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INTRODUGAO:

A ubiquitinagdo é uma modificacdo pos-traducional envolvida em varios processos celulares,
como mitofagia, reparo de dano ao DNA, degradacao de proteinas pelo sistema ubiquitina-proteassomo
e transmissdo sinaptical. Sabe-se que a UBE2A, uma enzima conjugadora de ubiquitina (E2), pode
desempenhar essas funcdes descritas interagindo com outras proteinas, como E3 ligases?. Devido as
funcdes celulares dependentes da acdo de UBE2A, mutacdes no seu gene estdo relacionadas a diversas
doencas, como alguns canceres, doencgas neurodegenerativas e a Deficiéncia Intelectual (DI) de heranca
ligada ao X do tipo Nascimento?. Estudos demonstraram que a mutagcdo missense p.Q93E, proxima ao
sitio catalitico da enzima, encontrada em uma familia brasileira com a DI do tipo Nascimento, afeta a
sua atividade enzimatica® e também estudos preliminares, utilizando modelo murino knockin para a
mutacao, demonstraram que esta associada a altera¢des na citoarquitetura neuronal e na transmissao
sinaptica. Contudo, ndo ha conhecimento dos mecanismos celulares e moleculares que levam a essas
alteracdes e dos parceiros de interagédo envolvidos, em especial E3 ligases que atuam em conjunto com
a UBE2A.

Existem alguns métodos para estudar os parceiros de interacdo de uma dada proteina, como
ensaios com TurbolD?, co-imunoprecipitacdo® e ensaios de PLA® (Proximity Ligation Assay). Ensaios
com TurbolD, uma biotina ligase (BirA) de E. coli modificada ligada a uma isca, permitem a identificagdo
de interatores dispostos a até 20nm de distancia da isca’. As proteinas que estdo interagindo sdo
marcadas com biotina, permitindo o enriquecimento destas por meio de pull-down com resina de
estreptavidina, que captura as proteinas biotiniladas. Assim, é possivel identificar posteriormente com
espectrometria de massas 0s possiveis parceiros de interacdo da proteina de interesse, no caso a
UBEZ2A (Figura 1). ApOs esses ensaios, que permitem a identificacdo de varias proteinas, é possivel
realizar validac@o desses parceiros da UBE2A com os outros dois métodos anteriormente citados, que
permitem a visualizacdo da existéncia de interacdo entre uma E3 ligase especifica e a UBE2A.

O conhecimento desses parceiros contribui para entender a influéncia do mau funcionamento
dessa enzima e as vias celulares por ela afetadas, possibilitando estudos de mecanismo dessas vias
em patogéneses e proposicao de estratégias terapéuticas.

Dessa forma, o0 objetivo desse trabalho é identificar as possiveis E3 ligases parceiras da UBE2A
em células neuronais, utilizando a tecnologia do TurbolD e espectrometria de massas em células de
neuroblastoma SH-SY5Y, e validar a interag@o por meio de co-imunoprecipitacdo e de PLA em células
SH-SY5Y e do cérebro do camundongo UBE2A selvagem (WT).
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Uso do TurbolD para identificar interagdes proteina-proteina
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Figura 1 Etapas envolvidas na identificagdo de parceiros de interacdo utilizando a tecnologia TurbolD. Criado no
Biorender.com.

METODOLOGIA:

O projeto foi separado inicialmente em duas frentes: producdo de linhagem estavel com as
construcdes FLAG-TurbolD e padronizacdes do experimento para a espectrometria de massas.

A producdo de linhagens estaveis, expressando FLAG-TurbolD, FLAG-TurbolD-UBE2A
selvagem (WT) ou FLAG-TurbolD-UBE2A mutante (Q93E), é necessaria para esse projeto porque 0
TurbolD é uma enzima que, em grandes quantidades, atua inespecificamente, 0 que geraria
identificacdes falso-positivas na espectrometria de massas. A linhagem estavel contribui para diminuir
esse impacto, uma vez que ha regulacdo da célula para expresséo dessas proteinas, o que ndo acontece
na expressao transiente. Entdo, para a producéo das linhagens, é realizada algumas padronizagoes,
como o método de transfeccao (FUGENES, Lipofectamine2000 ou Lipofectamine3000, usando vetor de
GFP), a curva de morte com antibiético puromicina em SH-SY5Y (de 50 a 3000 ng/mL, com foco nas
menores concentracdes que matavam todas as células depois de 3 e 7 dias), linearizacao dos vetores
(digestdo com enzimas de restricdo para facilitar integracdo no genoma) e a condicdo da transfec¢éo
estavel (proporgdo 5:1 ou 4:2 entre uma das constru¢cdes FLAG-TurbolD e o vetor de resisténcia a
puromicina).

Padronizadas as condigdes, transfeccdo com Lipofectamine3000 na proporgcdo de 4:2 entre
FLAG-TurbolD e vetor de resisténcia a puromicina com selecdo por 12 dias em meio DMEM-F12,
suplementado com 10% soro fetal bovino e 1% penicilina/estreptomicina, com 300 ng/mL de puromicina,
esse método é realizado para as trés construgfes. Cada um dos clones, posteriormente isolados, é
caracterizado em namero de integracdes no genoma (PCR de sensibilidade), sequenciamento e Western
Blot para avaliar a expressdo da construgdo, sendo mantidos os clones que possuirem maior
semelhanca entre as trés construcdes para ser utilizado na espectrometria de massas.

Para as padronizacBes para espectrometria de massas, é realizado o teste funcional das
construcdes, usando FLAG-TurbolD e FLAG-TurbolD-UBE2A WT, e também a padronizagdo do tempo
de tratamento com biotina (1h ou 6h, por meio de pull-down com resina de estreptavidina e Western Blot,
para visualizar saturacdo de marcacao para biotina na membrana), uma vez que longas exposi¢des com
o TurbolD também podem gerar falsas intera¢des, sendo necessaria a padronizacdo do melhor tempo
para o experimento.

No teste funcional das construgdes, as células sdo cultivadas em meio DMEM-F12 suplementado
com 10% FBS dialisado e 1% penicilina/estreptomicina (P/S) sem biotina e, apés a transfeccdo de duas
placas de 100mm (p100) para cada construcéo, adiciona-se biotina com concentracao final de 50 uM
em uma placa de cada construcdo e em um dos controles ndo-transfectado por 24 horas. S&o coletadas
6 placas de células e realizada a imunoprecipitacdo de um alvo ja reconhecido de UBE2A, PCNA,
seguido de Western Blot anti-PCNA e anti-Ubiquitina, para visualizar se h& ubiquitinagdo do alvo, e
Western Blot do lisado total com anti-FLAG e Estreptavidina conjugada a HRP, para visualizar a
expressao das construcdes FLAG-TurbolD e a biotinilacao realizada.

A Figura 2 resume em esquema 0S process0os necessarios para esse projeto, que resulta na
identificacdo das E3 ligases por espectrometria de massas e sua validacdo funcional por co-
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imunoprecipitagdo e PLA em células de neuroblastoma SH-SY5Y e de cérebro de camundongo UBE2A
WT.
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Figura 2 PadronizacOes e processos para a identificacao de E3 ligases que interagem com a enzima UBE2A, a partir de
linhagens estaveis que expressam uma das constru¢des FLAG-TurbolD, fusionada ou ndo a UBE2A selvagem WT ou mutante
Q93E. Criado no Biorender.com.

RESULTADOS E DISCUSSAO:

Com o método de transfecgcdo escolhido conforme descrito na Metodologia, fiz a transfeccéo
estavel em 3 placas, sendo que somente uma delas desenvolveu bem. Entdo, com essas células em
gue houve sucesso de inser¢cdo no genoma, fiz padronizacdo de PCR com os vetores FLAG-TurbolD e
DNAs gendmicos (gDNA) de uma célula transfectada e uma néo-transfectada para verificar a insercao
no genoma das células, o que foi bem sucedido conforme ilustrado na Figura 3, cuja eletroforese e
sequenciamento indicam o inserto FLAG-TurbolD.

Em paralelo, realizei um teste funcional transfectando transientemente as células com as
construcdes FLAG-TurbolD e FLAG-TurbolD-UBE2A selvagem (WT) com o objetivo de verificar se as
enzimas UBE2A e biotina ligase (TurbolD) estavam funcionando de acordo com o esperado, isto €, se
as atividades de biotinilacdo e ubiquitinacdo de um parceiro de interacdo de UBE2A poderiam ser
alcancadas nesse sistema. Esse teste permitiu verificar que as construcdes realizam biotinilagdo
aumentada na presenca do meio suplementado com biotina, assim como esperado, além de ser possivel
visualizar ubiquitinacdo de PCNA na amostra com FLAG-TurbolD-UBE2A WT suplementado com
biotina.

A membrana do lisado total foi primeiro incubada com anticorpo anti-FLAG para visualizar a
expressao das construgdes FLAG-TurbolD (Figura 4). E possivel visualizar a diferenca de tamanho entre
a construcdo sem a UBE2A (~40 kDa) e a fusionada com a UBE2A (~55 kDa) e a auséncia dessas
construcdes nas células nao-transfectadas. Como a proteina estreptavidina tem alta afinidade com a
biotina, a membrana foi incubada com Estreptavidina conjugada a HRP (Estreptavidina-HRP) para
observar a biotinilacdo de proteinas do lisado total na presenca de TurbolD. Com isso, observei que a
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biotinilacdo acontece quando ha o tratamento com biotina nas condig6es em que existem as constru¢des
FLAG-TurbolD, enquanto que nas células néo-transfectadas praticamente ndo ha biotinilacao
independentemente do tratamento com biotina.
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Figura 3 A) Gel de padronizacdo da PCR para verificar insercdo de FLAG-TurbolD no genoma de SH-SY5Y e B)
sequenciamento da PCR da SH-SY5Y transfectada. A amplificagdo do gDNA transfectado corresponde ao do FLAG-TurbolD
(1211 pb). O sequenciamento da PCR evidencia também essa sequéncia do FLAG-TurbolD sem a sequéncia da UBE2A
(sequéncia presente na referéncia e que néo pareia no final do sequenciamento a partir do nucleotideo 1060 no alinhamento).
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Figura 4 Membrana do lisado total revelada com anticorpo anti-FLAG e Estreptavidina-HRP. Com a incubacéo anti-FLAG foi
visualizada a banda com o tamanho correspondente as constru¢ées FLAG-TurbolD (~40 kDa) e FLAG-TurbolD-UBE2A WT (~55
kDa). Com a Estreptavidina-HRP, foi visualizado o efeito da adi¢cdo de biotina na biotinilacdo de proteinas.

A membrana da imunoprecipitacdo de PCNA foi primeiro incubada com anticorpo anti-PCNA para
verificar modificagdes pos-traducionais, biotinilagdo ou ubiquitinag@o, ocorridas nessa proteina com a
superexpressao das construcdes (Figura 5). S6 foi possivel observar modificacao diferencial na situacéo
de FLAG-TurbolD-UBE2A WT com biotina, o que pode indicar a especificidade da interacdo da
construcao fusionada a UBE2A com uma proteina que se sabe que a UBE2A interage. Com a incubacéo
anti-Ubiquitina era esperado visualizar a ubiquitinacéo do alvo, PCNA, de forma independente da adi¢cao
da biotina; no entanto, sé foi possivel observar ubiquitinagdo na condicdo com FLAG-TurbolD-UBE2A
WT e adigdo de biotina. A hipétese levantada € que a reagdo com o TurbolD-UBEZ2A continuou além das
demais, o que pode ter acarretado em mais modificagbes poés-traducionais, causando o arraste
visualizado na revelagéo.
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Figura 5 Membrana da imunoprecipitacéo anti-PCNA revelada com anticorpos anti-PCNA e anti-Ubiquitina. Com a incubacao
anti-PCNA foi visualizada a banda com o tamanho correspondente ao PCNA enddgeno (~35 kDa) e suas versdées com
modificagbes pos-traducionais. Com a anti-Ubiquitina, foi visualizada um sinal maior de ubiquitina¢&o na condigdo FLAG-
TurbolD-UBE2A WT tratada com biotina.

CONCLUSOES:

A padronizacd@o para a transfecgcdo estavel foi realizada e o teste funcional das construgées
comprovou a funcionalidade das duas enzimas, o que permite 0 prosseguimento para as proximas
etapas. Para os préximos meses, temos planejado o estabelecimento das linhagens estaveis e seu uso
para o experimento de espectrometria de massas. A identificagdo das enzimas E3 ligases que atuam
com a UBE2A na modificacdo de proteinas neurais abrird caminhos para o melhor entendimento dos
mecanismos associados a DI ligada ao X do tipo Nascimento.
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