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Título

Seleção de proteínas que interagem com o fator de transcrição nanog implicado na manutenção de pluripotência de células tronco.
Objetivo

Clonar peptídeos que interagem com o fator de transcrição nanog utilizando o sistema de duplo híbrido em leveduras em meio líquido (versões de cultura única e robótica, desenvolvidas por nosso grupo) e estudar o padrão de expressão tecido-temporal dos clones selecionados, utilizando análises bioinformáticas também hibridação in situ.
Revisão da Literatura

As células tronco embrionárias (ES) são consideradas imortais ex vivo e representam uma poderosa ferramenta para a investigação de muitas questões científicas e a esperança de tratamento de muitas doenças degenerativas. Essas células, além de crescerem infinitamente, mantêm a pluripotência, podendo se diferenciar em todas as linhagens celulares fetais e de adultos.
O gene Nanog, integrante da família homeobox de fatores de transcrição, foi apresentado em pesquisas recentes como capaz de manter a pluripotência das células tronco embrionárias. Segundo Hart et al., 2004, o gene é expresso na massa celular interna do blastocisto - de onde são derivadas as células tronco embrionárias (ES) - e encontrado em níveis baixos em tecidos adultos (1). Observações recentes de Hough et al., 2006, mostraram que o silenciar de Nanog por RNAi induziu a diferenciação das células tronco em linhagens extra-embrionárias (2), corroborando observações de Mitsui et al., que ao interromperem o gene em células tronco fizeram com que estas adquirissem características tanto morfológicas quanto de perfil de expressão gênica próprios de células da endoderme extra-embrionária (3). Portanto, a manutenção da pluripotência de células tronco depende da continuada expressão de nanog. Por outro lado, em células diferenciadas de camundongo (3T3), a expressão de nanog foi capaz de estimular a proliferação celular (4), indicando que a manutenção da pluripotência e inibição da diferenciação possam estar ligadas à manutenção da capacidade replicativa.
Dois domínios ativadores de transcrição foram mapeados na região C-terminal de nanog, subjacentes ao domínio de ligação em DNA homeodomínio (5, 6). Em células diferenciadas (HeLa) o domínio C-terminal de nanog ensaiado em fusão com o domínio de ligação em DNA de Gal4 produziu um aumento de 16x sobre a transcrição basal, sendo que em células de carcinoma embrionário a indução chegou a quase 2 mil vezes (5), sugerindo que um co-ativador importante também possa estar envolvido na manutenção de pluripotência, já que estas células são semelhantes às células tronco embrionárias.

A superexpressão de nanog reduziu em células tronco a dependência a LIF (“Leukaemia Inhibitory Factor”) para se auto-renovarem (7). Embora o papel de nanog nesse fenômeno seja claro, ele não foi efetivo na ausência de Oct4, sugerindo modos de ação interdependentes entre os dois fatores de transcrição (8). Nanog e Oct4 sobrepõem-se na regulação de muitos genes, como demonstrado por Loh et al.(9), que mostraram que ambos ligam-se a um coincidente conjunto de promotores e que esses dois genes controlam a expressão de 3.006 e 1.083 outros genes, respectivamente. Considerando-se a manutenção da pluripotência, ambos os genes e os alvos por eles ativados ou reprimidos teriam papel fundamental.

Estudos mostram também a presença significativa dessa proteína em tumores, como carcinomas embrionários, carcinoma de mama, seminomas (10) e também em gonócitos (11), revelando uma ligação molecular entre tumores de células germinativas e a auto-renovação das células embrionárias, das quais descendem. O gene nanog foi considerado um dos mais expressos em tumores de testículo (12) e em células de sarcoma ósseo, que apresentam semelhanças funcionais com células tronco (13).

Dentre os 111 trabalhos publicados sobre nanog desde 2003 até o presente, ainda não foram encontrados estudos dirigidos ao mecanismo de ativação de transcrição de nanog e que expliquem sua alta atividade transcricional em células tronco, embora seja evidente a ausência de sua expressão em células diferenciadas. Por isso torna-se justificável clonar proteínas que interagem com nanog.
Justificativa
O fator de transcrição nanog, como dito acima, está implicado na manutenção da pluripotência de células tronco. A literatura em torno desta proteína é extremamente recente e algumas linhas de investigação se destacam, incluindo o mapeamento de genes controlados por nanog, seu efeito na manutenção da pluripotência de células tronco, sua participação em carcinogênese e a caracterização de seus domínios funcionais transativadores. Todavia nada se sabe sobre os possíveis co-ativadores recrutados e, portanto, não se sabe por quê sua atividade em células diferenciadas é insignificante. Por isso a abertura de uma nova frente de investigação buscando clonar, identificar e caracterizar ligantes de nanog se justifica. O processo de busca utilizará uma metodologia desenvolvida com simulações em nosso laboratório e que está sendo agora utilizada com sucesso para a triagem de proteínas ligantes de p53. Assim, este projeto também contribuirá para o desenvolvimento subseqüente da metodologia de seleção utilizando o sistema de duplo-híbrido em meio líquido, sendo sua primeira aplicação efetiva.
Metodologia

1. Clonagem de nanog

Foi evidenciada por Hart et al. (1) a expressão de nanog no desenvolvimento embrionário até o sétimo dia. Uma biblioteca de cDNA clonada em vetor para utilização do sistema de duplo-híbrido em leveduras (plasmídio pGAD10) será utilizada como molde para reações em cadeia da polimerase (PCR) utilizando-se os iniciadores a seguir. Para a amplificação da isoforma maior (nanog1) serão utilizados os iniciadores direto XXX e reverso YYY. Para amplificar a isoforma menor nanog2 o iniciador direto será XXX. Para amplificar o domínio C-terminal, nanogC, o iniciador direto será XXX. Outros iniciadores (não mostrado) serão utilizados para amplificar especificamente os subdomínios ativadores 1 e 2, mapeados por Oh et al. (5). Os insertos serão seqüenciados para verificar a fase de leitura e a integridade da região codificadora.
2. Transformação de leveduras

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 com o plasmídio codificador da isca e a biblioteca de cDNA sejam simultâneas, logo, realizadas em meio rico. Cada mistura de transformação será ressuspendida em 5 mL de meio seletivo (-trp –leu –his) contendo 2.5 mM de 3-aminotriazol, concentração adequada para evitar o crescimento de leveduras Y190 na ausência de ativação do gene repórter do sistema HIS3. Estas condições foram padronizadas por Erica M. Queiroz em seu trabalho de mestrado no laboratório (2005). Três dias após a transformação as culturas (única ou em várias alíquotas de 1,5 mL incubadas em placas “deepwell”) serão diluídas 1:10 e incubadas por mais 24 horas, quando serão novamente diluídas, agora na proporção de 1:100. Estas diluições garantem que somente seja evidenciado crescimento no caso de interação de duplo-híbrido. A figura 1 mostra o resultado de revelação de atividade de beta-galacosidase (resultado da ativação de outro gene repórter presente na levedura Y190) em ensaio de metabolização de x-gal, mostrando que 100% dos 50 clones derivados da cultura líquida final eram forte ativadores.
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Figura 1. Ensaio de X-gal com 50 clones isolados na seleção de proteínas que interagem com p53, utilizando a metodologia de seleção em cultura única.
3. Caracterização dos clones positivos


Os plasmídios serão extraídos de leveduras por mini-preparação, os plasmídios contendo a isca serão identificados por PCR de colônia e os complementares utilizados para testes de especificidade de interação, reconstruindo leveduras Y190 com construções de nanog ou controles como p53, lamina e Tead1, que não devem apresentar interações de duplo-híbrido. Os clones selecionados serão seqüenciados e a leitura utilizada para identificação por similaridade com depósitos em bases de dados.

4. Análises bioinformáticas

A expressão tecido-temporal será estimada pela freqüência de ESTs, etiquetas SAGE e comparação de sinal em microarray utilizando-se para comparação um conjunto de 13 genes de expressão pouco variável (dados não mostrados).

5. Hibridação in situ

Será efetuada utilizando poucos clones mais importantes, por um colaborador intenacional que concordou em realizar o experimento, Dr. A. H. Hart.
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Cronograma (trimestres)
1. Clonagens de domínios de nanog em plasmídio pAS1 para utilização em sistema de duplo-híbrido

2. Seqüenciamento para verificação de fase de leitura e integridade da região codificadora

3. Verificação de atividade ativadora de transcrição de domínios e proteínas nanog inteiras e definição de construção a ser usada para utilização com sistema de duplo-híbrido, pois é indesejável que haja ativação do gene repórter pela isca.

4. Triagem de biblioteca de embrião de camundongo de 7 dias utilizando o sistema em meio líquido em cultura única e o sistema com segregação em placas deepwell (sistema robótico).
5. Isolamento dos clones positivos e testes de especificidade de interação

6. Seqüenciamento dos clones positivos.

7. Identificação dos genes clonados e estudos de expressão tecido-temporal utilizando dados públicos de ESTs, SAGE e microarray

8. Experimentos de hibridação in situ realizados em colaboração internacional com o grupo do Dr. Hart (The Walter and Eliza Hall Institute of Medical Research, Parkville, Victoria, Austrália).

Instalações e Equipamentos
O Laboratório de Biodados, Biologia Celular e Desenvolvimento possui todas as instalações necessárias para trabalhos de clonagem e construções gênicas, à exceção de um aparelho termociclador. 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 seleção em meio líquido está sendo conduzida com melhorias no presente momento – experimentos recentes demonstram que a seleção em meio líquido recupera apenas clones forte ativadores (100% dos clones recuperados!). Os dados que estão sendo obtidos deverão ser publicados no âmbito da presente proposta. A estudante responsável pela atual condução dos experimentos é candidata a bolsa pela presente proposta.
Plano de Trabalho para Bolsista
Com exceção das análises bioinformáticas, para as quais a candidata a bolsa de Iniciação Científica apresentada contará com a ajuda e participação dos atuais alunos do programa de bioinformática do laboratório de Biodados, o projeto será conduzido pela estudante, com participação do coordenador do projeto. Assim, o plano é coincidente com o Cronograma apresentado acima. O formulário 10 é apresentado a seguir devido ao fato da candidata ter sido já selecionada e encontra-se trabalhando nos testes iniciais.
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, sendo muito necessária a aquisição de material para seqüenciamento dos clones, a bolsa de Iniciação Científica e os dois equipamentos pedidos: um termociclador e uma mini-centrífuga. A contrapartida principal é a montagem do sistema de seleção em meio líquido, completamente estruturada no momento.
Metas e Indicadores de Avaliação
1. Amplificação das regiões codificadoras de nanog desejadas a partir de biblioteca de cDNA de embrião de camundongo.
2. Clonagens e preparações de plasmídios.

3. Isolamento de clones candidatos.

4. Obtenção de clones verdadeiramente positivos e de interação específica

5. Seqüenciamento e identificação dos clones selecionados.

6. Resultados de análises da expressão tecido-temporal utilizando dados públicos.

7. Resultados de experimentos de hibridação in situ (grupo colaborador no exterior, espera-se provável participação da candidata a bolsa).

8. Publicações de resultados

Certificação de Qualidade em Biossegurança
Cópia Digital da Documentação
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