conduzidos nas mesmas condigdes feitas anteriormente. A analise dos testes revelou
que o gene reporter CANI1* ¢ sensivel pois as leveduras que continham o plasmidio
pYES-CAN juntamente com pCL1 apresentaram alta sensibilidade a L-can (a
sobrevivéncia frente a Spg/ml de L-can foi <0,08%, j4 que a eficiéncia de semeadura
em placas neste experimento foi de 70% e 1800 células foram semeadas nessa placa).
Ja aquelas leveduras que continham somente o plasmidio pYES-CAN apresentaram
alta resisténcia a L-can (~100% de sobrevivéncia a 80ug/ml). Portanto, o gene CAN1™*
pode ser utilizado em ensaios de selecdo reversa de fatores transativadores.

4.3.6 Andlise da eficiéncia da construcdo pYES-CAN utilizando a interacio
hibrida GBD-pS3 GAD-IT como indutora

Os plasmidios pVA3 (TRP1, que expressa o hibrido 1 GBD-p53) e pTD1 (LEU2, que
expressa o hibrido 2 GAD-IT) foram utilizados na transformacdo da levedura YJOZ
canl® juntamente com o plasmidio pYES-CAN (URA3). Esta transformagdo foi feita
para se testar a capacidade de ativacdo de transcrigdo do gene repoOrter quando se
utilizam dois hibridos que se interagem fortemente, tais como p53 murina € o antigeno
largeT (IT) de SV40.

ApOs a transformacgdo, alguns clones foram escolhidos para se fazer o teste de
sobrevivéncia. Foi verificado o aparecimento de coldnias nas placas com até 20pg/ml
de L-can. Nas placas com concentragdes de L-can superiores a 40pg/ml ndo houve
aparecimento de coldnias (figura 36A) Levando-se em conta a eficiéncia de
plaqueamento deste experimento que se manteve em torno de 30%, pode-se afirmar
que <0,5% das colOnias crescem nas placas com concentra¢des de L-can superiores a
40pg/ml (1800 células semeadas). Portanto, o gene CANI1 ¢ sensivel a ativagdo de
transcrigdo por duplo-hibrido.

Variagdes na sensibilidade a L-can poderiam ocorrer devido ao fato do plasmidio
pYES-CAN, que contém o gene reporter, ser epissdmico, tendo um nimero de copias
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Figura 35: Sensibilidade a L-canavanina de leveduras YJ0Z canR transformadas com pYES-
CAN e pCL1. A linhagem YJOZ canR foi transformada com os plasrrﬁdios pYES-CAN e pCL1 (que
expressa o indutor Gal4). Como controle, foi utilizada a mesma linhagem transformada com pYES-
glico ou com pYES-CAN somente, sem indutor. Para ensaio de sobrevivéncia (A) foram plaqueadas
1800 células ou 300 células quando as leveduras tinham a expressdo de CAN1+ induzida ou néo,
respectivamente, salvo em placas sem L-canavanina, onde foram plaqueadas 300 células. O
aparecimento de coldnias foi anotado apds 72 horas e estd mostrada a porcentagem de sobrevivéncia
com relac@o ao controle sem L-can (média entre duplicatas). A sensibilidade a L-canavanina de YJOZ

cank transformadas com pYES-CAN e pCL1 pode ser demonstrada em teste de pingos, onde trés
clones foram analisados nas concentragdes indicadas de L-can (B).
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Figura 36: Sensibilidade a L-canavanina de leveduras YJ0Z canR transformadas com pYES-
CAN e com plasmidios que formam duplo-hibrido. A linhagem YJOZ canR foi transformada
com os plasmidios pYES-CAN, pVA3 (que expressa GBD fusionado a p33 murina, residuos 72-
390) e pTD1 (que expressa GAD fusionado aos residuos 84-708 do antigeno /argeT de SV40).
Para se determinar a sobrevivéncia as concentracdes indicadas de L-can (A) foram semeadas 1800
células, salvo em placas sem L-canavanina, onde foram plaqueadas 300 células. O aparecimento de
coldnias foi anotado apds 72 horas e esta mostrada a porcentagem de sobrevivéncia com relacdo ao
controle sem L-can (média entre duplicatas). Cinco clones independentes da placa sem L-can
(denominados A - E) foram cultivados por 2 semanas em meio liquido seletivo, com dilui¢Ges de
11100 a cada dois dias, quando entdo foram ensalados quanto a sobrevivénicia a 5 ug/ml de L-
canavanina como em A. Estdo mostradas a média entre duplicatas para os clones A - E e a média e

o desvio padrdo para todos os valores obtidos
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por célula varidvel a um certo grau. A analise de variagdo clonal € um importante
experimento para se testar a reprodutibilidade, em ensaios de duplo-hibrido, de um
sistema que utiliza plasmidios epissdmicos. Para tanto, cinco clones de YJOZ can1®
contendo pYES-CAN, pVA3 e pTDI1 foram cultivados em meio liquido SD -URA -
LEU -TRP sob agitagdo a 30°C por duas semanas, sendo diluidos numa propor¢éo de
1:100 a cada dois dias. Apds este periodo, a concentragdo de células de cada clone foi
determinada e 200 células foram semeadas em placas sem L-can enquanto 2000 células
foram semeadas em placas contendo Sug/ml de L-can. Duplicatas foram feitas para
cada um dos 5 clones. Apos a incubagdo a 30°C por 72 horas, as placas foram
analisadas e as colonias contadas. N&o houve variagdo significativa no numero de
coldnias sobreviventes nos clones totalmente independentes (figura 36B), sugerindo
que o sistema pode ser utilizado mesmo com o gene reporter albergado em plasmidio

epissOmico.

O proximo passo seria determinar a fragdo de leveduras vidveis quando se semeia um
namero de células equivalentes ao usado para se fazer uma selegdo de mutantes e,
portanto, estabelecer a concentragfio ideal de L-can a ser utilizada para a sele¢do de
mutantes de p53 ou 1T que ndo mais interagem. E plausivel supor que investigadores
interessados em varrer uma biblioteca de 10.000 mutantes aceitariam a presenca de 1-
10 clones sobreviventes que na verdade apresentam a interagdo. A ativagdo ou ndo do
gene reporter JacZ, também presente na levedura YJOZ, poderia facilmente distinguir
clones positivos (que perderam a interagdo) de clones com interagdo que escaparam do

evento letal.

4.3.7 Estabelecimento de concentraciio ideal de L-can a ser utilizada para a
interacio hibrida pS3+IT

Para se estabelecer a concentracio de L-can que deve ser utilizada em um experimento
de duplo-hibrido deve-se analisar a quantidade de células usadas no experimento e a
concentracio ideal da droga para que todas elas sejam invidveis quando ocorre a
interacdo dos hibridos. No caso da interagio de p53 com IT, os resultados iniciais
(figura 36A) mostraram que 40ug/ml foram suficientes para a inviabilidade de todas as
células semeadas (neste caso foram semeadas 1.800 células em placas de Scm de
didmetro).

No experimento cujos resultados encontram-se na Tabela 2, varias placas (agora de
10cm de didmetro) contendo 100ug/ml de L-can foram utilizadas de modo que em

cada uma delas variou-se o nimero de células semeadas. Assim, placas em duplicatas
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contendo 10°, 104, O,leO5 e 10° células foram incubadas por 72 horas e analisadas.

3 .
Como controle, 107 células foram semeadas em placas sem L-can.

Tabela 2: Contagem das células sobreviventes a 100 pg/ml de L-can quando

albergam os plasmidio pYES-CAN, pTD1 e pVA3

N° de células|[L-can] pg/ml | N°de colonias|N° de colomias | Média Yo de
semeadas placa 1 placa 2 sobreviventes
10° 0 361 307 334 100 +/- 18
10° 100 0 0 0 <0,3

10° 100 7 9 8 0,29 +/- 0,05
0,5x10° 100 46 46 46 0,3 +-0

10° 100 106 116 111 0,38 +/- 0,03

Aproximadamente 0,38% das leveduras viaveis semeadas em cada placa contendo L-
canavanina sobreviveram a droga. Foi observado o aparecimento de coldnias
facilmente diferenciaveis entre grandes ou pequenas, nas placas contendo 100pg/ml de
L-can. Desta forma, as colonias grandes representavam 0,28% de sobrevivéncia
enquanto que 0,1% de sobrevivéncia era devido a contribuigdo de coldnias bem
menores (ndo mostrado). E importante ressaltar que o aparecimento de colonias foi
sempre analisado no terceiro dia de incubag@o, para ndo se alterar a porcentagem de
colénias grandes e pequenas. A concentragio de 100pg/ml foi considerada
razoavelmente suficiente para varredura de biblioteca de mutantes, pois de cada 10.000
clones viaveis, apenas 40 escapariam do evento letal (falsos positivos). Uma destas
coldnias grandes foi escolhida para se fazer novamente um teste de sobrevivéncia e
observou-se que 87+ 0,2% das leveduras sobreviveram a 100pg/ml de L-can (dados
ndo mostrados).

Todavia, qual seria a diferenga entre as coldnias pequenas e grandes das placas com L-
can? Conduzimos, entfo, um teste de metabolizacdo de X-Gal com algumas destas
coldnias, para investigar a ativagdo do gene repérter /acZ. Mutages no gene CANI1
ou que abolissem a interagdo levariam ao aparecimento de colonias grandes ja que a
permease funcional ndo estaria sendo expressa. MutagOes que afetassem parcialmente a
interacio gerariam coldnias pequenas que apresentariam baixa ativagdo do gene
reporter lacZ. Alternativamente, essas coldnias pequenas representariam sobreviventes

que escaparam do evento letal.
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4.3.7.1 Ativacdo do reporter lacZ em colonias obtidas das placas contendo 100
png/ml de L-can

Como preclaro, a linhagem de levedura YJOZ ja contém um reporter para o sistema de
duplo-hibrido que estd sob o controle de um promotor responsivo a Gal4. Este
reporter (denominado /acZ), quando ativado pela interaco hibrida p53-+T, produz a
enzima beta-galactosidase que degrada o substrato X-Gal e torna a levedura azul
Assim, foi possivel conduzir um teste de X-Gal com leveduras provenientes de
colonias grandes e pequenas da placa com 100pg/ml de L-can para verificar se a

interacdo hibrida ocorria ou ndo nessas leveduras.

Vinte e cinco coldnias grandes e vinte coldnias pequenas foram escolhidas para que se
fizesse um teste de X-Gal. Como controle, algumas coldnias da placa sem L-can
também foram escolhidas.

Apbs o contato com o substrato X-Gal e a incubagdo por uma hora a 37°C, foi
verificado que, assim como as leveduras controle, aquelas leveduras oriundas das
coldnias pequenas também se tornaram azuis. E importante ressaltar que a tonalidade e
a cinética de aparecimento da cor azul foi diferente nos dois casos, de maneira que as
coldnias controle adquiriram uma tonalidade bem mais forte do que as leveduras das
coldnias pequenas (figura 37A). Surpreendentemente, todas as coldnias grandes
testadas eram brancas e, portanto, eram mutantes que ndo mais ativavam 0s genes
reporteres, sendo eles JacZ ou CANI (figura 37B). Aparentemente, mesmo as colOnias
pequenas apresentam mutagdes que afetam, embora fracamente, a interagdo p53 + IT

(pois o teste de X-gal é feito com um subcultivo na total auséncia de L-can).

Entdo nos perguntamos se as colOnias que cresceram em placas contendo baixas
concentragdes de L-can também eram mutantes. Esta resposta foi dada por um teste de

X-Gal realizado em seguida.

4.3.8 Teste de X-Gal com colonias sobreviventes a baixas concentracdes de L-can

O mesmo procedimento realizado anteriormente foi feito com 25 coldnias de cada
placa contendo 1, 5 ou 10pg/ml de L-can. Somente trés colonias provenientes da placa
com 10ug/fnl de L-can eram grandes ao terceiro dia de incubagdo e foram testadas
juntamente com outras 22 coldnias pequenas presentes nesta placa Nas placas

contendo 1 ou 5ug/ml de L-can (onde foram semeadas 2.000 células) ndo havia
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Figura 37: Ativacdo do gene repérter LacZ em leveduras resistentes a L-can. Leveduras
YJOZ cank contendo os plasmidios pYES-CAN, pVA3 e pTDI isoladas de placas com 100pg/mi
de L-can (A, colbnias pequenas e B, coldnias grandes) ou de placas sem adi¢do da droga (C)
foram inoculadas em filiro de nitrocelulose sobre meio solido seletivo SD -URA -TRP -LEU na

auséncia de L-can e submetidas a ensaio de metabolizagdo de X-gal.
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colonias grandes, portanto todas as quinze colonias testadas de cada uma destas placas
eram pequenas. Nas placas com 10ug/ml foram semeadas 10.000 células (pois a
sobrevivéncia € sensivelmente menor) e por isso foi possivel detectar algumas coldnias

grandes.

Foi verificado que todas as coldnias testadas provenientes das placas com 1 e Spg/mi
de L-can se tornavam azuis no ensaio de metaboliza¢do do substrato X-Gal (figura
38). A cinética de desenvolvimento da cor azul era, todavia, compativel com células
nio submetidas a droga, indicando que essas colonias representam sobreviventes que
escaparam de eventos letais e toleraram as baixas concentragdes intracelulares de L-
can. A presenca da droga, no entanto, claramente retardou o crescimento das

leveduras.

Daquelas colonias provenientes da placa com 10ug/ml de L-can, somente as trés
grandes forneceram leveduras brancas (mutantes) e as restantes tornaram-se azuis (em
igual intensidade a leveduras controle). Assim, o sistema de duplo-hibrido reverso
baseado em CANI' permitiu ndo somente o isolamento de mutantes previamente
gerados, quando se trabalhou em concentragdes altas de L-can, mas também abre a
possibilidade de se isolar mutantes. Estes mutantes poderiam estar sendo gerados ao

acaso, ou induzidos por concentragdes subletais de L-canavanina (ver adiante).

4.3.9 Testes de sobrevivéncia acoplados a analise de tamanho das colonias

Para se entender melhor o aparecimento de mutantes resistentes a L-canavanina que
perderam a capacidade de ativar também o reporter lacZ, foram conduzidos ensaios de
sobrevivéncia de um clone retirado da placa sem L-can, utilizando placas (em
duplicatas) contendo 0, 10, 20, 30, 40, 50, 100, 150 e 200 pg/ml de L-can, foi
realizado. Nas placas com 10, 20, 30, 40 e 50 pg/ml de L-can, 10* células foram
semeadas, enquanto que nas placas contendo 100, 150 e 200 pg/ml de L-can foram
semeadas 10° células. Desta forma, ndo teriamos nenhuma placa com zero coldnias.

Nas placas sem L-can foram semeadas 103 células (figura 39).

Foi observado que houve o aparecimento de colonias grandes e pequenas nas placas
com até 200 pg/ml de L-can. A sobrevivéncia a essa concentragdo da droga foi de
0,23%, o que representaria a ocorréncia de 23 resistentes a cada 10.000 leveduras
analisadas. Aparentemente, a freqiéncia de coldnias grandes permanece constante,
mesmo aumentando-se em muito a concentra¢do de L-canavanina Estas colonias

representam 0,21% do total, seja quando se utilizam 10 ou 200 pg/ml de L-can A
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Figura 38: Ativacio do gene repérter LacZ em leveduras sobreviventes a concentragdes
baixas de L-can. Leveduras YJOZ canR contendo os plasmidios pYES-CAN, pVA3 e pTD1
isoladas de placas com as concentragdes indicadas de L-can foram .inoculadas em filtro de
nitrocelulose sobre meio sélido seletivo SD -URA -TRP -LEU na auséncia de L-can e submetidas
a ensaio de metabolizagdo de X-gal. Setas indicam leveduras isoladas de duas dentre as trés

coldnias grandes presentes na placa com 10 pg/ml de L-can. -
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Figura 39: Sensibilidade a L-canavanina de leveduras YJ0Z canR transformadas com
pYES-CAN e com plasmidios que formam duplo-hibrido e frequéncia de aparecimento de
mutantes. A linhagem YJOZ canR contendo os plasmidios pYES-CAN, pVA3 (que expressa
GBD fusionado a p53 murina, residuos 72-390) e pTD1 (que expressa GAD fusionado aos
residuos 84-708 do antigeno /argeT de SV40) foi utilizada em ensaio de sobrevivéncia as
concentragGes indicadas de L-can. O aparecimento de col6nias (grandes - quadrados; pequenas -
circulos ou totais - tridngulos) foi anotado apos 72 horas de incubacio e esta mostrada a
porcentagem de col6nias com relagdo ao controle sem L-can (média entre duplicatas) As curvas
de sobrevivéncia com mudanga de inclinagdo (para col6nias pequenas e totais) foram tracadas

arbitrariamente para ilustrar o comportamento complexo.
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quantidade de c€lulas semeadas na placa com 5 pg/ml foi insuficiente para que eventos

com essa freqiiéncia fossem observados.

Um teste de X-Gal por amostragem foi realizado com colonias grandes provenientes
de cada uma das placas utilizadas no experimento. Verificou-se que todas as coldnias
grandes ensaiadas quanto & ativagdo do gene repérter lacZ permaneceram sem

desenvolver a cor azul (figura 40).

As colonias pequenas, obtidas de placas com 5-40 pg/ml de L-can apresentaram
ativagdo de /acZ compativel com a linhagem original, como observado anteriormente,
enquanto a ativag@o deste reporter em coldnias pequenas obtidas de placas com altas
concentragdes da droga ¢ sensivelmente menor (dados nfo mostrados) o que é
consistente com os resultados prévios (figura 38). O comportamento diferenciado de
coldnias pequenas € suportado pela sensivel quebra na taxa de sobrevivéncia em
fungdo do crescimento da dose de L-can. Concentragdes que levam a sobrevivéncia de
cerca de 1% apresentam o efeito de letalidade em func¢@o de dose esperado. A partir de
40-50 pg/ml de L-can os sobreviventes sdo representados por células que ndo ativam
nenhum dos genes reporteres ou que os ativam parcialmente; estas ultimas respondem
ao aumento de concentracdo da droga com diminuicdo de sobrevivéncia, porém em

grau menor (inclinagdo menor da curva) que as células ndo mutantes.

Paralelamente a este experimento, testes de sobrevivéncia foram realizados com a
levedura YJOZ can1® contendo os plasmidios pCL1 e TLC1, separadamente, em placas
contendo 200ug/ml de L-can. Somente houve aparecimento de coldonias nas placas
controle, que ndo continham L-can. Nas placas contendo 200pg/ml de L-can nao
houve o aparecimento de coldnias, sendo que 10° células foram semeadas(dados ndo

mostrados).

4.3.10 Avaliacio da mutagio obtida nos experimentos de ativacio de CANT1 pelo
duplo-hibrido

Era interessante a avaliacdo do momento de origem das mutagdes detectadas nos
experimentos anteriores, € que se caracterizasse melhor os mutantes. Para tanto, foi
realizado um teste de flutuagdo (ver "Material e Métodos") e uma retransformagéo
utilizando o plasmidio pVA3 obtido de diversos clones resistentes a L-canavanina que

ndo ativavam o gene reporter lacZ.
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Figura 40: Ativacdo do gene repérter LacZ em leveduras resistentes a L-can provenientes '
de coldnias grandes. Leveduras YJOZ canR contendo os plasmidios pYES-CAN, pVA3 e pID1
isoladas de placas com as concentracdes indicadas de L-can foram inoculadas em filtro de
nitrocelulose sobre meio sélido seletivo SD -URA -TRP -LEU na auséncia de L-can € submetidas

a ensaio de metabolizacio de X-gal.
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4.3.10.1 Teste de flutuacio

Um teste de flutuac@o (Luria & Delbruck, 1943) foi realizado com o intuito de se
avaliar se as mutagOes detectadas surgiram na placa com L-canavanina ou em um
evento anterior ao plaqueamento. Para tanto, foi feita uma analise comparativa da
porcentagem de leveduras resistentes a L-can em placas semeadas com células
provenientes de dez culturas independentes, em relagio a porcentagem de
sobreviventes em dez placas semeadas com células provenientes de uma unica cultura
dez vezes maior que as independentes, sendo que todas as onze culturas tém origem
Unica (ver “Material ¢ Métodos”). A concentracdo de L-canavanina escolhida foi de
100 pg/ml, pois nesta situagdo todos os resistentes avaliados mostraram-se mutantes.
Os resultados estdo mostrados na figura 41.

A média entre o numero de clones resistentes provenientes das dez culturas
independentes foi de 0,09% e o desvic padrdo 0,02%. As dez placas da cultura tinica
forneceram a média de 0,15% de sobrevivéncia e um desvio de 0,03%. Ambos desvios
representam cerca de 20% do valor das médias. Como se pode perceber, o desvio ao
redor da média foi equivalente nas duas situagdes, o que ndo seria esperado caso as
mutagdes estivessem se originando durante a formag&o da populaggo de células a partir
do indculo inicial. Uma vez que o indculo inicial nas culturas independentes foi de
aproximadamente 100 células, e a freqiéncia de resistentes encontra-se na ordem de
0,1%, a possibilidade de existéncia de células resistentes no indculo inicial fica bastante
desfavorecida. Assim, o evento mutagénico ocorre na placa com L-canavanina,
suportando a hipotese de que concentragdes subletais da droga acarretam mutagénese
nos plasmidios que formam o duplo-hibrido, que consequentemente passam a
apresentar resisténcia a L-canavanina. Ento, é possivel com esse sistema ndo somente
selecionar proteinas que nfo interagem, mas também gerar mutantes que afetam a
formagdo do duplo-hibrido.

4.3.10.2 Retransformacio do plasmidio pVA3 supostamente mutado.

Uma coldénia grande e negativa no teste de X-Gal foi retirada da placa contendo
100pg/ml de L-can e usada como indculo de meio liquido SD -TRP por 48 horas,
quando se extraiu 0 DNA plasmidiano através de miniprep de levedura (ver "Material e
Métodos"). O DNA retirado da levedura foi inserido em bactéria por eletroporagdo.
Dez colonias de bactérias foram escolhidas para se fazer purificagdio do DNA pelo
metodo de miniprep de bactéria (ver "Material e Métodos"). Todos os dez plasmidios

obtidos foram submetidos a uma digestdao com a enzima Fco Rl para identificagdo
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Figura 41: Teste de flutuacfo da resisténcia a L-canavanina. Um clone da linhagem
YJOZ canR contendo os plasmidios pYES-CAN, pVA3 e pTD1 foi utilizado. Cem células
foram inoculadas em dez culturas independentes de 1 ml (i) e 1000 células foram utilizadas
para inocular uma cultura unica de 10 ml (u). As culturas foram crescidas por 38 horas ate
atingirem concentragdo superior a 106 células/ml e determinou-se a sobrevivéncia a
100ug/ml de L-can. Dez determinagdes foram conduzidas para a cultura tGnica (1u-10u) para
se estimar o erro experimental (plaqueando-se 1000 células na placa sem L-canavanina e
100 mul células em cada uma das dez placas com a droga) e uma determinagio foi feita para
cada cultura independente (1i-10i, semeando-se 1000 e 100 mil células em placas sem ou
com L-can, respectivamente). Estdo mostradas as médias das dez determinacdes (média i e

média u) e o desvio padrdo.
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(podendo ser: pYES-CAN, pVA3 ou pTDI1). Aqueles clones que tinham um perfil
eletroforético equivalente ao de pVA3 selvagem digerido com a enzima Eco RI foram
utilizados para se fazer uma transformagdo da levedura Y190 juntamente com o
plasmidios pTD1 selvagem. Como controle, foi realizada uma transformacdo similar

utilizando o plasmidio pVA3 selvagem.

Apos a transformag@o, algumas colonias foram escolhidas das placas contendo SD -
TRP -LEU para um teste de X-Gal. Todos os clones que continham o plasmidio pVA3
isolado da levedura resistente a L-can foram incapazes de metabolizar o substrato X-

Gal. Os clones provenientes da placa controle se tornaram azuis (figura 42A).

Uma parte do DNA utilizado para fazer a transformacdo descrita anteriormente foi
separada para que se fizesse uma digestdo do plasmidio pVA3 mutado com as enzimas
de restri¢do Eco RI e Bam HI para a liberagdo do inserto correspondente ao gene pS3.
Foi verificado que o plasmidio mutado nfo era capaz de ser digerido pela enzima de
restrigdo Bam HI cujo sitio estava localizado a 3” do gene. Também foi verificado que
o plasmidio pVA3 mutado, quando linearizado pela enzima Eco RI, apresentava um

tamanho menor do que o plasmidio pVA3 selvagem digerido com a mesma enzima.

Outros cinco clones de leveduras resistentes a L-can, também provenientes de coldnias
grandes na placa com 100pg/ml, foram analisados quanto a capacidade de formarem o
duplo-hibrido quando retransformados com o plasmidio pTD1 selvagem. Neste caso,
apos a eletroporacdo da bactéria com o DNA proveniente das vérias leveduras, foi
feita uma hibridac@o de coldnia (ver "Material e Métodos"), utilizando como sonda o
fragmento Eco RI/Bam HI do plasmidio pVA3 (correspondente a p53). Desta maneira,
foi facilitada a analise da bactéria que continha o plasmidio de interesse (pVA3). Apos
a identificagdo de alguns clones de bactéria que continham o plasmidio de interesse foi
feita a purificagdo do DNA e a retransformacgdo como descrita anteriormente. Foram
obtidos clones contendo pVA3 e pTD1 de apenas trés dos cinco clones resistentes

inicialmente escolhidos.

O teste de X-Gal foi feito com coldnias provenientes das trés retransformacdes e de
uma transformagdo controle com plasmidios selvagens. Todas as leveduras contendo
plasmidios pVA3 recuperados permaneceram brancas no ensaio de metabolizagdo de
X-Gal, exceto as leveduras controle (figura 42B). Mutagdo em pTD1 e em pYES-
CAN nos clones resistentes ndo foram analisadas. Também néo foi determinado se a
mutac@o ocorreu no fragmento codificante para p53 ou em outros alvos de pVA3,

como por exemplo, o dominio de ligagdo a DNA de Gal4.
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Figura 42: Ativacio do geme repérter LacZ em leveduras albergando plasmidios
pVA3 recuperados de leveduras resistentes a L~can. Leveduras YJOZ cank contendo os
plasmidios pYES-CAN, pVA3 e pTD1 geraram clones resistentes a 100pg/ml de L-can.
Plasmidios foram extraidos dessas leveduras e analisados. Aqueles identificados como
pVA3 por perfil de restrigdo (pVA3-1) ou por hibridagdo com sonda de p53 (pVA3-2,
pVA3-6 e pVA3-10) foram utilizados para transformar leveduras Y190 conjuntamente com
pID1. Como conirole foi utilizada uma copia selvagem de pVA3 (wi). Os transformantes
foram submetidos a teste de X-Gal. Apenas um transformante envolvendo pVA3-6 foi

obtido (mostrado).
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4.3.11 Simulacio de triagem de duplo-hibrido

Foi feita uma simulagdo de triagem (screening) de biblioteca para se verificar a
possibilidade de detecgdo de um “mutante” que ndo mais ativa a transcricdo de CAN1
nas placas da transformagdo. Para tanto, seguiu-se o protocolo de transformacdo de
levedura utilizando a levedura YJOZ canl®, ja contendo o plasmidio pYES-CAN,
como hospedeira. Foi utilizada na transformagio uma mistura de DNA de trés
plasmidios sendo que, dois deles contém a mesma marca de selecio (LEU 2) e 0 outro
ndo (TRP 1). Assim, cada transformante selecionado contém ora um, ora o outro
plasmidio LEU 2 e todos contém o mesmo plasmidio TRP. Na mistura foram
colocados 1pg de pVA3, Iug de pTD1 e 50ng de YEpG1 para que uma propor¢io
muito maior (38:1) das leveduras recebesse os plasmidios pVA3 e pTD1 cujas
proteinas hibridas se interagem e ativam o gene da permease, enquanto uma pequena
porcentagem receberia os plasmidios pVA3 e YEpG!l que ndo tém a capacidade de
ativar o gene da permease da arginina. Estas leveduras que receberam os plasmidios
pVA3 e YEpGl simulam mutantes no sistema de duplo-hibrido que perderam a
capacidade de ativar o gene repOrter reverso. Os transformantes foram semeados em
placas contendo 100pg/ml de L-can e em placas controle sem L-can. Nas placas que
ndo continham L-can foram contadas 1336 colOnias enquanto nas placas com
100pg/ml de L-can foram contadas somente 13 coldnias sendo que, todas elas ativam
0 gene da glicoamilase (pois albergam o plasmidio YEpG1) quando semeadas em meio
contendo 0,5% de amido (dados ndo mostrados). Assim, foi possivel simular a triagem
de mutantes de dissociagdo de interagdo viabilizando a utilizagio de CAN1" como

repOrter para o sistema de duplo-hibrido reverso.

4.3.12 Avaliacio do sistema pYES-CAN com mutantes de pVA3 previamente
caracterizados

Mutantes de pS3 que perdiam a capacidade de interagdo com largeT e ndo geravam o
duplo-hibrido ja haviam sido isolados (Li & Fields, 1993). Na verdade, os plasmidios
pVA3 e pDT1 comercializados pela empresa Clontech foram utilizados nessa
publicagdo. Um mutante de p53, onde ocorre a troca de um residuo de Cisteina na
posi¢do 239 por uma Arginina, foi gentilmente cedido pelo Dr. S. Fields, Universidade
de Washington, S.L., E'U.A Utilizamos esse mutante para transformacao de leveduras
YJOZ canlR conjuntamente com pTD1 selvagem e pYES-CAN. Alguns transformantes
triplos foram ensaiados quanto a metabolizagdo de X-Gal e forneceram resultados
negativos, como esperado. A analise do efeito dessa mutagio de ponto sobre a
sensibilidade a L-canavanina estd mostrada no experimento da figura 43. A mutacio

em p53 fez com que as leveduras
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Figura 43: Efeito da mutagio C239R em p53 na ativacio de CAN1+ pelo
duplo-hibrido. A linhagem YJOZ canR foi transformada com o plasmidio pYES-
CAN apenas ou conjuntamente com pVA3 C239R (que expressa GBD-p33 com a
troca do residuo Cisteina 239 por Arginina) e pTD1 (que expressa GAD- largeT).
Ensaios de sobrevivéncia a L-can foram conduzidos, utilizando-se as
concentra¢des indicadas da droga. Foram semeadas 1000 células em todas as
placas. O aparecimento de coldnias foi anotado apos 72 horas e esta mostrada a
porcentagem de sobrevivéncia com relagdo ao controle sem L-can (média entre

duplicatas).




116

resistissem a concentragdes muito altas de L-can, indicando que clones mutantes
previamente originados tem uma chance de sobrevivéncia de 100% com a utilizacdo do
sistema baseado em pYES-CAN. Portanto, sio eficientemente selecionados.




5. DISCUSSAQ

Neste trabalho, trés genes foram avaliados para utilizagdo como reporteres alternativos
nos sistemas de duplo-hibrido de levedura: o da glicoamilase de Aspergillus awamori, o
da EGFP (“Enhanced Green Fluorescent Protein”) de Aequoria victoria e o da arginina

permease (CAN1) de Saccharomyces cerevisiae.

5.1 O gene da glicoamilase se mostrou pouco sensivel para o sistema de duplo-

hibrido

O gene da glicoamilase nfio se mostrou eficiente como reporter para o sistema de duplo-
hibrido quando foi construido sob o controle de promotores indutivels como GALI e
GALJAS CYC-1 na presenca do indutor Gald. Algumas hipéteses podem ser consideradas
para se explicar a ndo detecgdo de ativagdo do gene. Vamos, porem, descartar a
possibilidade de mutagio na porgdo estrutural deste gene, da presenga dos dois AUG a 5°
do gene ou do erro de | construgio dos plasmidios, pois estes problemas ja foram
discutidos e analisados nos resultados deste trabalho através da troca do gene, da retirada

do primeiro AUG e da troca de promotores na construgao.

A primeira hipotese da ndo detecgdo de ativagdo de glicoamilase € que este gene pode
ndo ser sensivel o suficiente quando utilizamos os promotores indutiveis descritos acima.
No entanto, no trabalho realizado por Scorpioni ez al. (1993), o gene da glicoamilase foi
utilizado como reporter em uma construgdo onde uma biblioteca de promotores se
posicionava a montante do gene. Nove clones produtores de halo foram selecionados, ou
seja, os pesquisadores encontraram nove promotores que ativam o gene suficientemente
bem para o sucesso da visualizago do halo em placas contendo 2% de amido. Podemos
pensar que os promotores selecionados nesta publicagdo sdo mais eficientes do que os
promotores utilizados em nosso trabalho e muitos deles podem ser promotores
constitutivos como o promotor PGK, que ativou o nosso gene reporter o suficiente para
visualizacdo do halo, e também para uma triagem de poucos positivos dentre muitos

negativos (figura 12). Podemos tambem pensar que outros promotores com a mesma
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for¢a de Gall ndo foram selecionados pela falta de sensibilidade do gene e ndo pela falta
de ativacao do mesmo Comparando os nossos resultados obtidos com o gene EGFP,
podemos ver claramente que o promotor PGK (figura 21) tem um poder de ativagdo
génica muitas vezes superior aos promotores GAL1 e “**UAS CYC-1 quando induzidos
por Gal4' (figuras 25 e 28, respectivamente). Outro trabalho publicado por Nacken er al,
(1996), mostra que a atividade do gene GUS sob o controle do promotor PGK ¢ mais de
100 vezes superior a atividade do mesmo gene sob o controle do promotor Gall10/CYC-1
em Saccharomyces cerevisiae. Portanto, promotores da forca deste Gltimo podem nao ser
suficientes para a detec¢do de interagdo protéica nos sistemas de duplo-hibrido quando
utilizamos o gene da glicoamilase, que se mostrou pouco sensivel, como reporter, nas

linhagens testadas.

Outro fato que pode explicar a ndo detecg@o de ativagdo do gene utilizando as nossas
construcgdes, € a sensivel diferenca na expressdo do gene dependendo da linhagem de
levedura hospedeira utilizada (figura 10). Vimos que as linhagens de levedura Y190 e
CG-1945 apresentam, respectivamente, o maior e menor halo de degradacdo de amido
tanto em placas com 0,5% (p/v) como em placas com 2% (p/v) de amido. Esta diferenca
pode estar ndo s6 na expressdo da enzima dentro da célula como também na exportagéo
da enzima para fora da célula. Novamente comparando-se aos resultados publicados por
Scorpioni e colaboradores (1993), a linhagem utilizada (Saccharomyces cerevisiae,
linhagem GRF18) ¢ também diferente das linhagens por nos utilizadas (HF7¢c, CG-1945,
YJ0Z, e Y190). Podemos propor que novas linhagens devem ser testadas como
hospedeiras para as nossas construcdes, levando-se em conta que estas hospedeiras tém
que ser GALSO™ para ndo reprimirem a ativagcdo de Gal4. Uma outra alternativa € a
utilizagdo de uma construgdo onde o gene da glicoamilase seja repoOrter no sistema
utilizando VP16 e HSV como ativadores. Neste caso, hospedeiras selvagens para Gal80
podem ser utilizadas. Insistimos na utilizag8o da glicoamilase como reporter para este
sistema pois, além da facilidade da detec¢do de interagdo protéica, este gene se mostrou

potencialmente util quando utilizamos promotores como PGK (figuras 10 e 12).
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Uma alternativa que mantém a vantagem da facilidade de detecgdo da interagdo protéica ¢
a utilizagdo de genes como a a-amilase (Bacillus subiilis) ou glaB que codifica a
glicoamilase de Aspergillus oryzae (Hata et al., 1997). Este gene se mcstrou eficiente na
producdo de halo quando sob o controle do promotor ADH1 na linhagem YPH499 de

Saccharomyces cerevisiae.

5.2 Sistemas de duplo-hibrido com selecio por cell sorter sdo viaveis

A utilizagdo do gene EGFP como reporter no duplo hibrido de levedura possibilita,
através da fluorescéncia do seu produto, a separa¢@o de células triadas por citometria de
fluxo facilitando o procedimento de detec¢@o de interag@o protéica. Os nossos resultados
indicam que o gene EGFP pode ser utilizado neste sistema, mesmo quando construido
sob o controle de promotores como Gall ¢ GALUAS CYC-1 na presenga de Gal4.
Apesar da diferenca entre a expressio do geme sob o controle de um promotor
constitutivo (PGK) ser relativamente grande quando se comparada 4 expressdo do gene
sob o controle de promotores indutiveis, é possivel se fazer a separagio daquele grupo de
células que apresentam maior fluorescéncia. Além disso, o enriquecimento da cultura
apos a transformagdo favorece a diminui¢do de leveduras ndo transformadas (figura 20) e
a possibilidade de se fazer varios “rounds” de separagdo das células mais fluorescentes
permite que o perfil de fluorescéncia em citometria de fluxo seja aperfeigoado, facilitando
a captura daquelas que melhor expressam EGFP. Em nossos resultados, obtivemos,
somente com um “round” de separagdo, 83% de recuperacdo das células fluorescentes
quando tinhamos no meio de cultura somente uma delas para cada milhdo de células que
ndo expressavam EGFP. Em um recente trabalho publicado por Bell ez al. (1999) foi feito
um enriquecimento de clones que expressavam altos niveis de fluorescéncia em

condigdes especiais (com ou sem glicose) através de oito “rounds” de separagio.

No caso de EGFP, uma variac¢do do niumero de cOpias deste reporter ndo € vantajosa para
o sistema. Pode-se pensar que uma mesma resposta em fluorescéncia seja resultado tanto
da ativagdo por varias interagGes fracas em multiplas copias do reporter clonado em

vetores epissdmicos, quanto da ativagdo de uma ou poucas copias do reporter devido a
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interagdo forte. Portanto, a integragdo da construgdo contendo o gene reporter ou a
utilizagdo de vetores centroméricos parece relevante neste caso. Nossos resultados
indicam que a expressao de EGFP sob o controle do produtor indutivel **"UAS CYC-1
(figura 25) € praticamente igual & expressio do mesmo gene sob o controle de GAL1
(figura 28) sendo que, no primeiro caso o plasmidio construido é centromérico e, no
segundo caso, o plasmidio € epissémico. Portanto, temos a expressio de EGFP em baixos
numeros de copias, propiciando, de maneira exata, a separagdo daquelas células que
realmente contém uma interagdo forte entre seus hibridos. O que pode estar ocorrendo ai,
¢ um gargalo na produgdo da proteina funcional de modo que a grande variagio da
expressdo do reporter ndo influenciard nos resultados. A visualizagdo da expressio de
EGFP em baixos nimeros de cOpias também ¢é confirmada por Moschéuser ef al. (1998)
que fizeram a integracdo de varias versdes deste gene sob o controle do promotor ACT1
em Candida albicans. Em algumas destas vers3es, a expressdo da proteina é evidente em
microscopia de fluorescéncia. A importancia da expressdo de EGFP em coOpia unica,
também € confirmada por Bell ef al. (1999) que mostra que € possivel se fazer uma
biblioteca de promotores, controlando o gene EGFP, para a triagem daqueles que sio
induzidos por cobre. Neste caso, dois vetores, sendo um epissdmico € outro integrativo,
foram construidos e os autores concluiram que a heterogeneidade da expressdo de EGFP
¢ drasticamente reduzida quando o vetor integrativo € utilizado. No entanto, quando
utilizamos o sistema de duplo-hibrido, mesmo que o gene reporter esteja integrado,
teremos também a heterogeneidade de expressdo ja que praticamente todos os vetores que
codificam os hibridos sdo epissdomicos. Isto pode ser vantajoso quando se objetiva estudar
interagdes fracas que serdo detectadas somente quando um nimero maior de copias dos
hibridos estiver na célula. Por outro lado, se o interesse se concentra no estudo de

interagdes fortes, o melhor seria usar somente vetores centroméricos.

Nao podemos descartar a possibilidade de detectar a interagdo, utilizando o gene EGFP,
em microsccopia de fluorescéncia. No caso de se fazer um estudo de confirmagio de
interagdo entre duas proteinas ja caracterizadas, o procedimento € enormemente facilitado
pela simplicidade de visualizagdo de células fluorescentes em microscopia. Devemos,

neste caso, fazer a sele¢do dos transformantes antes de leva-los ao microscopio, para
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evitar que se observe células ndo transformadas. Alguns trabalhos mostram que ativacdo
de EGFP muitas vezes ndo € detectada em microscopia de fluorescéncia (Walmsley ef al ,
1997). Em resultados de microscopia obtidns com as nossas construgdes para o uso de
EGFP como reporter, pudemos verificar que 98% das células observadas apresentavam
fluorescéncia quando transformadas com o indutor Gal4 (figura24). Para as células
transformadas sem o indutor, pudemos verificar que 10% delas apresentavam uma
pequena fluorescéncia, correspondendo & transcrigdo basal deste repdrter. Nestes
experimentos, utilizamos o plasmidio epissdmico pYES-EGFP e portanto a variagdo de

intensidade de fluorescéncia destas células é esperada.

E importante ressaltar que apesar de conseguirmos observar a ativacdo do repoérter
induzido pela proteina Gal4 inteira, ainda ndo foram feitos testes utilizando duplo-
hibridos verdadeiros como, por exemplo, a interacdo dos hibridos Gal4BD-p53 e
Gal4AD-It. Estes testes devem ser realizados para comprovacdo de que o gene EGFP seja
realmente apropriado para ser utilizado como reporter zalternativo para sistemas de duplo-

hibrido em levedura.

5.3 O gene CAN1" se mostrou eficiente par ser utilizado em sistemas de duplo-

hibrido reverso

Uma alternativa interessante para o estudo de interagdes proteina-proteina € o sistema de
duplo-hibrido reverso, onde mutagdes que afetam a interacdo sdo positivamente
selecionadas. Uma variag@o possivel deste sistema permite investigar quais residuos de
aminoacidos s3o importantes para a funcdo de um dominio ativador de transcri¢@o; neste
caso falariamos em sistemas de mono-hibrido reverso. Uma outra possibilidade de ensaio
de mono-hibrido reverso seria aquela em que muta¢des em um dominio de ligagdo a

DNA evitassem a ligagdo de uma proteina a sua seqiiéncia de DNA especifica.

A utiliza¢do do gene da arginina permease (CAN1) como reporter em qualquer um dos
trés casos descritos acima implica na utilizag@o de leveduras que sejam resistentes a L-

canavanina pela interrupgdo de transcricao do gene CAN1. Pudemos observar por nossos




resultados que as linhagens de levedura CG-1945 e HF7¢ sio linhagens resistentes a esta
droga (figura 29) sendo que, a linhagem HF7c tem sua resisténcia comprovada por um
defeito em CAN1 pois a insercdo de um plasmidio que contém o gene selvagem sob o
controle de um promotor constitutivo promove a sensibilidade da levedura a L-can
(figura 33). No entanto, tinhamos um interesse especial em utilizar a linhagem YJOZ por
ser, dentre as quatro utilizadas comercialmente no duplo-hibrido, a tnica que nio
metaboliza uracil e, portanto, o plasmidio pYES-CAN (URA3) poderia ser utilizado. Para
todos os nossos experimentos com o gene CAN1 utilizamos entdo uma levedura mutante

para este gene (YJOZ can®).

O gene CANI1 se mostrou altamente eficiente quando testado sob o controle de um
promotor indutivel GAL1 na presenga do indutor Gal4. Nio observavamos o
aparecimento de sobreviventes nem mesmo em cohcentragﬁes inferiores a Sug/ml de L-
can (figura 35) ou quando 10° células eram semeadas em placas contendo L-can (item
4.3.5.1). A utilizagdo de um indutor forte como a proteina Gal4 inteira simula a situacio
de um ensaio de mono-hibrido reverso, esteja ele visando a selecdo de mutantes do

dominio ligante de DNA ou ativador de transcri¢go.

Nos testes utilizando como indutores a interacio dos hibridos Gal4BD-p53 e Gal4AD-IT,
os resultados obtidos foram surpreendentes. Muitas das leveduras que sobreviveram a
concentrac¢des superiores a 50pg/ml de L-can eram na verdade leveduras resistentes Ccujos
hibridos perderam a capacidade de interagir (figura 37) e portanto ndo mais ativavam o
gene CANI1. O restante daquelas que sobreviveram também eram resistentes mas a
diferenga € que a interagio destes hibridos ainda ocorria, mesmo que muito fracamente
(figura 37). E importante ressaltar que devem ser feitas caracterizagdes mais detalhadas
destes mutantes espontineos que passam a resistir a altas concentragdes de L-can, uma
vez que as analises preliminares detectaram mutagdes em p53 nos clones onde a interacao
foi abolida, mas mutagdes em outros componentes do sistema ndo foram analisadas.
Assim, ndo € possivel afirmar se o comportamento observado pode ser generalizado ou

restringe-se  utilizagdo de p53.
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No caso especifico da interagdo de p53-IT, nossos resultados indicam que concentracdes
inferiores a 50pug/ml de L-can ndo foram suficientes para conferir total sensibilidade a L-
can (figura 36) Portanto para o estudo de caracterizacdo de dominios importantes para
esta interagdo, deve-se utilizar concentragdes superiores a esta. Isto mostra que, para cada
estudo e.speciﬁco onde se quer analizar o dominio importante para a interacio de duas
proteinas, o ideal é que se faga uma caracterizagio das concentracdes de L-can
necessarias para que ndo ocorra sobreviventes quando a interagio é completa, n3o se

esquecendo que a expressdo basal do gene nio deve conferir sensibilidade a célula.

Assim, como a sobrevivéncia a 200pg/ml de L-can foi de 0,2%, espera-se a geragdo de 20
mutantes a cada 10.000 clones submetidos a selegdo. Investigadores que gerassem, por
mutagénese anterior a selegdo, cerca de 20 mutantes que bloqueassem a interacio a cada
10.000 clones, obteriam o dobro do nimero de clones do que quando utilizassem o duplo-
hibrido sem a introdugfo prévia de mutagOes, desta forma a cada dois clones analisados,
um deles seria um mutante construido. A analise dos mutantes espontineos pode ser
indesejavel pelo consumo de tempo e reagentes, quando objetiva-se a observacdo do
fenotipo de alteragdes especificas desvalorizando o uso de CANI1 como reporter.
Todavia, € possivel que algum agente potencializador da letalidade produzida por L-
canavanina seja capaz de diminuir em muito a freqiiéncia de aparecimento desses
mutantes. Na verdade, foi relatado que L-canavanina aumenta a susceptibilidade de
células de mamifero a choque térmico (Li & Laslo, 1985; Kelley & Carter, 1981). Assim,
€ possivel que com o uso de altas temperaturas seja possivel ajustar a sensibilidade ao
agente letal de forma que o aparecimento de mutantes espontaneos seja muito diminuido.
Vale lembrar que quando o indutor Gal4 inteiro € utilizado, a alta concentragdo
intracelular de L-can que é supostamente alcancada permite que 10° leveduras sejam

analisadas sem que mutantes sejam gerados pelo sistema.

Todavia, conseguimos comprovar que clones mutantes previamente caracterizados de
p53 (como troca da cisteina 239 por uma arginina) que nfo interagem com large T
apresentam sobrevivéncia de 100% mesmo frente a altas concentracdes de L-canavanina

(figura 43). Isso indica que € possivel recuperar mutantes gerados por um unico evento




raro com 100% de chance. Assim, os mutantes previamente gerados estardo
eficientemente representados nas placas de sele¢do. Esta mutagdo havia sido previamente
caracterizada por Li & Fields, (1993) através da selecdo de uma biblioteca de mutantes
utilizando como reporter o gene /lac Z. Um nimero calculado entre 1000 e 2000
tranforméntes foram triados, em placas contendo X-Gal. Este nimero poderia ser maior, e
o trabalho de seleg¢@o poderia ser menor se os autores tivessem em méos um gene reporter
reverso, como URA 3 utilizado por Vidal et al. (1996), Cicloeximida (CYH2) utilizado
por Leanna & Hannink, (1996) ou o gene CAN1" por nés utilizado.

A utilizagdo de um plasmidio epissdomico (pYES-CAN) neste caso ndo deve interferir em
nossos resultados pois ndo nos interessa quantificar a dissociagdo de interagdo e sim
determinar se a mutagdo é importante o suficiente para que as duas proteinas ndo mais
interajam. Além disso, nossos resultados indicam que a variag@o clonal das leveduras que

contém este plasmidio expressando o gene CAN1 néo ¢ significante (figura 36).
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6. CONCLUSOES

O gene da glicoamilase se mostrou pouco sensivel para o sistema de dupio-hibrido de
levedura quando testado sob o controle dos promotores indutiveis GAL1 e *UAS CYC-

1, na presenca do indutor Gal4.

A principio, o gene EGFP pode ser utilizado no sistema de duplo-hibrido sob controle de
promotores indutiveis como GAL1 e **UAS CYC-1 na presenca do indutor Gal4. No
entanto, a reconstituicdo da atividade de um fator transcricional através da interagdo de
hibridos protéicos deve ser testada, para a confirmacdo da eficiéncia do sistema,

utilizando este gene.

O gene CAN1" se mostrou eficiente como reporter no sistema de duplo-hibrido reverso
quando sob o controle do promotor indutivel GALI, na presenca de indutores como Gal4

e a interagdo dos hibridos Gal4dBD-p53 e Gal4AD-IT.

Mutagdes pontuais, como uma Unica troca de aminoécido, podem ser eficientemente

selecionadas se causarem disrupc@o de interagdo entre duas proteinas hibridas.

A L-can mostrou-se capaz de gerar mutacdes espontdneas nos hibridos do sistema e,
possivelmente, pode ser utilizada na sele¢do de mutantes de dissociagdo de interagdo sem

a necessidade da produc@o de uma biblioteca de mutantes.

A utiliza¢do de um vetor epissdmico para a constru¢do de pYES-CAN ndo traz problemas

de varia¢do clonal para o sistema, na linhagem de levedura YJOZ can®.
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