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Título

Síntese de genes resistente (TP53R) e sensível (TP53S) a mutações e testes de validação biológica.
Objetivo

Determinar sob análise bioinformática a composição de códons para dois genes codificadores da mesma proteína, a p53 murina, privilegiando codons resistentes ou sensíveis a mutações, comparar seus comportamentos frente a diversas intensidades de tratamento com agentes mutagênicos e produzir um painel das mutações observadas “in vivo”.
Revisão da Literatura

Proteínas são codificadas por genes apresentando uma determinada configuração de códons específica que, quando traduzida, gera a seqüência de aminoácidos constituinte da estrutura primária de tais proteínas. Se lembrarmos que o código genético é degenerado, ou seja, que existem diferentes códons codificando o mesmo aminoácido, podemos perceber que há diferentes configurações codônicas possíveis para cada proteína. 
À esquerda da Figura 1 podemos ver os 15 primeiros aminoácidos da proteína p53 de camundongo (Accession Number NM_011640.1; Bienz et al., 1984). Na Figura 1b, podemos observar a forma nativa como esta proteína é codificada pelo genoma de camundongo (Waterston et al., 2002); e em 1a e 1c vemos duas outras formas alternativas através das quais o mesmo importante controlador do ciclo celular de camundongo poderia ser codificado.
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Fig. 1: Configurações genômicas alternativas para os 15 primeiros aminoácidos da p53 murina. O asterisco mostra as posições codônicas que foram trocadas; todas as três seqüências, quando traduzidas, geram os aminoácidos mostrados do lado esquerdo da figura.
Estudos recentes realizados por nosso grupo de pesquisa têm demonstrado que a utilização diferencial de determinados códons sinônimos (aqueles que codificam um mesmo aminoácido) em uma mesma proteína pode modificar a susceptibilidade desta proteína frente a danos mutacionais em sua seqüência de DNA (Prosdocimi e Ortega, 2007a; Prosdocimi e Ortega, 2007b). Por exemplo, ambos os códons TTA e CTT codificam resíduos de Leucina nas proteínas (de acordo com a tabela do código genético); entretanto, uma única mutação num códon TTA, pode permitir a modificação deste em um dos códons de terminação TGA ou TAA, enquanto o códon CTT exigiria que mais de um evento mutacional ocorresse antes que ele mutasse para algum códon de parada e gerasse a interrupção abrupta daquela seqüência protéica. Disso se deriva que diferentes códons apresentam diferentes taxas daquilo que chamamos Estabilidade Evolutiva (EE).
Assim, ao trocarmos a composição de códons de uma mesma proteína para códons apresentando mais (ou menos) EE, podemos torná-la mais (ou menos) susceptível a mutações. É bem conhecido o fato de que o acúmulo de mutações em genes codificadores de proteínas controladoras do ciclo celular produz um descontrole na atividade de controle do ciclo celular e faz com que as células se dividam sem controle, caracterizando um câncer. Proteínas apresentando uma maior EE mostram-se, teoricamente, menos susceptíveis a modificações geradas por mutações no DNA e, portanto, mais resistentes ao ciclo de eventos que leva à transformação celular e ao câncer.
O objetivo do presente trabalho é, portanto, tentar validar esta nova e interessante teoria sobre a estabilidade evolutiva de códons em um experimento real com um gene controlador de tumor em murinos. Assim, nossa idéia consiste em produzir duas novas versões do gene p53 de camundongos: uma contendo um conjunto de códons mais resistentes à mutação (como mostrado na Figura 1a) e outra contendo um conjunto de códons mais susceptíveis à mutação (Figura 1b). Dessa forma, as versões resistente (TP53R) e susceptível (TP53S) do gene, mais a versão nativa do mesmo seriam avaliadas quanto à capacidade de resistirem a diferentes tipos de danos mutacionais quando submetidas a agentes como UV, peróxido de hidrogênio, MMS. A observação da validade da presente teoria pode permitir a abertura de novos caminhos e fronteiras tecnológicas para a realização de modificações sítio específicas em genes codificadores de proteínas animais que produzam versões mais estáveis destas proteínas e que, no caso dos genes supressores de tumor, podem levar a uma resistência maior ao câncer nestes animais mutados. É de se imaginar ainda que tais modificações possam um dia ocorrer em embriões humanos que, dessa forma, seriam menos susceptíveis a tumores ao longo de suas vidas.
Justificativa
Simulações “in silico” onde cadeias polipeptídicas compostas por um único tipo de códon foram submetidas a mutações aleatórias mostram que há uma grande diversidade dentre códons sinônimos para evoluírem para códons de terminação. Simultaneamente, aqueles aminoácidos codificados por seis códons (a saber, leucina, arginina e lisina) também apresentam diferenciada perda de identidade em função do códon utilizado para a sua codificação. As análises bioinformáticas relatadas nos dois manuscritos anexados permitiram o desenho de duas versões: resistente (TP53R) e sensível (TP53S) da região codificadora da proteína p53 murina. Os códons foram escolhidos para maximizar ou minimizar o efeito de mutações aleatórias.
Ainda é cedo para prever o uso da tecnologia a ser testada nesta proposta. Evidentemente é reconhecida a importância da utilização da p53 como modelo de estudo, dado papel celular executado por ela como supressora de tumor. Todavia, é provável que a aplicação em transgênicos, em projetos associados com reposição tecidual com células tronco, dentre outros, sejam mais relevantes. O potencial de utilização é bastante amplo. Mas é preciso chamar também a atenção para a interação bioinformática-biotecnologia que a proposta contempla. A “expertise” em síntese gênica já é de domínio do nosso grupo de pesquisa, todavia sua aplicação em mais um projeto é também relevante, por permitir a transferência de tecnologia através de pesquisadores que renovaram o grupo. Além disso, trata-se de um projeto eminentemente de fronteira científico-tecnológica, de impacto considerável. Por isso tudo, acreditamos que o a proposta esteja bem justificada.
Metodologia

1. Obtenção dos genes resistente (TP53R) e sensível (TP53S)

A síntese será feita por PCR, utilizando-se cada fragmento gênico como mega-primer do outro. Quando a montagem estiver completada, dois iniciadores posicionados nas extremidades, contendo sítios de clonagem, serão utilizados para preparar o gene para a clonagem no vetor de expressão. O gene será seqüenciado em plasmídio intermediário e depois sub-clonado no plasmídio pAS1, para ser expresso em fusão com o domínio de ligação em DNA de Gal4 (Gal4DL). Brevemente, a construção gênica é feita utilizando-se oligonucleotídeos que “alternadamente” constituem as duas fitas do gene a se construir, sendo que um recobrimento suficiente para pareamento a 50ºC é planejado entre o primeiro e o segundo oligonucleotídeo e assim sucessivamente até o final da cadeia. Os códons são escolhidos segundo os critérios estabelecidos nos dois manuscritos em anexo. Dois trechos distintos de cerca de 600 aminoácidos de p53 serão utilizados, a saber, N e C terminal dos tipos sensível, selvagem e resistente, em todas as combinações, utilizando-se para isso um sítio interno de Eco RI presente na p53 murina.
2. Transformação de leveduras

Leveduras da linhagem Y190-CanR, geradas no laboratório por deleção do gene Can1, codificador do transportador de arginina, serão utilizadas. As leveduras serão transformadas com três plasmídios: (i) o primeiro deles contendo o gene do transportador de arginina selvagem controlado por um promotor responsivo a Gal4; (ii) o segundo plasmídio expressará Gal4DL fusionado a p53, nas versões sensível, selvagem e resistente a mutação e (iii) o terceiro plasmídio expressa a “isca” do sistema de duplo-híbrido representada pela fusão largeT-Gal4DA (domínio de ativação de transcrição de Gal4). As transformações serão conduzidas segundo novo protocolo disponibilizado por Gietz e colaboradores no site http://www.umanitoba.ca/faculties/ medicine/biochem/gietz/method.html denominado “best method”. O protocolo mostrou-se bastante eficiente no laboratório, permitindo que as transformações triplas sejam simultâneas. Cada mistura de transformação será semeada em placas contendo L-canavanina, análogo de arginina que é transportado pelo receptor de arginina, conduzindo à morte da levedura quando a interação de duplo-híbrido é formada. Assim, mutantes que afetem a interação p53-largeT, preponderantemente aqueles que levarem à formação de códons de terminação em p53, serão selecionados por não expressarem o receptor de arginina. Os plasmídios contendo esta mutação serão isolados dos clones selecionados e seqüenciados para formação de um painel de mutações.
3. Mutagênese

Durante a construção dos plasmídios, o segmento codificador de p53 será submetido a mutação por (i) luz ultravioleta 256 nm, (ii) tratamento dom peróxido de hidrogênio e Fe-EDTA ou (iii) MMS. Também será utilizada mutagênese “in vivo” fazendo-se pré-incubações com baixas quantidades de L-canavanina, que ao incorporar-se às proteínas na levedura induzem mutação; neste caso um passo adicional será utilizado para demonstrar que a proteína de fusão Gal4DL-p53 expressa pelo clone selecionado é capaz de competir pela ligação em DNA com Gal4 selvagem, o que fortemente indicará que a mutação se concentra na região codificadora de p53. Este procedimento já é de domínio do laboratório (não publicado).
4. Análises bioinformáticas


As freqüências de mutações observadas através do seqüenciamento dos clones mutantes bem como as freqüências de obtenção desses clones serão comparadas com o esperado pela simulação e com as taxas de tipos de mutação esperadas para os diversos agentes mutagênicos, visando a comprovação do modelo de construção de genes resistentes a mutação.
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Cronograma (bimestres)
1. Elaboração das seqüências de gene resistente e sensível
2. Construção gênica e seqüenciamento
3. Mutagênese e subclonagem em vetor de expressão de leveduras.

4. Seleção de clones mutantes
5. Obtenção de plasmídios com o gene p53
6. Verificação de integridade de domínio Gal4DL por competição com Gal4p.

7. Sequenciamento dos clones mutantes
8. Análise dos dados e publicação dos trabalhos.

Instalações e Equipamentos
O Laboratório de Biodados, Biologia Celular e Desenvolvimento possui todas as instalações necessárias para trabalhos de clonagem e construções gênicas. Os experimentos de seleção com sistema de duplo-híbrido têm sido eficientemente conduzidos tanto pelo grupo quanto pelo laboratório de Genética Molecular e de Microrganismos, colaborador do projeto. A tecnologia de construção gênica e de seleção de interação de duplo-híbrido é de domínio do laboratório.
Plano de Trabalho para Bolsista
O bolsista será responsável pela execução da construção gênica, transformações de leveduras, seleção de clones, extração de plasmídios e sequenciamento.
CV Lattes do Coordenador
Comprovantes de Cadastramento Lattes/CNPq dos pesquisadores colaboradores

Demais apoios, Cooperações Firmadas e Contrapartida
A presente proposta é complementar a projetos já executados no laboratório, mas que utilizaram metodologia semelhante, assim, o auxílio requisitado objetiva a condução sem dificuldades do plano estipulado, todavia as condições de trabalho para seleção de clones já estão garantidas.
Metas e Indicadores de Avaliação
1. Construções gênicas e sequenciamento.
2. Mutagênese e subclonagem em vetor de sistema de duplo-híbrido.

3. Isolamento de clones candidatos.

4. Obtenção de clones que expressam a p53 mutada
5. Seqüenciamento dos clones selecionados.

6. Avaliação dos resultados
7. Publicações de resultados

Certificação de Qualidade em Biossegurança
Cópia Digital da Documentação

