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Resumo

Células tumorais apresentam uma autonomia metabdlica aumentada em comparacao a
células ndo-transformadas, incorporando nutrientes e metabolizando-os através de vias que
suportam o seu crescimento e proliferacdo. O foco deste trabalho foi a enzima glutaminase, a
qual processa glutamina em glutamato para posterior producdo de alfa-cetoglutarato pela
enzima glutamato desidrogenase, reabastecendo o ciclo do TCA e suportando seu
funcionamento e geracdo de metabdlitos essenciais para a sintese de macromoléculas. O gene
GLSI1 codifica para as isoformas glutaminase kidney-type (KGA) e glutaminase C (GAC).
Estas proteinas apresentam outros dominios além do catalitico, e, no caso da KGA, repeti¢des
do tipo ankirin, sabidamente envolvidas em contatos proteinas-proteinas.Os objetivos deste
projeto foram de encontrar parceiros de interacdo para a glutaminase kidney-type (KGA) e
avaliar o impacto desta interacdo para o metabolismo tumoral. Um candidato inicialmente
avaliado, a Aldolase A, ndo foi confirmado como parceiro de interacdo. Outro candidato, a
BNIP-H, apesar de ter sido mostrado interagir com a KGA em células nervosas, ndo mostrou
indicios de interacdo com a KGA em linhagem de células de cancer de mama. Por fim,
estudos de duplo-hibrido em levedura revelaram o receptor nuclear PPARYy (Peroxisome
proliferator-activated receptor gamma) como forte candidato a parceiro de interagdo.
Realizou-se um mapeamento dos dominios responsdveis pela interagdo entre estas duas
proteinas, também por duplo hibrido, tendo sido identificado o dominio LBD da proteina
PPARy como envolvido na intera¢cdo. Mesmo estudos realizados com fragmento da KGA,
apesar de incompletos, mostraram que a interagdo nao ocorre pelo dominio carboxi-terminal
da enzima. Ensaios de anisotropia de fluorescéncia com as proteinas KGA e PPARy
purificadas indicaram que a interacdo € favorecida pela presenca do produto da reacdo
glutaminolitica, glutamato, e apresenta um Kd de 4,6 + 0,5 uM. Microscopia confocal de
imunofluorescéncia mostrou que ambas as proteinas se co-localizam no citoplasma, mas nao
no nucleo. Mais, verificou-se que em células HEK 293T a presenca de KGA diminui a
capacidade de transativacdo de PPARY induzida pelo ativador roziglitazona, enquanto que
celular PC3 com superexpressdo de KGA apresentam niveis diminuidos de expressdo da
proteina ACADL, alvo do PPARy. Da mesma maneira, ensaios in vitro de atividade da KGA
mostraram que a presenca de PPARY inibe a atividade da glutaminase. Nossos resultados
mostram a interacdo in vitro entre as proteinas KGA-PPARy e a potencial influéncia funcional
que uma proteina exerce sobre a outra. Dado a participacdo de ambas as proteinas no processo

tumoral, especula-se que esta interagdo possa ter impacto no desenvolvimento do céancer.



Abstract

Tumor cells have an increased metabolic autonomy compared to non-transformed
cells, metabolizing nutrients and incorporating them through pathways that support cell
growth and proliferation. The focus of this study was the glutaminase enzyme, which
processes glutamine to glutamate for subsequent production of alpha-ketoglutarate, by the
glutamate dehydrogenase enzyme, replenishing TCA cycle and bearing its function and the
generation of metabolites essential for the synthesis of macromolecules. The gene GLSI1
codes for the isoforms kidney-type glutaminase (KGA) and glutaminase C (GAC). These
proteins exhibit other domains besides the catalytic, and in the case of KGA, ankirin repeats,
known to be involved in protein-protein contacts. The goal of this project was to investigate
potential interacting partners of KGA and contextualize the interaction within the metabolic
demands of tumor cells. A candidate initially evaluated, the Aldolase A, was not confirmed as
a partner of interaction. Another candidate, the BNIP-H, despite having been shown to
interact with the KGA in nervous cells, showed no evidence of interaction with KGA in one
tested breast cancer cell lines. Finally, yeast two-hybrid studies revealed the nuclear receptor
peroxisome proliferator-activated receptor gamma (PPARYy) as a strong interaction partner
candidate. We mapped the domains responsible for the interaction between these two
proteins, also by two-hybrid and identified the LBD domain of PPARY as involved in the
interaction. The same studies with KGA fragments, although incomplete, showed that the
interaction did not involve the carboxy-terminal domain of the enzyme. KGA and PPARYy
proteins were expressed in E. coli, purified and their interaction was analyzed by pull-down,
fluorescence anisotropy, electrophoresis under native conditions, gel filtration
chromatography and crosslinking. The assays indicated that the interaction is favored by the
presence of the reaction product glutamate and has a Kd of 4,6 £ 0,5 uM and disfavored by
phosphate. Immunogold labeling followed by transmission electron microscopy of SKBR3
cells revealed a curious nuclear staining pattern probably heterochromatic of KGA.
Immunofluorescence confocal microscopy showed that both proteins co-localize in the
cytoplasm but not in the nucleus. Moreover, it was found that in HEK 293T cells, the
presence of KGA decreases PPARy ability of inducing transactivation of a reporter gene,
while PC3 cell overexpressing KGA have low levels of protein expression ACADL target this
receptor. Likewise, activity in vitro assays in the presence of KGA showed that PPARy
receptor inhibits the glutaminase activity. Our results demonstrate the in vitro interaction
between proteins KGA-PPARy and the potential functional influence that these proteins
exerts on each other. Given the involvement of both proteins in the tumor growth, it is

speculated that this interaction may have impact on the development of cancer.
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1 Introducao

1.1 O efeito Warburg

A proliferacdo celular em mamiferos é essencial para diversos processos do
organismo tais como a embriogénese, o crescimento e a correta funcdo de vdrios tecidos
adultos. O processo estd sob o fino controle de vias de sinalizacdo acionadas por fatores de
crescimento, mesmo quando na presenca abundante de nutrientes. No caso de tumores, essas
mesmas vias se tornam constitutivamente acionadas devido a muta¢des em oncogenes e/ou
supressores de tumores, o que leva, entre outros, a0 aumento robusto na captagdo dos
nutrientes e proliferacio desregulada '~. Os nutrientes captados sdo direcionados para vias
metabdlicas que visam a produgdo dos intermedidrios biossintéticos, como aminodcidos,
lipideos e acidos nucléicos, posteriormente usados na sintese de macromoléculas requeridas
para o crescimento e divisdo celular. Desta maneira, sinais que estimulam a proliferacao
celular precisam também participar na reorganizac¢do da atividade metabdlica que permitird o
inicio da proliferacdo de células até entdo quiescentes. O completo conhecimento dos
mecanismos de regulacdo destes diferentes fluxos metabdlicos é de suma importancia para o

. .. - 4
entendimento do processo de multiplicagdo celular e consequente processo tumoral ~.

Na ultima década, o estudo de diversos tipos de células proliferativas tem permitido o
desenho de um cendrio completo do metabolismo de células em constante divisdo. Este
metabolismo difere de células quiescentes pela alta taxa de glic6lise, mesmo na presenca de
oxigénio, producdo de lactato e a biossintese de lipideos e outras macromoléculas LA
observagdo deste fendmeno foi originalmente feita pelo fisiologista alemdo Otto Warburg em

meados da década de 1920 > e rendeu 2 Warburg o Prémio Nobel em Fisiologia ou Medicina
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em 1931. A observacdo de Warburg é hoje bastante aceita pela comunidade cientifica, ja
tendo sido demonstrada em diversos tipos de cancer. Além disto, o “efeito Warburg”, ou
glicélise aerdbica, como ficou conhecido, estd associado ao aumento concomitante na
captacdo de glicose e € explorado clinicamente na deteccdo de tumores pela técnica do FDG-

510 A captacdo

PET (Fluordeoxyglucose Positron Emission Tomography) (Figura 1)
aumentada de glicose detectada pela técnica FDG-PET se correlaciona com um progndstico

. . L L. . 4
ruim e alto potencial metabdlico em vérios tipos de tumor .

Figura 1: Tomografias de

Pre-therapy Fost-therapy

emissdo de pdsitron usando
glicose marcada com fldor 18
(FDG-PET). As figuras
mostram  diminui¢do  de
tumores, visualizados como
regides de alta captacdo de
glicose marcada, apds terapia
anticincer. O tumor (T) €
facilmente visualizado por
FDG-PET antes da terapia (a
esquerda). Apds 4 semanas de

tratamento (direita), o tumor

regride e praticamente nio se
detecta mais a captacdo da glicose. Excesso de FDG que € excretado na urina e, portanto, os rins (K) e bexiga

(B) também emitem sinal .

Na presenca de oxigé€nio, células ndo transformadas metabolizam glicose produzindo
dioxido de carbono pela oxidacdo do piruvato, gerado pela via glicolitica, na mitocOndria
através do ciclo do 4cido tricarboxilico (TCA). Esta rea¢do produz NAD" reduzido (NADH)

que abastece a fosforilacdo oxidativa maximizando a producdo energética em 36 moléculas de
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ATP por molécula de glicose, com uma producdo minima de lactato. Sob condi¢des
anaerdbicas células ndo transformadas produzem maior quantidade de lactato. Em contraste, a
maioria das células cancerosas produzem grandes quantidades de lactato, independentemente
da disponibilidade de oxigénio com um rendimento maximo de apenas 4 moléculas de ATP
por molécula de glicose e, por isso, o seu metabolismo é muitas vezes referido como
"glic6lise aerébica" (Figura 2)'".

A via da glicélise aerdbica é somente 5% eficiente em termos da producido de ATP
quando comparada com a fosforilacdo oxidativa, o que poderia indicar um contrassenso as
necessidades energéticas de tecidos tumorais. Entretanto, com uma taxa glicolitica alta o
suficiente, como acontece no processo canceroso, a porcentagem final de ATP produzida pela
glicélise pode exceder a produzida pela via oxidativa. Além disso, a provavel ineficiéncia na
producdo de ATP seria um problema somente no caso de escassez de suprimentos, como a
glicose, o que ndo é o caso das células proliferativas de mamiferos que estdo expostas a um
continuo suprimento de glicose e outros nutrientes disponiveis na corrente sanguinea. Além
do mais, em contraste com a respiracdo mitocondrial, a geracdo de energia pela glicolise é
independente da presenca de oxigénio no ambiente celular, conferindo assim aos tumores a
capacidade de sobrevivéncia e a possibilidade de migra¢do para dreas hipdxicas, um fator
crucial pra o crescimento do mesmo. Entretanto, a observa¢do de que células derivadas de
tumores hipdxicos cultivadas em condi¢des de norméxia ainda mantém o fendtipo glicolitico
indica que a forca dirigente do aumento da gliclise ndo é uma simples adaptacdo as
condicdes de falta de oxigénio e que, ao contrario, mecanismos genéticos estabilizados podem

o 10
promover a ativacao glicolitica dentro dos tumores .
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Differentiated tissue Proliferative Tumor

S & tissue
. (S

LX) or
+0, -0, R
+/=05
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Pyruvate 85%
Lactate Y Lactate
Lactate
Oxidative Anaerobic Aerobic
phosphorylation glycolysis glycolysis
~36 mol ATP/ 2 mol ATP/ (Warburg effect)
mol glucose mol glucose ~4 mol ATP/mol glucose

Figura 2: Representacdo esquemadtica das diferencas entre a fosforilagdo oxidativa, glicdlise anaerdbica, e
glicdlise aerdbica (efeito Warburg). Na presencga de oxigénio, tecidos ndo proliferativos metabolizam a glicose,
através da glicdlise, para piruvato e, em seguida, oxidam completamente a maior parte do piruvato produzindo
CO; na mitocondria, durante o processo de fosforilacdo oxidativa. O oxigénio é necessdrio como o ultimo
aceptor de elétrons para oxidar completamente a glicose, tornando-se essencial para este processo. Quando o
oxigénio € limitante, as células podem redirecionar o piruvato gerado pela glicélise para fora da fosforilacdo
oxidativa mitocondrial através da geracdo de lactato (glicdlise anaerdbica). Esta geracdo de lactato durante a
gliclise anaerdbica permite a glicélise continuar (pela oxidagdo de NADH a NAD™ ), mas resulta na produgio
minima de ATP quando comparada com a fosforilacdo oxidativa. Warburg observou que as células cancerosas
tendem a converter mais glicose em lactato independentemente da presenga de oxigénio (glicélise aerébica).
Esta propriedade é compartilhada por tecidos normais proliferativos. A mitocondria permanece funcional e parte
da fosforilagdo oxidativa continua tanto nas células cancerosas quanto nas células normais proliferativas. No
entanto, a glicdlise aerdbica é menos eficiente do que a fosforilagdo oxidativa para a geragdo de ATP. Em
células proliferativas, cerca de 10% da glicose € desviada para vias biossintéticas upstream da producio de

piruvato '

Outro aspecto importante do processo de adaptacdo metabolica tumoral que decorre da
intensificacdo das vias glicoliticas € que o mesmo, além de atender as necessidades

bioenergéticas das células, também coopera com a necessidade da produ¢do de intermediarios
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usados na sintese das macromoléculas, essencial para duplicacdo da biomassa celular. Neste
sentido, a via da glicélise, através dos bracos oxidativos e ndo oxidativos de produgdo de

. , . 4 , 1
ribose 5-fosfato, é fonte essencial de blocos moleculares para a sintese de nucleotideos 0

1.2 O ciclo do acido tricarboxilico

Para sintetizar lipideos, proteinas e dcidos nucléicos, as células usam precursores do
ciclo do 4cido tricarboxilico (TCA) (Figura 3). Desta maneira, o papel chave do ciclo TCA
nas células em proliferacdo € o de agir como uma fonte de metabdlitos para a biossintese. Isto
representa uma diferenga importante em relacio ao metabolismo ndo proliferativo de tecidos
oxidativos, como o cardiaco por exemplo, onde a visao tradicional do ciclo TCA € o de servir
para extragdo maxima de ATP a partir de substratos oxiddveis. Durante a proliferacdo celular,
muito do carbono que entra o ciclo TCA € usado em vias biossintéticas que consumem, ao
contrario de produzir ATP. O resultado € o continuo efluxo de intermedidrios metabdlicos

(cataplerose) it

A sintese de lipideos (4cidos graxos, colesterol, e isoprendides) € o perfeito exemplo
de cataplerose que ocorre nas células proliferativas. A glicose metabolizada que entra no ciclo
TCA dentro da mitocondria na forma de piruvato é convertida a acetil-CoA, e entdo em
citrato. Os niveis diminuidos de super-6xido dismutases encontrado em alguns tumores levam
ao acumulo de espécies reativas de oxigénio (ROS — reactive oxigen species), resultando na
inibicdo da metalo-proteina aconitase, que € parte do ciclo do 4cido citrico e converte citrato
em isocitrato. O citrato acumulado € exportado da mitocOndria para o citoplasma onde €
convertido a oxaloacetato (OAA) e o precursor lipogénico, acetil-CoA, alimentando a sintese

de lipideos. Outros intermedidrios do ciclo do TCA também sdo usados para a biossintese de
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diferentes macromoléculas, como o OAA e a-cetoglutarato, os quais suplementam o pool de
aminodcidos ndo essenciais que serdo usados para a sintese de proteinas e nucleotideos
(Figura 3). Estes fendmenos corroboram com o truncamento do ciclo TCA, o que compromete

a producdo de NADP reduzido e intermedidrios metabdlicos.
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Figura 3: Células tumorais obtém os precursores biossintéticos a partir do metabolismo da glicose e glutamina.
A glicose e a glutamina, os quais sdo os dois nutrientes mais abundantes no meio extracelular, fornecem carbono
para a sintese de 4cidos nucléicos, lipideos e proteinas. A biossintese de purina e pirimidina utiliza ribose 5-
fosfato (RSP) produzida pelos bracos oxidativos e ndo-oxidativos da via ribose fosfato, e aminodcidos derivados
da glicose e glutamina. A sintese de 4cidos graxos, necessaria para a produgdo de lipideos requer acetil-CoA
(Ac-CoA) gerado a partir do citrato exportado da mitocondria. A sintese de proteinas requer aminoacidos,
tRNAs e ribossomos, sendo que ambas glicose e glutamina sdo usados para gerar estas moléculas. Glutamina
também doa nitrogénio para nucleotideos e para a sintese de aminodcidos. P, fosfato; GA3P, gliceraldeido3-

fosfato; 3-PG, 3-fosfoglicerato; PRPP, fosforibosilpirofosfato; Mal-CoA, malonil-CoA'’.
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A cataplerose do ciclo do TCA precisa ser compensada por algum mecanismo
anaplerdtico de maneira a manter o ciclo do TCA funcional. Uma fonte importante de
anaplerose ¢ o metabolismo de aminodcidos, particulamente o da glutamina, o aminoécido
mais abundante em mamiferos. A glutamina em tecidos normais serve como carregador ndo-
téxico de nitrogénio, além de ser precursor na sintese de outras moléculas importantes como
glutationa, 4acido f6lico e neurotransmissores como glutamato e 4cido y-aminobutirico

(GABA) 1,

As células podem oxidar a glutamina parcialmente de uma maneira andloga a
oxidagdo parcial da glicose através da glicSlise aerdbica. Esta via, conhecida como
glutamindlise, a qual € indiferente aos niveis de ROS encontrados em tumores, usa diversos
passos do ciclo TCA e torna a glutamina uma fonte energética para as células proliferativas
410120 primeiro passo da glutamindlise é orquestrado pela glutaminase que catalisa a
deaminagdo hidrolitica da glutamina em glutamato. Além da formacdo de glutamato ha
também a formacgdo de aspartato, os quais, junto com a glutamina por si, sdo precursores de
dcido nucléico e serina. Também dentro da via da glutamindlise, o alfa-cetoglutarato,
produzido a partir do glutamato, é convertido em succinato, o qual € metabolizado a fumarato
e entdo malato. A conversdo do malato tanto em oxaloacetato quanto em piruvato (no
citoplasma) € importante fonte de NADPH e evidéncias sugerem que essa etapa pode ser a
maior fonte de NADPH em células cancerosas. Oxaloacetato, combinado com acetil-CoA,
gera citrato e alimenta a produgdo de lipideos. Espectroscopia de ressonancia magnética
nuclear na presenca de substratos marcados com C" tem revelado o uso da glutamina como o
principal precursor anaplerdtico em células de glioma proliferativas 16 Além disto, estudos

recentes mostram que a inibi¢do da enzima glutaminase por um inibidor sintético, assim como
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seu knock-down por siRNA, desacelera o crescimento tumoral sem, entretanto, afetar células
normais '

Tomados em conjunto, estas observacdes sugerem que o metabolismo da glutamina
permite as células proliferativas manterem um fluxo anaplerético compativel com o uso dos
intermedidrios metabdlicos do ciclo TCA como precursores biossintéticos. A Figura 3
apresenta um quadro geral que resume como o metabolismo de células proliferativas é

adaptado para a biossintese.

1.3 As diferentes glutaminases

Mamiferos cont€ém dois genes distintos, mas estruturalmente relacionados, que
codificam para a glutaminase. Estes genes provavelmente se formaram por duplicacido

seguida de evolucdo divergente '*'

e codificam para pelo menos trés diferentes isoformas de
glutaminases. O gene GLS1, constituido de 19 éxons e presente no cromossomo 2, codifica
para duas isoformas produzidas por splicing alternativo, denominadas KGA (Kidney-type
glutaminase) e GAC (Glutaminase C). A KGA apresenta os éxons 1-14/16-19 € expressa de
maneira constitutiva na maioria dos tecidos, com excecao do figado 2021 A GAC ¢ codificada
pelos éxons 1-15, sendo comumente encontrada em coragdo, pancreas, rim € pulmao 2l KGA
e GAC compartilham completa identidade sequencial desde o N-terminal até o fim do

dominio glutaminase, e, devido a ocorréncia de splicing apds a sequéncia codante para estas

regides, o C-terminal das duas € somente 4% idéntico (Figura 4).

O gene GLS2, presente no cromossomo 12, consiste em 18 éxons e codifica para a
enzima LGA, ou Liver-type Glutaminase. Originalmente identificada no figado, LGA também

. ) . " 22
€ encontrada em tecidos cerebrais e no pancreas ~.
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Figura 4: Representacdo das isoenzimas LGA e KGA e de sua isoforma, GAC. Em laranja e marrom encontram-
se os dominios cataliticos. Em vermelho estd representada as regido traduzida pelo éxon 1 que é processada apds
a entrada da enzima na mitocondria. Em azul, os dominios do tipo ankyrin repeat detectados por alinhamento de
estrutura secundaria (dados ndao mostrados). PDZ-br (PDZ-binding-region), em verde, denota o dominio de
interac@o com proteinas com regides PDZ. NRb, em preto, sdo regides com o peptideo conservado LXXLL (L =
leucina; X = aminodcido qualquer), normalmente encontrado em proteinas co-ativadoras de receptores nucleares.
Os ndmeros 669, 598 e 602 indicam a quantidade de residuos da KGA, GAC e LGA, respectivamente. MS,

mitochondrial signaling sequence, ANK, ankyrin repeat.

Apesar de serem genes distintos, as principais diferengcas entre as sequéncias de
nucleotideos que codificam para as isoenzimas KGA e LGA encontram-se somente no éxon
inicial e nos que procedem ao sitio catalitico (16 a0 19 em KGA e 16 ao 18 em LGA). O éxon
1 compartilha 62.5% de identidade entre os dois genes e codifica para 129 residuos em KGA,
enquanto que somente 61 residuos para LGA. A sequéncia codificada contém os sinais
envolvidos para o direcionamento das proteinas para a mitocondria. A por¢do C-terminal,
logo apds o sitio catalitico, apresenta 62% de identidade entre as isoenzimas KGA e LGA.
Uma por¢do desta regido na proteina humana da LGA foi recentemente envolvida no
reconhecimento de proteinas com dominio PDZ (PSD95/Dlg/Z01), comumente encontradas

no cérebro (Figura 4) # Uma proteina em especifico, a GIP-1 (Gutaminase interacting
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protein 1), funciona como scaffold da LGA e foi proposta ser responsavel por direciond-la

1. . - . L, . A . 24
para multiplas localiza¢des subcelulares tais como a membrana, nicleo e mitocondria .

Anélises de bioinformética detectaram dominios do tipo ankirin (ANK) no C-terminal
das sequéncias da KGA e LGA. Os dominios do tipo ANK possuem tipicamente 33 residuos
formando um motif em forma de L, que contém duas hélices a antiparalelas conectadas por
um loop curto. Estes dominios mediam contatos interprotéicos em varias familias de proteinas
tais como as de membrana e citoesqueleto, reguladores transcricionais, toxinas e inibidores de
CDK (cyclin-dependent kinase) *, levantando a possibilidade destas duas isoenzimas estarem
envolvidas em contatos proteina-proteina. Outra observacdo interessante € de que as trés
proteinas possuem pelo menos duas sequéncias consenso do tipo LXXLL, também chamada
de NRbox (Nuclear Receptor box) (Figura 4), o que levanta a hip6tese de que estes segmentos
possam estar envolvidos na associa¢do das glutaminases com receptores nucleares, uma vez
que a isoenzima LGA, assim como a KGA, j4 foram detectadas no ndcleo *° e possuem sua
expressdo aumentada por glucocorticdides (hormdnio que ativa o receptor de glucocorticdide
— GR — glucocorticoid receptor) 2728 Estudos recentes do laboratério mostraram, por western

blot de fragdes subcelulares, que a KGA estd presente também no citoplasma .

1.4 Potenciais Parceiros de Interacao da KGA

1.4.1 Aldolase A

Na busca por parceiros de interagdo da KGA, ensaios de pull-down foram feitos em

nosso laboratdrio, durante a iniciacdo cientifica do candidato a este titulo, usando-se a
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proteina recombinante como isca. Apds andlise por espectrometria de massas o resultado

indicou a enzima Aldolase A como provavel candidato (Figura 5).

A) X X - KGA B)

M - x x Hme

1. IPI00465439  Mass: 39851  Score: 161  Matches: 7(2) Sequences: 6(2)
Tax_Id=9606 Gene_Symbol=ALDOA Fructose-bisphosphate aldolase A
[]Check to include this hit in error tolerant search or archive report

Query Observed Mr(expt) Mr(calc) Delta Miss Score Expect Rank Unique Peptide

i 1 382.2539 762.4931 762.4640 0.0292 0 29 0.17 1 U K.VLAAVYK.A

"l 2 401.2588 800.5031 800.4756 0.0275 0 (29) 0.22 1 U R.ALQASALK.A

v 3 401.2613 800.5081 800.4756 0.0326 0 39 0.021 1 U R.ALQASALK.A

W 43 566.8130 1131.6115 1131.5706 0.0409 0 20 &5 1 U R.ALANSLACQGK. Y

[V 44 448.2563 1341.7470 1341.7041 0.0429 0 1 8.1 1 U K.ADDGRPFPQVIK. S

V| 46 549.6222 1645.8447 1645.8019 0.0428 1 23 0.52 1 v R. LQSIGTENTEENRR.F

W 49 703.0501 2106.1284 2106.0891 0.0392 0 39 0.007 1 v K. IGERTPSALAIMENANVLAR. Y

Proteins matching the same set of peptides:
IP1I00796333  Mass: 45688 Score: 161  Matches: 7(2) Sequences: 6(2)
Tax_Id=9606 Gene_Symbol=ALDOA 45 kDa protein

Figura 5: A) SDS-PAGE corado com nitrato de prata do ensaio de pull-down realizado com a KGA purificada,
imobilizada em resina de afinidade a metais como isca e incubada contra extratos celulares totais de células
humanas de epitélio mamadrio. Canaleta 1, input de proteina recombinante, 2, KGA incubada com resina e lisado,
3, lisado incubado com resina (controle negativo). Banda protéica diferencial é indicada por asterisco. B)
Resultado da espectrometria de massas que identificou, ap6s tripsinizacdo das proteinas contidas no fragmento
de acrilamida e andlise dos peptideos gerados por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas
sequencial, a proteina Aldolase A. O score do resultado foi de 161, maior que o considerado significativo para a

técnica, que foi de 33. M, marcador de peso molecular.

A Aldolase A € a enzima do quarto passo da via glicolitica, altamente expressa em
células musculares, que converte frutose 1-6-bifosfato em dihidroxicetona fosfato e
gliceraldeido 3-fostato. Embora a funcdo enzimatica da Aldolase no metabolismo de
carboidratos esteja bem definida, varios papéis ndo cataliticos ji foram descritos e sua
interacdo com vdrias protefnas nio relacionadas com as enzimas glicoliticas, incluindo actina

F, a-tubulina, cadeia leve da dineina 8, o fator de promog¢do de nucleacio de actina WASP, a
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proteina de triagem endocitética nexina-9, e a fosfolipase D, sugerem que a Aldolase possui
importante funcdo como scaffolder, na coordenagdo do trafico de membrana e na dindmica do

. e . 1
citoesqueleto na periferia da célula ',

Além da isoforma A, codificada pelo gene ALDOA, outras duas isoformas sio
conhecidas para a Aldolase, B e C, codificadas pelo gene ALDOB e ALDOC
respectivamente. A isoforma B € expressa predominantemente em figado e rim e a isoforma C
em tecidos nervosos. A superexpressao de Aldolase tem sido encontrada em vérios tipos de
tumores, incluindo cancer cervical, endometrial, renal, pulmonar e de préstata, servindo assim
como biomarcador em exames laboratoriais, cujo diagndstico positivo de superexpressio €

32,33

vinculado ao quadro maligno de cancer . Desta maneira, a Aldolase A se tornou um

interessante alvo de estudo como provavel parceiro de interacdo da KGA.

1.4.2 BNIP-H

Recentemente, um estudo revelou que a proteina BNIP-H ou Caytaxin, altamente
expressa em tecidos neuronais, e cujas mutagdes no gene que a codifica (ATCAY) leva a
distirbios como ataxia, distonia e retardo mental, ¢ um parceiro de interagdo da isoforma
KGA. O resultado desta parceria € o controle do trifego da KGA em células nervosas,
relocalizando-a da mitocOndria para os neuritos, além da inibicdo da atividade de glutaminase
e reducdo dos niveis do neurotransmissor glutamato. Assim, a perda da fun¢do glutaminolitica
e consequente desregulacdo dos niveis de glutamato nas fendas pds-sindpticas podem
propiciar a ataxia, distonia ou outras desordens neuroldgicas. A interacdo foi caracterizada

como ocorrendo via parte do dominio catalitico da KGA e do dominio BCH da BNIP-H, mas
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as bases estruturais da mesma e o0s mecanismos de inibicdo enzimdtica ndao foram

. 4
determinados ***°,

Outras funcdes para a BNIP-H ainda ndo foram descritas na literatura, contudo, a
proteina possui outras duas isoformas, a BNIP-2 e a BNIP-Sa. A BNIP-2 foi originalmente
descrita como parceiro de interacdo da proteina anti-apoptdtica Bcl-2 e também foi
relacionada com a dindmica celular no alongamento de sali€ncias na membrana. A outra
isoforma BNIP-Sa estd envolvida na indu¢do do arredondamento da célula e no processo de
apoptose através de sua interacdo com as GTPases pSORhoGap e RhoA. Ambas isoformas
possuem o dominio BCH descrito como intermediador de intera¢des proteina-proteina e alvo
de pequenas GTPases como a CDC42 *, cuja atuacio também estd descrita no aumento da
atividade de glutaminase em cancer 17, tornando a BNIP-H um interessante alvo de estudo na

interacdo com a KGA no contexto tumoral.

1.4.3 Receptores nucleares

Além da identificacdo das proteinas Aldolase A e da BNIP-H como provaveis
parceiros de interacdo da KGA, o ensaio de duplo hibrido em levedura realizado pelo pds-
doutorando Dr. Marcel Nakahira em nosso laboratorio identificou, dentre outras proteinas, a
proteina Peroxisome proliferator-activated receptor gamma (PPARY) como potencial parceiro

de interacdo da KGA.

A maioria dos organismos comunicam-se através de sinais intercelulares, por meio de
secrecoes de centenas de tipos de moléculas sinalizadoras como proteinas, pequenos
peptideos, aminodcidos, nucleotideos, esterdides, retindides, derivados de dcidos graxos, além

de gases como 6xido nitrico, mondxido de carbono, oxigénio dentre muitas outras moléculas.
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As células alvos respondem independentemente da natureza das moléculas sinalizadoras, por
meio de proteinas especificas denominadas receptores. Os receptores podem ser proteinas
transmembranas localizadas na superficie da célula alvo ou localizados internamente a

mesma.

Os receptores nucleares constituem uma superfamilia de proteinas filogeneticamente
relacionadas com 21 genes no genoma completo de Drosophila melanogaster, 48 em seres
humanos [e um adicional FXRb, em rato] e, de forma inesperada, mais de 270 genes no verme
nematéide Caenorhabditis elegans *°. A maioria dos receptores que se localizam e agem no
ndcleo das células sio membros da superfamilia de receptores nucleares (NRs), formadas
pelos receptores para os hormdnios lipofilicos (esterdides, retindides, vitamina D3 e
tireoideanos), de metabdlitos enddgenos (4dcidos biliares e oxiesterol), xenobidticos (que
medeiam a transcricdo de uma variedade de enzimas desintoxicantes que sdo membros da
familia de supergenes das moléculas do citocromo P450 (CYP) em processos de
desintoxica¢do), assim como de receptores Orfaos para os quais os ligantes naturais ndo foram

. . 36-38
identificados .

Os receptores nucleares sdo geralmente proteinas de 50 a 100 kDa responsdveis pela
regulacdo da transcricdo de genes alvo, podendo atuar na forma homo ou heterodimero. Estes
receptores medeiam os efeitos pleiotropicos dos hormonios lipofilicos através da ativagdo
dependente de ligante, repressdo independente do ligante e transrepressdao dos genes alvos.
Desse modo, estdo envolvidos em variados processos fisiolégicos como regulacdo do

) e ) . . 39-43
desenvolvimento, divisdo, diferenciacdo celular, metabolismo e homeostase .

Os membros da superfamilia dos receptores nucleares apresentam estruturas

semelhantes com trés dominios principais (Figura 6 A). O primeiro dominio € o N-terminal,
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que contém a funcdo de ativacdo transcricional 1 (AF-1), responsdvel pela ativacdo da
transcricdo na auséncia do hormdnio 2.0 segundo dominio, altamente conservado, &
conhecido como dominio de ligagdo ao DNA (DNA binding domain - DBD). Este dominio
possui cerca de 80 aminodcidos e contém motifs curtos (P-box), responsaveis pela ligagdo em
regides regulatorias especificas dos genes contendo o motivo AGGTCA. O DBD também esté
envolvido na dimerizacdo de receptores nucleares e possui dominios do tipo “zinc fingers”,
arranjos protéicos constituidos de uma a-hélice e uma folha B-pregueada, mantidas unidas por
um ion de zinco na regido central. Este arranjo confere maior estabilidade de dobramento,
permitindo associacdes firmes quando da ligagcdo aos elementos responsivos na regido
regulatéria de genes alvo. O terceiro dominio é o dominio de ligacdo do ligante (Ligand
binding domain - LBD), o qual contém cerca de 250 aminodcidos e € responsavel pela ligacao
do receptor a0 hormdnio 2’>°. Além disto, o LBD carrega a funcdo de ativacdo dependente de
ligante (AF-2), que pode regular a transcricio de genes alvo e também promover a
dimerizacdo desses receptores e consequente interagdo com as protefnas co-reguladoras (co-
ativadores e co-repressores). Entre os dominios DBD e LBD encontra-se uma curta sequéncia
conhecida por hinge ou dobradica, que participa na interagcdo dos NRs com os co-repressores,

" . . o2 . 36,44-48
permitindo o movimento relativo entre os dois médulos que leva ao encaixe no DNA .

Os receptores nucleares interagem com proteinas co-reguladoras para ativar ou
suprimir a transcri¢do de genes. Tanto os receptores na sua forma apo (ndo ligado ao ligante)
como na forma holo (em complexo com o ligante), dentro do nucleo celular, fazem parte de
um grande complexo protéico que modifica a estrutura da cromatina e influencia os

43

promotores dos genes na sua vizinhanga A repressdo na transcricdo de genes ¢é

caracteristico de receptores nucleares em sua forma apo, que recruta o complexo co-repressor
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com atividade histona deacetilase (HDAC). A ligacdo destes receptores com seus agonistas
promovem mudangas conformacionais, localizadas principalmente na regido C-terminal, que
induzem a dissociacdo dos co-repressores € o recrutamento de co-ativadores. Desta maneira,
apods a ligacdo do receptor com o ligante (forma holo) o complexo HDAC € dissociado e o
primeiro complexo ativador com atividade histona acetiltransferase (HAT) € recrutado. A
interacdo do co-ativador se dad via interacdes com um motivo hidrofébico conservado (NR
box, motivo LXXLL) do LBD, resultando na descondensacdo da cromatina, a qual acredita-se
ser necessdria mas nao suficiente para ativagdo da transcricdo de genes alvo. Em seguida, o
complexo HAT se dissocia, um segundo complexo co-ativador € agregado
(TRAP/DRIP/ARC) promovendo contato com a maquinaria basal de transcri¢cdo e resultando

na ativagdo da transcri¢ao dos genes alvo 30475254,

A/B

A)
A
AF-1 ‘ NSL AF-2
—— ——

L ) | A A )
T

T T T T
N-terminal DBD hinge LBD Regido F

Figura 6: A) Representacdo esquemadtica da organizacdo
estrutural e funcional dos receptores nucleares. C (em verde) e E
(em amarelo) representam os dominios estruturalmente
conservados, DBD e LBD, respectivamente, enquanto que as
barras cinza ilustram as regides divergentes A/B, D e F. A regido
F estd ausente em alguns receptores. Duas fungdes de ativacio da
transcricdo (AFs) tem sido descritas entre os vdrios receptores

nucleares, uma regido AF-1 constitutivamente ativa (se retirada

do contexto do receptor) e presente na regido A/B, e outra regido AF-2 induzida por ligante e encontrada na
regidao E (hélice 12). Dentro destas funcdes de ativacdo, tem-se definido na regido amino-terminal dos
receptores, por exemplo, de estrégeno (ER, Estrogen Receptor) e progesterona (PR, Progesterone Receptor),

dominios auténomos de transativacido (ADs dentro dos circulos pretos, identificados em PR; dentro dos boxes
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azuis, identificados em ER). Outro dominio de ativagdo auténomo foi identificado na por¢do C-terminal do
dominio de ligacdo do ligante (LBD) dos receptores nucleares. NSL, sinal de localizag¢do nuclear *’*°. B)
Estrutura cristalografica do heterodimero PPARy-RXRa ligado a um fragmento de DNA em sua forma holo. A
figura mostra a interacdo entre os receptores o peptideo co-ativador (CoA), a hélice 12 (H12). Em roxo o
fragmento de DNA, em verde o PPARY, em azul o RXRa, em vermelho os peptideos co-ativadores (CoA) e em

laranja as hélices 12 (H12) **°".

Virios estudos demostraram que o motivo LXXLL est4 envolvido na interacio dos co-

4 . N L. C. .
648 Experimentos de mutagénese sitio-dirigida e estudos

ativadores com os NRs
cristalograficos revelaram que peptideos co-ativadores que contém o motivo LXXLL, se
ligam a uma regido do LBD formada pelo empacotamento da hélice H12 contra as H1-H2 e

H3, processo que resulta da interacdo do receptor com seu ligante agonista (Figura 6 B) *°°"

57

Além dos co-ativadores cldssicos, algumas proteinas tém emergido como capazes de
interagir e alterar a atividade de transativacao de receptores nucleares. Um variante por
splicing alternativo da tioredoxina redutase, que contém o motivo LXXLL, foi implicado na
interacdo direta com o receptor de estrogeno (ER). Estudos transcricionais demonstraram que
esta proteina afeta a ativacdo génica dependente de estrégeno, dado que compete com o co-
ativador pela interacdo com o receptor deste hormoOnio, colocando esta isoforma da
tioredoxina como um importante modulador da sinalizacdo por estrégeno * A proteina
supressora de tumor BTG2 também apresenta sequéncias do tipo LXXLL, e recentemente foi
mostrada contactar diretamente o receptor de andrégeno (AR), em uma interacdo que é
fortalecida pelo horménio andrégeno YA expressao ectopica de BTG2 causou uma inibi¢cao
significativa da atividade transcricional mediada por AR, além de ter promovido uma

. . . ~ . ~ 7 A Z 5
diminuicio na proliferacio de células de cincer de prostata .
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Outro caso interessante, desta vez envolvendo a translocag@o do receptor 6rfao Nurr77
para a mitocondria, coloca 0 mesmo como chave no processo apoptético . Nurr77 converte
Bcl-2 em pré-apoptética através da interacdo com um loop da mesma que se traduz em
mudangas alostéricas com concomitante exposicio do dominio SH3 e sequestro da proteina

anti-apoptética Bel-Xp ©'.
1.43.1 PPARy

PPARy € um fator de transcri¢do ativado por ligantes, bem como seus outros dois
isotipos existentes PPARa e /3, que pertencem a familia de receptores nucleares. Desde sua
descoberta, ha mais de 20 anos, numerosos estudos revelaram a importancia dos isotipos de
PPAR em importantes fungdes bioldgicas como inflamagdo, sobrevivéncia celular e
diferenciacdo ®%. PPARs sido ativados por ligantes endégenos derivados do metabolismo de
dcidos graxos e outros componentes da dieta, consistente com o fato de PPARs regularem a
expressdo de muitos genes envolvidos no metabolismo da glicose e lipideos. PPARs atuam
como heterodimeros com o seu parceiro obrigatdrio, o receptor de retindide X (RXR). O
dimero PPAR-RXR recruta complexos cofatores, ambos co-ativadores ou co-repressores, que
modulam a atividade transcricional de genes alvo especificos através da interacdo com o
peroxisome-proliferator response element (PPRE), de sequéncia consenso 5’-AGGTCA N

AGGTCA-3’, encontrada na regido promotora dos genes alvo 62,

Como citado acima, o PPARY possui outros dois isotipos (PPARa e PPARPB/S) os
quais sdo codificados por genes distintos. Além disso, o PPARy apresenta duas variantes

(PPARY; e PPARY;) as quais distinguem-se pelos 30 aminodcidos adicionais presentes no N-

terminal da variante 2 (Figura 7) o4,
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Os isotipos do PPAR podem ser expressas em partes distintas do organismo. O
PPARa ¢ expresso em figado, rim, intestino, coragdo, musculo esquelético, tecido adiposo
marrom, glandula adrenal e pancreas. PPARP/3 € expresso amplamente em todos os tecidos
testados até hoje, enquanto que o PPARY, cuja expressdo parece ser mais restrita, é altamente
expresso em tecido adiposo, branco e marrom, e em menor nivel no epitélio intestinal, retina,

musculatura esquelética e 6rgdos linféides .

Figura 7: Esquema dos isotipos

1 7 137 215 aa1
hPPARB/S DBD LBD J humanos de PPARP/3, PPARa e
1 101 166 273 468 PPARy. As isoformas sdo
hPPARa ﬁ“\ 70 ] representadas linearmente
1 = 73 5 477 demonstrando  os  dominios
hPPARY, ﬂi\ 2] ] conservados ~ DNA  binding
1 30 140 205 281 507

(LBD). Os

domain numeros

mostrados acima de cada receptor representam os aminodcidos em cada posicdo e a porcentagem de identidade,
comparada com o primeiro isotipo apresentado (PPARP/S), € indicada dentro de cada caixa. PPARy, e PPARYy,

se distinguem por 30 aminodcidos extras no N-terminal do PPARy, **.

O PPARa atua com pega central na manutencdo da homeostase de lipideos, cujo
primeiro passo € aumentar a capacidade celular em mobilizar e catabolizar dcidos graxos,
principalmente no figado, durante escassez de nutrientes. Nesta situacdo, a oxidacdo de acidos
graxos é essencial para obten¢do de energia. O PPARPB/0 também regula a homeostase de
lipideos e glicose e a ativagdo do PPARP/d por ligantes especificos aumenta os niveis de
colesterol HDL em ratos, primatas € humanos. J4 o PPARy, proteina crucial para o

desenvolvimento placentdrio e corondrio, também € essencial para a adipogénese e

armazenagem de lipideos. O tecido adiposo branco € o primeiro alvo do agonista do PPARY,
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tiazolidinedionas, o qual diminui os niveis séricos de lipideos através da adipogénese e

armazenagem dos mesmos, bem como o aumento na sensibiliza¢do de insulina 03,

O envolvimento do PPARY no desenvolvimento de tumores em diversos tecidos ainda
¢ discutido. A ativacdo do PPARY mostrou efeitos anti-tumorigénico em células de cancer de
colo, mama, préstata e pulmdo. A ativacio do PPARYy por agonistas podem promover a
diferenciacdo, inibir o crescimento celular e aumentar a apoptose em linhagens de células de
cancer humano e em modelos animais de cincer, inibindo a tumorigénese ®. A ativacdo do
PPARY em linhagens de células de cancer € associada a diversos processos como a inducio da
parada do ciclo celular, aumento na expressado de mRNA e proteinas necessarias para a
diferenciacdo, incluindo queratina, antigeno carcinoembriondrio, E-caderinas, fosfatase
alcalina, development-regulated GTP-binding protein 1 (DRGI1), bem como mudancgas na
morfologia celular ®. Além disso, a expressdo dos genes pl6, p21 e p27, bem como o gene
supressor tumoral PTEN, € upregulated pelo PPARYy, enquanto que os genes para beta-
catenina, a COX-2, VEGF, Bcl-2 e NF-«xP sdo dowregulated. Finalmente, PPARY reduz a
transicdo epitelial mesenquimal (EMT), um processo que permite as células cancerosas
adquirirem capacidade invasiva, um pré-requisito para a formacdo de metéstases. Consistente
com as evidéncias in vitro, modelos experimentais em camundongos demonstraram que a
ativacdo do PPARY por agonistas reduziram o crescimento de tumores originados a partir de

. . 65
células humanas injetadas subcutaneamente .

Controversamente, outros estudos demonstram que a ativagdo do PPARy tem
consequéncias pro-carcinogénicas. Ensaios realizados em camundongos com uma mutac¢ao no

gene supressor tumoral (adnomatous polyposis coli — Apc), associado a formacgdo de tumores

30



no trato intestinal, tiveram um aumento de cinco vezes na carcinogénese ao receberem doses
. oo 2 . . .

do ativador do PPARY rosiglitazona °*°°. Assim, as mudangas em células tumorais causadas

pela ativacdo do PPARY, tem colocado esse receptor nuclear como alvo no tratamento e na

prevengdo de cancer.
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2 Objetivos

Células proliferativas sdo dvidas consumidoras de glutamina, um nutriente que além
de ser um dos mais versateis dentro do contexto do metabolismo energético e biossintético,
tem sido também descrito como mediador de vias de sinalizacdo em mamiferos ligadas a
processos de traducio protéica >’ Esta pleiotropia de acdes dentro da célula provavelmente
estd diretamente ligada a existéncia de pelo menos trés isoenzimas/isoformas de glutaminases
conhecidas, a LGA, KGA e GAC. No entanto, até o momento, fungdes que vao além da sua
capacidade de metabolizar glutamina em glutamato, ndo foram ainda descritas para estas

enzimas.

O entendimento mais detalhado da atividade e regulacdo da enzima glutaminase e de
sua relacdo com o processo maligno tem o potencial de desvendar importantes alvos de
interferéncia e tratamento do cancer, especialmente em células transformadas onde o
reabastecimento do ciclo TCA € fundamental para sua viabilidade. A isoforma KGA é menos
representada em cancer em comparacdo com a isoforma GAC, além de, diferentemente da
GAC, ter sido detectada nos compartimentos nucleares e citoplasmaticos. Estas informagdes
levantam a hipétese de que, enquanto que a GAC seria a enzima glutaminolitica mitocondrial
responsavel pela sustentacdo do fendtipo proliferativo tumoral, a KGA possa ter funcdes
diversas na célula. O entendimento das fun¢des extra-enzimdticas da KGA ajudard a compor
o cendrio da importancia desta enzima para o processo de crescimento celular assim como
processos celulares ainda de desconhecida relagdo com a mesma.

O objetivo deste projeto foi o de encontrar parceiros de interacdo da proteina KGA e
estudar o impacto desta parceria para o metabolismo tumoral utilizando-se de ferramentas

bioquimicas e de biologia celular.
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3 Objetivos Especificos

J Confirmar a Aldolase A, BNIP-H e PPARy como parceiros de interagdo da KGA por
métodos bioquimicos, biofisicos e biologia celular.
. Estudar as condicdes necessdrias para interacdo e o impacto da mesma para o

metabolismo tumoral.
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4 Material e Métodos
4.1 Estudos bioquimicos e biofisicos

4.1.1 Clonagem e manipulacao de acidos nucléicos

4.1.1.1 KGA
Para expressao heter6loga da KGA utilizamos vetor pET-15b (Novagen) clonado com
o cDNA (A 1-127) da glutaminase de rato o qual ja encontrava-se disponivel em nosso
laboratério. O vetor pcDNA 3.1-V5 (Invitrogen), para transfeccdo em células de mamifero,
com o inserto da KGA humana full length foi gentilmente cedido pelo laboratério do Dr.
Richard Cerione da universidade de Cornell nos EUA. Uma descri¢do dos clones usados €

detalhada na tabela 1.

Nome Organismo Vetor Construgao
rkGA rato pET15b A1-127
hKGA humano pcDNA 3.1-V5 full length

Tabela 1: Lista dos clones de KGA usados na expressao heteréloga e transfeccao em células de mamiferos.

4.1.1.2 Parceiros de interacao

Os insertos da Aldolase A full length ou da BNIP-H full length foram amplificados a
partir de bibliotecas de cDNA empregando-se a reagdo de PCR com primers especificos
contendo sitios de cortes inseridos nas extremidades. As bibliotecas foram preparadas a partir
de RNA total extraido de cultura de células SKBR3 utilizando-se kit Rneasy (Qiagen) e
sintetizadas com primers de hexameros randomicos utilizando-se kit SuperScript III Reverse
Transcriptase (Invitrogen). Os insertos foram digeridos através das enzimas de restricdo
BamHI e Xhol e inseridos nos vetores petSUMO e pcDNA 3.1 — FLAG (ambos da
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Invitrogen) e pGEX4T1 usando técnicas basicas de biologia molecular. Os vetores contendo
os insertos para ambas as proteinas foram introduzidos em cepa de E. coli do tipo TOP-10,
para propagacdo, através da técnica de transformacdo de bactérias competentes por meio de
choque térmico. Os vetores pET-28a(+) (Novagen) com o inserto PPARy (A1-100), contendo
os dominios DBD e LBD, o mesmo vetor contendo somente o dominio LBD (A1-251) e os
vetores pPCMW e pcDNA-Flag contendo o inserto do PPARY full length foram gentilmente
fornecido pela Dra. Ana C. M. Figueira (LNBio). A Tabela 2 apresenta uma descricdo dos

clones e primers utilizados para clonagens.

Nome Organismo Vetor Construgao Primers
Aldolase A - fow humano PETSUMO full length  5'-TCT ACG TGG ATC CAT GCC CTA CCA AT-3'
Aldolase A-rev humano PETSUMO full length  5'-TAG TCG TAC TCG AGT TTA TAG GCG TG-3'
Aldolase A - fow humano pcDNA 3.1-FLAG full length  5'-TCT ACG TGG ATC CAT GCC CTA CCA AT-3'
Aldolase A-rev humano pcDNA 3.1-FLAG full length  5'-TAG TCG TAC TCG AGT TAA TAG GCG TG-3'
BNIP-H - fow humano pETSUMO full length  5'-TTG GTG GAT CCA TGG GGA CCA CCG A-3'
BNIP-H - rev humano pETSUMO full length  5'- CCA GAC TCG AGT TAG GAC ATG CTT GT-3'
BNIP-H - fow humano pGEX4T1 full length  5'-TTG GTG GAT CCA TGG GGA CCA CCG A-3'
BNIP-H - rev humano pGEX4T1 full length  5'-GCC GCA AGC TTT TAG GAC ATG CTT GT-3'
BNIP-H - fow humano pcDNA 3.1-FLAG full length  5'-TTG GTG GAT CCA TGG GGA CCA CCG A-3'
BNIP-H - rev humano pcDNA 3.1-FLAG full length  5'- CCA GAC TCG AGT TAG GAC ATG CTT GT-3'
PPARy humano pET28a(+) A1-100
PPARy-LBD humano pET28a(+) A1-251
PPARY humano pcDNA 3.1-FLAG full length
PPARYy humano pCMW full length

Tabela 2: Lista de clones das proteinas utilizadas nos estudos de interacdo com a KGA, bem como os primers
desenhados para obtencdo dos mesmos. Os clones cujos primers ndo sao apresentados foram doados conforme

apresentado no texto acima.

4.1.1.3 Clones utilizados nos ensaios de duplo hibrido

Para estudos de duplo-hibrido em levedura, os cDNAs das proteinas KGA e PPARy
foram amplificados por PCR com primers especificos (Tabela 3) e clonados nos vetores
apropriados (pBTM116KQ e pACT2, Clontech). Um esquema das constru¢des planejadas é

exibido na Figura 8.
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Nome Sequéncia Sitio Aminoacido Finalidade

hKGA.M1.Xhol CTCGAGATGATGCGGCTGCGAGGCTC Xhol M1 Clonagem no vetor pBTM16KQ
hKGA.L669.Kpnl GGTACCTTACAACAATCCATCAAGAT Kpnl L669 Clonagem no vetor pBTM16KQ
KGA.V220.AminoAS.Not GCGGCCGCTTACACAAACTTTCTTCTAAATGCTTG Notl V220 Clonagem no vetor pBTM16KQ
KGA.I221.Cat.Xhol CTCGAGATTCCTGACTTTATGTCTTT Xhol 21 Clonagem no vetor pBTM16KQ
KGA.K550.CatAS.Notl GCGGCCGCTTACCTTTGATCACCACCTTCTCTTCGA  Notl K550 Clonagem no vetor pBTM16KQ
KGA.V551.Carb.Xhol CTCGAGGTAAAGTCAGTGATAAATCT Xhol V551 Clonagem no vetor pBTM16KQ
KGA.L669.CarbAS.Notl GCGGCCGCTTACAACAATCCATCAAGAT Notl L669 Clonagem no vetor pBTM16KQ
PPARyM1BamHINTerninal  GGATCCGCATGACCATGGTTGACACAGA BamHI M1 Clonagem no vetor pACT2
PPARy.V80.XhoLAS NTerninal CTCGAGTTACACTTTGATTGCACTTTGGT Xhol V80 Clonagem no vetor pACT2
PPARy.E81.Smal.DBD CCCGGGCGAGCCTGCATCTCCACCTTA Smal Esl Clonagem no vetor pACT2
PPARy.P206.Xhol.AS.DBD CTCGAGTGGATTCAGCTGGTCGATAT Xhol P206 Clonagem no vetor pACT2
PPARy.E207.BamHLLBED GGATCCGCGAGTCCGCTGACCTCCGGGC BamHI E207 Clonagem no vetor pACT2
PPARy.Y477 Xhol.AS.LBD CTCGAGCTAGTACAAGTCCTTGTAGAT Xhol Y477 Clonagem no vetor pACT2

Tabela 3: Lista de primers utilizados para amplificagdo e clonagem em vetor pPBTM116KQ e pACT2. Estdo
listados os nomes das sequéncias senso e antisenso de cada primer, como também as sequéncias, os sitios de

clivagem, o aminodcido referente inicial ou final e o vetor de clonagem.

A) B)
1 244 530 669 1 175 251 477

el AT € % 180

*

M L80

Figura 8: Esquema das constru¢cdes dos dominios de KGA e PPARy para a determinagido das porc¢des de

interac@o. A) dominios da proteina KGA. B) dominios da proteina PPARy. Os asteriscos indicam as construcdes

j4 obtidas e analisadas. As demais estdo em construcao.
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4.1.2 Testes de expressao em E. coli

Bactérias do tipo Rosetta II (Novagen) ou BL21 (DE3 - Novagen) foram
transformadas com o vetor petSUMO contendo cDNA da Aldolase A ou BNIP-H, através da
técnica de choque térmico. Inoculamos uma colonia em 2 ml de LB (Lysogene Broth)
contendo 50 ug/mL de canamicina (BL21 (DE3) e Rosetta 1I) e 50 pg/mL cloranfenicol
(Rosetta II). A cultura foi incubada em shaker permanecendo por 3 h, 37°C a 200 rpm. Uma
fracdo nao induzida de 350 pL foi colhida e o restante da cultura induzida com 0,2 ou 1 mM
de IPTG (Isopropyl p-D-I-thiogalactopyranoside). Novas fragdes de 300 uL foram entdo
colhidas em intervalos de 2, 4, 6 e 16 horas de inducao. Todas as fragdes foram centrifugadas
por 2 minutos a 5.200 x g e 4°C, as células separadas do sobrenadante, ressuspendidas com 50
uL de solucdo de corrida SDS-PAGE (250 mM Tris-HCI pH 6,8, 8% SDS, 30% glicerol,
0,2% azul de bromofenol e 300 mM DTT), fervidas por 5 minutos a 95°C e submetidas a
andlise por SDS-PAGE seguida de coloragao com Coomassie brilliant blue.

Cultura de E. coli da cepa tipo Rosetta II foi transformada com o vetor pGEX4T1
(GE) contendo cDNA da BNIP-H, através da técnica de choque térmico. Uma coldnia foi
inoculada em 2 ml de LB (Lysogene Broth) contendo 50 pg/mL de canamicina e ou 50 pg/mL
cloranfenicol. A cultura foi incubada em shaker permanecendo por 3 h a 37°C e 200 rpm.
Uma fracdo ndo induzida de 350 pL foi coletada e o restante da cultura dividida em 3
aliquotas, as quais foram mantidas a 18°C, 25°C e 37°C e induzidas com 1 mM de IPTG.
Novas fragdes de 300 uL foram entdo colhidas apds 3 e 16 horas de indugdo. Todas as fracoes
foram centrifugadas por 2 minutos a 5.200 x g e 4°C, as células separadas do sobrenadante,
ressuspendidas com 50 pL de solugdo de corrida SDS-PAGE, fervidas por 5 minutos a 95°C e

submetidas a anélise por SDS-PAGE seguida de coloracao com Coomassie brilliant blue.
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4.1.3 Expressao e purificacdo de proteinas

4.1.3.1 KGA

O vetor pET28a(+) contendo o cDNA da KGA foi utilizado para transformar bactéria
E. coli do tipo Rosetta II através da técnica de choque térmico. O produto da transformacao
foi plaqueado em placa de petri com meio LB contendo os antibidticos cloranfenicol e
canamicina (50 pg/mL para ambos). Uma colonia foi retirada para producdo do pré-inculo
(50 mL de meio LB com 50 pg/mL de cloranfenicol e canamicina), o qual foi incubado em
shaker a 37°C, 200 rpm, por 16 horas. Um litro de meio LB foi inoculado com 10 mL de pré-
indculo. A cultura foi incubada em shaker a 37°C, 200 rpm por 5 horas até atingir a Abssg
entre 0,4 e 0,6 (fase log do crescimento bacteriano). Apds alcancar a densidade 6tica ideal,
adicionou-se ao meio de cultura 500 uM IPTG para indug¢ao da expressdo por 16 horas a
25°C. As células foram coletadas por centrifugacio (20 minutos, a 6.000 x g) e
ressuspendidas em 20 mL de solucdo de lise contendo 50 mM Tris-HCI pH 8,5, 500 mM
NaCl, 2 mM de [-mercaptoetanol, DNAse (10 pupg/mL), 1 mM PMSF
(Phenylmethanesulfonylfluoride), 120 mg de lisozima e 10% de glicerol, e incubadas em gelo
por 1 hora. Em seguida, o lisado foi sonicado 3 vezes por 15 segundos com intervalos de 20
segundos (amplitude de 40%) com sonicador SONICS VCX 500. O lisado foi entdo
clarificado por centrifugacdo (19.400 x g, 4°C, por 40 minutos) e o sobrenadante usado para
purificacgdo.

A purificagdo da proteina foi feita a 4°C por cromatografia de afinidade usando coluna
contendo 1,5 ml de resina de cobalto Talon (Clontech) por litro de meio de cultura. Apos
lavar e equilibrar a resina com solucdo Afinidade A (50 mM Tris-HCI ph 8,5, 500 mM NaCl,

e 2 mM B-mercaptoetanol) o lisado foi aplicado na coluna e a proteina imobilizada na resina,

38



em func¢do da afinidade entre o metal imobilizado na resina e a cauda de histidina co-expressa
com a mesma. A resina foi entdo lavada com 50 mL de solucdo Afinidade A e em seguida
eluida com 4 mL de solucdo Afinidade A acrescida de 500 mM de imidazol em fracGes de 1
mL.

As fracOes obtidas foram analisadas por SDS-PAGE 10% e coradas com Coomassie
brilliant blue. Apds andlise do gel, juntou-se as fragdes correspondentes a proteina para a
execugdo de um segundo processo de purificacdo em coluna de troca anidnica do tipo Mono
Q 5/50 GL (GE). A coluna foi acoplada ao aparelho AKTA-FPLC (GE) e equilibrada com
solu¢do A-KGA (50 mM Tris-HCI pH 8,5, 10 mM NaCl, 0,3 mM DTT). A amostra foi
aplicada na coluna e a elui¢do feita com solucdo B-KGA (50 mM Tris-HCI pH 8,5, 1 M NacCl,
0,3 mM TCEP), seguindo um gradiente linear de solugdo B-KGA de 0 a 100 % em 40
minutos em um fluxo de 1 mL/min, coletando fragdes de 0,5 mL. As fracdes referentes ao
maior pico no cromatograma foram entdo analisadas por SDS-PAGE 10% e aquelas com
maior concentragdo de proteina e pureza foram coletadas.

Para aumentar a pureza da amostra, utilizou-se uma coluna de filtracdo em gel
Superdex 200 HR 10/30 (GE), a qual foi equilibrada com solu¢do Gel Filtracao (30 mM Tris-
HCI pH 8,5, 500 mM NaCl e 0,5 mM TCEP). Aplicou-se 500 pL. de amostra na coluna e
seguiu-se com elui¢do isocrdtica a 0,5 mL/min coletando-se fragdes de 0,5 mL. As fragcdes
obtidas foram analisadas por SDS-PAGE 10% e coradas com Coomassie brilliant blue e
concentradas com Amicon Ultra Centrifugal Filter Unit 30.000 NMWL.

A quantificagc@o foi realizada utilizando-se o NanoDrop (Thermo Scientific), a 280
nm, utilizando-se célculo tedrico de coeficiente de extingdo feito pelo programa ProtParam

(http://ca.expasy.org/tools/ protparam.html).
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4.1.3.2 Aldolase A, BNIP-H e PPARYy

A expressdao da Aldolase A e preparacdo do lisado celular foram realizadas da mesma
maneira como descrito para a KGA no item 4.1.3.1. O extrato protéico obtido na expressao foi
submetido a cromatografia de afinidade (realizada a 4°C) usando coluna contendo 1,5 ml de
resina de cobalto Talon (Clontech)/litro de cultura a 4°C, previamente lavada e equilibrada
com solugdo de ressuspensdo (50 mM Tris-HCI pH 7,5, 500 mM NaCl, 10 % glicerol, 1 mM
PMSF e 2 mM B-mercaptoetanol). Passado o lisado na coluna, lavou-se a resina com solugdo
Afinidade B (50 mM Tris-HCI pH 7,5 ¢ 2 mM B-mercaptoetanol) e eluiu-se com 4 mL da
mesma solu¢do acrescida de 500 mM imidazol em fracdes de 1 mL. A quantificacdo foi
realizada utilizando-se o NanoDrop (Thermo Scientific), a 280 nm, utilizando-se cdlculo
tedrico de coeficiente de extingdo feito pelo programa ProtParam. A andlise das fracdes foi
feita por SDS-PAGE 10 % corado com Coomassie brilliant blue e concentradas com Amicon
Ultra Centrifugal Filter Unit 30.000 NMWL.

A proteina purificada foi submetida a remog¢ao da cauda sumo-His usando-se a enzima
ULP-1 (sumo protease), incubada por 16 h a 4°C. Posteriormente, a mistura foi aplicada em
coluna contendo 1,5 mL de resina de cobalto Talon, sendo o flow through coletado. A
proteina Aldolase A sem a fusdo com sumo-His foi entdo utilizada para os ensaios de pull-
down.

O processo de expressao e lise bacteriana da GST-BNIP-H seguiu 0 mesmo protocolo
descrito acima para KGA (e Aldolase A). Para a purificacdo desta construcdo utilizou-se a
resina Glutathione Sepharose (GE). A mesma foi equilibrada com solugdo Afinidade B,
incubando-se o lisado celular em seguida com a resina por 1 hora (4°C). A resina foi lavada

com a solucdo Afinidade B, seguido de elui¢cdo com a solu¢cdo Afinidade B acrescida 5 mM de
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glutationa reduzida. A quantificacdo foi realizada utilizando-se o NanoDrop (Thermo
Scientific), a 280 nm, utilizando-se célculo tedrico de coeficiente de extingdo feito pelo
programa ProtParam. A andlise das fracdes foi realizada por SDS-PAGE 10% corado com
Coomassie brilliant blue e concentradas com Amicon Ultra Centrifugal Filter Unit 30.000
NMWL.

A expressao da constru¢do PPARy DBD-LBD (A1-100) clonado no vetor pET28a(+),
foi realizada a 22°C, por 16 horas, tendo havido a adi¢do de 10 uM de sulfato de zinco ao
meio de cultura. Apds sedimentacdo das células, adicionou-se a solu¢do de Afinidade C (50
mM Tris-HCI pH 7,5, 100 mM NaCl e 2 mM B-mercaptoetanol), seguido da adi¢ao de 120
mg de lisozima e 60 mg de DOC (sodium deoxycholate monohydrate) por litro de cultura. O
lisado celular foi entdo clarificado por centrifugacao (19.400 x g por 1 hora a 4°C) e o
sobrenadante incubado por 1 hora (4°C) com 1 mL de resina de cobalto Talon (Clontech), por
litro de cultura, previamente lavado e equilibrado com solucdo Afinidade C. O lisado celular,
juntamente com a resina, foram entdo acondicionados a coluna cromatogréfica seguido de
lavagens com solug@o Afinidade C (10 vezes o volume de resina), solu¢do Afinidade C com 5
mM imidazol (5 vezes o volume de resina) e eluicdo com solu¢do Afinidade C contendo 350
mM de imidazol (5 vezes o volume de resina). Em uma fracdo do eluato foram adicionadas 30
unidades de trombina de plasma bovino (Sigma) por litro de cultura, seguido de incubagdo por
16 horas a 4°C para clivagem da fusdo de cauda de histidinas.

O eluato foi submetido a um segundo processo de purificacdo em coluna troca
anidnica (Mono S 5/50 GL). A coluna foi acoplada ao aparelho AKTA-FPLC e equilibrada

com Solucdo A-PPARy (50 mM Tris-HCI pH 7,5, 10 mM NaCl, 2 mM DTT). A amostra foi

aplicada na coluna e a elui¢cdo feita com Solucdo B-PPARy (50 mM Tris-HCI pH 7,5, 1 M
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NaCl, 0,5 mM TCEP), seguindo um gradiente linear de solu¢do B-KGA de 0 a 100 % em 40
minutos em fluxo de 1 mL/min, coletando fracdes de 1 mL. As fracdes referentes ao maior
pico no cromatograma foram entdo analisadas por SDS-PAGE 10% e aquelas com maior
concentragdo de proteina e pureza foram coletadas.

Para aumentar a pureza da amostra, utilizou-se 0 mesmo processo de purificagdo em
coluna de filtragcdo em gel descrito acima na purificagdo da KGA no item 4.1.3.1, neste caso
utilizou-se uma coluna Superdex 75 HR 10/30 (GE). A quantificacdo foi realizada utilizando-
se 0 NanoDrop (Thermo Scientific), a 280 nm, utilizando-se célculo tedrico de coeficiente de
extingdo feito pelo programa ProtParam. As fragdes obtidas foram analisadas por SDS-PAGE
10% e coradas com Coomassie brilliant blue, e concentradas com Amicon Ultra Centrifugal
Filter Unit 30.000 NMWL.

A proteina purificada contendo a constru¢ao do PPARy LBD (A1-251) foi gentilmente

cedida pelo laboratério da Dra. Ana C. M. Figueira.

4.1.4 Pull-down

4.1.4.1 KGA:Aldolase A

Para os ensaios de pull-down foram usadas a solucio PDA (30 mM Tris-HCI ph 7,5,
150 mM NaCl, 0,3 mM TCEP) contendo 5 mM imidazol e PBS 1X (Invitrogen) contendo 0,3
mM TCEP e 5 mM imidazol. Além dos componentes destas solu¢des testou-se também a
influéncia que 1 mM de glutamato poderia ter na interacdo entre as proteinas. Trinta
microlitros de resina Talon foram utilizados para cada ensaio, previamente lavadas e

equilibradas com a solu¢cdo PDA ou PBS 1X (com ou sem glutamato). Cerca de 430 nM de
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His-KGA e um excesso molar de 28x de Aldolase A, a qual teve a fusdao sumo-His removida,
foram incubados com a resina de cobalto Talon. Como controle negativo, a resina foi
incubada somente com a Aldolase A sem a fusdo sumo-His. As misturas foram igualmente
completadas para o volume de 300 ul de solugdo PDA ou PBS 1X e incubadas sob agitacdo a
4°C por 16 h, tendo sido posteriormente centrifugadas a 500 x g, 4°C por 5 minutos. O
sobrenadante foi descartado e a resina lavada 2 vezes com 1 ml de solucdo PDA ou PBS 1X.
A resina foi ressuspendida em 30 pl de tampao de solucdo de corrida SDS-PAGE e fervida
por 5 minutos a 95°C. As amostras foram centrifugadas a 500 x g por 1 minuto e 20 puL de

cada uma coletadas e analisadas por SDS-PAGE 10%.

4.1.4.2 KGA:PPARy

Para os ensaios de pull-down utilizou-se duas solucdes: solucio PDA contendo 15 mM
imidazol e solu¢do PBS 1X contendo 0,5 mM TCEP e 15 mM imidazol, acrescidos ou nao de
1 mM de glutamato. Trinta microlitros de resina Talon foram utilizados para cada ensaio, a
qual foi previamente lavada e equilibrada com a solu¢io PDA ou PBS 1X com ou sem a
adicdo de 1 mM glutamato e 1,3 uM de rosiglitazona. Trezentos nanomolar de His-PPARY e
um excesso molar de 10x de KGA, a qual teve a fusdo de cauda His removida, foram
incubados com a resina de cobalto Talon. Como controle negativo, a resina foi incubada
somente com KGA sem a fusdo His. As misturas foram igualmente completadas para o
volume de 500 pL de solucdo PDA ou PBS 1X e incubadas sob agitagdo a 4°C por 16 horas,
tendo sido posteriormente centrifugadas a 500 x g, 4°C por 5 minutos. O sobrenadante foi
descartado e a resina lavada 3 vezes com 1 mL de solugdo PDA ou PBS 1X. A resina foi

ressuspendida em 30 pL de solugdo de corrida SDS-PAGE e fervida por 10 minutos a 95°C.

43



As amostras foram centrifugadas a 500 x g por 1 minuto e 20 puL de cada uma foram coletadas
e analisadas por SDS-PAGE 10%.

Seguiu-se 0 mesmo protocolo acima para o ensaio de pull-down entre a KGA e o
dominio LBD do PPARYy com as seguintes alteracdes: Incubou-se 4,4 uM de KGA com 1,1
uM de His-PPARy (LBD) em solu¢gdes PDA ou PBS 1X acrescidas de 10 mM de imidazol

com ou sem a presenca de 1,3 uM de rosiglitazona e/ou 1 mM de glutamato.

4.1.5 Anisotropia de Fluorescéncia

Nesta técnica, a luz incidida sobre a amostra ¢ uma luz polarizada, e somente os
fluor6foros orientados nessa mesma direcdo absorvem energia, tornam-se excitados e
subsequentemente emitindo luz. A luz emitida é detectada pelo equipamento tanto no sentido
paralelo ao de excitagdo (“vertical”’) quanto no sentido ortogonal a ele (“horizontal”) (Figura

9).

Moléculas pequenas (neste experimento, caracterizadas pela glutaminase em estado
dimérico), devido a sua rotacdo mais acelerada, emitem luz tanto no sentido vertical quanto
horizontal, ocasionando a despolariza¢io da luz emitida. O inverso ocorre para as moléculas
em solucdo no estado ligado (caracterizado pela interacio com PPARY), pois 0 movimento
browniano serd mais lento devido ao aumento do tamanho da molécula. Consequentemente, a
emissao da luz pelo fluor6foro presente nessas moléculas serd mais frequente no mesmo plano

da energia de excitacdo (“vertical”), e assim a luz emitida continuaré polarizada.
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Figura 9: Experimento de anisotropia de fluorescéncia. A) Apresenta-se o arranjo experimental do equipamento,
onde uma luz monocromdtica passa por um polarizador, sendo orientada em um tnico sentido para entdo ser
incidida sobre a amostra. O detector ird medir a luz emitida pela molécula tanto no sentido paralelo ao de
excitagdo quanto no ortogonal a ele. B) Nota-se que quanto maior for a molécula, mais lenta serd sua rotacdo, e
consequentemente, a luz emitida pelo fluoréforo continuard em maior parte no plano paralelo ao de excitagao,
caracterizando a emissdo de luz polarizada. Para moléculas menores cuja rotagdo é mais acelerada, a luz que
excita o fluoréforo € emitida em vérias direcdes, sendo detectada pelo equipamento tanto no sentido paralelo ao

de excitagdo quanto no ortogonal, caracterizando a despolarizagio da luz ¢

O aumento na concentracdo da proteina, cuja interacdo é esperada, pode deslocar o
equilibrio da KGA de dimero para o de hetero-oligbmeros maiores ¥ Desta maneira, foi feita
a adi¢do de PPARy ndo marcado em concentracdes crescentes na faixa que garante a obtencao
de uma curva sigmoidal de anisotropia. Tanto a anisotropia quanto a polariza¢do sao medidas

z

de intensidade horizontal ou vertical da luz, contudo, a anisotropia é obtida a partir do
tratamento matematico dos valores de polarizagdo. Seus valores estdo relacionados, e,

portanto, se maior € a polarizagdo, maior serd também a anisotropia. O célculo da anisotropia

foi feito pelo software do proprio equipamento (Envision PerkinElmer) pela seguinte equagao:
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r= e ,onde G = h,
Ivv + 2GIvh) Ihh

onde r = anisotropia; Ivv = intensidade de emissdo quando o polarizador da excitacdo e da
emissio estdo orientados verticalmente; Ivh = intensidade de emissdo quando o polarizador da
excitacdo se encontra na posicdo vertical e o polarizador da emissdo se encontra orientado
horizontalmente; Ihh = intensidade de emissdo quando o polarizador da excitacdo e da
emissdo estdo orientados horizontalmente; Ihv = intensidade de emissdo quando o polarizador
da excitacdo se encontra na posicdo horizontal e o polarizador da emissdo se encontra

orientado verticalmente.

Os valores de Kd foram estimados utilizando-se os valores de anisotropia obtidos,
sendo ajustados por regressdo nao-linear de minimos quadrados empregando-se o software

Origin (OriginLab), utilizando-se a seguinte equagao:

y=al+(af —al)(——mc
1+ (%)
Onde y € o valor de anisotropia medido, ai € a anisotropia inicial, af € a anisotropia final, k € a

constante de dissocia¢do (Kd), n € o indice de Hill e x € a quantidade de proteina ndo marcada

adicionada (PPARY).

Para a realizacdo do ensaio de anisotropia de fluorescéncia houve a necessidade de
fazer a marcacdo da proteina KGA com o fluoréforo FITC (Fluorescein isothiocyanate,
Thermo Scientific). Dessa forma, a proteina KGA, no terceiro passo cromatogréfico, foi
purificada utilizando-se solucdo 30 mM Hepes pH 8,0 contendo 150 mM NaCl e 0,5 mM
TCEP. A troca do tampao Tris por Hepes ocorreu devido ao fato do tampao Tris apresentar o

grupo funcional amina, capaz de reagir com FITC. Em seguida, foi realizada a marcacio da
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proteina KGA com FITC, seguindo especificagdes do fabricante. De modo resumido, 16 mM
de proteina foi diluida em 0,5 mL de solu¢do tamponante para conjugacdo com 50 mM Borato
de sédio pH 8,5 e adicionada de excesso molar entre 15 e 20 vezes de FITC, conforme
protocolo do fabricante. A mistura foi homogeneizada e incubada por 1 hora a temperatura
ambiente na auséncia de luz. Em seguida, a amostra foi purificada em uma coluna HiTrap
Dessalting (GE) acoplada a AKTA FPLC com fluxo de 5 mL/min, para se retirar o excesso de
FITC néo incorporado. A proteina KGA marcada foi quantificada medindo-se a absorbancia
em 280 e 494 nm. Para se calcular a concentracio de KGA apds marcacdo empregou-se a

seguinte férmula:

Concentracdo de proteina (M) _ Az (A495X fator de corregao)

x fator de correcio,

Eproteina
onde: € proteina = coeficiente de extingdo molar da proteina e fator de correcao = A280/A494

= (0.3 (a sonda contribui com absorbancia a 280 nm).

Para célculo do grau de marcacdo, empregou-se o seguinte cdlculo:

Moles FITC/proteina = Ausoada protefna marcada

— ~ x fator de diluigdo,
ermc X concentragdo da protefna (M)

onde ¢ FITC = 70.000.

O ensaio de anisotropia de fluorescéncia foi realizado mantendo-se a concentracio de
KGA fixa (5 nM) e variando-se a concentracdo de PPARy DBD-LBD. Realizou-se dilui¢ao
seriada de PPARYy cuja concentracdo estoque inicial de 200 uM passou por 11 dilui¢des 1:1
em solugdo Tris-HCI 30 mM pH 7,5, NaCl 150 mM e TCEP 0,5 mM. Em pocos de placa de
384 pocos OptiPlate-384 Black (PerkinElmer) adicionou-se 5 nM de KGA-FITC, 12,5 uL de

PPARYy diluida (0 a 50 uM) e Tris-HCI 30 mM pH 7,5, NaCl 150 mM e TCEP 0,5 mM q.s.p
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50 uL. Apos, a mistura foi incubada por 24 horas a temperatura ambiente protegida da luz e
contra evaporacdo. As medidas foram realizadas no equipamento Envision (PerkinElmer),
com excitacdo no comprimento de onda de 480 nm e coleta no comprimento de onda de 535
nm utilizando-se 2 filtros de polarizacdo ortogonais. Os dados coletados foram analisados no
software OriginLab e o erro associado aos valores de Kd sdao decorrentes da incerteza do

ajuste da curva. O ensaio foi realizado em triplicata (n=1).

4.1.6 Ensaio de atividade enzimatica

O ensaio de atividade da enzima KGA foi realizado de acordo com protocolo ja
estabelecido no laboratério. Nesse ensaio, os parametros cinéticos sao obtidos de forma
indireta, ou seja, o produto da reacdo catalisada pela glutaminase € o substrato de outra
enzima, glutamato desidrogenase (GDH), que converte glutamato em a-cetoglutarato. Neste

processo, 0 NAD" ¢ reduzido a NADH, este sendo identificado pela absorbancia em 340 nm

(Figura 10).

NH,
Glutamina Glutamato a-Cetoglutarato

s g,  GLS PP GDH R
?J\/\P!jj\ HOWOHﬁHOWOH

ADP
Rlﬂ?' Ribg~"*OF
N N.

(- "\ SN

1 UV (340nm) S o
NAD* NADH

Figura 10: Esquema de ensaio cinética da atividade de glutaminase. GLS: Glutaminase. GDH: Glutamato
desidrogenase.

Para realizar o ensaio cinético, 5 nM da enzima KGA foi incubada com 10 uM da
proteina PPARY por 24 horas a 4°C. A mistura foi acrescida de solugdo Tris-Acetato 50 mM

pH 8,6, EDTA 0,2 mM, 30 mM NAD+ (Sigma Aldrich), 3 unidades de GDH bovina (Sigma
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Aldrich), 20 mM K,HPO4, na presenca ou ndo de 100 uM do ativador de PPARy
rosiglitasona, em volume final de 80 pL. Apos o tempo de incubagdo, a amostra foi colocada
em uma placa de 96 pocos (Greiner) contendo 120 pL. de solugdo de glutamina (concentragdes
crescentes: 1,8 mM, 3,7 mM, 7,5 mM, 15 mM, 30 mM e 60 mM). O experimento foi
realizado em triplicata, a medida realizada em um leitor de placas PerkinElmer Enspire 2300
MultiLabel Reader, no comprimento de onda de 340 nm. Os dados foram tratados no

programa GraphPad Prism v5.0 para cédlculo dos valores de Kd e Kcat. A média dos valores

V2 (xi—x)?

obtidos de 3 experimentos foram aplicados na férmula s = "

para cdlculo do desvio
padrao, onde s é o desvio padrao, xi os valores observados, x a média dos valores observados

e n o nimero de amostras analisadas, os quais foram posteriormente plotados em grafico de

barras no software Excel (Microsoft).

4.1.7 Anailise da formacio do complexo em coluna de filtracio em gel analitica

Para andlise da interag@o entre as proteinas KGA e PPARY realizou-se cromatografia
em coluna de filtragdio em gel analitica Superdex 200 HR 10/30 (GE) acoplada ao
cromatdgrafo AKTA FPLC (GE). Cento e cinquenta pmoles de KGA ou 450 pmoles de
PPARY foram aplicados em coluna equilibrada com 30 mM de Tris-HCI pH 8,5, 150 mM
NaCl, 0,5 mM TCEP e 1 mM glutamato (condicao usada para KGA) ou 1,5 mM rosiglitasona
(condi¢do usada para o PPARY). Por fim, KGA foi pré-inbubada por 16 horas, a 4°C, com
PPARY, na presenca de glutamato e rosiglitasona, sendo esta mistura aplicada na filtracdo em
gel equilibrada com solugdo 30 mM de Tris-HCI pH 8,5, 150 mM NacCl, 0,5 mM TCEP ou

PBS 1X acrescido de 0,5 mM TCEP.
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4.1.8 Crosslinking e docking molecular

Crosslinking € um processo utilizado para unir quimicamente duas ou mais moléculas
covalentemente. Os agentes de crosslinking contém extremidades reativas para grupos
funcionais especificos (aminas primérias e sulfidrilas, por exemplo) presentes em proteinas ou
outras moléculas. Para avaliar a interacdo entre as proteinas KGA e PPARYy utilizamos o
agente de crosslinking Disuccinimidyl suberate (DSS), que possui ésteres amino-reativos em

suas extremidades que sdo usados para conjugar proteinas, formando um braco de 11,4 A °.

Ap6s processo de purificagdo por cromatografia utilizando-se solucio E (50 mM
Hepes pH 7,5, 150 mM NaCl e 2 mM DTT), incubou-se 7,5 uM de KGA com 9 uM de
PPARY, bem como as proteinas separadas como controle, a 4°C por 16 horas acrescidas ou
nio de 50 mM K,HPO,. Adicionou-se entdo 2,5 mM de DSS incubando por 20 minutos em
temperatura ambiente. A reacdo foi parada com a adi¢do de 20 mM de Tris-HCI pH 7.5,
acrescidas de solucdo de corrida SDS-PAGE q.s.p. 20 pL e fervidas por 10 minutos a 95° C.
As amostras foram analisadas por SDS-PAGE 10% corado com comassie brilhante blue, bem
como western blotting conforme item 4.2.5, e as bandas identificadas, em comparacdo com as
proteinas KGA e PPARY incubadas individualmente com DSS, foram excisadas e submetidas

a andlise por espectrometria de massas.

As bandas foram recortadas do gel, digeridas com a enzima tripsina e os peptideos
resultantes foram analisados em espectrometro de massas LTQ Velos Orbitrap (Thermo
Fisher Scientific) acoplado ao sistema de cromatografia liquida EASY-nLC (Proxeon) por
uma interface de nanoelectrospray. Os peptideos foram separados por um gradiente de 2-90%

de acetonitrila contendo 0,1% de acido férmico em uma coluna analitica PicoFrit (20 cm x
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ID75 uM, 5 um de tamanho de particula, New Objective) em um fluxo de 300 nL/min
durante 65 min. A voltagem do nanoelectrospray foi ajustada para 2,2 kV e a temperatura da
fonte em 275°C. Foi utilizada a andlise dependente dos dados e fragmentagcdo do tipo HCD
(High Energy C-trap Dissociation). A resolu¢cdo do equipamento foi de r= 60.000 e os 5 picos
mais intensos foram fragmentados por HCD com energia de colisdo normalizada de 40% e
resolucdo de r= 7500. Para a realizacdo de MS/MS, os ions deveriam ter pelo menos 80.000
contagens, com exclusdo dindmica de 60 s. A lista de picos (mgf) foi gerada pelo programa
Proteome Discoverer version 1.3 (Thermo Fisher Scientific). Os dados gerados foram
analisados no programa MassMatrix (www.massmatrix.net) contra um banco de dados das
sequéncias de KGA e do PPARy. Os parimetros para andlise de crosslinking foram
carbamidometilacdo (+57,021460 Da) como modificagdo fixa, oxidagdo da metionina
(+15,99491 Da) como modificagdo varidvel, ligacdes quimicas cruzadas com DSS
(138,06808 Da) e quatro clivagens perdidas da tripsina e tolerancia de 10 ppm para o ion
precursor e 0,02 Da para os fons fragmentos. Potenciais peptideos com crosslinking foram
validados manualmente. Os dados foram coletados e analisados pelo laboratério de

espectrometria de massas (MAS) do LNBio.

As coordenadas atdbmicas do PPARy foram obtidas do Protein Data Bank (PDB, 1D-
3DZY). A estrutura da KGA utilizada foi a 3SS3. O modelo ndo possui o C-terminal e de fato
corresponde as regidoes em comum entre KGA e GAC, portanto, foi denominado GLS1. Um
algoritmo de Docking personalizado foi desenvolvido através do software Rosetta ',

utilizando informagdes do crosslinking como restricdes do espaco de busca. Os modelos de

baixa energia foram validados por meio de um protocolo de ligacdo DSS automatizado
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gerando um modelo tedrico final da interface de interacdo. O docking foi realizado por

Rodrigo Honorato do LNBio.

4.1.9 Eletroforese em Gel Nativo

A formacdo do complexo KGA-PPARy foi analisada por eletroforese em gel de
agarose em condi¢cdes nativas. Para tanto, 100 pmoles de KGA foi incubada com PPARYy em
concentragdes molares crescentes (300, 500 e 700 pmoles), em solucao contendo 30 mM Tris-
HCI, 150 mM NaCl, 0,5 mM de TCEP e 1 mM de glutamato em q.s.p. 15 pL, por 24 horas, a
4°C. O mesmo ensaio foi realizado fixando a concentracdo de PPARy em 100 pmoles e
adicionando concentragdes crescentes (300, 500 e 700 pmoles) de KGA. Ap6s o tempo de
incubacdo, adicionou-se solucio de amostra eletroforese nativa (4X solugao Bis-Tris
(Invitrogen), 40% glicerol, 0,1% azul de bromofenol) e aplicou-se as mesmas em gel de
agarose 1,5% elaborado em solug¢do Bis-Tris 1X pH 7,5 (Invitrogen). O gel foi submetido a
uma tensdo de 6 V/cm por 10 minutos e 3 V/cm por 100 minutos, a 4°C e subsequentemente

corado com Coomassie brilhante blue.

4.2 Estudos celulares

4.2.1 Duplo hibrido da KGA

O ensaio de duplo hibrido em levedura (Yeast 2-hybrid system) € uma metodologia
que foi desenvolvida para identificar genes que codificam proteinas que estdo associadas a
uma proteina alvo dentro de um contexto celular. O duplo hibrido é o0 método muito sensivel e
de maior sucesso para identificar as interacdes proteicas, mas pode, além disso, ser também

usado para definir dominios ou residuos de aminodcidos que sdo envolvidos, ou sdo essenciais
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para a interacdo. A base para o duplo hibrido estd na estrutura de um fator de transcricao
particular (GAL4 e LexA) que tem dois dominios fisicamente separados: o dominio de
ligacdo ao DNA e o dominio de ativagdo da transcricdo. O dominio da ligacdo ao DNA se liga
a uma sequéncia promotora especifica, que se situa no inicio de um gene repoérter, e o dominio
de ativacdo atrai os componentes criticos do complexo de iniciacdo de transcricdo. No duplo
hibrido, a proteina de interesse é fusionada ao dominio de ligacio de DNA, enquanto uma
biblioteca de cDNAs — codificando as proteinas com potencial de interacdo a serem
identificadas — € fundido ao dominio de ativagdo de transcricdo. Se ocorrer uma interacao
entre a proteina de interesse e uma proteina de interacdo da biblioteca, um fator de transcricao
funcional completo € reconstituido e o "gene reporter”, que estd sob seu controle, serd ativado

para expressar, no nosso caso, a enzima [3-galactosidase. Nos clones onde ocorreu esta

interacdo ha a formacao de um corante azul através da reacdo enzimatica da -galactosidase

(Figura 11).

O cDNA completo da isoforma hKGA foi inserido em um sitio multiplo de clonagem
do vetor pBTM116KQ, o qual que contém o dominio de ligacio ao DNA chamado LexA. Tal
construcdo permitiu a producdo da proteina de fusdo "LexA-glutaminase" (vetor de "isca"
nas células de levedura. O vetor contém o gene TRPI como marcador e por isto a linhagem de
levedura utilizada ("L40", genétipo: trpl, his3, leu2-3, ura3, ade2) cresce em um meio

deficiente em triptofano somente quando for transformada com este vetor.

O ensaio de duplo hibrido foi iniciado inoculando-se a levedura, cepa L40, em 50 mL
meio de cultura YPD (1% m/v de extrato de levedura, 2% m/v de peptona e 2% m/v glicose
seguido de crescimento por 24 horas, a 30°C, sob agitacdo a 200 rpm. Posteriormente,

centrifugou-se 1 mL de meio de cultura 6000 x g por 3 minutos para cada transformacao.
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Retirou-se o sobrenadante e ressuspendeu-se o pellet com 200 pL de solugdo de
transformacao 15,5 mM PEG3350, 206,2 mM acetato de litio, 10,3 mM TE Tris-HCI pH 8,0,

10,3MEDTA e 10,3 mM DTT.

Adicionou-se 5 pL de ssDNA (10 mg/mL, Invitrogen), 100 ng de DNA
individualmente (pBTM116KQ.hKGA, pBTM116KQ.Fez, pPBTM116KQvazio, pACT2vazio)
e homogeneizou-se. Incubou-se por 40 minutos, a 45°C e plaqueou-se a amostra em placa
com meio de cultura seletivo SD™ (0,14% m/v de yeast nitrogen base without amino acid
and ammonium sulfate, 0,5% m/v de sulfato de amonio, 2% m/v de glicose, 0,001% m/v de
adenina, 0,002% m/v de histidina, 0,01% m/v de leucina (transformacdo com vetor
pBTMI116KQ) e SD™ (0,14% de yeast nitrogen base without amino acid and ammonium
sulfate, 0,50% de sulfato de amonio, 2% de glicose, 0,001% de adenina, 0,002% de histidina,
0,01% de triptofano (massa/volume) em dgua desmineralizada) (transformacdo com vetor
pACT2). Além disso, utilizou-se o vetor pBTMI116KQ clonado coma proteina Fez
(fasciculation and elongation protein zeta) como controle positivo devido a sua capacidade de
autoativar o gene repérter '*; o vetor clonado foi gentilmente cedido pelo Dr. Jérg Kobarg do
LNBio. Apds o crescimento, repicou-se as células em novo meio de cultura para crescimento

da colOnia isoladamente.

Para que o ensaio prosseguisse, a proteina KGA sozinha nio poderia autoativar o gene
reporter, isso devendo ocorrer somente quando ha interacdo entre a proteina KGA e proteina
presa. Portanto o passo seguinte foi a realizacdo do teste de autoativacdo do gene reporter.
Nesse teste, as colonias foram transferidas para um papel filtro, deixadas em nitrogénio
liquido por 3 minutos e incubadas com 3 mL de solu¢do reveladora Z-buffer (87 mM

Na2HPO4, 47 mM NaH2PO4, 19 mM KCl, 1,38 mM MgS04), 2.5 mM X-gal, 120 mM f-
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mercaptoetanol a 37°C, por 3 horas. Apds o tempo de incubagio, as colonias contendo o vetor
pBTM116KQ.hKGA desenvolveram coloragdo rosa, mostrando a ndo autoativacdo do gene
reporter, enquanto que no caso do controle positivo (pBTMI116KQ.Fez), a colonia

desenvolveu coloracio azul.

Seguindo o teste da autoativagdo, foi realizado o duplo hibrido empregando-se uma
"biblioteca de cDNA" comercial de células HeLa, preparada em vetor pACT2, o qual contém
o dominio de ativagdo. Este vetor contém outro marcador de selecao (LEU2). O vetor de fusdo
("glutaminase - dominio de ligacio ao DNA") e os vetores com a biblioteca ("dominio de
ativacdo - proteina presa", chamado de vetor "presa") foram utilizados para a transformacao
de células de levedura (transformagdes sucessivas). Todos os transformantes individuais de
levedura conterdao o vetor "isca" e um vetor diferente da biblioteca (vetor de "presa"). A
"cacada de interac@o" (interaction hunt) foi realizada em meio minimo, o qual permite o
crescimento de células somente quando a interagdo entre a "isca" e a "presa" ocorre (Figura
11). Um terceiro marcador HIS3 (imidazoleglycerol-phosphate dehydratase) foi também
empregado. As células de levedura com o fator de transcri¢io reconstituido induz a sintese de

uma enzima que permitiu que as células crescessem em um meio minimo sem histidina.

Portanto, a transformacdo da levedura foi feita com o vetor pBTM116KQ.hKGA e
biblioteca de cDNA de HeLa em vetor pACT2.isca. A partir da placa de meio de cultura SD
W, foi repicada uma coldnia colocando-a em 150 mL de meio de cultura SD™V liquido e
incubado a 30°C, a 200 rpm por aproximadamente 16 horas. A amostra foi centrifugada por 5
minutos, a 1.300 x g, a 21°C e o pellet ressuspendido em 1 litro de meio de cultura YPD
liquido e incubado a 30°C, a 200 rpm com a absorbancia monitorada até o valor entre Aggo

0,4 - 0,6. O meio de cultura foi centrifugado por 10 minutos, a 21°C, a 1.300 x g e o pellet
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lavado com 400 mL de TE (concentracdo descrita anteriormente) € novamente centrifugado.
O pellet foi ressuspendido com 8 ml de TE e acetato de litio. Foram adicionados 100 puL de
ssDNA, 150 pg de maxiprep de biblioteca de cDNA de HelLa (Realizada com QIAGEN
Plasmid Maxi Kit) e 60 mL de PEG/acetato de litio agitando vigorosamente (vortex). A
mostra foi incubada por 30 minutos, a 30°C, a 200 rpm. Apds a incubacdo, foi realizado o
choque térmico (15 — 20 minutos, a 42°C e 3 minutos no gelo) e entdo centrifugado por 5
minutos, a 1.300 x g, a 21°C. O pellet foi ressuspendido com 8 mL de TE e plaqueado em

-WLH

meio SD contendo 5 mM de 3-AT (3-amino-1,2,4-triazole). As placas foram incubadas a

30° C e monitoradas ap0s o terceiro dia, quando comecaram a crescer as colonias.

Apés o crescimento em meio de cultura seletivo SD "X contendo 5 mM 3-AT
(inibidor da enzima His3, utilizado em doses baixas para aumentar a estringéncia do ensaio),
as colonias foram repicadas em novo meio de cultura e entdo submetidas ao teste da [-
galactosidase. Este teste, realizado em papel filtro, consiste na verificagcdo da interacdo “isca-
presa” (reconstituicdo do fator de transcrigdo) por meio da expressdo da enzima [-
galactosidase. Esta enzima cliva o substrato X-gal, cujo produto confere coloracdo azul as
colonias, indicando interacdo positiva. Apos esta confirmacdo, os DNAs plasmidiais,
referentes a “presa” de cada clone, foram extraidos da levedura, propagados em bactéria
competente DHRS5a e sequenciados para identificacdo dos insertos correspondentes a cada

proteina-“‘presa”.
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Figura 11: Desenho esquemdtico do sistema de duplo hibrido baseado no GAL4. A proteina “isca” esta
fusionada ao dominio de ligacio ao DNA (DNA-BD) da proteina GAL4 de levedura (1-147 aa) que se liga ao
GAL1 UAS upstream do gene reporter. A proteina “presa” estd fusionada ao dominio de ativa¢do (AD) da
proteina GAL4 (768-881 aa) e tem funcdo de ativagdo da transcricdo. Os genes repoérteres lacZ e HIS3 sdo
construgdes separadas integrados no genoma da levedura. Quando ocorre a interacdo entre as proteinas isca-BD
e presa-AD, os dois dominios estardo fisicamente préximos, reconstituindo o fator de transcricdo. Desse modo os
genes reporteres sdo transcritos indicando que houve a interacfo isca-presa (acima). Quando a interagdo ndo
ocorre, ndo existe reconstitui¢do do fator de transcricdo e, consequentemente, os genes reporteres niao sao

transcritos (abaixo).

Com esta metodologia, o pds-doutorando do nosso grupo Marcel Nakahira, em
colaboracdo com este projeto, encontrou diversos potenciais parceiros de interacdo da KGA,
entre eles, o receptor nuclear PPARy. O sequenciamento do vetor pACT contendo o receptor
revelou o fragmento em sua forma completa (dados ndo mostrados).

Para a confirmagdo da interacdo entre KGA e PPARy e definicio das regides

envolvidas (Tabela 3) também foi utilizado o mesmo sistema em levedura. O protocolo
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utilizado foi 0 mesmo descrito anteriormente, bem como os protocolos de transformacao e do

teste da B-galactosidase.

4.2.2 Cultura de células de mamiferos

Linhagens de cancer de préstata humano (PC3) e cancer de mama (SKBR3) foram
cultivadas em meio RPMI (Cultilab) suplementado com 10% de soro bovino fetal (SFB,
Cultilab) a 37°C em atmosfera imida contendo 5% de CO,. As células embriondrias de rim
HEK293 foram cultivadas em meio DMEM (Cultilab) suplementado com 10% de soro bovino

fetal.

4.2.3 Transfeccao de células de mamiferos

Células das linhagens de cancer de mama SKBR3 foram crescidas até uma confluéncia
de 80% em meio de cultura RPMI suplementado com 10% SFB, a 37°C e 5% CO,. As células
(22 x 10’ células por placa) foram semeadas no dia anterior ao experimento, em placas de
cultura celular de 100 mm de diametro. A transfec¢ao foi realizada por meio da técnica de
lipofeccdo (transfeccdo por lipossomos) com a utilizacio do X-Treme Gene 9 DNA
Transfection Reagent (Roche), conforme as instru¢des do fabricante. Quinze microlitros do
reagente foram diluidos em 500 pL de meio Opti-MEM (Gibco) acrescidos de 5 ug de DNA.
A mistura foi incubada por 30 minutos a temperatura ambiente e adicionada sobre as células.
Subsequentemente, as placas foram incubadas em estufa com 5% de CO; a 37°C por 24h. O
meio foi removido, as células lavadas com PBS e raspadas das placas ap6ds adi¢ao de 200 pL.
de solucdo de lise (25 mM Hepes, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1% Triton X) acrescido de

inibidores de fosfatase (50 mM B-glicerolfosfato, 50 mM NaF, 1 mM Naz;VO,4, 10 mM Na-
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pirofosfato) e proteases (1 pg/mL aprotinina, 1 uM pepstatina, 1 mM PMSF, 1 pg/mL
leupeptina) e anti-oxidante (2 mM DTT). Os lisados celulares totais foram congelados com N,
liquido, descongelados em gelo e centrifugados a 10.600 x g por 10 minutos a 4°C. A
quantificacdo foi feita pelo método de Bradford seguindo especificacdo do fabricante
(BioRad) e tendo BSA como proteina padrao. O resultado foi analisado por western blotting.

Clones estdveis de PC3 com a expressdao de KGA-V5 foram obtidos apds 48 horas de
transfeccdo com pcDNA3.1 KGA-VS5, onde as células foram submetidas a selecdo de colonias
resistentes ao antibiético neomicina (InvivoGen), utilizando-se 400ug/mL, durante 7 dias. A
concentracao de 400 pug/mL foi estabelecida a partir de uma curva de dose/reposta feita com
concentragdes que variaram de 100 pg/mL a 1 mg/mL de neomicina durante 7 dias. A
concentragdo de 400 pg/mL foi capaz de causar a morte de 100% das células ao final de 7
dias. Estes clones foram obtidos pela aluna de mestrado Carolline Ascencao.

A confirmagao da expressdo ectdpica foi realizada por SDS-PAGE e Western blot. Os
anticorpos anti-KGA (Abnova), anti-Flag (Sigma), anti-V5 (Invitrogen), anti-BNIP-H

(Abnova) e anti-PPARy (Cell Signaling) foram usados para a deteccio da KGA, BNIP-H e

PPARYy.

4.2.4 Co-imunopreciptacao

Aproximadamente 500 pg de lisado obtido apos a transfec¢cdo foram incubados com 6
ug do anticorpo anti-V5 ou anti-Flag em solugdo PDA com ou sem a adi¢do de 1 mM de
glutamato, em quantidade suficiente para 300 uL. A mistura foi incubada a 4°C sob agitacio
por 16 horas. Como controle negativo utilizou-se imunoglobulina G genérica (Invitrogen).

Um volume de 10 pL de resina Dynabeads Protein G (Invitrogen) foram adicionados a

59



mistura (anticorpo/lisado) e incubados em temperatura ambiente por 4 horas sob agitacdo. A
resina foi precipitada usando o Magna-Sep (Magnect Particle Separator - Invitrogen) e o
sobrenadante separado para andlise. Apds lavagem com 500 pL de solucdo PDA por trés
vezes, a resina foi ressuspendida em 30 uL. de solu¢@o de corrida SDS-PAGE, fervida por 15
minutos a 95°C e analisada por western blotting conforme item 4.2.5. Em uma variacao deste
protocolo, testou-se também a incubacdo dos anticorpos com a resina por 1 hora, em

temperatura ambiente, seguido de adi¢cdo do lisado celular e incubagado por 16 horas, a 4° C.

4.2.5 Western Blotting

Ap6s eletroforese das amostras por SDS-PAGE 10% de poliacrilamida, as bandas
foram transferidas para membranas de PVDF (BioRad) empregando-se transferéncia em
sistema semi-seco (BioRad) com solu¢do 50 mM Tris-HCI, 38 mM glicina, 1 mM SDS
(Sodium Dodecyl Sulfate) e 20% metanol a 80 mA por 1 hora, empregando-se o equipamento
Trans-Blot SD Semi-Dry Transfer Cell (BioRad). Apds essa etapa, a membrana foi bloqueada
com 7% de albumina bovina (BSA) diluida em TBS (80 mM Tris-HCI, 16 mM Tris-base, 150
mM NaCl e 4 mM EDTA) com 0,1 % Tween 20 por 1 hora (TBS/T). Para a detec¢do das
proteinas de interesse, a membrana foi incubada com os anticorpos primérios anti-FLAG
(Sigma) na proporcao 1:5000, anti-V5 (Invitrogen) 1:5000, anti-KGA (Santa Cruz) 1:1000,
anti-BNIP-H (Abnova) 1:1000 e anti-PPARy (Cell Signaling) 1:1000, todos diluidos em
TBS/0,1% Tween 20, por 16 horas a 4°C. Apés a incubag@o, as membranas foram lavadas 3 x
com TBS/T por 5 minutos cada, seguida de incubagdo com anticorpo secunddrio (GE — anti-
mouse ou anti-rabbit diluidos 1:5000 em TBS/0,1% Tween 20), por 1 hora, a temperatura

ambiente. A presenca da banda protéica foi detectada adicionando-se reagente Luminol (ECL
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Detection Reagent — Pierce) a membrana seguido do contato da mesma com filme

autoradiogréfico (BioMax light film — Kodak) pelo tempo julgado necessério.

4.2.6 Co-localizacao por Imunofluorescéncia

Cerca de 5 x 10° células das linhagens SKBR3 e PC-3 foram semeadas em placa de
384 pocos (Opti-Plate — PerkinElmer) em meio RPMI (Cultilab), suplementado com 10% de
soro fetal bovino (SFB) e incubadas em estufa a 37° com 5% de CO,. Apds 48 horas, as
células foram fixadas e permeabilizadas com solucdo de 3,7 % formaldeido, 0,2 % Triton X-
100 em PBS 1 X, bloqueadas com solu¢do de 3 % BSA, 0,8 % Triton X-100 em PBS 1 X e
incubadas com os anticorpos primdrios anti-KGA (Abnova) e anti-PPARy (Cell Signaling)
(diluicao 1:200 em solucao 3% BSA, 0,8 % Triton X-100 em PBS 1 X) por 16 horas a 4 °C.
As células foram submetidas a lavagem com PBS 1 X acrescido de 0,05% Tween 20 (Sigma)
por trés vezes, seguido de incubagdo das células com anticorpo secundério anti-mouse Allexa
Fluor 488 (Invitrogen) (dilui¢do 1:100) e anti-rabbit Allexa Fluor 633 na dilui¢do 1:200 por 2
horas a temperatura ambiente. As células foram novamente lavadas duas vezes com PBS 1 X
acrescido de 0,05% Tween 20. Para a detecc¢do do nicleo, empregou-se DAPI (Sigma), o qual
foi incubado na concentragdo de 2,5 pg/mL em solucdo de PBS 1 X por 5 minutos. Apds as
incubacoes, as células foram analisadas em microscopio confocal (Operetta — Perkin Elmer).
As imagens foram processadas utilizando-se o software Volocity (Perkin Elmer). A
preparacdo das células foi realizada em colaboragdo com a aluna de doutorado Ms. Carolina

de Guzzi Cassago.

O mesmo protocolo foi aplicado para o ensaio de imunolocalizagdo da KGA-VS5 e

FLAG-BNIP-H transfectadas em células SKBR3 separadamente. Entretanto, foram utilizados

61



neste ensaio os anticorpos primdrios anti-V5 (Invitrogen) e anti-FLAG (Sigma) na dilui¢do
1:20.000. Para os anticorpos secunddrios utilizou-se o anti-mouse Allexa Fluor 488
(Invitrogen) (diluicdao 1:200). Para a marcagdo mitocondrial e nuclear, incubou-se 500 nM de
MitoTracker CMXRos (Invitrogen) e 2 pg/mL de Hoescht33342 (Sigma) respectivamente,

diluidos em meio RPMI sem a adi¢do de SFB q.s.p 50 uL, por 45 minutos a 37°C.

4.2.7 Immunogold labelling

Os procedimentos descritos a baixo foram realizados pelo Silvio Roberto Consonni do
LNBio/CNPEM. As células SKBR3 foram cultivadas, tripsinizadas e sedimentadas por
centrifugacao pela pds-doutoranda Dra. Kaliandra de Almeida Gongalves e em seguida foram
fixadas com paraformaldeido 4% e glutaraldeido 0,1% dissolvidos em soluc¢do IL (100 mM
cacodilato de s6dio pH 7,4 e 200 mM sacarose). As células foram lavadas 3 vezes com
solu¢do IL por 10 minutos a 4°C. O processo de lavagem foi repetido com solugdo IF
contendo 200 mM glicina e 200 mM sacarose durante 1 hora a 4°C. Submeteu-se as células
ao processo de desidratacdo para embebi¢do com resina em metanol nas concentragdes 30%,
50%, 70% a 4°C, 80% e 100% a -20°C, todas por 20 minutos. Para embebicdo, as células
foram incubadas com metanol acrescido de resina LR White na dilui¢do (1:1) durante 8 horas,
seguido de nova incuba¢do na mesma solucdo na dilui¢do (1:2), também por 8 horas. Para a
polimerizagdo utilizou-se sistema com 2 lampadas UV de 15W posicionando a amostra a uma
distancia de 15 centimetros das lampadas na temperatura de -20°C por 69 horas e a
temperatura ambiente por 3 horas. Apos a embebigdo, as células foram submetidas a

microtomia utilizando grid de niquel cobertos com formvar e navalha de diamante para
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seccoes de 70-80 nm de espessura. Apds 24 horas de secagem, submeteu-se a amostra a
imunocitoquimica.

Para a imunocitoquimica, utilizou-se o tampao 50 mM Tris-HCI] pH 7,4 em todas as
lavagens. As solugdes tampdes foram filtradas com filtro Millipore 0,22 pm. As amostras
foram lavadas em 4gua ultra-pura durante 10 minutos em temperatura ambiente. Em seguida
realizou-se pré-incubacdo com tampao 50 mM Tris-HCI e 200 mM de glicina em pH 7,4
durante 5 minutos a temperatura ambiente. Lavou-se novamente por 2 vezes com tampao 50
mM Tris-HC] pH 7,4 durante 5 minutos em temperatura ambiente. A amostra foi entdo
incubada com tampao 50 mM Tris-HCI pH 7,4 contendo 1% BSA e 0,05% Tween 20 por 30
minutos em temperatura ambiente. Incubou-se a amostra com o anticorpo primario anti-KGA
mouse (Abnova) na dilui¢do 1:200 previamente diluidos em tampao 50 mM Tris-HCI pH 7.4,
por 16 horas a 4°C em camara imida. Novamente procedeu-se lavagem da amostra por 3
vezes com tampao 50 mM Tris-HCI pH 7,4 contendo 0,5% BSA por 5 minutos a temperatura
ambiente. O anticorpo secunddrio anti-mouse conjugado com a particula de ouro (10 nm) foi
diluido em 1:40 em tampao 50 mM Tris-HCI pH 7,4 contendo 1% BSA, seguido de incubagdo
por 1 hora em temperatura ambiente. A amostra foi lavada por 3 vezes em tampao 50 mM
Tris-HCl1 pH 7,4 contendo 0,5% BSA durante 5 minutos em temperatura ambiente, seguido de
nova lavagem com agua ultra-pura nas mesmas condi¢des. Para contraste, foi adicionado 1%
acetato de uranila em élcool etilico 50% durante 2 minutos, seguido de secagem do material
por 10 minutos. Adicionou-se entdo citrato de chumbo/Reynolds (1,33 g de nitrato de
chumbo, 1,76 g de citrato de s6dio) com dgua ultra-pura q.s.p 50 mL durante segundos. Apds
lavagem, o material secou durante 30 minutos antes de ser coberto com carbono e ser

observado ao microscopio. Para a coleta das imagens empregou-se o microscopio eletronico
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de transmissdao LEO 906 do Laboratério de Microscopia Eletronica/IB (Unicamp, Campinas-

SP).

4.2.8 Ensaio de transativacao celular

Cerca de 7 x 10* células de rim embriondrio HEK 293T foram semeadas em placa de
24 pocos. Quatrocentos nanogramas de pCMV-PPARy adicionado ou ndo de 400 ng de
pCDNA3.1KGA-V5 foram transfectados utilizando-se lipofetamina 2000 (Invitrogen),
conforme instrucdes do fabricante. Juntamente com os plasmideos adicionou-se também vetor
reporter pGL contendo o elemento responsivo a PPARy (DR-1, AGGTCA N AGGTCA) e
cDNA para expressao da luciferase de vagalume, assim como plasmideo pRL com expressao
constitutiva da luciferase de Renilla (para normalizacdo da eficiéncia de transfecc¢do). Para
avaliacdo da atividade de luciferase empregou-se o kit Dual Luciferase Reporter Assay
(Promega). Assim, as atividades das luciferases do vagalume e da Renilla foram
sequencialmente avaliadas a partir de um dnico experimento. A atividade da luciferase de
vagalume foi medida pela adicao do Luciferase Assay Reagent 11. Ap6s a medicdo deste sinal,
a reacdo foi parada e a atividade da luciferase Renilla foi medida pela adi¢do do reagente
Stop &Glow. Os dados obtidos foram plotados em grafico de barras no software Excel e o
desvio padrdo calculado conforme descrito no item 4.1.6. O ensaio foi realizado em triplicata
(n=1). Este ensaio foi feito pela aluna de doutorado Jéssica Lois, do grupo da Dra. Ana C. M.

Figueira do LNBio.

4.2.9 qPCR

Interessados no impacto da interagdo KGA:PPARY sobre os genes que sio regulados

pelo PPARY, realizamos ensaios de quantitative - polymerase chain reaction (QPCR) para
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avaliar a superexpressao dos genes ACADL e CPTIA (alvos do PPARY). Linhagens de
células de cancer de préstata, PC3, com expressdo constitutiva da KGA em fusdo com V5,
conforme item 4.2.3, foram utilizadas para extracdo de RNA total, utilizando kit Qiagen
RNeasy Mini, seguindo protocolo do fabricante, bem como a sintese de biblioteca de cDNA, a
partir do RNA obtido, utilizando-se o kit Super-Script III — First strand (Invitrogen), conforme
protocolo do fabricante. Primers especificos para os genes da KGA, PPARy, ACADL e
CPTI1A foram desenhados (Tabela 4) e utilizados, juntamente com o kit Power SYBR Green
PCR Master Mix (Apllied Biosystems), no ensaio de q-PCR (Conforme protocolo do
fabricante). Um mix contendo SYBR Green 1X, 0,3 uM de mix de primers forward e reverso
e cDNA sintetizado equivalente a 37,5 ng de RNA em &4gua ultrapura q.s.p 20 uL, foi
acondicionado em placa de 96 pocos (MicroAmp® 96-Well Plates — Invitrogen) e analisados
no termociclador ViiA 7 Real-Time PCR System (Apllied Biosystems), cujo programa seguiu
as temperaturas de 95°C - 10 minutos, seguido de 40 ciclos a 95°C - 15 segundos e 60°C - 60
segundos. A andlise dos dados foi realizada de acordo com o método 2PACE T3 Og valores
obtidos foram plotados em grafico de barras no software Excel e o desvio padrio calculado
conforme descrito no item 4.1.6. O ensaio foi realizado em triplicata (n=1). O ensaio foi

realizado em colaborag¢do com o aluno de mestrado Douglas Adamoski.

Nome Sequéncia
qPCR_KGA_Fow 5’- TGG TGA TCA AAG GGT AAA GTC -3’
qPCR_KGA_Rev 5’- TGC TGT TCT AGA ATC ATA GTC C -3’
qPCR_CPT1A F 5'- GACTCTGGAAACGGCCAAC -3'
qPCR_CPT1A R 5'- GCCGTGCTCAGTGAACAT -3'
qPCR_ACADL_F 5'- TTTGGGAGGACACCACAGG -3'
qPCR_ACADL_R 5'- GACTCTGCGGCTACTCGG -3'
qPCR_PPARg_F 5'- ATGTCTCATAATGCCATCAGGTT -3'
qPCR_PPARg_R 5'- CTTTGGTCAGCGGGAAGG -3'

Tabela 4: Lista dos primers desenhados para o ensaio de g-PCR dos genes KGA, PPARy, CPT1A e ACADL.
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S Resultados
5.1 Estudo da interacio KGA:Aldolase A

5.1.1 Teste de expressao da Aldolase A

A Aldolase A clonada em petSUMO foi usada para a transformacdo de E. coli, cepa
Rosetta II, e a expressao induzida por IPTG. A comparagdo entre as bandas das amostra ndo
induzida e induzida revelaram a superexpressdo de uma proteina com peso molecular de
aproximadamente entre 50 e 60 kDa (Figura 12), coerente com a massa calculada para a
Aldolase A em fusdo com a Sumo (massa téorica de 51 kDa, calculada pelo programa
ProtParam, http://ca.expasy.org/tools/protparam.html). A andlise também revelou que a

expressao da proteina foi maior entre os tempos de inducio de 6 e 18 horas a 37 °C.

M Oh oh 4h 6h 18h Figura 12: SDS-PAGE corado com Coomassie brilliant blue do

teste de expressdo da Aldolase A clonada em vetor petSUMO e
transformado em bactérias do tipo Rosetta II. Verificou-se a
superexpressdo de uma proteina compativel com a fusao SUMO-
Aldolase A quando comparado com a fracdo ndo induzida. 0 h,
fracdo nao induzida; 2 h, 4 h, 6 h e 18 h, duas, quatro, seis e dezoito
horas, respectivamente, de inducdo com 1 mM de IPTG. M,

Marcador de peso molecular PageRuler Unstained Protein Ladder

(Fermentas).

5.1.2 Purificacao

A purificacdo da KGA envolveu as técnicas de cromatografia por afinidade a metais,
troca i6nica e filtragdo em gel. O resultado obtido foi a proteina com auto grau de pureza

(Figura 13).
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aproximadamente 600 mM de NaCl. B) Cromatograma de
purificagdo por filtracdo em gel da KGA (coluna Superdex
200 HR10/30 — GE), o pico maior refere-se a elui¢do da
KGA. C) SDS-PAGE corado com Coomassie brilliante

blue dos diferentes passos do processo de purificacdo da

enzima KGA usando as técnicas de cromatografia por afinidade a metais, troca i6nica e filtragdo em gel. Lisado:

Lisado celular de bactérias transformadas com pet28a-KGA e induzidas por 16 horas com 1 mM de IPTG a 18

°C. Flow Through: Fracdo do lisado celular, usado na cromatografia por afinidade, que nio interagiu com a

resina apds a passagem pela mesma. Lavagem: Lavagem da resina com solucio Afinidade A contendo 5 mM de

Imidazol. Afinidade: elui¢ao da coluna de afinidade. Troca Ionica: Unido das fragdes referentes ao pico maior

na elui¢do da troca ionica. Filtracdo em gel: Unido das fragdes referentes ao pico maior da filtragdo em gel. M,

Marcador de peso molecular PageRuler Unstained Protein Ladder (Fermentas).

A Figura 14 exibe os resultados do processo de purificacdo por cromatografia de

afinidade a metais da Aldolase A, mostrando as fracdes referentes ao lisado celular aplicado

na coluna, flow through, lavagem e eluato. Pode-se avaliar pelo gel que com somente um

passo de purificacdo foi possivel obter alto grau de pureza da proteina.
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5.1.3 Pull-down

Figura 14: Andlise da cromatografia de afinidade em SDS-
PAGE corado com Coomassie brilliant blue da proteina
Aldolase A. 1, 2, 3 e 4: Eluicdes consecutivas feitas com 500
mM de imidazol; Lisado: Lisado celular de bactérias
transformadas com petSUMO-Aldolase A e induzidas por 16
horas com 1 mM de IPTG. Flow Through: Fragio do lisado
celular que ndo interagiu com a resina apés a passagem pela
mesma. Lavagem: Lavagem da resina com solu¢do Afinidade

B contendo 5 mM de imidazol. M: Marcador de peso

molecular PageRuler Unstained Protein Ladder (Fermentas).

Os ensaios de pull-down com as proteinas expressas em sistema heterélogo e

purificadas nio confirmaram o que havia sido identificado no ensaio de pull-down, previamente

realizado, empregando-se lisado de células HMEC, conforme explicado na figura 5. Conforme

pode ser verificado na Figura 15, KGA-His e Aldolase A nio foram capazes de interagir dentro

das condi¢des de pull-down empregadas, dado que a intensidade de banda de Aldolase A

detectada na presenca da KGA-His ndo foi maior do que a detectada na auséncia da mesma.

A) B) PBS  PDA
—_—Ay A }
. v

[His-KGA| HisKGA] - t+ - + 4 ,{p"
Aldolase A Adolase A + + + + Y@ép 39
60kDa| 60kDa [ 70
SOkDa... — DT 50kDa | - - -
40kDa - 40kDa | -

(M)  Com Glutamato

(M)  Sem Glutamato
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Figura 15: Andlise por SDS-PAGE e coloragdo com Coomassie brilliant blue dos ensaios de pull-down entre as
proteinas KGA-His (130 pmoles) e Aldolase A (excesso molar de 28 X) expressas em sistema heterélogo e
purificadas. Ensaios realizados com as solugdes PDA ou PBS 1X acrescidas de 5 mM de imidazol e acrescidas
(A) ou nao (B) de 1 mM glutamato. M: Marcador de peso molecular PageRuler Unstained Protein Ladder

(Fermentas).

5.1.4 Co-imunoprecipitacao

Na hipétese de que a ndo interacido entre a KGA e Aldolase A pudesse ser devido a
eventuais falta de modificacdes pds-traducionais que ndo podem ser obtidas do sistema de
expressdo usado (E. coli), resolvemos transfectar os genes das mesmas em células de
mamifero e realizar ensaios de co-imunoprecipitacdo. Entretanto, os resultados obtidos nos
ensaios de co-imunoprecipitagdo corroboraram com os obtidos por pull-down mostrados no
item 4.1.3, e mostraram mais uma vez a ndo interagdo entre as proteinas Aldolase A e KGA,

pelo menos nas condi¢des empregadas (Figura 16).

(C]
o ©
A gL B)
s S O
§ &8
L & 8
FLAG-aldolase A -+ +
V5-KGA - 4 % FLAG-aldolase A
V5-KGA
HC
WB HC
anti- V5 WB
LC anti-V5/
anti-FLAG
HC LC
WB
anti- FLAG
LC
Com glutamato Sem glutamato
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Figura 16: Western blotting dos ensaios de co-imunoprecipitacdo entre as proteinas V5-KGA e FLAG-Aldolase
A expressas ectopicamente em células de mamifero SKBR3. Ensaio realizado com solu¢do PDA acrescida de 1
mM de glutamato (A) ou sem glutamato (B). Como controle negativo o lisado celular total de SKBR3 foi
incubado com anticorpo anti-IgG em resina contendo proteina G. HC e LC referem-se as cadeia pesadas (Heavy

chain) e leve (Light chain) da imunoglobulina, respectivamente.

S.2BNIP-H : KGA

5.2.1 Teste de expressao da BNIP-H

Virios testes de expressao em sistema heterélogo foram feitos buscando-se encontrar
condi¢cdes oOtimas de expressio da BNIP-H-sumo, ndo tendo sido, entretanto, possivel

encontrar uma condicdo que evidenciasse a superexpressao da mesma (Figura 17).

A)M0h1234567SB)M0h123

kDa kDa
;‘-zz 2 &  ore _; w—
60 Eas 60 Y Y - — : ! —
rpe 50 e e
> = 40 “"i .

40
30

----- —
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Figura 17: SDS-PAGE, corado com Coomassie brilliant blue, das amostras dos testes de expressdo da proteina
BNIP-H clonada em vetor petSUMO e usada para transformagdo de bactérias Rosetta II (A) e BL21 (DE3) (B).
A expressao foi induzida com 1 mM de IPTG por 3 h a 37 °C. Oh refere-se a fracido ndo induzida. Fra¢des 1, 2, 3,
4,5, 6,7 e 8 referem-se as coldnias testadas. B) Expressdo em bactéria BL21 (DE3) com 1 mM de IPTG por 3 h
a 37°C. Oh corresponde a fra¢do nao induzida, 1, 2, 3, s@o as coldnias testadas. M: Marcador de peso molecular

PageRuler Unstained Protein Ladder (Fermentas). O asterisco indica a altura esperada da proteina no gel.
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Como nova tentativa de encontrar condi¢des para a expressio da BNIP-H, o seu
cDNA foi clonado em vetor pGEX4T1 (GE). Cepas de bactérias do tipo Rosetta II foram
transformadas com o vetor pGEX ligado a BNIP-H e um novo teste de expressao foi realizado
seguindo o protocolo descrito no item 4.1.2. Os resultados indicam uma banda diferencial em
relacdo a fracdo ndo induzida com peso molecular préximo ao esperado, indicando possivel

expressao da proteina (Figura 18).

Figura 18: SDS-PAGE corado com Coomassie brilliant blue do teste
de expressdo da BNIP-H em vetor pGEX4T1 transformado em bactéria
Rosetta II. A inducdo foi feita com 1 mM de IPTG por 3 h a37°C. 0 h
refere-se a fracdo ndo induzida. Fracdes 1, 2, 3, 4, referem-se as
coldnias usadas no teste de expressdo. M: Marcador de peso molecular
PageRuler Unstained Protein Ladder (Fermentas). Dentro do retangulo

banda diferencialmente expressa.

Intrigados pela ndo expressdo (ou baixa expressio) da BNIP-H em E. coli,
sequenciamos o vetor clonado. O sequenciamento revelou que existia uma muta¢do no
residuo 9 que gerou a troca do aminodcido triptofano para arginina. A mutacdo foi revertida
utilizando-se o kit QuikChange II X1 (Agilent) seguindo protocolo do fabricante. Apds ensaio
para reversdo da mutacdo realizamos novo sequenciamento e os resultados apontam que a
reversdo do gene clonado em petSUMO foi bem sucedida (Figura 19).

ApOs reversao da mutagdo, realizamos novo teste de expressdao conforme o item 4.1.2.
Novamente, ndo foi possivel detectar uma banda de superexpressdo e peso molecular

compativel com o esperado para a BNIP-H em fusdo com a sumo-His (Figura 20).
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A) Sequenciamento atggggaccaccgaagccacgctc atggaaaacgtg

M ¢ T T E A T L M E N V
Molde atggggaccaccgaagccacgctc atggaaaacgtg
M GG T T E A T L M E N V

B)

A TGO OGO 0 ACCACCOGCAAGCCACOTCTTCCOOCATOOGCAAAACOT G

¢

C) A TGO GO G ACCACCOCAAGCCACGCTCTOOGATOOGAAAACOGCTO G
A | ‘

Figura 19: A) Anilise da sequéncia obtida no sequenciamento comparada com o ¢cDNA obtido do banco de
dados (molde). Em amarelo destaca-se o cddon mutado e em vermelho o cédon sem a mutacdo. B)
Eletroferograma do cDNA da BNIP-H mutado. C) Eletroferograma do cDNA BNIP-H apds reversdao da

mutacdo. As setas pretas indicam os nucleotideos envolvidos na mutagio.

18°C 25°C 37°C
1 mMIPTG 0,2 MM IPTG 1 mMIPTG 0,2 mM IPTG 1 mMIPTG 0,2 mMIPTG
L | L L | |

r LI ! r 1o ! f L 1
M Oh 2h 4h 6h 2h 4h 6h 16h oh 2h 4h 6h 16h 2h 4h 6h 16h Oh 2h 4h 6h 16h 2h 4h 6h 16h

 BL21 (DE3)

1 mM IPTG 0,2 MM IPTG 1mM IPTG 0,2 MM IPTG - b i

L 1 [ | ., L \ I A 1
1 oh 2h 4h 6h 16h 2h 4h 6h 16h

r \
M Oh 2h 4h 6h 2h 4h 6h 16h Oh 2h 4h 6h 16h 2h 4h 6h 16h

Rosetta Il
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Figura 20: Andlise por SDS-PAGE corado com Coomassie brilhante blue dos testes de expressdo da BNIP-H
clonada em vetor petSUMO e transformado em cepas de bactérias do tipo Rosetta Il e BL21. Os testes ocorreram
nas temperaturas de 18°C, 25°C e 37°C tendo a inducdo protéica sido feita com 0,2 e 1 mM de IPTG. Oh, 2 h, 4
h, 6 h, e 16 h correspondem aos tempos de inducdo. O asterisco indica o tamanho esperado para a BNIP-H com

sumo-His. M: Marcador de peso molecular PageRuler Unstained Protein Ladder (Fermentas).

A andlise por sequenciamento da clonagem do gene da BNIP-H no vetor pGEX4T]1,
revelou que o gene também possuia a mutacido encontrada no clone para expressdo da BNIP-
H com fusdo Sumo-His. Empregamos o mesmo protocolo citado acima para reversdao da
mutagdo no gene BNIP-H em pGEX4T1. Apds a reversdo da mutagdo, fizemos novo teste de
expressao, conforme item 4.1.2. As amostras foram analisadas por SDS-PAGE 10% corado
com Coomassie brilhante blue (Figura 21 A) ou western blotting (Figura 21 B), conforme
item 4.2.5. Ambos os resultados indicam bandas diferenciais em relacdo a amostra nao

induzida correspondente, ao tamanho esperado para a BNIP-H em fusao com GST.

Empregou-se as mesmas condicdes do teste de expressdo da GST-BNIP-H para a
producdo heter6loga em larga escala, seguido de cromatografia de afinidade. Contudo, os
resultados obtidos na andlise por SDS-PAGE (Figura 20), corado com coomassie brilhante

blue, ndo indicaram obtenc¢ao da proteina em quantidade significativa para outros ensaios.

Figura 21:A) Andlise por SDS-PAGE dos testes de expressio da
BNIP-H clonada em vetor pGEX4T1 e transformado em cepas de
50 — ' ﬁ ﬁ'(_ bactérias do tipo Rosetta II. Os testes ocorreram nas temperaturas
e -
= $ de 18°C, 25°C e 37°C tendo a indugdo protéica sido feita com 1
= W— :': ——
v ’ mM de IPTG. 3h e 16h correspondem aos tempos de indugdo. A

seta indica banda diferencial em relac@o a fracdo ndo induzida. M:

Marcador de peso molecular PageRuler Unstained Protein Ladder

AntiGST 55 — (Fermentas). B) Andlise por western blotting do teste de expressdo

descrito acima.
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f Figura 22: SDS-PAGE corado com coomassie brilliante blue do processo de
ﬁ ia’ purificagdo da GST-BNIP-H usando a técnica de cromatografia por afinidade.
Lisado: Lisado celular de bactérias transformadas com pGEX4T1-BNIP-H e
ww g v v induzidas por 16 horas com 1 mM de IPTG & 37°C. Flow Through: Fracao do lisado
celular, que ndo interagiu com a resina apds a passagem pela mesma. Lavagem:

- Lavagem da resina com solu¢do Afinidade C. Eluato: Fracdo eluida da coluna com
soluc@o contendo 5 mM de glutationa. Asterisco indica posi¢do no gel onde proteina
em fusdo deveria ser encontrada. A banda acima maior é provavelmente fruto de

an
residuo presente nas placas de vidro usadas na eletroforese, dado que é também encontrada no marcador.

5.2.2 Co-imunoprecipitacao

A andlise de lisados totais das linhagens de células disponiveis em nosso laboratério,
indicaram a auséncia ou a presenca de BNIP-H enddgena em baixos niveis (Figura 23). Desta
maneira adotamos a expressdo ectopica de BNIP-H em linhagens de células de cancer de

mamifero para os estudos de interacdo com a KGA.

Figura 23: Andlise por western blotting dos
lisados de linhagens de células normais (HMEC),

™
§
Q L cincer de mama (SKBR3 e MDA-MB-231),

i O W O T O
slvaloqr.v
Frfegsse

5
&

Kda = = e endpeuplibEdas Ant-Vinculina
-

cancer de pulmio (A549), cancer de prostata
(DU149 e PC3), cancer cervical (HeLa) e cincer

- B = | de cérebro (H4) contra anticorpo especifico para

70 - BNIP-H. FLAG-BNIP-H refere-se a proteina

Anti-BNIP-H _ -
expressa ectopicamente em SKBR3 e utilizada

como controle positivo na andlise.

Para avaliar a interacdo entre a KGA e a BNIP-H expressa ectopicamente em células
de mamiferos, realizamos ensaios de co-imunoprecipitacdo das mesmas. O resultado obtido
com a imunoprecipita¢cdo da FLAG-BNIP-H nao revelou a interacdo entre as proteinas, pelo

menos nas condi¢des empregadas (Figura 24).
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B)

A)

FLAG-BNIP-H
V5-KGA
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anti- FLAG
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Figura 24: Western Blotting do ensaio de co-imunoprecipitacdo feito com
o lisado de SKBR3 transfectado com FLAG-BNIP-H e V5-KGA e
incubado com anticorpo anti-Flag (A) ou antiV5 (B) em solucdo PDA.
Como controle negativo usamos IgG incubado com lisado celular total
nao transfectado. HC e LC referem-se as cadeia pesadas (Heavy chain) e

leve (Light chain) da imunoglobulina, respectivamente.

5.2.3 Co-localizacao por imunofluorescéncia

As imagens obtidas no ensaio de localizacdo por imunofluorescéncia da KGA-

V5 e FLAG-BNIP-H indicam um padrdo de localizacao distinto entre as proteinas. KGA-

V5 é encontrada difusa pelo citoplasma da célula, co-localizada com a mitocondria,

enquanto que FLAG-BNIP-H encontra-se na periferia do citoplasma da célula, bem

N

proximo a membrana (Figura 25). Experimento adequado para inferéncia de co-

localizacao entre KGA e BNIP-H nio foi realizado.

Mito Tracker

Hoescht Merge

FLAG-BNIP-H
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Figura 25: Imagens de microscopia confocal do ensaio de imunolocaliza¢do envolvendo as proteinas KGA-V5 e
FLAG-BNIP-H em linhagens de células de cincer de mama SKBR3. A) Imagens das células transfectadas com
FLAG-BNIP-H. B) Imagens das células transfectadas com KGA-V5. Em vermelho, a localizagdo mitocondrial
nas células (conforme detectado por MitoTracker CMXRos, Invitrogen), em verde a localizacdo da KGA-V5 ou
FLAG-BNIP-H (detectados por primdrio anti-Flag ou anti-V5 e secunddrio Alexa 488, Invitrogen). Os nucleos

das células foram corados por Hoescht 33342(em azul).

5.3KGA : PPARy

5.3.1 Prospeccao de parceiros de interacao pela técnica de duplo

hibrido em levedura

Realizou-se o ensaio de duplo hibrido em levedura para determinagao dos parceiros de
interacdo da isoforma KGA. Os resultados mostraram a identificacdo de varias proteinas
candidatas a interacdo, sendo uma delas extremamente interessante do ponto de vista do
metabolismo celular: o receptor nuclear PPARY (Peroxisome proliferator-activated receptor
gamma) (Figura 26 A). Posteriormente foi realizada a confirmagado da interacio KGA-PPARYy
em levedura e o resultado confirmou a interacdo entre elas (Figura 26 B). Para avaliar
qualitativamente a afinidade de interacdo entre KGA-PPARy realizou-se um ensaio onde a
enzima HIS3, sob o mesmo controle transcricional da B-galactosidase, foi inibida com doses
crescentes de 3-AT. Quanto maior a afinidade de interacao isca-presa, maior a quantidade de
enzima produzida e maior dose de 3-AT necessaria para a inibi¢do da mesma (Figura 26 C).
Como as leveduras sdo incubadas em meio de cultura desprovida de histidina, a atividade
desta enzima (a qual estd na via de sintese deste aminodcido) se torna importante para o

crescimento das células. Os resultados indicam que, em termos relativos, a interagcdo
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KGA:PPARy apresenta alta afinidade quando comparada com seu controle

(pBTM116KQvazio + pACT2.PPARY).

Interagdo KGA:PPARy
A) 8]
pBTM116KQ.KGA+F pBTM116KQ.Vazio 1.2+ ——KGA + PPARy
PACT2.PPARy | +pACT2.PPARy 1.04 —— PPARYy
£ 0.8
3
n 0.6+
< 04-
0.2-
pBTM116KQ.FEZ+ pBTM116KQ.vazio+ i 7
3 . . T T T T
PACT2.vazio pACT2.vazio 0 20 40 60 2 ;1 .

B)

Concentracao de 3-AT (mM)

3-AT,mM
' 0 10 | 20 | 40 | 60 | 80 | 100
Vet

pACT2.PPARY
pBTM116KQ vazio - [ . :

Figura 26: A) Confirmac@o par-a-par da interagio KGA-PPARy em ensaio de colonia. Apds a transformagio

de levedura com vetor pBTM116KQ.hKGA e pACT2-PPARY, as mesmas foram plaqueadas em meio de cultura
SDVM Apés o crescimento, as leveduras foram repicadas em meio de cultura SD™", transferidas para papel
filtro e ensaiadas para a atividade de B-galactosidase. Identificou-se as interagdes isca-presa por um ensaio de
complementariedade onde reconstitui-se o elemento trans-ativador que leva a expressdo de f-galactosidase. A
acdo desta enzima sobre o substrato X-gal gera um produto azulado (coldnias rosas representam clones
negativos). A coldnia circulada em vermelho corresponde ao clone identificado do PPARG. FEZ1 ¢ controle
positivo do ensaio de B-galactosidase. Andlise qualitativa da afinidade de interacdo entre KGA-PPARy por
ensaio de inibicdo da atividade da enzima HIS3 pelo composto 3-AT (e conseguinte inbi¢do de crescimento da

levedura) feitos em meio sélido (B) e meio liquido (C) avaliado por absorbancia a 600 nm.



5.3.2 Identificacdo do dominio de interacao

Outro ensaio de duplo hibrido foi realizado para a identificagdo dos dominios das
proteinas KGA e PPARY responsaveis pela interacdo. Foi identificado que a intera¢do envolve
o dominio LBD da proteina PPARYy (Figura 27 A e B), enquanto que os outros 2 dominios
efetivamente ndo mostraram interacdo (Figura 27 C). Essa informacdo € plausivel,
considerando o fato de ser o LBD um dos dominios onde podem ocorrer as interacdes com
outras proteinas e consequente formacdo de homo/heterodimeros entre receptores ou co-
ativadores >"°2. Por outro lado, os resultados obtidos até o0 momento sobre a interacao entre os
dominios da KGA com a proteina PPARy mostram que isso ndo ocorre pelo dominio carboxi-
terminal (Figura 27 D), indicando que essa interacdo possa ocorrer, ou pelo dominio amino-

terminal, ou pelo catalitico.

A) Resultado Resultado
PPARy  da_ KGA .
Dominios interagdo Dominios interacao

1 175 251 477 1 244 530 669

sl DBD.| LBD |+ bl CAT [oCo) +

] - e -
(Loeo_] -
(o ]+

B) )
pBTM116KQ.KGA pBTM116KQ.FEZ pBTM116KQ.KCI:—prFM"6KQ-KGA
PACT2.PPARYLBD pACT2Vazio pACT2.PPARyN-terminal pACT2.PPARYDBD
9 €
< 9 v - ¢
D)
pBTM116KQ.Vazio pBTM116KQ.NRD
pACT2.Vazio pACT2.YA4 — pACT2.PPARy

pBTM116KQ.KGA.C-terminal
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Figura 27: Identificagdo dos dominios de PPARy e KGA responséveis pela interacdo entre as proteinas. A)
Esquema dos dominios de PPARy e KGA subclonados em pACT. Teste da B-galactosidase em papel filtro
mostrando que o dominio LBD € o responsavel pela interagdo com a proteina KGA (B) e que os dominios N-
terminal e DBD nio interagem com a proteina KGA (C). D) O mesmo teste realizado com a proteina PPARy e o
dominio C-terminal KGA, mostrou que esta regido da KGA nio é responsavel pela interacdo. pPBTM116KQ.Fez
+ pACTvazio e pBTM116KQ.NRD (Dominio regulatério da proteina NEK1 ) + pACT2.YA4 (YA4: proteina

14-3-3 protein eta "*) sdo controles positivos, pPBTM116KQvazio + pACTvazio é um controle negativo.

5.3.3 Purificacao

Como mencionado anteriormente, o clone de PPARy em vetor de expressao pet28A
foi gentilmente fornecido pela Dra Ana C.M. Figueira. Apds cromatografia de troca idnica
(Figura 28 A) e filtracdo em gel (Figura 28 B) foi possivel obter proteina com grau de pureza

alto (Figura 28 C), possibilitando a execucdo dos ensaios posteriores.

A) Troca Iénica B) Filtragdo em Gel
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C) s " GO Figura 28: A) Cromatograma da purificagio do PPARy (A 1-100) em
o ¥ o
2 I .5? § ax‘? coluna de troca anidnica (Mono S HR5/5, GE), a seta indica o pico
o s &
M 3 1(\6* $.° ,b'? Qié principal da elui¢do da proteina em aproximadamente 300 mM de NaCl.
B) Cromatograma da purificagdo por filtracdo em gel, mostrando um
KDa o pico tnico e simétrico. C) Gel de SDS-PAGE 10% mostrando a anélise
70 -
0 B £ das amostras em cada etapa de purificacdo. Lisado: Lisado celular de
50 | w= BN
0] . “ - .0 e bactérias transformadas com pET28a-PPARy e induzidas por 16 horas
St
30 1 g . g com 0,5 mM de IPTG a 22°C. Flow Through: Fracio do lisado celular
! -
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que ndo interagiu com a resina apds a passagem pela mesma. Afinidade: Fracdo eluida da resina Talon. Troca
Ionica: Fracao referente ao pico maior na eluigdo da troca idnica (com a fusdo His removida). Filtracao em Gel:
Fracdo referente ao unico pico da filtracdo em gel. M: Marcador de massa molecular PageRuler Unstained

Protein Ladder (Fermentas).

5.3.4 Pull-Down

O experimento de pull-down foi realizado utilizando-se ambas as proteinas
purificadas. Os resultados obtidos mostraram uma potencial interacdo na presenga de 1 mM
de glutamato. Entretanto, dado ao alto nivel de interacdo inespecifica da His-KGA com a

resina, os resultados ficaram com interpretacdo prejudicada (Figura 29).

9 RGZ Glu @

A) KGA Fh b o+ 4+ f Figura 29: Andlise por SDS-PAGE corado com Coomassie
"“"P':g':y M _ 4+ . 4+ . 4 ¢ ¢ brilliant blue do ensaio de pull-down entre as proteinas His-
70/~ PPARy (300 nM) e KGA (3 uM) expressas em sistema

PDA g g - o, “ Y u p
4 - e w - heterdlogo e purificadas. Ensaios realizados com as solugdes
- PDA (A) ou PBS 1X (B). @, auséncia de rosiglitazona e

B
) ol glutamato. RGZ, 2 pmoles rosiglitazona. Glu, 1 mM glutamato.
PBS 1X 2 - e .H. M, marcador de peso molecular PageRuler Unstained Protein
Ladder (Fermentas).

Como nova tentativa de avaliar a interacdo entre as proteinas expressas heterologamente,
realizou-se novo ensaio de pull-down entre a KGA e o dominio LBD do PPARY, sabidamente
envolvida na interag@o entre as proteinas pelo ensaio de duplo hibrido (item 4.1.4). Os dados ndo
indicaram interacdo entre as proteinas, o que pode refletir a necessidade de uma proteina
adaptadora (presente em levedura) e/ou modificagdes pds-traducionais ndo obtidas na expressao

em E. coli (Figura 30).
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Figura 30: SDS-PAGE corado com
Coomassie brilliant blue do ensaio de pull-
down entre (4,4 uM) KGA e His-PPARYy-
LBD (1,1 uM pmoles). Ensaios realizados

com as solugdes PDA (A) ou PBS 1X (B).
@, auséncia de rosiglitazona ou glutamato.
RGZ, 400 pmoles rosiglitazona. Glu, 1
mM glutamato. M, marcador de peso

molecular PageRuler Unstained Protein

Ladder (Fermentas).

5.3.5 Analise por Cromatografia de Exclusao Molecular

Tanto KGA quanto PPARYy foram analisadas por filtracdo em gel individualmente ou

ap0s incubagdo por 15 horas a 4°C. Neste tdltimo caso, as proteinas foram aplicadas em coluna

equilibrada em solu¢do 30 mM Tris-HCI pH 8,5, 150 mM NaCl e 0,5 mM TCEP ou PBS 1X,

0,5 mM TCEP. Os resultados dos cromatogramas ndo mostram um pico diferencial que

indique a formagdo de complexos KGA:PPARYy (Figura 31). Entretanto, as fracdes ndo foram

avaliadas por SDS-PAGE para confirmagdo, assim como a coluna ndo foi calibrada para

célculo do peso molecular das proteinas eluidas.
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Figura 31: Cromatografia de filtragdo em gel analitica em coluna Superdex 200 HR 10/30, acoplada a aparelho
AKTA-FPLC (GE) para andlise da formagdo do complexo KGA-PPARy. A) Perfil cromatografico de KGA
(150 nmoles); B) Perfil cromatografico do PPARy (450 nmoles). C) Perfil cromatografico da mistura KGA-
PPARy (1:3 razdo molar) na presenga de rosiglitazona e glutamato em solu¢do PBS 1X. D) Mesmo ensaio do

item C na presenga de rosiglitazona, glutamato em solu¢do 30 mM Tris-HCI pH 8,5, 150 mM NaCl e 0,5 mM
TCEP.

5.3.6 Anisotropia de Fluorescéncia

Para determinar a constante de dissociacdo da interacio KGA-PPARY, assim como os
elementos importantes para tal, realizamos ensaios de anisotropia de fluorescéncia
empregando KGA marcada com FITC. KGA-FITC e PPARy foram incubados por 24 horas a
temperatura ambiente em solu¢do 30 mM Tris HCI pH 7,5, 150 mM NaCl sem aditivos, € na
presenca de 1mM glutamato, ou 50 mM K,HPOy4, ou 100 uM de rosiglitazona. Verificamos
que nio ha muita diferenca nos Kd medidos na presenca de glutamato, rosiglitazona ou sem

os mesmos (4,6 £ 0,5 uM, 5,6 + 0,4 uM, 4,9 + 0,5 uM, respectivamente), entretanto, a

82



afinidade € reduzida e o Kd elevado para 7,0 + 0,8 uM na presenca de K,HPO, (Figura 32).
Sendo a estequiometria diferente de 1:1, o que ainda ndo definimos adequadamente, os
coeficientes de Hill obtidos indicam uma cooperativade positiva de interacdo entre KGA e
PPARY, uma vez que na presenca de glutamato, rosiglitazona, K,;HPO4 ou sem os mesmos os

valores foram 2,5 £ 0,3, 2,8 £0,3, 1,9 £0,2 ¢ 2,9 + 0,4, respectivamente.
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5.3.7 Eletroforese em Gel Nativo

No ensaio de eleforese em gel nativo observa-se que ao titularmos 100 pmoles de KGA
com PPARy (1:3, 1:5 e 1:7) ha desaparecimento da banda da KGA indicando a formagado de
complexos (Figura 33 A). O mesmo ensaio foi realizado com 100 pmoles de PP ARy titulados
com KGA (1:3, 1:5 e 1:7), obtendo-se 0 mesmo padrao (Figura 33 B). Nao foram avaliadas se

as adigdes de roziglitazona, K;HPO,, ou a auséncia de ambos desestabilizam o complexo.
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A estequeometria indicada pelos resultados muito provavelmente foge da real, dado a
potenciais erros na medida de concentragdo, baixa qualidade da amostra e concentracdo molar
abaixo do Kd de interacdo. Assim, métodos mais precisos precisam ser empregados para

avaliagdo da estequiometria.

100pmoles  KGA:PPARY

f g 13 15 17

Figura 33: Eletroforese em gel nativo da KGA
incubada com PPARy em soluc¢do contendo 1 mM
100 pmoles de KGA de glutamato por 24 horas. A) Gel com
concentracdo fixa de KGA em 100 pmoles titulados

com PPARy; B) Mesmo ensaio realizado fixando

PPARy em 100 pmoles e titulando KGA nas taxas
1:3; 1:5e 1:7.
100 pmoles de PPARY

5.3.8 Crosslinking

A anélise da banda excisada do gel de SDS-PAGE (Figura 34 A e B) por LC/MS-MS
(Figura 35) do ensaio de crosslinking entre KGA:PPARYy, conforme descrito no item 4.1.8,
indicou um crosslink entre as lisinas 245, presente no dominio catalitico da KGA, e 192 do
LBD do PPARy (Figura 36), corroborando com os resultados obtidos no ensaio de duplo
hibrido em levedura que indicou a interacio do LBD do PPARy com a KGA. As restri¢des

obtidas com a distancia entre as lisinas foram usadas para definicdo de um modelo de docking

(Figura 34 C). Este modelo ndo corrobora com a intera¢do da KGA com o PPARy via a
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segunda regido LXXLL da por¢ao aminoterminal (circulada em vermelho na Figura 34 C; ver
também Figura 4). Se envolve alguma das outras duas regides LXXLL da KGA (a primeira
no N-terminal ou a do C-terminal), o modelo ndo serd capaz de prever dado que estas por¢des

estdo ausentes na estrutura.
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Figura 34: A) SDS-PAGE corado com Coomassie brilhante blue do ensaio de crooslinking. Os retingulos em
vermelho destacam as bandas que foram excisadas. B) Andlise por western blotting do ensaio de crosslinking
com anticorpos contra KGA e PPARY. C) Modelo de docking da KGA (PDB ID 3SS3 *°) com PPARy (PDB ID
3DZY °') empregando-se o programa desenvolvido no LNBio baseado no sofrware Rosetta ''. O modelo
apresentado é o de menor energia dado a parimetros de restricdo estérica e distincia estipulada pelo DSS
(esperas em amarelo). Sdo indicadas as lisinas detectadas como crosslinked pela espectrometria de massas
(esferas em cinza e verde), o dominio DBD (cartoon em azul), LBD (cartoon em vermelho), hinge (cartoon em
cinza). KGA estd representada em ribbon (verde). Indica-se também o glutamato co-cristalizado com a KGA
(esferas laranjas), a roziglitazona co-cristalizada com PPARy (esferas em azul), peptideo co-ativador co-
cristalizado com PPARY (cartoon em mageta) e zinco co-cristalizado com PPARy (esferas em cinza). Dentro do
circulo em vermelho encontra-se o dominio LXXLL presente nesta estrutura. O glutamato, rosiglitazona,
peptideo co-ativador e zinco ndo foram considerados na gera¢do do modelo de docking e estdo representados na

figura com objetivo ilustrativo.
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Figura 35: Andlise de espectrometria de massas do ensaio de crosslinking. O espectro contendo os fons da série

y e b foram manualmente anotados para validag¢io do crosslinking entre os residuos Lys** (KGA) e Lys'**

(PPARY). A sequéncia de aminoacidos o corresponde ao PPARY enquanto que a f a KGA.

KGA Glutaminase 669
\ | —— . ,

B N-terminal 'lDomlnlo'leMeo C-terminal
A'M ! NSL AF-2
—_—— ~_~ —

N-terminal Regido F

Figura 36: Representacdo dos dominios da KGA e do PPARY, onde indica-se com as chaves em vermelho as

regides envolvidas no crosslinking com DSS entre as duas proteinas.
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5.3.9 Localizacao por imunofluorescéncia

As imagens de microscopia de fluorescéncia das proteinas KGA e PPARYy end6genas
indicam que ambas as proteinas co-localizam principalmente no citoplasma das células, tendo
sido obtidos valores de correlagdo de Pearson (Thresholded) de 0,6 para a linhagem de células
SKBR3 e 0,7 para a linhagem PC3 (Figura 37). Conforme a tabela 5, valores entre 0,5 e 1
indicam que as proteinas estdo fortemente co-localizadas. Além disso, os valores de
coeficiente de sobreposi¢ao de voxels para PC3 e SKBR3 sdo de 0,97 e 0,98, respectivamente,
onde 1 corresponde ao valor maximo, corroborando com os de correlagdao de Pearson. Quando
o foco das andlises € restrito ao nucleo das células os valores de correlagdo de Person caem

para 0,1 em PC3 e 0,02 em SKBR3.

Correlacdo Negativa Positiva
Nula -0.09t0 0.0 0.0to 0.09
Pequena -0.3t0-0.1 0.1t00.3
Média -0.5t0-0.3 0.3t0 0.5
Forte -1.0to-0.5 0.5t0 1.0

Tabela 5: Valores para avaliacio da correlagio de Pearson .

A) KGA PPARy Merge DAPI Merge
PC3

B)

SKBR3
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Figura 37: Imagens do ensaio de co-localiza¢do por imunofluorescéncia da KGA e do PPARy em linhagem de
células de cancer de préstata (PC3) (A) e mama (SKBR3) (B). Em verde, a localizagdo da KGA, conforme
revelado por anticorpo secunddrio Alexa 488 (Invitrogen), em vermelho, localizagdo de PPARY (Alexa 633) e, em
azul, os nucleos das células corados com DAPI. Os valores de correlacdo de Pearson sdo de 0,7 e 0,6 e de

coeficiente de sobreposicdo 0,97 e 0,98 para PC3 e SKBR3, respectivamente.

5.3.10 Immunogold labelling

Dado a indicacdo de localizacio da KGA no nidcleo por imunofluorescéncia,
decidimos investigar a mesma por microscopia eletonica de transmissdo de células SKBR3
seguido de marcacdo com anticorpo com particulas de ouro. Os resultados mostraram que
KGA de fato se localiza no nicleo onde apresenta um interessante padrdo de marcacio

heterocromético (Figura 38). Tentativas de co-localizacdo com PPARy ainda ndo foram bem

sucedidas.

Figura 38: Micrografia eletronica de transmissdo de células SKBR3 marcadas com anticorpo anti-KGA

revelado com secundério anti-mouse contendo particulas de ouro (10 nm). Envoltério nuclear indicado pela linha

pontilhada. M: mitocondrias. A: Actina.
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5.3.11 Ensaio de Atividade Enzimatica

Sabe-se que a presencga do ion fosfato aumenta a atividade glutaminolitica da KGA e,
considerando esse fato, foi decidido estudar a influéncia da presenga da proteina PPARY nesta
atividade.

Inicialmente foi testada a atividade glutaminolitica da KGA purificada, com e sem o
fon fosfato. Os resultados mostraram que a enzima respondeu ao fosfato conforme esperado

(diminuigdo de K, e aumento de Ky 29) (Erro! Fonte de referéncia nao encontrada.).
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Entretanto, na presenca de um excesso molar de 2.000 X de PPARy, houve uma
diminuicdo da efici€ncia catalitica da KGA na presenca de 20 mM de K;HPO4 (K./Kn de

KGA foi 3,0 mM/s na auséncia de PPARy e 1,3 mM/s na presenca deste receptor nuclear). A

presenca do ativador de PPARY, rosiglitazona (100 uM), afetou o resultado aumentando a

&9



eficiéncia catalitica da glutaminase mesmo na presenga do PPARY, o que nos leva a especular
que a ativacdo do PPARY pelo seu agonista desfavorece a formagcdo do complexo KGA-
PPARY, permitindo a KGA realizar sua fun¢do glutaminolitica. Levando-se em conta que a
interacdo ocorra via dominio catalitico da KGA, como sugere o ensaio de crosslinking, a
ligacdo do PPARY com esta regido pode de alguma maneira afetar a interacdo da enzima com

a glutamina, direta ou indiretamente, via rompimento da oligomerizacdo necessdria para a

.. . 2
atividade da enzima®’.

5.3.12 Ensaio de transativacao celular

Para verificar se a proteina KGA € capaz de afetar a atividade de transativagdo do
receptor PPARy, um ensaio de gene repérter (luciferase) dirigido por elemento responsivo ao
PPARy foi realizado. Conforme mostrado na figura 40, foi possivel verificar que KGA

promoveu a inibi¢do da atividade do PPARy mesmo na presenca do seu agonista rosiglitazona

(1 uM).
p=0,0153
y Figura 40: Ensaio de
]
§ a v transativacdo de gene repdrter
22 = com PPARy em células HEK
EE 02 1 293T. Mock: plasmideo pCMV
T £ 015 - ) . .
8e vazio. Roziglitazona € um
® £ |
E e A conhecido agonista do PPARy.
(<}
gl 1
o b A A
& -»°°° A ~°°° & & & ~°¢'o
o & i d & &
& § F oS
5% 5% & ox °
x‘o x‘o x* A3 x‘o
) > )
& Q& & &
‘} QQV‘ + xQQV'
Y
©

90



5.3.13 qPCR

O ensaio de qPCR indicou uma reducdo significativa na transcricdo do gene
ACADL, alvo do PPARY, nas células PC3 com superexpressio da KGA (Figura 41). O
resultado corrobora com o obtido no ensaio de transativagdo celular (item 5.3.12) onde a
presenca da KGA reduziu a transcricdio do gene repdrter ativado pelo PPARy. Nao
observamos mudancas nos niveis transcricionais do gene CPT1 o que pode refletir a acdo dos
outros subtipos de PPARY.

p=0,0023
14,000 ———

12,000

10,000

8,000

6,000

4,000 11 Mock

11 KGA-V5

Relative Quantification
w
8
=)

8
o

p=0,0152

1,000 - { ! ] I

KGA PPARY ACADL CPT1A
Figura 41: Andlise do ensaio de q-PCR realizado com biblioteca de cDNA extraida de linhagens de células de

cancer de préstata PC3 com expressdo constitutiva da KGA em fusdo com V5 e primers especificos para os

genes ACDL, CPT1A, alvo do PPARY, bem como primers para o préprio PPARy e KGA.
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6 Discussao

A possivel interagdo entre a KGA e a Aldolase A, inicialmente identificada no ensaio
de pull-down entre a KGA expressa e purificada de sistema heter6logo, exposto no projeto
inicial (Figura 5) ndo foi confirmada nos ensaios de pull down e co-imunoprecipitacdao

realizados durante o mestrado, nas condi¢des empregadas.

Diversos ensaios de expressio para a BNIP-H foram realizados com o vetor
petSUMO, porém a proteina parece ndo ter uma expressdo significativa em sistema
heter6logo nesse vetor. Por outro lado, testes de expressdo com a constru¢do pGEX4T1-
BNIP-H levou a identificacdo de uma banda com uma massa molecular esperada para a
BNIP-H. Contudo, ndo obtivemos quantidades significavas da proteina purificada em fragcao
solivel para realizar outros ensaios. Além disso, os ensaios de imunofluorescéncia indicam
que ambas as proteinas, KGA e BNIP-H, transfectadas com fusio V5 e FLAG,
respectivamente, ndao se encontram em compartimentos celulares compativeis com a co-
localizagao nas células de cancer de mama SKBR3 (experimentos apropriados de co-
localizagdo nao foram feitos). Os dados foram corroborados por ensaios de co-
imunoprecipitagdo que ndo mostraram interacao entre as proteinas. Além disso, a expressao
endogena da BNIP-H em oito linhagens de células disponiveis no laboratério, avaliada através
da andlise dos lisados totais dessas células por wester blotting contra o anticorpo da BNIP-H,

foi baixa ou inexistente.

Assim, nossos esforcos foram voltados para os estudos de interacdo entre KGA e
PPARY, identificado em nosso laboratorio inicialmente por duplo hibrido em levedura. O
estudo da interagdo da KGA com PPARYy € de particular interesse dado a relacdo do mesmo

com o metabolismo celular. O receptor PPARY esta envolvido na expressdo de varios genes
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presentes na diferenciacdo celular, no metabolismo de carboidratos, proteinas, lipidios e na

c A 52,7678
tumorigénese .

Héa estudos que mostram que a atividade de PPARy previne
tumorigénese em tecidos como célon, mama, préstata e pulmio, promovendo o aumento da
diferenciacdo terminal, inibindo o crescimento celular, aumentando os niveis de apoptose e
diminuindo a resposta inflamatéria "**°. Estudos em modelos animais demonstram que
agonistas do PPARy tem alto potencial de prevenir ou tratar canceres, dado a sua acdo

inibitéria da tumorigénese e da progressao de tumores em pacientes com liposarcoma, cancer

P 2 1
de célon, mama e préstata 81,

Ensaios de duplo hibrido indicaram que a interacdo envolve o dominio LBD do
PPARyY. Essa informacdo € plausivel, considerando o fato de também ser através do dominio
LBD que PPARy exerce interagdio com co-ativadores, co-repressores e forma

homo/heterodimeros com outros receptores > .

As proteinas foram expressas em sistema heterélogo (E. coli) e purificadas para
determinar-se se a interacdo era direta. Os estudos de pull-down e cromatografia de filtracdo
em gel analitica ndo indicaram a interacdo entre KGA e PPARy nas condicdes testadas.
Entretanto, ensaios de anisotropia de fluorescé€ncia mostraram interacdo entre KGA:PPARy
onde, na presenca do produto da reacdo catalizada pela enzima da KGA, glutamato, obteu-se
um Ky de 4,6 £ 0,5 uM (Figura 32). O valor de Kd da ordem de micromolar pode explicar a
dificuldade em se capturar o complexo pelas técnicas de pull-down e filtracdo em gel, as quais
possuem etapas que podem dissociar a formacao de complexos que ndo estejam fortemente
ligados. Ainda, eletroforese em condi¢cdes nativas confirmaram a interagdo direta entre as

proteinas na presenca de glutamato.
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Ensaios de duplo hibrido mostraram que o dominio LBD do receptor estd envolvidao
na interacdo com a KGA, mas ndo foi possivel ainda determinar, por esta técnica, a regido da
KGA envolvida na interagdo, processo que encontra-se em andamento em nosso laboratério.
Ensaio de crosslinking com DSS entre as proteinas KGA e PPARy expressas em sistema
heterdlogo, indicou um crosslink entre o dominio catalitico da KGA e o LBD do PPARy,
apontando uma proximidade entre esses dois dominios e corroborando informagdes obtidas
com o duplo hibrido. A regidao do PPARy envolvida no crosslink estd proxima da sequéncia
NSL (Nuclear Signal Localization). Esta observacao nos permite especular que a interacao do
PPARy com a KGA possa impedir a atuagdo da sequéncia NSL em direcionar o PPARYy ao
nicleo. Entretanto a superficie de interacdo entre as duas proteinas (KGA:PPARY) precisam

ser validadas por mutagénese sitio dirigida seguida ensaios de anisotropia de fluorescéncia.

Para buscar indicios da interagao entre KGA e PPARY no contexto celular tumoral
realizamos ensaios de co-imunolocalizacdo por microscopia confocal. Os valores de
Correlacao de Pearson obtidos indicam co-localizacdo no citoplasma (mas ndo no nicleo). A
localizacao da KGA no nicleo foi confirmada por microscopia eletronica de transmissao e
immunogold labeling. Tentativas de co-localizagdo pela mesma técnica ainda ndo foram bem
sucedidas. Realizamos ainda ensaios de qPCR, envolvendo células com superexpressiao de
V5-KGA, com primers especificos para os genes alvos do PPARy, ACADL e CPT1. As
analises mostraram que expressdo do ACADL foi reduzida drasticamente em relacdo ao
controle. A proteina codificada pelo gene ACADL pertence a familia de acil-CoA
desidrogenase, que é uma familia de flavoenzimas mitocondriais envolvidas no metabolismo

de acidos graxos e aminodcidos de cadeia ramificada. Esta proteina € uma das quatro enzimas

que catalisam o primeiro passo da beta oxidacdo mitocondrial de dcidos graxos de cadeia
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linear. Os defeitos neste gene sdo a causa da defici€éncia de acil-CoA desidrogenase de cadeia
longa (LCAD), levando a hipoglicemia ndo-ceténica *>. O gene CPTI (carnitina-
palmitoiltransferase I) ndo sofreu alteracdes significativas no ensaio de gq-PCR. CPT1 € a
enzima chave no transporte de 4cidos graxos de cadeia longa, dependente de carnitina, através
da membrana mitocondrial interna e sua deficiéncia resulta em uma diminuicdo na taxa de

beta-oxidacdo de dcidos graxos .

As consequéncias da interacdo de KGA com PPARy apontam para a reducio da sua
atividade glutaminolica como definido por ensaio in vitro realizado com as proteinas
purificadas. A atividade de PPARy também foi reduzida no ensaio de transativacdo celular na
presenca de KGA, mesmo com a co-adicdo de seu agonista sintético rosiglitazona.
Considerando a co-localizag@o e os indicios de interacdo intracelular entre PPARy e KGA no
citoplasma das células avaliadas, especulamos que este evento possa impedir a migragao de
PPARY ao niicleo, evitando que este desempenhe a fun¢do de receptor nuclear na ativagcao de
genes alvo especificos. Tal inibicdo pode ter importantes consequéncias para a proliferacdo

celular.
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7 Perspectivas

Apesar da comprovagdo da interagdo entre KGA e PPARYy utilizando-se técnicas in
vitro, acreditamos na necessidade da realizacdo da técnica de Fluorescence Resonance Energy
Transfer (FRET), cujo resultado ird comprovar a interacdo entre as proteinas dentro das

células.

Além disso, a baixa expressdo de PPARY nas células testadas poderd ser compensada
pela expressdo ectopica da proteina em fusdo com outro epitopo, como FLAG por exemplo,
permitindo assim a andlise da interacio KGA-PPARY pela técnica de co-imunoprecipitagao.
Ainda, a expressdo ectdpica pode ser aliada a purificagdo de compartimentos celulares de

maneira a aumentar a concentracao das proteinas e definir a localiza¢dao da interacao.

A identificacdo dos dominios envolvidos na interacio KGA-PPARy é de suma
importancia para o entendimento deste evento, bem como as consequéncias trazidas por ele.
Neste sentido, os estudos de duplo hibrido em levedura para determina¢ao do(s) dominio(s)
da KGA envolvidos na interagdo, que ja se encontram em execucdo, nos trardo respostas para
preencher a lacuna sobre qual dominio da KGA interage com o PPARY, além de confirmar as
interacOes obtidas com crosslinking e LC/MS-MS. Neste campo, ainda poderemos empenhar
estudos estruturais, empregando cristalografia por difracao de raio X, da KGA em complexo

com o PPARYy.

Especulamos que a interagdo entre KGA e PPARy impeca o receptor nuclear de

desempenhar sua fungdo, assim, ensaios de qPCR array poderdo revelar se outros genes sao
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afetados pela interagdo, permitindo-nos inferir sobre as consequéncias deste evento no

metabolismo celular, principalmente no ambiente tumoral.
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8 Conclusoes

Os ensaios empregados para avaliar a interacdo entre a KGA e Aldolase A indicam

que ndo hd interacdo entre essas proteinas, pelo menos nas condi¢cdes testadas.

Os resultados obtidos nos ensaios de imunoprecipitacdo e imunolocalizacdo entre
KGA e BNIP-H niao demostraram interacdo entre as duas proteinas na linhagem de

cancer de mama SKBR3.

Identificamos o receptor nuclear PPARy como parceiro de interacdo da KGA. Os
estudos mostraram interacdo direta in vitro entre as proteinas, assim como apontaram
indicios de interagdo citoplasmdtica (mas ndo nuclear) nas linhagens SKBR3 e PC3.
PPARYy afetou a atividade glutaminolitica da KGA, e, da mesma maneira, KGA afetou
a funcdo de transativacdo deste receptor nuclear. Dado o potencial anti-proliferativo
dos alvos génicos do PPARY especula-se que esta interagdo seja importante para a

manutencdo do fenétipo proliferativo das células tumorais.
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