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Resumo

Pretendeu-se acoplar a EGFP (Enhanced Green Fluorescent Protein) a proteinas importantes na
proteccdo telomérica e estabilidade gendmica, evitando a morte celular: as proteinas HP1
(Heterochromatin Protein 1) e HOAP (HP1-Orc associated protein). Assim, utilizaram-se méto-

dos de clonagem para ligar os respectivos genes. Para confirmar a funcionalidade das pro-
tefnas de fusdo e capacidade de localizar nos teldmeros, como acontece com as proteinas
enddgenas, transfectaram-se células em cultura. Este trabalho permitird observar a dinamica
destas proteinas in vivo, utilizando microscopia de fluorescéncia.
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Abstract

The aim was to couple the EGFP (Enhanced Green Fluorescent Protein) to proteins essential
in telomere protection and genome stability maintenance: HP1 (Heterochromatin Protein
1) and HOAP (HP1-Orc associated protein). Genes encoding these proteins were cloned in
a plasmid containing the EGFP gene. To confirm the activity and telomeric localization of
fusion proteins, clones were used to transfect cells. This will allow future in vivo studies using
fluorescence microscopy, increasing the knowledge of cell cycle dynamics of these pro-
teins.
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1.INTRODUCAO

A necessidade de aprofundar o conhecimento relativamente aos mecanismos de
desenvolvimento de um organismo, evidenciou a importancia de recorrer a observagao da
distribuicdo subcelular e dinamica de proteinas (Morin et al,, 2001) in vivo. Tal foi possivel
com o aparecimento de marcadores moleculares fluorescentes como a Green Fluorescent
Protein, GFP (Clyne et al., 2003), aos quais podem ser ligadas proteinas de interesse, formando
proteinas de fusdo (Chen etal, 2002), sem que sejam alteradas as propriedades fluorescentes
(Wang e Hazelrigg, 1994) ou a funcao bioldgica da proteina em questéo (Kain et al,, 1995).
No sentido de aumentar a sua sensibilidade, a GFP foi modificada no que diz respeito aos
picos de excitacdo, luminosidade e nivel de expressdo (Enhanced GFP ou EGFP) (Yang et al,,
1996).

Utilizando esta tecnologia, foi ja demonstrado o papel dinamico de algumas proteinas em
varios organismos, nomeadamente, em Drosophila melanogaster (Siller et al, 2005, Basto
et al, 2004), Schizosaccharomyces pombe (Mulvihill e Hyams, 2002), tais como, proteinas
envolvidas na regulagdo do ciclo celular (Garcia et al, 2002) e no controlo do tamanho
celular em Drosophila melanogaster (Patel et al.,, 2003), entre outras.

A microscopia confocal tem tido um papel preponderante na extensédo do potencial da
GFP na investigacao bioldgica (Brand et al, 1999), particularmente na compreensao dos
mecanismos envolvidos na reparacdo e proteccdo cromossémica, incluindo dos telémeros.

Os teldmeros sdo complexos nucleoproteicos localizados nas extremidades dos cromosso-
mas eucariotas. Possuem fungdes essenciais para a viabilidade celular e estabilidade cromos-
somica, protegendo contra a degradacédo nucleolitica, contribuindo para o posicionamento
dos cromossomas no nucleo interfasico e prevenindo contra fusdes terminais (Callén e Sur-
ralés, 2004). De facto, estas estruturas evitam que as extremidades naturais dos cromosso-
mas sejam reconhecidas como quebras pelo sistema de reparagao de danos nas células,
impedindo a sua fusdo (McClintock, 1941; Muller, 1938). A perda de sequéncias teloméricas
parece estar associada com a senescéncia e a carcinogénese e hd um ndmero crescente de
sindromes com predisposicdo para o cancro que possuem telémeros disfuncionais (Callén
e Surralés, 2004).

Neste trabalho pretende-se construir, por tecnologias de engenharia genética, proteinas de
fusdo com a GFP e proteinas envolvidas na proteccdo telomérica. E sabido que a auséncia
dessas proteinas em mutantes de Drosophila melanogaster conduz ao aparecimento de
fusdes entre as extremidades dos cromossomas e aos subsequentes rearranjos genémicos
e posterior morte celular (Cenci et al, 2003).

As proteinas eleitas foram a HPI (Heterochromatin Protein 1) e HOAP (HP1-Orc Associated
Protein) que se ligam directamente aos telémeros, protegendo-os (Fanti et al., 1998, Cenci
etal, 2003). O mecanismo através do qual estas proteinas interactuam para promover essa
proteccdo ainda é desconhecido. No sentido de procurar explicar este mecanismo molecular,
a dinamica destas proteinas teloméricas serd no futuro comparada com a que se observa
em células mutantes de outros genes também envolvidos na proteccdo telomérica, como
o ATM (Ataxia Telangiectasia Mutated) e o Nbs (Nijmegan Breakage Syndrom). A auséncia
destas proteinas conduz igualmente a inumeras fusdes terminais e instabilidade genética.
As proteinas ATM e Nbs desempenham um importante papel na reparacdo do DNA e na



proteccado telomérica (Oikemus et al., 2004). Mutagdes nestas protefnas causam sindromes
de predisposicdo hereditaria para o cancro (Shiloh, 2003).

2. RESULTADOS E DISCUSSAO

2.1. CONSTRUCAO DAS PROTEINAS DE FUSAO HOAP-EGFP E HP1-EGFP:
CLONAGEM DE HOAP E HP1 NO VECTOR pMT-EGFP

Para a producdo das proteinas de fusdo HOAP-EGFP e HP1-EGFP comecou-se por amplificar
pela reaccdo em cadeia da Polimerase (PCR), o segmento codificante (cDNAs) dos genes
HOAP e HPI1 a partir de clones obtidos no Drosophila Genomics Research Center (DGRC,
Indiana University). O PCR foi efectuado com primers que flanqueiam as extremidades dos
genes e que contém locais de restricao especificos, permitindo a obtencéo de extremidades
coesivas nos produtos de PCR para posterior clonagem no vector que contém o gene EGFP.
Desta amplificacdo resultaram bandas de 1030 pb (HOAP) e 690 pb (HP1), visualizadas por
electroforese em gel de agarose 1%. Os produtos de PCR foram digeridos com enzimas de
restricao especificas, para posterior reaccao de ligacdo com o vector previamente digerido
com as mesmas enzimas (ver “Procedimento experimental”).

A insercao dos produtos de PCR dos genes HOAP e HP1 foi feita a jusante do gene EGFP no
vector pMT-EGFP. Para tal, teve de se manter o quadro de leitura dos coddes entre o final do
gene EGFP e o inicio dos genes HOAP e HP1 (Figuras 1 e 2).

As ligacoes foram utilizadas na transformacédo de células competentes de E. coli (ver “Proce-
dimento experimental”).

O rastreio das coldnias transformadas com o vector recombinante que contém o gene de
interesse, foi efectuado por PCR do DNA das bactérias, utilizando primers que flanqueiam
o terminal 3'do gene EGFP e os terminais 3'dos genes HOAP ou HPT, respectivamente (ver
“Procedimento experimental”). A presenca de produtos de PCR com o peso esperado nas
colénias transformadas, confirma a inser¢cdo dos genes no vector pMT-EGFP (Figura 3).

No sentido de confirmar este resultado recorreu-se a digestdo com enzimas de restricdo
(Figura 4). Os resultados obtidos demonstram que a clonagem ocorreu com sucesso, dado
que os pesos moleculares dos fragmentos de DNA obtidos foram os esperados (ver Mapa
de Restricao, Figura 5).

Relativamente ao HOAP, por andlise dos fragmentos podemos constatar logo no primeiro
poco, que sdo originados dois fragmentos com pesos moleculares na ordem dos 1000pb
e 4500pb, equivalentes aos pesos do HOAP (1072pb) e do pMT-EGFP (4661pb). Quanto ao
HP1 (690 pb), podemos observar 2 fragmentos, um na ordem dos 700p (HP1) e outro na
ordem dos 4500pb (pMT-EGFP).
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Figura 1 - Estratégia experimental utilizada para clonagem dos cDNAs codificantes das proteinas HP1 e HOAP no
vector pMT-EGFP.



Figura 2a Figura 2b

pMT-EGFP HOAP M

Figura 2 - Electroforese em gel de agarose 1% cora-
do com brometo de etideo. (a) DNA de Hoap e (b)
de Hp1 e do vector pMT-EGFP (a e b); M: marcador 3 S
de peso moleculare (Gene ruller DNA Ladder 1 kb). HP1 PMT-EGFP M

Figura 3a

Figura 3b

Figura 3 - Rastreio de coldnias transformadas por ‘colony PCR”em electroforese em gel de agarose 1%. (a) HOAP-EGFP
e (b) HP1-EGFP. Os clones positivos estao devidamente assinalados. M: marcador de peso moleculare (Gene ruller DNA
Ladder 1 kb, Fermentas).

Figura 4a Figura 4b

Figura 4 - Confirmacéo da clonagem de (a) HOAP em pMT-EGFP e (b) HP1 em pMT-EGFP através da digestao com enzi-
mas de restricdo: 1. BamHI/Bglll, 2. Bglll, 3. Hindlll, 4. BamHI/Hindlll, 5. Hincll/Bglll, 6. Hincll, 7. EcoRI/BamHI. Relativamente
ao HOAP, por analise dos fragmentos podemos constatar logo na primeira digestdo que séo obtidos dois fragmentos
com pesos moleculares na ordem dos 1000pb e 4500pb, equivalentes aos pesos do cDNA HOAP (1072pb) e do vector
PMT-EGFP (4661pb). Quanto ao HP1 (690 pb), podemos observar 2 fragmentos, um na ordem dos 700p (HP1) e outro
na ordem dos 4500pb (pMT-EGFP). M: Marcador de peso moleculare (Gene ruller DNA Ladder 1 kb, Fermentas).
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Figura 5 - Mapa de restricdo do plasmideo recombinante pMT-EGFP+Hoap.

2.2. TRANSFECCAO EM CELULAS SCHNEIDER 2 (S2)
DE DROSOPHILA MELANOGASTER COM CALCIO

Para validar a actividade das proteinas de fusao e confirmar que a EGFP néo interfere com
a capacidade das proteinas em estudo localizarem nos telémeros, foi efectuada a transfec-
cdo dos clones positivos em células S2 de Drosophila. A transfeccdo consiste na insercao
de material genético exdgeno em células eucariotas através de diversos métodos. Um dos
métodos mais usados é o do fosfato de célcio, desenvolvido por Bacchetti e Graham (Bac-
chetti e Graham, 1977), que tem sido basicamente a Unica via de transfectar células Sch-
neider 2 (DiNocera e Dawid, 1983), uma cultura primaria em estadio tardio (20-24 horas) de
embrides de Drosophila melanogaster (Schneider, 1972). Este método caracteriza-se por ser
barato e acessivel e pode ser usado em diferentes tipos de culturas de células.

Uma vez que o vector pMT-EGFP é um vector de expressao indutivel (promotor da metalo-
tionefna) pela adicao de cobre ou cddmio, adicionou-se sulfato de cobre as células que assim
permaneceram 20h. A observacdo dos cromossomas ao microscopio foi possivel depois de
centrifugar as células em suspensédo (1x10° células) numa lamina de vidro (Cytospin).

O cytospin é uma técnica que beneficia de uma centrifugagdo para posicionamento das
células num local especifico da lamina, permitindo a adsor¢ao do fluido residual no filtro de
cartado. A citocentrifugacdo também contribui para uma melhor dispersao das células per-
mitindo uma apresentacao nuclear excelente. Em seguida, as células foram fixadas numa
solucdo de formaldeido. Esta solucédo preserva as células, mantendo-as num estado livre da
autdlise levada a cabo pelas enzimas intracelulares, activadas apds morte celular.
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2.3. IMUNOMARCAGAO DE CELULAS MITOTICAS

\\\\

Com o intuito de confirmar a presenca de HOAP e HP1 nos teldmeros efectuou-se imuno-
marcacao das células transfectadas com anticorpo anti-HOAP (Shareef et al., 2003) revelada
por incubacdo com um anticorpo secundério acoplado com um fluorocromo que emite
luz num comprimento de onda distinto da EGFP. O DNA foi corado com 4,6-diamidino-2-
phenylindole (DAPI), que se intercala neste e, se excitado com luz ultravioleta emite uma
coloragdo azul, permitindo a sua visualizagao em microscépio de fluorescéncia. Os resulta-
dos estdo expostos nas Figuras 6 e 7. /

/

EGFP-HOAP 1-EGFP Merge

Figura 6 - Imagens da marcacéo dos telémeros com EGFP (verde) e imunolocalizagdo do HOAP nos telémeros
(vermelho). A azul estd marcado o DNA.

anti-HOAP anti-HP1 Merge

Figura 7 - Imagens da marcagéo dos telémeros com EGFP (verde), localizagdo do HP1 nas regides peri-centroméricas
e teloméricas, localizacao do HOAP nos telémeros (vermelho). A azul estd marcado o DNA.
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Com este trabalho podemos concluir que as proteinas de fuséo obtidas sao capazes de se
ligar aos telémeros tal como as proteinas enddgenas e que portanto, poderdo ser usadas
para posteriores estudos in vivo.

2.4. PERSPECTIVAS FUTURAS - SUBCLONAGEM DE HOAP-EGFP EM PUASP1

O objectivo futuro serd a inser¢do das fusdes HOAP-EGFP e HP1-EGFP no genoma de D. mela-
nogaster depois de efectuada a microinjeccdo em embrides, através do vector pUASP1. O
estudo estender-se-a a obtencdo de moscas mutantes em genes relacionados com as vias
de reparacdo do DNA, de forma a perceber o papel e a dindmica das proteinas envolvidas,
assim como a forma como interagem.

3. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

3.1. CONSTRUGAO DA PROTEINA DE FUSAO HOAP-EGFP E HP1-EGFP:
CLONAGEM DOS CDNAS DE HOAP E HP1 NO VECTOR PMT-EGFP

Amplificagao, purificacdo dos cDNAs de HOAP, HP1 e pMT-EGFP e digestdo dos
produtos de PCR com enzimas de restricao. Os primers utilizados na amplificacédo do
cDNA de HOAP foram 5ACGTATAAGATCTATGTCGGGGACGCAAATGTCTGC3' com local de
restricdo Bglll, e 5GTTTAATATATGGATCCATCAGGC3' com local de restricdo BamHI; e na
amplificacdo do cDNA de HP1, os primers 5AATGGACCGAATTCAATGGGCAAGAAAATCGAC
AACC3' com local de restricao £coRl, e 5’TAACTTAGGATCCT TAATCTTCATTATCAGAGTACCS'
com local de restricdo BamHI (os locais de restricao estéo assinalados a azul e as regides que
ndo emparelham com o cDNA encontram-se sublinhadas). Os primers foram encomendados
a Sigma-Aldrich e purificados por HPLC.

As condicdes de PCR utilizadas estdo esquematizadas no Quadro |. A DNA polimerase utiliza-
da para as reaccdes de PCR foi a Pful, uma vez que esta possui actividade de correccdo.

Os produtos de PCR foram purificados com Geneclean Turbo kit (gbiogene, USA), digeridos
(3h a37°C) com as respectivas enzimas de restricao, BamHI e Bglll (New England Biolabs, USA)
para HOAP e EcoRl e BamHI (New England Biolabs, USA) para HP1, e novamente purificados.
O pMT-EGFP foi digerido nas mesmas condicdes, seguidamente fez-se extraccdo da forma
digerida de gel de agarose a 1%. e purificado com Geneclean Turbo kit (gbiogene, USA).

Quadro | - Perfil de temperaturas utilizado para amplificacao por PCR dos genes HOAP e HP.

HOAP | HP1 Tempo (min)
Desnaturacao 94oC 1
Emparelhamento dos primers 560C 590C | 510C 550C 2
Extensdo (Sintese) 72°C 2

Ne ciclos 5 25 | 5 25




Ligacédo de HOAP e HP1 ao pMT-EGFP e transformacao da cassete em células de Esche-
richia coli. Para a ligacdo usou-se uma proporcao de 1:10 de pMT-EGFP: produto de PCR.
Incubou-se com T4 DNA ligase, a 16°C durante a noite.

Misturou-se a ligagdo com células competentes de E. coli, sequindo-se um perfodo de incu-
bacao em gelo de 30 min., um choque térmico de 2 min. a 42°C e gelo novamente. Para a
recuperacdo das células transformadas adicionou-se meio Luria Bertani (LB) liquido e incu-
bou-se 1h a 37°C. Seguidamente, plaqueou-se em meio LB sélido com ampicilina (gene de
resisténcia presente no vector utilizado, o pMT-EGFP) e incubou-se a 37°C durante a noite.

Rastreio das colénias transformantes por “Colony PCR". Inocularam-se algumas coldnias
em LB com ampicilina e incubaram-se 1h a 37°C com agitacao. Procedeu-se, entdo, ao PCR
utilizando cultura, sendo que os primers utilizados para rastreio de EGFP-HOAP e EGFP-HP1
flanqueiam o terminal 3'da £GFP e o terminal 3' das sequéncias HOAP ou HP1. O perfil de
temperaturas utilizado foi o mesmo da amplificacdo de HOAP e HP]. Extraiu-se DNA das
colénias positivas pelo kit da Qiagen (QIAprep Spin Miniprep Kit, USA) e confirmou-se a inser-
¢ao do produto de PCR no vector com enzimas de restricéo.

Transfec¢do em células Schneider 2 (S2) de Drosophila melanogaster com Calcio. O
procedimento de transfeccédo foi adaptado da Invitrogen. Inocularam-se 3x10° células em
3 ml de meio completo (Schneider +10% Fetal Bovine Serum), a uma concentragao final de
1x10° células/ml. Incubaram-se as células 24h a 25°C, tendo sido adicionadas, posteriormen-
te, as solugdes A (CaCl, 2M, 15 ug DNA, H,0) e B (2x HBS: 50 mM HEPES, 1.5 mM Na,HPO,, 280
mM NaCl, pH 7.1), previamente filtradas e misturadas no vortex antes de adi¢do. Incubaram-
se as células durante a noite a 25°C. Adicionou-se sulfato de cobre a uma concentragao final
de 1T mM, e incubaram-se novamente as células 9h a 25°C.

Os cytospins foram realizados com e sem choque hipoténico prévio (0.5% de citrato de
sédio). As células tratadas com choque hipoténico, foi retirado o meio por centrifugacio
2 min a 1000 rpm, e seguidamente ressuspendeu-se o precipitado no mesmo volume de
solugao hipotdnica. Adicionaram-se células a cada lamina e centrifugou-se 5 min a 10000
rom. Seguidamente, as células foram fixadas numa solucdo de formaldeido 37%, Triton 10%
e PBS 10x.

Posteriormente, procedeu-se a imunomarcacoes de células mitoticas fixadas, usando o anti-
corpo anti-HOAP (Shareef et al,, 2003) utilizando uma diluicdo de 1:200, numa solucéo iso-
ténica contendo 10% de soro fetal. A revelagéo foi realizada por incubacéo com anticorpo
secundario acoplado com o fluorocromo 568 (vermelho) (Molecular Probes, Alfagene) que
emite luz num comprimento de onda distinto da EGFP.
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