Sistema de duplo-híbrido reverso

Leveduras utilizadas: linhagem YJ0Z mutadas para o transportador de Arginina contendo um plasmídio que expressa o transportador sob controle da região UAS Gal. Quando um duplo-híbrido é formado, o gene é ativado e a permease é produzida. As leveduras quando incubadas com L-canavanina utilizam a permease para transportar a L-canavanina que é incorporada nas proteínas no lugar da Arginina. Somente mutantes que impedem a formação de duplu-híbrido conseguem sobreviver no meio de seleção. Esse é um sistema de duplo-híbrido reverso, onde a interação desfeita é selecionada. Foi desenvolvido por Alessandra Starling em colaboração com o laboratório. Realizaremos um teste de melhoramento da técnica ainda não executado. As levaduras receberão plasmídios que expressam duplo-híbrido controle (Gal4DB-p53 + Gal4AD-largeT) ou um duplo-híbrido onde não há interação (a p53 apresenta uma única troca de aminoácido). As leveduras transformadas serão incubadas em meio sem Adenina acrescido ou não de L-canavanina. O objetivo é impedir a replicação de DNA pela falta da base nitrogenada e favorecer a incorporação de L-canavanina. Após 24 horas, a adenina será adicionada e a replicação das células voltará ao normal. Espera-se que o efeito tóxico da L-canavanina seja muito aumentado.
Planejamento:
Transformar as leveduras com o duplo-híbrido positivo ou negativo

Em uma transformação normal obtém-se 500 ul de leveduras transformadas contendo cerca de 1000 leveduras que incorporaram os dois plasmídios

100 ul serão plaqueados em placas de meio mínimo SD sem uracil, sem triptofano e sem leucina (-ura -trp –leu) para selecionar somente aquelas que incorporaram ambos plasmídios.  A ausência de uracil deve-se ao fato do plasmídio que expressa a permease conferir prototrofia para esta base nitrogenada. Deve-se obter cerca de 200 colônias se tudo correr bem.

100 ul serão inoculados em meio líquido –ura – trp – leu 

100 ul serão inoculados em meio líquido –ura – trp – leu + L -canavanina

100 ul serão inoculados em meio líquido –ura – trp – leu – ade

100 ul serão inoculados em meio líquido –ura – trp – leu – ade + L-canavanina

Aqueles tubos que não contém Adenina receberão o nutriente após 24 horas


Obtenção das células (já realizado):
1. Inoculamos previamente 1 colônia em 5 ml de SD -ura. 
2. Inoculamos 50 ml de SD –ura a 1x10E6 células por ml ontem
3. Contamos as células e inoculamos em meio YPD a uma densidade de 0,5 x 10E7/ml. Agitamos a 150 rpm a 30 C.
4. Deve-se acompanhar o crescimento até densidade de 1,6 a 2 x 10E7/ml (64-80 células por quadrado da câmara de Neubauer). Aproveita-se o intervalo para ferver o DNA carregador por 5 min e resfriar em banho de gelo. Também prepare a mistura de DNA (1 ug de cada plasmídio em 50 ul de água esterilizada para cada transformação) e faça placas seletivas.
Preparação de células competentes:
5. Centrifugue em tubo Falcon de 15 ml por 10 min, posição 5 de centrífuga Fanen, o volume correspondente a 1x10E8 células.
6. Ressuspenda as células com 1 ml de água miliQ estéril e transfira para tubo de minicentrífuga esterilizado.
7. Centrifugue por 15 seg somente, retire o sobrenadante com micropipeta e ressuspenda com 400 ul de LiAc 0,1M.
8. Repita o passo 7 de lavagem com LiAc 0,1M.
Transformação:
9. Centrifugue por 15 seg (minicentrífuga) e retire o LiAc com micropipeta.
10. Adicione sobre cada pellet de células, nesta ordem:
- 240 ul de PEG 50% (p/v).
- 36 ul de LiAc 1 M sobre o PEG, sem tocar as células.
- 25 ul de SS-DNA 2 mg/ml fervido por 5 min e resfriado em banho de gelo.
- 50 ul de solução de DNA contendo 1 g de cada plasmídio.
11. Vortexe vigorosamente até desfazer totalmente o pellet (> 1 min).
12. Incube a 30 C por 30 min, sem agitação.
13. Choque térmico a 42 C por 30 min.
14. Centrifugue por 15 seg e remova sobrenadante com micropipeta.
15. Pipete 0,5 ml de água miliQ esterilizada e ressuspenda gentiamente.
16. Plaqueie ou inocule em meio líquido como planejado 

