CELSO FAVARO JUNIOR

CONSTRUGCAO DE VETORES PARA IDENTIFICAGAO DE LIGANTES DE
SEMAFORINAS CLASSE 5 ATRAVES DO SISTEMA DE DUPLO-HIBRIDO

CURITIBA
2009



UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA

CONSTRUGCAO DE VETORES PARA IDENTIFICAGAO DE LIGANTES DE
SEMAFORINAS CLASSE 5 ATRAVES DO SISTEMA DE DUPLO-HIBRIDO

Trabalho de conclusdo de curso para obtencao do
grau de Bacharel em Ciéncias Biologicas.
Realizado no departamento de Patologia Béasica do
Setor de Ciéncias Biolégicas da Universidade
Federal do Parana — UFPR, sob a orientacao da:

Prof.2 Dr2 Adriana Frohlich Mercadante.

Curitiba
2009



SUMARIO

L. INTRODUGAO. ...ttt nnaes 1
1.1 A Familia das Semaforinas e seu Envolvimento na Navegacdo Axonal..........c.c.ccceueeee. 2
1.2 Semaforinas de ClasSe 5 .......coouiiiiiiiiiiie ittt ettt 4
1.3 Sistema Duplo - hibrido em Levedura.............ccooiiiiiiiiiiiiiniieeieceecceeeeeeeee e 9
1.4 ReSUItadOS ANTETIOTES...c..ueetiiriiieiieniteeteeeite et ett et et et e st e et e sab e e bt e sibeebeesseesbeesaeeens 11

2 OBIETIVOS ...ttt ettt sttt et sb ettt sb et et sae e 13
ODJELIVO ZETAL ...eiiiiiiiiiiiieciie ettt e e e et e e st e e s beeessbeeesaeeentseeensseesnsneesnsneennseeas 13

ODbjJEtiVOS ESPECTIICOS ...veiniiieiiiieiitee ettt ettt et e et e st e e st e e sabeeesbeeeas 13

3. MATERIAIS E METODOS.........ooovioiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeses s sesaes s 14
3.1 Desenho de INICIAAOTES......ccoueeiriiiiiiiieiitie ettt sbee e 14
3.2 Reagdo de Transcriptase REVETSa .......cevvvieiiiieeiiieeiieeciieeeiee ettt 15
3.3 Obteng@o dos Insertos por PCR..........coiiiiiiiiiiiieeeeeecee e 16

3.3.1 Inserto SemaSA dominio CitOPlasSmMAtICO.......ccueerruieeeiiieeriieeriie e e 16
3.3.2 Inserto SemaSB dominio CitOPlasmMAtiCO. .....cccuveeriieiriiieriieeiee e 17
3.4 Replicag@0 dO PGILDA .....couiiiieeeee ettt e e e iae e e e e e aneeenaae e e 17
3.5 DIHEESTOES ..eeeuetieenieieeitee ettt ettt ettt e ettt e et e sttt e sttt e s bt e e s bt e e s abeeeaabee e st e e enbbeeebbeesbeeenabaeea 18
3.5.1 Digestao dOS INSETLOS .. ..ueiiuiiiriieeiiieeeteeertee et e eite e e e e steeesbeeesssaeeaaeesnaneesnseeennnes 18
3.5.2 Digestao dos Plasmid@OS ........c.eeiriiiiiiiiiiiieiiieeeiieeeiee ettt 18
B0 LEZACAO .ttt ettt ettt st et b bt et e e b naee 19
3.7 Replicagdo dos Vetores em Bactérias..........cceeviieeriiiiniiiiniiiiiiieeieeeeeeeee e 20
3.8 PCR d€ COlONIA ...ueeiiiiiiiiiiiiiieeeie ettt ettt et e 21

4. RESULTADOS E DISCUSSAQ ...oouiiiiirireriesieeiiesieeisesisesises s sssesssesssesssssseesseees 22
4.1 Desenho de INICIAdOTeS. .....cc.uiiiiiiiiiiiieiieeieet ettt 22
4.2 Obtenca0o de INSETTOS .....eeiiiiiiiiiieiiieeeiie ettt ettt et e e 23
4.3 DIZESIOCS .uvveeeuitieeiieeeitee et e ettt e ettt e ettt e et e e sttt eesab e e e bt e e e bt e e ettt e s bt e e e baeeeabbeeebeeeeabeeeeanee 25
4.4 Quantificacao, Ligacao € Transformagao..........cceecuvierieieiieeeniieeiee e 27
4.5 PCR d€ COIOMIA. ..c.uviiniiieiiiiiieeieeteee ettt ettt ettt ettt et et e s e neesaneens 29

5. CONCLUSAO ...ttt sttt sttt 32

REFERENCTAS ... e ee et e e se s et e s e s e s s e s et e s e e s s eseses s s sesesesesseseseseseesenaees 33



RESUMO

Durante o desenvolvimento do sistema nervoso, os neurénios devem fazer
contato correto com alvos especificos que normalmente estdo muito afastados. Para
iSs0 sdo0 necessarias vias sinalizadoras que funcionam como guias no correto
direcionamento do cone de crescimento do axénio. Tais vias sinalizadoras sao
constituidas por moléculas que atraem o ax6nio para o seu alvo e a0 mesmo tempo
o repele de vias inapropriadas. Dentre estas moléculas, as semaforinas (Semas)
pertencem a uma grande familia de proteinas secretadas ou associadas a
membrana, envolvidas na navegacao axonal, fasciculagdo, ramificacdo e formacéao
de sinapses, além da participacdo na progressdo tumoral, angiogénese e
diferenciacdo de linfécitos B. As semaforinas de classe 5 sao proteinas
transmembrénicas, que contém sete repetigoes trombospondinas. Dois membros
dessa familia foram identificados em vertebrados, Sema5SA e Sema5B. Na literatura
h& poucos estudos sobre essa classe especifica, especialmente sobre Sema5B.
Muitas questbes sobre esta molécula permanecem em aberto, tais como sua
modulacao, expressao celular e papéis especificos. O trabalho em questao teve
como obijetivo construir vetores para expressdao dos dominios citoplasmaticos das
Semaforinas 5A e 5B (Sema_5A e Sema_5B) em leveduras, ferramentas que,
posteriormente, serdo utilizadas para identificar os parceiros moleculares desses
dominios através do sistema de duplo-hibrido em leveduras. Essa metodologia é
amplamente utilizada para detectar interacées protéicas in vivo e sera de grande
importancia para o desenvolvimento de projetos futuros e de muitas colaboracoes.
Para as construcdes, fragmentos de DNA contendo as sequéncias codificadoras dos
dominios citoplasmaticos de Sema5A e Sema5B (Sema 5A e Sema_5B) foram
amplificados por PCR, digeridos e inseridos no vetor pGILDA. Estas construg¢des
foram transformadas em bactérias DH5a. As colbnias que apresentavam o inserto,
observados através de PCR de colbénia, seguiram para repique, porém nenhum
crescimento posterior foi observado. Dessa forma, verifica-se a necessidade de
reconstruir o vetor com os insertos de interesse para o prosseguimento do trabalho.
Essas construgdes constituem ferramentas Uteis para a identificagdo de proteinas
ligantes de semaforinas de classe 5 e podem nos trazer pistas valiosas sobre a
participacdo destas proteinas em processos fisiolégicos e patoldgicos, como
desenvolvimento e regeneragéo do sistema nervoso central.



1. INTRODUCAO

Durante o desenvolvimento do sistema nervoso, o neurbnio necessita navegar
por um terreno constituido por diversos tipos celulares, processos neuronais e
moléculas da matriz extracelular. Tal navegacao é observada nao s6 durante o
desenvolvimento, mas também em processos regenerativos e patoldégicos do
sistema nervoso, e € mediada por uma infinidade de interagbes protéicas. A
informacao que direciona o crescimento do axdnio é captada e interpretada por uma
estrutura sensorial altamente mével localizada na extremidade mais distal do axdnio,
nomeada de cone de crescimento. Moléculas especificas que direcionam o
crescimento axonal ligam-se a receptores na superficie do cone de crescimento e
ativam vias de sinalizagao intracelular (WIT & VERHAAGEN, 2003). Um grande
namero de moléculas sinalizadoras e de seus respectivos receptores, que guiam 0s
axonios para alvos apropriados, tem sido identificado por diferentes sistemas e em
varios tipos de organismos (MUELLER, 1999). Estas moléculas, tanto atraentes
como repelentes, incluem moléculas mediadoras através de contato, normalmente
envolvidas no contato célula-célula, e moléculas secretadas. Muitas delas
apresentam bifuncionalidade, ou seja, atuam de forma dual: como quimioatrativas ou
quimiorepelentes. Essa diferenca de funcdo é dependente de uma variedade de
fatores que incluem: o estado intracelular do cone de crescimento, expresséo
diferencial de complexos receptores e a relagdao entre as diferentes cascatas de
sinalizacao intracelulares (HUBER et al., 2003).

Dentre as familias de moléculas sinalizadoras e receptoras que regulam o
direcionamento axonal encontram-se 0s receptores do tipo tirosino-quinase
(SCHLESSINGER, 2000) e tirosino-fosfatase; as moléculas de adesao celular
pertencentes a familia das imunoglobulinas (KAMIGUCHI & LEMMON, 2000); as
caderinas (RANSCHT, 2000); as plexinas e neuropilinas, consideradas como
receptores prototipicos de semaforinas (SEMAs) (TAMAGNONE & COMOGLIO,
2000); as semaforinas (WIT & VERHAAGEN, 2003); as netrinas e os receptores de
netrinas (KENNEDY, 2000; PUSCHEL, 1999b) e a familia Robo e os seus
receptores (GIGER & KOLODKIN, 2001).



1.1 A Familia das Semaforinas e seu Envolvimento na Navegacao Axonal

Existem varios mecanismos e moléculas que guiam os axénios na dire¢ao de
alvos especificos, tanto no desenvolvimento como no processo de maturacéo e
regeneracao do sistema nervoso (PATEL & VAN VACTOR, 2002; MUELLER, 1999;
TESSIER-LAVIGNE & GOODMAN, 1996). Entre os mecanismos existentes,
algumas familias de proteinas atuam como fatores de direcionamento axonal,
provendo informacdes que permitem o encontro correto entre processos neuronais e
alvos especificos do sistema nervoso.

Dentre estas moléculas, as semaforinas (SEMAs) pertencem a uma grande
familia de proteinas secretadas ou associadas a membrana, sendo muitas dessas
proteinas envolvidas na navegacao axonal, fasciculagédo, ramificacao e formacéao de
sinapses, atuando como inibidores ou quimiorepelentes (KOLODKIN et al. 1992;
MATTHES et al.,, 1995). Porém estudos recentes indicam que as semaforinas
também podem influenciar a navegagdo axonal realizando quimioatracao
(PASTERKAMP et al., 2003).

A familia SEMA inclui pelo menos vinte membros diferentes em vertebrados e
trés em invertebrados. Até o presente momento, as semaforinas foram descritas
como moléculas ligantes que atuam sobre determinados receptores como as
plexinas, neuropilinas, Off-track, receptor tirosino-quinase Met, CD-72, Tim-2 e
integrina. (WIT & VERHAAGEN, 2003). Todas as semaforinas contém um dominio
amino-terminal extracelular de cerca de 500 aminoacidos nomeado dominio
semaforina (SEMA) contendo 17 cisteinas altamente conservadas e uma regido
carboxi-terminal classe-especifica que pode conter motivos adicionais.

As semaforinas também diferem com respeito a sua topologia, podendo ser
secretadas, transmembranicas ou ancoradas a superficie celular por
glicosilfostidilinositol (GPI) (RAPER; 2000).

Estas caracteristicas estruturais juntamente com a analise filogenética
permitiram a designagao de 8 classes, onde todas as semaforinas conhecidas até o
momento podem ser agrupadas (SEMAPHORIN NOMENCLATURE COMMITTEE,
1999). Semaforinas classe 1 e classe 2 sdo encontradas em invertebrados; classes
3 a 7 estao presentes em vertebrados, e uma classe final (classe V) sao proteinas
codificadas por virus. (Fig. 1)
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Figura 1: Representagdo esquemadtica da familia de proteinas Semaforina. As 8 classes estao
representadas conforme a topologia e dominios conservados na seqiiéncia protéica. As classes 1 e 2
sdo encontradas em invertebrados; classes 3 a 7 em vertebrados e classe V engloba semaforinas
virais. As semaforinas 1, 4, 5 e 6 séo proteinas transmembrénicas, as semas 2, 3 e V sdo secretadas
e a Sema classe 7 pode ser encontrada GPI ancorada ou na forma secretada (adaptado a partir de
Semaphorin nomenclature committee, 1999).

Os receptores caracteristicos da Semaforinas sdo as Plexinas. Nove tipos de
plexinas ja foram identificados em mamiferos e classificados em quatro classes
distintas (classes A-D), sendo que seqléncias relacionadas também foram
encontradas em Drosophila melanogaster e Caenorhabditis elegans (WINBERG et
al., 1998). Plexinas sao proteinas transmembranicas cujo dominio extracelular rico
em cisteina compartilha regides de homologia com receptores para fator de
cicatrizacdo. O dominio extracelular das plexinas contém cerca de 500 aminoacidos
correspondentes ao dominio semaforina. Deve-se ressaltar que este ultimo
apresenta-se relacionado de forma distante ao dominio Sema das Semaforinas. A
regido citoplasmética contém wuma seqUéncia de aproximadamente 600
aminoacidos, altamente conservada entre as diferentes plexinas, apresentando
similaridade de sequéncia a proteinas ativadoras de Ras GTPase (GAPSs)
(SEMAPHORIN NOMENCLATURE COMMIITTEE, 1999; ROHM et al. 2000b,
OSTER et al. 2003). Evidéncias na literatura (ROHM et al., 2000a; ZANATA et
al.,2002) apontam que as plexinas podem possuir atividade GAP intrinseca que é
essencial para sua habilidade de induzir colapso do cone de crescimento e regular
diretamente a atividade de pequenas GTPases, como Rnd1 e RhoD. Semaforinas
secretadas (classe 3) nado se ligam diretamente a plexinas; estas Ultimas se
associam com neuropilinas, formando um receptor heterodimérico para estas
semaforinas (OSTER et al., 2003). Contudo, as plexinas provavelmente sao os



receptores comuns protétipos das semaforinas, enquanto que o requerimento de
proteinas auxiliares como as neuropilinas podem representar um caso especial para
semaforinas classe 3 (RAPER, 2000).

Muitos estudos sobre a sinalizacdo mediada por Semaforinas focaram-se em
como a ativacédo de Plexinas regulam as mudancgas que ocorrem no citoesqueleto e
provocam um sinal repulsivo (revisado em HALLORAM & WOLMAN, 2006). Uma
forma secretada de Semaforina, Semaforina 3A (Sema3A), é sintetizada como um
precursor inativo, tornando-se repulsiva para neuritos sensoriais e simpaticos apds
processamento proteolitico (ADAMS et al., 1997). A exposicdo de Sema 3A aos
cones de crescimento de axbnios induz a uma dramatica redistribuicdo dos
filamentos de F-actina resultando no seu colapso. Contudo os eventos posteriores
na cascata de transducao de sinal que traduz os sinais desencadeados a partir da
interacdo dos fatores quimiossoliveis com seus receptores e que leva as
modificacdes do citoesqueleto, ndo sdo completamente conhecidos (CASTELLANI &
ROUGON, 2002).

Os mecanismos de sinalizacdo mediados por alguns membros das
Semaforinas, principalmente pela Sema3A, ja estdo bem compreendidos. Contudo,
como sera visto a seguir, muito pouco se sabe sobre as funcdes fisiolégicas e
sinalizac6es envolvidas realizadas pelas semaforinas de classe 5, que séo proteinas
integrais de membrana. Destas Ultimas, a Sema 5B é a menos conhecida. Nesse
sentido, o presente trabalho pretende contribuir para o estudo de Sema 5B através
da capacitacdo de estudos para a identificacdo e caracterizacdo de interacdes
realizadas por essa proteina.

1.2 Semaforinas de Classe 5

A nomenclatura para semaforinas foi revisada em 1999 a fim de se padronizar
as diferentes denominacdes para as proteinas desta familia. As semaforinas F e G
foram renomeadas para semaforinas 5A e 5B, respectivamente (SEMAPHORIN
NOMENCLATURE COMMITTEE, 1999).

As semaforinas 5A e 5B pertencem a classe 5 e foram identificadas em 1996,
por ADAMS e colaboradores. Ambas sao constituidas de uma regido N-terminal

extracelular contendo 485 aminoacidos, correspondente ao dominio Sema (esse



também €& conhecido como dominio Sema+PSI; PSI é um peptideo que possui
seqliéncia conservada em plexina, semaforinas e integrinas), uma regido modular
com 408 residuos compondo sete repeticoes de uma seqgiiéncia com alto grau de
homologia as repeticbes encontradas em tromboespondinas 1 e 2 (TSP — type 1
repeat) (ADAMS & TUCKER, 2000), um unico dominio hidrofébico transmembranico
e uma regiao citoplasmatica C-terminal de 80 (Sema 5A) ou 93 aminoacidos (Sema
5B). Esta dltima é o dominio que apresenta o0 menor grau de similaridade entre
Sema 5A e 5B em comparacao a outras regides destas proteinas (ADAMS et al,
1996). A identidade das seqUéncias de aminoacidos de Sema 5A e 5B é de 58%,
enquanto que a similaridade entre elas é de 72% (ADAMS et al, 1996). O dominio
TSP é encontrado somente nas semaforinas de classe 5 (Fig. 2).

A
1 20 45 511 551 952 979 1000 1093

Peptideo sinal
Dominio Sema+Psl
Dominio TSP .
Diaminio transmenbranico B g dee
Dominio citoplasm atico

B

Sequéncia de aminoacidos dos dominds citoplasmaticos:

Sema_5A: 993-1077
YTYCQRYQQQSHDATVIHPVSPAALNSSITNHINKLDKYDSVEAIKAFNKNNLILEERNKY
FNPHLTGKTYSNAYFTDLNNYDEY

Sema_5B: 1000-1093
SCQHCQRQSQESTLVHPATPNHLHYKGGGTPKNEKYTPMEFKTLNKNNLIPDDRANFY
PLQQTNVYTTTYYPSPLNKPSFRPEASPGQRCFPNS

Figura 2: A) Representacdo esquemédtica da proteina Semaforina 5B. Esta proteina possui 1093
aminoacidos e massa molecular predita de 120 kDa. Sema5B é composta de um peptideo sinal (1-20
aa), um dominio sema + PSI (45-544 aa), 7 repeticdes do tipo tromboespondina 1 (TSP-1; 551-952
aa); um dominio transmembranico composto de 20 residuos de aminoacidos (979-999 aa) e uma
regido citoplasmatica (1000-1093 aa). B) Sequéncias de aminodcidos da regido citoplasmatica das
Semaforinas 5A e 5B (Sema_5A e Sema_5B).



Sema5A e 5B sao diferencialmente expressas nos tecidos embrionarios e
adultos. Analise de “Northern blot” de mRNAs isolados de embrides de
camundongos revelou a presenca de dois transcritos para Sema5A com 5.5 e 9.4 kb
e um unico mRNA para Sema5B com 5.9 kb, cuja abundancia diminui do dia
embrionario 10 (E10) ao nascimento (ADAMS et al., 1996) Nos tecidos adultos, além
do cérebro, sdo encontrados trés transcritos de Sema5A. Ja para Sema5B verificou-
se a presenga de um unico transcrito de 5.9 kb, o qual é expresso exclusivamente
no cérebro (ADAMS et al., 1996). Ensaios de hibridizagdo in situ em tecidos de
camundongos (E9,5) detectaram transcritos de Sema5A em células mesodérmicas,
esclerotomos, placa lateral mesodérmica, arcos branquiais, membros em
desenvolvimento e na notocorda. Enquanto Sema5B é expressa exclusivamente no
neuroepitélio ao longo do eixo antero-posterior, e apresenta uma fraca expressao na
regiao mais caudal do tubo neural (ADAMS et al., 1996).

As semaforinas de classe 5 sdo caracterizadas pela presenca de repeticoes
tipo tromboespondina (TSP), sugerindo a participacdo dos membros desta classe
nos fendbmenos de neuritogénese e quimioatracdo neuronal (ADAMS & TUCKER
2000; ADAMS et al., 1996). Tromboespondinas constituem uma familia de
glicoproteinas extracelulares ligantes de calcio. Sdo abundantemente expressas na
matriz extracelular embrionaria. Varias proteinas compartilham as repeticées do tipo
tromboespondina -1 (TSP-1), sendo muitas destas expressas no sistema nervoso
em desenvolvimento. O padrdo de expressao e propriedades in vitro sugerem
funcdes potenciais para TSP-1 na navegacado axonal e migracdo do cone de
crescimento. As repeticdes de TSP-1 tém sido implicadas na diferenciacdo, no
crescimento de neuritos, no desenvolvimento do sistema nervoso e em processos de
regeneracao e adesao neuronal (ADAMS & TUCKER, 2000).

E possivel que as repeticdes TSP estejam implicadas na associacdo de Sema
5A com outras proteinas. Foi visto que Sema 5A liga-se a plexina 3B e que o
dominio TSP é importante para essa interagcdo (ARTIGIANI et al., 2004). Nesse
mesmo trabalho, os autores usaram Sema 5B como controle e ndo identificaram
ligacdo desta com as plexinas 3A, 3B ou 3C. A proteina Sema 5B também possui o
dominio TSP (ADAMS & TUCKER 2000; ADAMS et al, 1996), porém nao esta claro
se esta molécula estd envolvida com neuritogénese, desde que resultados
preliminares utilizando Sema 5B recombinante mostraram uma auséncia de

modulagdo positiva ou negativa da neuritogénese (PUSCHEL, 1999a).



KANTOR et al (2004) foram capazes de mostrar que Sema5A pode
desencadear respostas tanto atrativas quanto repulsivas no direcionamento de
axonios do fasciculus retroflexus (FR), um feixe de nervos do diencéfalo associado a
funcbes do sistema limbico. Nesse mesmo trabalho, os autores verificaram que
dominio de repeticobes TSP da Semab5A interage fisicamente com a porcéo
glicosaminoglicana de dois tipos de proteoglicanos: os condroitin sulfato (CSPGs) e
os heparan sulfato (HSPGs). A ligacao da Sema5A com CSPG inibe a extensao de
axonios FR, enquanto que a interagdo dessa semaforina com HSPG é necessaria
para atracao axonal. Portanto, a natureza da resposta do cone de crescimento a
Sema5A é dependente do dominio TSP e modulado de acordo com o tipo de
proteoglicano presente no ambiente, durante o desenvolvimento (KANTOR et al.,
2004).

Ainda quanto a SemabA, resultados evidenciaram que essa proteina age de
forma inibitéria nos axdnios do disco 6ptico e do nervo Optico, mesmo na presencga
de moléculas atrativas e neuritogénicas, como laminina, L1 e netrina (OSTER et al.,
2003). Nesse mesmo trabalho, os autores nao foram capazes de identificar Sema 5B
nesses locais do sistema visual.

Mais recentemente, FIORE et al., (2005) desenvolveram uma linhagem de
animais nocautes para semaforina 5A e mostraram que esses camundongos sao
inviaveis, ja que os embrides que nao possuem 0 gene para SemabA nao
sobrevivem apés o dia do desenvolvimento embrionario 12.5 (E12.5). A analise dos
embrides nocautes revelou que a estrutura geral do sistema vascular, o
desenvolvimento dos tecidos extra-embrionarios, e o sistema nervoso apresentam-
se normais. Contudo observou-se a diminuicdo no numero de vasos de grande
didmetro na regido cranial de embrides E10.5. Esses vasos nao formam as
ramificacdes adicionais e ndo estabelecem a sua organizacdo e estruturacédo
normal. Este fendtipo implica que Sema5A néo esta envolvida na diferenciagcédo de
vasos sanguineos em geral, mas atua na padronizacao regional da vasculatura.
Especificamente as ramificacbes dos vasos cardinais craniais possuem
anormalidades e provavelmente SemabSA esta envolvida na estabilizacdo destes
vasos sanguineos (FIORE et al., 2005).

E importante destacar que a classe 5 das semaforinas é a Unica que possui
representantes tanto em vertebrados (Sema 5A e Sema 5B), como em

invertebrados. Nesses ultimos, Sema-5c¢, por exemplo, foi identificada em droséfila e



parece estar envolvida no comportamento olfativo desses insetos (ROLLMANN et
al., 2007). WOODHOUSE e colaboradores (2003) demonstraram, usando Drosophila
como modelo, que Sema-5¢c esta envolvida no processo de tumorigénese e
metastase. Resultados deste mesmo trabalho detectaram a expressao de
semaforinas humanas, Sema 5A e Sema 5D, homdélogas a Sema-5c, na membrana
de células A2058, uma linhagem de melanoma humano.

De fato, as semaforinas transmembranicas, como as da classe 5, apresentam
um aspecto interessante: elas podem funcionar como ligantes e deflagrar um sinal
através da ligacdo de seu dominio extracelular a um receptor de superficie e, ao
mesmo tempo, podem agir como receptores e passar um sinal para o interior da
célula através de sua cauda citoplasmatica, ap6s interacdo com ligantes especificos
(TAMAGNONE & COMOGLIO, 2004).

Um Unico artigo, bem recente, demonstrou pela primeira vez o papel de
Sema5B como uma semaforina inibitéria (KENNETH et al., 2007). Nesse trabalho,
os autores foram capazes de mostrar que Sema5B induz o colapso do cone de
crescimento em ganglios da raiz dorsal de galinha (DRG) através do influxo de Ca*?
extracelular. Os resultados indicam que essa resposta € dependente das cascatas
de sinalizagdo da fosfatase calcineurina e da protease capaina. Assim, esses
resultados evidenciam um provavel papel de Sema5B como ligante.

De acordo com o que foi mencionado acima, fica claro que ha ainda pouco
conhecimento a respeito das semaforinas de classe 5, sobretudo quanto a Sema 5B.
Como foi visto, os artigos que foram publicados sobre as semaforinas de classe 5
elucidaram alguns aspectos importantes de Sema 5A, mas com relacdo a Sema 5B
poucos resultados foram obtidos.

Atualmente, com o0s genomas de varios organismos ja decifrados e
disponiveis em bancos de dados publicos, o foco principal de estudo passou a ser o
Proteoma. Dentro deste cenéario, a elucidacdo de redes de interacbes entre
proteinas (Interactomas) vem sendo empregada para a obtencao de pistas valiosas
sobre os papéis funcionais das moléculas em diferentes contextos bioldgicos.

Nesse sentido, o projeto em questdo pretende identificar, através do sistema
de duplo-hibrido em leveduras, os parceiros moleculares de Sema_5A e Sema_5B.
A procura por ligantes protéicos destas moléculas podera levar a um entendimento
orquestrado das suas funcées em diversos contextos biol6gicos. Além de poder
trazer resultados inéditos e de alto impacto na area de desenvolvimento e



regeneracao do sistema nervoso. A implementacédo do sistema de duplo-hibrido no
laboratério em questdo, serd de extrema importancia para ndo s6 a identificacdo e
caracterizacao de ligantes de Sema_5A e 5B como também uma metodologia de
vanguarda biotecnolégica a ser aplicada por diversos parceiros produzindo

conhecimento.

1.3 Sistema Duplo - hibrido em Levedura

O sistema de duplo-hibrido em leveduras é uma ferramenta que foi
desenvolvida na ultima década e hoje em dia é uma tecnologia bastante usada para
detectar interacdes protéicas in vivo.

A técnica baseia-se na separacao artificial de dominios de reguladores de
transcricdo procariontes, que naturalmente sdo integros. Esses reguladores contém
um dominio de ligagdo para DNA na regido promotora e um dominio de ativagao,
que direciona o complexo da RNA polimerase |l a transcrever o gene em questao.
Normalmente, esses dois dominios fazem parte de uma mesma proteina. Através da
tecnologia do DNA recombinante € possivel separar fisicamente esses dois
dominios peptidicos, que, se expressos em uma mesma célula, ndo poderao ativar a
transcricdo, a menos que sejam aproximados fisicamente na regiao do promotor
(BRENT E PTASHNE, 1985).

O sistema duplo-hibrido "DupLex-A™" (OriGene Technologies, Inc.), que esta
sendo utilizado nesse trabalho, fornece alguns vetores que permitem a clonagem de
genes que codificam para proteinas capazes de interagir entre si e a co-expressao
destas nas células de levedura em fusdo com os dominios de ligacao ao DNA (DNA-
BD) e de ativacao da transcricao (AD) separadamente. Nesse sistema, o DNA-BD
vem como parte da proteina LexA de procariontes € o AD é o peptideo de 88
residuos (B42) que ativa a transcricdo em levedura. A interacdo entre uma proteina
isca (que é expressa em fusdao com o DNA-BD) e uma outra proteina codificada por
um gene presente em uma biblioteca de cDNA (expressa em fusdo com o AD) cria
um novo ativador transcricional capaz de ativar genes-repérteres regulados por
operadores LexA (Fig. 4). O produto gerado pela expressao destes genes-reporteres
torna possivel que a interagao entre duas proteinas seja detectada fenotipicamente
(AUSUBEL et al., 1999).
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O “kit” "DupLex-A™" disponibiliza os seguintes vetores:

e pGilda (OriGene) (Fig. 3): Vetor onde foram inseridos os fragmentos de DNA
que codificam para dominios especificos de Sema_5B e Sema_5A fusionados com o
dominio DNA-BD (proteina LexA). Essas construcbes sdo usadas como "iscas". A
grande vantagem desse plasmideo € que ele possui o promotor GAL1 induzivel por
galactose, 0 que permite a expressdo da isca por tempos limitados durante a
varredura da biblioteca, reduzindo a exposicao das leveduras as iscas toxicas;

- @A“Rmm nteera|

el e M Il
ColE1 e V4 EcoRl
origin = EcoRV / Smal
Munl / BamHI
LexA \\ =
/ M ool
Notl

B=al

Mph1103]
F=tl

Kponl
Hindlll - Hindlll

Figura 3: Desenho do plasmideo pGILDA mostrando a regido promotora GAL1 para expressao
regulada por galactose; Regido CEN/ARS para replicagdo em leveduras com manutengédo de uma
copia por célula; Regiao LexA-MCS com multiplos sitios de restricdo para insergao de fragmentos
da proteina de interesse a serem transcritas em fusdo com a proteina LexA; Marcador HIS3 para
selecdo em leveduras; Gene Amp' que confere resisténcia ao antibiético Ampicilina; ori E1 para
replicagdo em E. coli.

e pJG4-5 (OriGene): esse vetor é usado para a construcdo da biblioteca de
cDNA de cérebro murino. Esse plasmideo possui, logo apds a sequéncia
codificadora do dominio de ativagdo (o peptideo B42), o sitio multiplo de clonagem,
onde é inserido a biblioteca de cDNA do tecido em questdo. Esse vetor também

possui o promotor GAL1, induzivel por galactose.
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e Plasmideos contendo genes repérteres: Estes vetores possuem regides de
ligacdo para DNA-BD e AD. Quando ambos os ligantes se encontrarem proximos, a
enzima P—galactosidase é expressa (neste sistema, a proximidade necessaria
destes dominios sé € obtida quando a isca produzida pelo pGilda interage com a
proteina expressa pelo pJG4-5) modificando a cor da colbnia cultivada com x-gal

reportando uma interagéo.

A

—| Operadores LexA | Gene Repdrter I—
B

AD
PEP

—| Operadores LexA | Gene Reparter |_

Cc AD
ISCA :PEP
transcricio
—| Operadores LexA | Gene Reporter |—

Figura 4: Diagrama esquematico do sistema de duplo-hibrido em leveduras.

A) A proteina usada como isca em fusdo com o dominio de ligacdo ao DNA (DNA-BD), liga-se aos
operadores LeXA, mas néo é capaz de ativar a transcricao sem o dominio de ativagéao (AD).

B) Na auséncia da proteina, o peptideo (PEP) proveniente de uma biblioteca, em fusdo com AD néo
se liga aos operadores e, portanto, ndo ativa a transcrigéo.

C) A transcricao dos genes repérteres é ativada somente se houver interagdo entre isca e o peptideo
da biblioteca, pois assim os dominios DNA-BD e AD serao aproximados.

1.4 Resultados Anteriores

Durante seu mestrado, a aluna Jaqueline A. M. Trentin, sob a orientacédo da
Profa. Dra. Adriana Frohlich Mercadante, iniciou no laboratério a producdo de
ferramentas para o estudo da Semaforina 5B. Assim, o dominio citoplasmatico desta
proteina (gHis-CITO) foi clonado e expresso de forma heteréloga em bactérias e
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purificado. Este dominio recombinante ligado a Ni-NTA-Agarose foi entdo usado em
ensaios de “pull-down” (ensaios de ligacdo in vitro) e ligantes provenientes de
extratos de cérebros de camundongos puderam ser identificados, apés separacao
em eletroforese bidimensional e analise em espectrometria de massa por PMF
(“Pepitide Mass Fingerprint”). Os ligantes obtidos mais interessantes e que
apresentaram um significado biolégico foram tubulina e a actina. Especula-se que
Semab5B se ligue a essas proteinas através do seu dominio citoplasmatico e altere o
citoesqueleto da célula onde ela se encontra. Como ja& mencionado, o fato de
Sema5B ser uma proteina integral de membrana sugere que ela pode funcionar
tanto como um ligante (através de ligacdo de seu dominio extracelular com um
receptor), como um receptor (através da sinalizacao intracelular mediada por seu
dominio citoplasmatico). Nesse sentido, os resultados obtidos indicam um possivel
papel para Sema5B como receptor, o qual podera ser melhor investigado.
Recentemente, o sinal de Sema5B como ligante foi abordado. Kenneth e
colaboradores (2007) mostraram que o dominio Sema de Sema5B (regido
extracelular) induz o colapso do cone de crescimento através da inducdo de um
influxo de Ca*?, causando um aumento deste cation no interior da célula. Os sinais
posteriores que sdo deflagrados envolvem a atividade de calpaina e calcineurina,
que em conjunto modulam o citoesqueleto promovendo o colapso do cone de
crescimento.

Dessa forma, através de ensaios de “pull-down” e identificacdo dos ligantes
por espectrometria de massa, alguns parceiros moleculares de Sema5B, que se
ligam ao seu dominio citoplasmatico (intracelular), puderam ser encontrados. Para
complementar esses resultados, o presente projeto pretendeu iniciar a montagem do
sistema de duplo-hibrido em leveduras para identificar e/ou confirmar interacdes
com o dominio citoplasmatico de Sema5B. Além disso, 0 dominio citoplasmatico de
Sema5A também sera usado nesse mesmo sistema para comparar as interacdes
obtidas entre essas duas semaforinas. Deve-se lembrar que a identidade das
seqUéncias de aminoacidos de Sema 5A e 5B é de 58%, enquanto que a
similaridade entre elas € de 72%. E o dominio citoplasmatico € o que apresenta o
menor grau de similaridade entre Sema5A e 5B em comparacdo a outras regides
destas proteinas (ADAMS et al, 1996).
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2. OBJETIVOS

Objetivo geral

Construcao de vetores para producao de iscas correspondentes aos dominios
citoplasmaticos da Sema5A e Sema5B (Sema_5A e Sema_5B). Deve-se ressaltar
que o presente trabalho faz parte do inicio da implementacédo do sistema de duplo-

hibrido em leveduras no Departamento de Patologia Basica — UFPR.

Objetivos especificos

a) Desenho dos iniciadores para amplificacdo por PCR das porcoes
citoplasmaticas das semaforinas 5A e 5B (insertos);

b) Amplificacao e digestdao dos insertos para construcao dos vetores;

¢) Replicacdo e digestdo do vetor (plasmideo) pGilda;

d) Ligacao dos insertos no pGilda para expressao dos dominios citoplasmaticos
de Semab5A e Sema5B;

e) Verificacdo das construcoes;

f) Implementagéo do Duplo-hibrido no Laboratério de Neurobiologia.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Desenho de Iniciadores

Os iniciadores foram desenhados a partir do reconhecimento das sequéncias
utilizando-se a base de dados on-line da NCBI (National Center for Biothechnologies
Information), onde as sequéncias nucleotidicas complementares (cDNA) das
proteinas Sema5A e Sema5B foram obtidas. Ambas foram submetidas ao aplicativo
on-line ORF Finder no mesmo sitio da NCBI, paralelamente, as sequéncias
aminoacidicas das proteinas foram obtidas a partir da base de dados on-line Swiss-
Prot a partir do sitio eletronico da ExPASy (Expert Protein Analisys System).

Enquanto a informacdo fornecida pelo Orf-Finder relaciona a sequéncia
complementar com a aminoacidica, a informacao fornecida pela base de dados
Swiss-Prot apresenta separadamente cada regidao funcional da proteina pesquisada,
fornecendo a identificacdo dos dominios e sequéncia de aminoacidos
separadamente. A partir da combinacdo das informagdes, é possivel delimitar a
regido codificante de cada dominio da proteina no seu respectivo cDNA (DNA
complementar).

Cada iniciador foi desenhado manualmente, flanqueando as regides
codificantes de interesse, e inclui uma regido complementar de alguns pares de
base e uma regido ndao complementar ao cDNA com sitios de restricdo para as
enzimas BamHI|, EcoRl e Xhol. Os sitios de restricdo sao usados para a digestao
dos insertos para a sua futura insergdo em sitio dirigido nos plasmideos.

A ferramenta Oligo Analizer no sitio eletrdnico da IDT (Integrated DNA
Tecnologies) foi utilizada para determinar caracteristicas como Tm, ATm (diferenca
entre as Tm’s dos iniciadores F e R) e hairpins, entre outras.

Iniciadores:

e Sema-Cito_ 5A pG_F

5 CGG AAT TCT ACA CCT ACT GCC AGA GGT AC 3

Iniciador Forward para a por¢cdo citoplasmatica da Sema5A, possui um sitio de
restricdo para a enzima de corte EcoRI na regido 5’ (sublinhado) usado para a
digestao do inserto. 29 mer; Tm: 61,2°C; CG= 51,7%.
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e Sema-Cito 5A_ pG_R

5 CGG GAT CCCTAG TATTCATCATAATTIGTTGAG 3

Iniciador Reverse para a porcao citoplasmatica da SemaSA, possui um sitio de
restricdo para a enzima de corte BamH| na regido 5’ (sublinhado) usado para a
digestédo do inserto. 32 mer; Tm: 58,2°C; CG= 40,6%.

e Sema-Cito_5B_pG_F

5 CGG GAT CCAATCTTGCCAGCACTGCCAGYT

Iniciador Forward para a por¢cao citoplasmatica da Sema5B, possui um sitio de
restricdo para a enzima de corte BamH| na regido 5’ (sublinhado)usado para a
digestdo do inserto. 28 bp. Neste iniciador foram colocadas 2 pares de base a mais
(em cinza) depois da sequéncia de reconhecimento da enzima de restricdo para
manutencao da fase aberta de leitura do dominio de interesse com o dominio LexA
(presente no pGilda) apés a insercao do fragmento no plasmideo.

28 mer; Tm: 66,5°C; CG= 60,7%.

e Sema-Cito_5B_pG_R

5 CCG CTC GAG TCA GCT GTT GGG GAAACAGC 3

Iniciador Reverse para a porcao citoplasmatica da Sema5B, possui um sitio de
restricdo para a enzima de corte Xhol na regidao 5’ (sublinhado) usado para a
digestédo do inserto.

29 mer; Tm: 67,5°C; CG= 62%.

3.2 Reacao de Transcriptase Reversa

Em um tubo para PCR foi adicionado 1ul do iniciador Oligo dT (0,5 pg/ul) e
RNA cerebral (1 pg/ul), proveniente do estoque do laboratério armazenado a -80°C e
agua tratada com DEPC (dimetil pirocarbonato) para um volume final de 5ul; a
mistura foi incubada a 70°C por 5 min. para desnaturacdo do RNA, em seguida foi
colocada no gelo por 5 min. Paralelamente, uma segunda mistura foi preparada,
composta por tampéao 6timo para a enzima, 2,4l de MgCl, (3 mM), 1ul dNTPs (0,5
mM: Promega®) e inibidor de RNase (2U/ul - RNaseOUT: Invitrogen®) e agua tratada
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com DEPC para um volume final de. 15 pl. A primeira mistura foram incorporadas a
segunda mistura e a enzima transcriptase reversa Improm Il Reverse transcriptase.
A solucao final foi incubada em um termociclador por: 25°C/ 5min., 42°C/ 60min.,
70°C/ 5min. O cDNA resultante foi acondicionado em um freezer a -20°C até seu uso

futuro para obtencéao de insertos.

3.3 Obtencao dos Insertos por PCR

Foi realizada uma PCR piloto para testar as condicoes da PCR e dos
iniciadores encomendados, apds o teste foram realizadas PCRs em larga escala
para ambos os insertos.

As reagbes foram realizadas com: Enzima e tampao da Pfu Polimerase da
marca Fermentas® (2,5 U/ul), dNTPs (0,5 mM Promega®), iniciadores
encomendados da IDT® a partir do desenho desenvolvido, termociclador da sala
multi usuarios da FINEP (Financiadora de Estudos e Projetos) modelo Mastercycler®
da Eppendorf®, tubos de polipropileno de 200 pl. Como moldes, foram utilizados o
cDNA de cérebro de camundongos e o plasmideo pET 28a portador da sequéncia
para Sema5B porcéao citoplasmatica ja sequlenciado, disponivel no laboratério. Apds
a corrida em gel de agarose 1,5% contendo brometo de etidio (5ug/mL) juntamente
com 0,5ug do marcador de pares de base O’GeneRuller 50bp da Fermentas®, as
bandas foram extraidas e purificadas segundo o kit de gel extragdo Perfectprep Gel

Cleanup da Eppendorf®.

3.3.1 Inserto Sema5A dominio citoplasmatico
Foi utilizado para cada reacdo: 2,5ul de tampao para Pfu -MgSQOy; 3ul de

MgSQO4 (1mM); 0,3ul da enzima Pfu Polimerase (2,5 U/ul); 1,5ul de dNTP (0,6
mM); 1,25ul de iniciador F para sema5A (0,3 mM); 1,25ul de iniciador R (0,3
mM); 2 ul de cDNA de cérebro de camundongo (~1 pg DNA); H.O para um
volume final de 25ul. Utilizando-se o termociclador, as rea¢des foram submetidas
inicialmente a 95°C por 2 min, entao a 35 ciclos a 95°C/40s, 53,2°C/ 45s e 72°C/
2:30 min, finalmente a reacao foi finalizada a 72°C/ 5min. Ap6s a reacgao, as
amostras foram submetidas a eletroforese em gel de agarose 1,5% contendo

brometo de etidio. Ao final da corrida, as bandas foram extraidas do gel e
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purificadas com o kit de gel extracdo, de acordo com as recomendacbes do
fabricante. Foram feitas 5 reac6es de 25ul cada e um tubo de controle negativo

(reacdo na qual foram adicionados todos os reagentes, exceto o DNA molde).

3.3.2 Inserto Sema5B dominio citoplasmatico

Foi realizada em condicdes similares as usadas na reacao acima. O molde de
DNA para a reacéo foi 1ul do plasmideo pET 28a (~1ug/ ul) e a temperatura de
anelamento usada foi 61,5°C. Da mesma forma, foram realizadas 5 reacbes de
25ul cada e um controle negativo (reacdo na qual foram adicionados todos os

reagentes, exceto o DNA molde).

3.4 Replicacao do pGILDA

Uma aliquota do plasmideo pGILDA foi gentiimente doada pela Profa. Dra.
Bettina Malnic (IQ-USP). Linhagens DH5a eletrocompetentes de Escherichia coli
foram utilizadas para replicagcdo em larga escala do plasmideo para seu uso futuro
pelo laboratério. Para isto, 40 pl da bactéria foram transformados por eletroporacao
(Eletroporador modelo Gene Pulser X Cell — BioRad®) com 10 ng do plasmideo
submetendo-se a uma diferenca de potencial de 1,40 kV; ap6s a recuperacao por 1
hora em 1ml de meio LB (10g/I de triptona; 5g/I de extrato de levedura; 10 g/l de
NaCl), no agitador orbital (Certomat BS-1 P. Braun®) a 37°C foram estricadas em
placas de LB + agar com 179/l de agar (LA) adicionado de ampicilina a 100 pug/ml, a
placa foi incubada a 37°C durante a noite. Ap6s esse periodo, uma colbénia foi
inoculada em 5ml de meio acrescido do antibiético durante 8 horas no shaker a 37°C
e entdo foi transferida para um Erlermeyer de 2| contendo 500ml de LB + Amp e
colocada no shaker a 37°C por até 16 horas. Apds esse periodo o plasmideo foi
purificado utilizando-se o kit Quiagen® Plasmid Maxi. O plasmideo purificado foi
quantificado por espectrofotometria segundo SAMBROOK e RUSSEL (2001).
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3.5 Digestoes

3.5.1 Digestao dos Insertos

Os dominios citoplasmaticos purificados dos géis foram entdo duplamente
digeridos. Para o dominio 5A fui utilizado as enzimas BamHI| e EcoRI e para a
5B, BamHI e Xhol da marca Fermentas®. Para cada reagdo foram usados 50l
dos fragmentos de PCR; 1,5 ul de cada enzima (15 unidades); tampao (14 pl
Tango 2x para 5A e 7 yl Bam 1x para 5B, concentracées étimas para dupla
digestdo de acordo com o fabricante Fermentas®) e dgua para um volume final
de 70 ul. A reagédo foi mantida a 37° durante a noite. Apés a digestdo as
amostras foram submetidas a uma eletroforese em gel de agarose a 1%
juntamente com 0,5ug do marcador de pares de base O’GeneRuller 50bp da
Fermentas®, seguindo para gel extragdo. As amostras foram armazenadas no

freezer a -20°C até o uso.

3.5.2 Digestao dos Plasmideos
As digestdes duplas dos plasmideos foram feitas em duas etapas devido a

proximidade dos sitios de restricao presentes na regido policlonal do pGilda. Na
primeira reacao foi usado: 5 ul do plasmideo vazio (~ 8ug); tampao (10 ul Tango
2x para 5A e 5 yl Bam 1x para 5B); 2 pyl da enzima BamHI (20 unidades)em
ambos e agua para volume final de 50 pl. Apés 16 horas a 37°C, a amostra foi
submetida a 80°C por 20 min para desativar a enzima, entao foram adicionados 2
ul de EcoRl (20 unidades) para 5A (pGilda_5A) e 2 ul de Xhol (20 unidades) para
5B (pGilda_5B). As temperaturas e tempo de incubacédo se repetiram e apds as
digestdes as amostras foram submetidas a eletroforese em gel de agarose a 1%
juntamente com 0,5ug do marcador de pares de base Lambda DNA/Hindlll
Marker 2 da Fermentas® seguindo para gel extragdo. As amostras foram
armazenadas no freezer a -20°C até o uso.
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3.6 Ligacao

Para a ligacdo, é necessario haver uma relacao entre 1:3 a 1:5 entre a
quantidade de moléculas de plasmideos e de insertos, partindo-se de 50ng de
plasmideo. Duzentas unidades da enzima T, DNA ligase (New England BioLabs®)
foram utilizadas para a reacdo de ligacdo (volume final de 10ul), a qual ocorreu
durante 16 horas, a 16°C e por 15 min a 65°C (para desativacdao da enzima) ao
termociclador.

Para determinar esta concentracdo, amostras de plasmideos e de insertos
digeridos foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 1% contendo 5ug/mL
de brometo de etidio, usando-se indicadores de pesos moleculares com
concentragdes conhecidas, entdo as intensidades de banda foram comparadas
obtendo-se valores relativos de ng/ul de cada amostra, conhecendo-se o volume
aplicado e a diferenca entre o tamanho do vetor e dos insertos, é possivel
determinar o volume de cada solucédo que obedeca os parametros para a reacao de
ligacao.

O volume final da reagéo de ligacao € 10ul, as solugées contendo os vetores
foram concentradas em SpeedVac por 40min a 30°C. Foram realizadas 4 ligacdes
distintas:

1 e 2) Vetor — inserto: 5ul do vetor digerido concentrado (pG_5A 10,14 ng/ul ou
pG_5B 10,8 ng/ul); 3,5ul do inserto (Sema_5A 15ng/ul ou Sema_5B 10ng/ul)
digerido; 1ul Tampéao contendo 10mM de ATP e 0,5ul da enzima T4 ligase (New
England BioLabs®).

3 e 4) Vetor — Vetor: 5ul do vetor digerido (pG_5A 3,38 ng/ul ou pG_5B 6,76 ng/ul);
3,5ul agua; 1l de tampao para ligase e 0,5ul da T4 Ligase.

Todas as reacdes de ligacao foram submetidas a 16°C por 16 horas e por 15
min a 65°C para desativar a enzima.

Apos a reagao as amostras foram precipitadas: 1l da reacao foi armazenado,
aos 9ul restantes foram adicionados 11l de 4gua deionizada autoclavada e 2ul de
acetato de sédio 3M pH 6,0 e homogeneizado por turbilhonamento ao vortex. Em
seguida, foram adicionados 60ul de etanol absoluto., homogeneizado por inversao e
transferido para um tubo de 1,5 ml. A solucéo foi precipitada por 3 dias ao freezer -
20°C. Entao, os tubos foram centrifugados a 13.000 rpm (~20.200 Gs) por 30min a
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4°C, o sobrenadante foi coletado e guardado por seguranca. Ao tubo original, foram
adicionados 600ul de etanol 70% gelado e centrifugado a 13.000 rpm (~20.200 Gs)
a 4°C por 20 min. Logo em seguida o sobrenadante foi cuidadosamente descartado
e 0 DNA precipitado foi seco em uma estufa a 37°C e apdés a evaporacdo o0
precipitado foi ressuspenso em 5ul de 4gua deionizada autoclavada.

Foi também utilizado o método de didlise por membrana para dessalinizar a
solucdo: foi utilizada uma membrana de nitrocelulose (45um) para cada construcéo,
foram feitas marca de identificacdo em cada membrana. Em um Becker adicionou-se
cerca de 150ml de agua destilada deionizada, na superficie da agua posicionou-se
as membranas com a face brilhosa para cima, no centro de cada membrana
adicionou-se 8ul do produto de ligacdao de acordo com as marcagdes, os 2ul
restantes sdo guardados por medida de seguranca. Apds 30min, as goticulas sobre
as membranas séo retiradas com o auxilio de uma micropipeta, aproximadamente

5,5ul de cada reagéo foram recuperados.

3.7 Replicacao dos Vetores em Bactérias

Apés a ligacao, os plasmideos contendo os insertos foram eletroporados em
linhagens de bactérias eletrocompetentes DH5a., 1 pl do vetor em ~40 pl de
bactérias congeladas. Apds a recuperacdo no shaker por 1 hora a 37°C em LB,
foram plaqueadas em meio sélido contendo ampicilina (100 pg/ml); inicialmente 100
ul foram esgotados com o auxilio da algca de Drigalsky, entdo o restante foi
transferido para um Eppendorf® de 1,5 ml e centrifugado a 3.500 rpm por 2 min em
uma centrifuga mini-spin da Eppendorf®. O sobrenadante foi descartado e o pellet
ressuspenso, aproximadamente 100 ul foram esgotados em outra placa. As placas
ficaram por ndo mais que 16 horas em estufa a 37°C, apds este periodo, algumas
colénias foram escolhidas para verificacdo da presenca dos insertos. Cada colénia
foi inoculada em 1ml de LB + Amp e usadas como molde para a reacao de PCR.
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3.8 PCR de Colonia

Para confirmar a presenca do inserto, varias das colbnias obtidas foram, cada
uma delas, inoculadas em 50ul de caldo LB com ampicilina e 1l destas suspensdes
de células foi utilizado como molde em uma reacao de PCR (volume final de 10 pl)
com iniciadores especificos para o fragmento codificador do dominio citoplasmatico
de Semaforina 5B. Foi usado para controle positivo, para Sema_5A cDNA e para
Sema_5B, alem do cDNA, o plasmideo pET 28a-CITO como DNA moldes para a
reacdo. Para controle negativo, colénias transformadas apenas com o pGILDA
duplamente digerido e religado foi usado como molde.

Para cada reacgao foi usado: 1ul de tampao; 0,3ul de MgCl; 0,4ul de dNTP;
0,4ul de cada iniciador especifico; 0,1ul da enzima Taq polimerase; 1ul de LB com

cada col6nia. As condi¢des de reacao foram as mesmas usadas anteriormente.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Desenho de Iniciadores

Os iniciadores foram desenhados de acordo com a sequéncia de DNA
complementar de cada proteina encontrado na base de dados da NCBI:

SemabA: ACCESSION NM 009154 REGION: 659..3883
VERSION NM_009154.2 Gl:119226252 (Mus musculus)

Sema 5B: ACCESSION NM 013661 REGION: 292..3573
VERSION NM 013661.2 Gl:164698461 (Mus musculus)

Durante o desenho dos iniciadores, foi levada em consideracdo a
necessidade de colocacao de sequéncias reconhecidas por enzimas de corte (sitios
de restricdo) diferentes para cada iniciador forward (F) e reverse (R) para que
houvesse uma insercdo direcionada no plasmideo. Tanto o plasmideo como as
sequéncias codificadoras de ambos os dominios foram analisadas quanto a
ocorréncia dos sitios de restricdo e apdés a consulta ao mapa do plasmideo e
verificacdo dos sitios existentes nos insertos através da ferramenta eletrnica
NebCutter, foram escolhidas as enzimas EcoRI| e BamHI para os iniciadores Sema-
Cito_5A_pG_F e R e BamHI| e Xhol para Sema-Cito_5B_pG_F e R.

Felizmente, foi possivel desenhar os iniciadores tanto F quanto R para ambos
os insertos abrangendo as extremidades das sequéncias. Ou seja, a porcao
citoplasmatica esta totalmente flanqueada pelos iniciadores, foram feitos ajustes
mudando o numero de pares de base de cada iniciador, para manter o ATm préximo
a 0 e a quantidade adequada de C e G (50%).

Para o desenho dos iniciadores também foi levada em conta a manutencao
da fase aberta de leitura dos insertos, ja que eles sdo clonados apds uma sequéncia
do vetor pGILDA que codifica para o dominio de ligacdo ao DNA, LexA. Assim,
quando essa construcdo for expressa na levedura, durante o ensaio de duplo-
hibrido, ela ira produzir os dominios de interesse em fusdo com o LexA na regiao N-

terminal.
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4.2 Obtencao de Insertos

Assim que os iniciadores encomendados chegaram, foi realizada uma PCR
piloto para determinar as condi¢des de reagdo a serem usadas. Elas foram
estabelecidas de acordo com os protocolos ja usados com sucesso no laboratério,
modificando-se apenas a temperatura de anelamento de acordo com a
particularidade de cada par de iniciadores. Ap6és a reacdo, os produtos da PCR
foram submetidos a eletroforese em gel de poliacrilamida juntamente com o
marcador de pares de base O'GeneRuller 100bp da Fermentas®. Os géis a 8%
foram feitos utilizando-se uma solucdo de acrilamida e bis-acrilamida na proporgao
29:1, TEMED a 0,1% e persulfato de aménio 0,1%. A eletroforese foi conduzida em
aparato de gel médio a 100V por 1 hora. A revelagao foi feita pela impregnagao por
nitrato de prata de acordo com SAMBROOK e RUSSEL (2001). As bandas nas
alturas esperadas foram identificadas: Sema_5A: 257 pares de base; Sema_5B: 293
pares de base. Os negativos foram obtidos omitindo os moldes de DNA dos tubos de

reacao para PCR.

Figura 5: PCR piloto para estabelecer condi¢6es de corrida utilizando-se os novos iniciadores.
Lanes: GR: Gene Ruller 50 bp; 5A-: Controle negativo para 5A, reacdo sem DNA; 5A: Reagdo com
os iniciadores para Sema_5A e cDNA; 5B-: Controle negativo para 5B, reagdo sem DNA; 5B: Reacao
com os iniciadores para Sema_5B e o plasmideo pET28a-CITO. Setas indicam as bandas esperadas.

Com a verificacao do sucesso da PCR piloto em obter produtos de reacéo na
altura de banda esperada (Fig. 5), seguiu-se para as PCRs de larga escala
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utilizando o protocolo estabelecido para a obtencdo de grandes quantidades de
insertos, necessarias para as construgées desejadas (Figs. 6 e 7).

— SemasB S0 bp SemasB
A A

A 0 S ——
-

- KR [

1.5%

Figura 6: PCR em larga escala para producéao de insertos para Sema_5B contendo sitios de
restricao para BamHI e Xhol. Lanes: —: Controle negativo; Sema5B: Fragmentos da PCR de larga
escala para obtencao de insertos de Sema_5B a serem gel-extraidos; 50 bp: Marcador de massa de

50bp. Seta indica as bandas extraidas.
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Figura 7: PCR em larga escala para producao de insertos para Sema_5A contendo sitios de
restricao para BamHI e EcoRl. Lanes: —: Controle negativo; Sema5A: Fragmentos da PCR de larga
escala para obtencao de insertos de Sema_5A a serem gel extraidos; 50 bp: Marcador de massa de

50bp. Seta indica as bandas extraidas.
Na figura 6 observa-se a presenga de uma banda extra, de aproximadamente
550 pares de base, de origem desconhecida, tal fragmento foi excluido da Gel-

extracao.
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As bandas de interesse foram extraidas do gel e purificadas com o kit
PerfectPrep Gel CleanUp da Eppendorf® obtendo-se um volume final de 60ul para

cada inserto.

4.3 Digestoes

Como ja foi comentado, a escolha de se usar duas enzimas diferentes para
cortar tanto as extremidades dos insertos, quanto a regido de policlonagem do vetor
foi feita para que houvesse uma insergcao de forma direcionada, isto €, a orientagao
5’-3’ correta para a sintese protéica dos dominios das Semas fosse mantida no
momento em que houvesse a ligacao dos insertos ao vetor.

Para digerir o vetor foi necessario fazer a digestdo de cada enzima
separadamente devido a proximidade dos sitios de restricdo usados (ver figura 8).

SFECTGEAAT T COCGEEAT CCOGT CEACCAT GECGCCEC TCGAGT CEACCT GTAGCCA

EcaRI BamHI 3all Heal Hotl Hhol Sall
Fma FBmal

Figura 8: Regido de policlonagem do plasmideo pGILDA representando os sitios de restricao
unicos existentes.

Apés a digestao, as amostras foram aplicadas em gel de agarose contendo
brometo de etidio e submetidas a eletroforese.

Bam + Eco  Ahind Bam + ¥ho

T T —

bt

- - -

1.5%

Figura 9: Digestao dupla dos plasmideos. Lanes: Bam + Eco: Dupla digestdo do pGILDA com
enzimas para prepara-lo para o inserto 5A: “pG_5A"; A Hind: Marcador de pares de base; Bam +
Xho: Dupla digestao do pGILDA com enzimas para prepara-lo para o inserto 5B: “pG_5B". Setas
indicam as bandas extraidas, estrela indica a banda da forma super- coiled do plasmideo nao
digerido.
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No plasmideo preparado para receber a Sema_5A foi observado a presenca
de uma pequena banda extra com um peso um pouco menor apds a digestao.
Provavelmente esta ultima corresponde a forma super- coiled do plasmideo, que nao
foi totalmente digerido. Apenas a banda superior seguiu para a gel-extracéo.(Fig. 9)

A dupla digestdo dos insertos foi feita com ambas as enzimas ao mesmo
tempo, e resultou em bandas na altura esperada (Fig. 10). Os insertos foram entao
extraidos do gel fornecendo uma grande quantidade de fragmentos com pontas
coesivas para futuras ligacoes.

SemabA 50 bp semasb
.- A

| 200 bp <«
280 bp

/.
' 1%

Figura 10: Insertos duplamente digeridos. Lanes: Sema5A: Insertos da Sema_5A duplamente
digeridos; 50bp: Marcador de pares de base Gene Ruller 50bp, pesos de interesse indicados no gel;
SemabB: Insertos da Sema_5B duplamente digeridos. Setas indicam as bandas extraidas.
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4.4 Quantificacao, Ligacao e Transformacao

= o < &
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Figura 12: Imagem usada para quantificar os
plasmideos. Lanes: pGilda_5A: 1pul do

Figura 11: Imagem usada para plasmideo preparado para ligagdo com a

quantificar os insertos. Lanes: Inserto Sema_5A digerido e gel extraido anteriormente;
5A: 3ul dos insertos da Sema_5A digeridos _A Hind: Marcador de peso molecular;

e gel extraidos anteriormente; GR 50bp: pGilda_S5A: 1l do plasmideo preparado para
Marcador de massa 50bp; Inserto 5B: 3yl ligacdo com a Sema_5B digerido e gel extraido
dos insertos da Sema_5B digeridos e gel anteriormente. Seta indica a banda de 6557 bp

extraidos anteriormente. Seta indica a do A Hind utilizada para comparagao.
banda de 400bp usada para comparagao
de massa.

A ligacao foi feita a partir dos dados observados em gel. Foram aplicados 3l
de cada inserto digerido no gel de agarose corado com brometo de etideo. As
intensidades das bandas foram comparadas com a do peso molecular de
concentragdo conhecida obtendo-se o valor de 15ng/ul para Sema_5A e 10ng/ul
para Sema_5B. O mesmo foi feito com os plasmideos, sendo que 1ul de cada vetor
digerido e purificado foi aplicado no gel. Para pGilda_5A foi calculada uma
concentragdao de 3,38ng/ul, enquanto que para pGilda_5B foram calculados 6,76
ng/ul. (Figs 11 e 12)

E preciso obedecer uma relagéo entre o nimero de moléculas de inserto com
o de moléculas de plasmideos para obter um sucesso maior na reacao de ligacao
(normalmente deve-se colocar cinco vezes mais insertos do que vetores). Além
disso, para uma reacgao de ligacdo costuma-se usar 50 ng de plasmideo e o volume
final da reacdo deve ser o menor possivel (5-20 ul) para manter concentradas as
moléculas que serdo ligadas. Assim, para atender a esses critérios, apd6s a

quantificacao, foi necessario concentrar as amostras dos vetores em centrifuga a
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vacuo: 15ul do pG_5A e 8ul do pG_5B foram concentrados, ambos para um volume
final de ~5,3pl.

Apés a ligacao, as reacdes foram precipitadas para obtencdo do DNA livre de
sal, pronta para eletroporacéo.

Apbs a eletroporacdo ndao houve sucesso no crescimento de colbnias de
bactérias, entdo foi utilizado para eletroporacdo 1l da reacdo de ligagao retirado
antes da amostra passar pela etapa de precipitacdo. Isto foi feito, pois acreditou-se
que a etapa de dessalinizacdo por acetato resultou na perda de DNA, logo, nédo
havia plasmideos contendo o gene que confere resisténcia para a ampicilina e
portanto, as bactérias nao foram transformadas. Apdés a nova eletroporagédo, foi
entdo observado o crescimento de inUmeras colbnias, as quais foram averiguadas
guanto a presenca dos insertos de interesse através de PCR de col6nia.

Nesta PCR foi observada apenas um clone possivelmente positivo (que
apresentava o inserto). Essa col6nia foi repicada em meio liquido com antibiético,
porém nao houve crescimento.

Mesmo com resultados de clones positivos, ndo foi possivel recuperar
nenhuma col6nia, entdo foram realizadas novas digestdes, calculos de concentragéao
e ligacoes. Apds a transformacdo, recuperacdo e plaqueamento das bactérias
foram escolhidas novas colénias para averiguacao de insercdo, novamente apos
resultados positivos, a tentativa de recuperar as colbnias falhou.

Uma nova tentativa de ligacdo e dessalinizacdo por membrana foi feito,
porém, mais uma vez apds o0 aparecimento de clones positivos nao foi possivel
recuperar nenhuma colénia de bactéria. No item a seguir, alguns exemplos dos géis
obtidos apés PCR de col6nias serdo mostrados e discutidos.
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4.5 PCR de Colonia.

Figura 13: PCR de col6nia. Lanes: Sema5A 1-17: Col6nias contendo a construgdo pGi_5A; GR:
Marcador Gene Ruller 50bp; +: Reagdo com cDNA; —: Controle negativo com colbnias transformadas
com pG_5A. Sema5B 1-17: colbnias contendo a construgdo pGi_5B; GR: Marcador Gene Ruller
50bp; +: Reagado com pET28a-CITO; —: Controle negativo com coldnias transformadas com pG_5B

O resultado da figura 13 indicou que apenas a coldnia 17 poderia apresentar
o inserto de interesse. A colbénia 17 foi coletada e incubada em meio liquido com
ampicilina, porém n&o houve crescimento. Assim, assume-se que a colénia 17 para
Sema5B foi provavelmente contaminada, dando um resultado falso positivo Nota-se
também que controle negativo também apresentou a banda, reforgcando ainda mais
a hipétese de contaminagdo da reacdo com algum DNA contendo a seqiéncia
codificadora para o dominio citoplasméatico de Sema5B. E provavel que o molde
usado na reacdo do controle positivo, um outro plasmideo contendo o inserto em
questao, tenha contaminado outros tubos, apesar dos cuidados tomados. Com estes
resultados, presumiu-se que houve falha nas reagdes de ligagdo. Assim, varias

etapas foram repetidas, desde a digestao dos insertos.
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Figura 14: PCR de coldnia. Lanes: Sema5A 18-131: col6nias contendo a construgdo pGi_5A; GR:
Marcador Gene Ruller 50bp; +: controle positivo; —: Controle negativo com col6nias transformadas
com pG_5A. Sema5B 18-31: col6nias contendo a construgao pGi_5B; GR: Marcador Gene Ruller

50bp; +: Reagédo com pET28a-CITO; —: Controle negativo com colbnias transformadas com pG_5B.

Estrelas indicam as col6nias positivas para Sema_5A.

Apos novas digestdes e ligagdes, obteve-se resultados promissores para as
colénias Sema_5A e resultados duvidosos para a Sema_5B (Fig. 14). As colbnias
usadas na reacado de PCR foram passadas, em paralelo, para novas placas (“Master
plates”), com a finalidade de replicacdo das bactérias. Entretanto, nenhuma das
colénias cresceu nessas novas placas. Coldnias positivas no PCR para Sema_5A e
algumas para 5B foram incubadas a partir da placa original, contudo, novamente,
nenhuma colbénia cresceu. Mais uma vez foi observada uma banda na altura da
Sema_5B no poc¢o do controle negativo da 5B e nenhuma banda no controle positivo
(devido a resultados anteriores foi tomado um cuidado especial evitando-se a troca
dos controles em todos os passos criticos, bem como contaminacdes.)

Apbés uma nova tentativa de ligacdo, um novo método de dessalinizagao
(dialise) e a transformagao com o dobro da quantidade habitual de construgées, uma
nova PCR de colbnia foi feita. Neste novo experimento (resultado ndo mostrado)
nenhuma colénia apresentou bandas na altura esperada apdés a PCR, logo, os
insertos ndo haviam sido ligados nos plasmideos, houve crescimento positivo nas
master plates, porém ao tentar uma inoculagdo experimental em meio liquido, ndo
foi observado nenhum crescimento.
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Como foi visto, foram utilizadas diversas técnicas para tentar se obter uma
colénia viavel que portasse um plasmideo com o inserto pretendido, porém sem
sucesso. Diferentes praticas de laboratério, otimizacdo de protocolos € um controle
ainda maior de qualidade serdo usados para a obtencdo de uma grande quantidade
do plasmideo pGILDA contendo os insertos para as porcdes citoplasmaticas das
Semaforinas 5A e 5B para dar continuidade no projeto ao longo do Mestrado.

Contudo, foi obtido uma grande quantidade do pGILDA a partir de uma
aliquota doada pela Profa. Dra. Bettina Malnic (IQ-USP), podendo este ser aplicado
em futuros projetos envolvendo o sistema de duplo-hibrido dentro do laboratério de
Neurobiologia ou em qualquer outro laboratério parceiro.

Os iniciadores desenhados para esse trabalho também serdo amplamente
utilizados na continuacao e em futuros projetos relacionados.
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5. CONCLUSAO

¢ Os iniciadores desenhados demonstraram sucesso em reagdes de PCR
produzindo fragmentos de peso molecular nos tamanhos esperados;

e Producdo de grande quantidade do plasmideo pGILDA para uso futuro em
inimeros projetos foi bem sucedida;

e Digestao dupla de fragmentos de PCR e plasmideos e subsequente construcao de
vetores recombinantes foram obtidos;

e Impossibilidade de manter colénias contendo qualquer plasmideo recombinante
impediu a verificacao e aplicabilidade da construgao.

e QOutras tentativas para as construgdes serdo realizadas, ja que estas serao
utilizadas em projeto de mestrado para identificacdo de parceiros moleculares de
Sema5A e Semab5B, através do sistema de duplo-hibrido em leveduras.
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