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RESUMO

A expressao de anticorpos intracelulares em eucariotas apresenta um enorme potencial
na gendmica funcional e na terapia génica. Métodos como o phage display e os sistemas
two-hybrid permitem a seleccdo de anticorpos intracelulares com elevada afinidade e
especificidade contra um dado antigénio. Contudo, nestes métodos a orientagdo espacial do
anticorpo face ao antigénio encontra-se comprometida, dado que o anticorpo se encontra
em fusdo com uma outra proteina. Assim, torna-se importante desenvolver um novo método,
em que o anticorpo possa ser expresso sem estar ligado a outra proteina, ou seja, um
método que permita a selecgao de anticorpos especificos contra um antigénio, sem que haja
interferéncia da orientagdo espacial do anticorpo. Nesta dissertacdo de mestrado é
apresentado um novo sistema two-hybrid, em que a via de degradacao ClpXP é manipulada,
no sentido de ser possivel detectar fortes interacgdes proteina-proteina (como por exemplo,
interacgdes entre anticorpo e antigénio). Neste sistema, o antigénio é expresso em fuséo
com um repressor (proteina Arc do fago P22) e o anticorpo em fusdo com um sinal de
degradacado (DAS+4). Também €& assegurada a expressdo simultdnea da proteina SspB
(stringent starvation protein B) por indu¢do com arabinose. Se ocorrer interacgdo entre o
anticorpo e o antigénio, a proteina SspB reconhece o sinal e encaminha o complexo Arc-
antigénio-anticorpo-DAS+4 para degradagdo. Como resultado, o repressor Arc, em fusao
com o antigénio, deixa de reprimir um promotor que regula a resisténcia ao cloranfenicol e a
bactéria, onde essa interaccdo ocorreu, torna-se resistente ao cloranfenicol. O trabalho
experimental realizado permitiu confirmar esta interaccdo e o método apresentado pode ser
considerado como um bom sistema para isolar anticorpos intracelulares com elevada

afinidade, especificidade e estabilidade.

Palavras-chave: interacgio entre antigénio e anticorpo; sistema two-hybrid; sistema de

degradacao ClpXP; repressor Arc; proteina SspB.



ABSTRACT

The expression of intrabodies [intracellular antibodies (Ab)] in eukaryotes presents an
enormous potential in functional genomics and therapeutics. Methods as phage display and
two-hybrid systems allow us to select intrabodies with great affinity and specificity against an
antigen (Ag). However, in these methods the spatial orientation of the Ab facing an Ag is
compromised, since the Ab is fused to another protein. Thus, it is essential to develop a new
method where the Ab can be expressed without being attached to a protein, one that allows
the selection of good binders against an Ag without the interference of the Ab spatial
orientation. Here, we present a novel bacterial two-hybrid system where the degradation
pathway ClpXP is manipulated in order to detect strong protein-protein interactions (eg. Ab-
Ag). In this system, we express an Ag in fusion with a repressor (Arc of P22 Phage) and an
Ab with a degradation tag (DAS+4). At the same time we induce (with arabinose) the
expression of the SspB protein (stringent starvation protein B). If there is an interaction
between the Ab and Ag, then SspB recognizes the sinal and leads the complex Ab-Ag for
degradation. As a result, the Ag-trans-inhibitor protein no longer represses the promoter that
regulates the resistance to chloramphenicol and the bacteria where the Ab-Ag interaction
occurred becomes resistant to the chloramphenicol. In our experiments we have confirmed
this interaction and we can envision this method as a potent system to isolate intrabodies

with high affinity, specificity and stability.

Key-words: antibody-antigen interaction; two-hybrid system; CIpXP degradation

system; Arc repressor; SspB protein.



1. INTRODUCAO

1.1 Introdugao Geral

A gendmica funcional, especialmente o estudo das interac¢des especificas entre
proteinas, tem despertado grande interesse junto da comunidade cientifica, dado que estas
interacgbes apresentam um papel central em quase todos os processos bioldgicos (por
exemplo, replicacao e transcricdo de DNA, sintese proteica e respostas imunes) [1].

As interaccbes proteina-proteina podem ser estudadas, quer por meio de ensaios
genéticos, quer bioquimicos. Estes Ultimos, incluem técnicas como separacao
cromatografica, co-imunoprecipitagdo e cromatografia por afinidade. Nos ensaios genéticos,
as interaccbes sdo detectadas com base na diferenga entre as propriedades das proteinas
individualmente e, apds a mistura destas. Neste tipo de ensaio € utilizada, por exemplo, a
técnica FRET (fluorescence resonance energy transfer) [2].

Em 1989, Fields e Song revolucionaram o modo de estudar interac¢cbes proteina-
proteina, através do desenvolvimento de uma técnica genética que permite detectar
interacgdes entre dois polipéptidos, in vivo, em leveduras [3]. Esta técnica designa-se por
sistema two-hybrid e consiste na co-expressdo, numa dada célula, de duas proteinas
hibridas que, ap6és interac¢ao, restauram um dado fenétipo nessa mesma célula [1, 3]. Apos
este trabalho pioneiro, este método tem sido melhorado, sendo diversas as suas aplicagdes,
desde a identificagdo de parceiros de algumas proteinas a mapeamento de regides de
interacgdo entre proteinas conhecidas [1]. O sucesso desta técnica estimulou o
desenvolvimento de outras técnicas semelhantes, como os sistemas two-hybrid em
bactérias. As aplicagcdes destes novos sistemas bacterianos sdo idénticas as dos sistemas
em levedura. No entanto, os sistemas em bactérias (nomeadamente em Escherichia coli)
representam um modo mais simples e rapido de estabelecer e estudar interac¢des in vivo
entre duas proteinas ou moléculas [1].

Uma das aplicagbes destes sistemas podera ser ao nivel da terapia génica, através da
deteccao e estudo das interacgdes entre antigénios e anticorpos, sendo esta aplicagdo de
grande interesse para a Unidade de Retrovirus e Infecgoes Associadas (URIA) do Centro de
Patogénese Molecular (CPM) da Faculdade de Farmacia de Lisboa. Nesta dissertacao, sera
apresentado e discutido um novo sistema two-hybrid bacteriano para a selecgdo de

anticorpos intracelulares capazes de reconhecer antigénios citoplasmaticos.

1.2 Anticorpos

Os anticorpos (Ac) sao glicoproteinas da familia das imunoglobulinas, produzidos pelos



linfécitos B durante a resposta imunitaria humoral. Estas moléculas tém um papel crucial no
sistema imunitario e a sua principal fungdo consiste em reconhecer especificamente
antigénios (moléculas ou corpos reconhecidos como estranhos, ao entrarem em contacto
com o organismo), ligando-se a estes com elevada afinidade. Os Ac podem ser secretados
ou expressos a superficie dos linfocitos B. Assim, os Ac que ficam associados a membrana
funcionam como receptores que medeiam a activacao dos linfocitos B, e os que sao
secretados para o sangue ou secregdes mucosas funcionam como mediadores da
imunidade humoral por desencadearem diversos mecanismos efectores (activagdo do
sistema complemento, activacdo dos linfécitos T auxiliares, ou indugdo da fagocitose por
macrofagos, entre outros), proporcionando assim a eliminacdo do antigénio (Ag) que
reconheceram [4-7].

Os Ac sao as moléculas da imunidade humoral que reconhecem maior nimero de
estruturas antigénicas diferentes, conseguindo inclusivamente distinguir Ag proteicos que
diferem em apenas um aminoacido [4]. Todas estas caracteristicas, juntamente com o facto
de serem moléculas altamente estaveis e facilmente manipulaveis por engenharia genética,
fazem dos anticorpos uma opg¢ao muito atractiva, no sentido de poderem ser utilizados em

diversas aplica¢des terapéuticas e de diagnéstico [6, 8].

1.3 Estrutura e organizagdo genética dos anticorpos

A produgédo e a manipulagdo de Ac tém-se desenvolvido como consequéncia de um
conhecimento mais profundo da sua funcionalidade estrutural e organizagao genética.

Um anticorpo tipico (Fig. 1.1) consiste em dois fragmentos de ligacao ao Ag (Fab), que
incluem a regido variavel (Fv — fragmento variavel) que determina a especificidade do
anticorpo, ligados por uma regiao flexivel a um fragmento constante (Fc) que determina a
funcao efectora do anticorpo [5, 9]. Esta estrutura de anticorpo compreende quatro cadeias
polipeptidicas, ou seja, duas cadeias leves (L de light) iguais e de baixo peso molecular (24
kDa), que se encontram presentes na forma A ou k, e duas cadeias pesadas (H de heavy)
iguais de elevado peso molecular (55-70 kDa) que existem nas formas vy, u, a, 9, g,
consoante a classe a que o anticorpo pertence [4, 10]. A ligacdo entre a cadeia L e a cadeia
H é feita por uma ponte dissulfureto e as duas cadeias H também se ligam entre si por, pelo
menos, uma ponte dissulfureto [4]. Cada forma, ou isotipo, da cadeia L pode combinar-se
com qualquer isotipo da cadeia H. Deste modo, cada cadeia leve associa-se com a regiao
amino-terminal da cadeia pesada, formando uma unidade Fab. As regides terminais

carboxilo, de ambas as cadeias pesadas, constituem a unidade Fc [4, 5].
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Fig. 1.1 — Diagrama esquematico de um anticorpo (IgG). Abreviaturas: C, regido carboxi-terminal;
Cu, regido constante da cadeia pesada do anticorpo; C., regido constante da cadeia leve do
anticorpo; Fab, fracgdo de ligagdo ao antigénio; Fc, fragmento constante; Ig, imunoglobulina; N,
regido amino-terminal; Vy, regido variavel da cadeia pesada do anticorpo; V|, regido variavel da
cadeia leve do anticorpo. Adaptado de [4].

As cadeias L, tal como as cadeias H encontram-se divididas em dominios proteicos de
cerca de 110 aminoacidos, sendo as cadeias leves constituidas por dois dominios, um
amino-terminal variavel (V) e um constante (C_) e as cadeias pesadas por quatro, um
dominio amino-terminal variavel (Vy) e trés dominios constantes (Cy1, Cp2, Cy3). Os termos,
variavel e constante, referem-se a variagdo da sequéncia de aminoacidos entre Ac de
diferentes especificidades [4, 5].

A fracgao variavel do anticorpo (Fv) ndo apresenta uma variabilidade homogénea, dado
que existem trés segmentos, designados por regides determinantes de complementaridade
(CDR), que apresentam maior variabilidade que a restante fraccdo variavel. As CDRs sao
segmentos que conferem maior grau de diversidade e que definem a especificidade de
ligacdo do Ac ao Ag. Estas regides encontram-se, por sua vez, intercaladas por quatro
segmentos muito conservados (denominados regides framework) [4].

Uma peculiaridade do sistema imunitario consiste na sua capacidade de gerar uma
enorme diversidade genética de imunoglobulinas. Estima-se que um so6 individuo, em toda a
sua vida, possa produzir entre 10 a 300 milhbes de Ac diferentes. Esta capacidade do
sistema imunitario tem sido estudada e os principais mecanismos responsaveis por essa
enorme variabilidade genética sdo: a existéncia de multiplos segmentos de genes nas
células germinais (Fig. 7.1 em anexo), a recombinag¢ao aleatéria V-(D)-J, a flexibilidade de
jungdo dos segmentos, a adicdo de nucledtidos P e N, a hipermutacdo somatica e a

associagao recombinatéria das cadeias leves e pesadas [4, 5, 11].



1.4 Producgdo de anticorpos policlonais, monoclonais e recombinantes

Tendo em vista a utilizagdo dos anticorpos como uma terapéutica dirigida, altamente
especifica e com baixa citotoxicidade, novos métodos de obtencéo e producéo de anticorpos
com especificidades pré-definidas tém vindo a ser desenvolvidos [9].

A maioria dos Ag possui diversos epitopos, o que faz com que no interior de um
organismo, estes induzam a proliferacao e a diferenciagdo de varios clones de linfécitos B,
cada um com origem num linfécito B que reconhece um epitopo particular e produz Ac
especificos para esse epitopo. Deste modo, o conjunto de Ac resultante da selecg¢ao clonal
de varios linfécitos B origina um soro policlonal que é constituido por uma variedade de Ac
especificos para diferentes epitopos do mesmo antigénio [5].

No entanto, para utilizagcbes em terapia, diagndstico e investigacédo este soro policlonal
nao traz muitas vantagens, dado que apresenta uma mistura pouco definida e pouco
homogénea de Ac. Estas desvantagens sado ultrapassadas com a utilizagdo de Ac
monoclonais. Estes Ac sao especificos para um epitopo de um Ag e sao produzidos por um
s6 linfécito B [4, 10].

Um passo importante para o aparecimento da terapia com Ac monoclonais surgiu com
a tecnologia de hibridomas em ratinho, desenvolvida em 1975 por Kdhler e Milstein [9]. O
meétodo consiste na fusdo entre um linfécito B imunizado e uma célula de mieloma imortal. A
célula hibrida resultante possui as propriedades de crescimento da célula mieldide
(imortalidade) e a capacidade de secretar o Ac que era produzido pelo linfécito B [10].

Os anticorpos monoclonais obtidos por esta via apresentaram limitagdes ao nivel
terapéutico, devido aos reduzidos tempos de permanéncia no soro, a incapacidade de
activarem as fungdes efectoras humanas e a produgcdo de Ac humanos anti-ratinho [9]. De
modo a ultrapassar estas barreiras, e como consequéncia do desenvolvimento das
tecnologias de DNA recombinante, geraram-se Ac quiméricos (constituidos por regides Fc
humanas e regides Fv de ratinho), Ac humanizados (Ac humanos em que as CDRs sao de
ratinho) e Ac completamente humanos. Estes ultimos, podem ser gerados por selecgcao de
fragmentos de Ac humanos a partir de bibliotecas in vitro, por meio de ratinhos transgénicos
ou por seleccao a partir de hibridomas humanos (Fig. 1.2, na pagina seguinte) [9, 10]. Toda
esta evolugao permitiu 0 comego de uma nova fase de producao de anticorpos monoclonais,

designada por tecnologia de anticorpos recombinantes.
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Fig. 1.2 — Esquema representativo da engenharia de anticorpos. Neste esquema estéo referidas
diversas técnicas para gerar Ac de ratinho (a laranja), Ac quiméricos em que a regido Fc € humana
(azul) e a regido Fv é de ratinho (laranja), Ac humanizados (Ac humanos (azul) com CDR de ratinho
(laranja)) e Ac completamente humanos (azul). Abreviaturas: Ac, anticorpo; CDR, regido determinante
de complementaridade; V, regiao variavel do anticorpo. Adaptado de [9].

1.5 Fragmentos de anticorpos recombinantes

Até ao aparecimento da tecnologia de Ac recombinantes, as terapéuticas baseadas em
Ac ndo avangaram muito. Mas, apos o advento desta tecnologia, teoricamente, qualquer Ac
com as caracteristicas desejadas poderia ser produzido por engenharia genética, podendo-
se alterar o tamanho do Ac, a sua afinidade e avidez (propriedade relacionada com a forga
de interaccdo Ag-Ac). Estas duas ultimas propriedades podem influenciar a farmaco-cinética
e a farmaco-dindmica do Ac, no entanto as propriedades de ligagdo ao Ag mantém-se [10].

Os fragmentos de Ac recombinantes mais utilizados sdo os Fab (60kDa) e os scFv
(fragmento variavel de cadeia simples, 30kDa). Os scFv sao compostos por regides Vy e V|
dos fragmentos Fv, ligados por um péptido hidrofilico e flexivel. Estes fragmentos scFv
podem também ser melhorados em relagdo a avidez, associando-se duas ou mais
moléculas de scFv (Fig. 1.3) [10, 12].

IgG F(ab’), Fab ScFv

a[’% |

VAV I

Q
M)
1
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Fig. 1.3 — Formatos de anticorpos recombinantes. Abreviaturas: Cy, regido constante da cadeia
pesada do anticorpo; C,, regido constante da cadeia leve do anticorpo; Vy, regido variavel da cadeia



pesada do anticorpo; V|, regido variavel da cadeia leve do anticorpo. Adaptado de [10].

Os fragmentos Fab e scFv apresentam algumas vantagens em relacdo as
imunoglobulinas, como por exemplo, a taxa de penetragado nos tecidos é superior, nao sao
produzidos os efeitos mediados pelo Fc, facto que minimiza a imunogenicidade do
fragmento recombinante, e os Ac Fab ou scFv podem ser produzidos rapidamente em
procariotas, inclusivamente em E. coli. Uma desvantagem relaciona-se com o tempo curto

de meia-vida in vivo, destes fragmentos, aquando em circulagdo no sangue [12].

1.6 Anticorpos intracelulares

Os anticorpos intracelulares (na sua maioria scFv) sdo Ac expressos no interior da
célula [11, 13, 14]. Sdo normalmente desenvolvidos a partir de bibliotecas de genes de Ac,
que foram expostas a um determinado antigénio celular. Ao serem expressos, estes Ac
apresentam a capacidade de neutralizar o Ag intracelular e/ou interferir com determinadas
interaccdes proteina-proteina [11, 14]. Estas propriedades tornam os Ac intracelulares muito
promissores nas areas da gendmica e protedmica funcional [11, 14, 15]. Na area da terapia
geénica, alguns investigadores ja apresentaram resultados promissores de Ac intracelulares
com capacidades terapéuticas em doengas infecciosas e cancerigenas [16-21].

Um dos problemas dos anticorpos intracelulares € o ambiente redutor do citoplasma
das células animais [11]. O citoplasma constitui um ambiente “agressivo” para o Ac, pois
num ambiente redutor as ligagdes dissulfureto dos dominios Vy e V. do Ac nao se formam
[11, 14, 22, 23]. Consequentemente, o Ac pode ter dificuldade em adquirir a configuragao
correcta e, a solubilidade, a expressado e o tempo de meia-vida dos Ac podem diminuir [14].
Estes problemas podem impedir a utilizagcao destes Ac em terapia génica, dado que também
poderao afectar a capacidade de neutralizar o Ag [11]. Para ultrapassar estas limitagoes,
investigadores e empresas de biotecnologia tém desenvolvido esforgos para implementar
novas estratégias que permitam seleccionar Ac cada vez mais pequenos, robustos e com

propriedades neutralizantes em ambiente redutor.

1.7 Técnicas para detectar as interac¢coes entre duas proteinas

Desde 1985 e 1989, com o aparecimento de técnicas como o phage display e o sistema
two-hybrid, respectivamente, as interac¢des entre proteinas tém vindo a ser muito
estudadas e tém surgido novas técnicas para o estudo destas interacgbes. Estas técnicas
tém utilidade ao nivel da selecgdo de anticorpos, dado que, as interac¢des entre Ac e Ag

sdo somente uma variagao das interacg¢des proteina-proteina.



As técnicas utilizadas no estudo das interaccdes entre proteinas podem ser realizadas
totalmente in vitro ou apresentarem pelo menos um passo in vivo (Tabela 7.1 em anexo). No
primeiro grupo incluem-se técnicas como o ribosome display [24-26], o RNA display [24-26]
e o DNA display [27]. Do ultimo grupo, fazem parte técnicas como o phage display [19, 28,
29], os sistemas two-hybrid (em levedura [3, 30] ou em bactéria [31]), o cell display [32, 33] e
os ensaios de complementacao proteica (PCA) [34, 35]. Porém, as técnicas mais utilizadas
para a seleccao de anticorpos, face a um dado Ag, sdo o phage display e os sistemas two-
hybrid, onde o genétipo (gene do Ac) e o fendtipo (Ac expresso) se encontram interligados.

Na técnica de phage display [29] (Fig. 7.2 em anexo), o DNA que codifica o Ac
(normalmente scFv) é clonado num fagemidio, em fusdo com o gene que codifica a proteina
plll do bacteridfago M13. Apds a expressao, a proteina de fusdo é incorporada em novas
particulas fagicas que se vao formando no interior da bactéria. Essas novas particulas
fagicas, que apresentam a proteina de fusdo a superficie, contém o material genético que a
codifica. Esta ligacdo entre gendtipo e fendtipo permite um enriquecimento de fagos
especificos. Para enriquecer essa populacao de fagos realizam-se ciclos de selecgédo, em
que o Ag se encontra imobilizado numa superficie e os fagos sdo posteriormente ai
adicionados. Assim, fagos que apresentem a superficie Ac relevantes ficardo retidos,
enquanto que os restantes serdao removidos por lavagem. Os fagos que se ligaram podem
ser recuperados e utilizados para re-infectar bactérias de modo a poderem multiplicar-se
para posteriores selecgdes de enriquecimento [9, 36].

O sistema two-hybrid € uma técnica que consiste na co-expressdo, numa dada célula,
de duas proteinas hibridas que, se interagirem, restauram um fendétipo e/ou uma marca de
seleccdo. Stanley e Fields (1989) introduziram esta técnica [3], baseando-se nas
propriedades da proteina GAL4 de levedura. Esta proteina pode ser separada em dois
dominios, um responsavel pela ligagcdo ao DNA e o outro pela activagédo da transcrigéo.
Assim, plasmidios que codifiquem duas proteinas hibridas, uma constituida pelo dominio de
ligacdo ao DNA GAL4 em fusao com uma proteina “X”, e outra constituida pelo dominio de
activacao da transcricdo GAL4 em fusdo com uma proteina “Y”, podem ser construidos e
introduzidos nas células de levedura. Se houver interacgao entre as proteinas “X” e “Y”, os
dois dominios da proteina GAL4 interagem e ocorre a activacdo da transcricao de um gene
reporter que contém um local de ligagao que é reconhecido pela proteina GAL4 [1, 3, 37]. O
sistema foi inicialmente pensado para ser utilizado em levedura, no entanto, para superar
algumas desvantagens (Tabela 7.1 em anexo), muitos autores comegaram a utilizar este
tipo de sistema em bactérias, nomeadamente em E.coli [38-45]. Os sistemas two-hybrid
realizados em bactérias sdo mais simples, dado que estes organismos nao tém
compartimentos celulares e as suas proteinas ndo apresentam homologia suficiente para

interferirem com as proteinas em estudo. Por outro lado, a eficiéncia de transformacao do



DNA é superior a verificada em levedura [38].

Desde 1995 que os sistemas two-hybrid em bactérias se tém multiplicado. Esses
sistemas sao baseados em repressores transcricionais hibridos [46], na formacado de ansas
de DNA [47], no recrutamento da RNA polimerase [48], nos activadores ToxR hibridos [49] e
na reconstituicdo da cascata de sinalizagdo do cAMP [43].

No entanto, quer na técnica de phage display, quer nos sistemas two-hybrid referidos, a
orientacao espacial do Ac face ao Ag encontra-se comprometida, dado que o Ac se encontra
em fusdo com outra proteina. Neste sentido, seria ideal desenvolver um novo método em
que o Ac pudesse ser expresso sem que estivesse ligado a uma proteina, de modo a que a
seleccao do Ac contra um dado Ag nao fosse afectada pela orientacao espacial do Ac.

Tendo em consideracao a informagao contida nos paragrafos anteriores e o artigo de
McGinness et al. (2006) [50], surgiu a ideia de desenvolver um novo sistema two-hybrid
bacteriano, baseado na manipulagdo da via de degradacao ClpXP, de modo a ser possivel
detectar fortes interac¢des entre duas proteinas.

McGinness et al. (2006) [50], demonstraram que é possivel controlar o processo de
degradacao, pelo sistema CIpXP, de proteinas com o sinal ssrA. Ou seja, estes autores, por
técnicas de biologia molecular, introduziram varias modificagbes no sinal ssrA, de modo a
descobrirem qual a sequéncia que tornava o processo de degradagdo de uma proteina mais
dependente do facto de esse sinal ser reconhecido por uma proteina adaptadora (neste
caso, a proteina SspB - stringent starvation protein B) [50]. No entanto, verificaram que o
sinal mais eficaz foi o DAS+4, cuja sequéncia proteica € AANDENYSENYADAS e que tem
dois locais de reconhecimento, um para a proteina SspB (AANDENY) e outro para o sistema
de degradacédo CIpXP (DAS). Para comprovar que este processo ocorre (Fig. 7.3 em
anexo), estes investigadores utilizaram a bactéria X90 sspB::kan, o plasmidio pTrc99A, que
apo6s inducdo com IPTG (isopropil B-D-1-tiogalactopirandsido) expressa o repressor Arc
(proteina do fago P22) em fusdo com a sequéncia DAS+4 e o plasmidio pCH410-SspB-SD1,
que apo6s indugao com arabinose expressa a proteina SspB. Esta bactéria foi transduzida
com o préfago AAC201 que tem na sua constituigdo o promotor Panr, que regula a
expressao dos genes de resisténcia ao cloranfenicol e da B-galactosidase e, é reprimivel
pelo repressor Arc. Assim, verificou-se que se a proteina Arc-DAS+4 existir na presenca da
proteina SspB, esta reconhece o sinal DAS+4 e direcciona a proteina Arc-DAS+4 para
degradacéo, pelo sistema ClpXP. Deste modo, o repressor Arc deixa de exercer a sua
funcdo sob o promotor Pant, € consecutivamente a bactéria adquire resisténcia ao
cloranfenicol e ha actividade da 3-galactosidase [50].

Tendo estes dados em consideracdo, pensou-se entdo na construcdo de um sistema
two-hybrid com possivel aplicacdo na selecgao de anticorpos intracelulares especificos para

um dado antigénio. Nesse sentido (Fig. 1.4), no plasmidio pTrc99A teriamos o repressor Arc



em fusdo com o Ag e o Ac em fusao com a sequéncia DAS+4. Ambas as proteinas seriam
expressas de um modo bicistronico a partir do promotor P, apés a indugao com IPTG. Se
houvesse interacg¢ao entre o0 Ag e o Ac e se a proteina SspB estivesse a ser expressa, entdo
o complexo de interac¢ao iria para degradagdo e a bactéria adquiriria resisténcia ao

cloranfenicol e haveria actividade da p-galactosidase.
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Fig. 1.4 — Modelo da degradacao para detectar interacgdes entre anticorpo e antigénio. Neste
sistema, o Ag é expresso em fusdo com o repressor Arc e o Ac em fusdo com o sinal de degradagao
DAS+4. Se existir interacgdo entre o Ac e o Ag na presenca da proteina SspB, esta liga-se ao sinal e
desloca o complexo Arc-Ag-AcDAS+4 do promotor Pant. LOgo, todo o complexo é levado para o
sistema de degradacéo CIpXP e a transcricdo a partir do promotor Pyt pode ocorrer, pelo que a
bactéria se torna resistente ao cloranfenicol. Abreviaturas: Ac, anticorpo; Ag, antigénio; cat, gene de
resisténcia ao cloranfenicol; lacZ, gene que codifica a 3-galactosidase.
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Para validar este sistema utilizaram-se proteinas que ja se sabia que interagiam. Deste
modo, estudaram-se interacgbes entre leucine zippers (Zip) [40], e entre o anticorpo
intracelular scFv 4BL e a proteina Vif do VIH-1 [19]. As interac¢des entre proteinas Zip foram
utilizadas como controlo positivo para validar o novo sistema, dado que se sabe [40, 51] que
estas proteinas interagem com elevada afinidade e que, por essa razdo, ja foram usadas
noutros sistemas de interacgao proteina-proteina como controlos positivos.

O Ac scFv 4BL foi isolado de uma biblioteca gendmica de scFv, construida a partir da
medula dssea de coelhos imunizados com a proteina Vif (proteina do VIH-1, essencial para
a completa sintese de DNA proé-viral, apos a entrada do virus na célula) [19]. Sabe-se que
este scFv apresenta uma afinidade de ligagao a proteina Vif na ordem dos nM (dados nao
publicados do laboratério do Prof. Doutor Jodo Gongalves), sendo, por isso, particularmente

relevante o estudo desta interac¢do, no contexto do sistema proposto nesta dissertacéo.

1.8 Objectivo do estudo

O objectivo da presente dissertagdo de Mestrado consiste no desenvolvimento de um
sistema de interacgao proteina-proteina, em ambiente redutor (citoplasma bacteriano), com
aplicagdo na selecgdo de anticorpos intracelulares capazes de reconhecer antigénios
citoplasmaticos. Esse sistema sera baseado na manipulagéo da via de degradagao proteica
ClpXP.



2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Bactérias, plasmidios e primers

A estirpe de E.coli TOP10F’ foi utilizada para confirmar se as construgdes plasmidicas
estavam correctas. A estirpe de E.coli X90 sspB::Kan foi utilizada para testar e validar o
novo sistema two-hybrid. As caracteristicas das estirpes bacterianas e dos plasmidios
utilizados neste trabalho encontram-se na Tabela 8.3, em anexo. Os primers que foram
utilizados para construir os plasmidios referidos na Tabela 8.3 encontram-se descritos na

Tabela 8.4, em anexo.

2.2 Isolamento, manipulacdo de DNA e transformacgao de estirpes bacterianas

O DNA plasmidico foi extraido de E.coli, utilizando o Jetquick Plasmid Miniprep Spin Kit
(Genomed). As digestbes enzimaticas, as ligacbes de DNA com a enzima T4 DNA ligase e
as amplificagdes por reacgdo de polimerizacdo em cadeia (PCR) com a enzima Taqg DNA
polimerase, foram realizadas de acordo com as condi¢cbes recomendadas pelos respectivos
fornecedores (Tabela 8.2 em anexo). Os fragmentos resultantes das diferentes digestdes
enzimaticas foram separados por electroforese em gel de agarose de baixo ponto de fusao
(Bioron), extraidos e purificados com o Jetquick Gel Extraction Spin Kit (Genomed). A
introducdo do DNA plasmidico nas diferentes estirpes de E.coli foi efectuada por
electroporacdo. O DNA a electroporar foi misturado com 40uL de células competentes de
E.coli, em cuvetes com 0,1cm de distancia entre os eléctrodos. O electroporador (Gene
Pulse-Biorad) foi regulado para uma voltagem de 1,8 kV e 200Q de resisténcia paralela.
Apds a descarga do respectivo impulso, adicionaram-se 500uL de meio SOC a cuvete,
retiraram-se as células e estas foram incubadas a 37°C, durante 1 hora. Em seguida, as

células foram plagueadas em meio de cultura selectivo.

2.3 Solugodes, meios e condigées de cultura das estirpes bacterianas

A composicao das solugdes PBS e TBS e dos meios LB e SOC encontra-se descrita no
manual de laboratério “Molecular Cloning”, de Sambrook e Russell (2001) [52].

Para a selecgao de transformantes, as bactérias TOP10F’ foram cultivadas a 37°C, com
agitacéo, em meio LB. Nos ensaios referentes a validagdo do sistema em estudo, o meio de
cultura utilizado para o crescimento das bactérias X90 sspB::Kan foi também o meio LB.
Para o isolamento das estirpes, as células bacterianas foram plaqueadas em meio sélido LB

com 1,2% de Bacto Agar (LB-agar). Aos meios de cultura foram adicionados os antibiéticos



especificos para a selecgao das estirpes e das construgdes desejadas (descritos na Tabela

8.1 em anexo).

2.4 Construgdao de plasmidios

A base deste trabalho é o plasmidio pTrc99A (Arc-Das), dado que, foi a partir deste
plasmidio que foram feitas todas as outras construgbes plasmidicas, necessarias para
validar o sistema em estudo.

Para a construgao do plasmidio Arc-Vif utilizaram-se os primers R1-Arc-F, Arc-R, Vif-F-
Fusao-Arc e Vif-Myc-xho-R (Tabela 8.3). O primeiro par de primers, acima referido, foi usado
para amplificar o fragmento Arc, a partir do plasmidio Arc-Das, e o segundo par foi usado
para amplificar o fragmento Vif, a partir do DNA do VIH-1. Estas amplificacbes foram feitas
de acordo com o seguinte programa: 1 ciclo a 94°C durante 2 minutos, seguido de 30 ciclos
incluindo desnaturagédo a 94°C durante 15 segundos, hibridagdo a 60°C (Arc) ou 58°C (Vif)
durante 30 segundos e extensdo das cadeias a 72°C durante 90 segundos e ainda 1 ciclo
de extensdo prolongada a 72°C durante 10 minutos. Os fragmentos obtidos foram
purificados e utilizados para a realizacao de um PCR overlap em que os primers utilizados
foram R1-Arc-F e Vif-Myc-xho-R. Esta técnica de PCR overlap foi possivel, dado que estes
primers tém uma regido de complementaridade entre si. Para a realizagdo do PCR overlfap,
preparou-se uma mistura de todos os componentes necessarios a amplificagdo por PCR,
exceptuando os primers. Assim, primeiro fez-se a amplificacdo por PCR, utilizando o
programa que inclui 1 ciclo a 94°C durante 2 minutos, seguido de 8 ciclos de desnaturagao
durante 15 segundos, hibridagdo a 60°C durante 30 segundos e extensao das cadeias a
72°C durante 90 segundos. Apds esta etapa, adicionaram-se os primers e utilizou-se o
mesmo programa, embora se realizassem 30 ciclos, apds o primeiro ciclo a 94°C, e a
temperatura de hibridagao tenha sido de 58°C. Depois de purificado, o fragmento Arc-Vif e o
vector Arc-Das foram digeridos com as enzimas EcoRI e Xhol. A digestdo com estas
enzimas retirou do vector a sequéncia Arc-Das. Apds a digestao e purificagcdo, o fragmento e
o vector foram ligados pela enzima T4 DNA ligase.

Na construcdo do plasmidio Arc-Vif-4BLDas utilizaram-se os primers 4BL-Das-F-xho e
4BL-R-Das (Tabela 8.3). Este ultimo tem a sequéncia sinal DAS+4. O programa de PCR
utilizado na amplificagdo do scFv 4BLDas, a partir do pCDNA3.1-4BL, foi igual ao da
amplificacdo do fragmento Arc, com uma unica diferengca a nivel da temperatura de
hibridagado, que foi de 56°C. O fragmento depois de purificado e digerido com as enzimas
Xhol e Kpnl, foi clonado no plasmidio Arc-Vif, também digerido com as mesmas enzimas.

Na construgcéo do plasmidio Arc-Vif-4BL, os primers utilizados foram o 4BL-Das-F-xho e
0 4BL-R-Kpn (Tabela 8.3). Este ultimo ndo tem a sequéncia do sinal DAS+4. O scFv 4BL foi



também amplificado a partir do pCDNA3.1-4BL. O programa utilizado para esta amplificacao
foi o referido para a amplificacdo do gene da proteina Arc. Apés purificagao, este fragmento
foi digerido com as enzimas Xhol e Kpnl e clonado no plasmidio Arc-Vif, também digerido
por estas enzimas.

Para a construcao do plasmidio Arc-Zip-ZipApobecDas, amplificou-se primeiro o gene
que codifica a proteina ZipApobec com os primers Zip-Sfi-F e R-Ap-Sfi (Tabela 8.3). O
programa de PCR utilizado foi o descrito para a amplificacao do gene da proteina Vif. Este
fragmento depois de purificado e digerido pela enzima Sfil foi clonado no plasmidio Arc-Vif-
4BLDas, também digerido com esta enzima. O fragmento Arc-Zip foi obtido por realizagao
de PCR overlap, de modo semelhante ao realizado para o fragmento Arc-Vif, embora as
temperaturas de hibridacdo tenham sido diferentes. Para a amplificagdo do fragmento Arc,
com os primers R1-Arc-F e Arc-R-Zip, a temperatura foi de 58°C e para o fragmento Zip,
envolvendo os primers Zip-Arc-F e Zip-R-Cla, foi de 60°C. Para a realizacdo de PCR overlap
Arc-Zip a temperatura de hibridagao utilizada durante os 8 e os 30 ciclos foi de 60°C. Apés a
purificacdo do fragmento Arc-Zip, este foi digerido com as enzimas EcoRIl e Clal e foi
clonado no plasmidio Arc-Vif-ZipApobecDas, que também foi digerido por estas enzimas,

obtendo-se entdo o plasmidio Arc-Zip-ZipApobecDas.

2.5 Ensaio de avaliagao em placa da resisténcia ao cloranfenicol

As bactérias utilizadas para validar este sistema two-hybrid, E.coli X90 sspB::Kan,
foram transformadas com o plasmidio CH410-SspB-SD1, passando a designar-se
X90+SspB.

Os procedimentos apresentados neste capitulo sao relativos aos métodos ja
optimizados.

Para os ensaios em placa, as bactérias X90+SspB foram transformadas com 50ng de
DNA plasmidico. Apds a transformacgao, adicionaram-se a cuvete de electroporagédo 500uL
de meio SOC, retiraram-se as células e estas foram incubadas 1 hora, a 30°C com agitacao.
Em seguida, adicionaram-se 100mL de meio LB e as bactérias foram incubadas, por mais 1
hora, a 25°C. Apds a adicédo de 100mL de meio LB com 50ug/mL de canamicina (Kan),
100ug/mL de ampicilina (Amp), 20ug/mL de tetraciclina (Tet) e 50ug/mL de IPTG,
incubaram-se, de novo, as bactérias a 25°C durante 1 hora. Depois, adicionaram-se os
restantes volumes dos antibidticos ja adicionados, de modo a que a sua concentracgao final
no meio fosse de 50ug/mL de Kan, 100ug/mL de Amp, 20ug/mL de Tet e 50ug/mL de IPTG.
As bactérias foram depois incubadas a 25°C, até a cultura em crescimento atingir uma

densidade optica (D.O.) de 0,5-0,7. Nessa altura, diluiu-se a cultura em 10mL de meio LB,



com os mesmos antibidticos e IPTG, nas concentragdes ja referidas, de modo a ficar com
uma D.O. de 0,04. Depois, incubou-se a cultura a 37°C até se atingir um crescimento com
uma D.O. de 0,3-0,4. Em seguida, dividiu-se a cultura em duas partes iguais e uma foi
induzida com arabinose (Ara) a 0,2%. Ambas foram entdo incubadas a 37°C, durante 90
minutos. Posteriormente, fizeram-se diluicbes destas culturas e plaquearam-se 100uL
destas diluicbes em placas de LB-agar com 100ug/mL de Amp, 20ug/mL de Tet e 200ug/mL

de cloranfenicol (Clo). Essas placas foram incubadas a 37°C durante 16 horas. A Fig. 2.1

resume o procedimento acima descrito.

Transformar X90+SspB
comp com 50ng de DNA

\

1h em SOC a 30°C

¥

Adicionar 100mL LB e por
a crescer a 25°C

¥

Adicionar 100mL LB + Kan +
Amp + Tet + IPTG

—>  Diluir cultura para D.O.qy, = 0,04

v

Crescimento a 37°C até D.O.4y, = 0,3-0,4

v

Induzir com Ara 0,2%

¥

Crescimento a 37°C
durante 90min

¥

\l/ Plaquear em placas de LBagar
Adicionar Kan + Amp + com Amp+Tet+Cloyg
Tet + IPTG
Crescimento a 25°C até
D.0.5y0 =0,5-0,7

Fig. 2.1 — Representacdo esquematica do procedimento dos ensaios em placa. Abreviaturas:
Amp, ampicilina; Ara, arabinose; Clo, cloranfenicol; comp, competentes; D.O., densidade 6ptica;
IPTG, isopropil-B-D-1-tiogalactopirandsido; Kan, canamicina; Tet, tetraciclina.

2.6 Ensaio de avaliagao da actividade da B-galactosidase

O procedimento para a realizagdo deste ensaio foi analogo ao descrito para o ensaio
em placa mas, apdés a indugdo com arabinose, foram retiradas em tempos diferentes,
amostras de 2,5mL de cultura, que foram centrifugadas a 4000rpm durante 15 minutos. O
sobrenadante foi rejeitado e o sedimento ressuspendido em 500uL de PBS (1x) com anti-
proteases (Roche). As amostras foram congeladas a -80°C, até serem usadas.
Posteriormente, foram colocadas num banho de sonicagao durante 30 minutos, de modo a
lisar as bactérias. Depois centrifugaram-se a 4000rpm durante 30 minutos e o sobrenadante
(lisado) foi guardado.

Para verificar a actividade da B-galactosidase, a quantidade de proteinas no lisado foi
quantificada, utilizando o método de Bradford (Biorad), e fez-se reagir, numa placa de ELISA
de 96 pocgos, 50ug de proteina total com 40ug/mL de substrato X-Gal (Q-Biogene). Se a (-
galactosidase estiver activa, degrada o substrato X-Gal, e a reacgao é registada, fazendo-se

leituras regulares da absorvancia a um comprimento de onda de 405nm. Cada amostra foi



feita em triplicado na placa. A Fig. 2.2 resume todo este procedimento.

Transformar X90+SspB —>  Diluir cultura para D.O.g,, = 0,04
comp com 50ng de DNA \l/
\l/ Crescimento a 37°C até D.O.4y, = 0,3-0,4
1h em SOC a 30°C \l/
\l/ Induzir com Ara 0,2%
Adicionar 100mL LB e por
a crescer a 25°C \l/
\l/ Retirar amostras a tempos diferentes
Adicionar 100mL LB + Kan + \l/
Amp + Tet + IPTG Centrifugar as amostras e ressuspender em
\l/ 500pL de PBS1x com anti-proteases
Adicionar Kan + Amp + \l/
Tet+IPTG Lisar as bactérias em banho de sonicagédo
Crescimento a 25°C até Ensaio em placa de ELISA com
D.0.gg =0,5-0,7 50ug de proteina e 20ul de X-Gal

Fig. 2.2 — Representagdao esquematica do procedimento para os ensaios de avaliagdo da
actividade da B-galactosidase. Abreviaturas: Amp, ampicilina; Ara, arabinose; Clo, cloranfenicol;
comp, competentes; D.O., densidade 6ptica; IPTG, isopropil-B-D-1-tiogalactopirandsido; Kan,
canamicina; Tet, tetraciclina.

2.7 Ensaio de avaliagao da expressdo das proteinas apoés indugdo da proteina
SspB

Os ensaios de avaliacao da expressdo permitem-nos analisar a degradacido das
proteinas, por SDS-PAGE e Western Blot. O procedimento para estes ensaios é semelhante
ao descrito para o ensaio de avaliagao da actividade da p-galactosidase, no entanto, apos a
indugdo com arabinose foram retiradas, em tempos diferentes, amostras de 1mL de cultura.
Estas, foram normalizadas para uma D.O. de 0,4 e centrifugadas a 4000rpm durante 15
minutos. O sobrenadante foi rejeitado e o sedimento ressuspendido em 40uL de tamp&o UL
[50] e 20uL de tampao SDS [50]. A Fig. 2.3, na pagina seguinte, resume este procedimento.
As amostras foram depois congeladas a -80°C, e antes de serem utilizadas para analise por
SDS-PAGE e Western Blot foram fervidas a 95°C durante 5 minutos [50]. As técnicas de
SDS-PAGE e Western Blot foram realizadas de acordo com protocolos ja descritos [52].
Apoés a transferéncia das proteinas, as membranas foram lavadas com 0,1% de Tween-20
em TBS (TBS-T) e depois bloqueadas, com 5% de leite diluido em TBS-T, durante 1 hora
com agitagdo e a temperatura ambiente. Em seguida, as membranas foram lavadas, com
TBS-T, e adicionaram-se os respectivos anticorpos, anti-HA e anti-c-myc (Tabela 8.5 em
anexo). Depois de incubadas durante 1 hora, com agitacdo, a temperatura ambiente, as
membranas foram lavadas, de novo, com TBS-T. As proteinas foram detectadas utilizando
os reagentes ECL (Amersham Biosciences) ou Femto (Pierce) e os filmes da Amersham

Biosciences.



Transformar X90+SspB —>  Diluir cultura para D.O.g, = 0,04

comp com 50ng de DNA \l/
\l/ Crescimento a 37°C até D.O .4y, = 0,3-0,4
1h em SOC a 30°C \l/

\l/ Induzir com Ara 0,2%
Adicionar 100mL LB e por
a crescer a 25°C \l/

\l, Retirar amostras em tempos diferentes e
normalizé-las para uma D.0.4,,=0,4
Adicionar 100mL LB + Kan +
Amp + Tet + IPTG ‘l’
\l/ Centrifugar as amostras e
ressuspendé-las em 40uL de Ul
Adicionar Kan + Amp + buffer e 20uL de SDS buffer
Tet + IPTG \l/

v

Crescimento a 25°C até
D.O.gpo = 0,5-0,7

SDS-PAGE e Western blot

Fig. 2.3 — Representagcao esquematica do procedimento para os ensaios de avaliagdo da
expressao. Abreviaturas: Amp, ampicilina; Ara, arabinose; Clo, cloranfenicol; comp, competentes;
D.O., densidade optica; IPTG, isopropil-B-D-1-tiogalactopirandsido; Kan, canamicina; Tet, tetraciclina.



3. RESULTADOS

3.1 Construgdes plasmidicas

Para a realizacdo deste trabalho foram construidos plasmidios (p) derivados do
plasmidio pTrc99A (Tabela 7.3 em anexo), tal como descrito no capitulo de materiais e

metodos. Estes plasmidios estdo representados esquematicamente na Fig. 3.1.

PArc-Das e Ptrc NG HiS, |DASHA jm
PATC-VIF me{ Ptrc

pArc-Vif4BL === Ptrc

| DAS+4 fos

pArc-Zip-ZipApobecDas === Ptrc ZIp | c-myc i b HA |[DAS+4

Fig. 3.1 — Representaciao dos plasmidios utilizados na optimizagcdao do novo sistema two-
hybrid. No pArc-Das, o repressor Arc esta em fusdo com o sinal 6 histidinas e o sinal DAS+4; no
pArc-Vif o repressor Arc esta em fusdo com a proteina Vif que tem o sinal c-myc; no pArc-Vif-4BL, o
repressor Arc esta em fusao com a proteina Vif e o scFv 4BL em fusdo com o sinal HA; no pArc-Vif-
4BLDas o repressor Arc encontra-se em fusao com a proteina Vif e o scFv para além de estar em
fusdo com o sinal HA também esta em fusdo com o sinal DAS+4; no pArc-Zip-ZipApobecDas, o
repressor Arc esta em fusdo com a proteina Zip com o sinal c-myc e a proteina ZipApobec em fusao
com os sinals HA e DAS+4. Abreviaturas: Py, promotor trc; RBS, local de ligagéo do ribossoma.

pArc-Vif-4BLDAS === Ptrc

RES

3.2 Optimizacao do novo sistema two-hybrid bacteriano

A optimizacdo deste novo sistema two-hybrid foi realizada tendo em consideracao
dados ja conhecidos sobre as interac¢des entre o scFv 4BL e a proteina Vif do VIH-1 [19], e
as interacgbes entre as proteinas Zip (leucine zippers) [40, 51]. Atendendo aos resultados
descritos por McGuinness et al. (2006) [50], seria de esperar, que no ensaio em placa,
obtivéssemos coldnias resistentes ao cloranfenicol nas bactérias transformadas com os
plasmidios Arc-Das, Arc-Vif-4BLDas e Arc-Zip-ZipApobecDas. As bactérias transformadas
com os plasmidios Arc-Vif e Arc-Vif-4BL n&o deveriam crescer em placas de LB-agar com
cloranfenicol. Nos ensaios para avaliar a actividade da (-galactosidase, deveriamos obter
valores mais elevados nas bactérias que foram transformadas com os plasmidios Arc-Das,
Arc-Vif-4BLDas e Arc-Zip-ZipApobecDas. Nos ensaios de avaliagdo da expressao
deveriamos detectar por Western blot a degradagédo das proteinas, quando os plasmidios
utilizados fossem Arc-Das, Arc-Vif-4BLDas e Arc-Zip-ZipApobecDas. Sendo assim, a
construcao Arc-Das funcionaria como controlo positivo do sistema de degradacéao (resultado
ja verificado por McGuinness et al.(2006) [50]); a construgdo Arc-Zip-ZipApobecDas como
controlo positivo do sistema de interacgdo proteina-proteina; a construgcao Arc-Vif como

controlo negativo do sistema de degradagao, dado que ndo apresenta a sequéncia DAS+4;



a construgao Arc-Vif-4BL como controlo negativo do sistema de interacgdo proteina-
proteina; e, a construgcao Arc-Vif-4BLDas seria a construcdo em estudo no sistema de
interaccao proteina-proteina. Os resultados esperados encontram-se referidos na Tabela
3.1.

Tabela 3.1 — Resultados esperados

CATR Actividade da B-Gal Degradagao

pArc-Das + + +
pArc-Vif - - -
pArc-Vif- 4BLDas + + +
pArc-Vif- 4BL - - -
pArc-Zip-ZipApobecDas + + +

O ensaio em placa é avaliado pela resisténcia ao cloranfenicol (CATR) em que “+” significa que

crescem coldnias de bactérias em placas LB-agar com cloranfenicol e “—* significa que n&o crescem
colonias. Na avaliacdo da actividade da [-galactosidase (3-Gal) “+” significa que ha actividade desta
enzima e “-—“ que a actividade enzimatica é baixa. Nos ensaios de avaliagdo da expressao
(degradacao), “+” significa que, por Western Blot, se detecta a degradagédo das proteinas pelo seu
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desaparecimento, “—“ significa que ndo se detecta a degradagao das proteinas.

Assim, para optimizar o sistema, varias experiéncias foram realizadas no sentido de se
obter os resultados esperados. E de referir que, nem todos os plasmidios foram usados nos
diferentes passos de optimizacao do sistema.

Tendo em consideragcado o procedimento descrito por McGuinness et al. (2006) [50],
para as experiéncias em meio liquido, os passos que foram optimizados nos trés tipos de
ensaios descritos no capitulo de materiais e métodos, estéo relacionados com:

- 0 comecgo dos ensaios, a partir de colénias de bactérias isoladas ou do total de
bactérias transformadas;

- a concentragao de IPTG, antes e depois da diluicdo da cultura;

- 0 processo de adicido dos antibidticos, apds a transformacgao das bactérias;

- a temperatura de crescimento utilizada apds a diluicao da cultura;

- a percentagem de arabinose usada para induzir a expressao da proteina SspB,;

- o tempo de incubacgao até plaqueamento, apds indugao com arabinose;

- a concentracao de cloranfenicol e a presenca de arabinose nas placas de meio LB-

agar.

3.2.1 Colodnias isoladas ou populagao total de bactérias transformadas

Como o objectivo de desenvolver este sistema se prendia com a sua posterior utilizagao
para a selecgéo de Ac a partir de bibliotecas de Ac, optou-se por utilizar toda a populagao de
bactérias transformadas, caso contrario teria de se repicar cada coldnia que crescesse em

placa e realizar todos os ensaios (placa, SDS-PAGE, Western blot e validacdo da actividade



da B-galactosidase) para cada colodnia individualmente. Assim, a transformacgéo dos 40uL de
bactéria X90+SspB com 50ng de DNA plasmidico e a utilizagdo de toda essa populagao nos

ensaios subsequentes tornou o processo de selecgdo mais rapido.

3.2.2 Concentragao de IPTG antes e depois da diluicdao da cultura

No artigo em que nos baseamos [50], a concentracdo de IPTG usada, antes e apos a
diluicdo, foi de 50pg/mL mas, no sentido de tentarmos obter melhores resultados, testaram-
se outras concentragdes de IPTG. Os resultados referentes a esses testes encontram-se na
Tabela 3.2.

Tabela 3.2 — Resultados obtidos para as diferentes concentragdes de IPTG antes e depois do
crescimento a 25°C

[IPTG] antes da diluigdo (ug/mL) 0 10 25 50 100 150
[IPTG] apds diluigao (ug/mL) 50 50 25 50 100 150
pArc-Das 151-350 151-350 151-350  151-350 51-150 51-150
pArc-Vif 151-350 1-50 n.t. 1-50 n.t. n.t.
pArc-Vif-4BLDas 151-350 51-150 n.t. 151-350 n.t. n.t.
pArc-Vif-4BL 151-350 51-150 n.t. 51-150 n.t. n.t.

Os resultados referem-se ao numero de colénias bacterianas que cresceram em placas de LB-agar
com cloranfenicol. “n.t.” significa que essas constru¢des nao foram testadas.

Pela analise da tabela e tendo em consideracao os resultados esperados (Tabela 3.1),
concluiu-se que a melhor concentragdo de IPTG a usar, antes e apds o crescimento das

bactérias a 25°C, era de 50ug/mL.

3.2.3 Processo de adigao de antibidticos e IPTG apés a transformacgao

No estudo de McGuinness et al. (2006) [50], os antibiéticos e o IPTG sao adicionados
logo no inicio da experiéncia. No entanto, verificou-se que, no nosso caso, a capacidade de
crescimento das bactérias X90+SspB, quando transformadas com plasmidios utilizados
neste estudo, diminuia quando adicionavamos os antibiéticos e o IPTG logo apds a
incubacdo de 1 hora a 30°C em meio SOC. Entado, optou-se por adicionar o meio, os
antibiéticos e o IPTG de um modo gradual, um procedimento semelhante ao utilizado na
técnica de phage display [29].

Assim, apods a incubacéo inicial adicionaram-se 100mL de meio LB, seguindo-se uma
hora de incubagao a 25°C, ao fim da qual se adicionaram 100mL de meio LB com 50ug/mL

de Kan, 100ug/mL de Amp, 20ug/mL de Tet e 50ug/mL de IPTG. Incubou-se entdo por mais



1 hora a 25°C e depois adicionaram-se os restantes volumes de antibiéticos e IPTG, de
modo a que os 200mL de volume final de cultura tivessem 50ug/mL de Kan, 100ug/mL de
Amp, 20ug/mL de Tet e 50ug/mL de IPTG. A cultura foi depois incubada a 25°C até atingir a
uma D.O.g90 = 0,5-0,7.

3.2.4 Temperatura de crescimento apés a diluicao da cultura

A temperatura utilizada por McGuinness et al. (2006) [50] para o crescimento da cultura
apos a diluigao foi de 37°C. No entanto, como o sistema em estudo apresenta fusdes entre
duas proteinas e esta dependente da existéncia ou ndo de uma interacgao, é necessario ter
em atengdo que as proteinas podem nao adquirir a sua conformacao ideal a 37°C. Nesse

sentido, o sistema foi também testado a 30°C. Os resultados encontram-se na Tabela 3.3.

Tabela 3.3 — Resultados obtidos para as temperaturas de 30 e 37°C, apés a diluigdo da cultura

Temperatura (°C) 30 37
pArc-Das 51-150 >350
pArc-Vif 1-50 1-50
pArc-Vif-4BLDas 151-350 151-350

Os resultados referem-se ao numero de colénias bacterianas que cresceram em placas de LB-agar
com cloranfenicol.

Analisando a Tabela 3.3, verifica-se que os melhores resultados sdo obtidos quando a

cultura é crescida a 37°C, apés a diluigéo.

3.2.5 Concentragao de arabinose usada para induzir o promotor Pgap

A proteina SspB, no sistema em estudo, é expressa a partir do promotor Pgap. Sendo
este promotor indutivel por arabinose foi também testada a melhor concentragcdo (em
percentagem) de arabinose a utilizar neste estudo. As concentragdes estudadas foram de

0,05%, 0,1% e 0,2% e os resultados encontram-se discriminados na Tabela 3.4.

Tabela 3.4 — Resultados obtidos para as diferentes percentagens de arabinose testadas

Arabinose (%) 0,05 0,1 0,2
pArc-Das 51-150 51-150 151-350
pArc-Vif 1-50 1-50 1-50

Os resultados referem-se ao numero de colonias bacterianas que cresceram em placas de LB-agar
com cloranfenicol.



Com base nestes resultados, pode-se afirmar que a melhor percentagem de arabinose

a usar ¢ de 0,2%, a mesma descrita por McGuinness et al. (2006) [50].

3.2.6 Tempo de incubagao até plaqueamento, apés indu¢ao com arabinose

Nas experiéncias em meio liquido os autores do artigo de McGuinness et al. (2006)
[50], ndo fazem referéncia ao tempo de incubagao da cultura, apés a indugdo com arabinose
e antes de ser plaqueada. Contudo, pelos ensaios de avaliagao da expressao proteica e de
avaliagao da actividade da B-galactosidase, foi possivel inferir que 90 minutos seria o tempo
ideal. No entanto, foram testados diferentes tempos de incubagao da cultura antes do
plagueamento. Os tempos testados foram de 0, 60 e 90 minutos logo apés a indugdo com

arabinose. Os resultados encontram-se na Tabela 3.5.

Tabela 3.5 — Resultados obtidos no ensaio para determinar qual o melhor tempo de incubacgao,
apos indugdo com arabinose e antes de plaquear

Tempo (minutos) 0 60 90
pArc-Das 51-150 151-350 >350
pArc-Vif 1-50 1-50 51-150
pArc-Vif-4BLDas 1-50 151-350 >350

Os resultados referem-se ao numero de coldnias bacterianas que cresceram em placas de LB-agar
com cloranfenicol.

Como se pode verificar, os melhores resultados em termos de numero de colénias em

placa foram obtidos incubando a cultura durante 90 minutos, apés indugdo com arabinose.

3.2.7 Concentragao de cloranfenicol e presenc¢a de arabinose nas placas LB-agar

No artigo em que se baseia este sistema [50], as bactérias sdo plaqueadas em placas
de LB-agar com 100ug/mL de Amp, 20ug/mL de Tet, 100ug/mL de Clo e, por vezes, 0,2%
de arabinose. No entanto, testaram-se diferentes concentracbes de cloranfenicol e a
presenga ou auséncia de arabinose, para verificar se 0 background de possiveis interacgoes
inespecificas diminuia. As concentragdes de cloranfenicol testadas foram de 100ug/mL,
200pg/mL, 300ug/mL e 400ug/mL. Os resultados obtidos encontram-se na Tabela 3.6 na

pagina seguinte.



Tabela 3.6 — Resultados obtidos para as diferentes concentragdoes de cloranfenicol em
presenca e auséncia de arabinose

Antibiéticos ATC,, ATC,,Ara ATC,, ATC,,Ara ATC,, ATC,Ara ATC,, ATC,,Ara

pArc-Das 151-350 151-350 151-350 151-350 151-350 151-350 0 0
pArc-Vif 151-350 151-350 1-50 1-50 n.t. n.t. 0 0
pArc-Vif-4BLDas 151-350 151-350 151-350 151-350 n.t. n.t. 0 0
pArc-Vif-4BL 151-350 151-350 51-150 1-50 n.t. n.t. 0 0

Os resultados referem-se ao numero de coldnias bacterianas que cresceram em placas de LB-agar
com cloranfenicol. “n.t.” significa que essas construgdes ndo foram testadas. “A” significa ampicilina;
“T” tetraciclina; “C” cloranfenicol; “Ara” arabinose; e “n.t.” que essas construgdes ndo foram testadas.

Analisando os resultados desta tabela juntamente com os da Tabela 3.1, verifica-se que
a melhor concentragao de cloranfenicol a usar em placa, € de 200ug/mL. Em relagéo a
presenca ou auséncia de arabinose parece nao haver qualquer tipo de diferenca, assim,

optou-se por ndo utilizar arabinose nas placas.

Apoés estas optimizagbes, realizaram-se entdo os diferentes ensaios descritos no

capitulo de materiais e métodos, no sentido de validar o sistema.

3.3 Avaliacao da resisténcia ao cloranfenicol por ensaio em placa

Os resultados deste ensaio encontram-se representados no grafico da Fig. 3.2.
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Fig. 3.2 — Avaliagcdao da resisténcia ao cloranfenicol em placa LB-agar. Estes resultados
correspondem a trés experiéncias realizadas independentemente, relativos a diluicdo 1:1000. “Ara+”
significa que as bactérias foram induzidas com arabinose e “Ara-“ que nao foram induzidas.

A analise deste grafico revela que o sistema two-hybrid baseado na manipulagdo da
degradacao proteica permite avaliar interacgdes entre anticorpo e antigénio e entre

proteinas Zip. O plasmidio pArc-Vif funciona como um bom controlo negativo da



degradacao, o que seria de esperar, dado que esta proteina Arc-Vif, ndo apresenta o sinal
DAS+4 e, por isso, nao pode ser reconhecida pela proteina SspB e conduzida para o
sistema de degradagao. Assim, o repressor Arc reprime o promotor Pant € as bactérias nao
adquirem resisténcia ao cloranfenicol. O plasmidio pArc-Das, como se pdde verificar pelos
resultados apresentados no grafico parece funcionar bem como controlo positivo do sistema
de degradacao, confirmando o descrito por McGuinness et al. (2006) [50]. O plasmidio pArc-
Zip-ZipApobecDas é um bom controlo positivo para interacgdes fortes proteina-proteina. Da
literatura [40] ja se sabia que as interacgdes entre proteinas leucine zippers eram muito
fortes, logo o resultado que estariamos a espera para esta construcao seria o0 aparecimento
de bastantes colénias resistentes ao cloranfenicol aquando da indugao com arabinose, facto
que se veio a confirmar com uma diferengca de quase trés /ogs em relagdo ao controlo
negativo. Em relacdo ao plasmidio pArc-Vif-4BLDas, sabiamos a partida que iriam surgir
colénias resistentes ao cloranfenicol, dado que o scFv 4BL reconhece especificamente a
proteina Vif [19], s6 ndo sabiamos se iriam crescer muitas ou poucas colénias resistentes ao
cloranfenicol. Acabou por se verificar que a interaccdo entre estas duas proteinas é mais
fraca que a verificada para a interacgdo entre as proteinas leucine zippers, dado que o
numero de coldnias resistentes ao cloranfenicol € menor (havendo diferenga de pelo menos
um log). O plasmidio pArc-Vif-4BL foi construido para verificar se o sistema dependia ou ndo
da sequéncia DAS+4. Pelos resultados obtidos nestes ensaios em placa, parece que o
sistema é independente da sequéncia DAS+4, dado que o numero obtido de coldnias
resistentes ao cloranfenicol em bactérias transformadas com os plasmidios pArc-Vif-4BLDas
e pArc-VIf-4BL foi semelhante. E de referir, também, que ndo se verificaram muitas
diferencas, em termos de numero de coldnias resistentes ao cloranfenicol, entre culturas

induzidas ou ndo com arabinose.

3.4 Avaliacao da actividade da B-galactosidase

Este ensaio permite-nos avaliar o grau de repressao que a proteina Arc exerce sob o
promotor Pant. Tal como é descrito por McGuinness et al. (2006) [50], niveis baixos de
actividade de B-galactosidase mostram a existéncia de um elevado nivel de repressao do
promotor Pant por parte da proteina Arc e elevados niveis indicam desrepressdo do
promotor Pant, quando a proteina SspB é induzida. Os resultados obtidos neste ensaio,
encontram-se na Fig. 3.3. Na figura 3.3A encontram-se os graficos de avaliagdo da
actividade da B-galactosidase individualmente em cada plasmidio, de modo a permitir
verificar os efeitos da adi¢gdo ou ndo adi¢cao da arabinose. Os graficos da Fig. 3.3B permitem
comparar o efeito na actividade da B-galactosidase em todas as construgbes, ao mesmo

tempo.
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Fig. 3.3 — Avaliagio da actividade da p-galactosidase. A) Avaliacdo da actividade da [-
galactosidase em cada plasmidio; B) Avaliagdo da actividade da [-galactosidase em todas as
construgdes simultaneamente. Estes resultados de absorvancia foram obtidos aos 60 minutos apéds a
adicao do substrato X-Gal. “Ara+” significa que foi adicionada arabinose a cultura e “Ara-“ que nao foi
adicionada arabinose a cultura. Abreviatura: Abs, absorvancia.

Com base na observagado da figura 3.3A pode-se referir que, com este ensaio se
verificou que as células X90+SspB (Células, no grafico) apresentavam actividade de [3-
galactosidase, tal como era esperado dado que essas células nao foram transformadas com
nenhum plasmidio que codificasse a proteina Arc. Quando estas células (X90+SspB) foram
transformadas com o plasmidio pArc-Vif, ndo se detectaram niveis de actividade de (-
galactosidase, o que indica que o promotor Pant esta continuamente a ser reprimido pela
proteina Arc. Quando as células X90+SspB foram transformadas com o plasmidio pArc-Zip-
ZipApobecDas, detectaram-se niveis elevados de B-galactosidase, o que permite afirmar
que o complexo proteico Arc-Zip-ZipApobecDas que interagiu, foi levado para degradacao,
quando a proteina SspB foi induzida por arabinose, deixando assim o repressor Arc de
reprimir o promotor Pant. O mesmo resultado também se verificou nas células transformadas
com os plasmidios pArc-Das e o pArc-Vif-4BLDas. As células transformadas com o

plasmidio pArc-Vif-4BL ndo apresentaram niveis tdo elevados de actividade de pB-



galactosidase, resultado um pouco estranho, dado que se estaria a espera que os niveis de
actividade da [(-galactosidase para este plasmidio, estivessem mais préximos dos
registados para o plasmidio pArc-Vif-4BLDas, atendendo aos resultados obtidos no ensaio
em placa. Da analise destes graficos verifica-se ainda que, de um modo geral, a indugao de
SspB por arabinose parece ter algum efeito na degradacdo das proteinas. No entanto,
também se verifica actividade da B-galactosidase quando a proteina SspB n&o ¢é induzida o
que da mais relevancia ao ja referido, de que o sistema parece ser independente da
sequéncia DAS+4. Da observacéao da figura 3.3B, verifica-se que o sistema parece comecgar
a desregular apds as 2 horas pos-indugdo com arabinose.

De um modo geral, pode-se voltar a reforcar que o sistema parece funcionar, com
resultados positivos relativamente aos controlos. No entanto, é de referir que este ensaio s6
foi realizado uma vez, sendo necessario repeti-lo, pelo menos mais duas vezes, para

confirmar a reprodutibilidade dos dados obtidos.

3.5 Verificagao da degradagao das proteinas apdés indugao da proteina SspB

Com este ensaio, pretendia-se analisar, pela técnica de Western Blot, se as duas
proteinas que interagiam eram levadas para degradacao, apos a indugao da proteina SspB.

Os resultados obtidos encontram-se na Fig. 3.4.

Ara + Anti-HA Ara- Ara + Anti-c-myc

Tempo(h) 0 05 15 2 15 0515 2 15 0 05 15 2 15 05 15 2 15

Ara -

’ Células ' |
pArc-Vif . m" 34 kDa
2w T pacvit4BLDas e e * s .
el X T XX X X Y K pArc-Vif-4BL e b e D WD WE WO '1 34 kDa
56 kDa" e “ a pArc-Zip-ZipApobecDas 16 kDa

Fig. 3.4 — Avaliagdo da degradacao das proteinas por ensaio de expressao. “Ara+” significa que

foi adicionada arabinose a cultura e “Ara-“ que nao foi adicionada arabinose a cultura.

Pela analise dos Western blots da Fig. 3.4, verifica-se que as bactérias X90+SspB
transformadas com o plasmidio pArc-Vif, expressam a proteina Arc-Vif (Western blot
revelado com anticorpo anti-c-myc) que ndo é degradada aquando da indu¢do da proteina
SspB por adicdo da arabinose. As bactérias transformadas com o plasmidio pArc-Vif-
4BLDas expressam, tanto a proteina Arc-Vif (Western blot revelado com anticorpo anti-c-
myc) como a proteina 4BLDas (Western blot revelado com anticorpo anti-HA). Ao longo do

ensaio, verifica-se que as proteinas 4BLDas e Arc-Vif sdo degradadas com mais eficiéncia



quando se adiciona arabinose, ou seja, quando a proteina SspB ¢ induzida. Tal facto indica
que as proteinas Vif e 4BL interactuam e que a proteina SspB, quando expressa, reconhece
a sequéncia DAS+4 que esta em fusdo com o scFv 4BL encaminhando todo o complexo
Arc-Vif-4BLDas para degradacdo. No caso das bactérias transformadas com o plasmidio
pArc-Vif-4BL, verifica-se que as proteinas Arc-Vif (Western blot revelado com anticorpo anti-
c-myc) e 4BL (Western blot revelado com anticorpo anti-HA) sdo expressas. Duas horas
apos a indugido com arabinose, os niveis de expressao das proteinas Arc-Vif e 4BL parecem
diminuir ligeiramente, o que sugere que, de algum modo este complexo Arc-Vif-4BL esta a
ser degradado. Assim, pode-se inferir que o sistema é independente da sequéncia DAS+4.
Em relacdo ao plasmidio pArc-Zip-ZipApobecDas, as bactérias transformadas com esta
construcao expressam eficientemente a proteina ZipApobecDas (Western blot revelado com
anticorpo anti-HA), que é rapidamente degradada apds a adicao da arabinose a cultura,
apesar de tal também se verificar (embora nao tao eficientemente) quando nao se adiciona
arabinose. Esta evidéncia seria um indicio de que, embora o sistema pareca ser
independente da sequéncia DAS+4, quando a proteina SspB é induzida a degradagao é um
pouco mais eficaz. A proteina Arc-Zip, devido ao seu baixo peso molecular ou instabilidade
ainda nao foi detectada pela técnica de Western blot. Torna-se entdo necessario optimizar a

sua expressao.



4. DISCUSSAO E CONCLUSOES

O estudo das interacgdes entre proteinas tem evoluido muito desde a descoberta de
técnicas como o phage display, em 1985 [28] e o sistema two-hybrid, em levedura, em 1989
[3]. Esta ultima técnica tem sido melhorada [30, 53] e varias vertentes deste sistema tém
surgido, como por exemplo os sistemas two-hybrid em bactéria [38, 40, 42, 45-47] que
apresentam algumas vantagens, face aos seus homdélogos em levedura. O crescimento das
bactérias é mais rapido, a eficiéncia de transformacao com DNA também é mais elevada, o
numero de falsos positivos que podem surgir no sistema sdo em menor nimero e proteinas
que sejam tbéxicas para as leveduras podem ser estudadas em bactérias [1, 31]. Uma das
grandes aplicagcbes destes sistemas € ao nivel da terapia génica nomeadamente, na
seleccdo de anticorpos contra um dado antigénio. De facto, ja existem bons métodos
descritos para seleccionar anticorpos, como o phage display [29], o ribosome display [24] ou
o cell display [32]. No entanto, nestes métodos, o anticorpo ndo é livre de adquirir a sua
conformacéo final, dado que se encontra em fusdo com outra proteina e, nem sempre é facil
de seleccionar um anticorpo intracelular estavel e que reconhega com elevada afinidade o
antigénio. Um outro problema associado a estas técnicas é que nao permitem uma selecgcao
de anticorpos em ambiente redutor. Estas técnicas nao serdo, por isso, as mais adequadas
se quisermos seleccionar um anticorpo contra um antigénio citoplasmatico porque, ao nao
serem realizadas em ambiente redutor, o anticorpo que se seleccionar pode ndo conseguir,
nesse tipo de ambiente, adquirir a sua conformacao final e ligar-se ao antigénio. Assim, para
tentar colmatar estas desvantagens, foi apresentado nesta dissertacdo o desenvolvimento
de um novo sistema two-hybrid em bactéria, cujo intuito final &€ a sua posterior aplicacdo na
selecgdo de anticorpos intracelulares, a partir de bibliotecas de anticorpos.

Este novo sistema two-hybrid baseia-se na manipulagdo da via de degradagéo do
sistema CIpXP de E.coli, que avalia as interacgdes proteina-proteina através da detecgao da
degradacao proteica na presencga da proteina SspB.

As experiéncias descritas nesta dissertagdo mostram, em primeiro lugar, que o
plasmidio pArc-Zip-ZipApobecDas & um bom controlo positivo para fortes interacgoes
proteina-proteina e que os plasmidios pArc-Das e pArc-Vif sdo, respectivamente, bons
controlos positivos e negativos para o sistema de degradagao CplXP. Em segundo lugar, os
resultados mostram que a interaccao entre o Ac scFv 4BL e a proteina Vif do HIV-1 é mais
fraca que a registada entre as proteinas Zip, dado que quer o numero de colbnias
resistentes ao cloranfenicol quer os niveis de actividade da B-galactosidase foram inferiores
aos registados para a interacgao entre as proteinas Zip.

No entanto, os resultados dessas mesmas experiéncias levantam algumas questdes

pertinentes. Em relagcao ao aparecimento de coldnias resistentes ao clorofenicol, quando se



transforma as bactérias com o plasmidio pArc-Vif-4BL, poderia pensar-se que existiria um
outro sistema de degradacado a funcionar para além do sistema ClpXP, dado que é
conhecida a existéncia de outros sistemas de degradacdo de proteinas em bactéria [54].
Esta questao poderia ser resolvida realizando estes mesmos ensaios numa bactéria mutada
para o sistema ClpXP. Mas, poderiamos perguntar porque n&o acontece o0 mesmo com a
construcao Arc-Vif. Tal pode nao acontecer porque a proteina Arc-Vif pode apresentar maior
estabilidade que o complexo proteico Arc-Vif-4BL que, ao ser menos estavel, pode ser
facilmente mais degradado por outros sistemas de degradacdo. Outro ponto relevante
consiste em saber se a degradacéo de substratos, no nosso caso complexos proteicos, com
o sinal DAS+4 é realmente dependente do reconhecimento por parte da proteina SspB.
McGuinness et al. (2006) [50] defende que proteinas com o sinal DAS+4 sado substratos
pobres para o sistema ClpXP, a ndo ser que a proteina SspB esteja presente [50] e que as
propriedades de degradacao existentes no sinal (ou seja as sequéncias de reconhecimento)
€ 0 numero de interacgdes que se podem estabelecer entre a proteina SspB e a proteina
ClpX seriam os principais factores que determinam a formac¢ao do complexo de degradagéao
e, consecutivamente, a degradacao da proteina com o referido sinal [55]. Porém, € relevante
colocar a questao se a degradacdo depende da sequéncia DAS+4, porque no nosso caso,
ocorrem interacgdes entre proteinas, ou seja, ndo é apenas uma proteina que é levada para
degradacao, mas sim varias. Esta questdo vai assim de encontro a um dos pontos ja
referidos acerca da existéncia ou ndo de outros sistemas de degradagcao a actuar sobre
estas proteinas.

Os resultados obtidos nas experiéncias de avaliagdo da actividade da B-galactosidase,
sugerem que o sistema parece desregular-se duas horas apds a adicdo da arabinose. No

entanto, é de referir que este ensaio necessita de ser repetido.

Em conclusao, este novo sistema permite detectar interac¢des fortes proteina-proteina.
No entanto, n&o parece ser adequado para seleccionar anticorpos a partir de uma biblioteca
de anticorpos que ainda nao tenha sido alvo de selecgdo prévia (por phage display, por
exemplo), dado que somente com interac¢des fortes como as das proteinas Zip é que
conseguimos registar elevado numero de coldnias resistentes ao cloranfenicol e elevada
actividade da (3-galactosidase. Assim, este sistema sera ideal para a maturagao da afinidade
de anticorpos ja previamente seleccionados. Convém salientar que este sistema tem a
vantagem de permitir interac¢des entre proteinas, sem haver o problema da conformacéao
espacial destas e de ocorrerem num ambiente redutor, o que é um factor ideal para
seleccionar anticorpos contra antigénios citoplasmaticos. E de referir que anticorpos
intracelulares podem também ser usados como extracelulares, dado que se sdo estaveis em

ambiente redutor, de certo também o serdo em ambiente oxidativo.



5. PERSPECTIVAS FUTURAS

O proximo passo a realizar consistira em optimizar a distancia, em aminoacidos, que
fica entre o repressor Arc e a proteina Vif, de modo a tentar estabilizar ao maximo o
repressor Arc para que, por exemplo, o numero de coldnias, transformadas com o plasmidio
pArc-Vif, resistentes ao cloranfenicol seja praticamente nulo.

Apos esta optimizagdo, 0 passo necessario para validar este sistema como um bom
método de selecgdo de anticorpos de elevada afinidade consistira em aplica-lo a uma
biblioteca de anticorpos. Para concretizar esse objectivo, clonar-se-ia na construgcao Arc-Vif-
4BLDas uma biblioteca de anticorpos, previamente seleccionada, por exemplo por phage
display, substituindo o anticorpo scFv 4BL, e também o antigénio correspondente, por
substituicdo da proteina Vif. Apds a seleccdo dos possiveis anticorpos, a sua afinidade e a

sua estabilidade seriam estudadas mais pormenorizadamente.
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7. ANEXOS — FIGURAS
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Fig. 7.1 — Organizagdo dos segmentos génicos da linha germinal das imunoglobulinas de
ratinho (adaptado de [5]).
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Fig. 7.2 — Ciclo de phage display para identificar fagos que apresentam a superficie anticorpos
que se ligam com afinidade ao antigénio (adaptado de [21]).
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Fig. 7.3 — Esquema representativo da degradagao de proteinas com o sinal DAS+4. McGinness
et al. [50] verificou que se a proteina Arc-DAS+4 existir na presenca da proteina SspB, esta reconhe o
sinal DAS+4 e direcciona a proteina Arc-DAS+4 para degradacdo pelo sistema CIpXP. Logo, a
transcrigcdo a partir do promotor Pyt pode ocorrer e a bactéria adquire resisténcia ao cloranfenicol e
ha actividade da B-galactosidase. Adaptado de [50].



8. ANEXOS — TABELAS

Tabela 8.1 — Vantagens e desvantagens dos métodos para estudar interac¢bées proteina-

proteina [24-35]

Métodos Vantagens Desvantagens
In vitro
= Estavel s6 sob certas condi¢des (elevada
concentragdo de sais, baixas temperaturas)
Ribosomal display = Bibliotecas com 10" Ac diferentes = O Ac tem de adquirir a sua conformag&o

enquanto ligado ao ribossoma
= o0 ribossoma pode parar antes do final do mRNA

= Bibliotecas com 10 Ac diferentes = Estavel s6 sob certas condi¢des (elevada

. ~ L, concentragdo de sais, baixas temperaturas)
RNA display = Interacgéo entre mRNA e proteina é covalente S . L
« Mat 50 da afinidade dos A = O RNA é muito sensivel a contaminagdes
aturagdo da afinidade dos Ac enzimaticas
. = Bibliotecas com 100 Ac diferentes - . N
DNA display I. I . I = Instabilidade das emulsdes que contém o DNA
= 1ciclo = 2 dias
In vivo
= Bibliotecas com 10°-10"" Ac diferentes
= Bom para seleccionar Ac de grandes bibliotecas X i
. N = Pode seleccionar-se Ac que ndo se reconhecem
Phage display = Obtém-se bons Ac que reconhecem com

Sistema de dois hibridos em
levedura

Sistema de dois hibridos em
bactéria

Cell display em levedura

Cell display em bactéria

Ensaios de complementagao
proteica (PCA)

afinidade o Ag
= Eficiente acoplamento entre genétipo e fenétipo

= O Ag néo necessita de ser purificado antes da
selecgao
= Permite seleccionar Ac em ambiente redutor

= O Ag nao necessita de ser purificado antes da
selecgao

= Eficiéncia de transformacéo do DNA elevada
= Rapidez

= Crescimento mais rapido

= Usado para proteinas que possam ser toxicas
para levedura

= Permite seleccionar Ac em ambiente redutor

= Bibliotecas com 10° Ac diferentes
= Maquinaria de folding eucariota
= Permite uma selecgéo facil por citometria de fluxo

= Bibliotecas com 1070 Ac diferentes

= Eficiéncia de transformacéo de DNA elevada
= Crescimento rapido

= A engenharia de Ac n&o fica cara

= Método barato

= Pode ser automatizado

= A diviséo da enzima é bem estudada

= Combina selecgdes com testes biolégicos

o Ag com elevada afinidade

= Dificil de transformar
= Falsos positivos e negativos

= As proteinas em estudo tém de possuir um
sequéncia de localizagédo nuclear

= Ambiente citoplasmatico redutor, deste modo,
alguns Ac podem néo adquirir a conformagéo
ideal

= Dificil de transformar

= A selecgdo por citometria de fluxo requer
experiéncia

= Algumas modificagdes po6s-traducionais ndo se
processam

= O citoplasma bacteriano tem ambiente redutor

= N&o se realiza em apenas um ensaio, mas
numa série deles

Abreviaturas: Ac, anticorpo; Ag, antigénio.



Tabela 8.2 — Enzimas de restri¢ao utilizadas neste trabalho

Sequéncia de

Enzima restrigio 5'-3’ Fonte

Clal AT'CGAT New England Biolabs
EcoRl G'AATTC Fermentas

Kpnl GGTACC Fermentas

Sfil GGCCNNNN'NGGCC  Fermentas

Xhol CTCGAG Fermentas

Taq DNA polimerase ABgene

T4 DNA ligase

New England Biolabs

Tabela 8.3 — Estirpes bacterianas e plasmidios utilizados neste trabalho

Estirpes bacterianas e plasmidios Descrigao Referéncia
Estirpes bacterianas
TOP10F F-, mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ®80lacZAM15 AlacX74deoR recA1 araD139 Invitrogen
A(ara-leu)7697 galU kalK ArpsL endA1nupG 9
X90 sspB::Kan transduzida com Pro-fago F’ lacld lac’ pro’ lara A(lac-pro) nalA argE(am) rif" thi-1 [50]
AAC201
Plasmidios
Tetr
CH410-SspB-SD1 50
P sp Plasmidio utilizado para induzir a proteina SspB a partir do promotor Py, (501
Amp’
pTrc99A Plasmidio base para a construcéo dos plasmidios com as proteinas a testar. [50]
As proteinas de interesse s8o expressas a partir do promotor P,
pArc-Das Plasmidio igual ao pTrc99A [50]
pArc-Vif Plasmidio Arc-Das sem a sequéncia DAS+4 Presente estudo

pArc-Vif-4BLDas
pArc-Vif-4BL
pArc-Zip-ZipApobecDas
pHIV-NL4-3
pCDNA3.1-4BL
pCDNA3.1-ZipB,

pCDNAG3.1-ZipApobecHA

Plasmidio Arc-Das com a proteina Vif e o scFv 4BL

Plasmidio Arc-Vif com o scFv 4BL

Plasmidio Arc-Das com as proteins Zip e ZipApobec

Vector com a proteina Vif

Plamidio pCDNA3.1, com o fragmento scFV 4BL

Plasmidio pCDNA3.1, com o fragmento Zip

Plasmidio pCDNA3.2, com o fragmento ZipApobec

Presente estudo

Presente estudo

Presente estudo

NIH

[23]

[35]

Lab.URIA-CPM




Tabela 8.4 — Primers utilizados neste trabalho

. Regia P Enzim
Par de Primers Nome egldo Sequéncia 5°-3’ _aude
amplificada restricao
R1-Arc-F CTG TGA ATT CTG AGA TTT ATC AAC GC EcoRlI
1 Arc
Are-R CAA TCA TCA CCT GCC ATC TGT TTT CGT CGT GCT GGT
TCT TGT GGT G
Vif-F-Fus&o-Arc GAA AAC AGA TGG CAG GTG ATG ATT G
2 Vif
ViEMvexho-R CCG CTC GAG CGG TTA TAA GTC TTC TTC AGA AAT AAG hol
ye-xho TTT TTG TTC ATC GAT GTG TCC ATT CGT TGT ATG GCT CC °
4BL-Das-F-xho CCG CTC GAG CGG AAT AAT TTT GTT TAA CTT TAA GAA Xhol
GGA GAT ATA CAT ATA TGA CCG TGG CCC AGG CG
8 4BLDas CGG GGT ACC CCG TTA GGA AGC GTC AGC ATA GTT TTC
4BL-R-Das GCT GTA GTT TTC ATC GTT AGC AGC GTC GTG CTG GTT Kpnl
CTT AGA AGC GTA GTC CGG AAC GTC
4BL-Das-F-xho CCG CTC GAG CGG AAT AAT TTT GTT TAA CTT TAA GAA Xhol
GGA GAT ATA CAT ATATGA CCG TGG CCC AGG CG
4 4BL
4BL-R-Kpn CGG GGT ACC CCG TTA AGA AGC GTA Kpnl
R1-Arc-F CTG TGA ATT CTG AGA TTT ATC AAC GC EcoRlI
5 Arc
Arc-R-Zip GCT GTC GTG CTG GTT CTT GTG GTG
Zin-Arc.F CAC CAC AAG AAC CAG CAC GAC AGC GGC GGA GGC GGC
P CGC AAC ACT GAA GCC GCCAGG C
6 Zip
Zip-R-Cla CCA TCG ATC CCG CGT TCG CCA ACT AAT TTC Clal
Zio-Sfi-F GAG GAG GAG GAG GAG GAG GCG GGG CCC AGG CGG CCA Sfil
P ACA CTG AAG CCG CCA GGC
7 ZipApobec
) GAG GAG GAG GAG GAG GAG CTT GGC CGG CCT GGC CGT )
R-Ap-Sfi Sfil

TTT CCT GAT TCT GGA GAATGG C

Tabela 8.5: Anticorpos utilizados nos Western Blots

Anticorpo Diluigdo utilizada em 3% de leite Referéncia

Anti-[c-myc]-peroxidase 1:5000 Roche
Anti-HA-peroxidase 3F10 1:5000 Roche




