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INTRODUCAO

O papel da proteina kin17 no metabolismo do DNA

A proteina kinl17 foi descoberta em 1989 em cultura de células da linhagem FR
3T3 de rato, devido a reacdo cruzada com anticorpos policlonais dirigidos contra a
proteina RecA de Escherichia coli (Angulo et al., 1989), a qual participa do reparo
recombinacional do DNA e na regulacdo de genes da resposta SOS. Tal resposta
acontece na presenca de grande quantidade de danos letais no DNA, resultando na
ativagdo de aproximadamente 20 genes envolvidos no reparo e na recombinagdo do
DNA (Anderson e Kowalczykowski, 1998). Tal reacdo cruzada ocorre devido a
presenca de uma regido conservada de 40 amino&cidos (posi¢des 162-201) (RH, Figura
1) que apresenta homologia de 49% com a extremidade C-terminal da RecA, a qual atua
na regulacdo da ligagdo ao DNA (Angulo et al., 1991). Adicionalmente, a kinl7
apresenta um sinal de localizagéo nuclear (NLS, Figura 1) e um motivo dedo de zinco
de ligacdo ao DNA (ZF, Figura 1), ambos homologos aqueles observados na proteina
de reparo poli(ADP-ribose) polimerase (PARP) (Mazin et al. 1994). Recentemente, um
motivo KOW foi identificado entre os aminoacidos 330 e 363, sendo confirmado por
analise de cristalografia da extremidade C-terminal da kin17 (le Maire et al., 2006). Tais
motivos estdo relacionados com interacdes proteina-RNA e proteina-proteina nos

processos de metabolismo do RNA (Steiner et al., 2002).
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Figura 1. Dominios funcionais da proteina kinl7. MTS: sinal putativo de localizacdo
mitocondrial; ZF: dedo de zinco; RH: dominio de homologia a proteina RecA de E.
coli; NLS: sinal de localizacdo nuclear; KOW: motivo KOW. Extraido de Despras,
2006.

O gene KIN17 esté situado no cromossomo 2 em murinos e no brago curto do
cromossomo 10 em humanos, codificando para uma proteina de aproximadamente 45
kDa e ponto isoelétrico de 9,3 (Angulo et al., 1991; Kannouche et al., 2000). O gene €
conservado filogeneticamente em eucariotos, visto que foram identificados ort6logos
em organismos diversos como o0 vegetal Arabidopsisthaliana, o inseto diptero
Drosophilamelanogaster, 0 nematoideBrugiamalayi e a levedura
Schizosaccharomycespombe (Despraset al., 2003).

Uma série de estudos identificaram o papel da kinl7 em processos nucleares,
principalmente na replicacdo e no reparo do DNA. Células transfectadas com RNA
antisenso da kinl7, apresentando assim baixos niveis da proteina, apresentam taxa
reduzida de sintese de DNA, acimulo na fase S e sdo mais sensiveis a mutagénese
(Biardet al., 2002; Despras et al., 2003). Em contrapartida, a superexpressdo da proteina
resulta em inibicdo da proliferagéo celular (Kannouche e Angulo, 1999), indicando que
o nivel da expressdo da kinl7 deve ser estritamente regulado para o funcionamento
adequado do ciclo celular. Agentes mutagénicos como radiacdo ionizante e luz
ultravioleta induzem uma resposta tardia da kin17, resultando em aumento da expressao
e alteracdo da localizagéo nuclear (Kannoucheet al., 2000; Biard et al., 2002).

Recentemente, foi constatado que a kinl7 est4d associada ao complexo
multiprotéico de replicacdo do DNA, em conjunto com outras proteinas como a RPA70
(humanreplicationprotein A), PCNA (proliferatingcell nuclear antigen) e DNA
polimerase a.Além disso, tal proteina associa-se diretamente a certas regiGes de origens
de replicacdo. Complexos multiprotéicos isolados de células HeLa (provenientes de
carcinoma cervical humano) capazes de realizar replicacdo do DNA in vitro apresentam

atividade reduzida quando a kinl7 é inibida por imunodeplecdo (Miccoli et al., 2005).



Em muitas linhagens celulares derivadas de tumores, foi constatado um alto nivel de
expressdo da kinl7 (Kannoucheet al., 2000; Despras et al., 2003), assim como em
tecidos tumorais de pacientes de cancer de mama (Zeng et al., 2011). Este Gltimo estudo
apontou que a kinl7 pode ser um potencial alvo no tratamento desse tipo de cancer, e
correlacionou a expressdo dessa proteina com fatores de regulagdo do ciclo celular,
como a ciclina D1 e o ERK1/2 (extracellularsignal-regulatedproteinkinasesland 2).

Os dados obtidos até o momento sugerem que a kinl7 pode atuar como um elo
de ligacéo entre processos de replicacéo e reparo do DNA, impedindo a parada do ciclo
celular devido a presenca de lesdes ndo reparadas no DNA. Além disso, a proteina
kinl7 também é parte do spliceossomo (Rappsilberet al., 2002) e pode ser capaz de se
associar diretamente a moléculas de mMRNA durante a espermatogénese, demonstrando
que a proteina apresenta um papel no processamento do RNA. Tais processos podem

ser regulados pela presenca do motivo KOW (Pinon-Latailladeet al., 2004).

ROTEIRO DE AULA PRATICA

Andlise da expressao protéica em linhagens celulares

Objetivos:Obter extratos de proteinas citoplasmaticas e nucleares (associadas e nédo-
associadas a cromatina) de linhagens celulares tumorais e ndo-tumorais. Detectar por
western blot a proteina de reparo kinl7 nos diferentes extratos, de modo a comparar o
nivel de expressdo da proteina entre as diferentes linhagens celulares utilizadas e as

respectivas fracdes celulares isoladas.

1. Cultura de células

- As células tumorais, de melanoma utilizadas no experimentoserdo umasublinhagem da
linhagem B16F10, isolada na Unidade de Oncologia Experimental (UNONEX), do
Departamento de Biofisica da Universidade Federal de S&o Paulo (Freitas et. al, 2004) e
gentilmente doadas pela Professora Dra. Elaine Guadalupe Rodrigues, denominada
B16F10-10CR. Elas serdo cultivadas em meio RPMI-1640, pH 7.2, suplementado com
HEPES 10mM, bicarbonato de sddio 24mM, gentamicina 40mg/ml e soro fetal bovino
10% (Freitas et al., 2004).

- A linhagem néo-tumoral utilizada no experimentosera de fibroblastos de pulmé&o de

hamster Chinés, linhagem GMAZ32, os quais serdo cultivados em meio minimo essencial



— MEM, como previamente descrito (Debatisse, 1982). Essas células foram gentilmente

cedidas pela Dra. Michelle Debatisse (Institut Curie, Paris, Franca).

2. Fracionamento da cromatina

- Lavar aproximadamente 7x10° células em PBS 1X;

- Ressuspender as células em 250 plde Buffer A;

- Adicionar Triton X-100 a uma concentragdo final de 0,1% (5ul de uma solucéo 5%) e
incubar por 5 minutos no gelo;

- Centrifugar por 4 minutos a 1300g e4°C;

- O sobrenadante é a fragdo citoplasmética de proteinas(S1). Retirar o sobrenadante,
transferir para um tubo de 1,5 ml novo e armazenar a -20°C (freezer);

- O precipitado é a fragdo nuclear de proteinas(P1).Lavar P1 com 200 pl de Buffer A,
centrifugando por 4 minutos a 13009 e4°C;

- Retirar o sobrenadante e armazenar a -20°C (S1a);

- RessuspenderP1 em 175 pl de Buffer B para a lise dos ndcleos e incubar por 10
minutos no gelo;

- Centrifugar por 4 minutos a 1700g e4°C;

- O sobrenadante é a fracdo de proteinas nucleares sollveis (S2). Retirar o sobrenadante
e armazenar a -20°C;

- O precipitado é a cromatina (P2). Ressuspender em 175 pl de Buffer B (pode ser um
pouco dificil, seja cuidadoso);

- Centrifugar por 1 minuto a 100009 e 4°C;

- Ressuspender em 150 ul de tampdo de amostra para proteinas 1X (B7709S da Biolabs
j& preparado com DTT);

- Adicionar 2,5 pl de Benzonasenuclease e incubar por 30 minutos & temperatura
ambiente;

- Ferver a 95-100°C por 5 minutos.

Buffer A: Hepes pH 7,9 10 mM; KCI 10 mM; MgCl; 1,5 mM; sacarose 0,34 M;
glicerol 10%; DTT 1 mM.Adicionar 1ul de inibidor de protease para cada 100 ul de
tampéo.

Buffer B: EDTA 3 mM; EGTA 0,2mM; 1 mM DTT. Adicionar 1ul de inibidor de
protease para cada 100 pl de tamp@o.



2. Eletroforese de proteinas (SDS-PAGE)

2.1 Fundamentos da eletroforese

Eletroforese pode ser definida como “o movimento de moléculas eletricamente
carregadas, pela aplicacdo de um campo elétrico, através de um suporte”. Como a
velocidade em que as moléculas se movem em um campo elétrico depende de suas
cargas, forma e tamanho, a eletroforese tem sido amplamente estudada como ferramenta
para separacdo molecular. Como ferramenta analitica, a eletroforese € simples e
relativamente rapida. E usada para analise, separacdo e purificacdo de moléculas
grandes como proteinas e &cidos nucléicos, mas também pode ser adaptada para a
separacdo de moléculas mais simples (desde que carregadas) como agucares simples,
aminodcidos, peptideos, nucleotideos e até mesmo ions. Métodos de deteccdo de alta
sensibilidade tém sido desenvolvidos para monitorar e analisar separagdes
eletroforéticas.

A eletroforese de macromoléculas normalmente é realizada aplicando-se uma
fina camada de amostra em uma solugéo estabilizada em uma matriz porosa. Sob a
influéncia de uma voltagem aplicada, os diferentes tipos de moléculas presentes em uma
amostra movem-se através da matriz com velocidades diferentes. Ao fim da separagéo,
as moléculas de tamanho diferentes sdo detectadas em diferentes posi¢fes na matriz.
Diferentes tipos de matriz podem ser utilizados, desde papel, acetato de celulose, geéis
compostos por agarose ou poliacrilamida. Nos geéis de poliacrilamida e agarose, a matriz
pode ser tamanho-seletiva no processo de separagdo, controlando-se a concentragdo dos
componentes do gel. Ao final da separacéo, as bandas podem ser coradas com diferentes
tipos de produtos (Ex. brometo de etidio para DNA, CoomassieBrillant Blue para
proteinas), visualizadas e escaneadas por diferentes processos. No SDS-PAGE, as
amostras de proteinas migram em uma condigdo desnaturante, pela acdo do detergente

SDS (dodecilsulfato de s6dio) e outros componentes no sistema (Figura 2).
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Figura 2.Esquema da eletroforese de proteinas (SDS-PAGE).

2.2 Preparagdo de gel de poliacrilamida(SDS-PAGE) para a separaca

proteinas

A) Tampéo de corrida (0.025 M Tris, 0.192 M Glicina, 0.1% SDS, pH 8,3).

B) Gel de empilhamento (superior) a5% (para 5 ml)

Componente Volume (ml)

Agua destilada 3.4
Solugdo de acrilamida/bis- 0.83
acrilamida 30%

Tris 1M (pH 6,8) 0.63
SDS 10% 0.05
Perssulfato de amonio 10% 0.05
TEMED 0.005

C) Gel de separacéo (inferior) a 12 % (para 10 ml)

de



Componente Volume (ml)

Agua destilada 3.3
Solucdo de acrilamida/bis- 4

acrilamida 30%

Tris 1,5M (pH 8,8) 2.5
SDS 10% 0.1
Perssulfato de amonio 10% 0.1
TEMED 0.004

D) Preparo das amostras

Misturar as amostras de proteinas com tampdo de amostra 1X (B7709S da
Biolabs ja preparado com DTT) e ferver por 5 minutos a 95-100°C. Aplicar no gel
seguindo a ordem estabelecida e correr a eletroforese até as amostras passarem pelo gel
de empilhamento (60 volts) e depois aumentar a voltagem (100 volts) acompanhando a

migragé&o.

3. Western blotting

3.1 Fundamentos do Western blotting

O Western blotting localiza, com o uso de anticorpos especificos, proteinas que
foram previamente separadas atraves de eletroforese em gel (Figura 3). O procedimento
utiliza membranas, normalmente de nitrocelulose ou PVDF (polyvinylidenefluoride). O
gel é colocado em contato com a membrana e a aplicacdo de uma corrente elétrica forga
as proteinas a se moverem do gel para a membrana e se aderirem a ela. A membrana
entdo é uma réplica do padréo de proteinas no gel, e é subsequentemente corada com o
corante Ponceau-S e incubada com anticorpos especificos que irdo se ligar & proteina de

interesse e localizé-la entre as demais proteinas.
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Figura 3. Esquema geral do Western blotting.

3.2 Procedimento

A) Tampéo de transferéncia (submersa) para Westernblotting: 14.4 g de glicina, 3 g de

Tris, 900 ml de 4gua destilada, 100 ml de metanol). Metanol é muito tdxico, use luvas

durante o prepare e manuseio. pH final: 8.3 Resfriar (4° C) antes de usar.

B) Montagem do sistema de transferéncia

1.

Retire o(s) cassette(s) do mini-gel (placas e gel) do sistema Biorad apds a
migracéo das proteinas na eletroforese.

Remova o(s) gel(is) das placa com cuidado, pois as placas de vidro
(principalmente a placa fina) sdo muito frageis. Com auxilio da espatula verde
de plastico remova o gel de empilhamento completamente. Lave o gel com &gua
destilada para remover o excesso de SDS.

Coloque o gel de separagdo em tampdo de transferéncia por 15 minutos.

Molhe a membrana de nitrocelulose com agua destilada estéril e coloque em
tampdo de transferéncia por 15 minutos. Coloque também os papéis de filtro
Whatman e esponjas espagadoras em tampé&o de transferéncia por 15 minutos.
Monte o cassete de transferéncia de acordo com a ordem abaixo (ver Figura 4),
com todas as partes previamente equilibradas em tampéo de transferéncia por

pelo menos 15 minutos.



6. Montar o sistema de acordo com a Figura 4 (tenha certeza de que ndo ficaram
bolhas de ar entre o gel e a membrana, retirando as bolhas rolando a extremidade
de uma pipeta ou tubo de ensaio sobre a membrana)

Apb6s a montagem, coloque o cassete no sistema e coloque o sistema de
resfriamento no interior da cuba. Ligue o sistema (70 volts) por 40 minutos, depois
aumente a voltagem (100 volts) por mais 20 minutos. Verifique se ha pequenas bolhas
se formando nos eletrodos (eletrolise).

Tampa
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Figura 4. Esquema de montagem do cassete de transferéncia por Western Blotting.

C) Coloragdo com Ponceau-S: 0,5% PonceauS (w/v), 1% &cido acético (v/v).

A coloragdo de proteinas comPonceau-S é importante por ser temporaria, vocé
podera comparar sua membrana apds a deteccdo com anticorpos com a coloragdo de
Ponceau-S. Este corante pode ser reutilizado varias vezes.

1. Incube a membrana por 5 minutos no corante. Recupere 0 corante e guarde.
2. Com o auxilio de umpissete e uma pinga, lave a membrana com 4gua destilada

até que a mesma fique branca e as proteinas sejam visiveis (lave dos dois lados).



Corte a membrana do tamanho adequado, deixando uma margem de 0,5 cm de
todos os lados (manipular a membrana utilizando luvas e com o auxilio de
pincas e tesouras limpas).

Descore com mais dgua destilada para remover o corante residual.

Neste ponto, a membrana deve ser escaneada ou fotografada, para uso futuro em
analise de imunoblotting, ou desidratadas, envoltas em papel e armazenadas a

4°C para uso futuro.

D) AnaliseemImmunoblotting — Deteccdo com ECL Plus Westwern Blotting reagents.

Antes de iniciar esta etapa do protocolo, incube a membrana em TBS-T 1X

(Tris-HCI 100 mM pH 7,5;NaCI1.5 mM; 0.05% Tween-20)até a remocdo completa do

Ponceau-S (normalmente 10 min séo suficientes).

1.

Blogqueie a membrana incubando em solugéo a 5% (w/v) de albumina (Sigma)
em TBS-T 1Xpor 1 hora a temperatura ambiente.

Diluir o anticorpo primério em TBS-T/albumina 5%. Diluicdo apropriada:
1:10000. Incubar a membrana em contato com a solucdo do anticorpo primario
em saquinho pléastico vedado por 1 hora & temperatura ambiente (ou “overnight”
a 3-8°C) sob agitacdo (a diluicdo do anticorpo primario pode ser diferente
dependendo do material).

Lavar a membrana trés vezes por 5 minutos com TBS-T 1X (sem albumina).
Enquanto é feita a lavagem, preparar anticorpo secundario.

Diluir o anticorpo secundario em TBS-T/albumina 5%. Diluicdo apropriada:
1:20000. Incubar com anticorpo secundério & temperatura ambiente por 1 hora.
Lavar a membrana trés vezes por 5 minutos com TBS-T 1X. Preparar a solugdo
de revelagcdo do kit de revelagdo para Western blottingECL Plus(Misturar os
reagentes A e B em uma relacdo de 40:1, por ex. 0,5 ml da sol. A + 12.5 ul da
sol. B, suficiente para duas membranas). Misturar os reagentes imediatamente
antes de sua utilizacéo, no escuro.

Coloque a membrana em uma placa de Petri limpa, com o lado das proteinas
para cima. Pipete a solugdo de revelacdo sobre a membrana e incline a placa em
Varios sentidos para que a solucdo cubra toda a superficie da membrana. Incube
a membrana na solugdo de revelagéo por 3 minutos, cobrindo a membrana com

papel aluminio para evitar a luz (ligar o equipamento Storm).



7. Com um pissete, lave a membrana abundantemente com agua destilada, usando
pressao para retirar a solugéo de revelagao.

8. Cologue a membrana entre duas folhas de plastico transparente apoiado em uma
superficie limpa. Com papel higiénico remova as bolhas de ar cuidadosamente.

9. Detectar no Storm (canal azul) ou nos dois canais (azul e vermelho, para
confirmagdo do padrdo se necessdrio). A membrana deve ser colocada no
scanner de modo que o lado da transferéncia deve ficar voltado para baixo. Se a
imagem aparecer muito escura, repita os passos de lavagem da membrana com
agua destilada e pissete, sempre trocando as folhas de pléstico para proteger a
membrana e realizando nova deteccéo, até que o ““background” esteja claro e as

bandas sejam visiveis.
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