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RESUMO

A correta ligac, o dos axdnios aos seus alvos especificos é essencial para o
desenvolvimento do sistema nervoso. As semaforinas pertencem a uma grande
familia de proteinas secretadas ou associadas a membrana, envolvidas na
navegacao axonal, fasciculacdo, ramificacdo e formacgédo de sinapses, além da
participagdo na progressao tumoral, angiogénese e diferenciagédo de linfocitos B. As
semaforinas de classe 5 sao proteinas transmembranicas que contém sete
repeticoes trombospondinas. Os principais representantes desta classe sédo a
Sema5A e a Sema5B. Nao ha na literatura nenhum estudo sobre a atuagao destas
proteinas como transdutoras de sinal. Inumeras questdes sobre esta molécula
permanecem em aberto, tais como sua modulagcdo, expressao celular e via de
sinalizagao reversa. Em trabalho anterior, foi realizada uma varredura através do
sistema de duplo-hibrido em leveduras para a identificagdo de alguns ligantes do
dominio citoplasmatico da Semaforina 5B (Sema-Cito5B). No presente trabalho, um
numero maior de clones obtidos naquela varredura foi analisado (totalizando 410
clones). Destes, 40 clones foram passiveis de sequénciamento, resultando na
identificacdo de um painel composto por 26 diferentes proteinas, 13 confirmadas
como positivas pelo duplo-hibrido. Esse painel inédito de ligantes putativos para
Semab5B podera contribuir para a melhor compreensao dessa proteina, sobretudo
com relacédo ao seu papel como receptora e sinalizadora. A partir de informagdes da
literatura, 5 proteinas foram selecionas para confirmar os resultados encontrados.
Alguns destes ligantes estdo envolvidos no mecanismo de ubiquitinagdo, como
Stub1 e Mib2, que sdo enzimas E3-ligases de ubiquitina; e Usp33, uma enzima
deubiquitinante envolvida diretamente na migragcado de neurénios. Uba2, outro ligante
escolhido participa da via de SUMOilagao, como enzima ativadora E1. Cript foi
escolhida por sua afinidade por proteinas do citoesqueleto e por estar relacionada a
modulacdo de sinalizagdo de PSD-95. Plasmideos de expressdao em células de
mamiferos foram montados para expressar integralmente os ligantes selecionadas
em fusdo com etiqueta Myc. Para Sema5B, foram montados vetores para expressa-
la integralmente com ou sem a presenga de etiquetas His. Para regido
citoplasmatica da Sema5B foram montados plasmideos para expressa-la em fusao a
uma etiqueta His e a proteina fluorescente EGFP. As expressées bem sucedidas
dos ligantes Usp33, Uba2, Stub1 e Cript foram empregadas em ensaios de pull-
down com Semab5B-his expressa em HEK293 ou com Sema-Cito5B-His produzida
em bactérias. Em ambos os ensaios as interagdes de Sema5B com Usp33 e com
Stub1 foram confirmadas. Os resultados sugerem que tais interacbes podem estar
envolvidas na estabilidade/reciclagem do dominio citoplasmatico da Semaforina 5B,
ou ainda no crescimento axonal.

Palavras-chave: Semaforina. Ubiquitinagdo. SUMOQilagao. Sistema de duplo hibrido. Sema5B. Usp33.
Uba2. Stub1. Cript. Pull-down. Vetores de expressao.



ABSTRACT

In the developing neuron system, the correct axon guidance is essential for linking
the axons to their targets. The Semaphorins belongs to a large family of secreted and
membrane associated proteins, which are involved on axon navigation, fasciculation
and synaptic formation, besides the role on tumor progression, angiogenesis and B-
lymphocyte differentiation. Class 5 Semaphorins are transmembrane proteins which
contains seven repetitions of thrombospondins. Sema5A and Sema5B are the most
prominent members of this class. Few studies regarding the role of Sema5B are
available, and none about reverse signaling. Questions about modulation, cellular
expression and reverse signaling are yet to be answered. On a previous work, an
yeast two-hybrid screening using the cytoplasmic domain of Sema5B provided 410
clones for analysis. Fourty clones were sequenced, resulting on a panel containing
26 possible molecular partners. After further tests, nine of them were positive for
interactions. This novel panel of Sema5B putative ligands contributes for a better
comprehension of Sema5B role as a receptor and as a signal transducer protein.
Five proteins, Usp33, Uba2, Stub1, Cript and Mib2, were chosen for further
investigations. Stub1 and Mib1 are both E3 Ubiquitin ligases; Usp33 is a
Deubiquitinating enzyme; Uba2 is a E1 SUMOilation activating enzyme; and Cript
was chosen based on its affinity between cytoskeleton and other proteins, and its
role as PSD-95 modulating and signalizing protein. Mammallian cells expressing
vectors were assembled in order to express Sema5B and putative ligands in fusion
with tag proteins: Sema-Cito5B expressing His tag and EGFP fusion proteins; full
length Sema5B expressing His tag fusion proteins; and a Myc tag was the choice for
the putative ligands tag. Usp33, Uba2, Stub1 and Cript together with Sema5B-His or
with prokaryotic Sema-Cito5B-His were applied in a pull-down assays. Usp33 and
Stub1 interactions were confirmed. This result suggests that these proteins might be
involved on stability and recycling of the cytoplasmic domain of Sema5B and axonal
growth modulation.

Key words: Semaphorin. Ubiquitination. SUMOilation. y2h. yeast 2 hybrid. Sema5B. Usp33. Uba2.
Stub1. Cript. Pull down. Expressing vectors. Plasmids
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1 INTRODUCAO

O estabelecimento de redes neurais bem sucedidas €& essencial para o
funcionamento adequado do sistema nervoso (O’'CONNOR et al., 2009). Para tanto,
existem diversas interagbes e vias metabdlicas que trabalham de maneira
orquestrada na regulagdo dos prolongamentos neurais, de forma a eliminar a
formacgao de sinapses inadequadas (GODA; DAVIS, 2003).

Nesse contexto de regulacdo do desenvolvimento das redes neurais estao
inseridas as semaforinas, pertencentes a uma familia de proteinas que exibem
estrutura e funcionalidade conservadas filogeneticamente (YAZDANI; TERMAN,
2006). As semaforinas apresentam comprovada atividade na regulagdo da adeséao e
proliferagao celular, organizagao do citoesqueleto e crescimento axonal, controlando
de maneira especifica a morfologia neural e a sinaptogénese (YAZDANI; TERMAN,
2006).

Dentre as diferentes classes de semaforinas, a classe 5 ainda carece de
estudos que elucidem o seu funcionamento, portanto constitui um campo fértil a ser
investigado. Sema5A e SemaB sao os representantes dessa classe em vertebrados
(RAPER, 2000). Poucos estudos existem a respeito desses membros, sobretudo no
que tange a Sema5B. A Sema5B é uma proteina transmembranica de passagem
unica, tal caracteristica sugere que ela possa atuar tanto na sinalizac, o extracelular
(funcionando como ligante) como na sinalizac, o intracelular (funcionando como
receptora). Como sera apresentado, os trabalhos existentes acerca da Sema5B
abordaram seu dominio extracelular, logo, direcionaram-se a sua fungdo como

ligante.

Um dos objetivos do projeto de doutorado em questao foi analisar clones
obtidos através de uma varredura por duplo hibrido de uma biblioteca de epitélio
olfatério, utilizando como isca a porcao citoplasmatica da Semaforina 5B. Estes
ligantes foram avaliados quanto a sua capacidade de autoativagdo. A presenga de
diversos ligantes identificados como positivos possibilitou a producédo de um painel
de candidatos para proteinas ligantes da regido citoplasmatica de Sema5B (Sema-
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cito5B). Ligantes inéditos para a Sema-citoS5B foram selecionados para melhor
caracterizagao de suas interagdes. Vetores capazes de expressar SemaSB e seus
ligantes em células de mamiferos foram produzidos e os produtos de expressao
destes vetores foram analisados para confirmacgéao das interagdes.

O painel produzido nesse projeto apresenta dados inéditos de ligantes da
porcao citoplasmatica da Sema5B e podem ajudar a elucidar a fungdo de Sema5B

como uma proteina transdutora de sinal.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Bases Moleculares da Navegagao Axonal

A formagdo do sistema nervoso durante o desenvolvimento embrionario &
dependente de inumeras moléculas quimiorrepelentes e quimioatrativas (HUBER et
al., 2003; WIT, DE; VERHAAGEN, 2003). Tais moléculas atuam nos neuroblastos
(células precursoras de neurdnios) de maneiras distintas, ou seja, neuroblastos que
desempenharao determinadas func¢des respondem de maneira especifica a cada
molécula (HUBER et al., 2003; KELLER, 2005; LIU et al., 2014). A expressao destas
moléculas muda ao longo da formagado do sistema nervoso. Ja foi mostrado, por
exemplo, que gradientes de expressao destas moléculas determinam o fenétipo das
células em desenvolvimento, limitando sua diferenciagdo até a idade embrionaria
correta, em torno do dia embrionario 6 (E6) ao E14 em camundongos, e que o
silenciamento de Semaforina 5A e Semaforina 5B acarreta na entrada prematura de
axbnios durante a formagcdo da medula espinhal (LIU et al.,, 2014). Estas guias
quimicas sado detectadas pelos neuroblastos através de estruturas especializadas
conhecidas como cones de crescimento, presentes na porcao final dos neuritos
(MUELLER, 1999; HUBER et al., 2003).

Os neuritos sdo extensdes filiformes que se estendem a partir do corpo
celular do neuroblasto. Ja o cone de crescimento € uma especializagédo celular na
extremidade desses prolongamentos celulares, constituida por lamelipédios e de
projegcbes denominadas filipddios. Os neuritos juntamente com os cones de
crescimento se assemelham a bragos e maos do neuroblastos (MUELLER, 1999). O
cone de crescimento é dinamico, pois possui elementos do citoesqueleto com
grande plasticidade (microtubulos e F-actina); este dinamismo é influenciado pela
sinalizagado extracelular (MUELLER, 1999; HUBER et al., 2003; WIT, DE;
VERHAAGEN, 2003). A deteccao de ligantes quimicos extracelulares é realizada por
uma miriade de moléculas receptoras responsaveis por transduzir a informagao
através de cascatas bioquimicas, alterando o dinamismo do citoesqueleto.
Moléculas quimioatrativas fornecem um ambiente favoravel a manutencéo e

desenvolvimento do cone, enquanto que moléculas quimiorrepelentes induzem o
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que € chamado de colapso do cone de crescimento, no qual todo o citoesqueleto do
cone é “desmontado” e o prolongamento afetado cessa seu direcionamento de
crescimento  (DICKSON, 2002). Estas guias quimicas, divididas em
quimiorrepelentes e quimioatrativas, atuam pelo contato com seus receptores nos
cones de crescimento, e podem ser tanto secretadas na matriz extracelular como
estar associadas a membranas de outras células (JONGBLOETS; PASTERKAMP,
2014). A funcao de muitas moléculas varia de acordo com fatores como tipo celular,
composi¢cao dos receptores no cone de crescimento e até mesmo com a
composi¢cdo da matriz extracelular (HUBER et al.,, 2003; HILARIO et al., 2009;
JONGBLOETS; PASTERKAMP, 2014; LIU et al., 2014). Finalmente, tais moléculas
se encontram presentes nao so6 no desenvolvimento embrionario como também em
processos regenerativos pos patologias no sistema nervoso (CAFFERTY et al.,
2008; BRAUER; RICHERI, 2013).

Dentre as familias de moléculas sinalizadoras e receptoras que regulam o
direcionamento axonal encontram-se os receptores do tipo tirosino-quinase e
tirosino-fosfatase (LEMMON; SCHLESSINGER, 2010; LEE, 2015); as netrinas e os
receptores de netrinas (GOODMAN ET AL., 1999; KENNEDY, 2000); a familia Robo
e os seus receptores (GIGER; KOLODKIN, 2001) e as semaforinas (Semas) (WIT,
DE; VERHAAGEN, 2003; PASTERKAMP, 2012; JONGBLOETS; PASTERKAMP,
2014) e seus receptores, plexinas e neuropilinas (TAMAGNONE; COMOGLIO, 2000;
JONGBLOETS; PASTERKAMP, 2014; KOROPOULI; KOLODKIN, 2014).

2.2 A Familia das Semaforinas e seu Envolvimento na Navegagéao Axonal

As semaforinas sdo uma grande familia de proteinas secretadas ou
associadas a membrana. Muitas dessas proteinas estdo envolvidas na navegacgao
axonal, fasciculacao, ramificacdo e formacao de sinapses, atuando como moléculas
quimioatrativas ou quimiorrepelentes (KOLODKIN et al., 1992; MATTHES et al.,
1995; KOLK et al., 2009; JONGBLOETS; PASTERKAMP, 2014). Outras funcdes
desta familia englobam a formacao de vasos sanguineos (FIORE et al., 2005;
GELFAND et al.,, 2009) e a diferenciagcdo celular de osteoblastos (SPENCER;
LALLIER, 2009; HAYASHI et al., 2012).
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A familia das semaforinas possui mais de vinte membros, expressos em
vertebrados, invertebrados e até em alguns virus. Descritas originalmente como
proteinas ligantes, atuam sobre determinados receptores como plexinas,
neuropilinas, receptor tirosino-quinase e integrinas. (WIT, DE; VERHAAGEN, 2003;
JONGBLOETS; PASTERKAMP, 2014). A familia das semaforinas compreende
membros que possuem um dominio amino-terminal extracelular de cerca de 500
aminoacidos identificado como dominio SEMA; com exce¢ao do membro expresso
nos virus, os demais contém um dominio com 17 cisteinas denominado PSI (plexin,
SEMA and Integrin domain) que apresenta similaridades com determinado dominio
presente em plexinas e integrinas. As classes desta familia se diferenciam na sua
regido carboxi-terminal que pode conter motivos adicionais (GOODMAN et al.,
1999).

As semaforinas também diferem entre si quanto a localizagdo celular:
topologicamente podem estar associadas a membrana por é&ncoras de GPI, podem
ser transmembranicas de passagem unica, como também podem ser secretadas
(GOODMAN et al., 1999).

Tais diversidades estruturais permitiram a designagdo de 8 classes de
semaforinas (GOODMAN et al., 1999). Semaforinas das classes 1 e 2 séo
encontradas em invertebrados; classes 3 a 7 estdo presentes predominantemente
em vertebrados, e uma classe final (classe V) € composta de proteinas codificadas

por virus. (Fig. 1)

Class 1 2 3 4 5 6 r / Vv

Extracellular

Intracellular

[] sema domain I PSI domain [ Ig domain
[] Basic domain [l Thrombospondin domain [ll GP!I linkage

GB.c

Figura 1 - Representagdo esquematica da familia de proteinas Semaforina.

As 8 classes estdo representadas conforme a topologia e dominios conservados na sequéncia
proteica. 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 sdo proteinas transmembranicas, as de
classe 2, 3 e V sao secretadas e as semaforinas de classe 7 podem ser ancoradas por GPI ou
secretadas (FONTE: (YAZDANI; TERMAN, 2006).
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A atuacdo como moléculas sinalizadoras, envolve a presencga de receptores
caracteristicos que séo as plexinas e neuropilinas. Nove tipos de plexinas ja foram
identificados e classificados em quatro classes distintas (classes A-D), sendo que
sequéncias similares a plexinas também foram encontradas em Drosophila
melanogaster e Caenorhabditis elegans (WINBERG et al., 1998; YOSHIDA, 2012).
Plexinas sédo proteinas transmembranicas cujo dominio extracelular é rico em
cisteina e contém cerca de 500 aminoacidos correspondentes ao dominio
semaforina (o qual se apresenta relacionado de forma distante ao dominio SEMA
das semaforinas). A regido citoplasmatica contém uma sequéncia de
aproximadamente 600 aminoacidos altamente conservada entre as diferentes
plexinas; esta regido pode estar associada a um dominio de ligagdo com a Rho
GTPase (GOODMAN et al., 1999; ROHM et al., 2000; OSTER et al., 2003; HOTA;
BUCK, 2012). Foi demonstrado que as plexinas possuem atividade GAP intrinseca,
essencial para sua habilidade de induzir colapso do cone de crescimento e regular
diretamente a atividade de pequenas GTPases, como Rnd1 e RhoD (ZANATA et al.,
2002). Uma série de estudos indica que tal atividade é dependente da interagcado da
plexina com a semaforina (HOTA; BUCK, 2012; JONGBLOETS; PASTERKAMP,
2014). As semaforinas de classe 3, que sao secretadas, necessitam de neuropilinas
(Nrp) para intermediar sua ligagdo com plexinas através da formacéo de um receptor
heterodimérico (RAPER, 2000; JANSSEN et al., 2012).

2.3 Semaforinas transmembranicas

Inicialmente, estudos envolvendo as semaforinas visavam investigar sua
funcdo como ligantes de plexinas. Sendo as plexinas receptoras, a sua ativagéo
levava, na maioria das vezes, a um comportamento quimiorrepelente (HALLORAN;
WOLMAN, 2006). Em 1996, Hall et al. identificou a funcdo da Sema4D como
aceptora de sinal. Esta semaforina transmembranica mostrou-se envolvida na
agregacao celular de linfécitos B através de seu dominio citoplasmatico ativando
quinases (HALL et al., 1996). A partir da descricdo da Sema4D, outros trabalhos
seguiram essa linha de estudo considerando as semaforinas transmembranicas
como moléculas receptoras de sinal. Inagaki et al (2001), através o uso da técnica

de duplo-hibrido, identificaram ligantes do dominio citoplasmatico da Sema4C. A
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interacdo com PSD-95, uma proteina que possui repeticoes de PDZ envolvidas na
plasticidade de sinapses, foi confirmada (INAGAKI et al., 2001). A atuagédo da Sema
6D como transdutora de sinal de ligacdo da plexina A1 também foi investigada pela
técnica de duplo-hibrido. A porgao citoplasmatica da Sema6D foi utilizada como isca
e foi identificada uma interagcédo especifica com a quinase Abl (TOYOFUKU et al.,
2004). Nesse trabalho foi também verificado que a interacdo Sema6D-Plexina A1
acarretou no aumento da protedlise do dominio extracelular da Sema6D, e que esta
por¢ao truncada possuia maior afinidade por Abl, sugerindo que a clivagem do
dominio extracelular foi responsavel pela ativacdo da transducdo de sinal da
semaforina. Finalmente, em drosdfilas, a fungdo da Semala como receptora foi
identificada em prolongamentos dendriticos de neurdnios envolvidos no sistema
olfatério. Neste caso, as moléculas ligantes eram outras semaforinas, a Sema2a e
Semazb, que séo secretadas (SWEENEY et al., 2011). Esse estudo evidenciou que
a ligacdo de Sema2a ou 2b na Semala era capaz de direcionar os dendritos de
neurdnios projecionais (PN, projectional neuron) para seus alvos especificos no lobo
antenal.

Os trabalhos supracitados demonstram que as  semaforinas
transmembranicas também podem atuar como proteinas receptoras. As semaforinas
de classe 5, representadas por seus dois membros principais a Semaforina 5A e a
menos estudada Semaforina 5B, apresentam um dominio transmembranico, o que
sugere a participagcao destas como receptoras capazes de transduzir sinais a partir
de seus dominios citoplasmaticos. Como sera visto a seguir, a literatura dispde de
poucos trabalhos acerca das semaforinas de classe 5, abordando a funcido destas
semaforinas como ligantes e, portanto focaram-se no dominio extracelular destas
moléculas. Um dos objetivos do presente trabalho foi a identificacdo e
caracterizagao de interacdes realizadas pelo dominio citoplasmatico da Semaforina
5B. O estudo dessas interagbes podera ajudar a desvendar o papel de Sema5SB

como uma molécula receptora, transdutora de sinal.

2.4 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
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foram renomeadas para semaforinas 5A e 5B, respectivamente (GOODMAN et al.,
1999).

As semaforinas 5A e 5B pertencem a classe 5 e foram identificadas em 1996,
por ADAMS e colaboradores. Ambas sao constituidas por uma regiao N-terminal
extracelular com 485 aminoacidos, correspondente ao dominio Sema (também
conhecido como dominio Sema+PSI, sendo PSI um peptideo que possui sequéncia
conservada em plexinas, semaforinas e integrinas), um dominio modular exclusiva
da classe 5 com 408 residuos que compdem sete repeticbes de uma sequéncia com
alto grau de homologia as repeti¢des encontradas em tromboespondinas 1 e 2 (TSP
— type 1 repeat) (ADAMS; TUCKER, 2000), um unico dominio hidrofobico
transmembranico e uma regido citoplasmatica C-terminal com 80 (Sema5A) ou 93
aminoacidos (Sema5B) (Fig. 2). Esta ultima regido configura o dominio com menor
grau de similaridade entre Sema5A e 5B em comparagao as demais regides destas
proteinas (ADAMS et al., 1996). A identidade das sequéncias de aminoacidos entre
Sema 5A e 5B é de 58%, enquanto que a similaridade entre elas é de 72% (ADAMS
et al., 1996).
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SEMAFORINA 5B

1 20 45 511 651 952 979 1000 1093
Peptideo sinal
Dominio Sema+PSl
Dominio TSP 1003 reciduos
Dominio transmenkbranico gy

Dominio citoplasmatico

B
Sequéncia de aminoacidos dos dominios citoplasmaticos:

Sema_5A: 993-1077
YTYCQRYQQQSHDATVIHPVSPAALNSSITNHINKLDKYDSVEAIKAFNKNNLILEERNKY
FNPHLTGKTYSNAYFTDLNNYDEY

Sema_5B: 1000-1093
SCQHCQRQSQESTLVHPATPNHLHYKGGGTPKNEKYTPMEFKTLNKNNLIPDDRANFY
PLQQTNVYTTTYYPSPLNKPSFRPEASPGQRCFPNS

Figura 2 - Representagdo da Sema5B e sequéncias dos dominios citoplasmaticos.

A) Representagdo esquematica 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 repetigcbes do tipo tromboespondina 1 (TSP-1; 551-952 aa); um
dominio transmembréanico composto de 20 residuos de aminoacidos (979-999 aa) e uma regido
citoplasmatica (1000-1093 aa). As regibes em verde ndo representam dominios funcionais
conhecidos. B) Sequéncias de aminoacidos da regido citoplasmatica das Semaforinas 5A e 5B
(Sema_5A e Sema_5B).

Semab5A e Sema5B séo expressas tanto em tecidos embrionarios como em
adultos (ARTIGIANI et al., 2004; TAMAGNONE; COMOGLIO, 2004; O'CONNOR et
al., 2009; LETT et al., 2009). O dominio caracterizado pela presenca de repeti¢cdes
tipo tromboespondina (TSP), exclusivo das semaforinas de classe 5, possui
atividade nos fendmenos de neuritogénese e quimioatragdo neuronal (ADAMS;
TUCKER, 2000; HILARIO et al., 2009). Tromboespondinas constituem uma familia
de glicoproteinas extracelulares ligantes de calcio. Sdo abundantemente expressas
na matriz extracelular embrionaria. Varias proteinas compartilham as repeti¢cdes do
tipo tromboespondina-1 (TSP-1), sendo muitas destas expressas no sistema
nervoso em desenvolvimento. O padrdo de expressao e propriedades in vitro
sugerem funcgdes potenciais para TSP-1 na navegac¢ao axonal e migracédo do cone

de crescimento. As repeticbes de TSP-1 tém sido implicadas na diferenciagéo, no
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crescimento de neuritos, no desenvolvimento do sistema nervoso e em processos de
regeneragao e adesao neuronal (ADAMS; TUCKER, 2000).

E possivel que as repeticdes TSP estejam relacionadas & associacdo de
Semab5A com outras proteinas. Foi constatado que Sema5A liga-se a plexina 3B e
que o dominio TSP é importante para essa interagao (ARTIGIANI et al., 2004).

Kantor et al (2004) demonstraram a capacidade da Sema5A em desencadear
respostas tanto atrativas quanto repulsivas no direcionamento de axénios do
fasciculus retroflexus (FR), um feixe de nervos do diencéfalo associado a fungdes do
sistema limbico. O diferente padrao de resposta foi relacionado a interagcdo do
dominio de repeticbes TSP da SemaSA com a porgao glicosaminoglicana de dois
tipos de proteoglicanos: os condroitin sulfato (CSPGs) e os heparan sulfato
(HSPGs). A ligacdao da Sema5A com CSPG inibe a extensdao de axénios FR,
enquanto que a interagdo com HSPG resulta na atragdo axonal (KANTOR et al.,
2004).

Em axénios do disco e do nervo Opticos, a Semab5A foi capaz de induzir o
colapso dos cones de crescimento através de seu dominio SEMA. Demonstrou-se
que o dominio TSP auxilia na propriedade quimiorrepelente. O colapso dos cones de
crescimento expostos a SemabA continuou mesmo na presenga de moléculas
atrativas e neuritogénicas, como laminina, L1 e netrina (OSTER et al., 2003).

A Semab5A parece desempenhar um papel fundamental no desenvolvimento
embrionario, pois camundongos nocautes para Sema5A homozigotos morrem entre
os dias embrionarios E11.5 e E12.5 (FIORE et al., 2005). A analise desses animais
revelou que a estrutura geral do sistema vascular, o desenvolvimento dos tecidos
extraembrionarios e o sistema nervoso apresentavam-se normais. Contudo, foi
observada uma diminuicdo no numero de vasos de grande diametro na regiao
cranial de embrides E10.5. Esses vasos nao apresentavam ramificagdes adicionais,
tampouco organizagdo e estruturacdo normal (FIORE et al., 2005). Tal fendtipo
implica que Semab5A nao esta envolvida na diferenciacdo de vasos sanguineos em
geral, mas sim na padronizagao regional da vasculatura. Sua atuacdo pode estar
vinculada a acdo em células endoteliais e a inibicdo de apoptose, além de influenciar
processos de remodelamento da matriz extracelular (SADANANDAM et al., 2010).
Outra linhagem de camundongos nocautes para SemaSA foi desenvolvida e
produziu animais viaveis. Ja que estudos de associagcao genética identificaram o

gene humano que codifica para Sema5A como sendo um gene de suscetibilidade ao



20

autismo (WEISS et al., 2009), Gunn et al. (2011) avaliaram se essa linhagem de
animais nocautes viaveis poderia ser utilizada como um modelo animal para o
autismo. Varios testes comportamentais foram utilizados e diferengas entre os
animais nocautes e selvagens foram reportadas. Contudo, o estudo concluiu que tais
camundongos ndo podem ser utilizados como um bom modelo para o estudo do
autismo (GUNN et al., 2011). Mais recentemente, Duan e colaboradores (2014)
demonstraram que camundongos Sema5A™" apresentam déficit de interagdo social,
uma caracteristica tipica de pacientes autistas. Nesse mesmo trabalho verificou-se
que as interacdes intra-dendriticas entre Sema5A e PlexinaA2 inibem a formacgao de
sinapses excitatorias em células granulares hipocampais, apoiando a ideia de que
SemabA contribui para as desordens do espectro autista (DUAN et al., 2014).

Outras fungdes nao relacionadas ao sistema nervoso e a navegacao axonal
também foram atribuidas a SemabA, tais como envolvimento em cancer (revisado
em (PUROHIT et al., 2014) e participagcdo em mecanismos do sistema imune (GRAS
et al., 2014).

Quanto a Sema5B, sua atuacao ocorre na formagao do cortex cerebral, no
desenvolvimento da rede neural. Essa agao pode ser comparada a de uma molécula
‘encapsuladora” de axénios, evitando a formac, o de sinapses para fora do cértex
entre regides distintas do cérebro em formacao (LETT et al., 2009). Liu et al. (2014)
mostraram que, na coluna espinhal, Sema5B mostra um padrao de acao tempo e
concentracdo dependentes, inibindo a entrada de neurdnios sensoriais até o E8. Ao
mesmo tempo, a molécula ndo tem efeito sobre axbénios de neurdnios
proprioceptivos. A atuacdo da Sema5B neste contexto pode ser dependente do
receptor TAG-1. Sema5B neste tecido é essencial para que os diferentes axénios
que entram na massa cinzenta da coluna espinhal por diferentes vias (ganglios da
raiz dorsal, raiz ventral) sejam encaminhados para a correta ligagdo dos neurénios ja
existentes nesta estrutura, e que a partir dai desempenhem uma navegagéo
tridimensional que formara todo o circuito nervoso periférico, incluindo o arco reflexo,
neurdnios nocio e proprioceptivos e neurdnios motores (LIU et al., 2014).

To et al. 2007, estudaram o papel da Sema5B como quimiorrepelente,
induzindo o colapso de cones de crescimento em ganglios da raiz dorsal de galinha
(DRG) através do influxo de Ca*? extracelular. Os resultados indicam que a resposta
€ dependente de cascatas de sinalizacdo da fosfatase calcineurina e da protease

calpaina (TO et al., 2007). Outro trabalho, indicou que a Sema5SB pode sofrer um
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processamento proteolitico, fazendo com que a sua porcdo Sema passe a se
comportar como uma molécula secretada dentro do hipocampo de neonatos. Esta
por¢ao mantém sua fungao bioldgica atuando na inibicdo de formagéao de sinapses
(O’'CONNOR et al., 2009; BROWNE et al., 2012).

Fora do contexto de navegacgédo axonal, a semaforina 5B aparece envolvida
em processos de remodelamento dentario, onde fibroblastos isolados da gengiva
originados da crista neural apresentam uma expressao aumentada em comparagao
a média do tecido (SPENCER; LALLIER, 2009).

O trabalho de Matsuoka et al. (2011) investigou o papel de ambas as
semaforinas de classe 5, Sema5A e Sema5B, na retina. Demonstrou-se que a agao
destas foi relacionada a correta inibicdo de prolongamentos axonais de diferentes
tipos de neurbnios presentes na retina de camundongos, como terminais axonais de
fotorreceptores, células amacrinas dopaminérgicas (ambas suscetiveis apenas a
SemabB) e células amacrinas colinérgicas. A posi¢cao de nucleos celulares também
foi prejudicada em animais nocaute para ambas as semaforinas, mostrando o papel
delas na laminagao da retina. A técnica para nocaute dos genes teve como alvo os
exons responsaveis pela expressao dos primeiros 41 e 51 aminoacidos da Sema 5A
e 5B, respectivamente, correspondentes ao peptidio sinal. Esta estratégia gerou
animais viaveis e férteis, diferente de outras tentativas de nocaute para estas
proteinas. Porém, a ma formagcdo das camadas plexiformes na retina geraram
animais com visao prejudicada (MATSUOKA et al., 2011).

Ainda quanto a classe 5 das semaforinas, deve-se ressaltar que esta é a
unica que possui representantes tanto em vertebrados (Sema5A e Sema5B), como
em invertebrados. Nesses Ultimos, Sema-5c foi identificada em Drosophila
melanogaster envolvida no sistema olfatério, modificando comportamentos olfativos
na vida adulta (ROLLMANN et al., 2007).

2.5 Resultados Anteriores

Durante o meu mestrado, desenvolvi um projeto que iniciou a busca por
ligantes de semaforinas de classe 5 através do sistema de duplo-hibrido em
leveduras (FAVARO Jr., 2011). Assim, primeiramente, houve a necessidade de se

padronizar essa metodologia no Laboratério de Neurobiologia (Patologia Basica,
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UFPR). Iscas correspondentes aos dominios citoplasmaticos de Sema5A e Sema5B
foram construidas e avaliadas quanto ao seu potencial de auto-ativagdo de genes
repoérteres (indicadores de interagdes no sistema de duplo-hibrido). Somente a isca
para Sema5B pbde ser utilizada posteriormente (FAVARO, 2011).

Através da varredura da biblioteca de cDNA de epitélio olfatorio (construida
durante o pos-doutorado da orientadora do trabalho em questdo) com a isca
correspondente ao dominio citoplasmatico de Sema5B, foi possivel a obtencédo de
cerca de 10.000 clones positivos para interagdo (pela analise de um gene repbrter,
LEU?2). Destes, 159 clones foram usados para os testes posteriores, necessarios
para a confirmagao de ligantes do sistema de duplo-hibrido. Ao final dos testes, foi
possivel obter as sequéncias de 9 insertos de ligantes putativos. Trés candidatos
apresentaram insertos com a correta fase aberta de leitura para proteinas que
podem ser reais parceiros moleculares de Sema5B: Cript, que sera discutida ao
longo deste trabalho, Scramblase 2, uma proteina envolvida na perda de assimetria
de fosfolipideos de membrana e Trappc6a, uma proteina com pouca informacéo na
literatura.

Como um desdobramento do mestrado e para dar continuidade a esse
trabalho, a proposta do doutorado foi testar novos clones positivos obtidos na
varredura e aumentar a relacdo de ligantes candidatos para Sema5B,
complementando os dados obtidos anteriormente. Como sera visto, uma lista de
novos ligantes inéditos para Sema5B foi obtida no presente trabalho. Cinco desses
ligantes, envolvidos nos mecanismos de sumoilagdo e ubiquitinagdo, foram
escolhidos para uma caracterizacdo mais aprofundada das interacbes com o

dominio citoplasmatico de Sema5B.
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3 Objetivos Gerais

Identificar ligantes para o dominio citoplasmatico de Sema5B e construir
vetores de expressdo em células de mamiferos para confirmagao das interagdes dos

ligantes com a porgéo citoplasmatica da Semaforina5B.

3.1 Objetivos Especificos

a) Sequénciamento e identificagdo dos ligantes obtidos em varredura
anterior;

b) Avaliagcdo de potencial de auto ativagao dos ligantes para confirmagéo
das interacdes, dentro do sistema de duplo-hibrido;

¢) Construcdo de vetores para expressdao de Sema5B em células de
mamiferos;

d) Construgdo de vetores de ligantes selecionados (Cript, Usp33, Uba2,
Mib2 e Stub1) para expressdo em células de mamiferos;

e) Confirmacgao das interagdes entre Sema5B e os ligantes Cript, Usp33,

Uba2 e Stub1 através de ensaios de ligagao in vitro (pull-down).
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Validacéao de ligantes de Sema-cito5B obtidos por duplo-hibrido

Os ligantes obtidos na varredura foram identificados e validados quanto ao

seu potencial de autoativagao.

4.1.1 Selecao de Colbnias Candidatas

A partir da varredura da biblioteca de epitélio olfatério de camundongo, as
novas colo ias foram repicadas em placa “master plate” SD Gal -His -Trp -Ura
(+Leu), e incubadas a 30°C por dois dias. A “master plate” serve como molde para
“carimbar” outras quatro placas:

e SD Gli-His -Trp -Ura -Leu;
e SD Gli X-Gal -His -Trp -Ura (+Leu);
e SD Gal -His -Trp -Ura -Leu;
e SD Gal X-Gal -His -Trp -Ura (+Leu).

O carimbo é obtido pressionando-se a placa “master” sobre um pedaco de
veludo estéril apoiado sobre um disco rigido de ~9cm. Em seguida, as outras placas
foram pressionadas uma a uma sobre esse tecido. Apds incubacdo na estufa a
30°C, as placas sdo acompanhadas a cada 24h até 96h (4 dias). A selegcdo de

colbénias deve seguir os critérios apresentados no quadro 1.

Placa Caracteristica

SD Gli -His -Trp -Ura -Leu Auséncia ou pouco crescimento

SD Gli X-Gal -His -Trp -Ura (+Leu) | Coloragdo branca até¢ 72H

SD Gal —His -Trp -Ura -Leu Crescimento

SD Gal X-Gal -His -Trp -Ura (+Leu) | Coloragdo azul

Quadro 1 - Relagdao das caracteristicas das coldnias positivas para sele¢do. Estas
caracteristicas ocorrem devido a atuagdo de 2 repédrteres. A indugdo ocorre por galactose,
expressando as proteinas de fusdo Isca + Lex-A (BD) e Biblioteca + B42 (AD). A aproximagao dos
dominios BD e AD por interagéo entre isca + biblioteca induz a expressao do gene LacZ, provocando
a cor azulada em meio enriquecido com X-Gal, e do gene LEUZ2, permitindo a sobrevivéncia da
colénia em meio sem leucina.
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4.1.2 Extracao e confirmacao do plasmideo da biblioteca

As colbnias selecionadas foram submetidas a extracdo de DNA plasmidial. O
método utilizado foi adaptado do manual do usuario da ORIGENE, 2008 que deriva
do método de lise alcalina (BIMBOIM, 1979), utilizando esferas (beads) de vidro
lavadas em acido para romper a parede celular das leveduras sem a necessidade de
utilizar enzimas. Beads de ~2mm de diametro s&o colocadas em tubos conicos de
15 ml. Foi adicionado HCI 5,8 M em um volume 3x maior que o ocupado pelas beads
e incubadas por 1 hora. O acido foi removido e as beads foram lavadas 10x com
agua destilada, adicionando-se 3x o volume de beads de agua, agitando e
descartando-a. Apos as lavagens, toda a agua foi retirada, as beads foram
autoclavadas por 20 minutos e em seguida secas em estufa de secagem a 65°C
durante a noite. Apds a preparacao das esferas, cada colbnia positiva foi plaqueada
em 3 mm? de meio SD-Gli —His —Ura —Trp e incubada a 30°C por 3 dias. Toda a
biomassa formada foi raspada e inoculada em 2 ml de meio SD Glicose —His —Ura —
Trp a 30°C com agitacdo por 16-18 horas. As colbnias foram sedimentadas por
centrifugacéo a 1.500 xg por 5 minutos. O sobrenadante foi removido e o precipitado
ressuspenso no volume residual, tendo sido em seguida transferido para um tubo de
1,5 ml. Foram adicionados 200 pl da solugao plasmid rescue (Triton X-100 2%; SDS
1%; NaCl 0,1 M; Tris pH8 10 mM; EDTA 1 mM). Em seguida foram adicionados 100
Ml de fenol saturado pH8,0 e 100 ul de cloroférmio: alcool isoamilico (24:1). Foram
adicionados entdo 300 mg dos beads lavados em cada lise. Os tubos foram agitados
a baixa velocidade por 4 minutos e em seguida centrifugados a 10.000 xg por 5
minutos. Em um novo tubo de 1,5 ml, 200 ul do sobrenadante foram transferidos,
entao, lisado, foram adicionados 20 ul de acetato de sddio 3 M autoclavado. O tubo
foi vigorosamente agitado e em seguida adicionaram-se 400 pl de etanol 95%
(Merck®) e foi novamente agitado. O tubo ent&o foi centrifugado a 10.000 xg por 20
minutos a 20°C. O sobrenadante foi descartado e as paredes do tubo lavadas com
etanol 70% (Merck®) gelado. O sobrenadante foi removido e o precipitado resultante
foi seco em uma estufa a 37°C por 15 minutos. A parede do tubo foi lavada e o
precipitado ressuspenso com 5 pl de agua pura.

O produto da lise foi entdo submetido a uma PCR para verificacdo da

presenca da banda correspondente ao pJG4-5 + inserto.
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Inicialmente foram usados 0,7 pl do precipitado como molde em uma reacao
de PCR contendo tampéao 6timo para Taq 1x, 2 mM MgCl,, 1,6 mM dNTP, 0,24 uM
de iniciadores, 0,6 U Tag DNA polimerase em uma reacdo com 25 ul de volume
final. Posteriormente, todos os plasmideos precipitados foram quantificados através
do NanoDrop 1000™ — Thermo Scientific®.

Os iniciadores utilizados flanqueiam a regido de policlonagem do plasmideo pJG4-5.

Iniciadores:
e Iniciador forward para o plasmideo pJG4-5 que anela a 42bp da regido de
clonagem; Tm: 62°C, CG: 61%, 18mer.
5 CTG AGT GGA GAT GCC TCC &
e Iniciador reverse para o plasmideo pJG4-5 que anela a 62bp da regido
policlonal; Tm: 57°C, CG:53%, 17mer.
5 GCC GAC AACCTTGAT TG 3

A reacgao foi realizada a:
95°C — 2min; 30 ciclos de 95°C — 40s, 57°C — 30s, 72°C — 2min e uma extensao final
a72°C — 7min.

Os produtos de PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose
1,5% para avaliacédo e posteriormente serviram como molde em uma reagdo de
sequénciamneto.

Paralelamente os plasmideos foram eletroporados em bactérias
eletrocompetentes DH5a [F— ®80lacZAM15 A(lacZYA-argF) U169 recA1 endA1
hsdR17 (rK—, mK+) phoA supE44 A- thi-1 gyrA96 relA1]. Brevemente, 10ng de cada
plasmideo precipitado foram adicionados a 40 ul da bactéria, homogeneizados e
colocados em uma cubeta de eletroporacédo de 1mm (Gene Pulser®MicroPulser™ -
BioRad®). O eletroporador modelo Gene Pulser XCell™ — BioRad® foi utilizado
submetendo a cubeta a uma diferenca de potencial de 1,40 kV por até 5ms. Apds a
recuperagao por 1 hora em 1ml de meio LB (10g/l de triptona; 5g/l de extrato de
levedura; 10g/l de NaCl), no agitador orbital (Certomat BS-1 P™. - Braun®) a 37°C
250rpm foram estricadas em placas de LB + agar com 17g/l de agar adicionado de
ampicilina a 100ug/ml (placa LB + Amp), inicialmente 100ul foram esgotados com o

auxilio da alca de Drigalsky, entado o restante foi transferido para um tubo de 1,5ml e
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centrifugado a 3.500rpm por 2min em uma centrifuga Mini Spin™ da Eppendorf®. O
sobrenadante foi descartado e o precipitado ressuspenso em aproximadamente
100ul de LB e foram esgotados em outra placa LB + Amp. As placas ficaram por nao
mais que 16 horas em estufa a 37°C. Para obtencdo de uma colénia de bactéria
contendo o plasmideo da biblioteca, foi necessario selecionar 6 colénias de cada
transformacao para realizagdo de PCR de coldnia. A selegdo deve conter ao menos
3 colbnias de bactérias para que ao menos uma delas contenha o plasmideo pJG4-
5, uma vez que a levedura lisada possuia 3 plasmideos em seu citoplasma: pGILDA
(isca); pSH18-34 (reporter) e pJG4-5 (biblioteca), todos contendo o gene de
resisténcia para ampicilina.

As colbnias selecionadas foram repicadas em “master plate” e inoculadas em
um tubo de reacao para PCR de 0,2ml servindo como molde para reagdo. Em um
volume final de 15ul foi adicionado: Tampéao Taq 1x, dNTP 0,2mM; MgCl, 1,33mM,;
2pmol de Primer para pJG4-5 e 0,3U de Taq. DNA polimerase. A reacao foi
submetida a 95°C — 10min; e 35 ciclos de 95°C — 40s; 49°C - 50s; 72°C — 1min e
10s; finalizando com uma extensao a 72°C por 7min.

Apos corrida eletroforética, as coldnias que apresentaram banda na altura
esperada para o plasmideo pGJ-45 mais um inserto foram selecionadas e
submetidas a preparacdo de plasmideos (mini-prep) que foram usados em

transformacgdes de leveduras para os testes do duplo-hibrido.

4.1.3 Confirmacgéao da identidade dos ligantes

A partir do produto de PCR em leveduras ou da preparacdo de plasmideos,
foram realizadas reagdes de sequénciamento de nucleotideos para identificacdo do
ligante presente no plasmideo pJG-45. Como segue:

e 1ul BigDye; 1,5ul tampao BD 5x; 5pmol iniciador; 300ng dsDNA (molde); em
um volume final de 10ul.

Tanto o iniciador forward como o iniciador reverse para pJG4-5 foram
utilizados. A reacgao foi submetida a 96°C por 2min e 35 ciclos de 96°C 15s, 48°C
15s, 60°C 4min.

Apds a reagao, as amostras foram precipitadas adicionando-se 0,1V (V=
volume final da reagédo de sequénciamento) de acetato de sédio 1,5M/ EDTA 0,25M

e 3V de etanol 100% (Merck®), a reagao foi entdo transferida para um tubo de 1,5ml
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e homogeneizada gentilmente. Os tubos foram mantidos no gelo por 10 minutos e
entdo centrifugados por 20 minutos a 20.000xg a 4°C. O sobrenadante foi
descartado, foram adicionados 15ul de etanol 70% gelado (Merck®) e novamente
centrifugados. O sobrenadante foi descartado e o tubo seco em estufa a 37°C por
uma hora. As reagdes foram mantidas a -20°C até serem aplicadas no sequénciador.
Dez microlitros de Hi-Di™formamida foram adicionados as amostras, que foram
entdo incubadas por 5 minutos a 95°C e colocadas no gelo, logo antes da corrida.
Foram utilizados os sequénciadores Applied Biosystems® ABI 3500 e 3130 e o

eletroferograma resultante foi visualizado no BioEdit® v.7.0.9.0.

4.1.4 Avaliagao do potencial de autoativagao dos ligantes por ensaio de mating
cruzado (KOLONIN et al., 2000)

Foram selecionados os plasmideos que apresentaram a sequéncia de cDNA
referente a proteinas ou fragmentos de proteinas conhecidas em fase aberta de
leitura mediante consulta a base de dados. Os plasmideos pJG-45 contendo as
sequéncias codificantes para os ligantes encontrados foram novamente
transformados em leveduras EGY48 de acordo com o método a seguir.

Vérias colénias EGY48 foram inoculadas em um pré-indculo de 25 ml de
YPD. Essa cultura foi incubada em um agitador a 30°C e 240 rpm até atingir uma
DOeoo ~0,8, entao foi transferida para um indculo de 200 ml (meio YPD) e incubadas
novamente sob agitacdo por 3 horas, a 30°C. A cultura foi precipitada a 2.500rpm
por 5min a temperatura ambiente. O meio foi descartado e o precipitado foi lavado e
centrifugado em agua ultrapura estéril com o mesmo volume de meio.

O sobrenadante foi removido e o precipitado foi ressuspenso e lavado em 50
ml de acetato de litio (LiAc) 0,1M juntando-se as suspensdes em um so6 tubo. Apds a
centrifugacéo, o sobrenadante foi removido e o precipitado foi ressuspenso em LiAc
0,1M até um volume final de 1 mL. A suspensao de células (500 pL) foi misturada
com a solugdo TRAFO (0,750 pL de LiAc 1M; 4 mg de ssDNA; H,O q.s.p. 2,5 mL).
Desta mistura, foram usados 50 uL por transformacgao. Para cada transformacao,
aproximadamente 100 ng de plasmideo foram adicionados, os tubos foram agitados
por 2min, entdo acrescentou-se 100uL de 50% PEG 3350.

Os tubos foram incubados a 42°C por 40min a 200rpm, logo em seguida as
leveduras foram sedimentadas a 2.500rpm por 5min. Finalmente o precipitado foi
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ressuspenso em 100ul de agua ultrapura estéril e o volume final foi plaqueado (sem
diluir ou na diluicdo de 1:100) em meio seletivo SD Glicose —Trp. Apds 2-4 dias as
colénias foram repicadas em uma “master-plate”. A partir desta placa, as leveduras
EGY 48 transformadas foram plaqueadas lado a lado em meio seletivo de modo que
cada ligante formava uma linha; a levedura contendo o plasmideo controle pBait
(Origen®) que expressa uma proteina em fusdo com BD (Lex-A) também foi
inoculada na placa. Em outra placa, leveduras RFY contendo pGi_5B, pGilda vazio e
pTarget (plasmideo controle que expressa uma proteina em fusdo com AD que
possui afinidade pela proteina expressa pelo pBait) foram também plaqueadas em
linha. Apds o crescimento nestas placas, elas foram carimbadas em uma placa YPD
de maneira que todas as linhas de uma placa interceptem a da outra placa. Apos 24
horas, as leveduras realizaram o “matting” e entdo esta placa foi carimbada nas
mesmas placas controle do cruzamento (Quadro 1). E de se esperar a confirmagao
da interagdo nos pontos de intersecgcédo dos ligantes com a pGi_5B, e a auséncia
dos mesmos sinais nos outros pontos de intersecgao, exceto o do controle positivo

(pBait + pTarget).

4.2 Construcéo de plasmideos para obtencgao de proteinas para semaforinas e

seus ligantes

Vetores contendo sequéncias codificantes para Sema5B e alguns de seus
ligantes foram produzidos. Outro vetor ja existente contendo a sequéncia codificante
para Sema-Cito5B foi utilizado para obtengao da proteina contendo uma cauda de 6

repeticoes de histidina.

4.2.1 Expressao heterdloga e purificagdo de Sema-cito5B em bactérias

A expressao em bactérias para a porgao citoplasmatica de Semaforina 5B
(Sema-cito5B) resultou na proteina precipitada ou fortemente aderida a coluna de
purificacdo de Ni-NTA.

A construcdo utilizada (pETcito5B) foi desenvolvida por Jaqueline A. M.
Trentin do Laboratério de Neurobiologia da UFPR (TRENTIN, 2008). Apos
eletroporagao em bactérias BL21 (DE3) pLysS foi realizada uma mini expressao com

5 colbénias com 0,35mM de IPTG. Apds a escolha da colbnia que melhor expressava
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a proteina, foi realizada uma expressdo em larga escala com 500ml de LB +Kan
(15ug/ml) por 2 horas a 28°C. As bactérias foram lisadas com um tamp&o de lise
desnaturante (50mM Tris.HCI pH7,8; 300mM NaCl; 6M Ureia; 1mM PMSF) na
French press - AMINCO®. Apos centrifugacdo o sobrenadante foi filtrado (0,45um) e
2,5ml foram incubados em 300ul de resina Ni-NTA — Quiagen® por 16 horas. O Void
foi removido por centrifugacéo e a resina lavada com tamp&o de lavagem (50mM
Tris.HCI pH7,8; 500mM NaCl; 6M Ureia; 1mM PMSF; 35mM Imidazol), foi montado
um Gradiente Maker - BRL® para retirada da Uréia usando um volume de 60ml indo
de 6M a ~OM de Uréia. Todas as etapas foram coletadas e aplicadas em um gel de
acrilamida 18% para SDS-PAGE redutor.

Para uso nos ensaios de pull-down (item 3.3.2), a resina foi lavada em
tampao de lise (50mM Tris.HCI pH7,4; 0,2% deoxicolato de sédio; 0,5% Triton x-100;
1mM PMSF) contendo 35mM de Imidazol.

4.2.2 Estratégia para expressao de proteinas em células de mamiferos

Foram escolhidos os vetores pCDNA 3.1- (Invitrogen®) e pEGFP (Clontech®)
para clonar, em diferentes conformagdes, tanto os ligantes como as diferentes
construcbes da Sema5B. Estes plasmideos apresentam genes de selegdo em
bactérias para ampicilina e canamicina, respectivamente; origem de replicagéo para
bactérias e para células eucariontes; e pSV40, um receptor de antigeno T de SV40
expresso pela linhagem T de HEK293 (HEK293T) que confere uma replicagao
epissomal do plasmideo garantido uma maior expressao de proteinas das suas
sequéncias clonadas. Além disso, modificacbes foram feitas para que as
construcdes expressassem etiquetas em fusdo com a proteina de interesse. Para os
ligantes, uma etiqueta Myc foi adicionada a por¢cao N terminal da proteina de fusao
(mantendo a porgao C terminal livre para interagdo com a Sema), assim como uma
etiqueta de EGFP para a Sema-cito5B. Uma etiqueta com 6 repeticdes de histidina
(His Tag) foi adicionada a porcdo C terminal de Sema-citoSB e Sema5B. As
etiquetas sao facilmente reconhecidas com anticorpos comerciais, isso permite a
facil identificacdo dos ligantes em ensaios de Western-blot, o qual serd abordado
adiante. A His tag permite a purificagdo de proteinas em colunas de metal
imobilizado enquanto que a EGFP apresenta fluorescéncia permitindo ensaios de
localizagdo sem adicdo de outros componentes. As proteinas foram analisadas
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utilizando a base de dados do Uniprot, levando em consideragao, quando possivel, a
porcdo da proteina alvo identificada no duplo-hibrido. Todos os peptideos
encontrados estavam afastados da porgdo N-terminal das proteinas nativas e
nenhuma possuia peptideos sinal na porgdo N-terminal. A Figura 3 resume os

vetores construidos, bem como as proteinas que se pretende expressar.

pCDNA 3.1- 6His Tag pEGFP
Sema5B Integral |[Sema5B Integral His[Sema cito5B His| Sema cito5B EGFP
G207 240

pCDNA 3.1 N-Myc Tag
Mib2 | Usp33 | Uba2 | Swbl | cript

a|—]

Legenda

W Dominios Sema, PSI, TSP e transmembranico da sema5B
=) Dominio citoplasmatico da sema5B

@ His Tag ) myc Tag
() EGFP [ 7] Ligantes

Figura 3 - Representagdo dos plasmideos construidos.

Aqui sao apresentados os plasmideos que foram clonados com seus respectivos insertos e o
resultado final pretendido para as proteinas expressas com ou sem etiquetas moleculares (myc tag,
6xHis e EGFP).

Brevemente, iniciadores para os peptideos foram desenhados a partir dos
dados obtidos no repositério on-line do NCBI (National Center for Biothechnologies
Information) utilizando-se a ferramenta on-line Oligo Analizer da IDT (Integrated DNA
Tecnologies). Sitios de restricao foram adicionados aos iniciadores apds verificagao
utilizando a ferramenta online NEBcutter V2.0, confirmando a auséncia destes sitios
nas proteinas desejadas.

Para PCR de larga escala dos ligantes, foi utilizado como molde da reagao o
cDNA de extrato de embribes de camundongo em E12, momento do
desenvolvimento embrionario do camundongo que expressa grande quantidade se
Semab5B.

Devido a dificuldadas na obtencdo de cDNA para a Sema5B integral,
plasmideos cedidos pelo Dr. Timothy P. O’Connor (University of British Columbia,
Vancouver, Canada) foram utilizados. Apés PCR de col6nia, os insertos foram
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clonados nos plasmideos e verificados por sequénciamento de nucleotideos de

acordo com a técnica ja descrita nos Quadros 2 e 3.

O plasmideo pCDNA 3.1- 6His Tag foi contruido previamente em nosso

laboratorio com a acolocagado da His Tag entre os sitios de restricdo BamHI e

Asp718I (dados nao publicados). O plasmideo pCDNA3.1- N Myc Tag foi construido

para este estudo.

Iniciador Sequéncia

SemaCito_pEGFP_FWD |CTAACTCGACTCT TGC CAG CAC TGC CAG

SemaCito_pEGFP_RVS CGA GGA TCC TCA ACT GTT GGG GAA ACA GCG
SemaCito_pCDNAHis_FWD|CGAGAATTCACCATG TCT TGC CAG CAC TGC CAG
SemaCito_pCDNAHis_RVS |CGC GGA TCC ACT GTT GGG GAA ACA GCGC
Semab5Bintegral FWD CGAGCTAGC ATG GTA GTC CCAGGACC
Sema5BintegralSTOP_RVS [CGGCGGCCGCACT GTT GGG GAA ACA GCG
Sema5BintegralHis_ RVS [CGGCGGCCGC TCA ACT GTT GGG GAA ACA GCC

Tm
(°C)

60,5
61,3
60,5
59,3
55

55,9
55,7

Enzima

Xhol

BamHI
EcoRl
BamHI
Nhel
Notl
Notl

Quadro 2 Iniciadores desenhados para as construcbées de Semaforina 5B. Iniciadores FWD e
RVS para obtenca de insertos, sequéncia escrita no sentido 5’-3’ com o si io de restrica sublinhado,

Temperatura de melting e sitio de restricdo presente.

. . A Tm .
Iniciador Sequéncia (°C) Enzima
Mib_FWD CTAACTCGAG ATG GACCTG GAC CccCC 57,9 Xhol
Mib_internoFWD |ATG GCA GAG CAC AAC AG 55
Mib_RVS C TGC GGC CGC TCA CAC GAA GAT CTG AAT GC 56,1 Notl
Usp33_FWD CT TCT AGA ATG ACG ACT TTT CGA AAT CAT TGT CC 60,7 |[Xbal
Usp33_internoFWD|CAA ACA CTA ACT TCT GAG G 51,2
Usp33_RVS 8TGCGGCCGC CTA CAA AGA GCG AGT TTC TAC TTC AAT 60,5 Notl
Uba2_FWD CT TCT AGA ATG GCACTG TCG CGG 56,7 [Xbal
Uba2_RVS CT ACAGAATTC TCAGTC TAACGC TAT GAC G 54,4 |[EcoRl
Stub1_FWD GCG TCT AGA ATG AAG GGC AAG GAG GAA AAG 58,7 [Xbal
Stub1_RVS ATAA CTC GAG TCA ATAGTC CTC TAC CCA GCC 58,8 Xhol

Quadro 3 Iniciadores desenhados para as construgées e sequénciamento dos ligantes.
Iniciadores FWD (Forward) e RVS (Reverse) para obtengéo de insertos e iniciadores internos para
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sequénciamento. Sequéncias encontram-se no sentido 5-3’, com o sit o de restrica sublinhado. Tm
(temperatura de melting).

4.2.3 Montagem do vetor pCDNA 3.1- N Myc

A sequéncia referéncia da etiqueta Myc tag foi obtida do plasmideo
pCDNA3.1- Myc/His da Invitrogen®. A etiqueta foi desenhada adicionando-se sitios
para enzimas de restric o Nhel a 3’ e Xbal a 5 formando as pontas coesivas,
sequéncia consenso de Kozak ANNATGG e cdédon de iniciagdo. Tanto a fita molde
como a complementar foram sintetizadas integralmente (IDT- Integrated DNA
Technologies). Ambas as fitas foram misturadas em uma razdo de 1:1 a partir de
solugdes a 100uM. A mistura foi aquecida a 70°C por 5 minutos e mantida a
temperatura ambiente por 20 minutos. As fitas complementares formam DNA dupla
fita em uma solugdo a 50uM. Antes da clonagem, as terminac, es 5’ da Myc tag
foram fosforiladas com a enzima T4 DNA kinase da Fermentas®: 50pmol do Myc tag
foram adicionados a 2ul de Buffer A, 20pmol de ATP de sédio e 10u de T4 PNK em
um volume final de 20ul. A reagao foi incubada a 37°C por 20 minutos e inativada a
75°C por 10 minutos.

O plasmideo pCDNA3.1(-) foi digerido com as enzimas Nhel e Xbal
(Fermentas®) em uma reacdo de 16-18 horas. Entdo a reacdo foi submetida a uma
separacao eletroforética em gel com 0,8% de agarose. A banda correspondente ao
plasmideo digerido foi extraida do gel e o plasmideo submetido a desfosforilagao.
Foi utilizada a enzima CIAP (Fermentas®): 0,2U da CIAP foi pré-diluida em tampéo
CIAP 1x e agua. Em seguida, 700ng do plasmideo purificado foram misturados com
tampao 1x, aquecidos a 60°C e rapidamente resfriada a 4°C para desfazer as pontes
de hidrogénio das pontas coesivas e esticar o DNA, entdo 1 ul da CIAP foi
adicionado. A reacgao foi incubada a 37°C por 30 minutos. Foram adicionados mais 2
Ml da enzima diluida e o volume final foi novamente incubado por mais 30 minutos
até sua inativacdo a 85°C por 15 minutos. O plasmideo foi purificado em uma
separagao organica seguida de precipitacdo para que o EDTA do tampao néao
atrapalhasse as proximas reacdes. A reagdo inativada adicionou-se o mesmo
volume de fenol:cloroférmio:alcool isoamilico (25:24:1) e a mistura foi vigorasamente
agitada e centrifugada a 14.000 xg por 5 minutos a temperatura ambiente. A porgao
aquosa foi transferida para um novo tubo ao qual adicionou-se 0,1 volumes de

acetato de sodio 3M. A solugédo foi misturada e logo em seguida foram adicionados
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2,5 volumes de etanol 100%. A solucéo foi centrifugada a 14.000g por 5 minutos a
temperatura ambiente.

A ligacao entre a etiqueta Myc e o plasmideo foi realizada em duas reacdes
distintas, uma equimolar e outra 1:5 (plasmideo: inserto) conforme preconizado por
Revie et al. (1988) e Sambrook et al. (2001). Ambas as liga¢des utilizaram 50ng de
plasmideo, 10 U de T4 DNA ligase (New England Biolabs®) e tamp&o 1x em um
volume final de 5ul. As reag¢des foram incubadas a 16°C por 16 horas e mantidas em
temperatura ambiente por aproximadamente 2 horas. As ligagdes foram

transformadas em bactérias como descrito anteriormente.

4.2.4 Construcao dos plasmideos para expressao em células de mamiferos

A clonagem dos ligantes de Sema-Cito5B foi feita no plasmideo pCDNA 3.1 -
N Myc apos digestdo dupla. Foram seguidas as indicacbes do fabricante das
enzimas (antiga Fermentas, atual ThermoScientific) para o protocolo de digestao, e
posterior protocolo de ligagao seguindo a propor¢céo de 1:5 (plasmideo: inserto),

conforme protocolo ja descrito.

4.2.5 Transfecgcdo em HEK293

Os plasmideos construidos, apos serem submetidos a verificagdo do
posicionamento na correta fase de leitura apds sequénciamento, foram
transfectados em células HEK293T (uma linhagem proveniente de rim de embrido
humano) pelo método de precipitagcdo por fosfato de calcio. Placas p100 foram
inoculadas com aproximadamente 4x10° células um dia antes da transfecgdo. Apds
24 horas na estufa 37°C com 5% CO,, foi preparada a solugéo de transfecg¢do, uma
por plasmideo, da seguinte maneira: em um tubo de 15 ml foram adicionados 750 pl
de agua MiliQ autoclavada, 12 ug de DNA foram depositados com cuidado sobre a
superficie da agua, foram adicionados ainda 250 pl de cloreto de calcio 1M, 1 ml de
BBS (50mM BES, 280mM NaCl, 1,5mM Na,; HPO4) foi jateado fortemente no tubo
(deslocamento rapido do embolo da pipeta até o final do curso), e foi feita uma
pausa de 5 minutos.

A esta solucao, foram adicionados outros 8ml de meio MEM e o volume final
foi colocado sobre a monocamada de células previamente lavadas com PBS.
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Apos 5 horas na estufa a 37°C o meio de transfecc¢ao foi removido, e foram
adicionados outros 8 ml de MEM e 10% de soro fetal bovino (SFB) sem que a placa
fosse lavada. Apos 24 horas, a monocamada foi observada em um microscopio
invertido para determinar a viabilidade celular e, quando possivel, a taxa de

transfecgao por fluorescéncia (expressao de EGFP).

4.3 Ensaios de pull-down

4.3.1 Extrato de células HEK293T

Foram produzidos extratos das células transfectadas visando a obtencgao de
proteinas soluveis em condigdes fisiolégicas para o estudo da interagdo das
proteinas, possibilitando a realizagdo dos testes. Para obtengdo do extrato, uma ou
duas placas (sendo uma placa para extragdes utilizadas a fresco e duas para
armazenamento de uma quantidade maior de proteinas) de cada transformagao foi
mantida em incubadora de CO; 5% a 37°C por 12, 24 ou 48 horas. Apos o periodo
de incubacdo, o meio de cultivo foi removido e a camada de células foi
cuidadosamente lavada com PBS 1x gelado. Apds a lavagem, as células foram
soltas da placa com o auxilio de 1 ml de PBS e raspadas com o uso de um cell
scraper. As células foram sedimentadas por centrifugacao (1.000 xg por 5’ a 4°C), o
sobrenadante foi removido e foram adicionados cerca de 200 ul de tampao de lise
(50mM Tris.HCI pH7,4; 0,2% deoxicolato de sédio; 0,5% Triton x-100; 1mM PMSF).
A lise foi feita durante 30 minutos, no gelo e, para aumentar sua eficiéncia, o extrato
foi passado em uma agulha acoplada em uma seringa de 1 mL a cada 10 minutos. O
homogenato foi entdo centrifugado a 5.000xg a 4°C por 5 e o sobrenadante

armazenado a -20C para uso posterior.

4.3.2 Pull Down

Os extratos celulares foram obtidos em 12, 24 ou 48 horas apds a
transfeccdo. Para os ensaios de pull-down, 30ul da resina Ni-NTA — Quiagen® foi
previamente equilibrada com tampao de lise (50mM Tris-HCI pH7,4; 0,2%
deoxicolato de sddio; 0,5% Triton X-100, 40mM imidazol), em seguida, ~300ug do

extrato total das células transfectadas com a construcdo Sema5B His foram
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incubadas a 4°C por 16 horas. Apds a incubagéo, uma sequéncia de cinco lavagens
com o tampao foi realizada.

Em outro experimento, 200 ug do extrato de bactérias expressando a Sema-
Cito5B-His também foram utilizados, sendo submetidos aos mesmos passos
descritos acima.

A resina lavada, ~250 ug dos extratos totais expressando cada ligante (Uba2,
Usp33, Stub1 e Cript) foram adicionados, juntamente com 600 pl de tampao de lise e
o volume final foi incubado por 3h a 4°C. Paralelamente, como controle negativo,
~250ug dos extratos totais expressando cada ligante (Uba2, Stub1, Usp33 e Cript)
foram incubados em 30ul de Ni-NTA vazia equilibrada com tamp&o de lise por 3h a
4°C. Apo6s 5 lavagens com tampao de lise, as amostras ligadas na resina foram
eluidas através da adicdo de 30 pl de tampao de corrida redutor e fervura. Foram
entdo aplicadas em gel de acrilamida para SDS-PAGE (8% para Uba2 e Usp33 e
15% para Stub1 e Cript) (35mA até a saida da frente de migracéo).

ApOs separagao eletroforética, as proteinas foram transferidas para uma
membrana de nitrocelulose por indugao elétrica (100V, uma hora) e submetidas a
técnica de Western-blot para deteccéo de proteinas.

O anticorpo monoclonal anti-penta his (Sigma®) foi utilizado para detectar a
Semab5B-His e Sema-Cito5B (procarionte) em uma diluigdo de 1:1000; o anticorpo
monoclonal anti- c-Myc (sc-40, Santa Cruz®) foi utilizado para detectar os ligantes
expressos (diluicdo 1:800). Ambos foram detectados incubando-se a membrana com
o anti-lgG de camundongo conjugado com HRP (Sigma®), 1:4000. As membranas
foram reveladas com substrato quimioluminescente Westar Supernova’ da

Cyanagen® por 10 minutos em filme radiografico da Kodak®.
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5 RESULTADOS

5.1 ldentificacdo de novos ligantes do dominio citoplasmatico de Sema5B

A varredura através do sistema de duplo-hibrido em leveduras realizada
anteriormente, forneceu cerca de 10 mil clones positivos (usando apenas um gene
repérter, LEUZ2) para a interagdo com o dominio citoplasmatico de Sema5B. Nesse
trabalho prévio, 159 clones foram testados em ensaios posteriores e, ao final,
obtiveram-se 3 clones contendo o inserto na correta fase de leitura: Cript,
Scramblase 2 e Trappc6a (FAVARO, 2011)

No presente trabalho, dentre as 10* coldnias obtidas na varredura, outras 251
foram selecionadas para ampliar o painel de ligantes e obter mais informagdes sobre
as possiveis interacdes realizadas pelo dominio citoplasmatico da Sema5B. Ao todo,
dentre as 410 colbnias, 40 apresentaram critérios positivos (Quadro 1) que levaram

ao sequénciamento do plasmideo da biblioteca pJG45 (Tabela 1).

N2 de clones varridos 6x10’
N2 de clones Leu+ ~1x10*

Mestrado | Doutorado Total
N2 de clones 159 251 410

selecionados para

testes

Clones positivos para 27 50 77
LacZ e LEU2

Clones Sequénciados 9 31 40

Tabela 1. QUANTIDADE DE CLONES OBTIDOS EM CADA ETAPA DO DUPLO-HIBRIDO
Representa em numeros cada etapa do duplo-hibrido relacionada a pontos de selegdo e mostra o
desenvolvimento do projeto relacionando os dados obtidos no mestrado e os obtidos durante o
doutorado.

O sequénciamento revelou fragmentos de cDNA correspondentes a 25
diferentes proteinas, relacionadas na Tabela 2. Alguns fragmentos foram
encontrados em mais de um clone. O “X-Gal score” refere-se a ordem de
aparecimento da coloragao azul das colbnias, relacionado a expressao da proteina

B-galactosidase. Em ligantes com mais de uma copia apenas a primeira colénia a
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apresentar a coloragdo esta tabelada. Em outra varredura por duplo-hibrido do
mesmo grupo de pesquisa (realizado por Breno Castello Branco Beirdo e Paula
Gimenez) tendo como isca a proteina prion celular, foi identificado o ligante Stub1.
Posteriormente, este ligante teve sua interacdo com a Sema-Cito5B identificada em
um ensaio de duplo-hibrido direto. Portanto, ndo coube a quantificacdo de clones

relativos a Stub1 na Tabela 2.

Nome Sigla NM_ # de clones | X-Gal
obtidos score

Dynein light chain tctex type 1 Dynltl NM_009342.2 4 2
Ubiquitin Like modifier activating enzyme 2 Uba2 NM_016682.2 2 36
Heterogeneos Nuclear Ribonucleoprotein F Hnrnpf NM_001166432.1 5 27
$100 calcium binding A11 S100a11 | NM_016740.3 2 21
Esterase D/formylglutathione hydrolase Esd NM_016903.4 1 26
RAS guanyl releasing protein 4 Rasgrp4 NM_001174155.1 1 44
Mus musculus Homolog 2 (Drosofila) Mib2 NM_145124.2 25
Mindbomb 1
Cyclin dependent kinase 2 associated protein | Cdk2ap2 | NM_026373.4 1 7
Glutaredoxin 3 Glrx3 NM_023140.4 1 40
Lim and cistein rich domain Lmcdl NM_144799.2 1 37
Trafficking pt. Particle complex 6 Trappcea | NM_025960.3 1
Zinc finger MYM- type 5 Zmym5 NM_144842.3 1
Tripartite motif-containing 27 Trim27 NM_009054.2 1 25
Cysteine rich PDZ binding Cript NM_019936.3 2 10
Phospholipase scramblase 2 Plscr2 NM_008880.3 1
Mucina 2 Muc2 NM_023566.3 5 4
Mucina 5 Muc5B NM_028801.2 2 11
Thyroid Hormone Receptor Interactor 6 Trip6 NM_011639.3 1 5
Ubiquitin specific peptidase 33 Usp33 NM_133247.2 1 36
EGF-containing fibulin-like extracellular Efemp2 NM_001164352.1 q 28
matrix protein 2
Proxissomal membrane protein3 Pxmp3 NM_001163306.1 1 18
Fibronectin 1 Fnil NM_010233.1 1 32
ST3 beta-galactoside alpha-2,3- St3gall NM_009177.4 1 8
sialyltransferase 1
Copper chaperone for superoxide dismutase | Ccs NM_016892.3 1 48
Sushi-repeat-containing protein, X-linked 2 Srpx2 NM_001083895.1 1 23
STIP1 homology and U-Box containing Stub1 NM_019719.3 X
proteinl X

Tabela 2. RESULTADO DOS SEQUENCIAMENTOS DE CANDIDATOS A LIGANTES DE
SEMA_5B. Relacado de todos as sequéncias de cDNA encontradas a partir do sequénciamento dos
insertos no vetor pJG4-5, registro de sequéncia no banco de dados, numero de colbnias encontrado
para cada sequéncia e ordem de aparecimento de coloracao azul na placa Gal/x-Gal (X-Gal score).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/142348626?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=D7413HSY016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/46849811?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=D75MKWPK012
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/113681284?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=K2A3PFN1013
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5.2 Confirmacao das interacbes através de ensaio de mating cruzado (cross-

mating assay)

Os plasmideos sequénciados foram purificados a partir das colbnias de
leveduras dipléides e transformados em leveduras EGY48 para aplicacdo no ensaio
de mating cruzado, como descrito Kolonin e colaboradores (2000). Para tanto, as
leveduras EGY48 contendo os vetores para os ligantes foram cruzadas com
leveduras RFY206, transformadas com o vetor contendo a isca (pGi_Sema5B) e
também com o reporter pSH18-34 (contendo o gene LacZ). Os vetores pBait e
pTarget (provenientes do Kit DupLexA — Origen) foram utilizados como controle
positivo nesse ensaio. O cruzamento entre estas leveduras foi plaqueado em
diferentes meios de cultura, para analise das interagbes através dos genes

reporteres (Quadro 1, item 3.1.1 em Material e Métodos).

Os ligantes, Uba2, Rasgrp4, Mib2, GIrx3, Lmcd1, Trappc6a, Zmym5, Trim27,
Cript, Plscr2, Muc5, Usp33 (ndo mostrado) e Stub1 foram capazes de ativar a
transcricdo dos genes reporteres apenas quando cruzados com a porgao
citoplasmatica da Sema 5B (isca) e ndo quando sozinhos (cruzamentos com vetor
pGilda vazio). Assim, essas interagcbes puderam ser confirmadas (Figura 4). Os
ligantes Hnrnpf, S100a11, Dynlt1, Esd e Cdk2ap2 foram capazes de ativar sozinhos
a transcricao do gene LEUZ2 ou do gene LacZ, portanto foram considerados como

falso positivos (dados ndo mostrados).

pTarget Stubl Mib2 Lmecdl Zmymb5 Muc5 Plscr2
Uba2 Rasgrp4 Glrx3 Trappc6a Cript Trim27

Figura 4 - Ensaio de mating cruzado.

Leveduras expressando os ligantes foram cruzadas com leveduras expressando a isca Sema_5B
(Sema), expressando apenas LexA (pGilda, vetor vazio) ou expressando pBait e verificadas quanto
a interaga atrave da coloragdo azul (expressa de beta-galactosidase). Esse cruzamento foi
plaqueado em meio SD-Gal contendo com X-Gal. O cruzamento de leveduras pTarget com pBait foi
usado com controle positivo.
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Baseado nas informacgdes da literatura (CONSORTIUM, 2015), ligantes cuja
funcdo ou localizagdo celular ndo condiziam com provaveis ligantes da sema5B
foram descartados. Por exemplo, Muc5, é uma proteina secretada e nao deve
interagir com o dominio citoplasmatico de Sema5B enquanto que a Plscr2 é uma
proteina envolvida na perda de assimetria de membranas citoplasmaticas pela
atuacao em fosfolipideos de membrana. Informagdes sobre as fungdes dos ligantes
obtidos apds essa nova selecdo, bem como o dominio encontrado no vetor da
biblioteca s&o apresentadas na Tabela 3. E possivel verificar que parte dos ligantes
encontrados estdo envolvidos nos processos de SUMOilacdo (Uba2) ou em
ubiquitinagao (Stub1, Usp33, Mib2, Trim27).

5.3 Critérios de escolha de ligantes e levantamento da literatura para atuacao de

putativos ligantes de Sema-cito5B

Embora as técnicas de rastreio em larga escala, como o sistema duplo-
hibrido, possibilitem a identificac, o de possi eis interac, es proteicas, ha ainda a
necessidade do fortalecimento dessas informac, es através de outros métodos, tais
como co-imunoprecipitac, o, pull-down e co-localizac, o (revisado por BRUCKNER et
al., 2009). Para tanto, apds a identificagdao e confirmagao das interagdes obtidas na
varredura (Tabela 3), foi necessario escolher alguns dos ligantes para construgao de
ferramentas e utilizacdo em estudos posteriores.

Essa escolha foi baseada em buscas na literatura e em repositérios de
informacdes sobre proteinas, como o Uniprot (CONSORTIUM, 2015), os quais
sugeriram que alguns dos ligantes encontrados poderiam participar de interac, es
biologicamente relevantes com a Sema-Cito5B. Avaliando a por¢gdo expressa no
pJG4-5 e a relevancia biolégica de cada ligante encontrado, foram incluidos na
selecao para os proximos estudos além da Cript, obtidas anteriormente (ver item
“‘Resultados Anteriores” e FAVARO, 2011), os seguintes ligantes: Usp33, Uba2,
Stub1 e Mib2.

A proteina Cript (Cisteine-Rich Interactor of PDZ 3 — ligante de PDZ 3 rico em
cisteina) descrita inicialmente por Niethammer et al. (1998), interage com a proteina
sinaptica PSD-95/SAP90, através do dominio PDZ. Dominios PDZ sdo sequéncias

peptidicas capazes de se ligar a sequéncias C-terminais de determinadas proteinas
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alvo, mediando assim vias de sinalizac, o (através de interagdes com canais idnicos,
transporters e outros receptores) e reorganizac, o do citoesqueleto, sendo
importantes na regulagao do crescimento de prolongamentos neurais (FRIEDMAN et
al., 2000; VOGRIG et al., 2013; GRILLO-BOSCH et al., 2013). Cript esta presente
nas sinapses em dendritos, porém nao € expressa em sinapses inibitérias e tem
papel fundamental na formagdo de microtibulos em regides pre sinapticas
(NIETHAMMER et al., 1998). Em O’Connor et al. (2009), € mostrado que a Sema5B
tem um papel na reducdo do numero de sinapses e do tamanho de compartimentos
pre e pos sinapticos. Assim, é possivel supor que Sema5B e Cript interajam in vivo,
sobretudo nas regides de sinapse. Ha ainda outras associa¢cdes que puderam ser
feitas entre Cript e Sema5B, as quais serdo abordadas posteriormente, na
“Discussao”.

Outro ligante selecionado, Uba2 (ubiquitin-like modifier activating enzyme 2),
€ uma enzima tipo E1, ativadora da cascata de SUMOilagdo (LONG; GRIFFITH,
2000). A SUMOilacao é uma modificagdo pos-traducional que envolve a ligagcéo
covalente de membros da familia SUMO (Small Ubiquitin-like Modifier), pequena
proteinas de cerca 11-kDa. Essa modificagdo é capaz de alterar o destino
(transporte nucleo-citoplasma), a estabilidade, funcdo e interacbes das proteinas
alvos (sumoiladas) (GAREAU; LIMA, 2010). O sitio de SUMOilacao na proteina alvo
€ descrito como tendo a sequéncia YKX(D/E)XXSP, onde y representa um residuo
hidrofébico e X pode ser qualquer residuo (RODRIGUEZ, 2001). Existe uma
sequéncia com alto grau de homologia a este dominio na porgéo citoplasmatica de
Semab5B, entre os aminoacidos 27 e 39, com o residuo de lisina aceptor de SUMO
na posicao 32 (Figura 5). Assim, a interacdo entre Sema-Cito5B e Uba2 também
despertou interesse e Uba2 foi selecionada para investigagdes posteriores. Até o
momento ndo existe nenhum dado na literatura que indique que as semaforinas

possam ser sumoiladas.

A
WKX(D/E)XXSP

B
SCQHCQRQSQESTLVHPATPNHLHYKGGGTPKNEKYTPMEFKTLNKNNLIPDDRA

NFYPLQQTNVYTTTYYPSPLNKPSFRPEASPGQRCFPNS
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Figura 5 - Dominio de SUMOilagao.

A: Dominio de sumoilagdo como descrito em (GAREAU; LIMA, 2010); B: Sequéncia do dominio
citoplasmatico de Sema5B; em negrito o dominio similar ao proposto, sublinhado a Lisina aceptora da
SUMO.

Ja a Usp33 (ubiquitin-specific protease 33) € uma deubiquitinase. Foi visto
que ela € responsavel por controlar o cruzamento da linha média por axbénios
comissurais, através da sua acao em receptores Robo1 (YUASA-KAWADA et al.,
2009). Esse papel de Usp33 na navegacao axonal foi um dos motivos que nos levou
a escolher esse ligante para investigacbes posteriores de sua possivel interagao
com Sema5B.

Stub1 (STIP1 homology and U-Box containing protein 1), também conhecida
como CHIP (C-terminus of Hsc70-interacting protein), € uma proteina citoplasmatica
de 35 kDa que funciona como uma co-chaperona molecular e apresenta atividade
ubiquitina E3-ligase (BALLINGER et al., 1999).

Mib2 também & uma ubiquitina E3-ligase e esta envolvida em compartimentos
pos-sinapticos (LIN; MAN, 2013),
direcionamento axonal (SCHWARZ; PATRICK, 2012; KWON et al., 2013).

Stub1 e Mib2 foram entdo escolhidas para analises posteriores de suas

endocitose e transducdo de sinal para

interagbes com SemabB, ja que podem estar envolvidas na estabilidade de Sema5B
O controle de qualidade de Sema5B e a possivel degradacédo dessa proteina pela

via de ubiquitina-proteossomo ainda nao foram abordados na literatura.

Sigla Nome Regido encontrada no D-H Dominios da regido |Funcdo da proteina

Uba2 Ubiquitin Like modifier activating enzyme 2 Ligagdo a ATP Enzima ativadora de SUMOilagdo E1 (heterodimero com SAE2), cataliza
ms a reagdo de ativagdo das SUMOs 1 a 3.

Usp33 Ubiquitin specific peptidase 33 DUSP1 Enzima deubiquitinante. Envolvida em duplicagdo centrossomal,
:— migragdo de células SLIT dependentes, agindo na ROBO1 e reciclagem
1 739 909

do receptor ADRB2.

Rasgrp4 |RAS guanyl releasing protein 4 Zinc finger Phorbol- | Trocadora de nucleotideos regulada por DAG (DAG regulated exchange
:@8 ester/DAG type nucleotide facto r) Sinalizagao via RAS e diferenciagdo de mielomas.

Mib2 Mus musculus Homolog 2 (Drosofila) Mindbomb :H RING type zinc finger| E3 Ligase de Ubiquitina, envolvido na endocitose de receptores Delta.

3
Lmcd1 Lim and cystein rich domain m Zinc finger Sinalisa através da via da calcineurina em células T ativadas.
5

Cript Cystein rich PDZ binding Interactor for DLG4, Ancoragem de DLG4 em sindpses exitatorias. Liga-se a PSD-95 e

_1 PDZ3 binding outras proteinas, modulando a sinalizagdo e interagdo com o
citoesqueleto (Niethammer et al., 1998)

Trappc6a |Trafficking pt. Particle complex 6 SH3 binding Sem informagdes na base de dados principal. Transporte de vesiculas
IES—S para a membrana cis-Golgi (SACHER et al., 2008 e GWYNN et al., 2006).

Trim27 Tripartite motif-containing 27 Coiled-coil E3 Ligase de ubiquitina, inibe a ativagdo de células T CD4, promove a
:_3 montagem de F-actina e induz a apoptose.

Stubl STIP1 homology and U-Box containing protein 1 TRP E3 ligase de ubiquitina, modula atividade de Hsp70 e 90, degradagao
1:4_)4 de chaperonas mal dobradas, modulagdo da atividade do receptor

EPHA2 pela via de degradacdo.

Tabela 3. Identidade e funcido de alguns ligantes de Sema5B confirmados. Sigla e nome do
inserto encontrados no vetor pJG4-5; dominios conservados presentes neste peptideo e fungéo da
proteina  como encontrado no banco de dados disponivel eletronicamente em
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http://www.uniprot.org/uniprot/ (CONSORTIUM, 2015), outras citagdes discriminadas quando
necessarias.

5.4 Construgao de vetores para expressao de Sema5B e seus ligantes em células

de mamiferos

5.4.1 Escolha dos vetores e etiquetas moleculares

Optou-se por construir vetores capazes de expressar os cinco ligantes
selecionados (Cript, Uba2, Usp33, Stub1 e Mib2), a regia citoplasmatica de
Sema5B e Semab5B inteira em células de mamiferos. Para expressdo do dominio
citoplasmatico de semaforina 5B (Sema-Cito5B) foram escolhidos dois vetores
diferentes, sendo o primeiro deles pEGFP-C1, fabricado pela Clontech®, e o
segundo pCDNA 3.1(-), fabricado pela Invitrogen®. O pEGFP-C1 apresenta a
capacidade de codificar a proteina GFP (green fluorescence protein) conjugada na
por¢cdo N-terminal a proteina de interesse. A principal func, o desse construto sera
oferecer uma maneira de localizar Sema-Cito5B em linhagens celulares, sem a
necessidade de utilizac o de anticorpos, sendo efetivo em ensaios de co-
localizac, o.

O segundo plasmideo escolhido foi o pCDNA 3.1(-), o qual € amplamente
utilizado no laboratério. O vetor modificado disponivel, contendo a sequéncia
correspondente a etiqueta 6XHis foi o receptor para clonagem de Sema-Cito5B e
SemabB inteira. A principal func, o desse vetor seria a adic, 0 de uma etiqueta de 6
residuos de histidina a regia C-terminal de Sema-Cito5B, a qual permite a
purificac, o da proteina através de cromatografia de afinidade niquel-agarose e a
deteccado do dominio de interesse com anticorpos comerciais para a etiqueta (Anti-
His Antibody - Amershan®).

Para a clonagem dos ligantes, o plasmideo pCDNA 3.1 foi utilizado. Como
etiqueta molecular, foi escolhida a sequéncia Myc (GAA CAA AAA CTC ATC TCA
GAA GAG GAT CTG), pela disponibilidade de anticorpos no laboratério que se ligam
a sequéncia myc codificada (c-Myc Antibody — Santa Cruz Biotech®). Esses
construtos permitirdo a expresséo das proteinas ligantes em linhagens celulares e a
realizac, 0 de ensaios de co-imuprecipitacdo e pull-down com Sema5B. Outra

vantagem desses vetores sera a utilizagdo de apenas um anticorpo, anti-myc, para
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marcar os diferentes ligantes ao invés do emprego de anticorpos especificos para

cada um.

A Tabela 4 resume as construgdes planejadas.

Tamanho do inserto Vetor utilizado kDa
SemacCito5B ~309bp
SemacCito5B ~303bp pCDNA com etiqueta His | 11
Sema5B pPCDNA com etiqueta His | 124
Sema5B pCDNA 120
Mib2 ~2.770bp pPCDNA com etiqueta Myc | 110
Usp33 ~2.730bp pCDNA com etiqueta Myc | 108
Uba2 ~1.920bp pCDNA com etiqueta Myc| 73
Cript ~306bp pPCDNA com etiqueta Myc| 12
Stubl ~915bp pCDNA com etiqueta Myc| 35

Tabela 4. Relagao e cada inserto com o tamanho esperado e respectivos vetores utilizados
nas clonagens e massa aproximada do produto de expressao em kDa.

5.4.2 Obtencéao dos insertos

Reacdes de PCR demonstraram a eficacia dos iniciadores e templates

utilizados (Figuras 6, 7, 8 e 9). De acordo com o esperado, as amplificac, es com

insertos menores que 2,73kb apresentaram apenas uma banda especifica no

tamanho esperado (ver Tabela 4), com a excecdao de Sema-Cito pCDNA His, que

apresentou uma banda inespecifica em aproximadamente 180bp (Fig 6). A obtencgéo

de insertos nao foram satisfatorias inicialmente para a Mib2 e Sema5B inteira

(resultados ndo mostrados). Novas tentativas, alterando condigcbes de temperatura

de anelamento e adicdo de DMSO na reagao de PCR foram abordadas. O inserto

para Mib2 foi amplificado (Fig 8), mas os insertos para Sema5B integrais n&o foram
obtidos (Fig 9).
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MW Cript Sema-Cito SemaCito
PCDNA His PEGFP

500bp %

Perfil eletroforético, em matriz de gel de agarose 1,5%, da amplificacao dos insertos
na-Cito pCDNA Figuea 6eP@Riurapiniplfificalyt/ daiNAsdvids dbarkeporiditips laaCidpt e-Sema-Cito5B.
Perfil eletroforet co, em gel de agarose 1,5%, da amplificaga dos insertos Cript, Sema-Cito pCDNA
Figura 6: Péﬂﬁf&eﬁ%’éﬁ'&&%ﬁat%@w &@%m 11,%0)2P&£%?ﬁbnf{é%§8°8§)s insertos
Cript, Sema-Cito pCDNA His e Sema-Cito pEGFP. MW: DNA MW Marker, 100bp Ladder -
Amresco®

Figura 7 - PCR para amaplificagao dos insertos correspondentes a Usp33, Uba2 e Stub1.
Perfil eletroforétiBerfiearetrfirzicde egebelalagarase 1%, ddampiftificac@osdoseittscdigs33, Uba2 e Stub1. MW:

a2 e §|%‘lpr1a MWQWWS%H@M@%@&%O% 1%, da amplificagdo dos insertos

Usp33, Uba2 e Stub1. MW: 1kb DNA ladder - New England Biolabs®

na vez atestada a eficiéncia dos iniciadores, foram feitas 4 reacdes de PCR para cada
Uma vez atestada a eficiéncia dos iniciadores, foram feitas 4 reacées de PCR para cada

alizando assim material suficiente para inicio das clonagens. Para Sema-Cito pCDNA
inserto, totalizando assim material suficiente para inicio das clonagens. Para Sema-Cito pCDNA

IS as bandas no tamanho esperado (303 bp) for: msgbel extraidas. .
His, apenas as bandas no tamanho esperado ?30 p) foram gel extraidas.

nagem de Semai e AEENA s EBRAGER RERERito pEGFP

ram digeridgeo@ningrépddemariséto ELatRC ro pREBEM sleopREMRIBoCORGRS edvainmasenzimas

Xhol eBemhBert¥Hoema-BiertpCBMA-Clis pGiddbhiitice pBEiNAed ACPNACDM B enrinaasenzimas
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Figura 8 - Padronizagao das condigées de PCR para amplificagdo de Mib2.

Corrida eletroforética em gel de agarose para separagédo dos produtos de PCR piloto para obtencao
dos insertos. 1kb: marcador de pares de base; Mib2: Reag¢bes utilizando os iniciadores para cada
peptideo alvo; T1: T de anelamento 46,8°C 10x e 56,8°C 20x, T2: T de anelamento 41,1°C 10x e
51,8°C; DMSO: Reagdes de PCR com 5% de DMSO adicionado. Usp e Usp DMS: controles positivos
da reacdo, com e sem DMSO respectivamente.

1kb Sema his SemaSTOP
/T1 T2 DMSO12 Tl T2 DMSO1 2

- — W
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Figura 9 - Padronizagao das condi¢gées de PCR para amplificagdo de Sema5B integral.

Corrida eletroforética em gel de agarose para separagédo dos produtos de PCR piloto para obtencao
dos insertos para Semab5B que sera inserida no vetor pCDNA 3.1-His (“Sema his”) e Sema5B que
sera inserida nesse mesmo vetor mantendo-se o STOP codon da Sema5B (“Sema Stop”) eliminando
a expressao da etiqueta. 1kb: marcador de pares de base;; T1: T de anelamento 45°C 10x e 57,2°C
20x, T2: T de anelamento 40°C 10x e 52,2°C; DMSO: Reagdes de PCR com 5% de DMSO
adicionado

Com excegao das sequéncias para ambas as semaforinas integrais (Sema5B
para ser produzida com His-tag e Semab5B para ser expressa sem etiqueta), todas
as outras foram submetidas a PCR em larga escala e gel extraidas.

Para obtencédo do inserto para semaforina integral, o plasmideo pSECtag
utilizado no trabalho LETT et al., (2009) contendo a sequéncia para semaforina 5B
integral foi cordialmente cedido pelos pesquisadores. Este plasmideo possuia um

peptidio sinal diferente do peptideo sinal de Sema5B. Assim, foi necessario o
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planejamento de um novo iniciador para amplificar a sequéncia correspondente a
Sema5B inteira. Com os iniciadores corretos, pdde-se obter o inserto

correspondente a Sema5B integral (Fig 10).

23%2bp

-
. - 5

Figura 10 - PCR para Sema5B integral.

Template utilizado: pSeqTag SemabB Lett, et al.2009. L-H: Marcador de pares de base Lambda-Hind;
pSEQtag Sema5B 1-4: Template de preparagbes de plasmideo advindas de 4 colbnias
transformadas

5.4.3 Clonagem de Sema-Cito pCDNA His e Sema-Cito pEGFP

O inserto Sema-Cito5B pEGFP e o plasmideo pEGFP foram digeridos com as
enzimas BamHI e Xhol e o inserto Sema-Cito pCDNA His e plasmideo pCDNA 3.1(-)
His com as enzimas BamHI e EcoRI. Apds gel extrac, o, foi feito ensaio de ligac, o e
o produto da reagcao foi eletroporado em bactérias DH5a, das quais foram
selecionadas colo ias para testar a presenc, do inserto por PCR. O resultado é
mostrado nas Figuras 11 para Sema-Cito5B pEGFP e 12 para Sema-Cito pCDNA
His.

MW  Colt Col2 Col3 Cold Cold Col6 Col.7

-
-
- -
2 - -

-

500bp»» W—

400bp»» -

300bp»»

ra 11: Perfil eletrbfavsidd,-diRrdreodaigaala pgards8emsstitadBbroduto de PCR de colénia
ete colbnias isoladas, obtidas pela eletroporacdo do produto de ligacdo de Sema-Cito
~P. Clones positivos: colénia 2. Col.1-7: colénias 1 a 7. MW: DNA MW Marker, 100bp
er - Amresco®



a 11: Perfil eletroforético, em matriz de gel de agarose 1,5%, do produto de PCR de coldnia 48
ote colbnias isoladas, obtidas pela eletroporagdo do produto de ligagdo de Sema-Cito
-P. Clones positivos: colénia 2. Col.1-7: colénias 1 a 7. MW: DNA MW Marker, 100bp

er - Amresco® ,
Perfil eletroforetco, em gel de agarose 1,5%, do produto de PCR de colbnia de sete colbénias
isoladas, obtidas pela eletroporagéo do produto de ligaga de Sema-Cito5B pEGFP. Clones positivos:
colo ia 2. Col.1-7: colo ias 1 a 7. MW: DNA MW Marker, 100bp Ladder - Amresco®

MW Col.1 Col.2 Col .3 Col 4

500bp=

“000p - — -

300bp =

Figura 12 - PCR de col6nia para Sema-Cito5B.
a 12: Perfil eletrptoretearorir Matémdgegabdayagasosss, 2ib , Hedpeddtedr BE Bokeisaléni@atro colonias
Jatro coldnias isetadias, abiidaseielaletigioomerac@opddupratdutgade ligaamadeit@&EEmMaSONa His. Clones
\A His. Clones posltivess:celsionia 2 & 4 wleaidriarresprisseptodabanticiarintestanss eseeniseva abaixo do
rtrava abaixo do3BREIFHSREEREGR' 1ob1oP19 : 12317 md™VaRNANW Mateni\RPRAdAcder 1 dpg Sco®

er - Amresco®
Para ambas as amostras foram escolhidas as colénias numero 2 para

realizac, o de preparagdo em pequena escala (mini-prep) e sequénciamento. Ambas
Como ilustradgpreisent srahascafusedie BoIRs B AsSHIABL AR @liatacerahad a8 odimraatreta.

ado. Pra Sema-Citg_ f?%ﬁta%ig n{f%&acé%}Ath\f%eMy%ata%ma colénia que apresentou

a abaixo do esperado (Rolénia 1), resultadq da dificuldade em se isolar ape.nasdmaterial d?
montagem d0 plasmideo envolveu™a constricao de uma etiqueta Myc

a especifica (303iptEtibasoadaiti@digeree$trigdesseefdafinidoara ambas as amostras foram
hidas as colonias numers 3 HEP-CREAIDIIRR RAID R SALEEEA Bl MuraT0ram. plg) & Xbal. As

. sequéncia de reconhecimento para estas enzimas sao diferentes, porém a digestao
uenciamento. delas produz pontas complementares, ou seja, sao enzimas isocisomeras. O
processo de ligacdo destas enzimas reflete as caracteristicas encontradas em
clonagens que utilizam apenas uma enzima. )1

ApoOs a juncao das fitas molde e complementar da sequéncia correspondente
a etiqueta Myc, foi realizada uma reagao com quinase para colocar um grupo fosfato
nas pontas 5’ do produto. Enquanto que para o plasmideo digerido foi realizado uma
reacdo para remover o grupo fosfato da porgdo 5. A retirada do fosfato do
plasmideo ndo impede sua recircularizagcédo, porém, a enzima T4 ligase n&o € capaz

de catalisar a ligagcado fosfodiester do plasmideo. A bactéria que venha a ser
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transformada com este produto ira perecer na selecdo por antibiético, pois néo
conseguira replicar o plasmideo.

A reacgao de quinase no fragmento de DNA referente a Myc, permite, apo6s
reacao de clonagem, que a T4 ligase forme uma ligacdo fosfodiester, entre a
etiqueta e o plasmideo, tornando-o viavel para selecédo ap6s transformacéo. Esta
estratégia favorece a formacado de concactameros, ligacdo sequéncial entre Myc
tags, ocasionando a montagem de plasmideos fechados contendo mais de uma
repeticdo do inserto. Estas constru¢cdes séo facilmente identificadas por PCR de
colénia. E possivel aumentar a eficiéncia da ligacdo para beneficiar o produto
desejado, aumentando a concentracao total da reacéo (fazendo a reagédo no menor
volume possivel), pré-aquecer brevemente o plasmideo digerido e o Myc tag antes
da ligacao, desfazendo as pontes de hidrogénio e realizar a ligagdo em uma razéo
equimolar, favorecendo a interagdo entre inserto e plasmideo.

Ainda assim existe a probabilidade de 50% de Myc tag ser ligado na
orientacédo errada. A determinacédo da correta orientagdo € identificada através da
digestédo simples utilizando a Nhel ou a Xbal, uma vez que apenas a ligag&o correta
ird preservar o sitio de reconhecimento destas enzimas resultando na digestao do
produto.

A eletroporacéo feita com a ligagdo equimolar permitiu o crescimento de 5
colénias de bactéria, e a ligagéo 1:5, 13 colénia. Ambas, apés PCR de colbnia, 2 de

cada possuiam o plasmideo contendo apenas uma cépia do tag. (Fig. 13)

! g - __+equiM  Cl11 c12 13 C14 C15 C16 c17 c18
- -

- - - s —
-
- -
Figura 13 - PCR de colonia para pCDNA3.1- N MYC.
Corrida eletroforética em gel de agarose para separagédo dos produtos de PCR de col6nia. 100bp:
marcador de pares de base; +: controles positivos utilizando a ligagcdo como template. C1-C5:
Bactérias eletroporadas com a ligacao equimolar. C6-C18: Bactérias eletroporadas com a ligagéo 1:5.
Setas azuis: Limite maximo estimado para produtos de PCR que contenham apenas uma cépia do
Myc Tag.

Todas as 4 colbnias que apresentavam bandas na altura esperada foram

selecionas, uma nova PCR de colbnia foi feita (Fig.14).
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Figura 14 - PCR de colonia para pCDNA3.1- N MYC.

Corrida eletroforética em gel de agarose para separag¢do dos produtos de PCR das colbnias 4, 59 e
13. 100bp: marcador de pares de base; Vazio: reacdo com o pCDNA3.1- vazio (apenas MCS); +:
controle positivo utilizando a ligagéo 1:5 como template. C4 e C5: Bactérias eletroporadas com a
ligacdo equimolar. C9 e C13: Bactérias eletroporadas com a ligacéo 1:5. -: Controle negativo da
reacgdo. Notar que o negativo possui uma banda abaixo das colénias e na mesma altura que o
plasmideo vazio. Notar também as varias bandas presentes representando plasmideos com numeros
variados de contactameros na ligagéo 1:5.

As colbnias foram submetidas ao protocolo de mini-prep e os plasmideos

foram digeridos para verificagcao da correta insercéo do tag. (Fig. 15).

1kb Col.4 Col. 5 Col. 9 Col. 13 L-Hind

1kb Vazio ND Vazio Dig Col. 4 Col.5 Col.9 Col. 13 L-Hind

U —
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..._... -— _-—~ e
el
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Figura 15 - Digestées simples Gel1 Xbal Gel2 Nhel.
Corrida eletroforética em gel de agarose para separag¢ao dos produtos de PCR das colbnias 4, 59 e
13. 1kb: marcador de pares de base; Vazio ND: pCDNA3.1- vazio ndo digerido; Vazio Dig:
pCDNAZ3.1- vazio digerido; C4 e C5: Bactérias eletroporadas com a ligagdo equimolar. C9 e C13:
Bactérias eletroporadas com a ligagéo 1:5.

Nota-se que as colbnias 4 e 5 permaneceram fechadas, evidenciados pela
presenca das bandas correspondentes aos estados coil, super coil e relaxados
existentes apenas em plasmideos circulares. As colonias 9 e 13, ambas da
transformacao 1:5 foram digeridas, o que pode indicar a correta colocacéo do tag.

A colbnia 9 apresentou a correta ligagdo do inserto no plasmideo verificado

apos sequénciamento, sendo este usado nas clonagens dos ligantes.
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5.4.5 Clonagem dos ligantes no vetor pCDNA 3.1(-) N-Myc

Apds a confirmagdo da clonagem da etiqueta de Myc no pCDNA 3.1(-) pelo
sequénciamento, foi iniciada a clonagem dos ligantes. Como primeiro passo, o0s
plasmideos foram novamente digeridos, em conjunto com os insertos, com as
enzimas adequadas. ApéOs a gel extrac, o, foi feita a reacdo de ligac, o e posterior
eletroporac, o. Foram escolhidas 5 colénias de cada inserto para PCR de colbnia,

sendo o resultado apresentado abaixo (Figuras 16, 17 e 18).

. Cript g Stub1

W col1 col 2 col 3 col 4 col§ col 1 col 2 col 3 ool col.5

,

P 3 ' o
30050~ M . it 3 :
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Figura 16 - PCR de col6nia para Cript e Stub1.

Perfil eletroforetco, em gel de agarose 1%, do produto de PCR de colonia de 10 colbnias isoladas

(cinco para Cript e cinco para Stub1), obtidas pela eletroporaca do produto de ligagdo de
“igura 19: Perfil elefiBiSrietdoc@mpaEiINA del gMyee @Rfatotecaiiian hrodutdoge PRt sieliaias 1 e 4 para Cript
je 10 coldnias isGlabid$ RiPRE §§H§1Cﬁ§td6”6ﬁ¥ﬁ:8° HQSS‘@%?PFWF&Q@ 5@5@6!@%%%336%“ banda abaixo do
oroduto de ligacabSrE2E9i W uGENEGHIes ABRP BNA hagldercol hesna-srRigidific1 a 5. Clones
bositivos: colénias 1 e 4 para Cript e 1,2 e 3 para Stub1. As demais col6nias ndo apresentam
banda, ou aprese banda abaixo do esperado. MW: GeneRuler 100 bp DNA Ladder -
Thermo Scientific® Uba2

coI.EL col.2 col.3 col.4 col.5

’ — ' \

2027

bp
Figura 17 - PCR de coldnia para Uba2.
Perfil eletroforético, em matriz de gel de agarose 1%, do produto de PCR de colo ia de 5 colo' ias
isoladas para Uba2, obtidas pela eletroporaga do produto de ligaga de Uba2 com pCDNA 3.1- Myc.
Col.1-5: colo ias 1 a 5. Clones positivos: colo ias 1,2 e 3 para Uba2. As demais colo ias nao

apresentam banda. MW: Marcador de pares de base Lambda-Hind Fermentas®.

~igura 20: Perfil eletroforético, em matriz de gel de agarose 1%, do produto de PCR de coldnia
je 10 colbnias isoladas (cinco para Usp33 e cinco para Uba2), obtidas pela eletroporagéo do
oroduto de ligagdo de Usp33/Uba2 com pCDNA 3.1- Myc. Col.1-5: colbénias 1 a 5. Clones
bositivos: colbnias 1,2 e 3 para Uba2. As demais col6nias ndo apresentam banda. MW: A DNA-
Hindlll Digest — New England Biolabs®

Foram selecionados para mini preparagcdo e sequenciamento os clones positivos
colénias 1 para Cript e Stub1 e colénia 3 para Uba2. Esses foram entdo sequenciados e

apresentaram sequéncias de acordo com o esperado, estando prontas para uso. Para o inserto
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- - Rl xi =3l
Figura 18 - PCR de coldnia para Usp33.
Corrida eletroforética em gel de agarose para separagido do produto de PCR da colbénia escolhidas
para Usp33. 1kb: marcador de pares de base, L-H: marcador de pares de base Lambda-Hind; -Mib:
Controle negativo, -Usp: Controle negativo, Usp: produto de PCR de colénia para validagdo da
construgao.

i d
e - 10

As colbnias positivas foram usadas para mini preparagcées dos plasmideos.
Esses foram entdo sequénciados e apresentaram sequéncias de acordo com o
esperado, estando prontas para uso. Para o inserto Mib2 nao foram encontradas
colo ias positivas (dados ndo mostrados) mesmo com o uso de DMSO e com

alteragcbes nas temperaturas de anelamento.

5.5 Expresséao dos ligantes e de Sema5B em células HEK293T

A partir dos vetores clonados com as sequéncias para Sema5B, Sema5B-His,
Sema-Cito5B-His, Sema-Cito5B-EGFP e para os ligantes Cript, Stub, Uba2 e Usp33
transfec¢des foram realizadas em células HEK293T. HEK293T & uma linhagem
derivada de células epiteliais de rim embrionario humano. Elas expressam
constitutivamente o antigeno T de SV40, que favorece a manutengao epissomal de
vetores de expressado transfectados (com SV40 ori) e proporciona uma maior
expressao das proteinas de interesse. Ainda, as células HEK293T sao utilizadas em
varios projetos do Laboratério de Neurobiologia e para sua transfecgao o protocolo
de precipitagao por fosfato de calcio ja € bem estabelecido e de baixo custo.

Apos transfecgdo, os extratos celulares foram preparados e submetidos a
ensaios Western blot para detec¢cado da expressao das proteinas.

As proteinas em fusdo com a etiqueta Myc, relacionadas aos ligantes Usp33,
Uba2 Stub1 e Cript, foram expressas com sucesso nas massas moleculares

esperadas conforme apresentado na Fig. 19.
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Figura 19 - Expressao dos ligantes de Sema5B em HEK293T transfectadas.
Células HEK293T foram transfectadas com os vetores de expressdo, e apds 24 h de expressao, 0s
extratos foram separados e submetidos a ensaios de Western blot, com anti-myc.

A expressdo de Semab5B integral His-tag foi avaliada nos extratos celulares
por Western blot apos 12 h, 24 h e 48 h de transfeccdo. Como pode ser visto na
Figura 20, Sema5B-His & detectada apds 12 h e 24 h de expressdo. Em 48 h, a
proteina ndo é mais detectada. Diferentemente, a proteina CD28-His, usada como

controle positivo nesse ensaio, € expressa em altos niveis em 24 h e 48 h apos a

transfeccéao.
2 > 2
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Figura 20 - Expressao de Sema5B-His em HEK293T em diferentes tempos.

Experimento de Western blot seguido de reagdao com anticorpo especifico anti-HisTag. Massa
esperada aproximada para cada proteina recombinante: Sema5B His: 123,9kDa; CD28: 37kDa
Controle positivo. Ponta de flecha: posicao estimada da proteina Sema 5B-His. Amostras de extrato
de células com tempos de 12, 24 e 48 horas obtidos apos a transfec¢do. Nota-se a auséncia de
expressao em 48 horas da Sema5B-His.

Extratos de células obtidos apds 24 horas de transfecgdo foram usados para a

purificacdo de Sema5B-His por coluna de afinidade por niquel (Ni-NTA agarose).
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Apo6s 3 horas de incubagao de 300 ug de extrato total a 4°C, a coluna foi lavada com
300 ul de tampao de lise contendo 8 e 40 mM de Imidazol. O sobrenadante de cada
lavagem foi coletado e 60 pl foram usados para separagao eletroforética. Como
mostrado na Fig. 21, a Sema5B-His possui afinidade pela resina em condi¢des de
lavagem com 40mM de Imidazol. Nao foi avaliada a elui¢do da resina, pois o objetivo
€ a verificacdo dos parametros de afinidade da proteina para a realizacdo do
protocolo de pull-down, o qual necessita que Sema5B-His fique imobilizada na
resina. Foi possivel identificar ndo s6 a proteina Sema5B integral, mas também a
porcdo C-terminal clivada por ADAM-17 equivalente a encontrada em BROWNE,
2012.

8mM  40mM Resina

130
-
- -
~ 100
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Figura 21 - Purificagdo de Sema5B-His em resina de niquel.

Extratos de células HEK293T transfectadas com vetor para expressdo de Sema5B-His foram
incubados com a resina de niquel-agarose e submetidos a lavagens com tampéao de lise contendo de
8 a 40mM de Imidazol. Apds separagao eletroforética, as amostras forma submetidas a Western blot
e reveladas com anticorpos especificos para His-Tag. 8mM e 40mM: Aliquota do sobrenadante da
lavagem com concentracdo de Imidazol representado; Resina: O que permaneceu ligado na resina
foi eluido com 30ul de tampao de corrida redutor, apés fervura.

As transfecgdes realizadas com os plasmideos para a porgao citoplasmatica
da Sema5B (pCDNA 3.1 His Sema-Cito5B e pEGFP Sema-Cito5B) néo
apresentaram bandas especificas em reagdes com anticorpos contra EGFP e His-
tag (Fig 22). As transfec¢cdes com o plasmideo pEGFP-Sema-Cito5B mostraram-se
pouco eficientes em relagdo ao plasmideo vazio. Enquanto o plasmideo original
pEGFP apresentava eficiéncia de transfeccdo de ~80% (visto através da
fluorescéncia das células), nas mesmas condi¢des, o vetor pEGFP-Sema-Cito5B
apresentava eficiéncia de 10%, inclusive com o dobro de plasmideo (dados né&o
apresentados). E possivel que essas poucas células transfectadas expressem

quantidades de Sema-Cito5B-EGFP que ndo conseguem ser detectadas no ensaio
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de Western blot. A eficiéncia de transfeccdo do pCDNA-His Sema-Cito5B n&o pbde

ser quantificada.
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-
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Figura 22 - Expressao dos dominios citoplasmaticos de Sema5B em células HEK293T.

Extratos de células HEK293T transfectadas com vetor A: pEGFP-Sema-Cito5B e pEGFP vazio e em
B, pCDNA3.1 His e Sema-Cito5B. Ensaios de Western blot com anticorpos Anti GFP (em A) e Anti-
His (em B) para identificacao das proteinas de fusdo sendo expressas. Apenas a expressédo de GFP
pode ser visualizada (linha “Vetor vazio”). Os domin os citoplasmaticos de Sema5B, em fusa com
GFP, ou com a etiqueta 6xHis, ndo foram detectados.

5.6 Confirmacgéo das interag¢des por pull-down

A SemabB integral, contendo a etiqueta de His, foi expressa em células
HEK293T e, apds expresséao e lise das células, foi imobilizada em resina de Ni-NTA.
Extratos de HEK293T expressando os ligantes Usp33, Uba2, Stub1 e Cript foram
incubados com essa resina contendo Sema5B. Apds lavagens, os complexos
proteicos que permaneceram ligados a agarose foram eluidos e submetidos a
ensaios de Western blot para detecgdo dos ligantes com anti-myc (no caso de
Stub1, utilizou-se um anticorpo especifico para essa proteina, disponivel no
laboratorio). Na Fig. 23 € possivel ver que Stub1 e Usp33 foram capazes de se ligar
a Semab5B de maneira especifica, ja que houve auséncia da detecgédo do ligante na
resina vazia. Nota-se que na linha correspondente ao extrato de HEK293T
expressando myc-Usp33 (input da Figura 23A), ha uma banda na altura de 130 kDa
que reagiu com o anticorpo anti-His. Coincidentemente, essa banda apresenta a
mesma massa molecular que Sema5B-His. Entretanto, as células do extrato em
questdo nao foram transfectadas com o vetor para expressdo de Sema5B-His e a
banda obtida deve corresponder a uma ligagdo cruzada do anticorpo anti-His em
uma proteina de 130kDa, presente no extrato analisado. Cript n&o interagiu com
Semab5B nas condi¢des deste ensaio, enquanto que a Uba2 mostrou ter interacéo

inespecifica pela resina vazia.
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Figura 23 - Pull-down com Sema5B integral imobilizada.

Extrato de HEK293T expressando os ligantes Usp33 (A), Stub1 (B), Uba2 (C) ou Cript (D) (com
amostras de cada extrato nas colunas “I”) foram incubados com Sema5B-His integral imobilizada na
resina Ni-NTA (colunas “Sema”) ou com essa resina vazia (colunas “NI”). As proteinas ligadas foram
avaliadas por Western blot com anti-myc (para deteccao dos ligantes) e para anti-His (para detecg¢éo
de Sema5B). Nota: reagdo que detectou Stub1 foi feita com anticorpo especifico e ndo anti-Myc.

A Usp33
Nl Sema

115kDa

Figura 24 - Pull-down com Sema-Cito5B expressa em procarionte imobilizada.

Extrato de HEK293T expressando os ligantes Usp33 (A), Stub1 (B), Uba2 (C) ou Cript (D) (com
amostras de cada extrato nas colunas “I’) foram incubados com Sema-Cito5B-His imobilizada na
resina Ni-NTA (colunas “Sema”) ou com essa resina vazia (colunas “NI”). As proteinas ligadas foram
avaliadas por Western blot com anti-myc (para detecgéo dos ligantes) e para anti-His (para detecgao
de Sema5B) Input: I.
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O plasmideo de expressédo procarionte contendo a Sema-Cito5B (pET28a
SemaCito5B) ja foi validado em (TRENTIN, 2008). O produto de sua expresséao foi
utilizado como isca em um pull-down contra os extratos dos ligantes expressos em
HEK293T. Como visto na Figura 24, o resultado obtido confirma o encontrado no
pull-down anterior (Fig. 23). Assim, as interagdes entre Sema5B/Stub1 e
Semab5B/Usp33 foram verificadas tanto através da metodologia de duplo-hibrido,
quanto em ensaios de ligagcédo in vitro com a Sema5B expressa integralmente em

células de mamifero e com Sema-Cito5B expressa em células procariontes.
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6 DISCUSSAO

Ainda ndo ha descricao na literatura a respeito da agcdo da Sema5B como
uma proteina receptora, capaz de ativar uma via de sinalizacao intracelular pelo seu
dominio citoplasmatico. Uma das abordagens para se identificar essa funcao de
transducdo de sinal é a determinagcdo de com quais proteinas essa regiao
citoplasmatica interage. Para as semaforinas transmembrénicas, apenas Sema6D
(TOYOFUKU et al., 2004), e Semala (SWEENEY et al., 2011) tiveram seu dominio
citoplasmatico associado a fung¢ao de transdugao de sinal.

Com o objetivo de investigar esse possivel papel de Sema5B como receptora
e transdutora de sinal, iniciamos a busca por parceiros moleculares capazes de
interagir com o0 dominio citoplasmatico de Sema5B. Em trabalho anterior
(dissertacao de mestrado; (FAVARO, 2011)), foi realizada a varredura de uma
biblioteca de cDNA de epitélio olfatorio (este tecido possui grande quantidade de
neurénios e foi demosntrado que ele expressa Sema5B (LETT et al., 2009)) pelo
sistema de duplo-hibrido em leveduras, usando o dominio citoplasmatico de
Semab5B como isca. Alguns ligantes foram identificados nessa etapa, mas ainda
havia cerca de dez mil clones positivos obtidos na varredura que poderiam ser
avaliados. Assim, no doutorado, optou-se por selecionar novas col6nias, levando a
identificacdo de um numero maior de ligantes putativos para o dominio
citosplasmatico de Sema5B. Como pbde ser visto, 9 ligantes de Sema-Cito5B foram
confirmados por ensaios de mating cruzado e por analises prévias da literatura que
apontaram uma atuagédo destes em eventos de navegagdo axonal ou sinalizagao
intracelular. Ao mesmo tempo, foram excluidas algumas interagdes improvaveis de
ocorrer naturalmente (proteinas citoplasmaticas interagindo com proteinas
secretadas, por exemplo) (tabela 3). Boa parte destes ligantes encontra-se
expressos no citoplasma celular e possui fungcbes que podem estar associadas as
vias de ubiquitinacdo e SUMOilagdo, a mecanismos de sinalizagéo intracelular ou a
outras vias em que a Sema5B possa estar envolvida, sobretudo no contexto do
sistema nervoso central. A funcado destas proteinas pode ajudar a elucidar o papel
do dominio citoplasmatico de Sema5B na sinalizagao celular.

O sistema de duplo-hibrido em leveduras é uma técnica utilizada ha mais de

25 anos para identificagdo de interagbes proteicas (VIDAL; FIELDS, 2014). Embora
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possua algumas desvantagens, como diferengas nos niveis de expressdo das
proteinas isca e alvo, dependendo do ambiente em que sdo normalmente
expressas, esse sistema ainda apresenta beneficios quando comparado a outras
técnicas de detecgao de interagdes proteina-proteina em larga escala. Entre essas
vantagens, podemos citar que ndo é uma técnica amplamente influenciada pela
abundancia proteica e embora fornega um menor numero de interacdes, essas
interagcdes provavelmente sdo mais especificas (IVANIC et al., 2009). Ainda que seja
capaz de encontrar interacbes mais especificas, deve-se ter cautela ao se analisar
os dados obtidos, sempre levando em conta o contexto em que a interagdo deveria
ocorrer. No presente trabalho analisamos a capacidade da por¢ao intracelular de
Semab5B em interagir com outras proteinas, sendo que selecionamos as interagdes
com proteinas citoplasmaticas como mais provaveis de estarem ocorrendo no

ambiente natural da célula.

Evidéncias indicam que Sema5B pode ser clivada (Figura 21) por ADAM-17
na membrana plasmatica, levando a internalizacdo das porgdes intracelular e
transmembranica. Essas, por sua vez, sao direcionadas para degradacdo via
proteossomo (BROWNE et al.,, 2012). A degradagédo via proteossomo €& uma
importante rota de reciclagem proteica e controle de estabilidade de proteinas,
sendo o direcionamento feito pelas proteinas de ubiquitinagdo. Entre nossos
achados, encontramos a proteina Stub1, uma co-chaperona com atividade ubiquitina
E3 ligase, que pode estar envolvida no processo de degradagcdo da porgao
citoplasmatica de Semab5B, ou mesmo de Semab5B integral. Embora essa via
proteolitica geralmente exista para simples degradacdo proteica, trabalhos vém
mostrando que a degradacdo de alguns substratos possui papel importante na
plasticidade neural, estando também envolvida em alguns outros aspectos como
desenvolvimento e direcionamento refinado das sinapses (HEGDE, 2010). Dessa
forma, ndo podemos excluir a possibilidade do dominio citoplasmatico da Sema5B
estar ativando uma cascata sinalizadora mesmo apoés sua clivagem.

Ha também a possibilidade de que a via de ubiquitina esteja envolvida na
reciclagem de Sema5B. Ja é conhecido que alguns receptores na membrana celular
podem ser ubiquitinados e sofrer endocitose (através da ligagédo de adaptadores e
clatrina). Essas proteinas podem entao ser direcionadas ao processo de degradagao

via lisossomos. Se a ubiquitina do receptor endocitado for removida por uma
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deubiquitinase, esse receptor pode retornar a membrana plasmatica e ser reciclado
(revisado por (HEGDE, 2010)). Com base neste mecanismo e na suposta interagéao
entre Sema5B com Stub1 e com Usp3: Stub1 poderia adicionar ubiquitina ao
dominio citoplasmatico de Sema5B, induzindo sua endocitose; e Usp33, uma
deubiquitinase, poderia remover essa modificacdo, induzindo a realocagao de
Sema5B na superficie celular.

Ha também a possibilidade das interagdes obtidas de Sema5B com Stub1 e
Usp33 agirem em outro contexto. Em trabalho recente, Yang e colaboradores (2013)
relataram que as enzimas Usp47 e Stub1 sdo capazes de regular antagonicamente
a degradacgao da proteina katanin-p60. Katanin-p60 € um heterodimero capaz de
romper microtubulos, apresentando papel fundamental no crescimento axonal.
Enquanto que Usp47 age de forma a estabilizar katanin-p60 em neurdnios
hipocampais de rato, através de deubiquitinagcdo, Stub1 possui papel antagénico,
promovendo degradagdo mediada por proteossomo (YANG et al., 2013). Assim, &
possivel que estas proteinas estejam envolvidas numa mesma cadeia de
mecanismos relacionadas aos papéis de Sema5B, modulando a estabilidade desta e
suas fungoes.

Ainda quanto a Usp33, foi visto que ela €& responsavel por controlar o
cruzamento da linha média por axénios comissurais, através da sua agdo em
receptores Robo1 (YUASA-KAWADA et al.,, 2009). Estes ultimos, assim como as
semaforinas, estdo envolvidos na navegacao axonal, o que permite especular que a
interacao identificada entre Sema5B e Usp33 também possa estar envolvida nesse
mecanismo.

Sabe-se ainda que varios outros fatores influenciam o desenvolvimento dos
prolongamentos neurais, sendo um desses fatores a concentracdo de ions calcio
(GOMEZ; ZHENG, 2006). To e colaboradores (2007) mostraram que a prépria
porcdo extracelular de SemaSB é capaz de ativar as proteinas calpaina e
calcineurina, modulando as concentragdes de calcio no interior celular. O ligante
Cript ja foi descrito em mecanismos relacionados & regulacdo de Ca* (TO et al,
2007) e assim, suas ligacbes com Sema5B podem estar envolvidas nessa via.

Cript interage com a proteina sinaptica PSD-95/SAP90, através do dominio
PDZ e esta presente nas sinapses em dendritos, porém nao é expressa em sinapses
inibitérias e tem papel fundamental na formac, o de microtubulos em regides pré
sinapticas (NIETHAMMER et al.,, 1998). O fato de ja ter sido demonstrado que
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Sema5B apresenta um papel na reduc, o do numero de sinapses e do tamanho de
compartimentos pre e pods sinapticos, é possivel supor que a interacdo entre
SemabB e Cript ocorra in vivo, provavelmente nas regides de sinapses.

Uba2 foi outro ligante encontrado e escolhido, sobretudo pela sua
participacdo no mecanismo de SUMOilacdo. A SUMOilagdo é uma modificagcdo pos
traducional relacionada a ubiquitina (Small ubiquitin- related modifier). As proteinas
SUMO possuem aproximadamente 11Kda e se assemelham tridimensionalmente a
ubiquitina, porém compartilham apenas 20% de identidade e possuem diferentes
distribuicbes de carga em sua superficie (GEISS-FRIEDLANDER; MELCHIOR,
2007). Assim como a ubiquitinacdo, a SUMOQilagdo resulta na ligagao isopeptidica
entre os residuos de glicina C terminal da proteina modificadora e residuos de lisina
da proteina alvo. Ambos os processos necessitam de uma cascata enzimatica
prépria com proteinas ativadoras e conjugadoras. A via de SUMOilagdo tem varios
passos, ativacdo, conjugacdo, e ligagdo (GEISS-FRIEDLANDER; MELCHIOR,
2007). A Uba2 é uma enzima tipo E1 ativadora, mesmo que ela nao atue
diretamente no substrato a ser ubiquitinado, ela pode ter papel principal na ativagao
da via (JOHNSON et al., 1997; GAREAU; LIMA, 2010).

O fato do dominio citoplasmatico de Sema5B apresentar um sitio putativo
para SUMOilagédo (Figura 5 do ltem 4.3 em Resultados), sugere que tal proteina
possa ser alvo dessa modificagdo poés-traducional, possivelmente por Uba2. As
consequéncias dessa modificagdo na Sema5B ainda precisam ser investigadas.

Mib2 foi outro ligante escolhido para ser melhor caracterizado quanto a sua
interagdo com Sema5B. Mib2 é uma ubiquitina E3-ligase e esta envolvida em
compartimentos poés-sinapticos (LIN; MAN, 2013), endocitose e transducao de sinal
para direcionamento axonal (SCHWARZ; PATRICK, 2012; KWON et al., 2013).
Assim, é possivel que a sua interagdo com Sema5B esteja envolvida nessas
funcodes.

Entretanto, o vetor de expressao para Mib2 nao foi obtido e essa interacao
nao pode ser validada nos ensaios de pull-down. Novas tentativas para obter esse
plasmideo estdo sendo realizadas.

A Figura 25 apresenta um esquema que resume como 0s quatro ligantes
selecionados e clonados em vetor de expressao, Usp33, Uba2, Stub1 e Cript podem
estar associados a Sema5B.
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Figura 25 - Proposta da cascata bioquimica da Sema5B e o envolvimento dos ligantes
selecionados.

Acgéo hipotética da porgao citoplasmatica da Sema5B apods sinalizagédo extracelular. A sinalizagao
pode ser iniciada tanto pela interacdo da Sema5B com seu receptor classico, uma plexina, quanto
pela ocorréncia de protedlise da porgéo extracelular.

colapso do cone

Como demonstrado, as construgdes de vetores para expressao de Sema5B
(integral e dominio citoplasmatico com etiqueta His) e dos ligantes escolhidos (Cript,
Uba2, Usp33, Stub1) foram bem sucedidas. Estas ferramentas encontram-se
disponiveis e algumas ja estdo sendo utilizadas em outros trabalhos do laboratério.

Os ligantes foram expressos de forma adequada nas células HEK293T e a
etiqueta myc adicionada favoreceu a deteccao destes.

Nao foi possivel detectar a expressdo dos dominios citoplasmaticos de
Semab5B, nem o produzido em fusdo com GFP, nem aquele contendo a etiqueta de
6xHis. E possivel que estes dominios, quando expressos, sejam mais instaveis e
rapidamente degradados. Ja que varios dos ligantes identificados para esse dominio
estdo envolvidos nas vias de SUMOilagdo e ubiquitinagdo, pode-se supor que a
degradagcdo das proteinas recombinantes expressas seja feita por essas vias. O

mesmo deve ocorrer com a Sema5B-His integral. A detecgédo desta recombinante é
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possivel apdés 12 e 24 horas de expressdo. Apos 48 h, essa proteina ndo € mais
encontrada nos extratos celulares, sugerindo a sua degradagdo. Ha também a
possibilidade de que Sema5B esteja sendo clivada pela ADAM17 ou outras
proteases, como ja descrito por (BROWNE et al., 2012).

Foi desenvolvido ainda um plasmideo capaz de expressar a Sema5B de
forma integral sem qualquer etiqueta. Este plasmideo ndo pdde ser validado por falta
de anticorpos confiaveis contra a Sema5B. O produto de expressao deste plasmideo
podera se tornar uma importante ferramenta para o estudo de fungdo Sema5B,
desde que seja disponibilizado um anticorpo de qualidade para essa proteina. E
importante notar que os poucos trabalhos na literatura sobre Sema5B utilizaram
anticorpos policlonais produzidos nos proprios laboratorios.

No presente trabalho foram identificados possiveis ligantes para a porgao
citoplasmatica de Sema5B. Esses achados s&o inéditos na literatura e podem
elucidar um provavel papel de Sema5B como uma proteina receptora, capaz de
mediar uma via de sinalizagao intracelular. Os ligantes encontrados participam de
varios processos celulares, sendo que alguns deles puderam ser agrupados nas vias
de ubiquitinagado e SUMOilacéo.

Os ligantes Usp33, Uba2, Stub1 e Cript foram escolhidos e usados para a
construcédo de vetores de expressdo em células de mamiferos. Além disso, vetores
para Sema5B também foram produzidos. As proteinas recombinantes resultantes
foram empregadas em ensaios de pull-down e confirmaram as interagdes de
SemabB com Usp33 e com Stub1. Essas interagbes sugerem a
estabilidade/reciclagem de Sema5B, que pode influenciar a formacdo de redes
neurais.

Ensaios funcionais com as proteinas superexpressas podem indicar, por
exemplo, a manuteng¢ao por um maior tempo da Semaforina 5B integral na presenga
de maiores concentragdes de Usp33, uma enzima deubiquitinante, ou promover uma
rapida degradacgao na presencga de Stub1, uma E1 ligase de Ubiquitina.

Quanto aos ligantes Uba2 e Cript, outras técnicas como ensaios de
colocalizacdo poderao evidenciar se estas proteinas estdo situadas na mesma
localizac&o celular in vivo, para este teste € necessario expressar em células de
mamifero quantidades suficientes tanto do ligante quanto da Sema5B para que
sejam passiveis de deteccao utilizando-se anticorpos.



64

Ensaios de colocalizagdo também podem ser executados para confirmacgao
dos ligantes Rasgrp4, Lmcd1, Trappc6a e Trim27, outros ligantes encontrados no
DH.

Para confirmar se a Sema5B é de fato SUMOilada, a produgdo de uma
proteina com uma mutagéo induzida no sitio de SUMOilagédo putativo da Sema5B,
pode ser usada para ensaios de estabilidade e localizagdo. Um ensaio de
SUMOilagdo em bactérias, pode ser usado para verificar o aumento da massa
molecular aparente da Semab5B indicando se ela recebe esta modificagdo
(WILKINSON et al., 2008).
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7 CONCLUSAO

Os vetores construidos ainda permitiram validar algumas das interagdes
obtidas através do sistema de duplo-hibrido. Ensaios de pull-down realizados com
Semab5B-His produzida em células HEK293 imobilizada em niquel-agarose foram
capazes de confirmar as interagées com os ligantes Stub1 e Usp33. Como discutido
acima, essas interagdes podem estar envolvidas na estabilidade/reciclagem de
Semab5B, ou ainda no crescimento axonal.

Quanto aos ligantes Uba2 e Cript, suas interagcbes com SemaSB néo
puderam ser confirmadas nos ensaios de pull-down. E possivel que estas interacdes
de fato ndo ocorram. Ou entdo que nas condigcbes do ensaio, essas ligagcbes nao

tenham ocorrido.
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