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Resumo

Chlamydia trachomatis é uma bactéria intracelular obrigatdria que causa infegGes genitais e oculares
em humanos. A sua multiplicagdo em células hospedeiras ocorre exclusivamente no interior de um
compartimento com invélucro membranar, denominado de inclusdo. Para conseguir entrar, multiplicar-
se e sair de células hospedeiras, C. trachomatis transporta proteinas através de um sistema de
secrecdo do tipo Il para a célula hospedeira. Estas proteinas incluem as Inc, que se inserem na
membrana da inclusdo, modificando-a, e que manipulam a célula hospedeira de varias formas. Neste
trabalho, estudou-se a interacdo de uma proteina Inc (CT006) de C. trachomatis com as proteinas 14-
3-3 da célula hospedeira. Existem sete isoformas das proteinas 14-3-3 conhecidas em mamiferos, que
na generalidade tém a capacidade de se ligar a diversas proteinas de sinalizacédo, podendo regular
diversos processos celulares. Observou-se que todas as isoformas das 14-4-3 (B/e/n/y/c/1/C) sé&o
recrutadas para a periferia da membrana de inclusdo, provavelmente de uma maneira independente
da Inc CT006, mas apenas as 14-3-3y/n/p/o interagem com a Inc CT006. Pela andlise da estrutura
priméaria da Inc CT0O06 percebeu-se que apesar da proteina ter potenciais motivos de ligacédo a 14-3-
3, nenhum parece ser exclusivamente necessario para a intera¢gdo, mas sim qualquer um dos
presentes, que esteja ativo, consegue promover a interacdo. Pensa-se ainda que as 14-3-3 interagem
com a Inc CTO06 atravées do seu groove de ligagdo conservado. Em resumo, este trabalho suporta a
ideia de que as proteinas 14-3-3 tenham um papel relevante na multiplicacéo intracelular de C.
trachomatis. Estudos futuros com C. trachomatis com o gene que codifica para a Inc CT006 inativo ou
sobre-expresso, e/ou com células hospedeiras com niveis reduzidos das proteinas 14-3-3, poderdo
clarificar como a interacao da Inc CT006 com algumas proteinas 14-3-3 contribui para a multiplicagéo
intracelular de C. trachomatis.

Termos chave: Chlamydia trachomatis; Inc CT006; Proteinas 14-3-3; Interacéo proteina-proteina
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Abstract

Chlamydia trachomatis is an obligate intracellular bacterium that causes genital and ocular infections
in humans. Its multiplication in host cells occurs exclusively inside a membrane-bound compartment,
known as inclusion. To enter, multiply and exit host cells, C. trachomatis transports proteins through a
type Il secretion system into the host cell. These proteins include Incs, which insert into the inclusion
membrane, modifying it, and manipulating the host cell in various ways. In this work, the interaction of
an Inc protein (CT006) from C. trachomatis with 14-3-3 proteins of the host cell was studied. There are
seven isoforms of 14-3-3 proteins known in mammals that in general have the capacity to bind to several
signaling proteins, being able to regulate several cellular processes. It was observed that all 14-4-3
isoforms (B/e/n/y/c/t/C) are recruited to the periphery of the inclusion membrane, probably in an Inc
CTO006-independent-manner, but only 14-3-3f3/n/y/o interact with Inc CT006. By analyzing the primary
structure of Inc CT0O06 it was realized that although the protein has potential 14-3-3 binding motifs, none
seems to be exclusively necessary for the interaction. However, any one of the motifs when present
and active can promote the interaction. 14-3-3 proteins are also thought to interact with Inc CT006
through their conserved binding groove. In summary, this work supports the idea that 14-3-3 proteins
have a relevant role in the intracellular multiplication of C. trachomatis. Future studies with C.
trachomatis with the gene encoding Inc CT006 inactivated or overexpressed, and/or with host cell with
reduced levels of 14-3-3 proteins, might clarify how the interaction of Inc CT006 with 14-3-3 proteins
contribute to the intracellular multiplication of C. trachomatis.

Keywords: Chlamydia trachomatis; Inc CT006; 14-3-3 proteins; Protein-Protein Interaction
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1. Introducgéo

Chlamydia

O filo Chlamydiae é composto por bactérias Gram-negativas e intracelulares obrigatérias! que séo
patogénicas ou simbiontes de diversos organismos desde os humanos até as amibas. O grupo mais
bem estudado deste filo é a familia Chlamydiaceae, da qual fazem parte onze espécies de Chlamydia
gue sao patogénicas para humanos ou para animais. As principais espécies desta familia que infetam
os humanos, sendo responsaveis por uma grande diversidade de doencas, sdo as espécies Chlamydia
trachomatis (que provocam doencas oculares e genitais) e Chlamydia pneumoniae (uma das causas
predominantes de infecdes respiratérias)?. As espécies Chlamydia psittaci, Chlamydia avium e
Chlamydia gallinacea sdo patogénicas para aves que causam doencas respiratorias e infecdes
assintomaticas (C. avium e C. galllinacea). Chlamydia pecorum é uma espécie patogénica para gado
(como ovelhas, porcos e cabras) causando poliartrite, conjuntivite, pneumonia e encefalomielite.
Chlamydia abortus afeta a placenta de ovelhas e cabras, podendo algumas gestagfes resultar em
aborto. As mulheres gravidas que forem expostas a infe¢des zoondticas podem correr o risco de
abortar. A espécie patogénica Chlamydia felis causa conjuntivite em gatos; Chlamydia caviae causa
conjuntivite e infe¢cdes do trato genital em porquinhos-da-india; Chlamydia muridarum coloniza os
pulm®es e o trato genital de ratinhos e por fim, Chlamydia suis provoca infe¢des em suinos (Figura
1.1)3.
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B C. gallinacea

C. abortus

(. psittaci

C. avium

r C. caviae

C. felis

C. pecorum

C. penumoniae

C. suis

C. muridarum

C. trachomatis

Figura 1.1 - Reconstrucdo filogenética do género Chlamydia. (A) Os hospedeiros de cada espécie estdo
representados na figura junto da mesma. As transmissdes zoonéticas comprovadas em estudos anteriores, estédo
representadas na figura através de setas para os icones humanos, e correspondem as espécies C. psittaci, C.
abortus e C. felis. As espécies C. suis, C. avium e C. gallinacea ndo estéo representadas na figura mas sabe-se
que infetam, principalmente, suinos, pombos e galinhas, respetivamente. Esta arvore é baseasa em 600 genes
ortélogos. Adaptado de Nunes e Gomes, 2014.4 (B) Comparagao filogenética baseada nas sequéncias genéticas
16S rRNA com o software Clustalx 1.83. Adaptado de Li,L et al, 2017°

As bactérias do género Chlamydia tém genomas substancialmente reduzidos onde faltam muitas
enzimas metabdlicas, isto faz com que estas bactérias dependam do hospedeiro para muitos dos seus
processos metabdlicos. Aproximadamente dois tercos das proteinas de Chlamydia sdo compartilhadas
entre espécies, o que reflete a conservacao genética e as restricdes evolutivas que sdo impostas pelo

seu ciclo de desenvolvimento intracelular e conservado?.

As Chlamydia séo caracterizadas por terem um ciclo de desenvolvimento bifasico; replicam-se dentro
de um compartimento vacuolar especializado, denominado de inclusédo, e utilizam as varias proteinas
excretadas para se internalizarem e posteriormente sobreviverem no ambiente intracelular do
hospedeiro*. Apesar de diferentes Chlamydiae exibirem diferencas no tropismo do hospedeiro,
espectro da doenca e alguns aspetos da biologia, a natureza da inclusdo € comum dentro deste

género’.

Tal como outros organismos patogénicos intracelulares, o vactolo onde as Chlamydia se replicam néao
se funde com endossomas ou lisossomas. No entanto, as Chlamydia s&o Unicas no aspeto em que a
inclusdo é transportada para uma regido peri-Golgi e se torna fusogénica com um subconjunto de
vesiculas exociticas originadas na rede trans-Golgi (TGN)®7. Esta interagcdo Unica com as vias de
transporte vesicular do hospedeiro é dependente da sintese proteica chlamydiana e permite que as
bactérias evitem os mecanismos de defesa celulares do hospedeiro, como a degradacédo pelas
hidrolases lisossomais. A infecdo de células hospedeiras por Chlamydia induz também a fosforilacdo

de tirosinas de proteinas do hospedeiro, a secre¢éo de citocinas e de moléculas de adeséao, regulagao
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da resposta imunolégica do hospedeiro (como a expressao de MHC1 e MHC2) e inibigdo da apoptose
em resposta a varios estimulos apoptéticos®.

Estas interacGes associadas com a infecdo por Chlamydia, bem como o percurso intracelular da
inclusdo, necessitam de comunicacao entre a bactéria e a célula hospedeira. Devido a residir num
vacuolo durante todo o seu ciclo de vida, estas interacdes entre o hospedeiro e a bactéria sdo mediadas
por proteinas de Chlamydia&.

Aproximadamente, 10% dos genomas das espécies Chlamydia codificam para um grande nimero de
proteinas que sdo excretadas (proteinas efetoras)®. Estas sdo transportadas através de sistemas de
secrecao especializados até a superficie da bactéria (sistema de secrecéo do tipo V), ao limen da
inclusédo (sistema de secregéo do tipo Il), até ao citosol do hospedeiro ou a membrana de inclusdo da

bactéria (sistema de secrec¢édo do tipo 111)2, podendo assim contactar com as células hospedeiras®.

Chlamydia trachomatis

C. trachomatis € a causa bacteriana mais frequente de doengas sexualmente transmissiveis nos paises
em desenvolvimento e de infertilidade ndo congénita nos paises ocidentais®, sendo ainda a principal
causa de cegueira que se pode prevenir em todo o mundo8. As estirpes de C. trachomatis estdo
divididas em 3 biovares (tracoma, urogenital e linfogranuloma venéreo (LGV)) divididos em serétipos.
Os serotipos A-C séo responsaveis por tracoma, a causa principal de cegueira ndo congénita nos
paises em desenvolvimento; os ser6tipos D-K estéo relacionados com a infe¢do do trato genital, que
podem levar a uretrite, cervicite, proctitel®, doenca inflamatéria da pélvis, infertilidade e gravidez
ectopica®. Os serotipos L1-L3 correspondem ao LGV que causa infecdes urogenitais ou anorretais?
(Figura 1.2).

Durante o seu ciclo de desenvolvimento (com duracdo de 48-72 h), C. trachomatis, tal como as
restantes Chlamydiae, manipula as células hospedeiras usando o sistema de secre¢éo do tipo Il para
libertar as varias proteinas efetoras para a célula hospedeirall. As proteinas da membrana de inclusdo
(Incs) fazem parte do grupo de proteinas efetoras excretadas por C. trachomatis e séo caracterizadas
por terem um motivo hidrofébico “bilobado” na sua estrutura, que se pensa mediar a sua insercao na
membrana de inclusdo. Estudos bioinformaticos indicam que C. trachomatis codifica cerca de 60

proteinas Inct?-14 e 37 delas ja foram detetadas experimentalmente na membrana de inclusdo*516,



100 BITZ1A8230T]
85 N249T
100 AHARAS Ocular group
Blgi20 J
Epithefial-
genital group
—
Prevalent
epithelial-
genital group
100}~ E/SolonES
100k= E/SW2* J
78, L1G4N 7
LIMOAN
100k ogy L212565TR
1243480
LIM15 LGV group
L2ZhCanadat **
e — L2/Ams1 *
0.001 _ 26796 %
100} | nucets =
LabucH-2" |

Figura 1.2 - Filogenia de C. trachomatis: segregacao das estirpes de acordo com o tropismo baseado em
819 genes conservados entre espécies. Retirado de Nunes e Gomes, 2014*

Ciclo de desenvolvimento de C. trachomatis

Todas as Chlamydiae partilham o ciclo de desenvolvimento bifasicol” que consiste em alternar entre a
forma extracelular e infeciosa, os corpos elementares, e a forma intracelular e ndo infeciosa, os corpos
reticulados?® (Figura 1.3).

Os corpos elementares e 0s corpos reticulados sao morfoldgica e funcionalmente diferentes. Os corpos
elementares sédo pequenos (0.3 um) e redondos, contém um nucleoide central e denso e funcionam
como um “esporo”, com uma parede celular rigida que permite a sua sobrevivéncia num ambiente
extracelular rigoroso. Esta parede é estabilizada por uma rede de proteinas que sofrem ligagao cruzada
(ligadas por ligacdes dissulfeto), denominadas complexo da membrana externa, que confere
resisténcia ao stress osmatico e fisico. Os corpos reticulados sdo maiores (1 pm), estruturalmente
flexiveis e osmoticamente frageis, sdo mais ricos em RNA e contém DNA difuso e fibrilado. Estas
propriedades permitem a replicacdo intracelular, aquisicdo e transporte de nutrientes, sintese proteica
e outras atividades metabdlicas®.

Os corpos elementares contém uma elevada quantidade de proteinas necessérias para o metabolismo
central e para o catabolismo da glucose, o que pode ser usado para a atividade metabdlica requerida
na sua entrada para a célula hospedeira e para levar a diferenciagdo destes em corpos reticulados.

Durante esta diferenciacdo, os complexos de ligacdes cruzadas sao reduzidos, o que permite fluidez
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a membrana, que é uma caracteristica necessaria para a replicagdo?. Os corpos reticulados séo
especializados em aquisigcdo de nutrientes e na replicacao; expressam proteinas que estéo envolvidas
na geracao de ATP, sintese proteica e transporte de nutrientes, tais como V-ATP sintase, proteinas
ribossomais e transportadores de nucleétidos. Provavelmente dependem do ATP do hospedeiro como
recurso energético, o que indica que as duas formas de desenvolvimento tém requisitos metabdlicos

diferentes?.
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Figura 1.3 - Representacdo esquemaética do ciclo de desenvolvimento de Chlamydia. Este ciclo bifasico
alterna entre duas formas, o0s corpos elementares que sao extracelulares e infeciosos e 0s corpos reticulados que
sdo intracelulares, ndo infeciosos e capazes de se replicar. Os corpos elementares ao entrarem na célula
hospedeira séo internalizados num vacuolo denominado inclusdo, que é modificada pela insergéo de proteinas da
membrana da incluséo (Incs), impedindo assim a fusdo com lisossomas. Os corpos elementares vao diferenciar-
se em corpos reticulados, que por sua vez vao residir e multiplicar-se na incluséo até serem diferenciados de novo
em corpos elementares. Por fim vao ser libertados por lise celular ou extruséo da inclusdo e poderdo comecar um
novo ciclo de infe¢do. Durante todo o ciclo, o sistema de secrecéo do tipo Ill secreta proteinas efetoras para a
célula hospedeira.



No inicio do ciclo de desenvolvimento (Figura 1.3), os corpos elementares agregam-se e invadem as
células epiteliais do hospedeiro. A ligacdo destes a célula hospedeira envolve varios ligandos
bacterianos e recetores do hospedeiro. Pensa-se que a ligacdo da bactéria a célula hospedeira é um
processo de dois passos, para algumas espécies, envolvendo uma interacao inicial reversivel entre os
corpos elementares e a célula hospedeira mediada por HSPGs (heparan sulfate proteoglycans),
seguido de uma ligacdo de alta especificidade irreversivel a um recetor secundario’®. Aquando do
contacto, proteinas efetoras pré-sintetizadas do sistema de secrec¢éo do tipo 1l sdo injetadas e o corpo

elementar é internalizado, formando-se um vacuolo.

ApOs a invasédo e formacgédo do vacuolo (Figura 1.3), este acaba por se afastar da via endolissosomal,
embora seja transportado ao longo dos microtibulos até ao centrossoma, de uma forma depende de
dineina. Poucas horas apds a infe¢é@o (6-8 h), inicia-se a diferenciacéo do corpo elementar em corpo
reticulado e os primeiros genes sao transcritos. Os efetores iniciais remodelam a membrana de
inclusado, o que impede a fusdo com lisossomas e redireciona as vesiculas exociticas para a inclusao,
facilitando as interacdes hospedeiro-organismo patogénico. Nas horas seguintes (8-16 h) séo
expressos 0s denominados genes intermédios, 0s quais incluem efetores que medeiam a aquisi¢édo de
nutrientes e mantém a viabilidade da célula hospedeira. A bactéria divide-se entéo por fissdo binaria
e a inclusdo aumental’. Em fases tardias da infecdo (24-72 h), a re-diferenciacdo dos corpos
reticulados em corpos elementares é feita de uma forma assincrona, o que podera ser estimulado pela
sua separacdo da membrana de inclusdo. Os denominados genes de fim de ciclo codificam para o
complexo da membrana externa e para proteinas que se ligam ao DNA (Hcl e Hc2)!8, que o
condensam e param a transcricdo de varios genes. Alguns efetores produzidos na fase final do ciclo
sdo empacotados nos corpos elementares, que por sua vez vao ser libertados por lise celular ou
extrusdo da inclusdo, de forma a poderem comecar novos ciclos de infecdo?’. A lise celular envolve a
rutura da inclusdo e das membranas celulares por protéases de cisteinal®, em contraste, a extrusao

das inclus6es necessita de polimerizagdo de actina e deixa a célula hospedeira intacta?19.

Este ciclo de desenvolvimento necessita da expressdo temporal de fatores especificos, como os
fatores sigma alternativos, ativadores e repressores transcripcionais, reguladores de resposta,
pequenos RNAs e reguladores do superenrolamento do DNA. O ciclo pode ser interrompido de forma
reversivel por fatores ambientais e stress, como a privacao de nutrientes, exposicdo as citocinas do
hospedeiro e antibidticos que tenham como alvo a sintese da parede celular, sendo que sob estas
condicdes os corpos reticulados transformam-se em formas persistentes aberrantes que ndo se

dividem?2.

Durante todo o ciclo, a inclusdo interage ainda com varios organelos da célula hospedeira, incluindo o
complexo de Golgi, o reticulo endoplasmatico, corpos muti-vesiculares (MVBs; que podem servir como
fonte de esfingolipidos e colesterol), goticulas de lipidos (que s&o translocadas até ao limen da
inclusdo, podendo servir como fonte de lipidos)2°21, mitocéndria e lisossomas (que podem ser fonte de

aminoacidos essenciais derivados da degradacao proteica do hospedeiro). Todas estas interacdes



facilitam a aquisicdo de nutrientes para a replicacdo bacteriana e para a estabilidade e expansao da

membrana de inclusaol®.

Sistema de Secrecdo do tipo lll

O sistema de secrecéo do tipo Il (T3SS) é um complexo formado por cerca de 20 proteinas!?, presente
em bactérias Gram-negativas, que transporta proteinas (efetores) através da membrana externa e
interna da bactéria e através de uma membrana eucaridtica, para o citosol ou para a membrana da
célula hospedeira??. Este sistema é semelhante a uma seringa molecular e pode ser referido como
injetissomal!. Permite a injecéo direta de efetores bacterianos através da membrana de uma célula do

hospedeiro? (Figura 1.4). A atividade de secrecdo deste sistema € regulada de forma fixa e é

estimulada apenas ap6s o contato com as moléculas do hospedeiro??.
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Figura 1.4 - Modelo do sistema de secrecdo do tipo Il (T3SS). Este sistema é um complexo em forma de
agulha que permite a C. trachomatis translocar proteinas efetoras diretamente da bactéria para o citosol da célula
hospedeira ou para a membrana de inclusdo. Adaptado de Bugalhdo e Mota, 20192

A montagem do T3SS ¢é iniciada por trés proteinas: uma proteina de anel da membrana externa, uma
lipoproteina que forma o anel de membrana interna e uma proteina associada a membrana interna que
liga os dois anéis?2. Os componentes extracelulares do T3SS incluem a denominada agulha, a sua
ponta e um par de proteinas translocadoras?. Apos a ativagao do sistema, que ocorre apds contacto
com uma membrana eucariotica, as proteinas translocadoras sdo as primeiras a serem exportadas,
formando um poro na membrana eucariética que permite a translocacdo direta das proteinas

efetoras?s.

O T3SS inclui chaperones especificos, que ajudam no seu funcionamento interagindo com moléculas
translocadoras e efetoras no citosol bacteriano?2. Estas proteinas chaperones ligam-se diretamente a

alguns substratos do sistema e facilitam assim a sua secrecdo. Em geral, estas proteinas diméricas



protegem o0s substratos bacterianos da degradagdo, mantém-nos em estado competente para a
secrecdo, parcialmente desenrolados, previnem interacdes proteicas prematuras e/ou improdutivas
com os seus substratos, e dirige-os diretamente para secrecdo por interacdo direta com componentes
selecionados do T3SS.

As proteinas efetoras manipulam varias fungdes celulares especificas em diferentes fases da infecéo.
Tais como: invasdo celular e inibicdo da fagocitose, estabelecimento da inclusdo, aquisicdo de
nutrientes, modulacdo do transporte intracelular, inibicdo precoce e indugéo tardia da apoptose, e evita

as repostas do sistema imunitario inato*.

Resumindo, Chlamydia possui e utiliza o0 T3SS em varias fases da infecdo (Figura 1.3), durante a fase
inicial quando o corpo elementar entra em contacto com a célula hospedeiral! e durante a fase
intracelular, onde os efetores sé&o injetados no citosol da célula hospedeira e conseguem ter acesso a
outros componentes intracelulares. Em Chlamydia, o T3SS localiza-se num polo do corpo elementar e
esta concentrado no local onde os corpos reticulados contactam com a membrana de inclusdo?.
Estudos de protedmica indicam que os corpos elementares sdo pré-carregados com efetores e
chaperones especificos que ajudam a sua secre¢do, enquanto que no final do ciclo as proteinas
chaperones e o0s componentes do T3SS estdo presentes em pouca quantidade nos corpos

reticulados??,

O contacto com a célula hospedeira induz a atividade do sistema e inicia a secre¢cdo dos primeiros
efetores. De seguida, os denominados efetores de inicio de ciclo, incluindo as proteinas Inc que inibem
a fusdo com os compartimentos endossomais, sao excretados depois da sintese de novo nos corpos
reticulados. Complexos T3SS adicionais séo produzidos a meio do ciclo, conforme C. trachomatis se
replica, e contribuem para a secrecao de efetores adicionais, incluindo os envolvidos na promogéo da
fusogenicidade com os compartimentos vesiculares do hospedeiro. Nas fases finais do ciclo, a
atividade do T3SS cessa durante a diferenciacdo de corpos reticulados de volta a corpos elementares,
presumivelmente quando os corpos reticulados se libertam da membrana de inclusdo. T3SS mantém-

se inativo durante a saida da célula hospedeirall.

Proteinas da membrana de incluséo (Incs)

As proteinas da membrana de inclusao, Incs, séo definidas por terem um ou mais dominios bilobados
hidrofébicos. Estes sdo compostos por duas regides transmembranares, estreitamente espacadas, que
sdo separadas por um loop hairpin curto, com o seu N-terminal e/ou C-terminal situado no citoplasma
da célula hospedeira? (Figura 1.5). Para além deste dominio, a estrutura primaria das varias Incs
partilha pouca semelhanca entre elas. Para além disso, as Inc partilham muito pouca identidade em

relacdo a quaisquer outras proteinas?.
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Figura 1.5 - Proteinas Inc. (A) Representacéo esquematica predita de proteinas Inc na membrana de incluséo
de C. trachomatis. Adaptado de Moore e Ouellette, 2014 25 (B) Visualizagdo da proteina de C. trachomatis CT006,
em células HelLa 229 infetadas com C. trachomatis L2/434, por microscopia de fluorescéncia.

O facto das Incs terem as suas regifes N-terminal e C-terminal expostas para o citosol da célula
hospedeira faz com que sejam mediadoras da interagédo hospedeiro-Chlamydial. Pensa-se que estas
proteinas recrutem proteinas do hospedeiro para a membrana de inclusdo de forma a promover a
fusdo com compartimentos ricos em nutrientes, inibir a fusdo com compartimentos degradativos,
sequestrar maquinaria ou organelos do hospedeiro, e ainda interromper as vias normais do hospedeiro.
As Incs formam complexos homotipicos ou heterotipicos na superficie da inclusdo e podem fornecer
estabilidade estrutural a membrana da inclusdo, que estd em crescimento?. Sendo assim, a
identificacao de interacdes entre as proteinas Inc e as proteinas da célula hospedeira € um processo
chave para perceber a biologia celular da incluséo de C. trachomatis?.

Pensa-se entdo que as Incs interagem com os componentes da célula hospedeira (Tabela 1.1) para
facilitar a sua subverséao por C. trachomatis. No entanto, aproximadamente um quarto de todas as Incs
putativas codificam para um dominio citoplasmatico curto, cerca de 20 aminoacidos, sem dominios
estruturais. Nao esta descrito como é que essas pequenas proteinas conseguem interagir com 0s
componentes da célula hospedeira. Uma hipdtese é que estas Incs tenham uma funcgéo alternativa
para criar suporte dentro da membrana de incluséo facilitando a montagem de complexos multi-

proteicos especificos que, por sua vez, interagem com o componente da célula hospedeira?’.

Tabela 1.1 - Lista de proteinas Inc e os seus potenciais alvos na célula hospedeira. ND - Nao
definido. Adaptado de Bugalhdo e Mota, 201923

Proteinas Inc Alvos na célula hospedeira
CTO005/IncV VAPA/B
CT006 PTK7; 14-3-3 Bly/n

CT101/MrcA ITPR3

CT115 /IncD CERT

CT116/IncE SNX5/6
CT117/IncF ND

CT118/IncG 14-3-3p3




Tabela 1.1 (Continuacgao) - Lista de proteinas Inc e os seus potenciais alvos na célula
hospedeira. ND-N&o definido. Adaptado de Bugalhdo e Mota, 201923

Proteinas Inc Alvos na célula hospedeira
CT119/IncA VAMP3/7/8
CT134 ND
CT135 ND
CT147 ND
CT179 ND
CT192 ND
CT222 ND
CT223/IPAM CEP170
CT224 ND
CT225 ND
CT226 ND
CT227 ND
CT228 MYP1
CT229/CpoS RABs
CT232/IncB ND
CT233(IncC ND
CT249 ND
CT288 CCDC146
CT345 ND
CT358 ND
CT383 ND
CT440 ND
CT442/CrpA ND
CT449 ND
CT483 ND
CT565 ND
CT618 ND
CT813/InaC 14-3-3¢/y/n/C/1/B; ARF1/4; VAMP7/8
CT850 DYNLT1

Manipulacéo da célula hospedeira por proteinas efetoras de C. trachomatis

No geral, as proteinas efetoras atuam por associagéo direta, modificagdo enzimatica ou mimetizam
fatores do alvo hospedeiro. A entrada de C. trachomatis nas células epiteliais € acompanhada por
alterac6es na membrana plasmatica do hospedeiro, que possivelmente se devem aos efetores

relacionados com a invasao?!?l.
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As proteinas de Chlamydia e da célula hospedeira podem funcionar em conjunto para promover a
invasdo. As proteinas TarP (translocated actin recruiting phosphoprotein) e CT694 séo proteinas
efetoras relacionadas com a invasao. A TarP é um efetor excretado no inicio da invasao, que recruta
a actina, independentemente ou em cooperacao com Arp2/3, sendo esta proteina essencial para uma
invasao eficiente!l. Contribui para a internalizacdo bacteriana devido a sua capacidade de nuclear
diretamente a polimerizacéo de actina por meio de um mimetizador do dominio de ligagdo a actina
WH2 e por recrutar GEFs (Guanidine Exchange Factors), Sosl1 e Vav2, que ativam Racl e sinalizam
a maquiaria de actina'®. Racl é necessario para a entrada de C. trachomatis??, a atividade desta resulta
no recrutamento dos reguladores de actina WAVEZ2, Abi-1 e Arp2/ 3, que sdo necessarios para a

reorganizacdo da actina induzida por C. trachomatis?®.

Varias proteinas Inc tém um papel importante demonstrado nas intera¢des entre Chlamydia e a célula
hospedeira?’. Por exemplo, a proteina IncA de C. trachomatis, oligomeriza3°, esta envolvida na fusdo
de inclusdes presentes na mesma célula®! e interage ainda com as proteinas eucaridticas SNARE que
catalisam a reacdo da fusdo de membranas durante o transporte vesicular intracelulars?; a proteina
IncG interage com a proteina da célula hospedeira 14-3-33, uma proteina regulatéria®; a proteina IncD
associa-se a proteina CERT?2, que esta envolvida no transporte ndo vesicular de ceramida do reticulo
endoplasmatico até ao complexo de Golgi?’34; a proteina IncV prende a inclusdo ao reticulo
endoplasmatico®®; MrcA e CT228 regulam o processo de saida de C. trachomatis da célula
hospedeira®®37; IncE modula o transporte vesicular da célula hospedeira®; IPAM e InaC estdo
envolvidos na manipulacdo dos microtubulos da célula hospedeira3:39; a proteina InaC promove ainda
a montagem de actina e a redistribuicdo do Golgi em redor da inclusdo“?; CT850 liga-se a cadeia leve
da dineina e medeia o transporte da inclusdo até ao centrossoma?*'; CpoS inibe a morte celular em

células infetadas com C. trachomatis4243,

Um dos mecanismos possiveis para proteger as células infetadas com C. trachomatis da apoptose,
pode ser também parcialmente devido a ativacéo de PI3K e Akt. A infecdo leva a ativacao de PI3K,
gue por sua vez resulta na ativacéo de Akt e na subsequente fosforilagdo de BAD, a maior parte da
BAD que esté desfosforilada é degradada. Como IncG esta presente na inclusdo de Chlamydia e se
liga a 14-3-38, permite a inclusao recrutar o BAD fosforilado, impedindo o restante BAD de se translocar

para a mitocondria e induzir a morte da célula hospedeira*4.

Proteinas eucaridticas 14-3-3

As proteinas 14-3-3 sdo uma familia de proteinas que estdo presentes em muitos organismos
eucariéticos, como os humanos, as plantas e os fungos. Enquanto os eucariontes inferiores (como a
levedura) contém apenas dois genes 14-3-3, 0s eucariontes superiores possuem até quinze genes.
Em mamiferos sdo conhecidas sete isoformas (g,y,n,/0,7,8/a,0)*> (Tabela 1.2), sendo as isoformas &

e a as formas fosforiladas de e 3, na serina 184 ou 186, respetivamente, que podem ser encontradas
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no cérebro*. Com exce¢do da isoforma 14-3-30, todas as proteinas 14-3-3 podem formar tanto
homodimeros quanto heterodimeros. Todas as 14-3-3 sdo altamente conservadas, com cerca de 50%

de identidade entre os aminoacidos, dentro da mesma espécie e entre espécies diferentes*’.
A interacdo das 14-3-3 com diversas variedades de moléculas de sinalizacdo, sugere que estas

proteinas desempenham papéis regulatérios importantes em varias vias de transducao de sinal, como

a regulacéo do ciclo celular, a sobrevivéncia e diferenciacao celular®.

Tabela 1.2 - Isoformas das proteinas 14-3-3 com o respetivo simbolo.

Proteinas Simbolo
14-3-3 Epsilon 3
14-3-3 Gama Y

14-3-3 Eta n

14-3-3 Zeta/Delta {/5

14-3-3 Tau T

14-3-3 Beta/Alfa B/a
14-3-3 Sigma o

As 14-3-3 sdo proteinas pequenas (~30 kDa)*® que se ligam a fosfoserinas*® ou fosfotreoninas dentro
de motivos especificos de ligacdo, tendo sido as primeiras moléculas a serem identificadas como tal*.
Os motivos de ligacdo aos quais as 14-3-3 se ligam s&o o Modo I: RSX(pS/pT)XP, o Modo I
RX(F/IY)X(pS)XP# (onde R é arginina, S é serina, X é qualquer aminodcido, pS é fosfoserina, pT &
fosfotreonina, P € prolina, F é fenilalanina e Y é tirosina)*’ e mais recentemente, um terceiro motivo de
ligacdo, o Modo IlI: penultimo residuo de aminoacido na regido C-terminal € o residuo fosforilado
(pS/pT-X1-2-COOH) foi identificado, e foi demonstrado que as proteinas alvo com esta sequéncia se
ligam as 14-3-3 com afinidade mais baixa em comparacdo as proteinas que se ligam através dos
motivos do modo | e 115, A descoberta de que as proteinas 14-3-3 se ligam a motivos especificos,
contendo fosfoserinas ou fosfotreoninas nos seus alvos, sugeriu a sua importancia na transducéo de
sinal, e apontou ainda para um possivel papel importante para a fosforilacdo das serinas/treoninas em
complexos proteina-proteina®.

Estudos subsequentes revelaram que as proteinas 14-3-3 também podem reconhecer motivos nao
fosforilados®®, o que aumenta ainda mais a quantidade e diversidade de ligandos alvo possiveis para

estas proteinas.

As primeiras estruturas cristalinas das proteinas humanas 14-3-3¢ e 14-3-31 revelaram que as
proteinas 14-3-3 sdo diméricas e altamente helicoidais. Cada mondmero consiste em nove hélices a
antiparalelas (H1-H9) e a sua superficie cdncava contém um groove de ligacdo anfipatico formado
pelas hélices H3, H5, H7 e H95. Tal como a regido C-terminal, a regido N-terminal destas proteinas

ndo é altamente conservada. A regido N-terminal é a regido responséavel pela dimerizacdo das
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proteinas 14-3-3 (os residuos 5-21 de um mondémero contactam com os residuos 58-89 do outro
monomero®!), estas heterodimerizam em combinacdes especificas nas células, e a distribuicao
especifica de pares de heterodimeros pode ter implicacBes substanciais para os efeitos biolégicos
exercidos pelas proteinas 14-3-345. A flexibilidade de ligacdo das 14-3-3 ao seu dimero pode facilitar a
ligacdo a ligandos alvo de diferentes tamanhos e formas. As isoformas individuais 14-3-3, embora
altamente conservadas, diferem significativamente na sua tendéncia para formar homodimeros ou
heterodimeros. Essas diferencas resultam de pequenas, mas estruturalmente importantes, variacdes

na sequéncia das proteinas*’.

Algumas diferencas estruturais observadas entre as isoformas 14-3-3 sdo os varios comprimentos e
conformacdes das regibes de loop (especialmente os loops entre as hélices H3-H4, e H8-H9) e o

comprimento das hélices H3 e H4.

As primeiras estruturas cristalinas de complexos da proteina 14-3-3 com fosfopeptideos sintéticos
revelaram pouca mudanca na estrutura da proteina 14-3-3 em comparagéo com a forma livre*®. O facto
de existirem muitas hélices a nestas proteinas fornece-lhes uma estrutura muito rigida*’. Os
fosfopeptideos ligam-se as 14-3-3 na sua regido mais conservada, dentro da mesma espécie e entre
espécies, o groove de ligacdo. O grupo fosfato interage por meio de ligagbes idnicas e de hidrogénio
com os residuos Lisina-49, Arginina-56, Arginina-127 e Tirosina-128 (correspondentes a isoforma 14-
3-3C), que sdo completamente conservados em todas as proteinas 14-3-3 conhecidas e formam cargas
positivas dentro do groove de ligagdo*’. As moléculas nao fosforiladas ligam-se as proteinas 14-3-3 no
mesmo local que os alvos fosforilados, podendo competir com os fosfopeptideos pela ligagédo, o que

adiciona complexidade no reconhecimento das 14-3-3.

Estudos estruturais, bioquimicos e bioinforméaticos de complexos formados por proteinas 14-3-3
revelaram varias caracteristicas comuns que parecem ser importantes para a capacidade das 14-3-3
se ligarem e regularem 0s seus parceiros: a estrutura rigida do seu dimero, a presenca frequente de
multiplos motivos de ligacao 14-3-3 em moléculas alvo e a presenca frequente de motivos de ligagao

14-3-3 dentro de regides desordenadas.

Muitos parceiros de ligagédo das proteinas 14-3-3 contém dois ou mais motivos de ligacdo 14-3-3, que
podem ligar-se simultaneamente a ambos os grooves de ligagdo dentro de um dimero 14-3-3. Foi
demonstrado que os péptidos duplamente fosforilados se ligam com afinidade significativamente maior
do que os mesmos péptidos contendo apenas um motivo. Levando assim a hipotetizar que um dos
motivos de ligacdo pode funcionar como um local dominante (um "gatekeeper"), cuja presencga é
absolutamente necessaria para a ligacdo a 14-3-3, e o local secundario de baixa afinidade, embora
insuficiente para promover uma associagao estavel com 14-3-3 na auséncia do motivo do gatekeeper,
€ assim necessario para uma atividade biolégica mais completa“s. Dois locais “imperfeitos" podem

ainda ser suficientes para se ligar ao dimero 14-3-3 se estiverem na orientagdo antiparalela e forem
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capazes de atingir o espacamento correto. Na verdade, um modo de ligacdo envolvendo dois locais

imperfeitos pode ser o modo mais comum de interacdo entre as proteinas 14-3-3 e os seus alvos*’.

Ha evidéncias de que a isoforma 14-3-30 € Unica entre as 14-3-3. Esta é evolutivamente distante das
outras proteinas 14-3-3 e parece ser o resultado de um evento de insercdo de retrotransposéo. Além
disso, esta isoforma preferencialmente sofre homo- mas néo heterodimerizacdo e exibe uma
especificidade de parceiro de ligaco distinta das apresentadas pelas outras isoformas. A cristalizagédo
da 14-3-30 revelou uma base estrutural para o facto desta isoforma preferir homodimerizagéo, bem
como para sua seletividade especifica para proteinas de ligagao. A posi¢ao da sua nona hélice a difere
das outras isoformas e alguns dos seus residuos de aminoacidos séo especificos para esta isoforma“®.
A especificidade para com o parceiro parece ser o resultado de diferencas de aminoacidos fora do

groove de ligacéo*’.

Tém sido propostos varios modelos de agdo em relacdo a como funcionam as proteinas 14-3-3. Estas
podem: induzir uma mudanca conformacional na proteina alvo, mascarar uma regido especifica na
proteina alvo e facilitar a interagdo entre duas proteinas*’. Uma funcéo relacionada com o facto da
proteina 14-3-3 conseguir mascarar a regido especifica, &€ o facto de poder proteger a proteina alvo
contra a desfosforilacéo e/ou degradacéo proteolitica. A natureza dimérica das proteinas 14-3-3 ajuda
no facto destas atuarem como moléculas de suporte que juntam duas proteinas proximas uma da

outra%.

Proteinas Inc que interagem com as proteinas eucaridticas 14-3-3

A isoforma 14-3-3p foi a primeira proteina hospedeira encontrada que se liga a uma Inc (IncG) e que
€ recrutada para a periferia da membrana de inclusdo de C. trachomatis®. Apos esta descoberta,
através de um estudo de proteémica encontraram-se potenciais parceiros adicionais para as proteinas
14-3-3. A proteina de C. trachomatis InaC interage com as proteinas 14-3-3¢/y/n/(/1/3*° e a proteina
Inc CT006 podera interagir com as proteinas 14-3-3y/n/B°.

A proteina IncG ao interagir com a proteina 14-3-33 permite a inclusdo recrutar o BAD fosforilado,
impedindo assim a proteina de se translocar para a mitocondria e induzir a morte da célula

hospedeira**.

Inc CT0O06

A proteina Inc CT006 é uma proteina da membrana de inclus&o (Inc) de C. trachomatis. E composta

por 189 aminoacidos com trés potenciais regiées transmembranares (Figura 1.6).
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Figura 1.6 - Representacdo esquematica da proteina Inc CT006. A verde esta representada a proteina, que
contém trés possiveis dominios transmembranares, no qual um pertence a regido NH2 e os restantes ao dominio
bilobado. Os nimeros representam a posi¢cao dos aminoacidos. H- Regi&o hidrofébica

Ainda é uma proteina de C. trachomatis com fun¢&o desconhecida, embora se tenha mostrado que
pode interagir com as proteinas 14-3-3y/n/B e PTK7°. Visto que a familia de proteinas 14-3-3 é uma
familia de moléculas regulatérias que séo responséveis por processos vitais nas células eucarioticas

€ relevante continuar os estudos sobre esta potencial interacao.

Em resultados nao publicados (Bugalhdo e Mota) confirmou-se a interacao entre a proteina 14-3-3@3 e
a proteina Inc CT006 (Figura 1.7). Estudos adicionais revelaram ainda que a regido da proteina CT006

gue interage com a isoforma 14-3-3f3 é a regido C-terminal (Figura 1.8).

mEGFP mEGFP-CT006
N N

S 3 § 3

& R NI & ; s

¥ S & N L & 3

FIFd & &89

Anti-HA

Anti-Grp | (D [ ] . ”
- -
—

— - - s | FLAG-HA-14-3-3B

Figura 1.7 - A proteina CT006 interage com a proteina 14-3-38 ap6s expressdo ectéopica em células de
mamifero. As células HEK293T foram co-transfetadas com plasmideos que codificam para mEGFP e FLAG-HA-
14-3-38 ou mEGFP-CT006 e FLAG-HA-14-3-3B. As células foram posteriormente lisadas e incubadas com GFP
trap beads (ChromoTek). As amostras Input, Non-Bound, Wash e Bound foram analisadas por immunoblotting,
utilizando os anticorpos anti-HA e anti-GFP para detecdo das proteinas. O marcador de pesos moleculares
utilizado foi NZYColour Protein Marker Il. A massa molecular da proteina mEGFP, mEGFP-CT006 e FLAG-HA-
14-3-3p € 26,9 kDa, 47,3 kDa e 30,6 kDa, respetivamente.
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Figura 1.8 - Andlise da interacdo, através de ensaios de co-imunoprecipitacdo, entre a proteina 14-3-3f8 e
a proteina CT006 fragmentada apds expressao ectopica em células HEK293T. As células HEK293T foram
co-transfetadas em diferentes combinages com os plasmideos que codificam para mEGFP, mEGFP-CTO006,
MEGFP-CT006nH2 ou MEGFP-CT006coon € com 0 plasmideo que codifica para a proteina FLAG-HA-14-3-3p.
Apébs 24 h, as células foram lisadas e incubadas com GFP trap beads (ChromoTek). As amostras Input, Non-
Bound, Wash e Bound foram analisadas por immunoblotting utilizando os anticorpos anti-HA e anti-GFP para a
detecdo das proteinas. A combinacao 14-3-338 e mEGFP foi utilizada como controlo negativo e a combinagao 14-
3-3B e mEGFP-CT006 como controlo positivo. O marcador de pesos moleculares utilizado foi NZYColour Protein
Marker 1l. A massa molecular da proteina mEGFP, mEGFP-CT006, mEGFP-CT006nH2, MEGFP-CT006cooH €
FLAG-HA-14-3-38 € 26,9 kDa, 47,4 kDa, 36, kDa, 36,1 kDa e 30,6 kDa, respetivamente.

Objetivos

Em estudos anteriores foram identificadas potenciais intera¢ges entre a proteina Inc CT006 de C.
trachomatis e as proteinas eucariéticas 14-3-3y, 14-3-3n e 14-3-3B°. No laboratério, foi confirmado,
através da técnica de co-imunoprecipitacdo, que a proteina 14-3-3p interage com CTO006 e, por
microscopia de fluorescéncia, que € recrutada para a periferia da membrana de inclusdo de C.
trachomatis (Bugalhdo e Mota, resultados ndo publicados). Uma vez que existem 7 isoformas
conhecidas das proteinas 14-3-3 em mamiferos, neste trabalho pretende-se analisar o recrutamento
para a periferia da membrana de inclusdo de C. trachomatis de todas as proteinas 14-3-3 por
microscopia de fluorescéncia, e a interacdo entre as 14-3-3 e a proteina CT006 por co-

imunoprecipitacdo.

As proteinas 14-3-3 ligam-se a fosfoserinas/fosfotreoninas presentes em motivos especificos na
proteina alvo*®. Uma vez que a proteina Inc CT006 contém alguns destes motivos na sua sequéncia,
neste trabalho pretende-se também analisar a importancia destes motivos na intera¢éo entre a proteina
14-3-3f e a proteina Inc CT006.

O principal objetivo deste trabalho consistiu entdo em analisar o recrutamento das proteinas 14-3-3

para a periferia da membrana de inclusdo e analisar a interacdo das mesmas com a proteina Inc
CTO06.
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Para tal foram cumpridas as seguintes metas:

e Analisar o recrutamento para a periferia da membrana de inclusao das proteinas 14-3-3 em
diferentes horas ap6s a infegcdo com C. trachomatis

e Testar a interacao entre as proteinas 14-3-3 e a proteina Inc CT006

¢ Identificar motivos/aminoacidos das sequéncias das proteinas 14-3-3 e da proteina Inc CT006
gue possam estar envolvidos na interacéo
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2. Materiais e Métodos

Estirpes bacterianas e condi¢gdes de crescimento

A estirpe bacteriana utilizada para a construcéo e purificacdo de plasmideos foi Escherichia coli NEB
10 B (New England Biolabs). Esta estirpe foi crescida em meio LB (lysogeny broth; NZYTech), liquido
ou soélido (contendo agar 15% (p/v) (NZYTech)) com os antibiéticos apropriados (Ampicilina 100 pg/ml
ou Canamicina 50 pg/ml). Os plasmideos foram introduzidos em E. coli por eletroporacéo. A estirpe
Chlamydia trachomatis LGV serovar 434/Bu (L2/434; ATCC) foi propagada em células HelLa 229
usando técnicas descritas anteriormente® e detalhadas abaixo.

Manutencao de linhas celulares humanas

As células HelLa 229 e as células HEK293T (European Collection Authenticated of Cell Cultures;
ECACC) foram mantidas em Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM; CORNING) suplementado
com 10% (v/v) de soro fetal bovino (fetal bovine serum, FBS; gibco) inativado por calor, numa camara
a 37 °C com 5% (v/v) de CO:..

A passagem das células consistiu nos seguintes passos: inicialmente as células estavam num frasco
de cultura T75 em meio DMEM suplementado com 10% (v/v) de FBS. De seguida, o meio foi aspirado
e as células aderentes foram lavadas com 5 ml de PBS (Phosphate-buffered saline). De seguida
incubou-se durante 5 minutos com 1,5 ml de TrypLE Express (Thermo Fisher Scientific), de forma
desassociar as células da parede. Por fim adicionou-se 8,5 ml de meio DMEM suplementado com 10%
(v/v) de FBS, transferindo de seguida para um novo frasco T75, por exemplo, 3 ml (HeLa 229) ou 1 ml
(HEK293T) perfazendo com meio DMEM suplementado com 10% (v/v) de FBS.

Manipulac&o e manutencgéo de C. trachomatis

Os stocks de C. trachomatis sdo preparados nos seguintes passos: propagacao, congelados a -80°C

onde permanecem até utilizacao e titulacdo de forma a perceber a concentracao do stock.

Comecou-se por infetar com C. trachomatis um frasco T75 com células HelLa 229, aproximadamente
48 horas depois lisou-se as células HeLa 229 com H20, adicionou-se SPG 2X (Sucrose Phosphate
Glutamate; 0,2 mM sacarose, 17 mM NaHPO4, 3 mM NaH:POs, 5 mM L-acido glutdmico) e
centrifugou-se a 180 g para eliminar os restos celulares, dividindo-se o sobrenadante, onde estdo os

corpos elementares, em aliquotas para congelar.

Para titular o stock fez-se um seeding de 1x10° células por pogo, em placas de 24 pocgos. Apos 24 h

uma aliquota do stock de C. trachomatis foi descongelada e fizeram-se diluicdes em série em SPG. As
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células foram infetadas com 200 pl de cada diluicao e foram incubadas 30 min a 37 °© C numa atmosfera
com de 5% (v/v) CO2. O indculo foi removido e adicionou-se DMEM suplementado com 10% (v/v) FBS
e 10 ug/ml de gentamicina. 24 horas apos a infecgao, as células foram fixadas com metanol e marcadas
com um anticorpo anti-C. trachomatis acoplado ao fluoréforo isotiocianato de fluoresceina para marcar
as bactérias. As amostras foram entdo analisadas num microscépio de fluorescéncia onde se contou
0 namero de inclusdes por campo.

Para determinar as unidades formadoras de inclusdes (IFUs)/ml, utilizou-se a equagéo:

N2 médio de inclusdées/campo X fator de diluicdo X N2 de campos/coverslip*

IFUS/ml =
/m volume do inéculo (200 ml)

*=12778,83 (usando a objetiva de 40x do microscopio de fluorescéncia Zeiss Axiolmager D2)

Manipulacdo de DNA, plasmideos e primers

Os plasmideos e primers utilizados neste trabalho estao representados na Tabela 2.1 e na Tabela 2.2,
respetivamente. A purificacéo e extracdo de DNA plasmidico foi realizada utilizando o kit NZYMINIprep

(NZYtech), de acordo com as instru¢des do fabricante.

Foram realizadas oito clonagens neste trabalho: o gene que codifica para a proteina 14-3-3¢ foi clonado
no vetor pcDNA3-FLAG-HA de forma a expressar a proteina 14-3-3¢ num novo vetor de transfegao, o
gene que codifica para a proteina 14-3-371 foi clonado no vetor pcDNA3-FLAG-HA de forma a colocar
este gene num vetor de transfec¢do, o gene que codifica para a proteina Inc CT006, com substituicdes
em alguns nucleétidos, foi clonado no vetor pALT2 de forma a testar se os motivos de ligacao de 14-
3-3 presentes na proteina Inc CT006 estavam relacionados com a interacéo entre esta proteina e as
proteinas 14-3-3 e 0 gene que codifica para a proteina 14-3-3 foi truncado em dois. Estes dois genes
foram clonados no vetor pcDNA3-FLAG-HA de forma a perceber que regido da proteina estaria

envolvida na intera¢@o entre a mesma e a proteina Inc CT0O06.

Os inserts resultaram de PCRs a partir dos plasmideos que codificavam para as proteinas de interesse
com a enzima Phusion High Fidelity DNA polymerase (Thermo Fisher Scientific). As purificacdes dos
produtos de PCR antes e apoés digestdo com enzimas de restricao foram realizadas com o kit DNA
Clean & Concentrator-5 (Zymo Research) e a purificacdo dos vetores depois de digeridos foi feita com
o kit Zymoclean Gel DNA Recovery (Zymo Research). As enzimas de restricdo usadas foram BamHI,
EcoRI e Xhol (Thermo Fisher Scientific). As enzimas e kits indicados foram utilizados de acordo com
as instrucdes dos fabricantes.

Os inserts e os vetores para as clonagens foram ligados com a enzima T4 DNA Ligase (Thermo Fisher

Scientific). Apds realizada a transformacgao de E. coli NEB 10B por eletroporagéao foi feito um colony
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PCR com a enzima NZYTaq Il DNA polymerase (NZYtech), de acordo com as indica¢fes do fabricante,

de forma a selecionar as colénias que poderiam possuir os plasmideos pretendidos. Por fim procedeu-

se a extracdo e purificacdo do DNA dos plasmideos construidos e confirmou-se a precisdao da

sequéncia de nucledtidos por sequenciacao de Sanger (Stabvida).

Tabela 2.1 — Plasmideos utilizados neste trabalho

Plasmideo Descricdo/construcéo Referéncia
Plasmideo que permite a expressao de 14-3-3¢
pcDNA3.1-HA-14-3-3¢ Addgene # 4879752
acoplado a HA
Plasmideo que permite a expressao de 14-3-3y
pcDNA3-FLAG-HA-14-3-3y Addgene #9000
acoplado a FLAG-HA
Plasmideo que permite a expressdo de 14-3-3n Addgene #
pCS2-HA-14-3-3n
acoplado a HA 116887
Plasmideo que permite a expressao de 14-3-371
pGEX-4T2-GST- 14-3-31 Addgene # 132815
acoplado a GST
Plasmideo que permite a expressdo de 14-3-3C Addgene #
pCS2-HA-14-3-3¢
acoplado a HA 1168885

pcDNA3-HA-14-3-30

Plasmideo que permite a expressédo de 14-3-30

acoplado a HA

Addgene # 1194656

pCDNA3-FLAG-HA-14-3-3p

Plasmideo que permite a expressédo de 14-3-3f3
acoplado a FLAG-HA

Addgene # 8999

pCB1

Plasmideo derivado de pcDNA3-FLAG-HA-14-3-
3y que permite a expresséao de 14-3-31 acoplado a
FLAG-HA. O insert resultou de um PCR a partir do
pGEX-4T2-GST-14-3-31

primers 2540 e 2541. As enzimas de restricdo

plasmideo com os

utilizadas foram EcoRI e Xhol.

Este trabalho

pCB4

Plasmideo derivado de pcDNA3-FLAG-HA-14-3-
3y que permite a expressao de 14-3-3¢ acoplado a
FLAG-HA. O insert resultou de um PCR a partir do
plasmideo pcDNA3.1-HA-14-3-3¢ com 0s primers
2633 e 2634. As enzimas de restricdo utilizadas

foram EcoRI e Xhol.

Este trabalho

pALT2

Plasmideo derivado de pEGFP-CL1 (Clontech) que
permite a expressdo de EGFP monomérico
(mEGFP)

Ana Luzia
TrindadeS”
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Tabela 2.1 (Continuagao) — Plasmideos utilizados neste trabalho

Plasmideo

Descricao/construcao

Referéncia

pJB104

Plasmideo derivado de pALT2 que permite a
expressdo de CT006 acoplado a mEGFP. O insert
resultou de um PCR a partir de DNA gendémico de
C. trachomatis L2 434/Bu com os primers 2237 e
2238. As enzimas de restricdo usadas foram Xhol

e BamHlI.

Joana Bugalhéo,

nao publicado

pJB116

Plasmideo derivado de pALT2 que permite a
expressdo de uma proteina CT006 mutante (com
as serinas nas posicdes 165, 166 e 167
substituidas por alaninas) acoplada a mEGFP. O
insert resultou de duas reac6es de PCR diferentes
a partir do plasmideo pJB104 com os primers 2237
e 2399 e 2398 e 628. Foi realizado um overlapping
PCR usando como template os produtos de PCR
das reacdes anteriores e 0s primers 2237 e 628.
As enzimas de restricdo usadas foram Xhol e
BamHI.

Joana Bugalhao,

nao publicado

pJB117

Plasmideo derivado de pALT2 que permite a
expressdo de uma proteina CT006 mutante (com
as serinas nas posicdes 150, 151 e 152
substituidas por alaninas) acoplada a mEGFP. O
insert resultou de duas rea¢des de PCR diferentes
a partir do plasmideo pJB104 com os primers 2237
e 2442 e 2441 e 628. Foi realizado um overlapping
PCR usando como template os produtos de PCR
das reacdes anteriores e os primers 2237 e 628.
As enzimas de restricdo usadas foram Xhol e
BamHI.

Joana Bugalhdo,

néo publicado
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Tabela 2.1 (Continuagao) — Plasmideos utilizados neste trabalho

Plasmideo

Descricao/construcao

Referéncia

pJB118

Plasmideo derivado de pALT2 que permite a
expressdo de uma proteina CT006 mutante (com
a serina na posicdo 188 substituida por alanina)
acoplada a mEGFP. O insert resultou de duas
reacdes de PCR diferentes a partir do plasmideo
pJB104 com o0s primers 2237 e 2444 e 2443 e 628.
Foi realizado um overlapping PCR usando como
template os produtos de PCR das reacfes
anteriores e 0s primers 2237 e 628. As enzimas de

restricdo usadas foram Xhol e BamHI.

Joana Bugalhéao,

ndo publicado

pCB5

Plasmideo derivado de pcDNA3-FLAG-HA-14-3-
3B que permite a expressdo de um fragmento de
14-3-3B (residuos de aminoacidos 1 ao 134)
acoplado a FLAG-HA. O insert resultou de um PCR
a partir do plasmideo pcDNA3-FLAG-HA-14-3-3f3
com os primers 2666 e 2667. As enzimas de

restricdo utilizadas foram BamHI e EcoRI.

Este trabalho

pCB6

Plasmideo derivado de pcDNA3-FLAG-HA-14-3-
3B que permite a expressdo de um fragmento de
14-3-33 (residuos de aminoacidos 135 ao 246)
acoplado a FLAG-HA. O insert resultou de um PCR
a partir do plasmideo pcDNA3-FLAG-HA-14-3-3f3
com os primers 2668 e 2669. As enzimas de

restricdo utilizadas foram BamHI e EcoRI.

Este trabalho

pCB7

Plasmideo derivado de pALT2 que permite a
expressdo de uma proteina CT006 mutante (com
as serinas nas posi¢cbes 150, 151, 152 e 188
substituidas por alaninas) acoplada a mEGFP. O
insert resultou de duas reac6es de PCR diferentes
a partir do plasmideo pJB117 com os primers 2237
e 2444 e 2443 e 628. Foi realizado um overlapping
PCR usando como template os produtos de PCR
das reacdes anteriores e 0s primers 2237 e 628.
As enzimas de restricdo usadas foram Xhol e
BamHI.

Este trabalho
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Tabela 2.1 (Continuagao) — Plasmideos utilizados neste trabalho

Plasmideo

Descricao/construcéo

Referéncia

pCB8

Plasmideo derivado de pALT2 que permite a
expressdo de uma proteina CT006 mutante (com
as serinas nas posicfes 150, 151, 152, 165, 166 e
167 substituidas por alaninas) acoplada a mEGFP.
O insert resultou de duas reacbes de PCR
diferentes a partir do plasmideo pJB116 com os
primers 2237 e 2442 e 2441 e 628. Foi realizado
um overlapping PCR usando como template os
produtos de PCR das reacBes anteriores e 0s
primers 2237 e 628. As enzimas de restricdo

usadas foram Xhol e BamHl.

Este trabalho

pCB9

Plasmideo derivado de pALT2 que permite a
expressdo de uma proteina CT006 mutante (com
as serinas nas posicbes 165, 166, 167 e 188
substituidas por alaninas) acoplada a mEGFP. O
insert resultou de duas reac6es de PCR diferentes
a partir do plasmideo pJB116 com os primers 2237
e 2444 e 2443 e 628. Foi realizado um overlapping
PCR usando como template os produtos de PCR
das reacdes anteriores e 0s primers 2237 e 628.
As enzimas de restricdo usadas foram Xhol e
BamHI.

Este trabalho

pCB10

Plasmideo derivado de pALT2 que permite a
expressdo de uma proteina CT006 mutante (com
as serinas nas posi¢fes 150, 151, 152, 165, 166,
167 e 188 substituidas por alaninas) acoplada a
MEGFP. O insert resultou de duas reacgfes de
PCR diferentes a partir do plasmideo pCB7 com o0s
primers 2237 e 2399 e 2398 e 628. Foi realizado
um overlapping PCR usando como template os
produtos de PCR das rea¢cBes anteriores e 0s
primers 2237 e 628. As enzimas de restricdo

usadas foram Xhol e BamHl.

Este trabalho
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Tabela 2.2 — Primers utilizados neste trabalho

Enzima
Cédigo Descrigao Sequéncia de
restricao
Primer forward para a
2540 GACTGAATTCATGGAGAAGACTGAGCTGATCC EcoRl
construgéo de pCB1
Primer reverse para a
2541 GACTCTCGAGTTAGTTTTCAGCCCCTTCTGCCGCATCAC Xhol
construgéo de pCB1
Primer forward de
2339 . TAATACGACTCACTATAGGG -
sequenciacao T7
Primer forward de
2358 _ CGCAAATGGGCGGTAGGCGTG -
sequenciacdo CMV
Primer forward para a
2633 GATCGAATTCGATGATCGAGAGGATCTGG EcoRl
construcéo de pCB4
Primer reverse para a
2634 GATCCTCGAGTTACTGATTTTCGTCTTCCACGTCC Xhol
construgéo de pCB4
Primer forward para a
2666 GATCGGATCCACAATGGATAAAAGTGAGCTGG BamHI
construcéo de pCB5
2667 Primer reverse para a GATCGAATTCTTACACTTCAGAAAGATACCTAAAATAATC EcoRl
co
construgéo de pCB5 TCC
Primer forward para a
2668 GATCGGATCCGCATCTGGAGACAACAAACAAACC BamHI
construcéo de pCB6
Primer reverse para a
2669 GATCGAATTCTTAGTTCTCTCCCTCCCCAGCGTCTCC EcoRl
construcéo de pCB6
Primer forward para a
2237 construcdo de pCBY7, GATCCTCGAGAACCCTCCACTGTTGCACC Xhol
pCB8, pCB9 e pCB10
Primer forward que
permite a substituicdo das
serinas nas posi¢des 150,
2441 151 e 152 para alaninas GAACATAAACCAGCTGCTGCCCTTAAAATCG -

na proteina CT006
Primer forward para a

construcéo de pCB8
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Tabela 2.2 (Continuagéo) — Primers utilizados neste trabalho

Cdédigo

Descricéo

Sequéncia

Enzima de

restricao

2442

Primer reverse que
permite a substituicdo das
serinas nas posicdes 150,

151 e 152 para alaninas
na proteina CT006
Primer reverse para a

construgéo de pCB8

CGATTTTAAGGGCAGCAGCTGGTTTATGTTC

628

Primer reverse de
sequenciacao para
pJB116, pJB117, pJB118,
pCB7, pCBS8, pCB9 e
pCB10
Primer reverse para
construgdo de pCB?7,
pCB8, pCB9 e pCB10

TTATGTTTCAGGTTCAGGG

2443

Primer forward que
permite a substituicdo da
serina na posicao 188
para alanina na proteina
CTO006
Primer forward para a
construcdo de pCB7 e
pCB9

CCTTCCCAACGCTTTGCCGCTTAA

2444

Primer reverse que
permite a substituicdo da
serina na posi¢ao 188
para alanina na proteina
CTO006
Primer reverse para a
construcdo de pCB7 e
pCB9

TTAAGCGGCAAAGCGTTGGGAAGG
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Tabela 2.2 (Continuagéo) — Primers utilizados neste trabalho

Cdédigo

Descricéo

Sequéncia

Enzima de

restricao

2398 166 e 167 para alaninas CCAAGCTCCCCCGTGCTGCCGCTGCTCCCGATCTG

Primer forward que
permite a substituicdo das

serinas nas posicdes 165,

na proteina CT006
Primer forward para a

construgéo de pCB10

2399 166 e 167 para alaninas CAGATCGGGAGCAGCGGCAGCACGGGGGAGCTTGG

Primer reverse que
permite a substituicdo das

serinas nas posicdes 165,

na proteina CT006

Primer reverse para a

construgéo de pCB10

Transfecdo de células HeLa 229 e HEK293T

De forma a proceder a analise da localizacéo intracelular de proteinas por microscopia de fluorescéncia
e expressdo ectopica em células de mamiferos por immunoblotting, as células HeLa 229 foram

transfetadas com DNA plasmidico.

Para microscopia de fluorescéncia foi feito um seeding 24 h antes da transfe¢do com 6x10* células por
poco numa placa de 24 pogos. Para immunoblotting o seeding foi realizado com 1x105 células por poco
numa placa de 24 pocos. Em ambos os casos as células foram transfetadas utilizando o reagente de
transfegdo jetPEIl (Polyplus transfection), utilizando por pogo: 250 ng de DNA plasmidico misturado
com 50 pl de 150 mM NacCl e 1,5 pl de jetPEI misturados com 50 pl de 150 mM NaCl. As solugbes
foram misturadas em vértex e brevemente centrifugadas. A solugdo contendo o reagente jetPEl foi
adicionada a solucao contendo DNA plasmidico, misturada em vortex e brevemente centrifugada antes
de ser incubada 30 minutos a temperatura ambiente. Por fim, foram adicionados 100 pl a cada pogo.
As células foram incubadas numa camara a 37°C com 5% (v/v) de CO:2 e recolhidas para
immunoblotting ou imunofluorescéncia nos tempos indicados. Nas experiéncias em que as células
foram transfetadas com plasmideos e infetadas com C. trachomatis, a transfegéo foi realizada no

tempo zero de infecéo.

As células HEK293T foram transfetadas com DNA plasmidico para se proceder aos ensaios de co-

imunoprecipitacdo. 24 h antes da transfecdo foi feito o seeding de 5x10° células por poco em placas
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de 6 pocos, previamente tratadas com Poli-L-lisina (SIGMA-ALDRICH; diluida 1:10 em PBS). O
procedimento de transfecdo foi semelhante ao referido em cima, com as seguintes excegdes: 0s
volumes de todas as soluc@es e quantidades de DNA plasmidico foram multiplicados por 5 e trocou-

se 0 meio DMEM suplementado com 10% (v/v) FBS antes da transfecéo e apos 4 h.

Infecdo com C. trachomatis

As células HelLa 229 foram infetadas com C. trachomatis L2/434. No dia anterior a infecéo foi realizado
um seeding em placas de 24 pocos. Apoés 24 h, trocou-se o0 meio DMEM suplementado com 10% (v/v)
FBS por meio Hank's Balanced Salt Solution (HBSS; gibco) e as células foram incubadas a 37 °C numa
atmosfera com 5% (v/v) CO:2 durante 10 minutos. Procedeu-se a preparacdo de um inéculo de C.
trachomatis em 200 pl/poco de SPG com uma multiplicidade de infegcdo (MOI) de 10. Retirou-se o
HBSS, adicionou-se o indculo e as células foram incubadas durante 30 minutos a 37 °C numa
atmosfera com 5% (v/v) de CO2. Apds remocado do in6culo foi adicionado DMEM suplementado com
10% (v/v) FBS contendo 10 ug/mL gentamicina, sendo este considerado o tempo zero de infegdo. As
células infetadas foram incubadas a 37 °C numa atmosfera com 5% (v/v) de CO: até ao momento de

preparacao para andlise.

Microscopia de Fluorescéncia

Para microscopia de fluorescéncia, as células foram fixadas com 4% (p/v) paraformaldeido (PFA)
durante 15 minutos a temperatura ambiente e colocadas em PBS contendo cloreto de amadnia (NH4ClI;
0,01 M). As células foram lavadas em PBS contendo 0,1% (p/v) saponina (PBSS; (VWR)) ou PBS
contendo 0,1% (v/v) Triton X-100 (PBS-Triton; (SIGMA-ALDRICH)), incubadas durante 1 h com
anticorpos primarios (1:200) diluidos em PBSS ou PBS-Triton contendo 10% (v/v) de soro de cavalo e
posteriormente incubadas com anticorpos secundarios (1:200) apropriados acoplados a fluoréforos.
Para finalizar, lavaram-se sequencialmente as células em PBSS ou PBS-Triton, PBS e H20 destilada
e colocaram-se numa lamina com liquido de montagem Aqua-poly/Mount (Polysciences). As amostras
foram analisadas usando um microscoépio de fluorescéncia (Zeiss Axiolmager D2) e as imagens obtidas

foram processadas usando o software Fiji%8.

Anticorpos e corantes fluorescentes

Para microscopia de fluorescéncia foram utilizados os anticorpos primarios anti-HA de ratazana
(Roche; 1:200) e anti-MOMP de cabra (Abcam; 1:200) e os anticorpos secundarios anti-lgG de
ratazana conjugado a Rhodamine Red-X (Jackson ImmunoResearch; 1:200) e anti-lgG de cabra
conjugado a AF488 (Jackson ImmunoResearch; 1:200). Foi ainda utilizada faloidina conjugada a

AF488 (Life Technologies; 1:200) para marcar os filamentos de actina.
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Para immunoblotting foram utilizados os anticorpos primarios anti-HA de ratazana (Roche; 1:1000),
anti-a-tubulina de rato (Sigma-Aldrich; 1:1000), anti-GFP de coelho (Abcam; 1:1000) e anti-GFP de
cabra (SICGEN; 1:1000). Os anticorpos secundarios conjugados a enzima Horseradish Peroxidase
(HRP) utilizados foram anti-lgG de ratazana (Sigma-Aldrich; 1:10 000), anti-lgG de rato (GE
Healthcare; 1:10 000), anti-lgG de coelho (Jackson ImmunoResearch; 1:10 000) e anti-lgG de cabra

(Jackson ImmunoResearch; 1:10 000).

Ensaios de co-imunoprecipitacdo

Para os ensaios de co-imunoprecipitacao foi utilizado o kit GFP-Trap (ChromoTek), de acordo com as
instru¢cdes do fabricante. 48 horas antes de iniciar o ensaio foi feito um seeding de 5x105 células
HEK293T por po¢o numa placa de 6 pocos previamente tratada com Poli-L-lisina (SIGMA-ALDRICH).
Apébs 24 h, as células foram co-transfetadas, em vérias combinacdes diferentes, com os plasmideos
gue codificam para mEGFP, mEGFP-CT006 ou mEGFP-CT006 mutantes e com 0s plasmideos que
codificam para as diferentes proteinas 14-3-3 ou para as proteinas 14-3-3B(1-134) € 14-3-3(135-246) COM

0 epitopo HA ou FLAG-HA , tendo sido utilizados dois pocos para cada condigdo em estudo.

No dia seguinte, o meio de cultura foi substituido por 500 pl de PBS por poc¢o e as células foram
raspadas e transferidas para microtubos de 1,5 ml. Para proceder a lise celular as células foram
centrifugadas durante 5 minutos a 3070 g, ressuspendidas em 200 pl de Co-IP Lysis Buffer (20 mM
Tris pH 7,5, 137 mM NaCl, 2 mM EDTA, 1% NP40, inibidores de proteases [1:100] e PMSF
[1:100]),arrefecido em gelo, incubadas durante 30 minutos em gelo sendo ressuspendidas de 10 em
10 minutos. O lisado foi centrifugado a 24,100 g durante 10 min a 4 °C e 20 ul de sobrenadante (Input-
amostra inicial) foi recolhido para analise por immunoblotting. O restante lisado foi diluido em 800 pl
de GFP-Trap dilution buffer (10 mM Tris pH 7,5, 150 mM NaCl, 0,5 mM EDTA) e incubado com as
GFP-Trap beads (ChromoTek), previamente lavadas 3 vezes com GFP-Trap dilution buffer, durante 4

h com agitacdo a 4°C.

Apébs o tempo de incubagédo, foram recolhidos 20 ul da fracdo ndo ligada as GFP-Trap beads (Non-
Bound — N&o ligantes) e procedeu-se a lavagem das beads com 500 ul de GFP-Trap dilution buffer,
com centrifugacdes de 2 min a 2000 g, 4°C. Este processo de lavagem foi repetido 6 vezes, 3 das
guais entre a adicdo do GFP-Trap dilution buffer e a centrifugacdo, as beads foram incubadas a 4 °C
durante 5 minutos com agitacéo. Recolheu-se a ultima lavagem (Wash - Lavagem) e guardou-se o
ultimo pellet (Bound — Ligandos), onde se encontram as proteinas que interagem com mEGFP-CTO006.
Durante todo este processo foram guardados 20 ul de cada amostra (Input, Non-Bound, Wash e
Bound), as quais foram adicionados 20 pl de 2X SDS Loading Buffer (0,25 M Tris-HCI pH 6,8, 10%
(p/v) SDS, 50% (v/v) Glycerol, 0,5 M B-mercaptoethanol, 0,5 % (p/v) Bromophenol blue) previamente
aquecido. Por fim as amostras foram fervidas a 100 °C durante 10 minutos e analisadas por

immunoblotting.
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Immunoblotting

Para recolher os extratos celulares de forma a serem analisados por immunoblotting, lavou-se as
células HelLa 229 com PBS, adicionou-se 50 pl de TrypLE Express por pogo e incubou-se as células a
37 °C numa atmosfera com 5% (v/v) de CO2z durante 5 minutos. Foram adicionados 500 pl por pogo de
meio DMEM suplementado com 10 % (v/v) FBS para de seguida as células serem transferidas para
um microtubo de 1,5 ml (2 pogos por microtubo). Centrifugou-se as células durante 2 minutos a 4,500
g, 4°C e ressuspendeu-se o pellet em 500 ul de PBS. Voltou a centrifugar-se nas mesmas condicdes,
mas desta vez ressuspendeu-se o pellet em 40 pl de SDS Loading Buffer previamente aquecido. As
amostras foram incubadas durante 10 minutos a 100 °C e separadas em 12% SDS-PAGE ou 15%
SDS-PAGE.

As proteinas foram transferidas do gel para uma membrana de nitrocelulose através do sistema de
transferéncia Trans-Blot Turbo (BioRad), de acordo com as instru¢des do fabricante, e de seguida as
membranas foram bloqueadas com 4% (p/v) de leite em pé diluido em PBS contendo 0,2% (v/v)
Tween-20 (AMRESCO). Posteriormente as membranas foram incubadas com os anticorpos primarios
apropriados e com anticorpos secundarios acoplados a enzima HRP. As lavagens das membranas
foram feitas com PBS contendo 0,2% (v/v) Tween-20 e detetadas com SuperSignal™ West Pico
Chemiluminescent Substrate (Thermo Fisher Scientific), de acordo com as indica¢des do fabricante,

por exposicdo em Amersham Hyperfilm ECL (GE Healthcare).

Alinhamentos das sequéncias de aminoéacidos das proteinas 14-3-3

O alinhamento das sequéncias de aminoacidos das proteinas 14-3-3 foi feito com o programa

BLAST?®960 T-Coffeebl.62 ¢ Jalviewss.
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3. Resultados

Expressdao ectopica das proteinas 14-3-3 em células de mamifero

De forma a expressar as proteinas 14-3-3 ectopicamente em células HelLa 229, estas células foram
transfetadas com plasmideos que codificam para as proteinas 14-3-3 acopladas aos epitopos
hemaglutinina do virus da gripe (HA) ou FLAG-HA: HA-14-3-3¢ (31 kDa), FLAG-HA-14-3-3¢ (32,1 kDa),
FLAG-HA-14-3-3y (31,4 kDa), HA-14-3-3n (30 kDa), HA-14-3-3C (29,5 kDa), FLAG-HA-14-3-31 (31
kDa), FLAG-HA-14-3-3B (30,6 kDa) e HA-14-3-30 (29,4 kDa). De seguida a produgédo das proteinas

foi analisada por immunoblotting.

Na Figura 3.1A é possivel observar que todas as proteinas foram produzidas de acordo com a sua
massa molecular, tal como deduzido a partir da sua estrutura primaria, com excecao da proteina HA-
14-3-3¢. Clonou-se entdo o gene que codifica para a proteina 14-3-3¢ num novo vetor de transfegéo e,
como podemos ver na figura 3.1B, a presenca da banda indica que a proteina FLAG-HA-14-3-3¢ foi

produzida com a massa molecular prevista.
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Figura 3.1 - Analise da expressé&o ectopica das diferentes 14-3-3 em células HelLa 229. As células foram
transfetadas com os diferentes plasmideos que codificam para as proteinas 14-3-3, indicadas na figura, e apds
24 h procedeu-se a andlise por immunoblotting. Os anticorpos anti-HA e anti-a-tubulina foram utilizados para
detecdo das proteinas e 0 marcador de pesos moleculares utilizado foi NZYColour Protein Marker Il (NZYtech).
(A) Todas as proteinas foram produzidas de acordo com a sua massa molecular prevista, com excec¢éo da proteina
HA-14-3-3¢. (B) Expressdo da proteina 14-3-3¢ apds se ter construido um plasmideo novo para expressar a
proteina acoplada aos epitopos FLAG-HA num vetor de transfe¢édo diferente.

A fragdo NT corresponde as células ndo transfetadas servindo como controlo negativo. A massa molecular da
proteina mEGFP, HA-14-3-3¢, FLAG-HA-14-3-3y, HA-14-3-3n, HA-14-3-3¢, FLAG-HA-14-3-31, FLAG-HA-14-3-38,
HA-14-3-30 e FLAG-HA-14-3-3¢ ¢ 26,9 kDa, 31 kDa, 31,4 kDa, 30 kDa, 29,5 kDa, 31 kDa, 30,6 kDa, 29,4 kDa e
32,1 kDa, respetivamente.

As proteinas 14-3-3 apresentam uma localizagdo citoplasmatica quando expressas

ectopicamente em células HelLa 229

Para analisar a localizagdo intracelular das proteinas 14-3-3 em células de mamifero, as células HelLa
229 foram transfetadas com os plasmideos que codificam para as proteinas 14-3-3 acopladas a HA ou
FLAG-HA (HA-14-3-3¢, FLAG-HA-14-3-3y, HA-14-3-3n, HA-14-3-3¢, FLAG-HA-14-3-31, FLAG-HA-14-

31



3-3B e HA-14-3-30) e analisadas por imunofluorescéncia utilizando o anticorpo anti-HA. Faloidina
conjugada ao fluoroforo AF488 foi utilizada para a marcacéo dos filamentos de actina. Verificamos que
todas as proteinas 14-3-3 estéo dispersas pela célula (Figura 3.2). Pudemos entéo concluir que todas

as isoformas das proteinas 14-3-3 aparentam apresentar uma localizagéo citoplasmatica.

Anti-HA
Anti-HA Faloidina :

HA-14-3-3¢

FLAG-HA-14-3-3y

HA-14-3-3n

HA-14-3-3C

FLAG-HA-14-3-3t
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FLAG-HA-14-3-38

HA-14-3-30

Figura 3.2 - Anédlise da localizagdo intracelular das diferentes proteinas 14-3-3 quando expressas
ectopicamente em células HeLa 229. As proteinas 14-3-3 apresentam uma localizac@o citoplasmética. As
células HelLa 229 foram transfetadas com os plasmideos que codificam para as diferentes 14-3-3 e ap6s 24 h
foram fixadas com 4% (p/v) paraformaldeido. Posteriormente foram marcadas, para serem analisadas por
microscopia de fluorescéncia, com o anticorpo anti-HA e com um anticorpo secundario apropriado conjugado a
um fluoréforo vermelho e com faloidina conjugada ao fluoréforo AF488. Barra de escala, 10 um.

As proteinas 14-3-3 sé&o recrutadas para a periferia da membrana de inclusdo em

células infetadas com C. trachomatis

A proteina Inc CT006 localiza-se na membrana de inclusdo de C. trachomatis. Antes de testar a
interacdo entre as proteinas 14-3-3 e a proteina Inc CT006 verificou-se primeiro se as proteinas 14-3-
3 eram recrutadas para a periferia da membrana de inclusdo durante a infecdo. As células HelLa 229
foram infetadas com C. trachomatis e transfetadas com os plasmideos que codificam para as diferentes
isoformas das proteinas 14-3-3 (HA-14-3-3¢, FLAG-HA-14-3-3y, HA-14-3-3n, HA-14-3-3¢, FLAG-HA-
14-3-31, FLAG-HA-14-3-3B e HA-14-3-30). A diferentes horas apoés a infe¢ao, as células foram fixadas
e analisadas por imunofluorescéncia utilizando o anticorpo anti-HA para a detecdo das 14-3-3 e o
anticorpo anti-MOMP (que reconhece a Major Outer Membrane Protein de C. trachomatis) para a
detec¢édo das bactérias no interior da inclusao.

Comecamos por analisar a localizacao intracelular das proteinas 14-3-3 apos 24 h de infegao com C.
trachomatis. E possivel observar na Figura 3.3 que as proteinas 14-3-3 mantém parcialmente a sua
localizac@o citoplasmatica, mas podemos notar que também se localizam num circulo a volta da
inclusdo. Isto indica acumulacao das proteinas 14-3-3 naquela zona, coincidindo com a membrana de
inclusdo. Foi possivel entdo concluir que todas as isoformas das proteinas 14-3-3 sdo recrutadas para

a periferia da membrana de incluséo de C. trachomatis.
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De seguida fomos analisar se apés 32 h de infecao as proteinas 14-3-3 ainda se localizam na periferia
da membrana de inclusdo. Tal como se pode observar na Figura 3.3, as inclusdes sdo maiores e as
proteinas 14-3-3 mantém-se a sua volta, o que significa que essas proteinas se localizam na
membrana de inclusédo ap6s 32 h de infecao.

24 hp.i

Anti-HA
HA-14-3-3¢

FLAG-HA-14-3-3y

HA-14-3-3n

HA-14-3-3(

FLAG-HA-14-3-3t

Anti-HA

32 hp.i

Anti-HA
FLAG-HA-14-3-3¢

FLAG-HA-14-3-3y

HA-14-3-3n

HA-14-3-3(

FLAG-HA-14-3-3t

Anti-HA




FLAG-HA-14-3-3 FLAG-HA-14-3-38

HA-14-3-30 HA-14-3-30

Figura 3.3 - Anélise do recrutamento para a periferia da membrana de inclusdo das diferentes 14-3-3 apés
24 h ou 32 h de infecdo com C. trachomatis. Apés 24 h ou 32 h de infe¢do todas as proteinas 14-3-3 séo
recrutadas para a periferia da membrana de inclusdo. As células HelLa 229 foram infetadas com C. trachomatis
L2/434 e transfetadas com os plasmideos que codificam para as diferentes proteinas 14-3-3. Ap6s 24 h ou 32 h,
as células foram fixadas com 4% (p/v) paraformaldeido e marcadas com os anticorpos anti-HA e anti-MOMP e
com anticorpos secundarios apropriados conjugados a fluor6foros vermelhos ou verdes, respetivamente. As
células foram analisadas por microscopia de fluorescéncia. h p.i: horas pés-infe¢éo. Barra de escala, 10 pm

O proximo passo foi perceber quando € que estas proteinas comecavam a ser recrutadas para a
periferia da membrana de inclusdo de C. trachomatis. Analisamos entéo as células apds 8 h e 16 h de
infecdo. A andlise ap6s 8 h de infecao apenas foi feita para a proteina 14-3-3[3, pois a sua interagao
com Inc CTO0O06 j& tinha sido validada anteriormente (Bugalh&o e Mota, resultados nédo publicados). Tal
como ilustrado na Figura 3.4A, pudemos concluir que apds 8 h de infecdo a proteina FLAG-HA-14-3-
3B ainda ndo é recrutada para a periferia da membrana de inclusdo. A inclusdo é muito pequena e

apenas conseguimos ver a proteina 14-3-3f dispersa na célula.

A Figura 3.4B mostra que as proteinas HA-14-3-3n, HA-14-3-3¢, FLAG-HA-14-3-31, FLAG-HA-14-3-3f3
e HA-14-3-30 sao recrutadas para a periferia da membrana de inclusao 16 h apds a infegdo. Também
foi testado para as proteinas FLAG-HA-14-3-3¢ e FLAG-HA-14-3-3y, mas nao foi possivel encontrar
células transfetadas aquando da andlise no microscépio de fluorescéncia. Prevé-se entdo que
provavelmente as proteinas 14-3-3 comeg¢am a ser recrutadas para a periferia da inclusdo entre 8 h e

16 h apés a infecdo por C. trachomatis.
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A

8 h p.i

Anti-HA FLAG-HA-14-3-38
FLAG-HA-14-3-38

B
16hpi Anti-HA Anti-HA
Anti-HA ‘ Anti-HA '

HA-14-3-3n HA-14-3-3(

FLAG-HA-14-3-3t FLAG-HA-14-3-38

HA-14-3-30

Figura 3.4 - Anélise do recrutamento para a periferia da membrana de inclusdo das diferentes 14-3-3 apés
8 h ou 16 h de infegcdo com C. trachomatis. (A) Apds 8 h de infecdo a proteina 14-3-3f nio é recrutada para a
membrana de inclusdo. (B) Apés 16 h de infecdo as proteinas 14-3-3n, 14-3-3¢, 14-3-371, 14-3-38 e 14-3-30 sado
recrutadas para a membrana de inclusao.

As células Hela 229 foram infetadas com C. trachomatis L2/434 e transfetadas com os plasmideos que codificam
para as proteinas 14-3-3. As células foram fixadas apds 8 h e 16 h de infecdo com 4% (p/v) paraformaldeido e
marcadas com o0s anticorpos anti-HA e anti-MOMP e com anticorpos secundarios apropriados conjugados a
fluoréforos vermelhos ou verdes, respetivamente. As células foram analisadas por microscopia de fluorescéncia.
h p.i: horas pos-infecdo. Barra de escala, 10 pm
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A proteina Inc CT006 consegue interagir com as proteinas 14-3-3y, 14-3-3n ,14-3-38 e
14-3-30

Para testar a interagdo entre as diferentes isoformas das proteinas 14-3-3 e a proteina Inc CT006 foi
utilizada a técnica de co-imunoprecipitagdo. Para isso, foram co-transfetadas células HEK293T com
cada um dos plasmideos que codificam para as proteinas 14-3-3 acopladas a HA ou FLAG-HA e com
o plasmideo que codifica para mMEGFP (controlo negativo) ou mMEGFP-CT006. Uma vez que a interacdo
entre mMEGFP-CT006 e FLAG-HA-14-3-3f ja tinha sido validada anteriormente (Bugalhdo e Mota,
resultados ndo publicados), esta combinacao foi utilizada como controlo positivo. Este ensaio foi
realizado com as GFP Trap beads, que sdo beads de agarose ligadas a um anticorpo contra GFP.
Neste ensaio, as amostras Input, Non-Bound, Wash e Bound foram analisadas por immunoblotting
utilizando os anticorpos anti-HA e anti-GFP. Uma vez que a proteina CT006 esta acoplada a GFP ir4
sempre ligar-se a estas beads e aparecer na fracdo Bound do immunoblotting. Caso alguma das

proteinas 14-3-3 interaja com mEGFP-CT006 sera também detetada na fragdo Bound.

Como é possivel observar na Figura 3.5, as proteinas FLAG-HA-14-3-3y, HA-14-3-3n, FLAG-HA-14-
3-3B e HA-14-3-3c foram detetadas na fragdo Bound, o que significa que interagem com a proteina
MEGFP-CT006. As proteinas FLAG-HA-14-3-3¢ e HA-14-3-3C foram detetadas na fragédo Input, o que
significa que estavam presentes na amostra inicial. No entanto, o facto de néo serem detetadas na
fracdo Bound indica que ndo interagem com mEGFP-CT006. Em relacdo a proteina FLAG-HA-14-3-31
nao foi possivel retirar conclusdes acerca da interacdo, uma vez que os resultados obtidos em seis

experiéncias independentes ndo foram reprodutiveis.

mEGFP mEGFP-CT006
R Q Interacao com
N N
9 Qo MEGFP-CT006
X D x > X R x S
S & @ N S & 8
N S \$ ‘bo & S $ %0
Anti—GFPI- | ._I - N
Nao
Sim

Anti-HA ” ? & | FLAG-HA-14-3-3y

vl (= G
. Sim
Anti-HA b- h- S|  HA-14-3-3n
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Figura 3.5 - Analise da interagéo, através de ensaios de co-imunoprecipitacdo, entre as proteinas 14-3-3 e
a proteina CT006 ap6s expressdo ectopica em células HEK293T. As células HEK293T foram co-transfetadas
em diferentes combina¢cdes com os plasmideos que codificam para mEGFP ou mEGFP-CT006 e com o0s
plasmideos que codificam para as diferentes isoformas das proteinas 14-3-3 acopladas a HA ou FLAG-HA. Apos
24 h, as células foram lisadas e incubadas com GFP trap beads (ChromoTek). As amostras Input, Non-Bound,
Wash e Bound foram analisadas por immunoblotting utilizando os anticorpos anti-HA e anti-GFP para a detecao
das proteinas. O marcador de pesos moleculares utilizado foi NZYColour Protein Marker Il. A massa molecular da
proteina mMEGFP, mEGFP-CT006, FLAG-HA-14-3-3¢, FLAG-HA-14-3-3y, HA-14-3-3n, HA-14-3-3¢, FLAG-HA-14-
3-31, FLAG-HA-14-3-33, HA-14-3-30 é 26,9 kDa, 47,4 kDa, 32,1 kDa, 31,4 kDa, 30 kDa, 29,5 kDa, 31 kDa, 30,6
kDa, 29,4 kDa, respetivamente. Cada ensaio foi realizado pelo menos trés vezes para cada proteina 14-3-3 com
excecao da proteina 14-3-3¢, onde apenas foram realizados dois ensaios. Esta representada na figura a conclusédo
da interacdo entre as proteinas 14-3-3 e a proteina mEGFP-CTO0O06.

Alinhamento das sequéncias de aminoéacidos das proteinas 14-3-3

Como foi possivel observar anteriormente algumas das isoformas das proteinas 14-3-3 interagem com
a proteina Inc CT006 e outras ndo. De forma a tentar perceber se isto estava relacionado com as
sequéncias de aminoacidos das isoformas, avaliando quais seriam as diferencas e semelhancas entre
elas, fomos fazer um alinhamento entre todas as isoformas das proteinas 14-3-3 e calcular a
percentagem de identidade entre as isoformas duas a duas. Recorreu-se primeiro ao programa T-
Coffee para fazer um alinhamento de todas as sete sequéncias de aminoacidos das proteinas 14-3-3
e de seguida o programa Jalview coloriu as sequéncias consoante a percentagem de identidade de
aminoacidos entre elas. Com o BLAST fez-se um alinhamento das isoformas 14-3-3 duas a duas,

calculando assim melhor quais seriam as mais diferentes entre si (Tabela 3.1).
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Pela Figura 3.6 podemos dizer que, tal como esperado, as isoformas séo todas muito idénticas entre
si, sendo a regido menos idéntica entre todas, a regido C-terminal, apesar de ao longo das sequéncias
encontrarmos algumas regifes pouco idénticas. Pode ver-se que todas as isoformas tém os residuos
conservados, Lisina-49, Arginina-56, Arginina-127 e Tirosina-128 (residuos correspondentes a
proteina 14-3-30), as hélices H3, H5, H7 e H9 pertencentes ao groove de ligacao também parecem ser
conservadas entre isoformas, e tal como esperado a regido C-terminal e N-terminal apresentam
diferencas*>4’. Podemos ainda ver que as proteinas que sdo menos idénticas as outras isoformas, sédo
as isoformas 14-3-3¢ e 14-3-30, resultados apoiados pela Tabela 3.1, onde esta mostrado que estas
sdo as proteinas com menor percentagem de identidade em relagdo as outras isoformas. Dito isto,
parece que o facto de as sequéncias de aminoacidos apresentarem diferengas nao estara relacionado
com o facto das proteinas 14-3-3 interagirem ou ndo com a proteina Inc CT006, a isoforma 14-3-3c0
faz parte do grupo que tem menor percentagem de identidade com as outras isoformas, mas interage
com a Inc CTO006.
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Figura 3.6 - Alinhamento das sequéncias das proteinas 14-3-3 com percentagem de identidade
representada a azul. Com o programa T-Coffee fez-se o alinhamento das sete isoformas 14-3-3. Com o programa
JalView colocou-se a percentagem de identidade. A ordem da sequéncia das proteinas 14-3-3 é: 14-3-3f3, 14-3-
3¢, 14-3-3y, 14-3-3n, 14-3-3¢, 14-3-31 e 14-3-30, respetivamente. Quanto mais escuro o azul maior a percentagem
de identidade entre as 7 isoformas, sendo 0 azul mais escuro quando existe pelo menos 6 aminoacidos iguais.
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Tabela 3.1 - Percentagem de identidade entre as proteinas 14-3-3 duas a duas. Alinhamento feito com
0 programa BLAST.

14-3-3 Epsilon (g) | Gama (y) Eta (n) Zeta (Q) Tau (71) Beta (B) | Sigma (o)
Epsilon (g) - 64% 63% 69% 65% 66% 60%
Gama (y) 64% - 87% 74% 70% 75% 65%
Eta (n) 63% 87% - 74% 71% 76% 64%
Zeta (Q) 69% 74% 74% - 80% 88% 71%
Tau (1) 65% 70% 71% 80% - 82% 71%
Beta (B) 66% 75% 76% 88% 82% - 69%
Sigma (o) 60% 65% 64% 71% 71% 69% -

As proteinas CT006s150-152--aaa, CT00Bs165-167->an4 € CTO06s188.54 iNteragem com a proteina
14-3-3B apesar de um dos seus potenciais motivos de ligacdo 14-3-3 estar mutado

As proteinas 14-3-3 ligam-se a fosfoserinas/fosfotreoninas na proteina com a qual interagem e tém
trés possiveis motivos de ligagcdo aos quais se podem ligar, Modo I:RSX(pS/T)XP, Modo
I:RX(F/Y)X(pS)XP e Modo Il penultimo residuo de aminoacido na regido C-terminal é o residuo
fosforilado*®. Foi anteriormente descoberto no laboratério, através de ensaios de co-imunoprecipitacéo,
gue a regido C-terminal da proteina Inc CT006 era necesséria e suficiente para a interagdo entre esta

e a proteina 14-3-3p (Bugalh&o e Mota, resultados ndo publicados).

ApoOs andlise da sequéncia de aminoacidos da proteina Inc CT006 verificou-se que existem duas
potenciais sequéncias (Figura 3.7) que coincidem com dois dos motivos de ligacdo das 14-3-3,
RSXpSXP e o facto do penultimo aminoacido na regido C-terminal ser uma serina, coincidindo ainda

gue estas duas sequéncias se encontram na regido C-terminal da proteina.

De forma a tentar perceber se estes potenciais motivos de ligagdo na proteina Inc CT006 estavam
envolvidos na interacdo entre as proteinas construiram-se dois plasmideos, onde em cada um deles
se mutaram estes motivos, substituindo as serinas presentes por alaninas (pois este aminoacido ndo
altera a conformacao da cadeia principal nem é um aminodacido reativo®). Ou seja, substituiu-se as
serinas S165, S166, S167 e S188 por alaninas, dando origem a dois plasmideos que codificam para
as proteinas mEGFP-CT006s165-167->a0a € MEGFP-CT006s188>a. COmo nesta regido da proteina
encontram-se ainda trés serinas, construiu-se entdo também um novo plasmideo onde as serinas
S150, S151, S152 foram substituidas por alaninas dando origem a um plasmideo que codifica para a

proteina MEGFP-CT006s150-152->A4A.
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Figura 3.7 - Representagfes esquematicas da proteina Inc CT006 com diferentes mutagdes. (A) Sequéncia
de aminoacidos da proteina CT006 onde estéo realgados os potenciais motivos de ligagdo das proteinas 14-3-3.
A cinzento esté representado o motivo RSXpSXP (motivo 1), a vermelho escuro esté representado o motivo Ill e a
azul estdo representas as trés serinas. Por baixo encontra-se a representagdo esquematica da proteina com
realce nas serinas dos possiveis motivos, destacados anteriormente nas mesmas cores, 0s quais foram mutados
na proteina. (B) Representacdo esquematica das proteinas CTO06 com as serinas substituidas por alaninas nos
possiveis motivos de ligagdo 14-3-3, com realce, nas mesmas cores, nestas substituicdes realizadas. Estas
substituicdes foram feitas por overlapping PCR e de seguida o gene que codifica para as mesmas foi clonado no
vetor pALT2, dando origem aos plasmideos pJB117, pJB116 e pJB118 (Tabela 2.1), respetivamente.

Uma vez que estes motivos podem estar envolvidos na interacdo entre as proteinas 14-3-3 e a proteina
Inc CTOO06, utilizou-se a técnica de co-imunoprecipitacdo para perceber se a interagdo se mantinha.
Fez-se entdo um ensaio entre a proteina 14-3-3B e as novas proteinas CT0O06 com as serinas
substituidas por alaninas. Células HEK293T foram co-transfetadas com os plasmideos que codificam
para as proteinas mEGFP-CT006 mutantes e com o plasmideo que codifica para a proteina FLAG-HA-
14-3-3B. A proteina 14-3-3f foi a escolhida para fazer estes ensaios entre todas as sete isoformas
pois, como ja tinha referido anteriormente, ja tinha sido confirmada a sua interacdo com a regido C-
terminal da proteina Inc CT006 no laboratério (Bugalhdo e Mota, resultados nédo publicados). Foi ainda

utilizado como controlo positivo deste ensaio a interagdo entre a proteina FLAG-HA-14-3-33 e a
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proteina MEGFP-CT006 e como controlo negativo a auséncia de interagdo entre a proteina mEGFP e
FLAG-HA-14-3-383.

Como é possivel observar na Figura 3.8, a proteina FLAG-HA-14-3-3f3 foi detetada em todas as fracdes
Bound correspondentes a todas as proteinas CT006 mutantes. Pelo que as proteinas mEGFP-
CT006s150-152->a88, MEGFP-CT006s165-167->a0a € MEGFP-CT006s188->A interagem com a proteina FLAG-
HA-14-3-3B3. Este ensaio ja tinha sido realizado anteriormente servindo assim como ensaio de

confirmacéo (Bugalh&o e Mota, resultados ndo publicados).

mEGFP-CT006

S150-152.>AAA S165-167->AAA Sigs->A mEGFP-CT006 mEGFP
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Figura 3.8 - Andlise da interacdo, através de ensaios de co-imunoprecipitacdo, entre a proteina 14-3-38 e
as proteinas CT006 com mutagcdes nos motivos de ligacdo das proteinas 14-3-3 apds expressao ectbpica
em células HEK293T. As células HEK293T foram co-transfetadas em diferentes combinac¢des com os plasmideos
qgue codificam para mEGFP, mEGFP-CT006 ou mEGFP-CT006 com as mutacdes indicadas na figura e com o
plasmideo que codifica para a proteina FLAG-HA-14-3-3[3. Apds 24 h, as células foram lisadas e incubadas com
GFP trap beads (ChromoTek). As amostras Input, Non-Bound, Wash e Bound foram analisadas por
immunoblotting utilizando os anticorpos anti-HA e anti-GFP para a detecdo das proteinas. A combinacdo FLAG-
HA-14-3-33 e mEGFP foi utilizada como controlo negativo e a combinagdo FLAG-HA-14-3-33 e mEGFP-CT006
como controlo positivo. O marcador de pesos moleculares utilizado foi NZYBlue Protein Marker. A massa
molecular da proteina mMEGFP, mEGFP-CT006, mEGFP-CT006 sis0-152->aaa, MEGFP-CT0065s165-167->a84, MEGFP-
CT006s188->a € FLAG-HA-14-3-3B ¢é 26,9 kDa, 47,4 kDa, 47,3 kDa, 47,3 kDa, 47,3 kDa, 30,6 kDa, respetivamente.
Este ensaio foi realizado apenas uma vez, mas ja tinha sido realizado anteriormente (Bugalhdo e Mota, resultados
ndo publicado). Esta representada a conclusdo da interacdo entre a proteina 14-3-33 e as proteinas mEGFP-
CT006 mutantes.

Apesar da proteina Inc CTOO6 ter os potenciais motivos de ligacdo mutados parece continuar a interagir
com a proteina 14-3-3B. Supusemos entdo duas hipoteses: estes motivos ndo estdo diretamente
envolvidos na interacdo entre as duas proteinas ou como na sequéncia da proteina continua a existir
mais do que um potencial motivo de ligacdo, pois apenas se mutou um deles, pode existir alguma

compensagao e outro motivo interagir.

De forma a esclarecer esta questdo construiram-se quatro novos plasmideos, onde as mutacdes
mostradas anteriormente, estavam presentes duas a duas na sequéncia da proteina Inc CT006 e um
dos plasmideos tinha presente as trés mutacdes. Foram entdo realizadas as mutacdes seguintes:
S150, S151, S152 e S165, S166, S167 foram substituidas por alaninas, S165, S166, S167 e S188
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foram substituidas por alaninas, S150, S151, S152 e S188 foram substituidas por alaninas e S150,
S151, S152, S165, S166, S167 e S188 foram substituidas por alaninas, dando origem a plasmideos
gue codificam para as proteinas mMEGFP-CT006s150-152, s165-167->as, MEGFP-CT006s165-167, S188->As,
MEGFP-CT006s150-152, s188->As € MEGFP-CT006s150-152, s165-167, S188->As, Fespetivamente (Figura 3.9).

CT006515U-152, 5165-167->As
S16551665167->AAA

? 189

[
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1 T 189
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Figura 3.9 - Representacdo esquematica das proteinas CT006 com mutacdes nos potenciais motivos de
ligacéo das 14-3-3. Proteinas CT006s150-152, s165-167->As, CTO06s165-167, s188->As, CTOO6 s150-152, s188->As € CTO06 s150-
152, S165-167, S188->As, fespetivamente, com realce nas serinas dos possiveis motivos de ligacdo 14-3-3 que foram
substituidas por alaninas. Estas substituicbes foram feitas por overlapping PCR e de seguida cada gene que
codifica para estas proteinas mutadas foi clonado no vetor pALT2, dando origem aos plasmideos pCB8, pCB9,
pCB7 e pCB10 (Tabela 2.1), respetivamente.

As proteinas CT006s150-152, s165-167->As, CT006s165.167, s188->As, CTO06s150-152, s188->As € CTO06s150-

152, S165-167, S188->As SA0 €Xpressas ectopicamente em células de mamifero

De forma a testar se as proteinas Inc CT006 mutantes eram expressas ectopicamente em células HelLa
229, as células foram transfetadas com os plasmideos que codificam para as proteinas mEGFP-
CT006, com as mutacdes referidas anteriormente nos motivos de ligacdo, e analisadas por

immunoblotting.
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Na Figura 3.10 é possivel observar que todas proteinas mEGFP-CT006s150-152, s165-167->as (47,3 kDa),
MEGFP-CTO006s165-167, siss->as (47,3 kDa), MEGFP-CTO006s1s0-152, siss>as (47,3 kDa) e mEGFP-
CT006S150-152, s165-167, s188->as (47,3 kDa) estdo a ser produzidas de acordo com a sua massa molecular

prevista.
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Figura 3.10 - Andlise da expressao ectdpica das proteinas Inc CT006 mutantes em células HelLa 229. As
células foram transfetadas com os plasmideos que codificam para as proteinas mMEGFP-CT006 com as mutag6es
indicadas na figura, nos potenciais motivos de ligagdo 14-3-3 e apOs 24 h procedeu-se a andlise por
immunoblotting. Os anticorpos anti-GFP e anti-a-tubulina foram utilizados para dete¢do das proteinas e o
marcador de pesos moleculares utilizado foi NZYBIlue Protein Marker. As proteinas estdo todas a ser produzidas
de acordo com a sua massa molecular prevista.

A fracdo NT corresponde as células ndo transfetadas servindo como controlo negativo. As fracdes mEGFP e
MEGFP-CT006 servem como controlo positivo. A massa molecular das proteinas mEGFP, mEGFP-CT006,
MEGFP-CTO006s150-152, s165-167->As, MEGFP-CT006s165-167, s188->As, MEGFP-CTO06 s1s0-152, s188->as € MEGFP-CT006
S150-152, S165-167, S188->As € 26,9 kDa, 47,4 kDa, 47,3 kDa, 47,3 kDa, 47,3 kDa e 47,3 kDa, respetivamente.

As proteinas CT006s1s0-152, s165-167->as, CT006s165-167, s188->As € CT006s150-152, s188->as iNteragem
com a proteina 14-3-3p apesar de dois dos seus potenciais motivos de ligagdo 14-3-3

estarem mutados

Depois da expressdo ser confirmada pudemos finalmente testar a interacdo entre estas novas
proteinas Inc CT006 e a proteina 14-3-38. Foi utilizada a técnica de co-imunoprecipitagdo para testar
esta interacao. Células HEK293T foram co-transfetadas com os plasmideos que codificam para as
proteinas mMEGFP-CT006 mutantes e com o plasmideo que codifica para a proteina FLAG-HA-14-3-
3B. A proteina 14-3-38 foi mais uma vez utilizada para estes ensaios, uma vez que a sua interagédo
com a regido C-terminal da Inc CT006 ja tinha sido validada anteriormente (Bugalhdo e Mota,
resultados ndo publicado). Foi ainda utilizado como controlo positivo deste ensaio a interacdo entre a
proteina FLAG-HA-14-3-33 e a proteina mEGFP-CT006 e como controlo negativo a auséncia de
interacdo entre a proteina MEGFP e FLAG-HA-14-3-383.
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Na Figura 3.11 podemos observar a presenca de banda correspondente a proteina FLAG-HA-14-3-33
na fragdo Bound correspondente as proteinas mMEGFP-CT006s150-152,5165-167->as, MEGFP-CT006s165-
167,5188->as € MEGFP-CT006s150-152,5188->As, O quUe significa que estas proteinas continuam a conseguir
interagir com a proteina FLAG-HA-14-3-33. Apesar de se ter detetado a proteina FLAG-HA-14-3-3f3
na fracdo Input correspondente a proteina MEGFP-CTO006s1s0-152, sies-167, siss->as, Significando que
estava presente na amostra inicial, esta ndo é detetada na fracdo Bound, logo indica que
provavelmente esta proteina nado interage com a proteina FLAG-HA-14-3-3B. Os ensaios para as
proteinas CT006s150-152, s165-167->as € CT0O06s150-152, s165-167, S188->As apenas foram realizados uma vez,

precisando assim de confirmag&o.
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Figura 3.11 - Anélise da interacdo, através de ensaios de co-imunoprecipitagdo, entre a proteina 14-3-3 e
as proteinas Inc CT006 com muta¢gdes nos potenciais motivos de ligacdo das proteinas 14-3-3 apés
express@o ectopica em células HEK293T. As células HEK293T foram co-transfetadas em diferentes
combinagdes com os plasmideos que codificam para mMEGFP, mEGFP-CT006 ou mEGFP-CT006 com as
mutacdes indicadas na figura e com o plasmideo que codifica para a proteina FLAG-HA-14-3-3f. Apds 24 h, as
células foram lisadas e incubadas com GFP trap beads (ChromoTek). As amostras Input, Non-Bound, Wash e
Bound foram analisadas por immunoblotting utilizando os anticorpos anti-HA e anti-GFP para a dete¢do das
proteinas. A combinacdo FLAG-HA-14-3-33 e mEGFP foi utilizada como controlo negativo e a combinag¢éo FLAG-
HA-14-3-38 e mEGFP-CT006 como controlo positivo. O marcador de pesos moleculares utilizado foi NZYBlue
Protein Marker. A massa molecular da proteina mMEGFP, mEGFP-CT006, mEGFP-CT006s150-152,5165-167->As,
MEGFP-CT006s165-167,5188->a5, MEGFP-CT006 s150-152,5188->as € MEGFP-CTO006 s150-152,5165-167,5188->As € FLAG-HA-
14-3-33 é 26,9 kDa, 47,4 kDa, 47,3kDa , 47,3 kDa , 47,3 kDa, 47,3 kDa e 30,6 kDa, respetivamente. Para cada
proteina foram realizados pelo menos dois ensaios com excec¢édo das proteinas CT006s150-152, s165-167->As € CT0O06
S150-152, S165-167,5188->As, ONde apenas foi realizado uma vez e por isso estes resultados precisam de ser confirmados.
Estd representada a conclusdo da interagdo entre a proteina 14-3-38 e as proteinas CT006 mutantes.
?:Resultados precisam de ser confirmados

Em resumo, se as proteinas continuam a interagir pode significar que estes motivos de ligagdo nao
estdo envolvidos diretamente na interagdo entre as proteinas 14-3-3 e a proteina Inc CT006. Se os
resultados para a proteina com os trés potenciais motivos de ligagdo mutados se vierem a confirmar
pode querer dizer que, para a interagdo apenas € necessario um dos motivos apresentados

anteriormente.
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Construcdo de plasmideos que codificam para as proteinas FLAG-HA-14-3-3B(1.134) €
FLAG-HA-14-3-3B135-246)

De forma a tentar identificar qual seria a regido importante para a interagdo entre a proteina 14-3-33 e
a proteina Inc CTO006, construiu-se dois novos plasmideos que codificavam cada um para
aproximadamente metade da proteina 14-3-3B. Apds anadlise da estrutura secundaria da proteina
(Figura 3.12), destacavam-se nove hélices a (Uniprot P31946) e dois aminoacidos que ligam a
fosfoserinas nas proteinas alvo (Uniprot P31946). Para deixar estes aminoacidos juntos na mesma
regido, pois podem estar envolvidos na interacao, e tentar cortar entre hélices, tentando que a estrutura
secundaria da proteina fique o menos prejudicada possivel, a proteina foi dividida da seguinte forma:
um plasmideo codifica para a proteina 14-3-33 do aminoacido 1 ao 134 (14-3-3B@-134)) € 0 segundo
plasmideo codifica para a proteina 14-3-3f do aminoacido 135 ao 246 (14-3-3Bss246)), ambas
acopladas a FLAG-HA (Figura 3.12).
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Figura 3.12 - Representacdo esquematica da proteina 14-3-38 e das suas regides. (A) Sequéncia de
amino&cidos da proteina 14-3-3, com realce a vermelho nos aminoéacidos que interagem com fosfoserinas nas
proteinas alvo (Uniprot P31946) e realce a azul nos aminoacidos entre quais a proteina 14-3-3f foi dividida em
duas regides. (B) Representacdo esquematica da proteina FLAG-HA-14-3-38 com as suas 9 hélices a
representadas a azul claro (Uniprot P31946). A vermelho escuro estdo representadas as tags FLAG e HA,
respetivamente. Os nimeros indicam os residuos de aminoacidos. (C) Representacéo esquematica das proteinas
FLAG-HA-14-3-3B@-134) € FLAG-HA-14-3-3B(135-246). A azul claro estéo representadas as hélices a e a vermelho
escuro as tags FLAG e HA, respetivamente. A proteina 14-3-3f foi cortada entre hélices de forma prejudicar o
menos possivel a estrutura da proteina e mantendo os dois aminoacidos que interagem com fosfoserinas na
mesma regido. Os genes que codificam para as proteinas foram clonados no vetor pcDNA3-FLAG-HA, criando os
plasmideos pCB5 e pCB6 (Tabela 2.1), respetivamente.
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As proteinas 14-3-3B1-134) € 14-3-3B(135.246) @presentam uma localiza¢&o citoplasméatica
em células HelLa 229

Como esta mostrado na Figura 3.2, a proteina 14-3-3f apresenta uma localizagdo citoplasmatica. E
importante perceber se com a proteina dividida em regides esta continua a manter a sua localiza¢édo
citoplasmatica. Para analisar a localizacao intracelular das proteinas 14-3-3B(1-134) € 14-3-3B(135-246) €M
células de mamifero, células HeLa 229 foram transfetadas com os plasmideos que codificam para
estas proteinas acopladas a FLAG-HA e analisadas por imunofluorescéncia utilizando o anticorpo anti-
HA.

Tal como ilustrado na Figura 3.13, pudemos notar que ambas as proteinas continuam dispersas na
célula pelo que mantém a sua localizacao celular apesar de truncadas. Estas proteinas tém assim uma
localizagdo citoplasmatica e por comparacao com a proteina FLAG-HA-14-3-3[3 parece que a divisao
da proteina ndo altera a sua localizacao intracelular.

FLAG-HA-14-3-38 FLAG-HA-14-3-3B1.134) FLAG-HA-14-3-3B,135.245)

Anti-HA

Figura 3.13 - Anédlise da localizagdo intracelular das proteinas 14-3-3B-134) € 14-3-3Bss-246) quando
expressas ectopicamente em células HelLa 229. Estas proteinas apresentam uma localizacéo citoplasmatica.
As células HelLa 229 foram transfetadas com os plasmideos que codificam para as proteinas indicadas e apds 24
h foram fixadas com 4% (p/v) paraformaldeido. Posteriormente foram marcadas, para serem analisadas por
microscopia de fluorescéncia, com o anticorpo anti-HA e com um anticorpo secundario apropriado conjugado a
um fluoréforo vermelho. Barra de escala, 10 um.

As proteinas 14-3-3B1-134) € 14-3-3B135-246) SA0 recrutadas para a periferia da membrana

de incluséo ap6s 24 h de infe¢cdo com C. trachomatis

Na Figura 3.3 esta ilustrado que a proteina 14-3-33 é recrutada para a periferia da membrana de
inclusdo 24 h apos a infegdo por C. trachomatis. Para perceber se as proteinas 14-3-3B-134) € 14-3-
3Bass-246) também séo recrutadas para a periferia da membrana de incluséo, tal como a proteina 14-3-
3B, células HelLa 229 foram infetadas com C. trachomatis e transfetadas com os plasmideos que
codificam para as proteinas FLAG-HA-14-3-3Ba-134) € FLAG-HA-14-3-3B@3s-246). 24 horas apds a
infecdo as células foram fixadas e de seguida analisadas por imunofluorescéncia utilizando o anticorpo
anti-HA para a detecdo das 14-3-3 e o anticorpo anti-MOMP para a dete¢do das bactérias no interior

da inclusao.
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Foi observado que, tal como a proteina FLAG-HA-14-3-33, estas proteinas (FLAG-HA-14-3-3B1-134) €
FLAG-HA-14-3-3B135-246)) mantém parcialmente a sua localizagdo citoplasmatica mas passa a existir
uma acumulacao a volta da incluséo, o que significa que estas proteinas sdo também recrutadas para

a membrana de incluséo.

24 h p.i

FLAH-HA-14-3-38 FLAG-HA-14-3-3B/;.134 FLAG-HA-14-3-3B/135.246)

. . - .
- . . .

Figura 3.14 - Analise do recrutamento para a periferia da membrana de inclusdo das proteinas 14-3-3B@-
134) € 14-3-3B35-246) ap0Os 24 h de infe¢do com C. trachomatis. ApOs 24 h de infe¢do as proteinas indicadas séo
recrutadas para a periferia da membrana de inclusdo. As células HelLa 229 foram infetadas com C. trachomatis
L2/434 e transfetadas com os plasmideos que codificam para as proteinas FLAG-HA-14-3-3B(1-134) € FLAG-HA-
14-3-3B3s-246). APOs 24 h as células foram fixadas com 4% (p/v) paraformaldeido e marcadas com os anticorpos
anti-HA e anti-MOMP e com anticorpos secundarios apropriados conjugados a fluoréforos vermelhos ou verdes,
respetivamente. As células foram analisadas por microscopia de fluorescéncia. h p.i: horas pos-infecdo. Barra de
escala, 10 pm

As proteinas 14-3-3B-134 € 14-3-3Bass246) SA0 expressas ectopicamente em células
HEK?293T

Para testar se as proteinas FLAG-HA-14-3-3B(1-134) € FLAG-HA-14-3-3B135-246) S840 produzidas quando
expressas ectopicamente em células de mamifero, células HelLa 229 foram transfetadas com os
plasmideos que codificam para estas seguindo-se uma analise por immunoblotting. Como ilustrado
na Figura 3.15A, apenas foi possivel observar a expresséo da proteina FLAG-HA-14-3-3B(1-134), de
acordo com a sua massa molecular prevista. Uma vez que a proteina FLAG-HA-14-3-3B-134) parece
ser menos produzida que a proteina FLAG-HA-14-3-38 intacta e que foi possivel detetar a producao
da proteina FLAG-HA-14-3-3B3(13s5-246) por microscopia de fluorescéncia (Figura 3.13), tentou expressar-
se ambas proteinas em células HEK293T. Nestas células a eficiéncia de transfecdo é normalmente
maior do que nas células HelLa 229. Sendo assim, células HEK293T foram transfetadas com os
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plasmideos que codificam para as proteinas FLAG-HA-14-3-3B(-134) € FLAG-HA-14-3-3fB(135-246) € de

seguida realizada uma analise por immunoblotting.

Tal como ilustrado na Figura 3.15B, ambas as proteinas (FLAG-HA-14-3-33(1-134)(18,3 kDa) e FLAG-
HA-14-3-3B135-246)(15,3 kDa)) foram produzidas de acordo com a sua massa molecular prevista. Tal
como previsto, a proteina FLAG-HA-14-3-3B13s-246) parece ser produzida em menos quantidade (Figura
3.15).
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Figura 3.15 - Andlise da expressédo ectépica das proteinas 14-3-3f(1-134) € 14-3-3B35-246) €M células HelLa
229 e HEK?293T. As células foram transfetadas com os plasmideos que codificam para as proteinas indicadas na
figura e apds 24 h procedeu-se a analise por immunoblotting. Os anticorpos anti-HA e anti-a-tubulina foram
utilizados para detecdo das proteinas e o marcador de pesos moleculares utilizado foi NZYblue Protein Marker.
(A) A proteina 14-3-3B1-134 esta a ser produzida de acordo com a sua massa molecular prevista mas ndo é
possivel observar a proteina 14-3-3B135-246). (B) Ambas as proteinas estdo a ser produzidas, em células HEK239T,
de acordo com a sua massa molecular prevista.

A fracdo NT corresponde as células néo transfetadas servindo como controlo negativo. A fragdo FLAG-HA-14-3-
3B serve como controlo positivo pois a sua expressao ja tinha sido mostrada anteriormente. A massa molecular
da proteina FLAG-HA-14-3-383, FLAG-HA- 14-3-3B1-134) € FLAG-HA- 14-3-3B135-246) € 30,6 kDa, 18,3 kDa e 15,3
kDa, respetivamente.

As proteinas 14-3-3B1-134) € 14-3-3B135-246) NA0 interagem com a proteina Inc CT006

Para compreender qual das regides da proteina 14-3-3p seria necessaria para a interagdo com a
proteina Inc CTOO6, foi realizado um ensaio de co-imunoprecipitacdo para testar a interacdo entre as
proteinas 14-3-3B-134) € 14-3-3Buss-246y € a proteina Inc CT006. Foram co-transfetadas células
HEK293T com os plasmideos que codificam para as proteinas FLAG-HA-14-3-3B(1-134) € FLAG-HA-14-
3-3Buss-246) € cOm 0 plasmideo que codifica para mEGFP (controlo negativo) ou mEGFP-CT006. A
combinacdo FLAG-HA-14-3-38 e mEGFP foi utilizada como controlo negativo do ensaio e a
combinacdo FLAG-HA-14-3-38 e mEGFP-CT006 como controlo positivo, pois estas interacbes ja

tinham sido validadas anteriormente (Bugalhdo e Mota, resultados nao publicados).
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O facto das proteinas FLAG-HA-14-3-3B(1-134) € FLAG-HA-14-3-3B135-245) N&0 terem sido detetadas na
fracdo Bound e apenas na fracdo Input significa que estas proteinas estavam na amostra inicial mas
ndo conseguem interagir com a proteina Inc CT006. Visto que a proteina 14-3-3f interage com a
proteina Inc CTOOQ6, significa que provavelmente com o corte, a proteina perde o fator que a faz interagir
com a proteina Inc CT006. O ensaio apenas foi realizado uma vez para cada proteina, portanto estes

resultados precisam de ser confirmados.

mEGFP mEGFP-CT006 Interagao com
mEGFP-CT006
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Q d
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Figura 3.16 - Analise da interagdo, através de ensaios de co-imunoprecipitacdo, entre as proteinas 14-3-
3B(1-134), 14-3-3B(135-246) € a proteina Inc CTO06 apds expressado ectdopica em células HEK293T. As células
HEK293T foram co-transfetadas em diferentes combinacdes com os plasmideos que codificam para mEGFP ou
MEGFP-CT006 e com os plasmideos que codificam para as proteinas FLAG-HA-14-3-3B1-134) FLAG-HA-14-3-
3B3s-246). ApOS 24 h, as células foram lisadas e incubadas com GFP trap beads (ChromoTek). As amostras Input,
Non-Bound, Wash e Bound foram analisadas por immunoblotting utilizando os anticorpos anti-HA e anti-GFP para
a detecdo das proteinas. O marcador de pesos moleculares utilizado foi NZYBlue Protein Marker. A massa
molecular da proteina mEGFP, mEGFP-CT006, FLAG-HA-14-3-33, FLAG-HA- 14-3-3(3(1-134) € FLAG-HA- 14-3-
3Bass-246) € 26,9 kDa, 47,4 kDa, 30,6 kDa, 18,3 kDa e 15,3 kDa, respetivamente. Cada ensaio foi realizado apenas
uma vez para cada proteina, portanto estes resultados precisam de ser confirmados. Esta representada a
concluséo da interagdo entre as proteinas 14-3-3f truncadas e a proteina CT006. ?: Resultados precisam de ser
confirmados
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4. Discussao e Conclusao

As 14-3-3 sdo uma familia de proteinas altamente conservadas, expressas em todas as células
eucaridticas, que regulam varios processos biologicos*®. A proteina 14-3-3p foi a primeira proteina
hospedeira descoberta a interagir com uma proteina Inc (IncG) e a ser recrutada para a periferia da
membrana de inclusdo de C. trachomatis®. Ao descobrir-se que a proteina 14-3-3f interagia com IncG
revelou-se também, através de imunofluorescéncia, que esta proteina apenas era recrutada para a
periferia da membrana de inclusdo em espécies de Chlamydia que expressavam IncG, o que
provavelmente relaciona o recrutamento das 14-3-3 com esta proteina8. Mais recentemente, através
de estudos de imunoprecipitacdo com InaC, seguida de espectrometria de massa, descobriu-se que
as proteinas 14-3-3 interagiam com InaC#°, Isto foi validado para as proteinas 14-3-33 e 14-3-3¢ por
co-imunoprecipitagdo?®®. Posteriormente, analisou-se se InaC mediava o recrutamento das 14-3-3
através da sua localizagdo em células infetadas com C. trachomatis ou estirpes mutantes de InaC.
Como as proteinas 14-3-3¢/ se encontram na periferia membrana de inclusdo na estirpe selvagem, o
gue nao se verifica numa estirpe mutante que ndo expressa InaC e € mais evidente numa estirpe em
gue InaC é sobre-expresso, concluiu-se que InaC pode mediar e ser necessario para o recrutamento
destas proteinas para a periferia da membrana de inclusdo“°. Aliando isto ao facto de ter sido
descoberta através de um screen protedmico, onde se usou AP-MS (affinity purification-mass
spectometry) para identificar interacdes proteina-proteina entre Incs e proteinas humanas, a interacéo
entre as proteinas 14-3-3p/n/y e a Inc CT006°, uma proteina Inc de funcdo desconhecida, é muito

relevante continuar o estudo destas proteinas.

Neste trabalho o objetivo consistiu em analisar a interagdo entre as proteinas eucaridticas 14-3-3 e a
proteina Inc CT006 de C. trachomatis. Primeiramente analisou-se se as proteinas 14-3-3 eram
recrutadas para a periferia da membrana de inclusdo de C. trachomatis, depois realizaram-se ensaios
de co-imunoprecipitacdo, de forma a perceber se as proteinas 14-3-3 interagiam com a proteina Inc
CTO006; por fim, analisou-se as sequéncias das proteinas para tentar encontrar motivos/aminoacidos

gue estejam envolvidos na interacao.

Em células HelLa 229 infetadas com C. trachomatis todas as sete isoformas das proteinas 14-3-3 foram
recrutadas para a periferia da membrana de inclusdo. Esta observagéo ja tinha sido descrita para a
proteina 14-3-3[38 e para a proteina 14-3-3¢%0. Isto foi entdo confirmado neste trabalho, onde também
se revelou que as restantes isoformas séo recrutadas para a periferia da inclusdo. Percebeu-se ainda
gue as proteinas 14-3-3 comecam a ser recrutadas para a membrana de inclusdo entre as8 h e 16 h
apos infecdo. Apesar de todas as proteinas 14-3-3 serem recrutadas para a periferia da membrana de
inclusdo nem todas parecem interagir com a proteina Inc CT006 (tal como discutido de seguida), logo
€ possivel que este recrutamento seja independente da proteina Inc CT006. Como teste de
confirmacao era necessario ter uma estirpe de C. trachomatis que nao expresse a Inc CT006 e analisar

novamente o recrutamento em células infetadas com esta estirpe mutante.

51



Em termos de interacéo entre a Inc CT006 e as proteinas 14-3-3, neste trabalho observou-se a
interacao das isoformas 14-3-3y/n/B/c com a Inc CT006. Isto esta de acordo com estudos anteriores?®,
com o acrescento da interagao com a isoforma o. Por outro lado, as isoformas 14-3-3¢, 14-3-37 e 14-

3-3¢ ndo interagiram com a Inc CT006 nos ensaios realizados.

E claro que as isoformas 14-3-3 podem ligar-se a outras proteinas com afinidades diferentes®, o que
explica que algumas isoformas possam interagir com a proteina Inc CT006, e outras ndo. Por exemplo,
a proteina A20 liga-se preferencialmente a proteina 14-3-3n, tem afinidade intermédia para a isoforma
€ e mostrou muito pouca afinidade para as isoformas 8, ¢ e y%5; noutro exemplo, a fosfatase CDC25B
apresenta interacao mais forte com as isoformas ¢, 3 e n, baixa afinidade para a isoforma y e interagdo

praticamente inexistente com a isofoma €°7;

De forma a tentar perceber porque algumas 14-3-3 interagem com a Inc CT006 e outras nao, fez-se
um alinhamento das sequéncias de todas as isoformas 14-3-3. Contudo, ndo parece haver uma relagdo
Obvia entre as sequéncias de aminoéacidos das proteinas 14-3-3 e a sua capacidade de interagir com
a Inc CTO06. Por exemplo, as isoformas € e ¢ sdo as menos idénticas entre todas e a isoforma o

interage com a Inc CT006 e a € nao.

Uma possivel explicagéo alternativa para a interacao diferencial das proteinas 14-3-3 com a Inc CT006
sdo modificagdes pds-traducionais que existem nas proteinas 14-3-3, que podem regular a sua func¢éo,
a interacéo com outras proteinas ou a especificidade de dimerizagdo entre isoformas. Algumas destas

modificacdes podem ser fosforilacdo, oxidacdo, acilagdo ou acetilagéo e poliglicilagdo*®.

No caso da proteina 14-3-3¢, ela podera nao conseguir interagir com a Inc CT006 devido a alguma
destas mudancas pos-traducionais. E também possivel que algumas diferencas na sequéncia possam

ser significativas e ndo conseguir assim interagir.

A proteina 14-3-3¢ é fosforilada in vivo na serina 58, o0 que promove a formacao de um monémero em
vez de um dimero. Os dimeros sdo normalmente estaveis, no entanto a fosforilagdo nesta serina pode
interromper a ligacdo e alterar a sua forma, podendo assim desta maneira afetar a ligagdo a
péptidos*7:6869, Esta proteina é também fosforilada, em células HEK293, na treonina que se encontra
na posigdo 232 pela caseina cinase 17°. Este aminoacido encontra-se na regido C-terminal, que regula
a ligacado das proteinas 14-3-3 ao ligando®. A fosforilacdo na posicdo 232 da proteina 14-3-3C afeta a
sua ligagdo a outros péptidos™ e pode ser esta a razdo para ndo interagir com a proteina Inc CT006.
Sabe-se que a proteina fosforilada nesta zona nédo interage com Raf-1, apenas interage quando néo

esta fosforilada, sugerindo que esta modificacéo afete negativamente a ligacédo aos péptidos™71,
Pensa-se que aregido C-terminal das proteinas 14-3-3 ocupe o groove de ligacdo na auséncia de uma

proteina alvo’2. Assim, a fosforilacdo de um residuo nesta regido pode aumentar a afinidade da regido

C-terminal para o groove de ligacdo, sendo que quando o residuo 232 esta fosforilado pode inibir
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competitivamente a ligagcao ao alvo. No entanto, proteinas que se liguem com muita afinidade podem

superar esta inibicao*’.

Dentro de todas as isoformas 14-3-3 s6 a ¢ e T tém na sua regido C-terminal o sitio de fosforilacédo
23271, no caso da isoforma T uma serina, o que pode ser observado no alinhamento de sequéncias
feito neste trabalho®!. Esta fosforilacdo pode interromper a ligacdo das 14-3-3 aos ligandos pois altera
a conformacéo da regido C-terminal®®. Sabe-se que a isoforma 1 é fosforilada in vitro nesta posigéo e
que afeta a sua ligacéo®®, sendo talvez por isso que a proteina 14-3-31 ndo apresentou resultados
conclusivos. De forma a confirmar se estas proteinas estédo fosforiladas nos ensaios realizados,
poderiamos fazer a sua imunoprecipitacdo seguida de analise de immunoblotting com um anticorpo
especifico para fosfoserinas ou fosfotreoninas.

As proteinas 14-3-3 sdo conhecidas por se ligarem a fosfoserinas/treoninas dentro de certos motivos
de ligagdo.*® Dois desses motivos foram encontrados dentro da sequéncia da proteina Inc CT006 na
regido C-terminal. Construiram-se entdo plasmideos que codificam para proteinas Inc CT006
mutantes, com as serinas destes dois motivos e trés serinas que se encontravam nestas regifes

substituidas por alaninas.

Fizeram-se entdo ensaios de co-imunoprecipitacdo para testar a interacao entre as proteinas mEGFP-
CTO006s150-152->a88, MEGFP-CT006s165-167->a0a € MEGFP-CT006s188->a com FLAG-HA-14-3-38 e tentar
perceber qual era a regido responséavel pela interacdo. Os resultados mostraram que as trés proteinas
mutantes continuam a interagir com a proteina 14-3-3p. Estes resultados estdo de acordo com
resultados ndo publicados (Bugalhdo e Mota). Sendo que propuseram-se duas hipéteses: estes
motivos ndo estdo diretamente envolvidos na interagcdo entre as proteinas, ou como existe mais do que
um potencial motivo presente na sequéncia da proteina esta pode conseguir interagir com os motivos

disponiveis?*6.

Como ensaios futuros, podiam ser realizados testes de afinidade de forma a perceber se quando a
proteina tem as serinas mutadas isso influencia a afinidade da proteina 14-3-3 para com a Inc CT006.
Se esta diminuisse provavelmente quereria dizer que estes potenciais motivos estdo envolvidos na
interacdo de alguma maneira, podem n&do ser o motivo exclusivo ou o Unico necessario, mas sim
conseguirem todos ligar-se e quando um ndo esti presente a proteina rearranja-se de forma a
continuar a interagir. Esta informacédo opde-se ao modo de interacdo da proteina IncG, outra proteina
Inc de C. trachomatis, com 14-3-3(, que tem mais que um motivo de ligacdo mas ao substituir a

fosfoserina presente no motivo principal, as proteinas deixam de interagir®.
De forma a esclarecer as duvidas em relagdo a estes trés potenciais motivos de ligacdo 14-3-3,

construiram-se plasmideos que codificam para proteinas Inc CTO06 mutantes, onde o0s potenciais

motivos de ligacao estdo mutados em conjunto.
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Depois de se confirmar que as proteinas estavam a ser produzidas realizaram-se ensaios de co-
imunoprecipitagdo com a proteina FLAG-HA-14-3-33. Alguns destes resultados apenas foram
realizados uma vez por isso precisam de ser confirmados. As proteinas CT006s150-152, S165-167->As,
CTO006s165-167, s188->as, CTO06s150-152, s188->as parecem interagir na mesma com 14-3-3f e a CT006s150-152,
s165-167, s188->As NA0. Se estes resultados se confirmarem, quer dizer que os trés potenciais motivos de
ligacdo sdo de facto motivos de ligacédo e a proteina Inc CT006 s6 precisa de um deles ativo para
conseguir interagir, servindo todos juntos eventualmente para uma maior afinidade entre as proteinas.
Poderiamos realizar testes de afinidade no futuro e analisar os valores para a proteina selvagem e
para as proteinas mutantes de cada vez, de forma a perceber se cada uma das mutagées vai alterando
a afinidade da ligacdo. Poderiamos também realizar testes de fosforilagéo para perceber se a proteina

Inc CTOO06 é fosforilada e tentar saber quais das serinas presentes nos motivos estao fosforiladas.

Se ao repetir os ensaios se verificar que a proteina Inc CT006 mutada nos trés possiveis motivos
consegue interagir na mesma, era importante fazer também os testes de fosforilacéo para a proteina
Inc CTO068. Se for fosforilada é muito possivel que o residuo fosforilado seja onde se ligam as proteinas
14-3-3 e teriamos de encontrar na sequéncia que residuo seria este. Se a proteina ndo for fosforilada
€ possivel que 0s motivos responséaveis sejam outros semelhantes aos mostrados na literatura para
interacdo de proteinas 14-3-3 com proteinas ndo fosforiladas ou um motivo novo. Existem varios casos
descritos onde a proteina ligando de 14-3-3 néo é fosforilada, como: um terceiro motivo de ligagcao na
proteina Raf-1, um dominio rico em cisteinas’, glicoproteina Iba’, ExoS’®, Inositol Polyphosphate 5-
Phosphatase’, o péptido sintético R1845 e p190RhoGEF"’. A proteina Inc CT006 pode tratar-se de um
destes casos. J& foi proposto que aminoacidos com carga negativa podem ser capazes de mimetizar
0 ambiente dos motivos com fosfoserinas, o que pode explicar proteinas ndo fosforiladas se ligarem

as 14-3-375, sendo uma hipétese para a proteina Inc CT0O06.

No caso da glicoproteina Iba, a proteina 14-3-3¢ liga-se numa zona onde existe a presenca de serinas
a cada 2 ou 3 residuos (XXXSXXSXXXSXXSX)™, chamada de potencial motivo rico em serinas. Na
regido C-terminal da Inc CT006 existe uma sequéncia semelhante a este motivo da glicoproteina Iba,
onde também existe a presencga de vdrias serinas alternadas com outros residuos de aminoacidos,
com foco na regido 174-189 (PSLPTQSASPSQRFSA). Como esta sequéncia é semelhante ao motivo
rico em serinas, e este é um potencial motivo de ligacdo 14-3-374, pode ser um motivo para a Inc CT006
se ligar. Prevé-se assim que um dos motivos presente em proteinas ndo fosforiladas que se ligam as
proteinas 14-3-3 sdo hélices anfipaticas em clusters de serina’, que pode ser este o caso. Uma
maneira de testar esta hipotese seria construir uma proteina Inc CT006 mutante onde esta regido final,
onde se encontram as serinas, estaria eliminada e testavamos a interagdo por co-imunoprecipitacao e

veriamos se € uma zona importante.
Uma questdo em aberto é se a proteina Inc CT006 interage diretamente com as proteinas 14-3-3. A

técnica de co-imunoprecipitacdo ndo permite identificar se a interacdo entre as proteinas € indireta ou

direta e pode dar-se o caso das proteinas 14-3-3 e da proteina Inc CT006 interagirem indiretamente,
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ou seja, pode existir um intermediario na ligacdo. No futuro, poderiamos fazer ensaios de yeast two

hybrid para confirmar se a interacgao é direta.

Seria ainda interessante testar outras isoformas das 14-3-3 com as proteinas CT006 mutantes, para
perceber se existe diferenca de ligacdo entre as isoformas, e perceber se estas se ligam
exclusivamente a algum destes motivos. Seria interessante perceber se ha alguma diferenca, pois tal
como umas isoformas parecem interagir e outras ndo, também pode acontecer interagirem de
maneiras diferentes. Poderiamos testar também outra isoforma de 14-3-3 com a proteina IncG e com
a proteina IncG mutante incapaz de ligar a proteina 14-3-3f3, pois sabe-se qual o motivo principal de
ligac@o 14-3-3 presente em IncG. Assim perceberiamos se as isoformas das 14-3-3 tém a mesma
maneira de atuar com a mesma proteina ou pode existir motivos diferentes para as isoformas
diferentes. Seria uma forma de ajudar a compreender melhor como as proteinas 14-3-3 interagem com

as proteinas de C. trachomatis, de maneira a tentar perceber a sua influéncia durante o ciclo de infecé&o.

Continuando o estudo dos motivos relacionados com a interacdo para a sequéncia das proteinas 14-
3-3, sabe-se que estas proteinas interagem maioritariamente com as proteinas alvo através do seu

groove de ligagdo conservado, mas também esta reportado que pode ser através do seu C-terminal.®®

De forma a tentar compreender onde a proteina Inc CT006 se liga as 14-3-3, truncou-se a 14-3-3 em
duas zonas (14-3-3B-134) € 14-3-3Buss-246)). EM complemento percebemos que ambas as proteinas
truncadas continuam a ser recrutadas para a periferia da membrana de inclusdo de C. trachomatis. O
recrutamento parece entdo ser independente da sequéncia estar inteira ou dividida, ndo parecendo

haver uma regido especifica.

Finalmente testou-se por co-imunoprecipitacdo a interacdo das proteinas 14-3-3 truncadas com a
proteina CT006. Os resultados precisam de ser confirmados, mas parece que nenhuma das proteinas
consegue interagir, fazendo parecer que s6 o N-terminal ou s6 o C-terminal ndo sdo capazes de
interagir com a proteina Inc CT006 sozinhos. Isto sugere que o local de ligagéo presente na 14-3-3 €
o groove de ligacdo conservado como esté reportado para a maior parte das proteinas, pois este

groove precisa de hélices e de aminoéacidos tanto do N-terminal como do C-terminal’@.

Sabe-se que ao interagir com o groove as proteinas ligam-se aos residuos K49, R56, R127 e Y128. O
residuo K120, na parte carregada do groove, em conjunto com N173 e N224 estabilizam a
conformacéo do ligando, fazendo parte das hélices H3, H5, H7 E H9 necessarias para o groove.®® Ao
truncar a proteina, provavelmente, a estrutura ficou muito afetada e ndo interage assim com a proteina
Inc CT006%. Como forma de confirmagdo da ligacdo ser neste groove, poderiamos mutar estes

aminoacidos no groove e testar de novo a interagdo com a proteina CT0O6.

Trabalhos em curso no laboratério mostraram que a proteina Inc CT006 tem a capacidade de se

associar com goticulas de lipidos (LDs; Lipid Droplets) (Bugalh&o e Mota, resultados nao publicados).
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As LDs sdo organelos citosdlicos de armazenamento de lipidos que sdo importantes para o
metabolismo dos mesmos, homeostase energética, sinalizacédo celular e inflamagao. C. trachomatis
induz a acumulacéo destas goticulas do hospedeiro durante a infecdo e pensa-se que servem como
fonte de lipidos e energia para a bactéria’™. Durante a infecdo as goticulas de lipidos acumulam-se na
periferia da inclusdo de Chamydia ou podem ser internalizadas para a inclusdo®. As proteinas 14-3-3
também podem estar envolvidas no metabolismo e armazenamento dos lipidos®82, Foram
encontradas proteinas 14-3-3 em goticulas de lipidos recolhidas e purificadas de células néo infetadas
e infetadas com C. trachomatis®, parecendo existir relagcao entre as LDs e estas proteinas. As 14-3-3
sendo proteinas regulatérias e envolvidas em vias de sinalizacéo, tal como as goticulas de lipidos,
parece ser importante interagir com uma Inc para melhor manipulagdo do hospedeiro por parte de C.
trachomatis e parece interessante poder existir uma possivel relacédo entre a interacdo CT006-14-3-3

e as LDs.

A regido N-terminal da proteina Inc CT006 parece ser a envolvida na associacédo da proteina com as
goticulas de lipidos, opondo-se ao facto de que a regido que interage com as 14-3-3 € a C-terminal.
Ao ser recrutada para a membrana de inclusdo a proteina 14-3-3 pode também, de alguma forma,
recrutar as goticulas de lipidos e a Inc CT006 pode ligar-se simultaneamente as duas moléculas de
forma a manipular o hospedeiro e desta forma permitir a internalizagdo das goticulas de lipidos para
dentro da inclusédo. Como as proteinas 14-3-3 também atuam de forma a facilitar a interagéo entre

duas proteinas, podem funcionar como um intermediério para a associacdo CT006-LDs.

Existem vérias possibilidades de como as proteinas 14-3-3 podem funcionar durante a infe¢cdo com C.
trachomatis. Em primeiro lugar, como as proteinas 14-3-3 séo recrutadas para a membrana de incluséo
durante a infe¢d@o, grandes quantidades destas proteinas passam a localizar-se nesta zona, o que leva
a que os niveis no citoplasma fiqguem provavelmente reduzidos, alterando assim, possivelmente, outras
interacbes hospedeiro-14-3-3. Levando assim talvez a alterar as vias de transducédo de sinal do
hospedeiro. Alternativamente, porque 14-3-3 atua como um dimero, a associacdo das 14-3-3 com a
membrana de inclusdo pode trazer um ligando secundario que pode ficar associado a membrana de
inclusdo e ser importante para a patogénese da Chlamydia8. Pensa-se ainda que as proteinas 14-3-3,
ao estarem localizadas na periferia da membrana de incluséo, podem recrutar proteinas do hospedeiro
e assim ajudar na sobrevivéncia da bactéria, como é o caso da proteina Raf-1 ou da proteina BAD. A
proteina Raf-1 fosforilada pensa-se ser recrutada para a inclusdo, de uma maneira dependente de Akt
por interacdo direta com 14-3-3f3. Estas interagdes sugerem que Chlamydia inibe a fun¢éo de Raf-1 ao
ser recrutada para a incluséo®. A proteina da célula hospedeira BAD fosforilada também é recrutada
para a inclusédo por meio de uma interagdo com 14-3-3f3, que por sua vez interage com IncG, de uma
forma dependente de Akt, impedindo a capacidade do restante BAD se translocar para a mitocéndria

e induzir a morte da célula hospedeira®.

As isoformas 14-3-3 desempenham um papel no transporte vesicular, e como a inclusao de Chlamydia

demonstrou interromper as vias de transporte vesicular do hospedeiro®4, é possivel que o recrutamento
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das 14-3-3 para a incluséo influencie as intera¢gfes entre a inclusdo e as vias de transporte vesicular

do hospedeiro.®

Contudo, as proteinas 14-3-3 interagem com uma ampla variedade de outras proteinas da célula
hospedeira, incluindo moléculas de sinalizacdo, proteinas envolvidas na regulacédo do ciclo celular e
proteinas cinases. Assim, a funcdo real das proteinas 14-3-3 durante a infecdo com C. trachomatis

ainda é uma questéo aberta e importante?.

Resumindo, como conclus@es principais temos o facto das proteinas 14-3-3 apresentarem localizacao
intracelular citosolica, todas as isoformas serem recrutadas para a periferia da membrana de inclusao
de C. trachomatis de uma maneira que parece ser independente de CT006 e as proteinas 14-3-3y/n/p/o
interagirem com a proteina Inc CT006. Os potenciais motivos de ligacdo das proteinas 14-3-3
encontrados na sequéncia da Inc CT006 parecem nao ser exclusivos e unicamente necessarios.
Parece ser apenas necessario um dos motivos presentes estar ativo. A proteina 14-3-3@ parece
necessitar de estar intacta e na sua conformac¢&@o normal para interagir com a Inc CT006, o que d& a
ideia de que esta proteina interage com o seu groove de ligacdo conservado, como na maioria das

outras proteinas.

Como perspetivas futuras seria desde logo muito importante confirmar a interacéo entre a Inc CT006
e as proteinas 14-3-3 através de ensaios de co-imunoprecipitacdo em células infetadas com C.
trachomatis. Para além disso, seria interessante perceber se a proteina Inc CT006 é fosforilada,
realizar um yeast two hybrid de forma a perceber se a ligacdo entre as 14-3-3 e a Inc CTO06 é direta,
usando todas as isoformas para confirmar. E de forma a estabelecer quais as regiées de ambas as
proteinas envolvidas na interacdo, seria relevante eliminar regibes especificas no C-terminal da Inc
CTO006, de forma a perceber que residuos sdo mais importantes, e substituir os residuos conservados
na proteina 14-3-3 de forma a confirmar se o groove é de facto responsavel pela interacao.

57



58



5. Bibliografia

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

Rockey DD, Scidmore MA, Bannantine JP, Brown WJ. Proteins in the chlamydial inclusion
membrane. Microbes Infect. 2002;4(3):333-340. doi:10.1016/s1286-4579(02)01546-0

Elwell C, Mirrashidi K, Engel J. Chlamydia cell biology and pathogenesis. Nat Rev Microbiol.
2016;14(6):385-400. doi:10.1038/nrmicro.2016.30

Bachmann NL, Polkinghorne A, Timms P. Chlamydia genomics: providing novel insights into
chlamydial biology. Trends Microbiol. 2014;22(8):464-472. doi:10.1016/j.tim.2014.04.013

Nunes A, Gomes JP. Evolution, phylogeny, and molecular epidemiology of Chlamydia. Infect
Genet Evol J Mol Epidemiol Evol Genet Infect Dis. 2014;23:49-64.
doi:10.1016/j.meegid.2014.01.029

Li L, Luther M, Macklin K, et al. Chlamydia gallinacea: a widespread emerging Chlamydia agent
with zoonotic potential in backyard poultry. Epidemiol Infect. 2017;145(13):2701-2703.
doi:10.1017/S0950268817001650

Scidmore MA, Fischer ER, Hackstadt T. Sphingolipids and glycoproteins are differentially
trafficked to the Chlamydia trachomatis inclusion. J Cell Biol. 1996;134(2):363-374.
doi:10.1083/jch.134.2.363

Hackstadt T, Scidmore MA, Rockey DD. Lipid metabolism in Chlamydia trachomatis-infected
cells: directed trafficking of Golgi-derived sphingolipids to the chlamydial inclusion. Proc Natl
Acad Sci U S A. 1995;92(11):4877-4881. doi:10.1073/pnas.92.11.4877

Scidmore MA, Hackstadt T. Mammalian 14-3-3beta associates with the Chlamydia trachomatis
inclusion membrane via its interaction with IncG. Mol Microbiol. 2001;39(6):1638-1650.
doi:10.1046/j.1365-2958.2001.02355.x

Mirrashidi KM, Elwell CA, Verschueren E, et al. Global Mapping of the Inc-Human Interactome
Reveals that Retromer Restricts Chlamydia Infection. Cell Host Microbe. 2015;18(1):109-121.
doi:10.1016/j.chom.2015.06.004

Bastidas RJ, Elwell CA, Engel JN, Valdivia RH. Chlamydial intracellular survival strategies. Cold
Spring Harb Perspect Med. 2013;3(5):a010256. doi:10.1101/cshperspect.a010256

Mueller KE, Plano G V, Fields KA. New frontiers in type Ill secretion biology: the Chlamydia
perspective. Infect Immun. 2014,;82(1):2-9. doi:10.1128/IA1.00917-13

Bannantine JP, Griffiths RS, Viratyosin W, Brown WJ, Rockey DD. A secondary structure motif
predictive of protein localization to the chlamydial inclusion membrane. Cell Microbiol.
2000;2(1):35-47. doi:10.1046/].1462-5822.2000.00029.x

Dehoux P, Flores R, Dauga C, Zhong G, Subtil A. Multi-genome identification and
characterization of chlamydiae-specific type Ill secretion substrates: the Inc proteins. BMC
Genomics. 2011;12:109. doi:10.1186/1471-2164-12-109

Lutter EI, Martens C, Hackstadt T. Evolution and conservation of predicted inclusion membrane
proteins in chlamydiae. Comp Funct Genomics. 2012;2012:362104. doi:10.1155/2012/362104

Weber MM, Bauler LD, Lam J, Hackstadt T. Expression and localization of predicted inclusion
membrane proteins in Chlamydia trachomatis. Infect Immun. 2015;83(12):4710-4718.
doi:10.1128/1A1.01075-15

Almeida F, Luis MP, Pereira IS, Pais S V, Mota LJ. The Human Centrosomal Protein CCDC146
Binds Chlamydia trachomatis Inclusion Membrane Protein CT288 and Is Recruited to the
Periphery of the Chlamydia-Containing Vacuole. Front Cell Infect Microbiol. 2018;8:254.
doi:10.3389/fcimb.2018.00254

Valdivia RH. Chlamydia effector proteins and new insights into chlamydial cellular microbiology.
Curr Opin Microbiol. 2008;11(1):53-59. doi:10.1016/j.mib.2008.01.003

Grieshaber NA, Sager JB, Dooley CA, Hayes SF, Hackstadt T. Regulation of the Chlamydia
trachomatis histone H1-like protein Hc2 is IspE dependent and IhtA independent. J Bacteriol.
2006;188(14):5289-5292. d0i:10.1128/JB.00526-06

Hybiske K, Stephens RS. Mechanisms of host cell exit by the intracellular bacterium Chlamydia.
Proc Natl Acad Sci U S A. 2007;104(27):11430-11435. doi:10.1073/pnas.0703218104

Kumar Y, Cocchiaro J, Valdivia RH. The obligate intracellular pathogen Chlamydia trachomatis

59



21.

22.

23.

24,

25,

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

targets host lipid droplets. Curr Biol. 2006;16(16):1646-1651. doi:10.1016/j.cub.2006.06.060

Cocchiaro JL, Kumar Y, Fischer ER, Hackstadt T, Valdivia RH. Cytoplasmic lipid droplets are
translocated into the lumen of the Chlamydia trachomatis parasitophorous vacuole. Proc Natl
Acad Sci U S A. 2008;105(27):9379-9384. doi:10.1073/pnas.0712241105

Betts-Hampikian HJ, Fields KA. The Chlamydial Type Il Secretion Mechanism: Revealing
Cracks in a Tough Nut. Front Microbiol. 2010;1:114. doi:10.3389/fmicb.2010.00114

Bugalhdo JN, Mota LJ. The multiple functions of the numerous Chlamydia trachomatis secreted
proteins: the tip of the iceberg. Microb cell (Graz, Austria). 2019;6(9):414-449.
doi:10.15698/mic2019.09.691

Mueller CA, Broz P, Cornelis GR. The type lll secretion system tip complex and translocon. Mol
Microbiol. 2008;68(5):1085-1095. d0i:10.1111/j.1365-2958.2008.06237.x

Mota LJ. Type Ill secretion gets an LcrV tip. Trends Microbiol. 2006;14(5):197-200.
doi:10.1016/j.tim.2006.02.010

Moore ER, Ouellette SP. Reconceptualizing the chlamydial inclusion as a pathogen-specified
parasitic organelle: an expanded role for Inc proteins. Front Cell Infect Microbiol. 2014;4:157.
doi:10.3389/fcimb.2014.00157

Gauliard E, Ouellette SP, Rueden KJ, Ladant D. Characterization of interactions between
inclusion membrane proteins from Chlamydia trachomatis. Front Cell Infect Microbiol.
2015;5:13. doi:10.3389/fcimb.2015.00013

Carabeo RA, Grieshaber SS, Hasenkrug A, Dooley C, Hackstadt T. Requirement for the Rac
GTPase in Chlamydia trachomatis invasion of non-phagocytic cells. Traffic. 2004;5(6):418-425.
doi:10.1111/j.1398-9219.2004.00184.x

Carabeo RA, Dooley CA, Grieshaber SS, Hackstadt T. Rac interacts with Abi-1 and WAVE2 to
promote an Arp2/3-dependent actin recruitment during chlamydial invasion. Cell Microbiol.
2007;9(9):2278-2288. doi:10.1111/j.1462-5822.2007.00958.x

Delevoye C, Nilges M, Dautry-Varsat A, Subtil A. Conservation of the biochemical properties of
IncA from Chlamydia trachomatis and Chlamydia caviae: oligomerization of IncA mediates
interaction between facing membranes. J Biol Chem. 2004;279(45):46896-46906.
doi:10.1074/jbc.M407227200

Suchland RJ, Rockey DD, Bannantine JP, Stamm WE. Isolates of Chlamydia trachomatis that
occupy nonfusogenic inclusions lack IncA, a protein localized to the inclusion membrane. Infect
Immun. 2000;68(1):360-367. doi:10.1128/iai.68.1.360-367.2000

Delevoye C, Nilges M, Dehoux P, et al. SNARE protein mimicry by an intracellular bacterium.
PLoS Pathog. 2008;4(3):e1000022. doi:10.1371/journal.ppat.1000022

Derré |, Swiss R, Agaisse H. The lipid transfer protein CERT interacts with the Chlamydia
inclusion protein IncD and participates to ER-Chlamydia inclusion membrane contact sites.
PLoS Pathog. 2011;7(6):€1002092. doi:10.1371/journal.ppat.1002092

Agaisse H, Derré |. Expression of the effector protein IncD in Chlamydia trachomatis mediates
recruitment of the lipid transfer protein CERT and the endoplasmic reticulum-resident protein
VAPB to the inclusion membrane. Infect Immun. 2014;82(5):2037-2047. doi:10.1128/1A1.01530-
14

Stanhope R, Flora E, Bayne C, Derré I. IncV, a FFAT motif-containing Chlamydia protein, tethers
the endoplasmic reticulum to the pathogen-containing vacuole. Proc Natl Acad Sci U S A.
2017;114(45):12039-12044. doi:10.1073/pnas.1709060114

Nguyen PH, Lutter El, Hackstadt T. Chlamydia trachomatis inclusion membrane protein MrcA
interacts with the inositol 1,4,5-trisphosphate receptor type 3 (ITPR3) to regulate extrusion
formation. PLoS Pathog. 2018;14(3):e1006911. doi:10.1371/journal.ppat.1006911

Lutter El, Barger AC, Nair V, Hackstadt T. Chlamydia trachomatis inclusion membrane protein
CT228 recruits elements of the myosin phosphatase pathway to regulate release mechanisms.
Cell Rep. 2013;3(6):1921-1931. doi:10.1016/j.celrep.2013.04.027

Dumoux M, Menny A, Delacour D, Hayward RD. A Chlamydia effector recruits CEP170 to
reprogram host microtubule organization. J Cell Sci. 2015;128(18):3420-3434.
doi:10.1242/jcs.169318

Wesolowski J, Weber MM, Nawrotek A, et al. Chlamydia Hijacks ARF GTPases To Coordinate

60



40.

41.

42,

43.

44,

45,

46.

47.

48.

49,

50.

51.

52.

53.

54,

55.

56.

57.

58.

59.

Microtubule Posttranslational Modifications and Golgi Complex Positioning. MBio. 2017;8(3).
doi:10.1128/mBi0.02280-16

Kokes M, Dunn JD, Granek JA, et al. Integrating chemical mutagenesis and whole-genome
sequencing as a platform for forward and reverse genetic analysis of Chlamydia. Cell Host
Microbe. 2015;17(5):716-725. doi:10.1016/j.chom.2015.03.014

Mital J, Lutter El, Barger AC, Dooley CA, Hackstadt T. Chlamydia trachomatis inclusion
membrane protein CT850 interacts with the dynein light chain DYNLT1 (Tctex1). Biochem
Biophys Res Commun. 2015;462(2):165-170. doi:10.1016/j.bbrc.2015.04.116

Sixt BS, Bastidas RJ, Finethy R, et al. The Chlamydia trachomatis Inclusion Membrane Protein
CpoS Counteracts STING-Mediated Cellular Surveillance and Suicide Programs. Cell Host
Microbe. 2017;21(1):113-121. doi:10.1016/j.chom.2016.12.002

Weber MM, Lam JL, Dooley CA, et al. Absence of Specific Chlamydia trachomatis Inclusion
Membrane Proteins Triggers Premature Inclusion Membrane Lysis and Host Cell Death. Cell
Rep. 2017;19(7):1406-1417. doi:10.1016/j.celrep.2017.04.058

Verbeke P, Welter-Stahl L, Ying S, et al. Recruitment of BAD by the Chlamydia trachomatis
vacuole correlates with  host-cell survival. PLoS Pathog. 2006;2(5):e45.
doi:10.1371/journal.ppat.0020045

Obsil T, Obsilova V. Seminars in Cell & Developmental Biology Structural basis of 14-3-3 protein
functions. Semin Cell Dev Biol. 2011;22(7):663-672. doi:10.1016/j.semcdb.2011.09.001

Aitken A. Post-translational modification of 14-3-3 isoforms and regulation of cellular function.
Semin Cell Dev Biol. 2011;22(7):673-680. doi:10.1016/j.semcdb.2011.08.003

Bridges D, Moorhead GBG. 14-3-3 proteins: a number of functions for a numbered protein. Sci
STKE. 2005;2005(296):re10. doi:10.1126/stke.2962005re10

Muslin AJ, Tanner JW, Allen PM, Shaw AS. Interaction of 14-3-3 with signaling proteins is
mediated by the recognition of phosphoserine. Cell. 1996;84(6):889-897. doi:10.1016/s0092-
8674(00)81067-3

Madeira F, Tinti M, Murugesan G, et al. 14-3-3-Pred: improved methods to predict 14-3-3-
binding phosphopeptides. Bioinformatics. 2015;31(14):2276-2283.
doi:10.1093/bioinformatics/btv133

Masters SC, Pederson KJ, Zhang L, Barbieri JT, Fu H. Interaction of 14-3-3 with a
nonphosphorylated protein ligand, exoenzyme S of Pseudomonas aeruginosa. Biochemistry.
1999;38(16):5216-5221. d0i:10.1021/bi982492m

Dubois T, Howell S, Amess B, et al. Structure and sites of phosphorylation of 14-3-3 protein:
role in coordinating signal transduction pathways. J Protein Chem. 1997;16(5):513-522.
doi:10.1023/a:1026321813463

Scidmore MA. Cultivation and Laboratory Maintenance of Chlamydia trachomatis. Curr Protoc
Microbiol. 2005;Chapter 11:Unit 11A.1. doi:10.1002/9780471729259.mc11a01s00

Chen H-K, Fernandez-Funez P, Acevedo SF, et al. Interaction of Akt-phosphorylated ataxin-1
with  14-3-3 mediates neurodegeneration in spinocerebellar ataxia type 1. Caell.
2003;113(4):457-468. doi:10.1016/s0092-8674(03)00349-0

Li F-Q, Mofunanya A, Harris K, Takemaru K-I. Chibby cooperates with 14-3-3 to regulate beta-
catenin subcellular distribution and signaling activity. J Cell Biol. 2008;181(7):1141-1154.
doi:10.1083/jch.200709091

Yaffe MB, Rittinger K, Volinia S, et al. The structural basis for 14-3-3:phosphopeptide binding
specificity. Cell. 1997;91(7):961-971. doi:10.1016/s0092-8674(00)80487-0

Wilker EW, Grant RA, Artim SC, Yaffe MB. A structural basis for 14-3-3sigma functional
specificity. J Biol Chem. 2005;280(19):18891-18898. doi:10.1074/jbc.M500982200

Pais S V, Key CE, Borges V, et al. CteG is a Chlamydia trachomatis effector protein that
associates with the Golgi complex of infected host cells. Sci Rep. 2019;9(1):6133.
doi:10.1038/s41598-019-42647-3

Schindelin J, Arganda-Carreras |, Frise E, et al. Fiji: an open-source platform for biological-
image analysis. Nat Methods. 2012;9(7):676-682. doi:10.1038/nmeth.2019

Altschul SF, Madden TL, Schéffer AA, et al. Gapped BLAST and PSI-BLAST: a new generation

61



60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

72.

73.

74,

75.

76.

77.

78.

79.

of protein database search programs. Nucleic Acids Res. 1997;25(17):3389-3402.
doi:10.1093/nar/25.17.3389

Altschul SF, Wootton JC, Gertz EM, et al. Protein database searches using compositionally
adjusted substitution matrices. FEBS J. 2005;272(20):5101-5109. do0i:10.1111/j.1742-
4658.2005.04945.x

Zimmermann L, Stephens A, Nam S-Z, et al. A Completely Reimplemented MPI Bioinformatics
Toolkit with a New HHpred Server at its Core. J Mol Biol. 2018;430(15):2237-2243.
doi:10.1016/j.jmb.2017.12.007

Notredame C, Higgins DG, Heringa J. T-Coffee: A novel method for fast and accurate multiple
sequence alignment. J Mol Biol. 2000;302(1):205-217. doi:10.1006/jmbi.2000.4042

Waterhouse AM, Procter JB, Martin DMA, Clamp M, Barton GJ. Jalview Version 2--a multiple
sequence alignment editor and analysis workbench. Bioinformatics. 2009;25(9):1189-1191.
doi:10.1093/bioinformatics/btp033

Lefévre F, Rémy MH, Masson JM. Alanine-stretch scanning mutagenesis: a simple and efficient
method to probe protein structure and function. Nucleic Acids Res. 1997;25(2):447-448.
doi:10.1093/nar/25.2.447

Fu H, Subramanian RR, Masters SC. 14-3-3 proteins: structure, function, and regulation. Annu
Rev Pharmacol Toxicol. 2000;40:617-647. doi:10.1146/annurev.pharmtox.40.1.617

Vincenz C, Dixit VM. 14-3-3 proteins associate with A20 in an isoform-specific manner and
function both as chaperone and adapter molecules. J Biol Chem. 1996;271(33):20029-20034.
doi:10.1074/jbc.271.33.20029

Mils V, Baldin V, Goubin F, et al. Specific interaction between 14-3-3 isoforms and the human
CDC25B phosphatase. Oncogene. 2000;19(10):1257-1265. doi:10.1038/sj.0nc.1203419

Liu D, Bienkowska J, Petosa C, Collier RJ, Fu H, Liddington R. Crystal structure of the zeta
isoform of the 14-3-3 protein. Nature. 1995;376(6536):191-194. doi:10.1038/376191a0

Neal CL, Yu D. 14-3-3C as a prognostic marker and therapeutic target for cancer. Expert Opin
Ther Targets. 2010;14(12):1343-1354. d0i:10.1517/14728222.2010.531011

Dubois T, Rommel C, Howell S, et al. 14-3-3 is phosphorylated by casein kinase | on residue
233. Phosphorylation at this site in vivo regulates Raf/14-3-3 interaction. J Biol Chem.
1997;272(46):28882-28888. doi:10.1074/jbc.272.46.28882

Obsilova V, Herman P, Vecer J, Sulc M, Teisinger J, Obsil T. 14-3-3zeta C-terminal stretch
changes its conformation upon ligand binding and phosphorylation at Thr232. J Biol Chem.
2004;279(6):4531-4540. doi:10.1074/jbc.M306939200

Silhan J, Obsilova V, Vecer J, et al. 14-3-3 protein C-terminal stretch occupies ligand binding
groove and is displaced by phosphopeptide binding. J Biol Chem. 2004;279(47):49113-49119.
doi:10.1074/jbc.M408671200

McPherson RA, Harding A, Roy S, Lane A, Hancock JF. Interactions of c-Raf-1 with
phosphatidylserine and 14-3-3. Oncogene. 1999;18(26):3862-3869.
doi:10.1038/sj.0nc.1202730

Du X, Fox JE, Pei S. Identification of a binding sequence for the 14-3-3 protein within the
cytoplasmic domain of the adhesion receptor, platelet glycoprotein Ib alpha. J Biol Chem.
1996;271(13):7362-7367. d0i:10.1074/jbc.271.13.7362

Hallberg B. Exoenzyme S binds its cofactor 14-3-3 through a non-phosphorylated motif.
Biochem Soc Trans. 2002;30(4):401-405. doi:10.1042/bst0300401

Campbell JK, Gurung R, Romero S, et al. Activation of the 43 kDa inositol polyphosphate 5-
phosphatase by 14-3-3zeta. Biochemistry. 1997;36(49):15363-15370. doi:10.1021/bi9708085

Zhai J, Lin H, Shamim M, Schlaepfer WW, Cafiete-Soler R. Identification of a novel interaction
of  14-3-3  with p190RhoGEF. J Biol Chem. 2001;276(44):41318-41324.
doi:10.1074/jbc.M107709200

Tzivion G, Avruch J. 14-3-3 proteins: active cofactors in cellular regulation by serine/threonine
phosphorylation. J Biol Chem. 2002;277(5):3061-3064. doi:10.1074/jbc.R100059200

Libbing CL, McDevitt AR, Azcueta R-MP, Ahila A, Mulye M. Lipid Droplets: A Significant but
Understudied  Contributor of  Host Bacterial Interactions.  Cells.  2019;8(4).

62



80.

81.

82.

83.

84.

doi:10.3390/cells8040354

Saka HA, Thompson JW, Chen Y-S, et al. Chlamydia trachomatis Infection Leads to Defined
Alterations to the Lipid Droplet Proteome in Epithelial Cells. PLoS One. 2015;10(4):e0124630.
doi:10.1371/journal.pone.0124630

Yang W, Thein S, Wang X, et al. BSCL2/seipin regulates adipogenesis through actin
cytoskeleton remodelling. Hum Mol Genet. 2014;23(2):502-513. doi:10.1093/hmg/ddt444

Oppong A, Diallo K, Frayne IR, Des Rosiers C, Lim GE. 14-3-3( regulates lipolysis by influencing
adipocyte maturity. bioRxiv. January 2020:2020.02.24.962662. d0i:10.1101/2020.02.24.962662

Gurumurthy RK, M&urer AP, Machuy N, et al. A Loss-of-Function Screen Reveals Ras- and Raf-
Independent MEK-ERK Signaling During &lt;em&gt;Chlamydia trachomatis&lt;/em&gt; Infection.
Sci Signal. 2010;3(113):ra21 LP-ra21. doi:10.1126/scisignal.2000651

Hackstadt T, Rockey DD, Heinzen RA, Scidmore MA. Chlamydia trachomatis interrupts an
exocytic pathway to acquire endogenously synthesized sphingomyelin in transit from the Golgi
apparatus to the plasma membrane. EMBO J. 1996;15(5):964-977.

63



	1. Introdução
	Chlamydia
	Chlamydia trachomatis
	Ciclo de desenvolvimento de C. trachomatis
	Sistema de Secreção do tipo III
	Proteínas da membrana de inclusão (Incs)
	Manipulação da célula hospedeira por proteínas efetoras de C. trachomatis
	Proteínas eucarióticas 14-3-3
	Tabela 1.2 - Isoformas das proteínas 14-3-3 com o respetivo símbolo.

	Proteínas Inc que interagem com as proteínas eucarióticas 14-3-3
	Inc CT006
	Objetivos

	2. Materiais e Métodos
	Estirpes bacterianas e condições de crescimento
	Manutenção de linhas celulares humanas
	Manipulação e manutenção de C. trachomatis
	Manipulação de DNA, plasmídeos e primers
	Tabela 2.1 – Plasmídeos utilizados neste trabalho
	Tabela 2.2 – Primers utilizados neste trabalho

	Transfeção de células HeLa 229 e HEK293T
	Infeção com C. trachomatis
	Microscopia de Fluorescência
	Anticorpos e corantes fluorescentes
	Ensaios de co-imunoprecipitação
	Immunoblotting
	Alinhamentos das sequências de aminoácidos das proteínas 14-3-3

	3. Resultados
	Expressão ectópica das proteínas 14-3-3 em células de mamífero
	As proteínas 14-3-3 apresentam uma localização citoplasmática quando expressas ectopicamente em células HeLa 229
	As proteínas 14-3-3 são recrutadas para a periferia da membrana de inclusão em células infetadas com C. trachomatis
	A proteína Inc CT006 consegue interagir com as proteínas 14-3-3γ, 14-3-3η ,14-3-3β e 14-3-3σ
	Alinhamento das sequências de aminoácidos das proteínas 14-3-3
	As proteínas CT006S150-152->AAA, CT006S165-167->AAA e CT006S188->A interagem com a proteína 14-3-3β apesar de um dos seus potenciais motivos de ligação 14-3-3 estar mutado
	As proteínas CT006S150-152, S165-167->As, CT006S165-167, S188->As, CT006S150-152, S188->As e CT006S150-152, S165-167, S188->As são expressas ectopicamente em células de mamífero
	As proteínas CT006S150-152, S165-167->As, CT006S165-167, S188->As e CT006S150-152, S188->As interagem com a proteína 14-3-3β apesar de dois dos seus potenciais motivos de ligação 14-3-3 estarem mutados
	Construção de plasmídeos que codificam para as proteínas FLAG-HA-14-3-3β(1-134) e FLAG-HA-14-3-3β(135-246)
	As proteínas 14-3-3β(1-134) e 14-3-3β(135-246) apresentam uma localização citoplasmática em células HeLa 229
	As proteínas 14-3-3β(1-134) e 14-3-3β(135-246) são recrutadas para a periferia da membrana de inclusão após 24 h de infeção com C. trachomatis
	As proteínas 14-3-3β(1-134) e 14-3-3β(135-246) são expressas ectopicamente em células HEK293T
	As proteínas 14-3-3β(1-134) e 14-3-3β(135-246) não interagem com a proteína Inc CT006

	4. Discussão e Conclusão
	5. Bibliografia

