Projeto de pesquisa:

“Validação de novo sistema de duplo-híbrido em leveduras
utilizando p53 e nanog como iscas”
O sistema de duplo-híbrido em leveduras já foi utilizado para isolar proteínas que interagem com fatores de transcrição possuidores de homeodomínio ou, por outro lado, foi capaz de selecionar tais fatores de transcrição quando outros reguladores transcricionais foram utilizados como isca (tabela 1).
Tabela 1. Resultados de seleção com sistema de duplo-híbrido envolvendo proteínas com homeodomínio como isca ou presa (*proteína que contém homeodomínio)
	Isca
	Presa
	Referência Bibliográfica

	Sox8 e Sox10 (proteínas HMG)
	Fatores de transcrição com homeodomínio*, ZF, bHLH e bZIP
	Wissmuller S et al. Nucleic Acids Res. 2006 Mar 31;34(6):1735-44

	STM
	BLH* (Bel1-like homeodomain)
	Cole M et al. Nucleic Acids Res. 2006 Mar 2;34(4):1281-92

	Ultrabithorax IB* (fator de transcrição Hox)
	Armadillo, Aristaless* e outros fatores de transcrição
	Bondos SE et al. Mol Cell Proteomics. 2006 May;5(5):824-34

	Meox2* (Mesenchyme Homeobox 2)
	RING finger protein 10
	Lin J et al. Mol Cell Biochem. 2005 Jul;275(1-2):75-84

	Co-repressor Groucho
	Fatores de transcrição com homeodomínio*, ZF e outros
	Goldstein RE et al. Mol Cell Biol. 2005 Dec;25(24):10711-20

	Pem*
	Cdc37
	Guo F et al. Acta Biochim Biophys Sin (Shanghai). 2005 Nov;37(11):784-7

	HOXA13*
	Smad5
	Williams TM et al. Nucleic Acids Res. 2005 Aug 8;33(14):4475-84

	SOD1 mutante G93A
	HoxB2*
	Zhai J et al. Hum Mol Genet. 2005 Sep 15;14(18):2629-40

	Siaz*
	Sinup
	Ro H et al. Biochem Biophys Res Commun. 2005 Jul 15;332(4):993-1003


Nosso laboratório de recentemente desenvolveu um sistema de seleção de duplo-híbrido em leveduras modificado para funcionar em culturas líquidas (Queiroz EM 2005, dissertação de mestrado junto ao Depto. de Biologia Geral, UFMG; Queiroz EM e Ortega JM, não publicado). O sistema possui a vantagem de diminuir sensivelmente a freqüência de artefatos, pois permite uma separação muito eficiente entre clones que ativam fortemente ou fracamente a transcrição do gene repórter HIS3, utilizado para a seleção. Todavia, os ensaios de validação do novo sistema foram realizados por simulações, onde a isca era p53 e uma biblioteca triada era representada pelo plasmídio pgAD10 sem inserto e eram adicionadas pequenas quantidades de um plasmídio que expressa uma presa conhecida de p53, o antígeno largeT de SV40. Desta forma, a validação do novo sistema carece de uma demonstração de seu funcionamento com a triagem efetiva de uma biblioteca de cDNA. O presente projeto propõe esta triagem utilizando p53 como isca e uma biblioteca de cDNA de embrião de 7 dias, disponível no laboratório.
O presente projeto já alcançou resultados iniciais satisfatórios. Em dois experimentos de triagem não houve crescimento de leveduras na cultura líquida final, obtida após um protocolo já estabelecido de diluições. Embora sendo aparentemente irrelevantes, estes resultados negativos atestam o bom funcionamento do sistema, pois clones indesejáveis não foram recuperados, informação esta que será relatada em futura publicação dos resultados. Cinqüenta clones positivos foram obtidos em uma outra seleção, os quais ativam além do gene repórter HIS3 utilizado para a seleção, o gene repórter LacZ, controlados na levedura Y190 por promotores de estruturas diferentes (Figura 1). Todavia, uma caracterização inicial de dois clones mostrou que o plasmídio portador da presa é capaz de ativar os genes repórteres do sistema na ausência do plasmídio codificador da isca (Figura 2). Este tipo de artefato do sistema de duplo-híbrido é raríssimo e poderá ser explicado por: (i) ligação nos promotores dos genes repórteres, embora estes sejam significativamente diferentes ou (ii) contenham elementos de ligação a histonas. Tais plasmídios estão sendo seqüenciados, todavia, a ativação por eles produzida é alta, atestando a eficiência da seleção em meio líquido. Novas triagens, onde se buscará uma eficiência de transformação das leveduras maior deverão ser conduzidas para o teste efetivo do novo sistema. Este é o objetivo principal da presente proposta, sendo simples, exeqüível e com vistas à participação na publicação dos resultados.
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Figura 1. Ativação do gene repórter LacZ nos clones isolados na triagem.
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Figura 2. Ativação do gene repórter LacZ pelos plasmídios que expressam a presa na ausência do plasmídio que expressa a isca p53. A partir de 2 clones selecionados foram reconstruídas 8 leveduras (4 por clone) mostradas na figura.
Paralelamente, será feita a clonagem, a partir da biblioteca de embrião de camundongo de 7 dias mencionada acima, a região codificadora do fator de transcrição nanog, que contém homeodomínio e foi implicado na manutenção da pluripotência de células tronco embrionárias [1] e em certos tumores [2]. O novo sistema de seleção de duplo-híbrido será então utilizado para selecionar proteínas que interagem com nanog completo, ou com o domínio C terminal de nanog, subseqüente na proteína ao domínio homeodomain N terminal.

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 ATGAGTGTGGGTCTTCCTGGTCCC e reverso TCATATTTCACCTGGTGGAGTCACAGAGTA. Para amplificar a isoforma menor nanog2 o iniciador direto será ATGCCTGCAGTTTTTCATCCCGA. Para amplificar o domínio C-terminal, nanogC, o iniciador direto será AAAAACCAGTGGTTGAAGACTAGCAATGG. Outros iniciadores (não mostrado) serão utilizados para amplificar especificamente os subdomínios ativadores 1 e 2, mapeados por Oh JH e colaboradores [2]. 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 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.

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).
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