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Introdugao, estado da arte e motivacao

Macromoléculas bioldgicas sdo organizadas em compartimentos celulares conhecidos como organelas, separadas por membrana
lipidica ou ndo, que permitem que a célula execute reagGes quimicas complexas em ambiente que facilita a sua regulagdo (Mehta & Zhang,
2022, Wang et al, 2021). Varias dessas organelas ndo sdo separadas por membrana lipidica no ambiente celular (Figura 1A). Em 2009,
pesquisas lideradas por Antony Hyman demonstraram, pela primeira vez, que condensados de proteina e RNA conhecidos como granulos P
de fato exibem comportamento de liquido no ambiente celular (Brangwynne et al, 2009). Recentemente, varios pesquisadores observaram
o fendmeno de separagdo de fase liquido-liquido (do inglés, liquid-liquid phase separation, LLPS) em diversas organelas celulares sem
membrana como corpos de Cajal, speckles nucleares, granulos de estresse, entre outros (Figura 1A). Tais condensados biomoleculares
facilitam fung&es de ativacdo/inativacdo proteica, podendo atuar em sensoriamento, (sub-)localizacdo celular, filtragdo de moléculas e até
mesmo geragado de forga ou tamponamento (Figura 1B). Além de seu papel fundamental em diferentes fungGes celulares, a LLPS também
tem sido associada ao desenvolvimento de certas doengas como a esclerose lateral amiotréfica como consequéncia de mutagdes nos genes

que codificam proteinas de granulos de estresse como FUS e TDP-43 (Carey & Guo, 2022).
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Em nivel molecular, a LLPS corresponde ao processo de demixing metaestdvel (Figuras 2A e 2B) de proteinas e/ou acidos nucléicos
mediante interagcdes multivalentes entre proteinas, proteina-acido nucleico e acido nucleico-acido nucleico (Metha & Zhang, 2022) no qual
duas fases liquidas (uma mais densa, com concentragdo cp, e outra menos densa, com concentragdo c;) coexistem como fungdo de condigdes
fisico-quimicas como temperatura, pH, forga i0nica, entre outras (Figura 2B) (Alberti et al, 2018). Em concentragdes menores que a
concentragdo de saturagdo, csat, 0 sistema se apresenta em regime de apenas uma fase (Figura 2B). Varios tipos de interagdes quimicas fracas
(ex. m—m, cation-anion, dipolo-dipolo, cation-mt e hidrofébica) (Figura 2D) definem a composi¢do dos condensados moleculares (Alberti et al,
2018). Essas interagGes quimicas que induzem LLPS sdo facilitadas em regiGes ndo estruturadas de proteinas intrinsecamente desordenadas,
em proteinas com mddulos estruturados espagados por regides desordenadas e até mesmo dominios enovelados que direcionam localizagdo
especifica de proteinas (ex. fatores de transcri¢do) (Figura 2C) (Alberti et al, 2018; Wang et al, 2021; Metha & Zhang, 2022). A rede de
interagOes dessas biomoléculas em escala molecular (Angstrom a nandmetro) resulta em propriedades de material condensado (liquido ou
gel) na mesoescala (nandémetro a micrometro) de modo que as fungdes celulares desses condensados moleculares sdo otimizadas (Alberti et
al, 2018; Wang et al, 2021; Metha & Zhang, 2022).

Nosso grupo esta interessado em compreender os mecanismos moleculares que governam a LLPS de proteinas que interagem com
acidos nucleicos, entre elas a proteina DDX3X (helicase de RNA com fun¢do no metabolismo de RNA) e a proteina FUBP1 (reguladora de
transcrigdo e de metabolismo de RNA a partir de sua fungdo de ligagdo a RNA e a DNA de fita simples). Ambas as proteinas sdo direcionadas
para granulos de estresse citoplasmaticos em condigGes de estresse com arsenito de sddio (Fonseca et al, 2021; Anders et al, 2021). Mutagdes
em DDX3X provenientes de pacientes com transtorno de neurodesenvolvimento induzem a formagdo de granulos de estresse aberrantes

(Fonseca et al, 2021).
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A separacdo de fase liquido-liquido de proteinas pode ser facilmente obtida in vitro, o que facilita o estudo dos mecanismos
moleculares que regulam tal processo. Porém, a avaliagdo sistematica do espacgo de condigdes fisico-quimicas que afetam a solubilidade de
proteinas e, portanto, governam a LLPS de biomoléculas é bastante laboriosa. Para isso, vamos desenvolver um método de HTS (high throuput
screening) que nos possibilite a construgdo de um diagrama de fases dessas proteinas em fungdo de diversas condicGes fisico-quimicas. Esse
novo método sera validado no estudo da LLPS das proteinas de interesse do nosso grupo. Nosso método facilitard o estudo da LLPS de
proteinas de interesse médico e podera ser empregado em projetos futuros com o objetivo de identificar moléculas em bibliotecas quimicas

que inibam ou facilitem a LLPs dessas proteinas.

Objetivos especificos

- Purificar, a partir de expressdo heterdloga em Escherichia coli, a(s) proteina(s) de interesse (FUBP1 e/ou DDX3X) contendo regides
desordenadas que induzem LLPS.

- Estabelecer protocolos automatizados de preparagdo de placas de HTS (high throuput screening) contendo soluges quimicas baseadas em
fatores que influenciam a solubilidade de proteinas, como pH, sal e agentes de crowding molecular.

- Implementar um método sistemdtico para a analise da formagdo de condensados liquidos in vitro por microscopia dptica, incluindo
microscopia de fluorescéncia.

- Desenvolver um método de quantificagdo de LLPS a partir de imagens de microscopia para construgao de diagrama de fases de proteina.
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Métodos

Expressdo e purificacdo da(s) proteina(s) de interesse (FUBP1 e/ou DDX3X)

Nosso grupo tem purificado com sucesso, a partir de expressdo heterdloga em Escherichia coli, a proteina de camundongo FUBP1
contendo mKO2 fusionada a sua extremidade C-terminal e a proteina humana DDX3X contendo mCherry fusionada a sua extremidade C-
terminal. Brevemente, a indugdo da sua expressdo com IPTG a partir de plasmideo pET-TEV é realizada por 16 horas a 18°C. A proteina
recombinante também apresenta uma extensdo N-terminal de 6 residuos de histidina que possibilita sua purificagdo por cromatografia de
afinidade a ions cobalto a partir do extrato celular da bactéria. A proteina pura é entdo submetida a cromatografia de exclusdo molecular.

Os protocolos de purificagdo de FUBP1 e DDX3X serdo otimizados. A amostra de proteina pura fresca sera utilizada em experimentos de LLPS.

Microscopia dptica

A microscopia dptica é capaz de detectar goticulas de dimensGes de centenas de nanémetros a micrometros em suspensao (Alberti
el al, 2018; Wang et al, 2021; Gao et al, 2022). Inicialmente, as macromoléculas sdo observadas em condigdes em que ndo acontece a
formacdo de LLPS. Em seguida, observa-se o efeito da adi¢do de agentes quimicos (sais, pH, RNA, ...) ou fisicos (temperatura) que alteram a
solubilidade da proteina por um certo periodo até que goticulas comecem a ser formadas. Para possibilitar a comparagdo de diferentes
condi¢des, o tempo de incubagdo e os pardmetros de imageamento devem ser mantidos constantes, ja que os condensados tendem a
sedimentar na superficie da IJdamina de microscopia. A cobertura das laminas de microscopia com lipideos ou PEG pode facilitar a observagdo
dessas goticulas de biomoléculas. Portanto, testaremos placas contendo laminas tratadas com diferentes agentes quimicos. Diferentes tipos
de microscopia optica podem ser utilizados na observacdo desses condensados biomoleculares, entre eles a microscopia de campo amplo
estendido (widefield), a técnica de DIC (differential interference contrast) e a microscopia de fluorescéncia. O uso de marcador fluorescente
estavel, como a proteina de fusdo mKO2, permite a estimativa da concentragdo da proteina na fase densa. O sistema Operetta CLS High
Content Analysis System (PerkinElmer) serd empregado para os experimentos de HTS utilizando microscopia dptica. Tal sistema permite a

quantificacdo da drea de goticulas sedimentadas e da intensidade de fluorescéncia da proteina.

Cronograma

12 bimestre 22 bimestre 32 bimestre 42 bimestre

Otimizagdo da purificagdo da(s) proteina(s) de interesse

Preparo de placas contendo solugBes estoque

Experimentos preliminares de LLPS

Anadlise sistemética de LLPS no equipamento Operetta CLS (PerkinEImer)

Escrita de relatorio
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