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RESUMO

MELLO, Aline Oliveira, M. Sc., Universidade Federal de Vicoagpsto de 2014.
Identificacdo de Novos Parceiros de Interacdo para a Cinase Reguladora de
Splicing SRPK2.Orientador: Gustavo Costa Bressan. Coorieneglauciano Gomes
Fietto e Juliana Lopes Rangel Fietto.

Serine-Arginine Protein Kinase 2 - SRPK2 é uma cinase reguladoracdesfate
splicing ndo-snRNPs (proteinas SR), e de fatores snRNBE6&US tri-snRNP)
SRPK?2 regula as proteinas SR fosforilando-as em sddsioegle serina e recrutando-
as para a formacédo do spliceosspemuanto atuaa formagdo do complexo U4U6-

U5 tri-snRNP, envolvido na selecao do sitio de spli@hdAs interacbes com fatores
snRNP e ndo-snRNP s&o conhecidas e bem estabelecidam&lmeinte, no entanto,
pouco se sabe sobre proteinas que regulam o funcioname®RPH& e sobre demais
alvos de fosforilacdoAs proteinas SRPKs possuem seu dominio cinase divido em dois
por uma regido espacadora de grande flexibilidade estrupasdjvel de interacéo
Portanto, possivel responsavel pela seleg&ulstratos e/ou alvo de regulacdo. Nosso
objetivo com este trabalho foi encontrar novas igfieza proteicas de SRPK2 através
de sua regiado espacadora. A técnica escolhida foi o dupldehém leveduras, no qual
estas foram cotransformadas com o plasmideo pBTM116KF<3Rpl e com uma
biblioteca de cDNAs de leucocitos humanos em pACT2 leu2. Orieygdo foi
processado em meio restritng®D-TRP —-LEU —HIS, acrescido de 30mM de 3AT e
mantido em estufa 30°C por 120 horas. Ao final deste perifmdoverificado o
crescimento de 119 colbnias de leveduras, submetidas a difetesites de ativacao
dos genes reporteres hisdacZ. Os resultados destes testes nos levaram a selecéo
42 clones, que tiveram seus DNAs plasm&dixtraidos, sequenciados e analisados
pela ferramenta Blast do NCBRAs proteinas codificadas por estes genes estao
funcionalmente relacionadas a processos celulares cbiogénese ribossomal,
migracdo, diferenciacdo, angiogénese, proliferacdo, swbreva e ciclo celular. Estes
resultados sugerem novos mecanismos moleculares para céoatdia SRPK2 no

processo tumorigénico.
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ABSTRACT

MELLO, Aline Oliveira, M. Sc., Universidade Federal de Vicogajgust, 2014.
Idetification of New Interaction Mates for the splicing regulator kinase SRPK2.
Adviser: Gustavo Costa Bress&o-advisers: Luciano Gomes Fietto and Juliana Lopes
Rangel Fietto.

Serine-Arginine Protein Kinase 2 - SRPK2 is a regulataadenf non-snRNP splicing
factors (SR proteins) and of SnRNPs fact@gA(6-U5 tri-snRNP). SRPK2 regulates
SR proteins phosphorylating them on their serine anditegy them for the formation
of the spliceosome, while acts on the tri-snRNP U4/U6-U5 congdsembly, involved
in the splicing 3’ site selection. The interactions with snRNP and non-snRNP factors
are known and well-established functionally, howeverleliis known about the
proteins that regulate the functioning of SRPK2, and abotierotargets of
phosphorylationThe SRPKs proteins have their kinase domain dividedtimtoby a
spacer region of great structural flexibility, believablé ioteraction. Therefore,
possible responsible for selection of substrates andfoofregulation. Our aim with
this work was to find new protein interactions of SRPK2 tisyspace region. The
techniqgue chose was two-hybrid yeast, in which yeasts werensfaicéed with
pBTM116K/S-SRPK2 trpl plasmid aralhuman leukocyte cDNA library in pACT2
leu2. The experiment was processed in restrictive medDmTRP -LEU -HIS, plus
30 mM of 3AT and keep in a incubator 30°C for 120 hours. é&tetiid of this period, it
was found the growth of 119 yeast colonies, subjected aatifféests of activation of
reporter genes his3 and lacZ. The results of theselgelsts the selection of 42 clones,
which had its plasmid DNA extracted, sequenced and analyzee INGBI Blast tool.
The proteins encoded by these genes are functionally ratategllular processes as
ribosome biogenesis, migration, differentiation, aggitwesis, proliferation, survival
and cell cycle. These results suggest new molecularanechs for the performance of

SRPK2in tumorigenic process.



1. INTRODUCAO

O genoma dos eucariotos superiores é constituido por sempi@odlificadoras de
proteinas (exons), intercaladas por multiplas sequénciacodifaccadoras de proteinas
(introns) No entanto, o0 mMRNA traduzido pelos ribossomos, dito mRN#&duro, é um
MRNA processado, livre de introns. O processo de exclusao dasetligacdo de exonsé
chamado splicing pode ser do tipo constitutivo ou alternativo.

O splicing alternativo consiste na exclusdo de uma regidni@ que normalmente é
retida, na selecdo de um sitio de sphi¢eou 3’ alternativo, ou ainda na retengdo de uma
regido intrénica que deveria ser excluida, no mRNA madbiste mecanismo produz
isoformas de uma mesma proteina que powsduncdes correlatas, aumentando a
complexidade do proteoma eucariotico.

Os componentes do spliceossomo, o complexo de microRNAxednars responsavel
pelo processo de splicing, sdo chamados fatores de splicingle déas classes: os snRNPs
(small nuclear ribonucleoprotein particles) e os ndo-snRNPs. As proteinpgsrieBema
classe dos ndo-snRNPs. Elas atuam na selecdo do sispliclag, no recrutamento dos
fatores de splicing snRNPs e na montagem do spliceossomo. sktasreguladas
primariamente pela fosforilacdo de suas serinas erdaggicas em Ser-Arg, pelas SRPKs
(Serine/Arginine specific-protein kinase).

As SRPKs regulam ndo somente proteinas SR como tambémsfatosplicing da
classe dos snRNPs. SR- protein kinase 1 (SRPK1) é encontrada@ssao SnRNP Ul,
responsavel pela selecdo do sitio de spli6ihng SRPK2 ao complexo pré-formado snRNP
U4/6-U5, responsavel pela selecdo do sitio de spliging

As SRPKs possuem o dominio catalitico dividido em 2 I6biNes C-terming, por
uma regido de aproximadamente 300 aminoacidos, com grard@lilade estrutural e de
sequencia pouco conservada entre entre as diferentesscimakaminio espacador. Acredita-
se que este dominio possua o sinal de localizacdo cittidiaa, e na SRPK2, que detem uma
regido rica em aminoacidos acidos, pode estar relatoaaesta funcdo. Em experimentos
nos quais a SRPK teve o seu dominio espacador deletadoi teénslocada para o nucleo
formando agregados.

Além da localizacdo celular, o dominio espacador pastee elacionado a regulacéo
das SRPKs e pode hipoteticamente estar envolvido na@sedecsubstratos. Pensando nisto,
foi construido um clone contendo apenas a regido espag@e&RPK2, para ser usado como
isca em um duplo-hibrido de leveduras transformada com uniiatéda de cDNA de

1



leucocitos humanos. O objetivo deste trabalho foi emaptigantes da SRPK2, visando

entender seu papel no processo oncogeénico.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Organizacdo do genoma e o processo de splicing

7

O genoma dos eucatas superiores é constituido por sequéncias codificadoras
chamadas exons, intercaladas por multiplas sequén@asoddicadoras ditas introns. Esta
organizacdo caracteriza 0 genoma eucariotico como déssor{Cooper, Wan & Dreyfuss,
2009) A sintese de proteinas em células eucaridticas regqueprocessamento do pré-
MRNA, no qual sintrons devem ser retirados pelo mecanismo de splicing por melioade
reacoes de transesterificacdo e os exagedos, resultando na formacdo de um mRNA
maduro, o qual seré traduzido em proteinas no citoplasmarjmiesomos (Ward & Cooper,
2010). Um esquema do evento de splicing pode ser visto na Figura 1.

Si]:iu!:lesplil:EE' R =nRNF U2 -Si'tiEIIjE splice 3
Eequen::ll ——Y Sequénciz Mgz / Sequéncis
uex_i:-r: : PR /k "\_II / do exon 3' »
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Figura 1- Representacdo esquematica do mecanismo de splicing do mRjAa Fi
modificada de Alberts et al, 1994. Molecular Biology of @l 3rd edition. New York:
Garland Science. 1728 p.



O numero relativamente modesto de genes no genoma humdanceflete a alta
complexidade do proteoma expresso. Um mecanismo que pode re&ptaalisparidade é o
splicing alternativoque permite ndo s6 a excisdo de intr@osno também a modificagéo e
até mesmo eliminacdo de exons durante o processamento ohRNrE&- Isto gera multiplos
mMRNAs, que codificam diferentes isoformas de uma mgsotaina (Figura 2)jue possuem
funcbes correlatasja que dominios especificos podem ser subtraidos ou ratfice
(Skotheim & Nees, 2007 Estimase que 95% dos transcritos dos genes multi-exons, estao
sob o controle de splicing alternativo, sugerindo que estamsno tem papel central na
geracédo de diversidade proteica (He et al, 2009).

a r Intron
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0 B
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s81 s GLGeURLICY
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r ;
Exclusdo/inclus3o de exon =1 —_— o —
\ J J
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F—'_/\‘—l

Sitios de splice 5’ alternativos — ] -

f T
Retengdo de intron - I e

Exon constitutivo — D Exon de splice aiternativo

Figura 2 - Representacdo esquematica do mecanismo de splicing alteradati
MRNA. Figura modificada de Cartegni et a002. Listening to silence and understanding
nonsense: exonic mutations that affect splicing. NatureRewGenetics 3: 285-298

O spliceossomo € o complexo responsavel por catalipesaesso de splicinganto o

constitutivo quanto o alternativoTrata-se de uma ribonucleoproteina (RNP -



ribonucleoprotein) constituida por pelo menos ciscBNAs (small nuclear RNAsg 50
proteinas, cujo nucleo ati € composto em grande parte por RNgendo por isso
considerado uma ribozima (Collins & Guthrie, 2000). Para ec8eldo sitio de splicing,
montagem do spliceossomo e processamento do pré-mRiN&qunaria celular conta com a
ajuda dos fatores de splicing. S&o duas as classes de fatmelgciong; os sSnRNPs (small
nuclear RNPs): Ul, U2U5 e U4/6; e os fatores ndo-snRNPs: hnRNPs (heterogeneous
nuclear RNPs), proteinas SR (serine/arginine), dentre outras;aRiNiss (Kramer, 1996)

O splicing do pré-mRNA envolve o reconhecimento inicial de segagwonservadas
nos limites exon-intron (Roberts & Smith, 2002), por proteinas se ligana estes sitios.
Estas proteinas incluem ativadores de splicing que promovemde wsu sitio em particular,

e repressores de splicing que reztap uso de um s@ em particular. Um fator de splicing da
familia de proteinas ricas em arginina/serina (protédfse liga a cada exon na transcricao,
em uma sequéncia particular de nucleotideos chamadal@tiexénico de splicingeGE -
exonic splicing enhancgrAs proteinas SR promovem a formagdo de complexo® madat
snRNP U1 ligado ao sitio de splicid e U2 ligadoao sitio de ataque nucleofilico do preé-
MRNA (Blencowe, 2000)Uma proteina SR também pode inibir ao invés de aumentar a
ligacdo dos snRNPs, e nesse caso a sequéncia a qualligla éechamada de supressor
exbnico de splicing (ESS exonic splicing suppressor) (Wang et al, 2004 e 2006). Dessa
maneira, as protein&R, podem fazer com que um exon seja deixado de fora do mRHEIA fi
Em humanos e outros mamiferos, essa delecdo de eadiosréa mais frequente de splicing
alternativo. O esquema de como estas proteinas se organizapré-mRNA pode ser

visualizado na Figura 3.



a Fun¢do de recrutamento: dependente do dominio RS

/#“

\-—J‘

Figura 3— Representacdao esquematica do recrutamento dos fateetec@o do sitio
de splicing. RS: dominio rico em serina e arginina; RRM: dandeiligacdo ao RNA; ESE:
ativador exodnico de splicing; ESS: supressor exbnico de splicing.aFigadificada de
Cartegni et al, 2002. Listening to silence and understandingemse: exonic mutations that
affect splicing. Nature Reviews Genetics 3: 285-298

As proteinasSR também agem nos passos subsequentes, por exemplaarfdoili
recrutamento de U4/U6 e U5, que entram na via de montagem deospticno como
particula pré-formada U4/U6-U5 tri-snRNP (Blencowe, 2000). O donf&iadas proteinas
SR é fosforilado por diferentes cinases e esta fitefdo € importante para a habilidade
desses dominios de interagirem entre si e com outragna®te para a atividade das SR no
splicing (Giannakouros et al, 2011; Ghosh & Adagtsl 1; Shepard & Hertel, 2009).

2.2. As proteinas SR e suas cinases, as SRPKs

As proteinas SR, descritas pela primeira vez por Roth ecedegas (Zahler et al
1992), foram descobertas em um estudo com Drosophitesddeening genético identificou

3 fatores de splicing: SWAP (suppressor-of-white-apricot), Tra (tranefyre Tra2



(transformer-2)que se caracterizam por um dominio rico em dipeptideosrad@/arginina
(RS domain). Em seguida, em estudos com linhagens de célolasdm) foram identificados
mais das fatores de splicing, SF2/ASF e SC35, que também revelaranesanga de
dominios RS além de pelo menos um dominio de ligacd&N#o(RNA recognition motifs -
RRM) (Shepard & Hertel, 2009; Zahler et 8992).

ApOs a identificacdo de outras proteinas que contém o woRfB, a familia de
proteinas SR foi classificada com base na presenca desfioepitopo reconhecido pelo
anticorpo monoclonal mAb104, sua conservacdo em vertebeadosertebrados, e sua
atividade em ensaios complementares de splicing (Shepard &l,H&09; Zahler et al
1992). Em humanos, a familia de proteinas SR € codificadd genes, designados splicing
factor arginine/serine-rich (SFRS) 1-7, 9 e 11, séo eles: SF2/8ES85, SRp20, SRp40,
SRp55, SRp75, SRp30c, 9G8, e SRp54 (Shepard & Hertel, 2009). Toslgosdeiem uma
organizagdo estrutural semelhante, com um ou dois dominidigad@o ao RNA (RRM
domain) na por¢ao N-terminal, um dominio rico em seriagg@ina (RS domain) na porcao
C-terminal e outros dominios RS ao longo do polipeptideo @iguOs dominios RRMs sdo
responsaveis por ligar a proteina ao RNA, enquanto os a@miRs funcionam como
moduladores da interacdo proteina-proteina mediando oss y@agsos de montagem do

spliceossomo (Wang et,dl998).

SRp20 | RRM |RS |

SC35 | RRM | RS |

SRp54 | RRM | RS |
SRp30c | RRM | RRMH |R§

SF2/ASF | RRM | RRMH |RS |

SRp40 | RRM | RRMH | RS |
SRp55 | RRM |[RRMH | RS |
SRp75 | RRM | RRMH | RS
9G8 | RRM |Z| RS |

Figura 4- Estrutura basica das proteinas SR. RRM: dominio dedligao RNA;
RRMH: dominio homologo ao RRM; Z: dominio de ligacdo ao RiA em zinco; RS:



dominio rico em serina e arginina. Figura modificada de &&sv2000. Sorting out the
complexity of SR protein functions. RNA1197-1211

A localizac@o das proteinas SR € predominantementeanwelsubnuclear. Quando
ndo ativamente envolvidas no processo de transcricdo splidieg, as proteinas SR residem
nos speckles nucleares, 0os quais sao subdivisbes neonjueé armazenam os fatores de
splicing (Jang et aR008) No entanto, ao serem fosforiladas em suas serinamtamas SR
saem dos speckles e vao para o nucleoplasma onde imtecageo pré-mRNA nascent®.
balanco entre fosforilacdo e desfosforilacdo pronsescolha correta do sitio de splicimg
posteriormente a catalise do processo (Shepard & Hertel,. 2)6hases especializadas em
fosforilar os residuos de serina das proteinas SR séo: Segin@id specific-protein kinases
(SRPK), CIk/Sty kinasescdc2p34, e topoisomerases.

As proteinas cinase serina/treonina, da qual as SRPKs fazte) @aas cinase
tirosina-especificas possuem um dominio catalitico dexepadamente 290 aminoacidos
divididos em 2 I6bulos, N-terminal e C-terminal, por u@gido espacadora estruturalmente
desordenada e pouco conservada. Esta regido espacadora grasslé flexibilidade
estrutural, podendo hipoteticamente ser considerada réspbmela selecdo de substratos
e/ou a regiao pela qual a SRPK2 sofre regulacéo. O sitioesta localizado entre o I6bulo
N-terminal, composto por folhas p e uma unica a-hélice, a hélice C, e um grande l6bulo C-
terminal, predominantemente composto de a-hélices, que também inclui o segmento de

ativacdo, uma regiao de 20 a 35 aminoacidos (Figura 5)cEndNoble & Johnson, 2012).

Figura 5- Representacdo esquematica da estrutura da proteina SRRjia
modificada de Liu et al2009. A novel Physarum polycephalum SR protein kinase
specifically phosphorylates the RS domain of the hurB&h protein, ASF/SF2. Acta
Biochimica Biophysica Sinica 41 (8): 65/667.



As cinases da familia SRPK, SRPK1 e SRPK2, reconhecemmto e residuos de
arginina e fosforilam seus substratos somente natueste serina localizados em regides de
dominio RS (Gui et all994b) Elas se diferenciam estruturalmente por SRPK1 possuir duas
regides de aminoacidos basicos (11-21 aas e 265-277 aasyten§B&#K2 possui apenas
uma (264-276 aas). O dominio basico amino-terminal estaordalo a localizacéo celular, é
provavel que ele funcione como um sinal de localizacaeau¢NLS— nuclear localization
signals). Ao invés de uma regido basica amino-termind?K2Rpossui uma regido rica em
prolina (21-43 aasp qual contém varios sitios de ligacdo consenso para o doi&H3 (Src
homology 3) (Ren et all993), que podem estar envolyidcom a interacdo com proteinas
que possuem este dominio. Além disso, SRPK2 também pasauiegido acida no dominio
espacador (287-405 aas), diferentemente de SRPK1 (Kuroyanhadi 1998) (Figura 6).
Outra diferenca € que elas ndo sao igualmente expressdfenestes tecidos humanos. A
SRPK1 é encontrada superexpressa no testicpdmcreas, enquantbSRPK2 é encontrada
superexpressa no cerebro, ambas sdo encontradas modetadapeessas em outros tecidos
humanos como o do coracédo e musculo esqueléticoue Eexpressas no pulméao, figado e
rins (Wang et al 1998). A localizacdo subcelular das SRPKs é predominantemente
citoplasmatica, mas elas também estdo presentes mw ppchcipalmente nos speckles, onde
estdo associadas aos fatores de splicing, exercendo regsddg@ostes assim como do

préprio processo de splicing (Jang et28i08).

mSRPK1 (648 aa)

RB RB

m . Dominio Cinase: E _Dominio Cinase

mSRPK?2 (681 aa)

Rico em P RB

m _ Dominio Cinase E DA Dominio Cinasei—

Figura 6— Representacdo esquematica da estrutura primaria das asoERPK1 e
SRPK2. RB: regido basica; DA: Dominio Acido; P: Praliigura modificada de
Kuroyanagi et al, 1998. Novel SR-Protein-SfiecKinase, SRPK2, Disassembles Nuclear
Speckles. Biochemical and Biophysical Research Communications 2436357




As SRPKs sdo necessarias para a entrada das proteinasn8&ewno Estudos coma
ortéloga de leveduras, Skyl e seu substrato NIp3p SR-like @nsptrta mRNAs para fora
do nudcleo) mostraram que NIp3p precisa ser fosforilada [feesar 0 mMRNA e ser
reimportada para o nucleo. Em humanos, fatores de splicmg 862/ASF séo fosforilados
no citoplasma por SRPK1 e subsequentemente trandp®mpara o nicleo pela transportina
SR2, que interage especificamente com os dominios RSifadés (Giannakouros et al,
2011). O dominio espacador parece conter o sinal de localizitpfdasmatica, ja que
estudos anteriores demonstraram que a remocao do doespacador em SRPK1
desencadeia a translocacdo destas cinases para 0 nucleonserjuentemente induz a
agregacdao de fatores de splicing no nacleo (Jang 20@8). Além disso, a evidéncia inicial
era que o dominio espacador tinha pouco efeito sobre daalévicinase. No entanto, um
estudo mais recente indica que o dominio espagamitar aumentar a catalise aumentaado
taxa limitante do passo de libertacdo de ADP nas reaco@sade ¢Aubol et al, 2012).

Ainda, as células dos eucariotos respondem a uma reprog@magsiva do splicing
alternativo ao serem estimuladasiopfatar de crescimento epidermal (EGFEpidermal
Growth Factor). Ao bloquear ramos individuais da via de sind@zae EGF, foi verificado
gue a ativacado de AKT desempenim papel principal, enquanto que outros ramos, como o
das vias de JAK/STAT e ERK, fazem contribuicdes menasesplicing induzido por EGF
(Zhou et al, 2012). AKT ativada foi implicada na atuacdo diretaesas proteinas SR
(Blaustein et al, 2005 e Jiargy al, 2009) ou indiretamente ao retransmitir o sinal para o
nacleo através de cinases especificas de proteinasiS€grem SRPK2 (Jang et al, 2009) ou
Clk/Sty (Jiang et al, 2009). Como as SRPKs parecem ocuparmasigéo estratégica na
célula aoretransmitir sinais externos para o nucleo, as SRPKs faraestigadas quanto a
capacidade de transmitir o sinal da via de EGF para asrma®t8R culminando no splicing
alternativo. Foi determinado entdo que as SRPKs saontisstgas centrais da sinalizacédo de
EGF, enquanto que todos os outros ramos estabelecidos pratéaraesia de EGF exercem
papéis relativamente menores. Os resultados indicam que phMoca dois eventos de
autofosforilagcdo nas SRPKs essenciais para a ativagéasdeda transmissdo do sinal para as
proteinas SR. Isto sugere que 0 eixo Akt-SRPK-SR constiuincipal ramo na transducao
da sinalizacdo de EGF na regulacédo do programa de splicmgciem (Zhou et al, 2012).

A localizacdo celular das proteinas SRPKs esta relataoaainteracdo destas com
complexos de chaperonas no citoplasma. As chaperonas atudliando no dobramento

apropriado de proteinas alvo em suas conformacfes afivategendo-as da degradagéo por
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proteassomos. A chaperona Hsp90 também é reconhecida patiddade ATP&sica em
modular a dindmica de intera¢des proteina/chaperonaplzoato assim a localizacdo celular

e o trafego intracelular da proteina alvo (Zhong et al, 2089BFRPKs, tanto SRPK1 quanto
SRPK2, j4 foram associadas a interacdo direta carn-elsaperonas Hsp40/DNAjc8 e Ahal,
gue mediam a interacdo camuas chaperonas Hsp70 e Hsp90, respectivamente. O complexo
Hsp70/Hsp40 atua ancorando as SRPKs no citoplasma, enquantmlexxoisp90/Ahal
promove a translocacéo das SRPKs para o nucleo. Adma®teRPKs ao serem fosforiladas
aumentam a sua associacdo a Hsp90 e consequente transforacéonucleo (Zhou et al,
2012).

A familia de proteinas 14-3-3 por sua vez, age prevenindo dzbudd excessiva de
SRPK no nucleo, mesmo sob condi¢bes de forte est@mlpor EGF, o que pode causar
efeitos tOxicos no ndcleo. A proteina 14{8a0 ser superexpressa, bloqueia a interacdo das
SRPKs com Hsp70 e também com Hsp90 (Zhou et al, 2012). Junéssgadbs sugerem que
as SRPKs séo finamente reguladas por complexos heat shocknembros da familia 14-3-
3 durante o curso da sinalizacdo por EGF. Estes resultadiisaexporque as SRPKs néo
séo totalmente translocadas para o nucleo em ceélulas indoaiddsGF.

Apesar das SRPKs serem capazes de fosforilar proteinasslentes nos speckles
nucleares, é dificil determinar o papel exato das difeserihases envolvidas na fosforilacdo
dos fatores de splicing da familia SR (Giannakouros et al, 201fhg Waa) 2004) A
fosforilagcdo do dominio RS é um pré-requisito para a agam do spliceossomo e o splicing
em geral. A SRPK1 foi encontrada associada a Ul-snRNResg@envolvido na selecdo do
sitio de splicings’ (Kamachi et g12002), enquanto SRPK2 € requerida para a formacdo do
complexo U4U6-U5 tri-snRNP, que estad envolvido na selecdo do sitio de spliing
(Mathew et al 2008). No entanto, experimentos in vitro demonstraram que enmdateva
concentracbes, as SRPKs podem inibir o splicing, sugerintecessidade de um balanco
entre cinases e fatores de splicing a serem fosforilados.

A interacdo entre SRPKla, uma isoforma que possui umsarcdo de 171
aminoacidos em seu dominio N-terminal e € similar a SRRKdspecificidade do substrato e
na localizacdo subcelular, e SAFB1 (Scaffold Attachment Fa&pija havia sido relatada
(Nikolakaki et al, 2001). Mais recentemente, foi verificagiee SAFB1 estaria de fato
inibindo a atividade ndo s6 de SRPK1la, mas também de SRPKfbjrevque sua regido rica
em RE (Arginina-Acido Glutamico) é redundante para a géibiobservada. A inibicdo da
atividade cinase é causada pela direta ligacdo de SAFBIPK18Re SRPK1. E também
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existem evidéncias para a ligacao in vitro SAFB2 a estas duaesiragpesar de que com
afinidades diferentes. O complexo SRPK/SAFB est presentaicleo de células HelLa e
que a ativacdo enzimética da SRPK1 localizada na matdlear esta reprimida (Chen &
Sudol, 1995).

As SRPKs também estdo envolvidas com a reorganizacapdolles nucleares, que
sdo desfeitos durante a metafase e remontados confopragi@essdo do ciclo celular na
mitose (Jang et a2008). O que foi proposto é que as SRPKs (e potencialmente ceday
familias Akt e Clk-cinases) podem ter um papel chave, ndoimda mitose, primeiro
mediando o destacamento da heterocromatina periférica&adonana nuclear interna através
da fosforilagdo do dominio RS do LBR (lamin B receptor), umm pidncipais fatores de
ancoramento da cromatina a membrana interna nucleaubBequentemente, a remocéao de
HP1 (heterochromatin protein 1), um importante componente da hetertineomterfasica,
da cromatina mitética, conduzindo assim a condensacg@mssdmica (Giannakouros et al
2011).

Por outro lado, o acoplamento dos dominios de cromaonanaelope nuclear
resultam na sua inativacéo transcricional, e as protelifdsao constituintes bem conhecidas
da cromatina "silenciada". A translocacéo nuclear reiguilas SRPKs pode contribuir para o
reposicionamento e a descondensacdo de um loci génicdfiespemonduzindo assim a
ativacao da transcricao destes (Giannakouros 2041).Tudo isto demonstra o papel central
destas cinases no processo de splicing, controlando a digtoliotracelular dos fatores de
splicing nas células interfasicas e a reorganizacdo doklepelurante a mitose (Jang et al
2008).

2.3. O envolvimento das SRPKs em diferentes doencas

As proteinas SRPKs também ja foram relacionadas a doeegesdegenerativas, nas
guais elas agem desencadeando a progressdo do ciclo deluteurdnios diferenciad
promovendo apoptose, inibindo a polimerizacdo de microtubuoslengacao axonal (Jang
et al 2009; Hong et al, 2011 e 2012 & Chan & Ye, 2013). Em doencas combeii&r e a
isquemia cerebral, SRPK2 & fosforilada por Akt em sua-4BR, promovendo sua
translocacdo para o nucleo, onde ela fosforila SC338® émativa p53, levando a uma up-
regulacéo de ciclina D1, reentrada no ciclo celular e apepteuronal (Jang et, &009) A

apoptose também pode se dar pela translocacdo da porcanimitele SRPK2, clivada por
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caspases em seus residuos de Asp-139 e Asp-403, para o nateacéo com VP160, além
da condensacao de cromatina (Holang & Ye, 2011).

A inibicdo destes eventos, se da pelas proteinas 14-3-3 defalmeas: uma € pela
ligacdo @ 14-3-3 a SRPK2, fosforilada por Akt, impedindo sua acdo sablieac D1,
degradacdo e clivagem por caspases; a outra é pela fgsforiiee BAD e consequente
ligacdo a 14-3-3, inibindo assim a fungcdo pro-apoptética de dizstg €t 312009 & Hong
Jang & Ye, 2011).

A acdo das SRPKs sobre a polimerizagdo dos microtululetongacdo axonal
deficiente, se d& pela fosforilacdo das proteinas tasuar®er-214, suprimindo suas funcées.
Tau € uma proteina do complexo MAP (microtubule-associated pnoteims age
remodelando a rede de microtubulos, principalmente noi@x@uronal, onde ela é bastante
expressa (Black et al,1996 & Samsonov et al, 20&4). doengas relacionadas a sua
disfuncéo, tau esta hiperfosforilada, redistribuida dosromdibulos e forma agregados
aberrantes nos neurodnios (Grundke-Igbal et al., 1986), que anmgutando SRPK2 esta
superexpressa. Os microtubulos entdo ndo sdo bem organiaaglee resulta na perda de um
transporte intracelular efetivo, integridade dos neurb@iatetada e eventualmendéemorte
neuronal. O esgotamento da expressdo de SRPK2 no hipocaropmuiedongos APP/PS1,
um modelo animal bem estabelecido para Alzheimer (Kurt ,€2@0.1), reduz a fosforilacado
de tau e a formacéo de filamentos helicoidais pareados (@taig2012). Uma evidéncia da
participacdo de SRPK2 nestes eventos, € que sua atividadeuestntada nos neurénios de
camundongos e pacientes com Alzheimer (Hong et al, 2012).

As proteinas SRPKs também exercem um importante papetptiaacéo virale
montagem das proteinas do nucleocapsidemontagem do nucleocapsideo dos virus da
hepatite B (HBV) e do Epstein-Barr virus (EBV), € dependenfedarilacdo de residuos de
serina no dominio C-terminal (CTD) das proteinas do capsi@gi83 e BLRF2,
respectivamente. A fosforilacdo destes sitios pode-seéadto por SRPK1 quanto SRPK2
(Daub et al 2002 e Duarte et aR013. Em HBV, a ligacdo de SRPK2 ao CTD de Cp183
estagna a montagem do nucleocapsideo, a fim de evitar acBwrde particulas virais, sem
material genético. A montagem prossegue com a fosfavildgd proteinas SR (Chen, Wang
& Zlotnick, 2011). Além disso, as SRPKs também estdo emadvcom a replicacdo de
HBV, HIV (virus da imunodeficiéncia humana), HCV (virus dpdigée C)e EBV (Zheng et
al, 2005; Fukuhara et a22006; Karakama et 22010 & Duarte et aR013).
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Ambas, SRPK1 e SRPK2, podem suprimir a replicagdo de HBV ao reduzi
eficiéncia de empacotamento do pgRNA (pregenomic RNA), semaqémmacao das
particulas do nucleocapsideo sejam afetadas. Esse sfpitessivo de SRPK1 e SRPK2 na
replicacdo de HBV ndo pode ser explicado por suas atividadéssfieilacdo, ja que a
superexpressao destas cinases ndo tem efeito detectave$forilacdo das proteinas do
nucleocapsideo de HBV in vivo e seus mutantes que perderam adatigidase ainda podem
suprimir a replicacdo do DNA de HBV (Zheng et 2005). Quanto a replicacdo do HIV,
sabe-se que a expressao do HIV diminui a atividade e a quantidgutetdimas SR. No
entanto, a fosforilacdo de SRp75 por SRPK2, pode aunemtaté 20 vezes a expressao do
HIV. O aumento da atividade de SRPK2 regula positivameptg@eessao do HIV. Também
foi verificado que, o uso de inibidores de SRPK2, como o SRPIN8p8IMe a producéo néo
s6do HIV, como também de outros virus, como o de Sindbisresaio de placa (Fukuhara et
al, 2006) e na inibicdo da replicagdo do HCV, suprimindo de uma forma degendente a
expressao do seu replicon subgenémico. Este efeitoomibibdo esta associado a efeitos
anti-proliferativos ou citotoxicos nas células hosped¢ifasakama et aR010).

Dessa forma, as SRPKs além de controlarem o splicinghatiiey de varios genes
envolvidos na replicacédo celular, surgem como uma alteanab controle da infeccéo viral

ao serem alvos terapéuticos na inibicdo da replicadaceacapsulacao destes.

2.4. As SRPKs e o cancer

O interesse em SRPKs como alvos terapéuticos no watandle cancer, surgiu da
observacdo de que a SRPK1 se mostra altamente expnesseeres de mama, pancreas e
célon (Hayes, Carriagan & Miller, 2007), bem como na leuaeaguda de células T induzida
pelo virus-1 da leucemia de células T humana (Hishizawa 20@5). Assim, linhagens de
células derivadas de tumores da mama, do pancreas e doqu@ado tem o gene da SRPK1
inativado, exibem a proliferacdo celular diminuida, aumentapotencial apoptético e a
sensibilidade a quimioterapicos comuns como a cisplatygareitabina (Hayes, Carriagan &
Miller, 2007).

Estudos anteriores demonstram que as SRPKs sao regiiladate o ciclo celular e,
da mesma forma, exercem influéncia sobre o progresse. ddscanismos de sinalizacéo
celular induzem a translocacéo dessas cinases do ait@pfesa o nucleo no limite das fases

G2-M. A SRPK2, por exemplo, fosforila a proteina SR Acirquge potencializa a transcricdo
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de ciclinas Al, envolvidas na maquinaria de regulacdo do célldar, especialmente na
transicdo das fasesG e G-M (Jang et al, 2008). Portanto, estas ciclinas sé&o indiegttam
reguladas pelas SRPKs, consequentemente, podemos dizecigoecelular € indiretamente
regulado por estas cinases.

A inativacdo de SRPK2 ou Acinus induz forte represséao oldgracéo de linhagens
de leucemia, levando ao acumulo de células na fase GbuRorlado, a superexpressao de
SRPK2 ou Acinus provoca um proeminente acumulo de célulatasea G2-M e um
decréscimo de células na fase G1. Estes resultados legeen gue a SRPK2 e Acinus sao
elementos chave na regulacéo do ciclo celular e sseneiais para a proliferacéo celular. A
Acinus além de regular a transcricdo de ciclinas, tambéntegrante do complexo ASAP
(apoptosis-associated and splicing-associated protein), que inibe o prearessdmRNA e
acelera a progresséo da morte celular apos a inducaomtesgpflang et al, 2008).

No estudo realizado por Jang et al em 2008, os niveis de é&@rEsSRPK2 e acinus
foram monitorados em linhagens de células Imicés e de células da medula Ossea
leucémica. A localizacdo subcelular de acinus parece sdommantemente nuclear em
linhagens de células leucémicas mieloide (Clétglulas leucémicas linfoide (CLLAIEM
disto, ela foi mais expressa em CLM e pouco express€ldm Em contraste, os maiores
niveis de expressao de SRPK2 foram encontrados em CLICINMS 0s niveis de expressao
variaram com os maiores sendo encontrados em NB4 e Ur@giErados em K562 e HL-60
e 0s menores em HEL e K@Dutro destaque é para a localizacao subcelular de SRPK2 que
predominantemente citoplasmatica em CLM, mas pareceiteglasmatica e nuclear em
CLL. Isto demonstra que algum mecanismo regulatério atieonaesta envolvido na
translocacdo de SRPK2 para dentro do nucleo, o que inpliaaumento da fosforilacédo de
acinus, aumento da transcricdo de ciclina, progressaackdocelular e consequentemente
aumento da proliferacdo desordenada de células leucémicas.

A acdo das SRPKs no splicing alternativo do fator de roestd epitelial vascular
(VEGF - vascular epithelial growth fator) foi investigada em trabalhaGd® (Nowak et al
2010). VEGF é um componente regulador chave na angiogésiedégica e patolégica. No
splicing alternativo de VEGF séo geradas duas isoformas prin®pai$es — proximal —
pré-angiogénica (Houck et,al991) e VEGkss — distal- anti-angiogénica (Woolard et,al
2004), dependendo do sitio de splicing no exon 8. O uso de IGF-1 (liseillgrowth
factor-1), down-regula a expressdo de VEfFe promove a escolha do sitio proximal,

aumentando a expressdo da fornmma-gngiogénica (Nowak et aR008). Este efeito é
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revertido quando sdo utilizados inibidores de SRPK como o N&RB| promovendo a
escolha do sitio de sping distal, ou seja, da forma anti-angiogénica. A superesguede
SRPK1 diminui a expressdao da forma anti-angiogénica de VEGBnsequentemente a
expressédo total de VEGF. Ja a superexpressao de SRPK2 m@paafebducdo VEGED,
embora tenha reduzido a expresséao total de VEGF (NowakZ&14)). O papel das SRPKs
no controle da expressdo das formas pré- e anti- angé@gepode ser explorado como
estratégia terapéutica num esfor¢co para diminuir a \e@&zatdo de tecidos tumorais.

A obtencdo de informacdes inéditas sobre interacde®ipasproteinaé de alta
relevancia para o desvendamento dos mecanismos de &gdéaatividade de SRPK2, o que
contribuir4 para o entendimento de seu papel na oncogéadseicemia e outros tipos de
tumores. Tais achados certamente subsidiardo o desemeolui de estratégias terapéuticas
para o controle de sua atividade anormal.

Sendo assim, o0 objetivo deste trabalho foi identificar agarceiros de interacdo da
SR cinase SRPK2, através de sua regido espacadoraoaguada como S-SRPK2, como
forma de entender seus mecanismos de regulacao e atiidadasso, a regido S-SRPK2 foi
subclonada no vetor de expressdo em leveduras pBTM116K, ecenisgy de proteinas
procedeu pelo método de duplo-hibrido em leveduras com o usoalbiblioteca de cDNA

de leucocitos, sendo encontradasi@9as interacdes.
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3. METODOLOGIA
3.1. Amplificacéo da regido espacadora e clonagem em vetor de clonagem
O primeiro passo deste trabalho foi amplificar a reggmacadora (S-SRPK2) a partir

do cDNA completo da proteina SRPK2 clonado em plasmideo mtess&o em bactérias
pET28a (Tabela 1).

Tabela 1- Plasmideos

Plasmideos Caracteristicas
pPET 28a T7 Promoter, His Tag, MCS, lacl, Kan
pGEM lacz, Amg
pBTM 116K ADHI Promoter, LexA BD, MCS, Trpl, Kan
pGAD424 ADHI Promoter, Gal4 AD, MCS, Leu2, Amp
pACT2 ADHI Promoter, Gal4 AD, MCS, Leu2, Arhp

A delimitacdo da regido espacadora foi baseada no tratbaliiéang et al, 1998 e em

analises de predicdo de estrutura de proteinas pelo sédP8HRED (Figura 7).

V224 ‘@

Dominio N-terminal Regido Espacadora Dominio C-terminal

Figura 7— Delimitacdo da regido espacadora da proteina SRRK2gido delimitada
foi determinada baseada no trabalho de Wang et al, 1998 e &isesirde predicdo de
estrutura de proteinas pelo servidor PSIPRED e abrange msa@idbs entre a valina 224 e a

arginina 524.

Os primers utilizados nesta amplificacdo foram SSRPK2 BglEc e
SSRPK2_Sall_AS (Tabela 2).
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Tabela 2- Primers sintetizados para este trabalho

Nome Sequéncia Fabricante
SSRPK2_BglEco_ S 5 AGATCTGAATTCGTGGATGATGCATATGTGAGAAG 3’ IDT
SSRPK2_Sall_AS 5 GTCGACCTATCTAATTTTATCTGCATTCCGCG 3’ IDT
5’ LexA 5 CGTCAGCAGAGCTTCACCATTG 3’ Invitrogen
ScreeningAmp35’ 5 CTATTCGATGATGAAGATACCCCACCAAACCC 3’ Invitrogen
ScreeningAmp3’ 5 GTGAACTTGCGGGGTTTTTCAGTATCTACGA 3’ Invitrogen

A amplificacdo foi processada através de uma reac@olioeerase em cadeia (PCR).
As amostras foram preparadas xingdo de 20 uL, sendo 5,0 uL. de HO MiliQ, 2 uLL de 10X
AccuPrimé™ PCR Buffer(Invitrogen), 0,8 pL de MgCl, 50 mM (Promega), 5 pL de dNTPs 2
mM, 1 pL de cada primer 10pM/mL (S — sense e AS antisensg 0,2 uL de AccuPrimé™
Tag High Fidelity (Invitrogen) e 5 pL do plasmideo pET28a/SRPK2. Os ciclos de
temperatura da PCR estao descritos na Tabela 3.

Tabela 3 - Ciclo de temperaturas utilizadas para a anggificc da regido espacadora
de S-SRPK2

Ciclo de PCR
95°C-> 2’
95°C~-> I’
Ciclos 53°C-> 1’
68°C-> I’
Ciclagem: 23 vezes
68°C-> 10
4°C > o

A verificagdo da PCR se deu por eletroforese de DNA em gel de agarose/\)% (v

acrescido de 1x1%% (v/v) de brometo de etide®.tamp&o utilizado na preparacéo do gel e
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na cuba foio tampao Tris-Acetato-EDTA (Ethylenediamine tetraacetic acid) (TAE) 1X
(Quadro 1).

Quadro 1- Tampdes e meios

Nome Componentes

Tampdo TAE | Tris-base 8 mM, EDTA 0,1 mM e acido acético glacial &éitéa o pH 8

Tampédo Z | NaHPO, 60 mM, NaH,PO, 40 mM, KCI 10 mM, MgS® 1 mM, SDS
(Sodium Dodecyl Sulfate) 0,025% (p/v), pH 7

Meio LB Triptona 1%, Extrato de Leveduras 0,5% e NaCl 1%.
Meio sélido: acrescentar Agar 1,5%

Meio SOB | Triptona 2%, Extrato de Leveduras 0,5%, NaCl 0,058% e KCI 0,02%

Meio SOC | Ao meio SOB acrescentar 4% de Glicose 20% e 4% de MgCl 1M

Meio YPD Extrato de Leveduras 1%, Peptona 2%, Glicose 2% e Adenina 0,003¢
Meio soélido: acrescentar Agar 2%

Meio SD Yeast Nitrogen Base (YNB) 0,17%, Glicose 2%, Adenina 200 m
Arginina 200 mg/L, Isoleucina 300 mg/L, Lisina 300 mg/L, Metionina
mg/L, Fenilalanina 500 mg/L, Treonina 2000 mg/L, Tirosina 300 m
Valina 1500 mg/L e Uracila 200 mg/L.

Meio solido: acrescentar Agar 3%

O produto da PCR foi extraido e purificado do gel de agarose csitiita Bead DNA
Gel Extraction Kit (Fermentas) e clonado com o kit comedsaclonagem pGEM®- Easy

Vector Systems (Tabela 1).

3.2. Preparacao de células termocompetentes para transformacéao

O préximo passo foi amplificar a quantidade de vetores pGEM/33RR bactéria
Escherichia coli, linhagendH 5o (Tabela 4). A transformacdo das bactérias se deu por
choque térmico, no entanto, antes disso foi preciso @epar células para se tornarem
termocompetentes.

Tabela 4- Linhagem e gendtipo dos microrganismos utilizados nestalticab
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Linhagens Gendtipo

endAl recAl hsdR17 supE44 gyrA96 fhi
relAl lacU169

DH 5a (p80lacZ_M15) Tetr _(mcrA)18c
_(mcrCB-hsdSMR-mrr)173

(trp1-901, hisA200, leu2-3, ade2
L40 LYS2::(lexAop)4-HIS3 URA3::(lexAop)8-
lacZ GAL4),

Foram selecionadas trés colbnias isoladas de EDEbSia, semeadas previamente em
meio soélido Luria-Bertani (LB) (Quadro 1), e feito um pnédulo em 10mL de meio LB
liquido, incubado por 6 horas a 37°C e agitacdo de 250 rpm. 8este pré-indculo foram
entdo transferidos para um erlenmeyer com 125 mL de meibquiglo, que foi incubado
overnight a 18°C e agitacdo de 150rpm. No dia seguinte, assincgiiara atingiu a D.Qgo
0,55; ela foi transferida para um banho de gelo por 10 mind®<xélulas foram entédo
centrifugadas em tubos Falcon estéreis de 50 mL a 4°C, 400@oprh0 minutos. Em
seguida, as células foram cuidadosamente ressuspenaiic®srel. de solucdo TB (guardada
na geladeira) e armazenadas em gelo por 10 minutos. Nowanes células foram
centrifugadas a 4°C, 4000 rpm por 10 minutos. O pellet resultanteentrifugacéo, foi
ressuspendido em 8 mL de solugao TB e 560 uL. de DMSO (dimetilsulféxido), e incubado no
gelo por mais 10 minutos. Por fim as células foram aliquotaiasibo eppendorf (uL por

tubo) e imediatamente congeladas em nitrogénio liqguidmazanadas em freezer -80°C.

3.3. Transformacéo das bactérias por choque térmico e extracdo do DNA
plasmidial

Tendo em maos as células termocompetentes, o vetor pGERPE?2 foi adicionado
as células de E. cdDH 5o termocompetentes a uma concentracdo de 50 pg/mL. Estiscélu
foram incubadas no gelo por 30 minutos e em seguida submaidd®que térmico, a 42° C

por 60 segundos, retornando imediatamente com a mistura pgedoo Foram entéo
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adicionados 1 mL de meio LB sem antibiotico as céjume foram incubadas no shaker
180 rpm, 37°C, por 1,5 horas. Apés este periodo, as céudan tentrifugadas a 10000 rpm
por 1,5 minutos e concentradas para 100 pL do mesmo meio. Elas foram entdo semeadas em
meio LB soélido acrescido do antibiético correspondentesisténcia do vetor, sempre a
concentracdo de 50 pg/mL. A placa de Petri caneio LB soélido semeada com as bactérias
transformadadpi mantida em estufa a 37° C por 16 horas.

Desta placa de Petri, foram selecionadas de 3 a 5 coléaladas de bactéria, que
foram inoculadas separadamente em 5 mL de meio LB liquitterndo o antibiético
apropriado a concentracdo de 50ug/mL. Os in6culos forambados por 14 horas a 37° C,
180 rpm. Deste indéculo foi retirado 1mL e feito estoqd% de glicerol armazenado em
ultrafreezer -80°C. Outros 1,4 mL do inéculo foram trandbs para tubo eppendorf de 1,5
mL e centrifugados a 10000 rpm por 60 s. O sobrenadante foi tdelecar os 1,4 mL de
inoculo restantes foram adicionados e centrifugadomemte. O sobrenadante foi descartado
e ao precipitado de células que se fourfoi adicionado 20QuL da solugdo 1 (Tris-HCI
25mM, EDTA 10mM, Glicose S0mM, pH 8) e 5 uL. de RNAse (10mg/mL) ressuspendendo
completamente o pelleApdés 5 minutos foram adicionados 200 pL da solu¢do 2 (NaOH
200mM e SDS 1%) ao tube,este foi agitado por inversdo (6 vezes) e incubado mopgel
outros 5 minutos. Por fim foram adicionados 150 puL da solugdo 3 (Acetato de Potassio 3 M e
pH ajustado para 5,5, com Acido Acético Glacial) ao tubmvamente est®i agitado por
inversao e incubado no gelo por 5 minutos.

Apoés este periodo, o tubo foi centrifugado a 10000 rpm por 10 minutos e
sobrenadante resultante foi coletado e transferidoyrartubo novo. Essa etapa foi repetida
mais uma vez. Posteriormente foram adicionados 600 uL de isopropanol ao tubo e estéi
novamente agitado por inversdo e a solucdo foi incubaddresmmer por 5 minutos e
centrifugada a 10000 rpm por 5 minutos. O sobrenadante foirtdekrae ao precipitado
foram adicionados 100 pL de etanol 70%. A solucdo foi centrifugada a 10000 rpm por 5
minutos, o etanol descartado e o peljets completamente seco, foi ressuspendido em 30 pL

de agua MiliQ autoclavada e estocado a -20 °C.

3.4. Reacéo de clivagem e clonagem em vetor de expressédo em leveduras
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Para verificar se o fragmento correspondente a K3/R#t clonado corretamente em
pGEM, foi montada uma reacao de clivagem com as enzimessttgdo EcoRI (Promega,
5000 U) e Sall (Promega, 1500 U) utilizangt00,5 ul. de cada enzimas uL de DNA
plasmidial e 2,0 puL de tampao O 10X (Promega). O volume final febmpletado para 20,0 uL
com agua MiliQ autoclavada e a ré@afoi incubada por 2 horas a 37°C.

A digestdo foi analisada por eletroforese de DNA em gehgirose e a banda
correspondente & S-SRPK2 foi extraida e purificada do del ibca Bead DNA Gel
Extraction Kit (Fermentas) para ser clonada em vetor de e&press leveduras pBTM116K
(Tabela 1). A reagdo de ligagdo consistia em 0,5 pL de DNA plasmidial (pBTM116K linear
clivado com EcoRI e Sall), e 5uL. do fragmento S-SRPK2, na proporc¢édo (1:5),0 uL de
tampéo de reacdo 10X (Fermentas - Tris-HCI pH 7,6, M§CImM, ATP 1 mM, DTT 1 mM
e 25 de polietileno glico3000) e 0,5 uLL de T4 DNA ligase (Fermentas - 1000 U). O volume
foi completado para 10 pL. com agua MiliQ autoclavada e a reagéo foi incubada a temperatura
de 16°C por 14 horas.

ApOs este periodo, o plasmideo pBTM116K/S-SRPK2 foi inseridm@ificado em
E. coli DH 5a por choque térmico da mesma forma como descrito em 3.3. Os proximos
passos foram a extracdo plasmidial e além da confirngg@tmnagem por digestao, foi feito
um sequenciamento pela empresa Myleus Biotechnology, por eleteofagitar em aparelho
ABI3130, utilizando-se polimero POP7 e BigDye v3.1. para verif@asequéncia de
nucleotideos do fragmento S-SRPK2.

3.5. Transformacéao de leveduras

As leveduras Saccharomyces cerevisiae L40 (Tabela 4) forasfomaadas com
diferentes construcdes (Tabela 5) para testar a viabilidadeonduzir o duplo-hibrido de

leveduras usando pBTM116K/S-SRPK2 como plasmideo isca.

Tabela 5- Construcdes utilizadas como controle nos ensaios pardceda ativacao

dos genes reporteres his3 e lacZ
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Construcdes Controle

pBTM11K O Negativo
pPBTM116K @ + pGADs24 @ Negativo
pBTM116K/S-SRPK2 Negativo
pPBTM11K/S-SRPK2 + pGAR24 D Negativo
pBTM11K/Ki-1/57 + pGADjy24 @ Negativo
PBTM116K/Ki-1/57 + pACT./RACK; Positivo (interacéo forte}
PBTM116K/Ki-1/57 + pGADs2/SFRS Positivo (interacéo fraca)
@: vazio

(1) Nery et al, 2004
(2) Bressan et al, 2009

Uma colbnia isolada de S. cerevisiae plagueada em meio YRID g¥east
Extract-Peptone-Dextrose) (Quadro 1), foi inoculada em urinpeillo de 5 mL de meio
YPD liquido, sendo este submetido a rotacdo de 180 rpm, 30°C porrdsl ApoOs este
periodo, o pré-indculo foi transferido para 50 mL de YPD liquedeybmetido as mesmas
condicOes descritas anteriormente. Apos 3 horas, ftaitas medicdes em espectrofotdmetro
até que a cultura atingisse uma Rg¢entre 0,5 e 0,7. Atingida a D.O. ideal, a cultura foi
centrifugada a 5000 rpm por 5 minutos, o sobrenadante descartagellet ressuspendido
em agua deionizada autoclavada para lavagem das cékddésda do meio de cultura. O
passo anterior foi repetido por mais duas vezes, sendo queétima o pellet ndo foi
ressuspendido em agua e sim no mix de transformacao. O mandéormacdo € composto
por 240uL de PEG (polietilenoglicol) 50%, 36 puL de acetato de litio 1M, 30 uL. de DNA
plasmidial e 5 uLL de DNA de esperma de salmdo (DNA carreador) 10 mg/mL, previamente
desnaturado a 95° C por 10 minutos. Apos adicdo do mix de traas®o as células, estas
foram mantidas em banho-maria a 30°C por 30 minutos e jposiente a 42° C por 25
minutos. Apos este periodo, todo o contetdo foi centrifuga8B®@ rpm por um minuto e o
pellet ressuspendido em 1 mL de agua deionizada autoclavada |eeagem da células
retirada total do mix de transformacéo. O passo antariarepetido por mais duas vezes,
sendo que na ultima o pellet foi concentrado parapd06 plaqueado em meio seletivo SD
(Synthetic Drop-out) apropriado. Meio SEERP sélido (Quadro 1) quando a levedura foi
transformada somente com o plasmideo isca (pBTM116K), @ausaédo SD-TRP-LEU,
quando transformado com o plasmideo isca e o plasmigsa (pGADR40u pACT,). As

placas foram mantidas em estufa a 30°C por 3 dias.
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3.6. Primeiro ensaio para estudo da ativacdo dos genes reporter

3.6.1. his3

O gene his3 é encontrado no genoma de leveduras S. cerevieidiéoa uma enzima
intermediaria na via de sintese da histidina chamada imidbzedod-fosfato desidratase. O
experimento consiste em testar a capacidade dos clone®srer na auséncia de histidina e
na presenca do inibidor competitivo da imidazol glicersfdto desidratase, o 3AT (3-
Amino-1,2,4-triazol). Este crescimento demonstra umke fativacdo da transcricdo do gene
his3.

A ativacdo do gene reporter his3 foi monitorada pela capacidasleclones de
leveduras crescerem em meio sélido SIRP -HIS (Quadro 1) quando a levedura foi
transformada somente com o plasmideo isca (pBTM116K),eiw s0lido SD-TRP-LEU —
HIS, quando transformado com o plasmideo isca e o plasmidsa (pGALz40u pACT))
(Tabela 1). O meio sdlido SD foi acrescido de concentsagdescentes de 3 AT (0 mi,
mM, 10 mM, 20 mM, 30 mMe 50 mM). As placas de Petri foram divididas em 7 setores
(correspondentes as constru¢des controles), nos quagdensetor foram pingadas 3 gotas
de 5 ul de 3 colénias diferentes, mas da mesma constemadplicata. Uma coldnia isolada
foi ressuspendida em 50 pl de agua MiliQ autoclavada, e a#gtde que foi pipetado os 5
(i do ensaio.

As placas foram mantidas a 30°C por 3 dias e apés esdel@ea ativacdo do gene

repérter his3 foi monitorada pela capacidade de crescimentce@rsem histidina.

3.6.2. lacZ

Das placas de Petri utilizadas no estudo da ativacdo do genéerepiéB, foi
realizado o estudo da ativacdo do gene repérter lacZ. Unhfiipdoi aderido as coldnias,
agindo como um carimbo. Em seguida, este foi deixado &agénio liquido por 3 minutos.
O papel filtro foi entdo transferido para uma placa de Petrimedecido com a solucéo
reveladora (10 ml de tampao Z (Quadro 1), 167 ul de x-Gal 20mg/ml e 27 ul de 2-B-

mercaptoetanol puro). A placa de Petri foi levada a&&IfC por 4 horas. Colbnias capazes
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de ativarem o gene reporter lacZ adquiriram coloracdo azidlaler metabolizacdo do

substrato XGal pela B-galactosidase, produto do gene reporter.

3.7. Duplo-hibrido de leveduras

O sistema de duplo-hibrido em leveduras é um procedimelitadni para identificar
novas interagdes proteina-proteina. O sistema consistivilin os dominios codificadores
do fator de transcricdo em dois plasmideos, um delescatifb para o dominio de ativacéo
e 0 outro para o dominio de ligacdo ao DNA. Quando as pastejue carregam estes
dominios interagem entre si, elas reconstituem o fd®rtranscricdo e transativam a
transcricdo de genes repdrteres, normalmente lacZ e his3.

Para a execucdo do duplo-hibrido, as leveduras S. cerevidi@eforam co-
transformadas com o plasmideo contendo a proteina iscdM(AR® K/S-SRPK2) e com o
plasmideo codificador das proteinas presa (biblioteca de cfiENKucocitos humanos em
pPACT?2 - Clontech). A transformacdo procedeu como descritteno 3.5, com a ressalva
gue, o volume do mix de transformacéo foi multiplicado3para aumentar a eficiéncia de
transformacédo e o conteudo foi distribuido em 20 pladead50mm de didmetro contendo
meio solido SD-TRP-LEU -HIS acrescido de 30mM de 3 AT (3-amino-1,2,4-triazol). Estas
foram incubadas em estufa a 30°C por 120 horas. Apds estelqeds colbnias que

cresceram foram, entdo, submetidas a ensaios de ativag;gerdss reporteres laehis3.

3.8. Segundo ensaio para estudo da ativacdo dos genes repOrter

3.8.1. lacZ

A andlise qualitativa da ativacdo do gene reporter lacZ tfai fieillo teste do Azul. Em
meio sélido, as colbnias provenientes do screening fortmmadss sobre uma membrana de
nitrocelulose colocada sobre o meio SIRP-LEU em placas de Petri, e mantidas em estufa
30°C por 3 dias. Apos este periodo, a membrana de nitias=elioi retirada cuidadosamente
das placas e mantidas em nitrogénio liquido por 20 segundosnm®nana de nitrocelulose

foi entdo transferida para uma nova placa de Petrmexecida com a solucdo reveladora
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(10mL de tampéo Z, 16l de X-Gal 20mg/mL e 27uL de 2-B-mercaptoetanol puro). A placa
de Petri foi levada a estufa 37° C por 2 horas e apopastelo foi observado quais colénias
adquiriram a coloracao azulada.

A andlise quantitativa da ativacdo do gene repoérter lacZefim pelo ensaio da
medida da atividade da B- galactosidase. Os clones provenientes do screening foeaodas
em 5mL de meio liquido SBTRP-LEU até a D.Qq0,8— 1,0. A seguir as culturas foram
centrifugadas em tubos Falcon 15mL a 2000rpm por 5 minutos. O adante foi entao
descartado e as células ressuspendidas em 1mL de tdmPaproximo passo foi gotejar 3
gotas de cloroférmio e 2 gotas de SDS 0,1% com pipetas Pasteuterar a velocidade
maxima por 10 segundos. As amostras foram entao pré-incud&82C por 5 minutos e em
seguida foi iniciada a reacao adicionasd@00OuL de ONPG 4 mg/mL (ortho-Nitrophenyl$-
galactoside). A reacdo foi parada quando os controles adquitima coloracdo amarelo
palida (cerca de 75 minutos) com 500uL de Na,CO; 1M. Os restos celulares foram removidos
por centrifugagéo a 2000 rpm por 10 minutos e o sobrenadargteti@dm para um tubo novo
de eppendorf de 1,5mL. A D.O. foi novamente aferida, agoreegida de 420 nM e a

atividade da B-galactoside € expressa em unidades segundo a seguinted@xpress

D.0O.420

D.0.600 x Volume (mL) x Tempo (min)

3.8.2. his3

Os clones provenientes do screening foram crescidos em 5 mieiddiquido SD-
TRP-LEU até a D.Qq 1,0. Destes indculos foram pipetadas 3 gotas de 2 pl deasmo
in6culo em meio so6lido SBTRP-LEU —-HIS acrescido de concentracdes crescentes de 3 AT
(30 mM, 50 mM, 70 mM, e 100 mM). As placas de Petri forandaias em quadrantes, nos
guais, as 3 gotas foram pipetadas, cada quadrante correspoademdiméculo. A primeira
gota foi proveniente do indculo de Dgfd.1,0, a segunda foi proveniente deste nmesm
in6culo diluido 10 vezes e a terceira o inéculo foi idibu 100 vezes. As placas foram
mantidas a 30°C por 3 dias e apoOs este periodo, a ativacaoneloreg@rter his3 foi

monitorada pela tolerancia de crescimento em meio semitastidrescido de inibidor.
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3.9. Extragdo de DNA plasmidial de leveduras

Os clones que foram selecionados nos testes de ativacdgedes repérteres
descritos anteriormente prosseguiram para a extracémigdlal de leveduras. Cada colbnia
isolada foi inoculada em 5 mL de meio SDEU e incubada & 30°C, 200 rpm por 65 horas.
Apés este periodo, os inéculos foram centrifugados a 1000(popr8 minutos em tubos
eppendorf e o sobrenadante resultante descartado. O peltesgaspendido em 1 mL de
Rescue Buffer (5 mL de Tris-Base 1M,5 mL de EDTA 500mM, 150 pL de B-
mercaptoetanol, H20O MiliQ g.s.p), e foram adicionados 200 pL de pérolas de vidro a cada
eppendorf, sendo estes vortexados em velocidade maxima por 2@cedRosteriormente,
os tubos foram centrifugadas a 10000 rpm por 3 minutos e onadarge descartado. O
préximo passo foi ressuspender o peli@itamente com as pérolas de vidro, em 30 pL de
Solugio de Lise (1 pL de Zymolyase (Zymo Research2000 U, 1 uL de Buffer, 5 puL de
RNAse 10mg/mL e H20 MiliQ g.s.p), e incubar a reacado né&esha 30°C, 200 rpm por 1
hora. A seguir, foram adicionados 164 pL de SDS 10%, os tubos vortexados por 20 segundos
e incubados a temperatura ambiente por 5 minutos. Posteriormente foram adicionados 260 pL
de Acetato de Potassio 3M, vortexados por 20 segundos novasriaotdados a temperatura
ambiente por outros 5 minutos. As amostras foram ent@ibadas a -80°C por 30 minutos. O
préximo passo foi centrifugar a 10000 rpm por 10 minutos e éraésferir o sobrenadante
para tubos novos. O passo anterior foi repetido umaAeerovo tubo foram adicionados 600
puL de isopropanol e a solugdo foi incubada em freezer por 5 minutos € novamente
centrifugado a 10000 rpm por 5 minutos. O sobrenadante foi thekwag ao precipitado
foram adicionads 100 pL de etanol 70%. A solucdo foi centrifugada a 10000 rpm por 5
minutos, o etanol descartado e o peljets completamente seco, foi ressuspendido em 30 pL

de agua MiliQ autoclavada e estocado a -20 °C.

3.10.Preparacao de células eletrocompetentes

O DNA plasmidial extraido dos clones de levedura foi inseeidobactérias E. coli
DH 5a eletrocompetentes. Com isto foi preciso preparar células eletrocompetemesuma

placa previamente semeada, foi selecionada uma Unicaiacdgddlada de E. colDH 5a ¢
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feito um pré-indculo em mL de meio SOC (Quadro 1), incubado a 37°C e agitacdo de 250
rpm overnight Na manha seguinte, este pré-inoculo foi vertido em 2 edgens com 250
mL de meio SOC cada, sem antibiético. Os erlenmeyers fomamtidus a 37°C e agitacdo de
250 rpm por cerca de 3 horas até que atingissem @ope@ire 0,4 e 0,6 nm. Atingida a D.O.
desejada, o conteudo foi dividido em garrafas dem®56 centrifugado a 10000 rpm por 10
minutos, 4 °C. A seguir, o sobrenadante foi descagadpellet ressuspendido em® MiliQ
autoclavada para lavagem das células. Este passo fodeefetezes. O préximo passo foi
concentrar todo o contelddo em uma Unica garrafa e ressliespe pellet em 50nL de
glicerol 10% frio e estéril (manté-lo no gelo por todtempo). Apés centrifugacdo a 10000
rpm por 10 minutos, 4 °C, o sobrenadante foi descartadoatasente para evitar perda de
células. Este passo também foi repetido 3 vezes. Poo fpuallet total foi transferido para um
Falcon de 501L e ressuspendido em rhL de glicerol 10% gelado. As células foram
aliquotadas em tubos eppendorf, pD cada e imediatamente congeladas em nitrogénio

liguido e armazenadas em freezer -80°C.

3.11.Transformacéao por eletroporacéo

Os vetoes dosclones extraidos na etapa anterior foi adicionadcehsas de E.
coli DH 5a por eletroporacdo a uma concentracdo de 30lLgA solucdo vetor mais células
foi transferida para cubetas de eletroporacdo de 0,1 mgaplenantidas em gelo até o
momento da eletroporacdo. A eletroporacdo se deu emopsleador utilizandse uma
corrente de 1800 W. A seguir as cubetas foram retornadgs@e as células em seu interior,
diluidas em 1mL de meio LB sem antibiotico. Essa solucédo foi tramdepara tubos
eppendorf e mantidas em um shaker a 180rpm, 37° C, por 1,5 Apéaseste periodo, as
células foram centrifugadas a 10000 rpm por 1,5 minutos e rmioadas para 10QL do
mesmo meio, sendo semeadas em meio LB sélido atwedeiampicilina 50ugilL, porque
gueriamos selecionar apenas os plasmideos pé@mi o cDNA da biblioteca de leucdcitos

As placas foram mantidas em estufa a 37° C por cerca lum 24
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3.12. Extracdo plasmidial, amplificacdo do cDNA da biblioteca de leucécitos e
confirmacédo por sequenciamento

A extracao plasmidial ocorreu como em 3.3. Para varific presengca do cDNA da
biblioteca de leucécitos nos plasmideos extraidos, estas foreparadopara amplificacédo
por PCR em solucéo da seguinte maneira: 11178 H-0, 2 uL de 10X Kapa Taq Buffer A
(Kapa Biosystems)l uLL de MgCl,25mM (Kapa Biosystems), 2 uL. de ANTPs 2mM, 1 pL de
cada primerl0 uM/uL (ScreeningAmp5’ e ScreeningAmp3’) (Tabela 2), 0,25 uL de Kapa
Tag DNA Polymeras€Kapa Biosystems) e 1 uL. de DNA plasmidia] totalizando 20 uL de
reacao. O ciclo de temperaturas utilizadas estado desaritabela 6.

Tabela 6 - Ciclo de temperaturas utilizadas para a anggiifcc dos clones.

Ciclo de PCR
95°C-> 2’
95°C~> I’
Ciclos 58°C—> I’
72°C> I’
Ciclagem: 23 vezes
72°C~> 10
4°C>

Finalmente as amostras foram preparadas e mandadas paracsenelto para
identificacdo dos clones selecionados. O sequenciamemqmé®ssado pela empresa Myleus
Biotechnology, por eletroforese capilar em aparelho ABI313@zanilo-se polimero POP7 e
BigDye v3.1.
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4. RESULTADOS

4.1. Amplificacdo da regido espacadora e clonagem em vetor de expressdo em

leveduras

Para amplificacdo da regido espacadora da proteina SR&Whaaa neste trabalho
como regido S-SRPKZpi utilizado como molde o cDNA completo da proteina SRPK2
previamente clonado no vetor de expressdo em bactérias pEA28gido amplificada foi
definida baseada no trabalho de Wang 1998 e em andlises de predicdo de estruturas de
proteinas pelo servidor PSIPRED. Os primers utilizados nalifmapho foram
SSRPK2_BglEco_S e SSRPK2_Sall_AS descritos na Tabelaegyido amplificada tem 300

aminoacios (V224-R524), sendo produto resultante da reacdo de PCR de 906pb. A reacdo

foi processada como descrito em 3.1. e o fragmento araplidipode ser observado na figura

8 abaixo:

1000pb ——p
S-SRPK2

Figura 8— PCR de amplificacdo da regido S-SRPK2. Gel de agaroseodoito
gerado pela PCR.

O fragmento S-SRPK2 foi purificado do gelclonado em vetor de clonagem
pGEM®-T Easy Vector (Promega). A seguir, o vetor ja ligadofragmento, pGEM/S-
SRPK2, foi inserido e amplificado em bactérias E. Dblba termocompetentes pelo método
da transformacéao por choque térmico.

. O préximo passo foi fazer a extracdo do DNA plasmidfabeeder a confirmacéo
da clonagem, feita através de uma clivagem para simplaficagio da presenca do

fragmento no plasmideo, como pode ser visto na figura 9.
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pGEM/

S-SRPK2
4000pb —p bGEM
linear
1000pb ——p o <+<— S-SRPK2

Figura 9— Reacao de clivagem do pGEM®-T Easy. Gel de agarose da clivdmem
plasmideo pGEM®F EasyS-SRPK2.

Confirmada a clonagem do fragmento S-SRPK2 em pGHMEasy, o proximo
passo foi proceder a subclonagem do fragmento em plasméeapressédo em levedsra
pBTM 116K e novamente aos protocolos descritos acima:faramscdo e amplificacdo do
plasmideo em E. colDH5a termocompetentes, extragdo do DNA plasmidial e confirmacéo
da clonagem por clivagem. Também foi adicionada uma etapanfiemacdo da clonagem
por sequenciamento para verificar a correta sequénciaudeotideos do fragmento S-
SRPK2. Este foi processado utilizando os prinféreexA e SSRPK2_Sall_AS descritos na
Tabela 2

4.2. Testes de transativacéo

Assim que foi obtido o clone pBTM 116K/S-SRPK2, o préximo passo fo
transformar as leveduras Saccharomyces cerevisiae cepadmOas combinacdes de
plasmideos controle descritos na Tabelpdsa verificar se 0os plasmideos a serem usados na
triagem de proteinas transativavam a transcricdo dos ge@seres hisalacZ.

O primeiro teste realizado foi quanto a transativacagese reporter his3. Quando o
meio ndo foi acrescido de 3AT, observou-se um nitidocicnesito de todas as colonias,
transformadas com os diversos tipos de controle. Conagdnmentamos a concentracao de
3 AT (5mM, 10mM, 20mM, 30mM, 50 mM), o crescimento doseltransformados com os

controles negativos e com o controle positivo de igéerafraca diminuiu, enquanto que
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agueles transformados com o controle positivo de irderégrte ndo diminuiu. No entanto,
aqueles que estavam transformados com o plasmideo d@orderegido S-SRPK2, também
ndo diminuiram seus crescimentos. O crescimento de clomendo a regido S-SRPK2 so6 foi
afetado com a co-transformacéo do plasmideo presa, pa@0e com concentracdes acima
de 30mM de 3AT. Os resultados deste ensaio podem sermnist@sadro Al, ApéndicA.

O segundo teste realizado foi o ensaio de transativac&em repérter lacZs
resultados obtidos neste teste foram coerentes coneaqustio no teste de transativacao do
gene his3. O controle positivo de forte interacéo apres@aioracao intensa mesmo em altas
concentracbes de 3AT, demonstrando que € capaz de transatiexpressao de lacZ
Enquanto que o controle positivo de fraca interacao perderacéo apos um leve aumento
na concentragcdo de 3 AT (a partir de 10mM). Os clones aitrote negativo nédo
apresentaram coloracdo demonstrando que ndo sao wadsati No entanto, o controle
negativo contendo o plasmideo que codifica para a S-SRPpK&eatou intensa coloracao
azul mesmo em altas concentracfes de 3AT. Este efeitomienizado quando combinado
com o plasmideo pres@GADs4 &, em concentracbes acima de 20mM de 3AT. Os
resultados deste ensaio podem ser visualizados no Quadr@&a]iéeA.

Os resultados que obtivemos nos testes preliminares ugatikacdo dos genes
repérteres com a construcdo pBTM116K/S-SRPK2 foram desfesigra sua utilizacdo no
screening de proteinas. As leveduras transformadas com eseigeo apresentavam
crescimento mesmo em altas concentracdes de 3AT, dganwio uma transativacéo do gene
reporter his3 e coloracdo intensamente azul nos testesndativacdo do gene reporter lacZ
No entanto, quando combinavamos a transformacdo de pBTM11GE2S com o
plasmideo presa pGAD424 = e mais uma concentracdo de 30 mM de 3AT, pudemos assegurar
a inibicdo da transativacdo dos genes reporteres,dam&B quanto o lacZ. Com estes dados
em maos e apos intensa discussdo e estudos, tiversegueanca de prosseguir com 0

screening de proteinas pelo método de duplo-hibrido em leveduras.

4.3. Screening de proteinas pelo método de duplo-hibrido em leveduras

confirmacéo dos clones

O screening foi executado exatamente como descrito emN&7total, foram

contabilizadas 119 colbnias que prosseguiram para 0s ensaiasivdedo dos genes
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reporteres, lac 2 his3. O primeiro teste realizado foi a avaliagdo qualaatia ativacdo do
gene reporter lacZ. Dos 119 clones iniciais, 112 cresceram s@mbrana de nitrocelulose e
73 apresentaram coloracao azulada. O proximo testeafedleacdo quantitativa da ativagédo
gene reporter lacDos 85 clones testados, 9 foram eliminados. Por fim, a préitoa HIS
foi conduzida com 79 clones. Os resultados destes fastiesn ser verificados no Apéndice
B.

Com estes resultados em maos foram selecionados & aoe prosseguiram para
a extragdo de DNA plasmidial de leveduras. Este DNA plaahmditido foi utilizado para
transformac@o de bactérias por eletroporacdo. PordifdNA plasmidial foi novamente
extraido das bactérias e preparado para sequenciamento. @cgegeato foi processado
utilizando os primerScreeningAmp5’ e ScreeningAmp3’° descritos na tabela 2.

Estas sequéncias foram analisadas pelo programa Blast, dispmngiee da NCBI.
Dentre as sequéncias, aquelas que apresentavam sequéncia deodifivante (CDS -

Coding DNA  Sequence) clonada, foram  agrupadas no Quadro
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Quadro 2- Clones que interagem com a regido espacadora da proRf&2

N° do | Nome da sequéncia/ ID da sequén| Intervalo de Nome da proteina Sigla Funcao atribuida Referéncias
clone nucleotideos (ID do gene)
clonado, CDS
da proteina e
regido clonada
Si1 Homo sapiens isolate 19339( 7848-8293 Cytochrome c¢ oxide-s| COX2 Transferéncia de elétrons Capaldi et al,
mitochondrion/ JX153171.1 7585-8268 subunit I (4513) citocromo cpara a subunidad 1983; Garcia-
catalitica 1. Horsman et al
Core e -
C-terminal 1994 e Silkjaer
et al, 2013
S15 PREDICTED: Homo sapiens maj{ 558-1395 Major histocompati{ HLA-B Apresentacao de antigen| Rizvi et al, 2014
histocompatibility complex, class 370-1458 bility complex, class |, B derivados do lumen do reticu
B (HLA-B), transcript variant X2 (3106) endoplasmatico (sistema imune)
MRNA/ XM_005275377.1 Core
S18 Homo sapiens Smad nuclg 117-659 Smad nuclear intg SNIP1 Coativator transcritional. Aumen{ Kim et al, 2000
interacting protein 1(SNIP1), mRNA 116-1306 racting protein 1 (79753 a atividade de c-Myc e inibe 4 e 2001; Rochet
NM_024700.3 vias de TGH3 e NF-kB. Regula 4 al, 2004 e Fuijii
N-terminal estabilidade do mRNA de ciclin et al, 2006
D1, proliferacéo celular e cancer
S26 Homo sapiens ribosomal protein S 1-507 Ribosomal protein S2{ RPS20 Proteina ribossomal componern Daftuar et al,
MRNA (cDNA clone MGC:10293( 94-453 (6224) da subunidade 40S do ribossom{ 2013
IMAGE:30386230), complete cd
BC087850.1 Proteina inteira
S28 Homo sapiens selectin L (SELL 107-997 Selectin L (6402) SELL Molécula de adesao de leucécit{ Bevilacqua et al
transcript  variant 1, mMRNA 166-1323 Atua na migracdo para orgd| 1991 e Kadond
NM_000655.4 linfoides secundarios e sitios ( et al, 2002
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N-terminal

inflamacéo.

S31 Homo sapiens thymosin beta 4, | 30-628 Thymosin beta 4, X{ TMSB4 | Proteina sequestradora de acti Cenni et al
linked (TMSB4X), MRNA/ 79-213 linked (7114) X regulando sua polimerizagd] 2003; Sosnhe €
NM_021109.3 Envolvida na proliferacdd al, 2004 ¢

Proteina inteira migracao e diferenciacdo celular| Crockford et al
2010

S35 Homo sapiens EF-hand domg 56-889 EFRhand domain family] EFHD2 | Regula o acesso de cofilina g Huh et al, 2013
family, member D2 (EFHD2) 78-800 member D2 (79180) filamentos de F-actina
mRNA/ NM_024329.5

Proteina inteira

S46 Homo sapiens ribosomal protein S| 124-459 Ribosomal protein S2] RPS27P3| Pode ser uma componente | Balasubramania
pseudogene 3 (RPS27P3) 101-446 pseudogene 3 (654365) subunidade ribossomal 40S. n et al, 2009 9
chromosome 12HG_005391.3 Xiong et al,

g?treerrﬁinal 2011

S48 PREDICTED: Homo sapiens SU| 134-702 SUN domain containing SUCO Sem funcéo reconhecida. Codifil Rgsok et al
domain containing ossification fact 400-3678 ossification factor uma proteina transmembral 2000
(SUCO), transcript variant XJ (51430) putativa.

MRNA/ XM_005245251.2 N-terminal

S53 Homo sapiens  nucleophosn] 165-1039 Nucleophosmin NPM1 Chaperona envolvida n| Gjerset 2006
(nucleolar  phosphoprotein B2 246-1130 (nucleolar remodelamento da cromatin Lee et al, 2008
numatrin) (NPM1), transcript varial phosphoprotein B23 mitose, reparacdo do DNA Yun et al, 2008

1, MRNA/NM_002520.6

N-terminal e

core

numatrin) (4869)

replicacdo e transcricdo. Fung
na biogénese deaibossomos o
regulacdo da via de ARF/p53 e
SUMO. Inibicdo de DNase

ativada por caspase e previ

Lindstrom 2011
e Federici &
Falini, 2013
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apoptose.

S55 Homo sapiens N-acetylglucosamir] 62-941 N-acetylglucosamine -1 GNPTG | Codifica a subunidadey do| Qian et al, 2010
1l-phosphate transferase, gam 68-985 phosphate transferas complexo N-acetilglicosamina-]
subunit (GNPTG), MRNA| gamma subunit (84572) fosfotransferase.

NM_032520.4 N-terminal e
- core
S57.2 | Homo sapiens lymphocyte antigen | 3-867 Lymphocyte antigen 8¢ LY86 Associa-se a RP105 e regula § Miura et al,
(LY86), mMRNA/NM_004271.3 35.523 (9450) (MD-1) expressao na superficie de cély 1998 e Begunet
B. Regulagdo da ativacdo { al, 1999
Proteina inteira . . . L
imunidade inata de mondacitos.

S68 Homo sapiens spermidine/spermj 31-895 Spermidine/ spermine | SAT 1 Catalisa a  acetilagédo q Casero et al
N1l-acetyltransferase 1 (SAT] 195-710 N1l-acetyltransferase 1 espermidina e espermina, e ¢ 1991 e Perez
transcript  variant 1, mMRNA (6303) envolvida na regulacdo d Leal etal, 2012
NM_002970.3 Proteina inteira concentracdo  intracelular g

poliaminas e o seu transporte p
fora das células.

S72 Homo sapiens solute carrier fam| 3016-3781 Solute carrier family 14 SLC12A | Media o movimento acoplado d Hebert et al,
12 (potassium/chloride transporte) 105-3269 (potassium/ chloridq 4 fons de potassio e cloreto atray 2004
member 4 (SLC12A4), transcri transporter), member da membrana plasmatica.
variant 5, MRNANM_001145964.1| C-terminal (6560)

S73 Homo sapiens cDNA FLJ7593 104-835 Zinc finger protein 24 ZNF24 Controle do desenvolvimento q Thiesen et al
complete cds, highly similar to Hom 171-1277 (7572) expressao de genes 1990 e
sapiens zinc finger protein 24 (KQ Rousseau-MercH

N-terminal e
17) (ZNF24), mRNA/AK2912461 core et al, 1991

S80 Homo sapiens cDNA FLJ7519 93-948 Transient recepto| TRPV2 | Codifica um canal idnico que | Benham,

complete cds, highly similar to Hom 400-2694 potential cation channg) ativado a altas temperaturas aci| Gunthorpe &
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sapiens transient receptor poten subfamily V, member 2 de 52°C. Esta proteina deve eq Davis, 2003
cation channel, subfamily V, memb N-terminal (51393) envolvida na transducdo (
2, mMRNA/AK289705.1 respostas de «calor a a
temperatura nos gangliq
sensoriais.

S96 Homo sapiens cDNA, FLJ9222] 16-333 Ribosomal protein, largg RPLP2 Codifica uma  fosfoprotein{ Gardner-Thorpe
Homo sapiens ribosomal protei 74-421 P2 (6181) ribossomal que é um componer et al, 2004
large P2  (RPLP2), mRNA da subunidade 60S. Participa
AK311954.1 l;l;c;rminal passo de elongacdo da sintesd

proteinas.

S101 Homo sapiens CD74 molecule, ma| 200-1068 CD74 molecule, majo| CD74 Regula a apresentacdo Kudo et al, 1985
histocompatibility complex, class 188-886 histocompatibility antigenos para resposta imul e Calandra &
invariant chain (CD74), transcrif complex, class I Receptor de superficie celular pd Roger, 2003
variant 2, mMRNANM_004355.3 g?treerrﬁinal invariant chain (972) citocinas MIF  (Macrophag

migration inhibitory factor) qud
inicia a via de sobrevivéncia
proliferacdo celular. Interage co
APP (amyloid precursor protejn
e suprime a producdo de amiloi
B (Abeta).

S102 Homo sapiens lymphocyte cytosol 1424-1999 Lymphocyte  cytosolid CP1 Atua na polimerizacé@o de acting Klemke et al,
protein 1 (L-plastin), mMRNA (cDNA 77.1960 protein 1 (L-plastin migracao celular. 2007 e Freeley
clone MGC:831 IMAGE:3143290 (3936) et al, 2012
complete cdsBC007673.1 C-terminal

S106 PREDICTED: Homo sapiens maj{ 739-1615 Major histocompatibility] HLA-B Apresentacgdo de antigen| Rizvi et al, 2014

histocompatibility complex, class

complex, class |, H

derivados do limen do reticu
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B (HLA-B), transcript variant X1
MRNA/ XM_005275535.2

34-1251

C-terminal

(3106)

endoplasmatico (sistema imune)

8¢

As demais, cuja regido clonada nao € codificante, fagmmpadas no quadro C1, no Apéndice C.




5. DISCUSSAO

5.1. Interagdes proteicas relacionadas a vias de migracéo, diferenciacéo,

proliferagéo, sobrevivéncia celular e angiogénese

5.1.1. Tp4

A primeira proteina descrita é proveniente do clone 31, IMSBiymosin beta 4, X-
linked, também chamada FX, TB4X, PTMB4 e TMSB4. Neste trabel sera tratada por
TP4 para meios de simplificagdo. T4 é uma proteina sequestradora de G-actina que exerce
funcdo na regulacéo da polimerizacédo de F-actina. Elladia esta envolvida na proliferacéo
celular, migracdo e diferenciacdo, angiogénese, sobrevavécelular, modulacdo de
citocinas, quimiocinas e proteases especificgsregulacdo de moléculas da matriz e
expressao de genes, e down-regulacdo da maioria dos f¢onesscricdo nucleaQuando
liberada no meio extracelular, seja por secrecaopliseecrose, exerce uma segunda funcéo
reparando e regenerando tecidos danificados (Crockford2818l) O gene que codifica esta
proteina esté localizado no cromossomo X e escapaiagé&o deste, ele também possui um
homdélogo no cromossomo Y.

Em humanos, a T4 é um polipeptideo de 43 residuos, que esta majoritariamente
desestruturado em solu¢do aquosa. Com algumas conformagdes o hélice preferencialmente
observadas. No entanto, a interacdo comtt@a induz o dobramento de Tp4 ¢ a formagao
estruturada de hélices N- e C-terminais ligadas por um loop flexivel (Crockfet a) 2010
e Mannherz & Hannappel, 2009\ localiza¢do celular de TP4 ¢ citoplasméatica difusa
ocasionalmentecom uma aparéncia pontilhada ao longo das fibras de estrestendo
actina. Além dissoTp4 também ¢ encontrada dentro do nucleo da célula e na membrana
nuclear (Cha et al, 2003).

A maioria das funcfes descritas acima, mantém umearelestreita com a via de
sinalizacdo desencadeada petonplexo TP4-PINCH-ILK. Este complexo é ativado por
PI3K, assim como Akt (Bock-Marquetet al 2004). A subunidade a-parvin do complexo
TB4-PINCH-ILK estimula a translocacéo de Akt do citoplagmea a membrana (Fukuesa
al, 2003) onde ela sera duplamente fosforilada por PDK1 ém308 e por mTORC2 em

39



Ser-473 (Figura 10). Akt estd envolvida em diversas vias de sagaliz celular, dentre elas

migracgao, diferenciagéo, proliferacédo e sobrevivéncidaselu

@ Fator de Crescimento

Figura 10 — Representacdo esquematica da via de sinalizacdo do gomple
TBR4/PINCH/ILK na polimerizacdo de actin@p4 é uma proteina sequestradora de G-actina,
no entanto quando complexada com PINCH e ILK, estimulalimgrizacdo de F-actina.
PI3K ativa o complexo TP4/PINCH/ILK e a cinase Akt na membrana celular. A subunidade
a-parvin estimula a translocacdo de Akt para a membragie @l sera duplamente
fosforilada por PDK1 e mTORC2. Fosforilada, Akt interagestdimente com F-actina,
promovendo sua polimerizagao.

Acredita-se que o papel dE34 nestes eventos esteja ligado ao fato de que ela
promove um equilibrio dinAmico entre G- e F-actina, esakpara a rapida reorganizacdo do
citoesqueleto. Quando ndo complexada com PINCH e ILK, T4 estaria sequestrando G-actina
e evitando a fosforilagdo de Akt. Ao se complexar cas( e ILK, Tp4 libera G-actina e
promove a fosforilacdo de Akt. Proteina esta que intecage F-actina através de seu
dominio N-terminal PH (Pleckstrin Homology), agindo ema golimerizacdo (Cenni et,al
2003 e Crockford et a2010).

N&o foi encontradaa literatura nenhum relato da interacdo direta entre TP4 e
SRPK2. No entanto, na comunicacéao feita ao Journal of Getic®por Loh e colaboradores
em 2012, Loh fala do papel essencial das SRPKs na forrdagéariossomo e na montagem

dos microtubulos em fusos nos odécitos de Drosophila. A per8REK afeta severamente a
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montagem dos microtubulos em fusos acentrossomais nostosoémaduros e
subsequentemente, a bi-orientacda segregacdo dos cromossomos meibticos também foi
defectiva. O que nos leva a crer que a interacédo Efdre SRPK2 pode estar relacionada ao
controle do citoesqueleto, seja ele na migracéo, difeagi ou proliferacao celular.

A migragdo celular também ¢ influenciada por TP4 no nivel do gene através da up-
regulacdo da expressdo de laminina-5 (Sosne et al, 2004). Lamin@a € somente um
componente dos filamentos de ancoramento localizado nararembasal de regides como a
pele, cérnea, conjuntiva e outros tecidos, mas tamiméanpuioteina da membrana basal sub-
epitelial Unica que se acredita ser um dos melhorestdiggrara adesao de queratinécitos e
migragao (Sosne et al, 2004; Hormia et al, 1995 e Larjava et al,. 1993)

Com relagdo a sobrevivéncia celular, Akt também € cashemmo cinase de
sobrevivéncia por atuar regulando diretamente a sobrevivéatitar: BAD, Caspase-8
SAPK, por regular a transcricAo de genes que atuam navsd@cia celular: FoxO
Forkhead, NR<B, Mdm2, CREB ¢ YAP e também na regulagdo metabolica da sobrevivéncia
celular (Song, Ouyang & Bao 2009)34 por sua vez atua prevenindo a apoptose diminuindo
alteracdes mitocondriais de dano e a liberacdo doreitwr c, aumentando a expresséo de
bcl-2 e diminuindo a ativagdo de caspases. T4 também reduz a inflamagédo e inibe o influxo ¢
adesdo de células inflamatorias, down-regula mediadardamatorios (citocinas e

guimiocinas) e reduz a infiltracdo de células inflamatd@aeckford et 3/2010) (Figura 11).

@ Fator de crescimento

Receptor
de morte
x
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Figura 11- Representacdo esquematica das vias anti-apoptoticas eMoKKT e
Tp4. Akt atua inibindo BAD e o complexo Apaf-1/Casp9/Cyt-c e edamio a transcricao
de NF«B. Tp4 por sua vez, atua diminuindo alteragdes mitocondriais de dano e a liberagdo
do citocromo ¢, aumentando a expressao de bcl-2 e diminuintkagiat de caspases.

As SRPK também j& foranrelacionadas a sobrevivéncia celular. No trabalho de
Hayes e seus colaboradores em 2006, eles observaram que segolanao de SRPK1 por
siRNA, em linhagens de células tumorais pancreéaticasnugiu a capacidade proliferativa e
aumentou o potencial apoptético de uma maneira dose-dependetciteagem de SRPK2
por caspases induzindo apoptose ja foi relatada em tratzaitertores (Kamachi et,&2002;
Jang et 312008 e 2009), e em 201fbi demonstrado que SRPK2 quando clivada por caspase-
3 em suas Asp-139 e Asp-403, a porcdo N-terminal se translaca paicleo e promove a
apoptose induzida por VP16. A fosforilagdo de SRPK2 por Akt presmaeclivagem @r
caspases (Hong, Jang & Ye, 201lhteressantemente, a inibicdo de caspager Tp4
também ja foi relatada (Moon, Song & Yang, 2007), o gowe faz acreditar que TP4 e
SRPK2 podem estar interagindo em vias anti-apoptoéticas que &isabrevivéncia celular.

Esta mesma via, PI3K/TB4-PINCH-ILK/Akt, também controla a transcricdo do
VEGF queage na angiogénese (Tan et al., 2004) (Figura 12). A subundtademplexo
TBR4-PINCH-ILK, B-parvin, intermedia a transmissao do sinal de ILK pdda éontrolando o
fluxo de sinais e inibindo a superativacdo desta via. Quffmirvin € inibido, a via fica
superativada levando a uma transmissao descontrolada dsspsireaos fatores downstream
A superativacao da transcricdo de VEGF € uma das castctes primarias de um tumor, ja
gue a vascularizacdo € importante para o transporte denbegre oxigénio. A atividade de
ILK também é estimulada por VEGF e outros fatores de onestd, assim como a adesao
celular a matriz extracelular (Kimura et 2010), o que leva a um ciclo de retroalimentacao

positiva.
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Figura 12— Representacao esquematica do pap@Hp@rvin na via de sinalizagéo de
ILK-AKkt/PKB. (A) Estado normal e fisiologico. ParvB dewgir como modulador para
prevenir a transmissdo de excesso de sinais. (B) Ed@adsgotamento de ParvB. Sem a
regulacéo de ParvB, sinais em excesso devem ser tralusmie uma maneira descontrolada
para os alvos downstream. Figura retirada de Kimura M, MurakaKizaka-Kondoh S, Itoh
M, Yamamoto K, Hojo Y, Takano M, Kario K, Shimada K & Kaofashi E 2009. Functional
molecular imaging of ILK-mediated Akt/PKB signaling cascaaled the associated role [&f
parvin. Journal of Cell Science 123: 747-755

5.1.2. Swiprosin-1

A segunda proteina envolvida em vias de migracdo celulaemiente do screening
com a regido espacadora de SRPK2, veio do clone 35. EFHBfaktF domain family
member D2 é mais conhecida como swiprosin-1. O dominio EFdwrsiste em um motivo
estrutural hélice-volta-hélice, no qual ions G ligam. Este dominio estrutural também esta
presente na proteina de sinalizacdo calmodulina e nairaroteuscular troponina-CA
estrutura secundaria de swiprosin-1 inclui regides desatdensa extremidade N-terminal,
seguido de potenciais locais de ligacdo de dominio SH3 (Krotzdk2010), dois dominios
EFhand e um dominio coiled-coil no C-terminal (Dutting, Brachdi&lenz, 2011).

Swiprosin-1 € encontrada em protusbes da membrana do tipaviic e
lamelipodia, juntamente com a actina e proteinas ligada®sana. A superexpressédo de
swiprosin-1 aumenta a formacdo de lamelipodia e espalbamzziular, enquanto o

knockdown mostra reducédo no espalhamento e na migracaar ¢&lwion et al2013).
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A funcéo principal de swiprosin-dregular o acesso de cofilina aos filamentos de F-
actina. A cofilina € uma proteina de ligacéo a actiredgspolimeriza seus microfilamentos.
Ela cliva e despolimeriza a extremidade (-) impedindo a méagem, por consequéncia, cria
mais extremidades (+) nos fragmentos de filamentos. dpua&o fosforilada em sua Ser-183
e na presenca de €aswiprosin-1 promove o agrupamento dos filamentos de ifaact
impedindo o acesso da cofilina a eles (Huh e@13). A delecdo dos motivos EF-hand
reduz parcialmente esta atividade. G'Gambém é responsavel por induzir a dimerizacéo de
swiprosin-lem seu dominio coiled-coil. Além dos motivos EF-haadegido rica em lisina
(Lys) do dominio coiled-coil também é essencial para refjolda atividade de agregacédo de
F-actina (Kwon et al2013).

Swiprosin-1 interage diretamente com F-actina, mas prémove polimerizagéo
através do complexo Arp2/Besponsavel por iniciar a ramificacdo e polimerizacaactiea.
Porém, ela foi efetiva na inibicdo da sua despolimerizagibada por cofilina em uma dose-
dependente. No entanto, ndo foram encontradas interagdégenas entre swiprosin-1 e
cofilina. Parece que swiprosin-1 age bloqueando o acesso daacafiF-actina, mas este
mecanismo ainda ndo € bem esclarecido. Apenas sabe-seajwélade de swiprosin-1 &
dependente de seu estado de fosforilacdo na Ser-183 (Figuaks)do EGF (Epidermal
Growth Fatoy induz a fosforilacdo de swiprosin-1 na Ser-183, inibe o agruganuenF-
actina sem que swiprosin-1 perca afinidade por esta, madtipdo o acesso da cofilina aos

filamentos, resultando em sua despolimerizacdo e/ou clivéideimet al 2013) (Figura 14).

Serine predictions

Mame Pos Context Score Pred
W

Sequence 11 ATKLSRRLD @.e92
Sequence 5@ EALGSADCE @.831 -
Sequence 56 DCELSAKLL @.588 *s5*
Sequence 74 GEPQSPSRR @.985 *s5*
Sequence 76 PQSPSRRVF @&.e57 -
Sequence 98 FKEFSRKQI 8.955 *s5*
Sequence 148 EDFDSKLSF @.212 -
Sequence 145 DSKLSFREF @.992 *5%
Sequence 169 LQEDSGLCY  @.eod -
Sequence 178 LARLSEIDV @.99@ *5*
Sequence 183 EIDVSSEGY @.951 *s5%
Sequence 184 IDVSSEGVE @.876 -
Sequence 192 KGAKSFFEA @.988 *5*
Sequence 284  AINVSSRFE @.216 -
Sequence 285 INVSSRFEE @.855 *5%
Sequence 237 KELQSTFK- @.834

L
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Figura 13— Predicdo dos sitios de fosforilacdo de swiprosiddidlise feita pelo
servidor Netphos 2.0.

E importante destacar que a ativacéo da via PI3K/AKT/SRPiBé&m é induzida
por EGF (Zhou et aP012). O que nos leva a supor que o sinal de fosforilacaoipesin-1
pode estar passando por esta via, e que swiprosin-1, que pardssiisitios de fosforilagéo
SSR, pode estar sendo fosforilada por SRPK2.

0 _ Fator de crescimento

. PIP2 PIP3 | -
U pRK
= P

1]

p
Swiprosin-1

Figura 14— Representacdo esquematica das vias de sinalizacdo de pali@ere
despolimerizacédo de actina e o papel da swiprosBwlprosin-1 age regulando o acesso de

cofilina a F-actina.

5.1.3. SNIP-1

Outra proteina encontrada em nosso screening foi a Smad nuateacting protein
1 (SNIP1). Proveniente do clone 18, apenas a por¢cao Natrfoi clonada, e portanto deve
ser a regido com a qual SRPK2 interage.

SNIP1 é uma proteina de 396 aminoacidos que contém um sinatalealgio

nuclear (NLS - nuclear localization signal) bipartido na extremidadermiftal e um
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dominio FHA (forkhead associated) na extremidade C-termimalmotivo que se liga a
epitopos de fosfo-treonina expresso em uma variedadeot#nais nucleares, sugerindo que
ele desempenha um papel de ancoramento analogo ao de SH2 @i@000 e Durocher &
Jackson2002) A localizacdo de SNIP 1 é nuclear, com caracterigigtabuicdo subnuclear
em speckles (Kim et al2000 e Roche et akR004) Esta proteina funciona como um
coativador transcricional que aumenta a atividade de ceMge a sinalizacado de TGFe
NF-xB (Fujii et al 2006, Kim et 12000 e 2001).

Os membros da superfamilia T@Fexercem um papel critico no controle do
crescimento e diferenciagdo celular ao controliaascricdo de varios genéBGFf ¢ um
tipo de citocina secretada por muitos tipos celularesagaecomo um fator antiproliferativo
em células epiteliais normais e em estagio precocesndagénese. Muitas células que
produzem TGH, também apresentam receptores para tal em sua superfi@acaésando
uma sinalizacdo autécrina. Células cancerosas tém a sdacgo de TGB aumentada
atuando também sobre as células vizinhas (Clark & Coker).1998

Osefeitos de TG sdo principalmente mediados por proteinas Smad. Nesta via, 0s
dimeros de TGB-se ligam ao receptor tipo II que recruta e fosforila o receptor tipo I, este
entdo, recruta e fosforila R-Smad (receptor regulated SMREGMAD se liga a Smad4 e
forma um complexo heterodimerico, que entra no nuclecéllda e regula a transcricdo de
varios genes, incluindo aqueles que ativam a via de MAPKi®dem-activated protein
kinase 8), que desencadeia apoptose. A regulacdo ocorresattavénteracdo fisica e
cooperacao funcional com fatores de transcricdo de ligagddNA e coativadores CBP ou
p300 (Derynck & Zhang, 2003).

O NF«B ¢ um complexo de proteinas que também controla a transcricdo do DNA.

Ele é encontrado em quase todos os tipos de células ameiraaia envolvido nas respostas
celulares para estimulos como o estresse, citodiad&ais livres, irradiacdo ultravioleta,
LDL oxidado e antigenos bacteriais ou virais. Em estadinas subunidades do NdB,
RelA e p50 estdo complexadas com a proteina inibitoria IkBa, difusas no citosol. Quando
recebe um estimulo pelos receptores na membrana, IkB kinase (IKK) é ativada e fosforila
IkBa, liberando as subunidades RelA e pS0 que sdo translocadas para o nicleo, onde irdo agir
juntamente com coativadores na transcricdo de varios d&iknore 2006, Brasier 2006 e
Perkins 2007).

O dominio N-terminal de SNIP1 pode interagir tanto com aepratde sinalizacao

da familia TGF8, Smad4, quanto com o fator de transcricdo de NF-kB, p65/RelA. O mesmo
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dominio pode também se ligar ao dominio C/H1 dos coativadi@escricionais CBP e p300
(Kim et al 2000 e 2001). A superexpresséo de SNIP1 ou de seu N-terminal indie/acéo
transcricional de ambos Smad4 e NBF-ao bloquear suas interagdes com 0S coativadores
CBP/p300 (Kim et gl2000 e 2001) (Figura 15).

NFkB §
inativo

Imunidade
Inflamacao
Proliferacéo

+=¢ Anti-apoptose

o ‘{T;W_' I Ciclo celular PI3KIAKT

Diferenciacéo Boelxl
Metabolismo NF-kB
Crescimento celular e
Apoptase

5
- N

AP-1

Figura 15- Representacdo esquematica das vias de inibitorias de SNIP1.

Numa via de sinalizacdo que integra SNIP 1 e SRPK2, SNIP 1 d#ae e
downstream a SRPK2. SNIP 1 sendo um coativador trans@licieve sofrer regulacéo por
SRPK2, que € uma recrutadora de fatores de transcricdo.didém SRPK2 também ja foi
relacionada a regulacdo de ciclinas e progressao doceittltar. SNIP 1 também regula a
estabilidade do mRNA da ciclina D1 e deve exercer um papptalideracdo celular e na
progressdo do cancer. O esgotamento de SNIP1 resultoibigdo da atividade do promotor
de ciclina D1 de um modo dependente do local de ligagdo@nterite caracterizado para a
familia defatoresde transcricd@\P-1 (Roche et al2004) Assim, a interacdo entre SNIP 1 e

SRPK2 também pode estar relacionada a progresséo doedidlar.
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5.1.4. NPM1 e as proteinas ribosomais (RPS20, RPS27P3 e RPLP2)

A proteina proveniente do clone 53 é a nucleofosmina (nucleophesmcleolar
phosphoprotein B23, numatrin) conhecida como NPM1, ou apenas &iPdhda B23. Elé
uma proteina abundante e ubiquitinamente expressa, prineialiocalizada no nucléolo
(Kang et al, 1975; Schmidt-Zachmann et al, 1987), mas continuamanstotada entre o
nucleo e o citoplasma (Borer et al, 1989). A atividade prihcipdPM1 € a biogénese de
ribossomos. Eltem sido associada a estimulagédo da expressao do RoEsaibal (rRNA)
(Murano et al, 2008), processamento e montagem do RNA préainas (Savkur & Olson,
1998) e exportacdo do ribossomo para o citoplasma (Maggi et al, RB8Jitimos anos, no
entanto, o0 nimero de procesoss celulares nos quais a N&titipa, assim como o nimero
de interacdes celulares, tem aumentando exponencialreeatproteina é agora suposta a
exercer um papel também no remodelamento da croméDkawaki et al, 2011a-b),
duplicacdo do centrossomo (Wang et al, 2005), replicac@ammbacacao, transcricdo e reparo
do DNA, assim como no controle da progresséo do cidldaces sobrevivéncia em resposta
a variados estimulos de estresse (Colombo, Alcalagli&d?, 2011).

Muito do interesse nesta proteina surgiu de sua relev@&nec doencas humanas.
NPM1 é frequentemente superexpressa em tumores de difereigess ohistologicas,
incluindo gastrica, ovariana, bexiga e carcinomas de padé€Eisendi et al, 2006). Além
disso, o locus de NPML1 estéa frequentemente envolvido enfoirag8es cromossomais ou se
encontra deletado em neoplasias hematoldgicas (Griserd, 2006 & Falini et al, 2007).
Notavelmente, NPM1 tem sido caracterizado como 0 gene mutad® frequente em
leucemia mieloide aguda (Acute Myeloid Leukemia - AML) (FalinileR@07), cerca de 30%
dos casos (Falini et al, 2005). As mutacdes alteram o doderligacdo ao DNA C-terminal
da proteina e resulta em sua exportacdo nuclear abeerdotalizacdo citosolica estavel
(Para reviséo consultar Federici & Falini, 213

A porcdo C-terminal da proteina NPM1 € muito importante no estaimento de
interac@es protéicas. PIP3 nuclear compete com Akt pdigasereferencialmente a porcéo
C-terminal de NPM1 no nucleoplasma (Kwon et al, 20166 Bteracdo forma um complexo
gue media os efeitos anti-apoptéticos do fator de crestwnaennervo (NGF - nerve growth
fator), inibindo a atividade de fragmentacdo do DNA da DNAsaddra de caspase (CAD -
caspase-activating DNase). NPM1 associa-se diretamentéktoam resposta ao tratamento

com NGF, aumentando a estabilidade protéica de Akt, preveainticagem proteolitica de
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NPM1 por caspase 3 in vitein vivo, promovendo a sobrevivéncia celular e a progresséo do
ciclo celular (Lee et al, 2008).

E interessante destacar que NPM1 ndo sumorilada interagmémte com Akt no
nucleoplasma na auséncia de fatores de crescimento, e Foéor@ma de Akt2 regula
especificamente a atividade de progressao do ciclo celald&PM1 (Lee et al, 2008). De
fato, a perda da expressdao de NPM1 atenua a proliferacaarcelaumenta a apoptose
(Itahana et al, 2003 e Grisendi et al, 2005), sugerindo que NPM1 padelas as funcdes,
de potencial oncogénico e de supressor de tumores.

As porc¢Bes da proteina NPM1 pescadas em nosso screening foraenminal e o
core. O que de fato, é bastante coerente com os dados queleésos observar na literatura.
Em um suposto complexo formado por NPM1, Akt e SRPK2, Akiriasse ligando a porcao
C-terminal de NPM1, enquanto SRPK2 estaria se ligando a pbr¢éominal. As funcdes
deste complexo provavelmente devem ser as mesmas deactia®rmente, agindo na
sobrevivéncia celular e progressao do ciclo celular. Mango, as caracteristicas da porcéo
N-terminal de NPM1 nos da indicios de outras fungdes. fegiiao possui dois sinais de
exportacao nuclear ricos em leucina (NES - nuclear exigodls), reconhecidos pelo sistema
de transporte exportinal-Crml (Wang et al, 2005 e Yu et al, 20Q&%. firsteinas ndo foram
relacionadas a interacdo com SRPK, mas SRPK2 podeaa restliando o transporte de
NPM1 para fora do nucleo. A por¢cao N-terminal também @mraccomo um classico dominio
chaperona histdnico: é capaz de montar octameros deahigd@amboodiri et al, 2004), de
transferir nucleossomos para naked DNA (Okuwaki et al, 208&ajescondensar cromatina
de espermatozéides in vitro (Okuwaki et al, 2001b), e de auxilisenaduracdo de proteinas
desnaturadas quimicamente (Szebeni & Olson, 1999). O dominenhhkal tem sido
reportado como mediador das interagcbes entre NPM1 e uma dmnoatras proteinas,
incluindo p53, pl4arf, e proteinas ribosomais (Colombo et al, ZBridendi et al, 2006 &
Lindstrom, 2011).

As proteinas ribossomais RPS20, RPS27P3 e RPLP2 proveniespestivamente
dos clones 26, 46 e 96, foram encontradas em nosso screerergc@és no nucléolo, o
local de producédo de ribossomos, tém sido longamenteiada®@o cancer, e mutacoes em
varias proteinas ribossomais (RPs) tém sido assodadas um aumento do risco de cancer
em doencas humanas (Daftuar et al, 2013). As proteinas aamem nosso screening ja
foram reconhecidas como proteinas que interagem com oexampldm2/p53 (Daftuar et al,

2013 & Xiong et al, 2011). Elas atuam inibindo mdm2 e estimulandorp&&ando assim,
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uma via de sinalizacdo RP-Mdm2-p53 que é fundamental pardléneig da biogénese de
ribossomos. Sendo assim, a SRPK2 pode ter também, umipgoeetante na regulacdo da
biogénese de ribossomos.

A maneira pela qual NPM1 controla a progressao do ciclo c&wasobrevivéncia
celular é principalmente por seu papel na via p53/p1l4ARF/mdnu2 ela atua se ligando a
pl4ARF e regulando p53 (Gjerset, 2006). Enquanto a formacaontgdeco entre ARF e
NPM reém ARF no nucléolo e previne a ativacdo de p53 por ARF;abantentos de danos
ao DNA promovem uma redistribuicdo subnuclear trarsidet ARF para o nucleoplasma,
onde ele interage com mdm2 e promove a ativacdo de p53€(;j2006). O resultado da
suporte para o modelo prosposto no qual o nucléolo serve oomeensor de estresse
upstream de p53, e onde ARF liga os sinais de estresseolauclaos efetores
nucleoplamaticos da resposta de estresse (Gjerset, 2006). Em célulasrasas, AR
acumula no nucléolo, enquanto p53 e mdm2 sdo amplament@plasimaticas (Quelle et al,
1995; Pomerantz et al,1998; Weber et al, 1999; Zhang & Xiong 1999).

Em condicbes normais, em que a célula esta crescenmoliferando, NPM1,
juntamente com a topoisomerase I, esta ligado a pl4@RiRtendoa no nucléolo (Bertwistle
et al, 2004 & Korgaonkar et al, 2005), enquanto mdm2 esta liggolB anibindo-o no
nucleoplasma (Haupt et al, 1997 & Kubbutat et al, 1999) receber sinais de estresse
oncogénico, ocorre uma redistribuicdo de NPM1/p14ARF do nugiersi o nucleoplasma e
pl4ARF é liberado do complexo NPM1/p1l4ARF/topo | e comeca a segjuestm?2 e inibir
sua atividade sob p53 (David-Pfeuty & Nouvian-Dooghe, 2002 & Lee 20@5) p53 agora
livre, ativa um mecanismo de retroalimentacdo que awrexgressdo de mdm2 (Wu et al
1993). No entanto, estes mdm2 recém sintetizados sdo sadasgpor NPM1, culminando
na acumulacdo de p53. p53 acumulado age inibindo a progressaelaocetular e
promovendo apoptose (Figura)l@®laltzman & Czyzyk, 1984; Kastan et al, 1991 e 1992;
Shieh et al, 1997 & Siliciano et al, 1997).
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Figura 16— Representacdo esquematica da redistribuicdo subnagésrdano ao
DNA. O modelo descreve as mudancas nos complexos ARFs&/@iespapeis sequenciais
exercidos por ARF e NPM na regulacéo da funcédo de p53 seguidoaea®dNA, atravées
da ligacdo a mdm2. Figura inspirada na figute&jerset RA 2006. DNA damage, p14ARF,
nucleophosmin (NPM/B23), and cancéaurnal of Molecular Histology 37(%): 239-51

5.2.  SRPKZ2, integrando as vias

Pudemos observar que a maioria das proteinas discutidegnadsttho guardam de
certa forma, uma relacéo principalmente com o cicfarpéferacdo e a sobrevivéncia celular.
Quando o contexto € entdo uma célula cancerosa e aofwlestas proteinas descritas se
encontra alterada, exarcebada, com superexpressdo, poel@@osassocia-las a aceleracao
da progresséo do ciclo celular, proliferacdo exarcebadme\dvéncia celular quando vias
apoptéticas deveriam estar ativas. Estas caracterighicasovem o desenvolvimento,
estabelecimento e espalhamento de tumores no organismos @uicdes desempenhadas
por estas proteinas resultam na angiogénese, difer@m@aqigracado celular, caracteristicas
essenciais para o estabelecimento de um tumor. Aindajrna®teomo a 4, SNIP1 e a
NPM1 agem na transcricdo de outras proteinas, podendo influaheersos aspectos do

metabolismo celular.
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A SRPK2 neste contexto, € suposta exercer um papehlizadior na transmissao de
sinais do meio extracelular para as proteinas efetatraselulares. E mais do que isso, por
ser uma proteina citosolica e nuclear, ela deve medimansmissédo de sinais entre o
citoplasma e o nucleoplasmA. T4 deve ser uma reguladora da atividade de SRPK2, no
entanto, todas as demais proteinas: Swiprosin-1, SNIP1, NPMirptsnas ribossomais,
todas estas parecem estar downstreardevem sofrer regulacéo por parte de SRPK2. Na
Figura 17 podemos ver um resumo do que foi discutido nestdhoab inferir a fungao de

SRPK2 na transmisséo do sinal dos fatores de cresciparmt@s proteinas efetoras.

= Fator de Crescimento
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Figura 17- Representacdo esquematica envolvendo todas as vias daseitiéxtce

0 suposto papel da SRPK2 nelas.
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5.3. Perspectivas Futuras

As proteinas que ndo foram consideradas nesta discussiosarao investigadas
cuidadosamente. No entanto, em uma rapida verificacdagiels foi possivel relaciona-las
a processos celulares como ativagéo do sistema imumsptrde de membrana, controle da
expressao de genes, dentre outros. Estes resultados sugeasymecanismos moleculares
para a atuacdo da SRPK2 no processo tumorigénico.

Nos proximos meses novos experimentos deverdo seradegizom o intuito de
confirmar as interacdes averiguadas no screening, tangxgenimentos in vitro quamtin
vivo. Experimentos como imunoprecipitacdo, co-localiragdimunolocalizacdo, auxiliardo
na confirma;do das interacfes. Para avaliar o efeito da SRPK2 sshpeoteinas parceiras,
deverdo ser conduzidos experimentos de ensaio de fogdori também com o uso de
inibidores. Experimentos que envolvam a superexpressaosgataeento das proteinas
parceiras sdo necessarios para melhor verificar ooeflstas sobre o metabolismo e
fisiologia celular.

Os resultados obtidos até o momento sdo animadores e tpnonagixiliar no
entendimento do papel da SRPK2 no processo oncogénicaidiaub desenvolvimento de

novas estratégias antitumorais.
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6. CONCLUSOES

O screening com o duplo hibrido de leveduras nos revelou 19 noeascies,
sendo que destas, 7 foram discutidas neste trabalho.

A SRPK2 surge como um novo ligante dp4.Tpossivelmente agindo em vias de
diferenciacgéo, proliferacédo, sobrevivéncia e migragiaar.

A possivel fosforilacdo de Swiprosin-1 por SRPK2 reforgg@ desta na migracao
celular. Pois, a fosforilagcao transiente de Swiprdsipermitindo o acesso de cofilina a F-
actina cria novos polos de polimerizacdo que ramificamudam a direcdo da migracao
celular.

A acao de SRPK2 sob SNIP1 provavelmente culmina na prond@cgobrevivéncia
celular ao inibir a trancricdo de genes pro-apoptoticos.

A proteina SRPK2 pode ser um terceiro componente do complddNPM1, sendo
ativada por Akt e ligando-se a porcdo N-terminal de NPM1. é&stglexo potencialmente
age na sobrevivéncia celular.

SRPK2 pode estar agindo também no transporte de NPM1 do nuetaoo
citoplasma.

As proteinas ribossomais RPS20, RPS27P3 e RPLP2, juntasmntdNPM1 e
SRPK2 possivelmente estdo envolvidas na biogénese desaibos. Mutacbes nestas
proteinas aumentam o risco de cancer em doencgas humanas

Os resultados obtidos sdo animadores, pois mostramcigsraoerentes com o
papel potencialmente oncogénico de SRPK2.

As demais proteinas que ainda nao foram investigadas profum#amemo SELL,
CD74, CP1 e GNTPG, mas que apresentam funcdes relacionestespapel de proliferacéo,
sobrevivéncia e migracao celular, merecem ser estudamasePtamente irdo contribuir para
esclarecer melhor as vias de sinalizacdo celular que RKZRxplora para promover a
proliferacéo e sobrevivéncia celular.

Além disto, experimentos complementares que comprovieteracao entre SRPK2
e as proteinas encontradas no screening, in &tno vivo, devem ser conduzidos nos
préximos meses para certificar as interacdes e karad posicdo exata de cada componente

nas vias de sinalizagéo.
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Quadro Al- Ensaio de transativacdo do gene reporter his3

APENDICE A- Ensaios de transativacéo dos genes reporteres
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Quadro A2 - Ensaio de transativacédo do gene reporter lacZ
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Concentragdo de 3AT

Omi

Smi

10m 20mm

30mhd

pBTM116K &

pETM116K/S-5RPK2

pBTM116K =
+pGAD424 5

pEBTM116K/5-SRPKZ +
pGAD424 &

pBTM116K/Ki-1/57 +
pGAD424 &

pBTM116K/Ki-1/57 +
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S

99




Quadro B1 - Ensaio qualitativo da ativacéo do gene reporter lacZ
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APENDICE B - Ensaios de ativacdo dos genes reporteres dos clones obtidos pelo screening com S-SRPK2

1 2 3 5 6 8 9 10 11 12 13 14
15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26
27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 39
40 41 42 43 44 45 46 47 48 49 50 51
(
77 & ” v
53 54 55 a6 a7 58 29 60 B1 62 63 64




65 66 67 68 69 70 71 72 73 74 75 76
7'. £ / 4

. /i S

77 78 79 80 81 82 83 84 85 86 87 88

89 90 91 92 93 94 95 96 99 100 101 102

)

103 104 105 106 107 108 109 110 111 113 114 115
% : »~

116 117 118 119 pBTM e+ pGAD & pBTM Ki-1/57 pBTM Ki-1/57

+ pGAD2 SFRS9

+ pACT2 RACK1

89




Quadro B2 - Ensaio quantitativo da ativagdo do gene reporter lacZ

Clone D.0.600 D.0.420 Atividade p-gal Clone D.0.600 D.0.420 Atividade p-gal

S1 0,659 0,485 2,45 S43 1,115 2,441 7,30
S2 1,568 0,859 1,83 S44 1,739 0,158 0,30
S6 1,773 0,056 1,05 S46 1,124 2,623 7,78
S8 1,992 0,074 0,12 S47 1,024 1,253 4,08
S10 1,687 0,121 0,24 S48 1,010 1,363 4,50
S11 1,372 2,584 6,28 S51 1,053 2,015 6,38
S12 1,807 0,107 0,20 S53 0,920 2,652 9,61
S15 0,544 1,785 10,94 S55 0,928 2,054 7,38
S16 0,874 2,579 9,84 S57 0,990 0,984 3,31
S18 0,772 1,856 8,01 S58 1,154 1,513 4,37
S19 0,313 0,515 5,48 S59 1,042 1,814 5,80
S20 0,993 0,704 2,36 S60 0,512 2,699 17,00
S21 0,997 1,513 5,06 S61 1,226 2,539 6,90
S23 0,989 1,356 4,57 S62 1,826 0,156 0,28
S26 1,038 1,617 5,19 S63 1,015 1,414 4,64
S28 0,979 1,446 4,92 S64 1,216 3,000 8,20
S31 0,986 0,864 2,92 S65 1,084 2,589 7,96
S33 1,883 0,257 0,45 S66 1,168 2,992 8,54
S34 1,319 1,671 4,22 S67 1,195 0,718 2,00
S35 1,116 2,675 7,99 S68 1,181 1,724 4,87
S36 1,219 0,082 0,22 S69 1,002 2,275 7,57
S42 1,068 2,705 8,44 S70 1,984 0,224 0,38
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S71 1,079 1,336 4,13 S99 0,891 2,330 8,72
S72 0,960 1,214 4,22 S100 0,831 2,112 8,47
S73 0,978 1,696 5,78 S101 0,456 1,306 9,5
S76 1,111 1,430 4,29 S102 1,079 3,000 9,27
S78 1,216 2,6 7,13 S103 1,086 3,000 9,21
S79 1,355 0,142 0,35 S104 0,871 3,000 11,48
S80 1,027 0,835 2,71 S105 1,276 3,000 7,84
s81 0,960 0,963 3,34 S106 1,019 3,000 9,81
S82 0,985 3,000 10,15 S107 1,103 3,000 9,07
S83 0,833 2,249 9,00 S108 1,015 2,902 9,53
S84 1,090 3,000 9,17 S109 1,292 3,000 7,74
S85 1,056 3,000 9,47 S110 0,879 1,788 6,78
S87 1,201 3,000 8,33 S111 0,946 2,502 8,82
S88 0,981 3,000 10,19 S113 1,519 3,000 6,58
S89 0,847 2,867 11,00 S114 1,077 3,000 9,29
S90 0,759 2,963 13,00 S115 0,877 2,327 8,84
S91 0,583 1,921 10,98 S116 0,972 1,501 5,15
S92 1,113 3,000 8,98 S117 1,054 2,363 7,47
S93 0,985 3,000 10,15 S118 0,972 1,957 6,71
S94 1,105 3,000 9,05 pBTM@+pGADD 1,008 0,089 0,29
pBTM Ki-1/57+
S95 0,892 3,000 11,21 pACT2 RACK1 0,667 0,334 1,67
pBTM Ki-1/57+
S96 1,113 3,000 8,98 pGAD SFRS9 0,955 0,111 0,39

*Os rachurados sdo aqueles que foram descartados por ndo atingirem os vaédezériga positivos
~
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Quadro B3- Ensaio de ativacao do gene reporter his3. Ensaio de tolerancia do crescimento na auséncia de histidina.
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APENDICE C- Resultado dos sequenciamentos realizados com os clones obtidos pelo screening com S-SRPK2.

QUADRO C1- Clones em que a SRPK2 interage com regides nao codificadores de proteina

Nome da sequéncia/ ID da Regido Nome da proteina| Sigla ID do Funcéo atribuida Referencias
N° do sequéncia clonada e gene
clone CDS da
proteina
S2 Homo sapiens proprotein converta 28523303 Proprotein converta-se| PCSK7 9159 Processamento de precursore{ Rousselet et al
subtilisin/kexin type 7, mRNA 1501925 subtilisin/kexin type 7 latentes de proteinas em seus 2011
(cDNA clone MGC:12699 produtos biologicamente ativos
IMAGE:4125594), complete cds/
BC006357.2
S11 Homo sapiens genomic DNA, 87127-86342 - - - - -
chromosome 8q24, clone: -
KB1585F1, complete sequence/
AP005857.3
S16 Homo sapiens activator of basal 9941374 Activator of basal ABT1 29777 Ativacdo da transcricdo basal d{ Oda et al, 2000
transcription 1, mRNA (cDNA clone 39857 transcription 1 promotores
MGC:51778 IMAGE:5574755),
complete cds/ BC048812.1
S20 Homo sapiens PAC clone RP5- | 95073-94212 - - - - -

1119N5 from 14924.3, complete

Gl




sequence/ AC004968.1

S43 Homo sapiens isolate 5151204 21182992 - - -
mitochondrion, complete genome -
KF162227.1
S47 Human DNA sequence from clond 72134-71761 - - - - -
RP11-85A1 on chromosome 10, -
complete sequence/ AL353719.1(
S51 | Homo sapiens bestrophin 1 (BEST] 20231-19683 Ferritin, heavy poly- FTH1 2495 Estocagem de ferro em estadd Boyd et al, 1985
RefSeqGene on chromosome 11] 19844-20008, peptide 1 solavel e ndo-téxico
NG_009033.1 20104-20229,
20486-20632
S57.1 | Homo sapiens bestrophin 1 (BEST] 20231-19684 Ferritin, heavy FTH1 2495 Estocagem de ferro em estadd Boyd et al,1985
RefSeqGene on chromosome 11| 19844-20008, polypeptide 1 solavel e ndo-téxico
NG_009033.1 20104-20229,
2048-20632
S58 Homo sapiens clone BN2 20172325 - - - - -
mitochondrion, complete genome -
EF114275.1
S60 Homo sapiens isolate HGDP0072 16852402 - - - - -
mitochondrion, complete genome -
KJ445926.1
S61 Homo sapiens chromosome 17, clg 63974-64742 - - - - -

hRPC.971_F_3, complete sequend

AC004150.8|AC004150

9.




S63 | Homo sapiens chromosome 17, cl 63974-64751 - - - - -
hRPC.971_F_3, complete sequend -
AC004150.8|AC004150
S6&b Homo sapiens chromosome 19 clo| 37220-36365 - - - - -
CTD-3116E22, complete sequenc -
AC008759.9
S69 Homo sapiens autism susceptibilit 1118522- - - - - -
candidate 2 (AUTS2), RefSeqGen 1119383
on chromosome 7/ NG_034133.1 -
S71 Homo sapiens myeloid cell leukem 89269768 Myeloid cell leukemia 1| MCL1 4170 Este gene sofre splicing Kozopas et al
1 (MCL1), RefSeqGene on 52095896, alternativo, no qual o produto 1993, Bae et al
chromosome 1/ NG_029146.1 62486495, mais longo (isoforma 1) aumentg 2000 e Fujise et al
72487364 sobrevivéncia celular inibindo a 2000
apoptose, enquanto os produto
mais curtos (isoforma 2 e isoforn
3) promovem apoptose e s&o
indutores de morte.
S81 Homo sapiens chromosome 19 clo| 128199-129049 - - - - -
CTC-483I11, complete sequence -
AC008532.7
S84 Human DNA sequence from clonqd 38710-37853 - - - - -
RP11-168016 on chromosome 1 -
complete sequence/ AL358473.1(
S85 BAC sequence from the SPG4 93453-94306 - - - - -

Yy




candidate region at 2p21-2p22 BA
559D11 of library RPCI-11 from
chromosome 2 of Homo sapiens
(Human)/ AL133243.3

S87 Homo sapiens Rho GTPase 445085-445935( Rho GTPase activatingl ARHGA 23092 Proteina ativada por GTPase qy Hildebrand, Taylor
activating protein 26 (ARHGAP26)] 441472-441747 protein 26 P26 se liga a cinases de adeséo focd & Parsons, 1996
RefSeqGene on chromosome 5/ 448271-448362 media a atividade de proteinas
NG_016711.1 ligacdo a GTP RhoA e Cdc42.
S88 Homo sapiens GrpE-like 1, 8851502 GrpE-like 1, GRPEL1| 80273 DnaJ e GrpE juntos estimulam § Choglay et al, 200]
mitochondrial (E. coli) (GRPEL1), 42-695 mitochondrial (E. coli) atividade ATPase de DnaK. Grp| e Liberek et al
MRNA/ NM_025196.2 se liga ao dominio ATPase de 1991
DnaK desencadeando a liberac:
de ADP, acelerando assim a
dissociacéo do substrato.
S89 Homo sapiens chromosome 5 clor] 50287-49430 - - - - -
CTC-45812, complete sequence/ -
AC010260.7
S90 Homo sapiens glycoprotein VI 16363-16656 Glycoprotein VI GP6 51206 Receptor para colageno e exerq Ezumi, Uchiyama
(platelet) (GP6), RefSeqGene on| 15403415687, um papel critico na agregagdo d & Takayama, 2000
chromosome 19/ NG_031963.1 17994-18047 plaguetas induzida por colageng
formacéo de trombos.
S94 Homo sapiens chromosome 19 clo| 115918-115163 - - - - -

CTC-246B18, complete sequence

AC011445.6|AC011445

8.



S99

Homo sapiens BAC clone RP11-
34211 from 4, complete sequence
AC108053.3

34720-33866

S100

Homo sapiens G protein-coupled
receptor kinase interacting ArfGAP
(GIT2), RefSeqGene on chromosol

12/ NG_029885.1

12929-13076
12322-12427,
17696-17782

G protein-coupled
receptor kinase
interacting ArfGAP 2

GIT2

9815

Regula a dindmica do
citoesqueleto e participa na
internalizag&o de receptores e
trafego de membrana. Reprime
extensao lamelipodial e a
renovacdo adesdes focais, e §
pensado estar regulando a

motilidade celular.

Premont et al, 200
e Hoefen & Berk,
2006

S103

Homo sapiens BAC clone RP11-
299H21 from 2, complete sequenc
AC013722.8

184457-185338
180200-180397
188222-188265]

S104

Human DNA sequence from clone
RP11-502H18 on chromosome 1
complete sequence/ AL390718.1]

112734-113072

S105

Homo sapiens CD74 molecule, maj
histocompatibility complex, class Il
invariant chain, mRNA (cDNA clond
MGC:31825 IMAGE:4853578),
complete cds/ BC018726.1

8951327
12-710

CD74 molecule, major
histocompatibility
complex, class Il

invariant chain

CD74

972

Regula a apresentacéo de
antigenos para resposta imune
Também serve como um recept
de superficie celular para citocin
de macréfagos MIF (migration
inhibitory factor) que, quando se

liga a proteina codificada, inicia

Kudo et al, 1985 e
Calandra & Roger,
2003

6.



via de sobrevivéncia e
proliferacéo celular. Esta protein
também interage com APP
(amyloid precursor protein) e

suprime a produgio de amiloide 3

(Abeta).
S107 Homo sapiens 3 BAC RP11-5720| 88620-89099 - - - - -
(Roswell Park Cancer Institute -
Human BAC Library) complet
sequence/ AC141002.8
S109 Homo sapiens ADP-ribosylation | 15262-16134 ADP-ribosylation factor| ARFGEF| 10564 Exerce um papel no trafego Sheen et al,
factor guanine nucleotide-exchang 51535273, guanine nucleotide- 2 intracelular de vesiculas. Esta 2004
factor 2 (brefeldin A-inhibited) | 24462-24492 exchange factor 2 envolvida na ativacdo de ARFs
(ARFGEF2), RefSeqGene on (brefeldin A-inhibited) acelerando a substituicdo de G[
chromosome 2ONG_011490.1 ligado a GTP e esta envolvida n
transporte de Golgi.
S113 Homo sapiens haplogroup 14 44265314 ND2 - NADH | - - - -
mitochondrion, complete genom| 44725513 dehydrogenase subunit |
KM052373.1

S116 Homo sapiens chromosome 5, | 23501896 - - - - -
clone 632A8 (LBNL H29), completq -
sequenceAC004749.1

S117 Homo  sapiens cDNA  clon{ 22-845 Tumor protein,| TPT1 7178 Relacionado a crescimento celu| Lucibello et al,
IMAGE:4128378, **** WARNING: | - translationally-controlled progressdo do ciclo celulg 2011; Zhang et al

08




chimeric clone ****/ BC007842.1 1 transformacédo maligna e inibicd 2012 & Kaarbg e
da apoptose. Como molécy al, 2013
extracelular exerce um importan
papel em células imunes.
S118 Homo sapiens PRO1859 mRNj 726-303 Metastasis associat§y MALAT | 378938 | Regula a expressdo de ger Tano et al, 2010 {
complete cdsAF132202.2 394561 lung adenocarcinom{ 1 associados a metastase. Tamll Gutschner et al
transcript 1 (non-proteil regula positivamente a motilidaq 2013

coding)

celular através da regulac
transcricional elou poq
transcricional de geng

relacionados a motilidade.
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