UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS

INSTITUTO DE BIOLOGIA

Carlos Roberto Koscky Paier

“Padronizacao da Expressdo Heterdloga e de Modelo de Ensaio de

Atividade para a Proteina Quinase Humana S6K”

Este exemplar corresponde a redagao final
da tese defendida pelo(a) candidato (a)

CARLS fobergv K. Priee

e aprovada pela Comiss&o Julgadora.

T il

ilson Ivo Tonin Zanchin

Orientador: Prof. Dr.

Campinas, 2009

Dissertacdo apresentada ao Instituto de
Biologia para obtengdo do Titulo de
Mestre em Biologia Funcional e
Molecular, na area de Bioquimica.



FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA PELA
BIBLIOTECA DO INSTITUTO DE BIOLOGIA - UNICAMP

Paier, Carlos Roberto Koscky

P152p Padronizacéo da expresséo heterdloga e de modelo de
ensaio de atividade para a proteina quinase humana S6K /
Carlos Roberto Koscky Paier. — Campinas, SP: [s.n.], 2009.

Orientador: Nilson Ivoe Tonin Zanchin.
Dissertagao (mestrado) — Universidade Estadual de
Campinas, Instituto de Biologia.

1. Expresséo heterologa. 2. Proteinas recombinantes.
3. Teste imunoenzimatico. 4. Proteina quinase humana.
5. Proteina recombinante S6K. 1. Zanchin, Nilson Ivo
Tonin. Il. Universidade Estadual de Campinas. Instituto de
Biologia. . Titulo.

(redtfib)

Titule em inglés: Standardization of the heterologous expression and of a madel assay of
activity for the human protein kinase SGK.

Palavras-chave em inglés: Heterologous expression; Recombinant proteins; Immunoenzyme
technique; Human protein kinase, S6K recombinant protein.

Area de concentracao: Bioquimica.

Titulagdo: Mestre em Biologia Funcional e Molecular.

Banca examinadora: Nilson Ivo Tonin Zanchin, Ana Paula Ulian de Aradjo, Jo&o Alexandre
Ribeiro Goncalves Barbosa.

Data da defesa: 02/10/2009.

Programa de Pés-Graduagéo: Biologia Funcional e Molecular.



iii

Campinas, 2 de Outubro de 2009

BANCA EXAMINADORA

Prof. Dr. Nilson Ivo Tonin Zanchin (Orientador) /’%‘1 f//Z/M/A/»,

Assinatura

Profa. Dra. Ana Paula Ulian de Aratjo A’QM&&D\L& Mo a

Assinatura 0

|

|
Prof. Dr. Jodo Alexandre Ribeiro Gongalves Barbosa j AU / W
A/ / Assinatura

Profa. Dra. Maricilda Palandi de Mello

Assinatura

Prof. Dr. Michel Georges Albert Vincentz

Assinatura



“Se és capaz de ter calma quando todos ao redor de ti ja a perderam, e se te culparem
de crerem em ti quando estdo todos duvidando, e para estes, no entanto, achares uma
resposta;

Se és capaz de esperar, sem te desesperares, ou sendo enganado, ndo mentir ao
mentiroso, e sendo achado, sempre ao 6dio te esquivares, e ndo pareceres bom demais
ou pretencioso;

Se és capaz de sonhar, sem que a isso s6 te atires a sonhar, sem fazer dos sonhos teus
senhores; se, encontrando a derrota e o triunfo, conseguires tratar da mesma forma
esses dois impostores;

Se és capaz de sofrer a dor de ver mudadas em armadilha as verdades que disseste e
as coisas porque destes a vida estracalhadas, e refazé-las com o pouco que de ti
restou;

Se és capaz de arriscares numa Unica parada tudo quanto ganhastes em toda tua vida,
e ao perder, nunca dizer nada, resignado a tornar ao ponto de partida, dar forga,
nervos, musculos, restando a vontade em ti ordenando-te a persistir;

Se és capaz de entre a plebe ndo te corromperes, e entre os reis ndo perderes a
simplicidade, e de amigos, quer bons, quer maus, te defenderes; se a todos podes ser
de alguma utilidade;

Se és capaz de dar segundo por segundo do implacavel minuto na corrida;
Tua é a terra, com tudo que nela existe!

- E 0 que ainda é muito mais: és um homem, meu filho.”

Missiondrio e poeta Kipliny

“Desvia de mim a opressao que temo, pois a tua lei é boa.”
Salmos 119:39

Dedico este trabalho a minha amada
mae, em cuja ternura espelho minha
luta, ao meu querido pai, em cujo
esforco me inspiro, e as minhas
irmazinhas Darina e Gabriela, cujas
amizades me afagam a memdria.

v



AGRADECIMENTOS

Agradeco a Deus, por ndo desistir quando eu pensei em desistir. Ele é a minha salvagdo!

Ao Prof. Dr. Nilson Ivo Tonin Zanchin (orientador), pela oportunidade de realiza¢do deste
trabalho e pela infra-estrutura oferecida.

As técnicas e amigas M". Tereza Cristina Lima Silva, Dr". Elaine Cristina Teixeira, M".
Adriana Cristina Alves Pinto, Givanil Leite Garrido e Carolina Bondarik pelos imensos galhos
quebrados, pelas risadas e pela sabedoria.

Aos amigos e amigas do LBM, Diane Theo de Moraes, Dr®. Melissa Fessel, Deivid Lucas
Migueleti, Gabriella Pitondo Reis, Karoline Mendonga, Juliana Smetana, Daniela Soares Razolli e a
todos os demais que tornaram o ambiente de trabalho sempre agraddvel, estimulante e cheio de
favores!

A M Renata Rocha de Oliveira, pelo auxilio nos experimentos de espectroscopia de
dicroismo circular.

A Dr®. Adriana Franco Paes Leme, Dr”. Thais Caroline Dallabona Dambroski, M*. Margareth
Sugano e Dr”. Bianca Alves Pauletti pela grande paciéncia e pela realizagdo dos experimentos de
espectrometria de massas.

Aos amigos da inesquecivel Republica dos Foddes, José Jadsom Sampaio de Figueiredo,
Gustavo Costa Bressan, Daniel Carlos Ferreira Lanza e Luis Gustavo Morello, por serem a familia
que pude escolher em Campinas, pelo companheirismo, pelas dicas de trabalho e por me fazerem
recuperar o referencial de ser humano (voc€s me ajudaram mais do que sabem!).

Aos queridos irmdos da Igreja Presbiteriana de Bardo Geraldo, pela acolhida imediata e
agraddvel, pela paciéncia e pelo exemplo de homens e mulheres que créem em Deus e vivem essa
fé, sem se esconderem de um mundo cada vez mais desafiador.

Aos meus queridos avés maternos, vo Delma, pelos quitutes sempre deliciosos, € a0 meu vo
Roberto (in memorian) pelo exemplo que ecoa pelos anos.

Aos meus amados tio Carlos e tia Raquel, por serem meus segundos pai € mae, € aos meus
primos Eduardo e Emanuelle, por serem como irmaos para mim.

Aos meus avés paternos, vO Waldir e vo Lol6, por propiciarem alguns dos melhores
momentos da minha vida, e aos demais tios e tias.

Aos meus queridos tio Rubens, tia Sonia e meus priminhos Jodo Vitor e Maria Cecilia, por

serem a familia que sempre me acolheu e me apresentou valores que norteiam minha vida até hoje.

A%



A amada tia Léia, tio Antenor e a meus primos Guilherme e Henrique, por sempre me
acolherem alegremente.

A Prof*. Dr*. Maria Cristina Baracat Pereira, minha orientadora académica na graduacdo, por
plantar em mim o gosto pela exceléncia cientifica, a Universidade Federal de Vigosa (UFV), pela
excelente formacgdo e a Unicamp, pela lapidacgao.

A ABTLuS/MCT/CNPq, por toda a infra-estrutura e apoio para o desenvolvimento deste
trabalho, e a FAPESP, pelo suporte financeiro.

vi



SUMARIO

RESUMO ...ttt ettt ettt eeht e e b e st esateebeeeaees 1

ABSTRACT ...ttt ettt sttt et st en e e 3

1 INTRODUGCAO ...t 5
1.1 A Viade mTORI ou Via de Sinalizacao Sensivel a Rapamicina (VSSR)................ 5
1.2 04 e Regulagdo de PP2A na Via de Sinalizagdo Sensivel a Rapamicina (VSSR).....6
1.3 S6K: Regulagado por Fosforilagdo, Desfosforilacdo e suas Conseqiiéncias. .............. 9
1.4 Expressdo Heter0loga de SOKS .........coiuiiiiiiiiiiiieiiieeieeeiteeeite et 16

1.4.1  EXPressao €M E. COLi.....cccuiiniiiiiiiiiiiieiie ettt ettt ettt et e s s 17

1.4.2 Expressdo em CElulas de INSELO ........cccueeuieiiieiiiinieiiiiieeieeeeste e 17

2 OBIETIVOS .ttt ettt et b e st sbe e et e et e e beesaeeenne 19
2.1 ODbBJELIVOS GEIALS...cueviiiiiriiiiiieeit ettt ettt e s e 19
2.2 ODbJetivos ESPECTIICOS ..cuuuiiiiiiiiiiieriie ettt ettt ettt ettt ee e sbeeesanee e 19

3 MATERIAIS E METODOS .......ooviiuiimriineiieiseeiseeiseessesssessssssssssssesssssssessseeens 20
3.1 Meios de Cultura, Cepas € Clones de E. COLi .........coovueianiiiniiiiniiiiiieenieeeeeee 20
3.2 Transformacao d€ E. COL ......cooouuiiiieiiiiieeeiiiie ettt e e e e aeee s 22

3.2.1  ChOQUE TEIMIICO ....veetieiiieiieeie ettt ettt ettt ettt be e bt e sbte st e saeeenbeens 22

3.2.2  ElCIIOPOTACAO ..c..ttitietieiieeite ettt ettt te st ettt e bt e bt e s bt e sate st e e bt e bt e bt e sbeesateeaneenbeens 23
3.3 Cultivo de Células EUCAIIOtICAS .....c...eeueeriiiriiiniieeieericeieeeteeeeie e 25

3301 CEIUlAS HELA ..ottt st st s 25

3.3.2 CETUIAS S ettt st sttt 25

3.3.3  CELULAS HIGAFTVE oottt ete ettt e s ette et eeate e enseesseesnteesnsaeenseeans 25

3.4 Extracdo de DNA Total de Baculovirus Recombinantes Suspensos em Meio TC-

TOO et ettt b e st e e e reenaee 25
3.5 Extracdo de RNA Total de Células Eucariéticas e Sintese de cDNA....................... 26

3.6 Construgdo dos Vetores de Expressao Heter6loga de Proteinas Recombinantes ....26
3.6.1 Extracdo ou Mini-preparacido de DNA Plasmidial por Lise Alcalina (Miniprep)..27
3.6.2 Amplificagdo do cDNA por PCR (Polymerase Chain Reaction — Reacdo em Cadeia da

POIIMETASE) ...vvieieeiieie ettt e e e ettt e e ettt e e e e etaeeeeeetreeeeeeareeeeenes 27
3.6.3 Seqiienciamento de DNA .......cccoiiiiiiiiiieieeeeee e 31
3.6.4 Digestdes de DNA com Endonucleases de Restrigao.........coceeverereenieneenienennenne. 33
3.6.5 Ligac@o de DINA ..ottt sttt 33
3.6.6  PCR de COIOMIA .....ciuiiuieiieiieieiteeeie ettt sttt ettt seeenee e 34
3.6.7 Eletroforese em Gel de AZarose ..........cocuevuereerienieeiiniinienieneeieseeeeie et 34
3.6.8 Estratégias de Construcdo dos Vetores de Expressao Heterdloga..........cccveennene. 35
3.7 Nested PCR (Nested Polymerase Chain Reaction) Empregado na Detec¢do de
Novos MRINAS de SOKT. ..co.uiiiiiiiiiiieiete et 37
3.8 Eletroforese Desnaturante de Proteinas ..........ccoceeveeniiiiiinieeiieniciiecececeeceeen 38

Vil



3.8.1 SDS-PAGE (Eletroforese em Gel de Poliacrilamida na Presenca de Dodecil Sulfato de

SOAIO )ittt e et e et e e et e e e et e e e e e b e e e e e tae e e e eataeaeenabaaaeenrees 39
3.8.2  SDS-Tricine-PAGE (Eletroforese em Gel de Poliacrilamida na Presencga de Tricina e
Dodecil Sulfato de SOAI0).....uuuviiiiiiiiiiieiieeee e e 40
3.9  Western Dlotting (WeStern BLOT)........ccuueeeevceeieiiiiiieiieiieeeeeiiee et enaeee s 40
3.10 Expressao de Proteinas Recombinantes em E. coli e Células de Inseto .................. 41
3.10.1 EXPIessao €M E. COli.uuiiiiiiiiiiiiiiiiiieiieiie ettt ettt st st 41
3.10.2 Otimizacdo da Expressdo de Proteinas Recombinantes em E.coli ......................... 42
3.10.3 Expressdo Mediada por Baculovirus em Células Sf9 e HighFive.............cccccceuu... 43
3.11 Andlise In Vitro da Interagao entre Proteinas Recombinantes por Co-purificacido
em Cromatografia de Afinidade por Glutationa (GST Pull-down)........................... 48
3.12 Purificacdo de Proteinas Recombinantes .............ccccceviiiiiiniiiiienienieenieeceeeeeen 49
3.12.1 Purificacdo de Proteinas Fusionadas a Polihistidina por Cromatografia de Afinidade
por Cation Niquel Imobilizado .........cccoeiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeee e 50
3.12.2 Purificacdo de Hiss-S6K102T389EACT e Hisg-CDPDPK1 por Cromatografia de Troca
Catidnica em Coluna de Heparina ...........cooceeiieiiiiiiiiieiieeceeeeeceee e 52
3.12.3 Purificacdo Parcial de His¢-Proteina D-CTRPS6 e Hisg-Proteina D-CysCTRPS6 a
partir de Corpos de Inclusdo e Renaturacfo In Vitro.........ccccccceevcevevcveenieencnennnen. 52
3.12.4 Purificacdo de CTRPS6 e CysCTRPS6 por Cromatografia de Troca Catidnica em
Coluna HiTrap SP HP.......oooiiiiiieeee ettt et 53
3.12.5 Purificacdo de Proteinas Fusionadas a GST por Cromatografia de Afinidade por
GIULATIONA ...ttt ettt ettt e bt e bt e st e et e et e be e bt e sbeesaneenteenseens 54
3.13 Determinac¢do da Concentracio de Proteinas Soliveis Totais pelo Método do
Acido BicinCONINICO (BCA . .veeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee s eeeeeee e e eeeeeeeseseseseseeseeseeeseeees 56
3.13.1 Construcdo da Curva Padrao .........ccceeeieiiiieeiiieeiie et 56
3.13.2 Preparo do Reagente de Trabalho.........c..coecuiiiiiiiiiniiiiiiiieceeececeee e 56
3.13.3 ProCEAIMENTO .....viiutieiieiieeiie ettt ettt ettt et e bt e bt esatesabe e bt e bt e sbeesbeesaeesnseenseens 57
3.14 Anélise de CTRPS6, CysCTRPS6 e Hisc-CDPDPK1 por Espectroscopia de
DicrofSMO CIFCUIAT ........oiiiiiiiiiiiiieeeeee et 58

3.15 Ensaio em Micro-escala para Determinacdo das Condi¢des Otimas de Clivagem
de Hisg-Proteina D-CTRPS6 com a Protease TEV e Ensaio em Grande Volume...58
3.16 Tripsinizacdo de Proteinas em Gel de SDS-PAGE para Anélise por

Espectrometria de Massas (IMSS)......cooiiiiiiiiiiiiiiieeeteeite et 58
3.17 Andlise de CTRPS6, CysCTRPS6, Hisc-CDPDPKI1 e Hisg-S6K102T389EACT
por Espectrometria de Massas........eeeruieeriiieeiiieeniieeeiieeeieeeeieeesieeesreeesveeesesee e 59
3.18 Micro-ensaio Colorimétrico de Atividade de Hisg-S6K102T389EACT
(Imunoensaio ENZIMATICO) ...ccoocvvvveviiiiiiiiiiiieeeee e eeeearaee e e e e eeaaaaeeeeas 60
3.18.1 Solugdes Empregadas N0 ENSAI0 .......cccueevveieciiieeiieiieesiieeie e 61
3.18.2 ProCedimeNtO .....ccccuviiieiiiiieeeiiiee et eeeecite e eeite e eeateeeeeatbeeeeabaeeeeasaeeeesssaeeeannsaeaas 67
4 RESULTADOS ... .ottt et e e e e e et e e e e e aase e e e s aaaeeeennees 69
4.1 Clonagem do cDNA da S6K1 e Andlise das Variantes de mRNAs amplificados
das Bibliotecas de cDNA e de Células HeLa...........cccccovvieiiiiiiiiiciiee e, 69

viil



4.2 Expressdo em E. coli e Purificacdo de Proteinas Heter6logas...........cccoceevvveennnneen. 72
4.2.1 Testes de Expressdo de GST-S6K1al1-Hisg e GST-S6K1a2T389EACT................ 72
4.2.2 Testes de Purificagdo de GST-S6K1al1-Hiss e GST-S6K1a2T389EACT .............. 76
4.2.3 Testes de Expressao de Hisg-Proteina D-CTRPS6, Hisg-Proteina D-CysCTRPS6 e
GST-CTRPSO ...ttt 79
4.2.4 Testes de Purificagdo de Hisg-Proteina D-CTRPS6, His¢-Proteina D-CysCTRPS6 e
GST-CTRPSO ...ttt 82
4.2.5 Obtengdo e Caracterizagdo de CTRPS6 € CysCTRPSO ........cccocevviiiiiiiiiiinieinen. 88
4.3 Expressdo Heter6loga em Células de Inseto, Purifica¢do e Caracterizagdo das
Proteinas Recombinantes Hisg-S6K102T389EACT e Hisg-CDPDPKI1 .................. 97
4.4  Analise In Vitro da Interag¢ao entre as Construgoes de S6K1 e TIPRL1, o4,
Isoformas Maior e Menor de PP2Aca (GST Pull-down). ..........ccccceeeeevienieenncn. 109
4.5 Micro-ensaio Colorimétrico de Atividade de Hisg-S6K102T389EACT
(Imunoensaio ENZIMAICO) ...ccocvvveeiiiieiieiiiirieieeeeeeeeetiee e eeeerere e e e e e e eeaarneeees 116
5 DISCUSSAOD. ...ttt ettt 117
5.1 Pesquisa de mRNAs de novas Isoformas de S6K1em Células HeLa..................... 117
5.2 Expressao em E. coli e Purifica¢do de Proteinas Heterologas..........cccccoceevcieennns 119
5.2.1 Testes de Expressdo de GST-S6K1a1-Hisg e GST-S6K102T389EACT.............. 119
5.2.2  Testes de Purificagdo de GST-S6K1a1-Hiss e GST-S6K102T389EACT ............ 120
5.2.3 Testes de Expressao de Hisg-Proteina D-CTRPS6, Hisg-Proteina D-CysCTRPS6 e
GST-CTRPSO ...ttt ettt sttt ettt 121
5.2.4 Testes de Purificacdo de His¢-Proteina D-CTRPS6, Hisg-Proteina D-CysCTRPS6 e
GST-CTRPSO ...ttt 121
5.2.5 Obtencao e Caracterizacdo de CTRPS6 e CysCTRPSO ........ccocevviineinieniennne 122
5.3 Expressdo Heter6loga em Células de Inseto, Purificacdo e Caracterizagao das
Proteinas Recombinantes Hisc-S6K102T389EACT e Hisg-CDPDPKI ................ 124
5.4 Analise In Vitro da Interagdo entre as Construgoes de S6K1 e TIPRLI, a4,
Isoformas Maior e Menor de PP2Aca (GST Pull-down). ..........ccccceeeeeeveeeieennnnns 126
5.5 Micro-ensaio Colorimétrico de Atividade de Hisg-S6K102T389EACT
(Imunoensaio ENZIMAICO) ....cccuuvviiieiieiieciiiiiiieeee et ettt e e e 129
CONCLUSAD ...ttt ettt 130
PERSPECTIVAS ...ttt ettt st 132
REFERENCIAS ........ooivieiteeeeeeeeeeeeeee e see s s s, 133

iX



RESUMO

A quinase de 70 kDa da proteina ribossomal S6, isoforma 1 (S6K1), ¢ uma fosfoproteina
implicada na regulacdo de genes relacionados ao controle da tradu¢cdo em mamiferos e possui uma
forma nuclear (a1) e uma citoplasmatica (a2). A fosforilagdo do seu principal alvo, a proteina RPS6,
tem sido comumente associada ao recrutamento seletivo dos 5’-TOP (5’ tract of oligopyrimidine)
mRNAs pela maquinaria de tradu¢do, embora haja estudos contrariando esta hipétese. Devido as
funcdes de seus demais alvos, S6K1 tem sido implicada na sobrevivéncia celular e em diversos
outros processos, como crescimento, cancer e resisténcia a insulina. S6K1 € ativada por um
mecanismo que envolve fosforilacao seqiiencial através da ativacao das vias mTORC1 (complexo 1
do alvo da rapamicina em mamiferos) e PI3K (fosfoinositol-3 quinase). Como uma quinase da
familia AGC, S6K1 deve ser fosforilada por mTORC1 no residuo Thrsgg do dominio hidrofébico e,
em seguida, por PDPK1 (proteina quinase 1 dependente de fosfoinositol) no residuo Thryyg da alga T
do dominio catalitico. Estes eventos ocorrem somente apOs a fosforilacdo em diversos sitios do
dominio auto-inibitério carboxiterminal, por mTORCI.

O objetivo deste trabalho foi desenvolver um ensaio modelo para anélise da fun¢do da S6K1
in vitro e utiliza-lo como ferramenta na elucidacdo do papel de proteinas adaptadoras da via de
mTOR em interagdes com a S6K1. Para isso foi necessério produzir as proteinas recombinantes para
ensaios de interagdo e para realizacdo de um ensaio de atividade para a S6K1. Foram testados varios
sistemas de expressdo para Escherichia coli para producdo das constru¢cdes GST-S6K1al-Hise,
GST-S6K102-Hisg e GST-S6K102T389EACT (forma o2 de S6K1 com a substituicdo T389E e o
carboxiterminal truncado), GST-PDPK1 e GST-CDPDPKI1 (dominio catalitico de PDPK1 fusionado
a GST). A expressao das formas truncadas de S6K1 e PDPK1 foi mais eficiente em E. coli. Embora
o rendimento tenha ficado muito aquém do esperado, foi suficiente para os ensaios de interacdo in
vitro. Também foi feita a expressdo em E. coli da regido C-terminal da proteina RPS6, que € o
substrato da S6K1, em fusao com a proteina D do fago A. Posteriormente, foram montados sistemas
de expressdo das construgdes Hisg-S6K102T389EACT e Hisc-CDPDPKI1 em células de inseto, a
partir de vetor de baculovirus. Constatou-se que essas construgdes sdo expressas na forma de
fosfoproteinas em células de inseto.

Ensaios de GST pull-down com GST-S6K1a2-Hisg e GST-S6K102T389EACT contra as duas
isoformas da subunidade catalitica da PP2Ac, Hisg-PP2Aco(maior) e Hisg-PP2Aco(menor),

revelaram que Hisg-PP2Aco(maior) ndo interage com GST-S6Kl1a2-Hisg, embora interaja
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fortemente com GST-S6K102T389EACT. Ja a construgcdo Hise-PP2Aco(menor) interage fracamente
com as constru¢des GST-S6K1a2-Hisg e GST-S6K102T389EACT. Tomados em conjunto, os
resultados sugerem que a presenca do C-terminal ndo fosforilado de S6K102 impede a interagdao
com PP2Aco(maior). PP2Aca(menor) comporta-se de forma completamente diferente da isoforma
maior, pois a interacdo entre PP2Aca(menor) e S6K 102 parece ser independente do carboxiterminal
da quinase, visto que as quantidades de S6K102T389EACT e de S6K 102 inteira que interagem com
PP2Aca(menor) sao semelhantes. Esses resultados necessitam ainda serem confirmados in vivo.
Outros experimentos de GST pull-down confirmaram que as constru¢des de S6K1 ndo interagem
com 04, embora interajam com TIPRLI1. Se confirmado in vivo, esse resultado compde um novo
quadro na regulacdo coordenada entre mTOR1 e PP2A, do qual TIPRL1 parece participar.

As construcdes genéticas e os sistemas de expressdao gerados neste trabalho possibilitaram a
obtencdo dos reagentes necessdrios para analisar o mecanismo de regulacio da quinase S6KI,
mediado por proteinas regulatérias. Permitem também desenvolver uma série de experimentos,
como busca de inibidores especificos para a S6K1, que dependem da reconstitui¢do de ensaios de
atividade in vitro com a S6K1 ativada. Contudo, o ensaio de atividade realizado ndo apresentou

resultados satisfatorios e precisa ser desenvolvido.



ABSTRACT

The 70kDa ribosomal S6 protein kinase 1 (S6K1) is a phosphoprotein involved in the
regulation of genes related to translational control in mammals. S6K1 shows distinct nuclear (al)
and cytoplasmic (02) forms. Phosphorylation of the S6K1 best characterized target, the protein of
the small ribosomal subunit (RPS6), has been generally associated to the selective recruitment of the
5’-TOP mRNAs (5 tract of oligopyrimidine) by the translational machinery, although there is still
some controversy on this issue. Due to the function of its targets, S6K1 has been implicated in
several cellular processes including cell growth, cancer and insulin resistance. S6KI is activated by
a mechanism of sequential phosphorylation following activation of the mTORC1 (mammalian target
of rapamycin complex 1) and PI3K (phosphoinositide-3-kinase) pathways. As a kinase of the AGC
family, S6K1 activation requires mMTORCI1 phosphorylation of residue Thr389 of the hydrophobic
domain followed by PDPKI1 (phosphoinositide dependent protein kinase 1) phosphorylation of
residue Thr229 at the T loop of the catalytic domain. These take place only after phosphorylation by
mTORCI of several residues of the autoinhibitory C-terminal domain.

The objective of this work was to develop an assay to analyze the function of S6K1 in vitro
and use it as a tool in the discovering of the functions of regulators proteins of the mTOR cascade in
interactions with S6K1. For these purposes, expression systems were constructed to produce the
various recombinant proteins to be used in the interaction and activity assays. Several genetic
constructions were tested in Escherichia coli for the production of GST-S6Klal-Hiss, GST-
S6K102-Hisg and GST-S6K102T389EACT (02 form of S6K1 with the T389E substitution and
truncated carboxiterminus), GST-PDPK1 and GST-CDPDPKI1 (GST fusion protein of the catalytic
domain of PDPK1). The truncated forms were expressed more efficiently in E. coli. Although the
yield in E. coli was lower than expected, it was sufficient to perform interaction assays. The C-
terminal domain of RPS6, a substrate for S6K1, was successfully expressed in E. coli as a fusion
protein with the phage A protein D. Subsequently, expression systems for production of Hise-
S6K1a2T389EACT and Hise-CDPDPKI1 in insect cells were constructed using baculovirus vectors.
It was found that these constructs are expressed in the form of phosphoproteins in insect cells.

GST pull-down assays using GST-S6K 1a2-Hisg e GST-S6K1a2T389EACT to test interaction
with the PP2A¢ isoforms Hise-PP2Aco(major) and Hisg-PP2Aca(minor) revealed that Hise-
PP2Aca(major) does not interact with GST-S6K102-Hise, although it interacts strongly with GST-
S6K102T389EACT. On the other hand, Hisg-PP2Aca(minor) interacts weakly with both GST-
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S6K102-Hiss and GST-S6K102T389EACT. This finding suggests that the unphosphorylated C-
terminal of S6Kla2 inhibits interaction with PP2Aco(major). Hisg-PP2Aca(minor) behaves
differently form Hisg-PP2Aca(major). Its interaction with S6K1a2 seems to be independent of the
C-terminal since the amounts of S6K1a2T389EACT and S6Kl1a2 that interact with Hise-
PP2Aco(minor) are similar. Future work in vivo is required to confirm these results. GST pull-down
assays confirmed that a4 does not interact with the constructions of S6K1, while TIPRLI1 interacts
with them. If confirmed in vivo, these results provides a new perspective for the coordinated
regulation between mTOR1 and PP2A, which apparently involves also TIPRLI.

The genetic constructions and expression systems established in this work allow the
production of the reagents required to study the mechanism of S6K1 regulation mediated by adaptor
proteins. They will also allow the development of experiments such as screening for specific S6K1
inhibitors, which depend on reconstitution of S6KI1 activity assays using activated S6KI.
Nevertheless, the activity assay performed did not yield satisfactory outcomes and must be

improved.



1 INTRODUCAO

1.1 A Via de mTORI1 ou Via de Sinalizacao Sensivel a Rapamicina (VSSR)

A rapamicina é uma lactona antifiingica produzida pela bactéria Streptomyces hygroscopicus,
isolada de uma amostra de solo proveniente da ilha de Rapa Nui. Descobriu-se que essa substancia
inibe o crescimento de células de mamiferos e possui atividade imunossupressiva (revisado em
Waullschleger et al., 2006). Em S. cerevisae, a referida lactona requer um cofator intracelular para
exercer toxicidade, FKBP12 (FK560-binding protein). O complexo FKBP12-rapamicina liga-se a
quinase TORI1 (target of rapamycin 1), inibindo-a (Heitman et al., 1991; Chen et al., 1995; Choi et
al., 1996). TOR1 é conservada entre todos os eucariontes e seu ortélogo mamifero é chamado de
mTOR1 (mammalian target of rapamycin 1, ~280 kDa; Crespo & Hall, 2002; Lee et al., 2005;
Crespo et al., 2005), pertencente a familia das quinases relacionadas a familia das fosfatidilinositol
quinases (PIKK). Essas enzimas contém o dominio de serina/treonina quinase no C-terminal. No N-
terminal de mTORI1 encontra-se o dominio de ligacdo ao complexo FKBP12-rapamicina. Esta
quinase somente € funcional in vivo quando complexada com outras duas proteinas, Raptor
(regulatory associated protein of TOR) e mLST8 (mammalian LSTS), constituindo o mTORCI1
(mammalian TOR complex 1; Hara et al., 2002; Kim et al., 2002, 2003; Loewith et al., 2002). A
desorganizacdo desse complexo mimetiza o tratamento com rapamicina (Loewith et al., 2002).

A VSSR responde a presenca de nutrientes e a fatores de crescimento semelhantes a insulina.
A via de sinalizacdo de mTOR1 compreende a via da PI3K (phosphoinositide-3 kinase). mTORI1 é
ligada a via da PI3K através das proteinas da esclerose tuberosa, TSC1 (hamartina) e TSC2
(tuberina), que formam um dimero responsdvel por regular mTORI1 negativamente (revisado em
Manning, 2004). Quando as condi¢des de crescimento sao favordveis, mMTOR1 estd ativa e as células
fomentam a iniciagdo da traducdo (por meio da fosforilacdo e inativacdo do repressor 4E-BP1 e
fosforilagdo de S6K1; Brunn ef al., 1997; Burnett er al., 1998) e a biogé€nese de ribossomos — o
anabolismo é favorecido em detrimento do catabolismo. mTOR1 também regula o crescimento
celular (em volume) e estd implicada no avango do ciclo celular (revisado em Hay & Sonenberg,
2004). As moléculas sinalizadoras a jusante e a montante de mTORCI1 estdo frequentemente
alteradas em nudmero nos tumores humanos. Especificamente, a atividade aberrante de mTORCI1
parece ser a causa maior de diversos tipos de cinceres e sindromes de hamartomas (Inoki et al.,

2005; Tee & Blenis, 2005).



1.2 04 e Regulacao de PP2A na Via de Sinalizaciao Sensivel a Rapamicina (VSSR)

A familia das proteinas fosfatases especificas de fosfo-serina e fosfo-treonina possui diversos
membros, como as fosfatases 1, 2A, 2B (também chamada de calcineurina), 2C, 3, 4, 5, 6, 7 e,
possivelmente, muitos outros membros ainda poderdo ser descobertos (Cohen, 1997; Zolnierowicz
& Bollen, 2000). Varias dessas enzimas estdo relacionadas ao controle do ciclo celular e a mais bem
estudada dentre elas é a PP2A (protein phosphatase 2A; Shonthal, 2001). Esta proteina fosfatase é
um heterotrimero composto pelas subunidades C (PP2Ac¢, catalitica), A (PP2A4, estrutural, auxilia
na ancoragem das demais subunidades) e B (PP2Ap, reguladora, confere especificidade pelo
substrato e determina a localizacdo intracelular do heteromultimero; Mumby & Walter, 1993; Wera
& Hemmings, 1995; Virshup, 2000). As subunidades A e C existem em apenas duas isoformas (o e
), enquanto ha quatro familias ndo relacionadas de subunidades B (B, B’, B’’, B*’”), cada uma com
diversos membros mutuamente exclusivos na ligacdo a subunidade A (revisado por Janssens &
Goris, 2001). Sao possiveis mais de 75 combinacgdes diferentes entre essas subunidades, embora nao
se saiba quais efetivamente existam nas células. Enquanto as subunidades A e C estio presentes em
todos os tipos celulares, algumas subunidades B sdo seletivamente expressas de acordo com o tecido
e o estagio de desenvolvimento celular (McCright ef al., 1996). As diferentes isoformas das muitas
subunidades nao realizam fun¢des redundantes (Zhao et al., 1997; Gotz et al., 1998).

A complexidade da composi¢do de PP2A justifica a relagdo dessa enzima com tantas funcdes
celulares diferentes, como o metabolismo, transcri¢io e traducao, processamento pds-transcricional
de RNA (splicing), replicacdo do DNA, desenvolvimento e morfogénese, progressio do ciclo celular
e transformacdo. Portanto, PP2A estd submetida a uma complexa e precisa rede de regulacdo que
integra e gerencia todas essas fungOes. Existem mecanismos covalentes e ndo-covalentes que
contribuem para essa regulacdo, assim como para a especificidade por substrato, montagem de
subunidades e localizacdo subcelular (Shonthal, 2001). Por exemplo, fosforilacdo reversivel e
metilacdo da subunidade catalitica afetam a atividade da fosfatase, indicando que quinases, metil-
transferases e metil-esterases fazem parte da rede regulatéria de PP2A (Brautigan, 1995; Ogris et al.,
1997; Tolstikh, 2000; Wu, 2000). Inibidores termoestaveis (Oliver & Shenolikar, 1998), muitas
outras proteinas (Milward et al., 1999; Virshup, 2000), alguns mensageiros secundarios lipidicos, a
exemplo da ceramida (Dobrowsky et al., 1993), também estdo implicados no direcionamento das
funcdes de PP2A. Porém, pouco se sabe sobre a regulacdo coordenada dessas funcdes (Shonthal,

2001).



Uma das proteinas capazes de regular a atividade enzimatica de PP2A em mamiferos € a
fosfoproteina a4 (Inui et al., 1998; Nanahoshi et al., 1998), que se associa a PP2A¢ (Murata et al.,
1997; Inui et al., 1998; Nanahoshi et al., 1999), PP4 ¢ PP6 (Chen et al., 1998; Nanahoshi et al.,
1999). E também denominada de IgBP1 (immunoglobulin binding protein 1), pois foi descoberta
como uma fosfoproteina de 52 kDa (p52) co-precipitada com a proteina Iga (immunoglobulin a) do
complexo receptor de antigenos das células B (BCR, B cell receptor). Essa interagdo e o fato de o4
ser fosforilada em resposta a um ativador da PKC (protein kinase C) tornaram-na candidata a
componente da via de sinalizacdo celular responsavel pela ativagao das células B (Kuwahara et al.,
1994; Inui, et al. 1995). Essa hipétese foi confirmada por Inui et al. (2002), que obteve
camundongos condicionalmente nocauteados para o gene de a4, incapazes de promover a
proliferacdo de células B sob a a¢cdo de estimulantes especificos, de realizar a mudanga de isotipo, de
formar os centros germinais € de promover a hipermutacdo somadtica da regido varavel da cadeia
pesada dos anticorpos. O ortdlogo humano de o4 ¢é expresso em diversos tecidos, com maior
intensidade no coracdo, musculo esquelético, pancreas e tecidos linféides (Onda et al., 1997).

Em S. cerevisae o ortdlogo de o4 ¢ a fosfoproteina TAP42 (Two-A associated protein of 42
kDa). A fosforilacio de TAP42 € sensivel a rapamicina e ¢ impedida em cepas mutantes que
expressam TORI rapamicina-resistente. Portanto, além de fazer parte da cascata de sinalizacio de
TORI1, TAP42 ¢ diretamente fosforilada por esta quinase. Por conseguinte, TAP42 fosforilada
compete com PP2A, e PP2Ap pela ligacio com PP2Ac, mas a TAP42 desfosforilada nao pode
competir satisfatoriamente. A desfosforilacdo de TAP42, por sua vez, € mediada pelo proprio
complexo heterotrimérico PP2A (Jiang & Broach, 1999). Essas observacdes sdo coerentes com o
fato da caréncia nutricional e o tratamento com rapamicina bloquearem a interacdo entre TAP42 e
PP2A(, muito provavelmente por meio da desfosforilacio de TAP42 (Di Como & Arndt, 1996;
Jiang & Broach, 1999).

Ou seja, a VSSR € responsdvel pela regulacdo de PP2A em leveduras, por meio de TOR e
TAP42. O modelo gerado a partir das evidéncias citadas acima postula que, na presenga de
nutrientes, TOR fosforila TAP42, promovendo a sua associagdo com PP2Ac. A associacdo de
TAP42 fosforilada com PP2Ac previne a ligacdo da subunidade catalitica com PP2A, e PP2Ag,
inibindo a desfosforilacao dos alvos da fosfatase heterotrimérica. Na auséncia de nutrientes ou em
células tratadas com rapamicina, TOR1 ¢ inibida, ndo fosforila TAP42 e ainda sinaliza a

desfosforilagcdo das moléculas ativas de TAP42, que perde a capacidade de ligacdo a PP2Ac. A



subunidade catalitica fica livre para ligar-se as duas outras que compdem PP2A, reconstituindo o
trimero ativo que desfosforilard seu(s) alvo(s) especifico(s). Uma vez que a perda de atividade de
TOR leva a ativagdo da fosfatase do tipo 2A, TOR provavelmente sinaliza constitutivamente na
presenca e é inativado na auséncia de nutrientes (revisado por Gingras ef al., 2001). A semelhanca
do que ocorre em leveduras, a interagdo entre a fosfatase e a4 em mamiferos também ¢ inibida por
rapamicina (Murata et al., 1997; Inui et al., 1998), sugerindo que a regulacio de PP2A também se
da pela VSSR, mais precisamente por mTORI1 e seu efetor 04. O modelo proposto para essa
regulacdo em S. cerevisae foi, consequentemente, transferido para células de mamiferos (Di Como
& Arndt, 1996; Schmidt et al., 1998; Beck & Hall, 1999; Jiang & Broach, 1999) e pode ser
visualizado na figura 3.

Além da TAP42, uma segunda proteina estd envolvida na regulacdo de SIT4 (uma fosfatase do
tipo 2A) por TOR em S. cerevisae, a TIP41 (TAP42 Interacting Protrein of 41 kDa). TIP41 inativa
(fosforilada) nao se liga a TAP42, que fica livre para interagir com SIT4. Essa cascata ocorre
quando a célula estd em condicdes ativadoras de TOR, que fosforila TIP41 diretamente. Em
condi¢des inibidoras de TOR, TIP41 permanece desfosforilada e ativa, pronta para ligar-se a
TAP42. A interagdo entre TIP41 e TAP42 impede a ligacdo da ultima proteina com SIT4, cuja
atividade de fosfatase ndo é prejudicada. Portanto, TIP41 regula SIT4 indiretamente, por meio de
TAP42 (Jacinto et. al, 2001 e 2003). A acdo de TIP41 em leveduras também estd demonstrada na
figura 3.

Em humanos, a homdloga da TIP41 € denominada de TIPRL (TIP41, TOR Signaling Pathway
Regulator-Like (S.cerevisae)) e é encontrada em duas isoformas. A isoforma 1 possui 272 residuos e
foi identificada como possivel ativadora das MAP quinases numa triagem em larga escala (Matsuda
et al., 2003). A isoforma 2 possui 178 residuos e seu cDNA corresponde a sequéncia MGC3794
obtida pelo programa Mammalian Gene Collection (Collins et al., 2002). Segundo Smetana &
Zanchin (2007), TIPRL1 interage com PP2Aca, sugerindo uma regulagdo direta da homologa
humana de TIP41 sobre a subunidade catalitica da fosfatase do tipo 2A (isoforma o), ao contrario do
que ocorre com os respectivos homologos em levedura. Além disso, a proteina a4 também interage
com a PP2Aca e o complexo ternario a4/PP2Aco/TIPRLI foi identificado em células K562 tratadas
ou ndo com rapamicina (figura 3), no qual TIPRL1 liga-se a regido compreendida entre os residuos

210 e 309 de PP2Ac.



1.3 S6K: Regulacao por Fosforilacao, Desfosforilacao e suas Conseqiiéncias.

A quinase S6K (86 kinase), membro da familia AGC de proteinas quinases (Wullschleger et
al. 2006), é capaz de fosforilar vérios substratos, dentre os quais o mais estudado é a proteina S6 da
subunidade ribossomal 40S. De fato, a fosforilacdo de S6 geralmente ¢ um meio eficaz para se
verificar a atividade de S6K (Hay & Sonenberg, 2004). Em mamiferos, a atividade desta quinase é
realizada por duas isoformas, S6K1 e S6K2, codificadas por dois genes diferentes (Shima et al.
1998). A traducdo do mRNA de S6K1 pode iniciar-se no primeiro ou no segundo cédon de
metionina (Grove et al., 1991). No primeiro caso origina-se a forma nuclear S6K1al, que possui um
sinal de localizacdo nuclear no aminoterminal e 525 residuos de aminoacidos. No segundo caso
origina-se a forma citoplasmatica S6K102, com 23 residuos de aminoacidos a menos que al
(Reinhard et al., 1994). Detalhes estruturais de S6K1 podem ser vistos na figura 1.

A ativagdo de S6K1 ¢é impedida em células com receptor PDGF (platelet-derived growth
Jfactor) mutante, incapaz de recrutar e ativar PI3K (Chung et al., 1994). O mesmo ocorre em células
tratadas com wortmannin e LY294002 (Cheatham, 1994; Chung et al., 1994; Brunnn et al., 1996),
duas moléculas estruturalmente diversas, permedveis a membrana plasmética e capazes de inibir
PI3K com relativa especificidade (pois também sdo inibidoras de outras quinases da familia PIKK,
como mTORI1; Powis ef al., 1994; Vlahos et al. 1994; Ui et al., 1995). Esses resultados sugerem que
a ativacdo de S6K1 seja uma conseqiiéncia da cascata de sinalizacdo celular de PI3K o que de fato
foi confirmado por Pullen ef al. (1998), ao demonstrar que a fosforilacdo e ativacdo de S6K1 €
diretamente efetuada por PDKI1 (3 ™-phosphoinositide-dependent kinase-1), que por sua vez &
indiretamente ativada por PI3K. Posteriormente, a observacdo de que células deficientes em PTEN
(phosphatase and tensin homolog deleted from chromosome 10), enzima de ac¢do antagdnica a PI3K,
apresentam altos niveis de fosforilagdo de S6K1 (Neshat et al., 2001; Podsypanina et al., 2001)
forneceu maior consisténcia a essa conclusdo; assim também a observacdo de que a superexpressao
da forma dominante negativa de p85 (subunidade regulatéria de PI3K) inibe a fosforilagdo de S6K1

induzida por insulina (Sharma et al., 1998; Ueki et al., 2000).
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Figura 1 — Composicio em dominios, predi¢cio de regides ordenadas e intrinsicamente desordenadas
em sua estrutura e estrutura primaria de S6K1. (A) Aspectos estruturais da quinase, designados por
algarismos romanos: I — sinal de localiza¢@o nuclear (vermelho em C); II — dominio acidico aminoterminal
(amarelo em C); III — dominio catalitico (verde em C); IV — dominio de ligagdo (azul em C); V — dominio
carboxiterminal (cinza em C). Os residuos evidenciados sao os sitios de fosforilagdo de S6K1 descritos. A
regido I s6 estd presente na forma nuclear da quinase (p85 ou al), com 525 residuos de aminodcidos. A
forma citoplasmatica (p70 ou a2) possui 502 residuos (Jastrzebskik et al., 2007). (B) Diagrama gerado pelo
algoritmo FoldIndex, que revela as porcdes desestruturadas das regides N- e C-terminal. (C) Seqiiéncia
aminoacidica de S6K1 com dominios preditos pelo algoritmo SMART (http://smart.embl-heidelberg.de/). Na
regido III (verde) encontra-se o residuo de treonina fosforilado por PDPK1 (Thr,s, em S6K1al e Thryy em
S6K1a2), no loop de ativagdo do dominio catalitico. Na regido IV (azul) se encontra um residuo de treonina
fosforilado por mTOR1 (Thry; em S6Klal e Thrygy em S6K102), no motivo hidrofébico. Finalmente, o
dominio auto-inibitdrio localiza-se na regido V (cinza), onde muitos residuos sdo fosforilados por mTORI1
(Ser434, SCI'441, Thr444, Ser447 em S6K1al e Ser411, SCI'418, Thr421, Ser424 cm S6K1(12)
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A rapamicina também € capaz de obstruir a ativacdo de S6K1, logo, a via de sinaliza¢do de
mTOR1 também € requerida para a fosforilacdo dessa quinase (revisado por Thomas & Hall, 1997).
De fato, sabe-se atualmente que Raptor, uma subunidade de mTORCI1, serve como molécula
adaptadora no recrutamento de substratos de mTORI. Ela se liga a S6K1 e 4E-BP1 (elF4E binding
protein 1), ambos efetores de mTORI, e é necessaria para a fosforilacdo in vitro de 4E-BP1 por
mTOR e a fosforilacdo eficiente de S6K1 (Beugnet et al., 2003; Choi et al., 2003; Nojima et al.,
2003; Schalm et al., 2003). A associa¢do de Raptor com os efetores de mTOR1 ocorre através do
motivo TOS (TOR signaling), que estd presente na regido aminoterminal de S6K1 (Phe-Asp-Ile-
Asp-Leu) e carboxiterminal de 4E-BP1 (Phe-Glu-Met-Asp-Ile) e € necessario para a fosforilagcdo in
vivo dessas proteinas por mTORC1 (Schalm & Blenis, 2002). A rapamicina quebra a interacdo
mTOR/Raptor (Kim et al., 2002; Oshiro et al., 2004), o que justifica sua a¢do inibidora sobre a
fosforilacao de S6K e 4E-BP. De fato, S6K1 é um dos efetores mais bem caracterizados de
mTORCI.

Interessantemente, a delecdo da regido aminoterminal da quinase S6K1 confere resisténcia a
desativag@o por rapamicina, sem afetar a sensibilidade a wortmannin. Por outro lado, a delecdo de
ambas as regidoes amino e carboxiterminal confere resisténcia a rapamicina e wortmannin (Dennis et
al., 1996; Mahalingam & Templeton, 1996). Portanto, a ativacio de S6K1 compreende um
mecanismo complexo com mais de uma etapa (Fumagalli & Thomas, 2000). S6KI1 requer
fosforilacdo em varios sitios para a sua completa ativagdo. Apos ser fosforilada por mTOR em
diversos residuos de Ser e Thr carboxiterminais (no dominio auto-inibitério), S6KI1 requer
fosforilagdo em trés sitios para a sua completa ativa¢do. Os residuos do dominio de ligacdo Sers;; e
Thrygy (0o udltimo é localizado no motivo hidrofébico caracteristico de AGC quinases) sdo
fosforilados por mMTORC1, enquanto PDPK1 fosforila o sitio Thriyg na alga T do dominio de Ser/Thr
quinase de SO6KI1 (revisado em Wullschleger er al. 2006; Jastrzebskik et al., 2007). A figura 2
mostra uma sintese das cascatas de sinalizacdo que promovem a ativacdo de S6K1 e um esquema
explicativo do mecanismo de ativacdo dessa quinase em etapas. A quinase S6K2 também ¢é
fosforilada e os sitios de fosforilacdo sd@o conservados entre as duas isoenzimas (revisado por Hay &
Sonenberg, 2004). Os resultados obtidos por Pende et al. (2004) em fibroblastos embrionérios de
camundongo e em vdrios tecidos adultos sugerem que S6K2 apresenta uma atividade de quinase
superior 2 de S6K1, pois o nivel de fosforila¢io de S6 é menor em camundongos S6K2”" em relacio

aos S6K17".
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Figura 2 — Mecanismos de ativacdo de S6K1 ir vivo. (A) Vias de sinalizacdo envolvidas na regulagdo da
atividade de S6K. As linhas sélidas indicam interagdes diretas, enquanto as linhas interrompidas indicam
interacdes indiretas. A linha vermelha representa a alga de retroalimentacdo negativa em resposta a
estimulag¢do cronica da via de mTORCI, levando a resisténcia a insulina (Jastrzebskik et al., 2007). InR,
receptor de insulina; GFR, receptor de fator de crescimento. (B) Modelo da ativagdo de S6KI1 por
fosforilacao seqiiencial. Passo 1: o aumento da concentrag@o de cdlcio citosdlico enfraquece a interacdo entre
os dominios aminoterminal e auto-inibitério (carboxiterminal). Passo 2: a fosforilacio dos residuos
carboxiterminais Ser,;, Serys, Thry; € Sery, por mTORI estabiliza a conformagdo aberta da quinase. Passo
3: Fosforilagdo do residuo Thr389 (no motivo hidrofébico das AGC quinases) por mTORI1. Passo 4:
Fosforilagdo do residuo Thryo (na al¢a de ativacdo do dominio catalitico de Ser/Thr quinase) por PDPKI1
(modificado de Hannan et al., 2003).
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Nao apenas a fosforilacdo tem papel crucial na regulacio de S6KI1, por meio da via de
sinalizacdo sensivel a rapamicina (a via de mTOR1). A desfosforilacio também é um mecanismo
relevante na regulacdo dessa quinase, pois a inibi¢do de mTOR1 também desencadeia a ativagdo de
fosfatases que atuam sobre efetores a jusante de mTORCI1 (revisado em Thomas & Hall, 1997;
Gingras et al., 2001; Volarevic & Thomas, 2001; Thomas, 2002; Hay & Sonenberg, 2004).
Proteinas fosfatases do tipo 2A participantes da via de sinaliza¢do sensivel a rapamicina foram
identificadas em S. cerevisae (Di Como & Arndt, 1996; Jiang & Broach, 1999) e possuem ort6logos
em células de mamiferos. De fato, Ferrari et al. (1993) demonstraram que a PP2A de mamiferos é
capaz de desfosforilar S6K1. Posteriormente, foi mostrado que essas duas proteinas interagem em
mamiferos e o inibidor de fosfatases caliculina (calyculin) previne a desfosforilacdo de S6K1 e 4E-
BP1 (Westphal et al., 1999; Peterson, 1999). Além disso, a rapamicina causa uma desfosforilacdo
tdo dramatica em S6KI1 (inclusive dos sitios que ndo sdo alvos de mTOR), que torna razodvel a
hipétese da ativagdo de uma fosfatase em detrimento da desativacdo de vdrias quinases. O fato de
mTOR fosforilar PP2A diretamente in vitro sustenta o modelo em que a fosforilagio de PP2A por
mTOR previne a desfosforilacio de S6K1 e 4E-BP1 (Peterson, 1999). Contudo, em S. cerevisae,
TOR regula PP2A indiretamente, por meio de um outro efetor: TAP42. Portanto, ¢ possivel que a4,
o ortélogo mamifero de TAP42, esteja envolvido na desfosforilacdo de 4E-BP1 e S6K1 (Jacinto &
Hall, 2003). Esta hipdtese foi reforcada pelo grupo de Yamashita (2005), que comprovou a
formacao do trimero a4/PP2A/S6K1 em células B ativadas por LPS (lipopolissacarideos), através
de experimentos de co-imunoprecipitagdo. O mesmo grupo identificou os sitios de ligagcao de a4 e
S6K1 em PP2A(, demonstrando que a subunidade catalitica interage com as duas proteinas por meio
de diferentes regides (as posi¢des 19-22 e 150-164 sdo criticas para a interacdo com a4 e a regido
compreendida entre a posi¢do 88 e o aminoterminal € o sitio de ligacdo de S6K1). Uma sumarizagao

dos mecanismos de desfosforilacdo (desativacido) de S6K1 por PP2A pode ser visualizada na figura

3.
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Figura 3 — Mecanismos propostos para a desativacio de S6K1 em mamiferos superiores. (A) e (B)
Mecanismos derivados da regulagdo da via de TOR em leveduras (Jacinto et al., 2001) — os nomes entre
parénteses correspondem as proteinas homoélogas de S. cerevisae. Embora as S6 quinases ndo tenham sido
encontradas em levedura, foram colocadas no esquema acima para compor a hipétese de regulacio em
mamiferos superiores (Gingras, Raught & Sonenberg, 2004). Em (A), a estimulag¢do por nutrientes culmina
com a ativagdo de mTORI1, que fosforila diretamente 04 (TAP42) e TIPRL (TIP41). Fosforiladas, TIPRL
(TIP41) € incapaz de interagir com a4 (TAP42) e esta é capaz de interagir com a subunidade catalitica de
PP2A (PP2Ac). Isso impede a associacdo de PP2A- com as demais subunidades (PP2A, e PP2Ag) da
fosfatase heterotrimérica. O heterotrimero funcional ndo se forma e S6K1 permanece fosforilada, o que
garante o aumento do nivel de sintese protéica. Em (B), mTOR ¢ inibida por diferentes causas (auséncia de
nutrientes, rapamicina ou delecdo), culminando na desfosforilagdo de o4 (TAP42) e TIPRL (TIP41) pela
propria PP2A. Desfosforiladas, essas proteinas interagem entre si e a subunidade catalitica de PP2A fica livre
para reconstituir a fosfatase heterotrimérica funcional, que desfosforila e desativa S6K1, provocando queda
no nivel de sintese protéica. (C) e (D) Complexos protéicos identificados em células de mamiferos por
Smetana & Zanchin (2007) e Yamashita et al. (2005), respectivamente.
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O entendimento dos mecanismos de ativacdo e desativacio de S6K1 pode fornecer
esclarecimentos a respeito da regulacdo dos eventos celulares em que esta quinase estd implicada.
Muitas evidéncias relacionam S6K1 ao controle do crescimento celular e a0 aumento na taxa de
traducdo de mRNA (Montagne et al., 1999; Radimerski et al., 2002). O controle de mTORCI1 sobre
a traducdo € efetuado via S6K1 e 4E-BP (Hay & Sonenberg, 2004; Tee & Blenis; 2005). Até o
momento, acreditava-se que S6K1 ativada originava um aumento da tradu¢do de um subconjunto de
mRNAs denominados de 5’-TOP (terminal oligopyrimidine tract), que possuem um pequeno trecho
de 4-14 nucleotideos adjacente ao cap 5’ e correspondem a 15-20% do mRNA celular total. Esses
mRNAs codificam exclusivamente componentes da maquinaria de traducdo (todas as proteinas
ribossomais, fatores de elongacdo e outros; Meyuhuas & Hornstein, 2000). O recrutamento dos
mRNAs 5°-TOP aos ribossomos seria efetuado pela proteina ribossomal S6 fosforilada por S6K1.
Contudo, alguns experimentos colocaram em cheque o papel proposto para S6. Por exemplo, a
traducdo dos 5°’-TOP mRNAs é aumentada em resposta a aminodcidos e fatores de crescimento em
células tronco embrionarias S6K17 (Tang et al., 2001; Stolovich et al., 2002). Mesmo a acdo de
S6K1 na tradugdo dos mRNAS 5’-TOP também foi questionada apds o experimento de Pende et al.
(2004), que gerou células tronco e fibroblastos embrionérios de camundongo deficientes em S6K1 e
S6K2, mas que apresentavam o recrutamento de 5’-TOP mRNAs e eEF1A (eukaryotic translation
elongation factor 1A) aos polissomos na mesma intensidade observada em células parentais, apos
estimulacdo por soro. Além disso, a traducdo desses mRNAs foi sensivel a rapamicina. O trabalho
do grupo de Pende contrapde-se ao de Jefferies et al. (1997) e Schwab et al. (1999), que obtiveram
mutantes de S6K1 resistentes a rapamicina, nos quais a traducao de 5’-TOP mRNAs também era
resistente a rapamicina. Portanto, o controle da traducdo e do crescimento celular via S6K1 carece
de maiores esclarecimentos.

Outros substratos e/ou proteinas relacionadas podem ser bastante proveitosos na elucidagdo do
controle de S6K1 sobre a traducdo. Por exemplo, ainda ndo se sabe se € como as S6Ks utilizam
eEF2K (eucayotic elongation factor 2 kinase) na regulacao da traducdo (Wang et al., 2001). Outro
caso interessante é o de elF3 (eukaryotic translation initiation factor 3), que atua como proteina de
ancoragem para mTORCI1 e S6K1 (Holz et al., 2005). Também ha o elF4B (eukaryotic translation
initiation factor 4B), uma proteina de ligacdo ao RNA que estimula as atividades de helicase e
ATPase de elF4A (eukaryotic translation initiation factor 4A; Rogers et al., 2002). elF4B ¢é

fosforilado em resposta a diversos estimulos extracelulares, como soro, insulina e ésteres de forbol
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que promovem o crescimento e a proliferacdo celular (Duncan & Hershey, 1985), sendo requerido
também para a ligagdo da subunidade menor do ribossomo a mRNAs que contém estrutura
secunddria proeminente (Dmitriev ef al. 2003). O residuo Ser422, um dos sitios de fosforilagdo de
elF4B, ¢é especificamente fosforilado por S6K1 e S6K2 in vitro (Raught et al., 2004). Portanto, este
fator de iniciacdo da traducdo pode ser o intermedidrio responsdvel pelo efeitos das S6Ks sobre a
traducdo. Devido a funcdo de elF4B (auxiliar e[F4A no desdobramento da estrutura secundaria do
mRNA), sugere-se que a fosforilacdo intensifica a atividade de eIF4B e permite a tradugdo seletiva
de mRNAs com algum nivel de estrutura secunddria (Manzella et al., 1991).

S6K também pode influenciar a tradugdo e outros eventos celulares por meio da atuacio sobre
substratos independentes da maquinaria ribossomal; mais precisamente os da via IRS-PI3K-PDK1-
Akt, responsiva a insulina (Harrington et al., 2004; Shah et al., 2004; Um et al., 2004). A
disponibilidade de aminodcidos pode inibir a sinaliza¢do através dessa via (Tremblay (a) et al.,
2005), a ndo ser na presenca de rapamicina, sugerindo que a inibi¢cdo € mediada por mTOR e seus
efetores. Essa conclusdo foi apoiada pela descoberta de que a perda de TSC1 e TSC2 (reguladores
negativos de mTOR) em fibroblastos embridnicos de rato (MEFs) ou Drosophila inibe fortemente a
via de PI3K em resposta a insulina (Manning, 2004). De fato, S6K1 regula IRS (insulin receptor
substrate) no nivel transcricional e por fosforilagao direta, inativando-a (Um et al., 2004). Assim, a
ativacdo continua de mTOR-S6K1 induz uma al¢a de retroalimentacdo negativa que atenua a via de
PI3K, por meio da inibi¢do de IRS. Ratos nocauteados para o gene de S6K1 sdo incapazes de inibir
IRS, tornando-se hipersensiveis a insulina, ainda que ndo se tornem hipoglicémicos (por terem
poucas células B pancreaticas; Um et al., 2004). Portanto, a exposi¢do continuada ao excesso de
nutrientes pode levar as células a resisténcia a insulina. Dessa forma, o mecanismo molecular
envolvido é importante para o entendimento de desordens metabdlicas como diabetes e obesidade

(Wullschleger, 2006), o que € mais uma justificativa para o estudo das func¢des de S6K1.

14 Expressao Heter6loga de S6Ks

A expressdo das duas isoformas de S6K humana em sistemas heterélogos é dificilmente
encontrada na literatura, em que proliferam os exemplos de expressdo em células de mamiferos.
Quando encontrados, os exemplos de expressdo heter6loga geralmente sdo realizados em E. coli ou

linhagens eucaridticas derivadas de Spodoptera frugiperda (Sf) infectadas por baculovirus
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recombinantes. Usualmente sdo expressas formas truncadas da proteina, que muitas vezes € uma

ortéloga de rato (Rattus novergicus).

14.1 Expressao em E. coli

Petritsch ef al. (1995), ao estudar o efeito de altas concentra¢des de nucleotideos ciclicos sobre
a ativacdo de S6K1, conseguiram expressar uma forma truncada (ort6loga de rato) com os residuos
de aminodcidos 258-469 no vetor pETH-2a de E. coli. Valovka et al. (2003) expressaram as formas
truncadas de S6K1 de rato (residuos 453-525) e de S6K2 humana (residuos 442-495) no vetor
pET23d (a 22°C, com 1,0 mmol.L"' de IPTG em 4 h de inducdo). Rebholz et al. (2006) citam a
expressdo da regido N-terminal de S6K1 humana em E. coli BLR21 (DE3) com o vetor pET42a.
Finalmente, Hou, He & Qi (2007) realizaram a expressao da S6K1 de rato inteira em E. coli BL21
(DE3), fusionada a GST ou a Hise, no intuito de estudar a regulacio dessa quinase pelo complexo
Cdk5-p35 (Cyclin-dependent protein kinase 5 associated to p35) em neurdnios. Esses exemplos
referem-se a producdo de formas inativas da quinase (ndo fosforiladas). Um meio alternativo para a
obtenc¢do da forma ativa seria pela co-expressdao de S6K1 com uma das suas quinases, notadamente
PDPKI1, cuja agcdo sobre S6K1 € o ultimo passo na ativacdo completa dessa quinase (apOs
fosforilagdes por mTOR), segundo Leslie, Biondi & Alessi (2001) e Zhang, Shor & Yu (2006). O
sistema de expressdo poderia ser a E. coli, visto que Klein et al. (2005) co-expressaram PDPKI1 e
PKB (Akt) nessa bactéria, obtendo a ultima enzima fosforilada e ativa, embora com baixo
rendimento. Além de ser uma AGC quinase como S6K1, PKB possui uma via de ativagdo

semelhante a de S6K1 (Leslie, Biondi & Alessi, 2001).

1.4.2 Expressao em Células de Inseto

Kozma et al. (1993) produziram S6K de rato inteira, ativa, em células S/9. Os autores
propuseram que a infecc¢do viral ativou uma via de sinalizacdo enddgena de Sf9, culminando na
fosforilagdo e ativacdo de S6K. Balendran et al. (1999), Biondi ef al. (2001), e Keshwani et al.
(2008) realizaram a expressao da mesma forma truncada de S6K 102, sem o dominio auto-inibitério
carboxiterminal (AID; residuos 399-502). Todos os autores obtiveram niveis satisfatorios de
expressao. Keshwani (2008) cita um rendimento de 5 + 1 mg de proteina recombinante ativa a partir

de 4,0x10% células Sf9. Para tanto, foi preciso transfectar as células Sf9 com um vetor bicistrénico
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portador dos cassetes de expressdo das formas truncadas de S6K1a2 e PDPKI1 (apenas o dominio
catalitico). A PDPK1 truncada produzida foi fosforilada durante a co-expressdo, o que sugere
ativacdo em células de inseto. A simples expressao da forma truncada de S6K1a2 nao possibilitou a
producdo da proteina ativa, embora se tenha obtido 15 £ 1 mg de proteina recombinante inativa a
partir de 4x10° células Sf9. As construcdes co-expressas eram, exatamente: Hisg-S6K1all(AAID)-
T389E (isoforma all sem os residuos 399-502 e a Thrsgg, sitio de mTOR1, mutada para Glu para
mimetizar o estado fosforilado) e Hisc-PDK1(APH) (apenas os residuos 51-359, isto €, a enzima sem

o pleckstrin homology domain, PH, de interacdo com a membrana).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivos Gerais

Os objetivos gerais deste trabalho foram: (1) desenvolver um modelo de ensaio de atividade da
S6 quinase (isoforma 1) in vitro e (2) utiliza-lo como ferramenta na elucidag¢ao do papel de proteinas

adaptadoras da via de mTOR em interacdes com a S6K1.

2.2 Objetivos Especificos

Foram eles:
i. Clonagem dos cDNAs da S6K1, PDPKI, regido carboxiterminal da proteina ribossomal
S6 (CTRPS6) e variantes;
1. Expressdo Heterologa das proteinas humanas S6K1, PDPKI1, regido carboxiterminal da
proteina ribossomal S6 (CTRPS6) e variantes;
iii. Detec¢do de interacdes entre variantes de S6K1 e variantes das seguintes proteinas:
- isoforma a da subunidade catalitica da proteina fosfatase 2A (PP2Aca);
- TIP41, TOR Signaling Pathway Regulator-Like (S.cerevisae) (TIPRL1);
- a4 ou immunoglobulin binding protein 1 (1gBP1).

19



3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Meios de Cultura, Cepas e Clones de E. coli

Os meios de cultura utilizados e suas composi¢des estdo explicitados na tabela 1 abaixo.

Tabela 1 — Meios de cultura de cepas de E. coli utilizados neste trabalho.

Meios de Cultura Composicao

. . L. Extrato de levedura 0,5% m/v; triptona 1% m/v; NaCl 200
Luria-Bertani (LB) liquido mmol.L: pH 7.4

Luria-Bertani-agar solido (LB-4gar) LB acrescido de bacto-dgar 1,5% m/v

Extrato de levedura 1% m/v; peptona 1,6% m/v; NaCl 200
PSI liquido mmol.L"; KH,PO, 3 mmol.L""; Na,HPO, 2 mmol.L""; pH
7,6

Triptona ou peptona 1,2% m/v; extrato de levedura 2,4%
Terrific Broth (TB) liquido m/v; glicerol 0,4% v/v; KH,PO, 0,17 mol.L" e K,HPO,
0,72 mol.L™; pH7.2

Triptona ou peptona 2% m/v; extrato de levedura 0,5%

Super Optimal Broth (SOB) liquido m/v; NaCl 10 mmol.L™ e KCI 2,5 mmol.L"; pH 7,0

Super Optimal Broth with Catabolite

o SOB adicionado de glicose 20 mmol.L"!
Repression (SOC) liquid

Quando necessdrio, utilizaram-se diferentes combinacdes dos antibidticos canamicina, ampicilina
(ambos a 50 pg.mL™), cloranfenicol e gentamicina (ambos a 20 pg.mL™") em LB, LB-dgar e TB seletivos.

Para multiplicar os vetores de expressdao empregados, utilizou-se a cepa E. coli DH5a. Os
clones gerados para os testes de expressao heterdloga e purificacdo, derivados da cepa E. coli BL21
(DE3), foram:

- E. coli BL21 (DE3) pRARE + pBUF5-CTRPS6;

- E. coli BL21 (DE3) pRARE + pBUF5-CysCTRPS6;

- E. coli BL21 (DE3) pRARE + pBUF5;

- E. coli BL21 (DE3) pRARE + pBUF5-PACT_M3;

- E. coli BL21 (DE3) pRARE + pETG-S6K1al;

- E. coli BL21 (DE3) pRARE + pETG;

- E. coli BL21 (DE3) pRARE + pGEX-4T1-PDPK1;
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- E. coli BL21 (DE3) pRARE + pGEX-4T1;

- E. coli BL21 (DE3) pRARE + pETG-S6K1al + pGEX-4T1-PDPK1;

- E. coli BL21 (DE3) pRARE + pETG + pGEX-4T1;

- E. coli BL21 (DE3) pRARE + pETG-S6K102T389EACT;

- E. coli BL21 (DE3) pRARE + pGEX-4T1-CDPDPK1;

- E. coli BL21 (DE3) pRARE + pETG-S6K102T389EACT + pGEX-4T1-CDPDPKI.
Os clones derivados da cepa E. coli BL21 (DE3) AslyD foram:

- E. coli BL21 (DE3) AslyD pRARE + pBUF5-CTRPS6;

- E. coli BL21 (DE3) AslyD pRARE + pBUF5-CysCTRPS6;

- E. coli BL21 (DE3) AslyD pRARE + pBUF5;

- E. coli BL21 (DE3) AslyD pRARE + pBUF5-PACT_M3;

- E. coli BL21 (DE3) AslyD pRARE + pETG-CTRPS6;

- E. coli BL21 (DE3) AslyD pRARE + pETG.
Os clones derivados da cepa E. coli Arctic Express foram:

- E. coli Arctic Express pRARE + pETG-S6K1al;

- E. coli Arctic Express pPRARE + pETG;

- E. coli Arctic Express pRARE + pGEX-4T1-PDPK1;

- E. coli Arctic Express pRARE + pGEX-4T1;

- E. coli Arctic Express pRARE + pETG-S6K1al + pGEX-4T1-PDPK1;

- E. coli Arctic Express pRARE + pETG + pGEX-4T1;

- E. coli Arctic Express pRARE + pETG-S6K102T389EACT;

- E. coli Arctic Express pRARE + pGEX-4T1-CDPDPKI1.

- E. coli Arctic Express pRARE + pETG-S6K102T389EACT + pGEX-4T1-CDPDPK1;
Para os experimentos de GST pull-down os clones gerados foram:

- E. coli BL21 (DE3) pRARE + pPROEX-PP2A a(maior) + pETG;

- E. coli BL21 (DE3) pRARE + pPROEX-PP2A a(maior) + pETG-S6K102T389EACT;

- E. coli BL21 (DE3) pRARE + pPROEX-PP2A_ a(menor) + pETG;

- E. coli BL21 (DE3) pRARE + pPROEX-PP2A a(menor) + pETG-S6K102T389EACT;

- E. coli BL21 (DE3) pRARE + pPROEX-PP2A a(maior) + pETG-S6K1a2;

- E. coli BL21 (DE3) pRARE + pPROEX-PP2A_ a(menor) + pETG-S6K10a2;

- E. coli BL21 (DE3) pRARE + pPROEX-PP2A a(menor) + pETG-TIPRLI.
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Os clones com o vetor pPBUF5-PACT_M3 foram utilizados como controles positivos, pois a
proteina recombinante induzida possui massa de 27,1 kDa, semelhante as massas previstas para as
construcdes inseridas em pBUF5-CTRPS6 e pBUF5-CysCTRPS6. Todos os clones derivados da
cepa Arctic Express foram produzidos por transformacdo por choque térmico, com baixo
rendimento (2 a 3 coldnias) e grande tempo de crescimento (até 36 h). Os clones de BL21 (DE3) e
BL21 (DE3) AslyD foram obtidos por eletropora¢do, com rendimento usualmente grande e tempo de
crescimento menor (16-24 h). Os clones que contém vetor sem inserto foram usados como controles
dos testes de inducdo (C.I). Todos os clones foram estocados em glicerol 60% (v/v) a -80°C,

inclusive os da cepa DH5a.

3.2 Transformacao de E. coli

Os clones produzidos por transformacio de bactérias competentes foram triados por PCR de
coldnia para confirmagdo da presenca do(s) vetor(es). Em seguida, foram inoculados em 5,0 mL de
meio LB seletivo, com o antibi6tico correspondente a marca de resisténcia do(s) vetor(es) usado(s)
na transformagdo, a 37°C e 200 rpm por 16 h. A cultura produzida foi usada para isolamento de
coldnias por estrias compostas em placas de LB-4gar seletivo. Clones isolados dessa maneira foram
inoculados em 5,0 ou 10,0 mL de meio LB ou TB liquido seletivo, como descrito acima.
Posteriormente, tais culturas foram usadas como pré-indculo em testes de expressdo e purificagdo,
ou centrifugadas a 16000xg por 5 min, a temperatura ambiente, para extracio de DNA plasmidial.
Os vetores assim obtidos foram submetidos a andlise de restricdo e seqiienciamento, visando a

identificacdo de cDNAs com a seqiiéncia correta.

3.21 Choque Térmico

Preparo de bactérias competentes pelo método de Cloreto de Rubidio (RuCl,). Células de
E. coli DH50 foram semeadas em meio LB-dgar e incubadas a 37°C por 16 h. Em seguida, uma colonia
foi inoculada em 5,0 mL de meio PSI e incubada sob agitacdo de 200 rpm a 37°C. Subseqiientemente,
esta cultura foi inoculada em 200 mL de meio PSI e incubada sob as mesmas condicdes, até atingir
densidade otica de aproximadamente 0,6 a 600 nm (DOgyp = 0,6). Em seguida a cultura foi

transferida para frascos de centrifuga (previamente resfriados em gelo) e centrifugada a 2000xg, por
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10 min a 4°C. O sobrenadante foi descartado e as bactérias ressuspendidas gentilmente em 25 mL do
tampao de transformacgdao I (KOH 30 mmol.L"; 4cido acético 30 mmol.L'"; MgCl, 50 mmol.L!;
CaCl, 10 mmol.L’l; RuCl, 100 mmol.L’l; glicerol 15% v/v; pH 5,8), estéril e gelado. A suspensio
foi incubada por 15 min no gelo e depois centrifugada a 2000xg, por 15 min a 4°C. As bactérias
foram ressuspensas em 8 mL do tampdo de transformacdo II (MOPS 10 mmol.L™"; CaCl, 75
mmol.L’l; RuCl, 10 mmol.L'l; glicerol 15% v/v; pH 7,0), estéril e gelado. Aliquotas de 150 pL. em
tubos de 0,5 mL foram congeladas a -80°C para serem posteriormente utilizadas nas transformagdes.

Transformacao de bactérias por choque térmico. Para cada transformacao, adicionaram-se
70 uL de célula competente ao microtubo (1,5 mL), onde foi realizada a reacdo de ligacdo; a mistura
resultante foi incubada em gelo por 30 min. Posteriormente, o microtubo foi incubado a 42°C por
Imin30s e re-incubado no gelo por 1 min. Adicionou-se 1 mL de meio LB liquido as células, que
foram imediatamente incubadas a 37°C, sob agita¢do de 200 rpm, por 1 h. A cultura resultante foi
centrifugada a 1500xg por 10 min a temperatura ambiente. ApOs essa etapa, 900 uLL do sobrenadante
foram descartados e o precipitado plaqueado em meio LB-dgar com Canamicina 50 ug.mL™" e X-gal
(5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galactopiranosideo) 40 pg.mL™. A placa foi incubada a 37°C por
aproximadamente 16h. As colOnias brancas que cresceram foram selecionadas e destinadas a andlise
e confirmacgdo dos clones. A selecdo das coldnias brancas deve-se ao fato do vetor de clonagem
pCRII possuir, além das marcas de selecao por Canamicina e Ampicilina, o gene da -galactosidase
(lacZa) como controle da ligagdo do inserto. Se o cDNA ¢ ligado ao plasmidio, o gene lacZa ¢

interrompido pelo proprio inserto e inativado.

3.2.2 Eletroporacao

Preparo de bactérias competentes para transformacio por eletroporacio. Essas bactérias
foram preparadas a partir de uma cultura liquida de 1,0 L de meio LB, inoculada com 10 mL de um
pré-iniculo fresco. Este fora incubado por 16 h a 37°C, sob agitagdo de 200 rpm. A cultura foi
submetida as mesmas condi¢des de crescimento do pré-indculo até que atingisse DOgoo de 0,6. Ap6s
o periodo de crescimento, a cultura foi resfriada em banho de gelo durante 15 a 30 min e
centrifugada a 1500xg, por 10 min a 4°C, em frasco de centrifuga estéril. O sobrenadante foi
descartado, as células sedimentadas foram ressuspendidas em 1,0 L de dgua deionizada, estéril,
gelada e centrifugadas novamente, nas mesmas condi¢des descritas anteriormente. As células foram

recuperadas e lavadas com glicerol por duas vezes. Na primeira lavagem, as bactérias foram
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ressuspendidas em 20 mL de glicerol 10% v/v gelado e centrifugadas nas mesmas condigdes
anteriores. Na segunda, foram ressuspendidas em 2 a 3 mL de glicerol 10% v/v gelado, para uma
concentracdo final de 1x10° a 3x10° células.mL". Esta suspensdo de células foi dividida em aliquotas
de 50 uL em microtubos de 0,5 mL, em banho de gelo, e estocadas a -80°C. Todas as etapas desse
protocolo foram realizadas em ambiente estéril.

Transformacao por eletroporacao. Esse procedimento demanda o uso de equipamentos
especiais, um eletroporador e cubetas de metal (Gene Pulser Xcell, da Bio-Rad — Hercules,
Califérnia). As cubetas foram previamente preenchidas com etanol 70% v/v por 5 min. Depois, o
etanol foi retirado em capela de fluxo laminar, onde as cubetas foram deixada para secar. Todo o
procedimento a partir de entao foi realizado em capela de fluxo laminar. Posteriormente, as cubetas
foram colocadas em banho de gelo até resfriar. De modo semelhante, a aliquota de células
competentes foi retirada do estoque a -80°C e incubada em banho de gelo, por 1 min. Rapidamente,
40 pL de suspensdo de células foram misturados a 0,3 — 2,0 pl. de DNA, de acordo com a
concentracdo do vetor, em microtubo estéril resfriado. Foram realizadas transformagdes tnicas, com
apenas um tipo de vetor, além de duplas e triplas. A mistura de DNA e células foi transferida para a
cubeta, com cuidado para evitar a formacdo de bolhas, e a cubeta carregada foi levada em banho de
gelo até o eletroporador, onde foi acoplada. O aparelho foi ajsutado para o protocolo de amostras
bacterianas, com um pulso de 2500 V. Dado o pulso, o material foi levado em banho de gelo a
capela de fluxo laminar, onde foi misturado a 1,0 ml de meio LB, em microtubo estéril. Essa cultura
foi incubada a 37°C e 200 rpm por, no minimo, 1 h. Apés o crescimento, 100 — 200 pL de cultura
foram plaqueados em LB-dgar seletivo com auxilio de uma alca de Drigalski. Para a cepa Arctic
Express, o meio seletivo continha os antibidticos referentes a cada vetor (tabela 5) e gentamicina 20
pug.mL”. Esse antibiético é necessdrio 2 selecdo das células de Arctic Express que contm o
plasmideo responsavel pela expressdao da chaperonina Cpn60 (Type 1 Chaperonin of 60 kDa) de
Oleispira antarctica, bactéria marinha isolada na costa da Antartica (Yakimov, 2003). A placa foi

incubada a 37°C por 16h.

24



3.3 Cultivo de Células Eucarioticas

3.3.1 Células HeLa

As células humanas da linhagem permanente Hel.a foram cultivadas em meio minimo DMEM
(Dulbecco’s modified Eagle’s medium), obtido da Invitrogen / Gibco (Carlsbad, Califérnia),
suplementado com soro fetal bovino 10% v/v, penicilina (100 U.mL™") e estreptomicina (100 p gmlL’

1), a 37°C em atmosfera umida com CO; 5% Vv/v.

332  Células Sf9

As células da linhagem permanente Sf9, obtidas do tecido ovariano da pupa de Spodoptera
frugiperda, foram cultivadas em meios IPL-41 (Invitrogen / Gibco — Carlsbad, Califérnia) ou TC-
100 (Cultilab — Campinas, Sao Paulo) suplementados com soro fetal bovino 10% v/v, penicilina
(100 U.mL™), estreptomicina (100 ug.mL™), triptose 10% v/v e L-Glutamina 1% v/v, os dois
ultimos componentes adicionados apenas ao meio IPL-41. O cultivo foi realizado em atmosfera

umida a 27°C.

3.33 Células HighFive

As células de inseto da linhagem permanente HighFive (obtida da Invitrogen — Carlsbad,
Califérnia), derivadas de homogenatos de ovdcitos de Trichoplusia ni, foram cultivadas em meio
Express Five (Invitrogen / Gibco — Carlsbad, Califérnia) suplementado com L-Glutamina 10% v/v,
penicilina (100 U.mL™) e estreptomicina (100 U.mL"). O cultivo em garrafas era realizado em
camaras a 37°C, em atmosfera umida. O cultivo em suspensdo era realizado em erlenmeyers, sob

agitacdo de 135 rpm, nas mesmas condi¢Oes de temperatura e umidade.

34 Extracao de DNA Total de Baculovirus Recombinantes Suspensos em Meio
TC-100

Uma aliquota de 100 pL de suspensdo de baculovirus em meio TC-100 foi gentilmente
misturada a 1,0 mL de DNAzol Reagent (Invitrogen — Carlsbad, Califérnia) a temperatura ambiente.
Em seguida, essa mistura foi adicionada de 0,5 mL de etanol absoluto gelado e estocada a -20°C

por, no minimo, 20 min. Apods esse periodo, a mistura foi centrifugada a 12000xg por 10 min, a 4°C.
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O sobrenadante foi descartado e 1,0 mL de etanol 70% gelado foi adicionado ao tubo (o precipitado
ndo era visivel a olho nu), que foi homogenizado por inversdo de 3 a 6 vezes e centrifugado a
12000xg e 4°C por 5 min. O sobrenandante foi novamente descartado e o precipitado final seco
sobre a bancada, a temperatura ambiente, por 20 a 30 min no mdximo, para evitar secagem
excessiva. Por fim, o precipitado (dsDNA circular do baculovirus) foi ressuspenso em 20 uL de

dgua deionizada, filtrada e autoclavada.

3.5 Extracao de RNA Total de Células Eucariéticas e Sintese de cDNA

Aproximadamente, 3x10° células foram coletadas a partir de culturas em garrafas de 75 cm?
com ~80% de confluéncia, 24 h apds a troca de meio. As células foram sedimentadas a 500xg por 5
min a temperatura ambiente e a massa celular foi ressupendida em 1,0 mL de TRIzol Reagent
(Invitrogen — Carlsbad, Califérnia). Realizou-se a extragdo de RNA total de acordo com as
especificacdes do fabricante. A concentracdo e o grau de pureza do RNA extraido foram
determinados por anélise espectrofotométrica a 260 e 280 nm (Sambrook et al., 1989). O cDNA foi
sintetizado a partir de 1 ug de RNA total com a enzima M-MLV RT e demais suprimentos obtidos
da Invitrogen (Carlsbad, Califérnia). As reacoes foram feitas em 20 uL, contendo 0,5 uL de dNTPs
(10 mmol.L'"), 2,0 uL de oligo dT (5 pmol.L™), 2,0 uL de RNA total (500 ng.uL™), 4,0 uL de
tampao (5x), 2,0 uL de DTT (0,1 mmol.L'l), 1,0 uL de RNase OUT, 1,0 uL de M-MLV RT e 7,5 uL
de 4gua deionizada autoclavada. Inicialmente foram misturados dNTPs, oligo dT, dgua e RNA, e a
mistura foi incubada a 65°C por 10 min. Em seguida as reacOes foram transferidas para o gelo por 1
min. Depois foram adicionados os demais reagentes, homogeneizados na mistura a cada adicdo. As

reacoes foram incubadas a 37°C por 1 h e inativadas por 15 min a 70°C.

3.6 Construcao dos Vetores de Expressao Heteréloga de Proteinas
Recombinantes

Foram construidos os clones de S6K1al, S6K102, PDPK1, S6K102 com o carboxiterminal
truncado e a substitui¢do T389E (S6K102T389EACT), dominio catalitico de PDPK1 (CDPDPK1),
C-terminal da proteina ribossomal S6 ou RPS6 (CTRPS6) e C-terminal de RPS6 acrescido de um
residuo de cisteina aminoterminal (CysCTRPS6). As etapas da construcao e os métodos efetuados
estdo descritos abaixo (maiores detalhes de cada constru¢do podem ser vistos na tabela 5). Os

vetores pPROEX-PP2Aca(maior), pPROEX-PP2Aca(menor) e os primers que flanqueiam os
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cDNAs das duas isoformas de PP2A¢ foram gentilmente cedidos pela Dra. Juliana Helena Costa
Smetana, do Laboratério de Biologia Molecular do Centro de Biologia Molecular Estrutural

(CeBiME), associado a Associacao Brasileira de Tecnologia de Luz Sincrotron (ABTLuS).

3.6.1 Extracao ou Mini-preparacio de DNA Plasmidial por Lise Alcalina (Miniprep)

As culturas de 3-5 mL de LB foram centrifugadas e ressuspendidas em 100 pL da solugdo
GET (Tris-HCI 25 mmol.L'l; EDTA 10 mmol.L'l; Glicose 50 mmol.L’l; pH 8,0) e adicionadas de
200 pL de solugdo de lise alcalina (SDS 1% m/v; NaOH 0,2 mol.L'l), preparada no momento. O
homogenato foi misturado por inversdo do microtubo, mantido a temperatura ambiente por no
mdximo 5 min. Imediatamente foram adicionados 150 uL de acetato de amdnio 7,5 mol.L™ ao
lisado celular, o conteido do microtubo foi vigorosamente misturado por inversdo e centrifugado a
16000xg por 10 min. O sobrenadante obtido foi transferido para um novo microtubo (1,5 mL), ao
qual foi adicionado 400 uL de isopropanol, e incubado a -20°C para precipita¢gdo do DNA. Apdés 30
min, no minimo, a solug¢do foi novamente centrifugada a 16000xg e 4°C, por 10 min. O precipitado
resultante foi lavado com etanol 70% v/v gelado e seco em SpeedVac Savant SC 110A (Global
Medical Instrumentation — Ramsey, Minnesota) por 5 min. O DNA foi ressuspendido em 50 pL de
TE (Tris-HCI 10 mmol.L‘l; EDTA 0,1 mmol.L'l; pH 8,0); no caso de um vetor de baixo nimero de
copias seriam apenas 30 puL. Os plasmideos destinados ao seqiienciamento foram purificados com o
sistema QIAprep Spin Miniprep Kit (QIAGEN — Valencia, Califérnia), seguindo as instrugdes do

fornecedor.

3.6.2 Amplificacao do cDNA por PCR (Polymerase Chain Reaction — Reacao em Cadeia
da Polimerase)

Os primers desenhados para a amplificacdo dos cDNAs citados anteriormente € os primers
utilizados nas reagdes de sequenciamento estdo descritos na tabela 4. Todos foram obtidos da
Invitrogen (Carlsbad, Califérnia). Os primers utilizados para isolar os cDNAs de S6K1al, S6K1a2
e S6K102T389EACT foram desenhados a partir da seqiiéncia codificadora de S6K1 humana
depositada no banco de dados do NCBI (National Center for Biotechnology Information), sob o
nimero de entrada BC053365. Da mesma forma, os primers utilizados para isolar os cDNAs de

PDPK1 e CDPDPKI1 foram desenhados a partir da seqiiéncia codificadora de PDPKI1 humana
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depositada sob o niimero BC012103, enquanto os utilizados para amplificar CTRPS6 e CysCTRPS6
foram baseados na seqiiéncia codificadora de RPS6 humana, sob o nimero BC000524. E importante
enfatizar que CysCTRPS6 possui um residuo de cisteina adicional no N-terminal que ndo se
encontra na seqiiéncia de origem, adicionado pelo primer direto ONZ578. Essas seqiiéncias
correspondem a clones obtidos no programa Mammalian Gene Collection (MGC; Strausberg et al.,
2002).

A forma o2 mutante e truncada de S6K1 (residuos 1-398) foram primeiramente desenvolvida
por Keshwani et al. (2008). A mutacdo T389E, que mimetiza o estado fosforilado por mTOR, foi
adicionada pelo primer reverso (ONZ 669) empregado na amplificacdo do fragmento de
S6K102T389EACT. A regido carboxiterminal retirada por truncamento corresponde a um trecho
majoritariamente desestruturado da proteina, conforme predi¢ao do algoritmo FoldIndex (figura 1) e
resultados obtidos por Ragan et al. (2007). CDPDPKI, por sua vez, corresponde a regido
compreendida entre os residuos 51-359 e também foi descrito por Keshwani er al. (2008). J4 os
primers para a amplificacdo de CTRPS6 e CysCTRPS6 foram desenhados para flanquear a maior
regido de RPS6 com probabilidade satisfatoria de apresentar uma estrutura secundéria estavel, do
tipo a-hélice, de acordo com previsdes estruturais realizadas com o algoritmo PSIPRED (Jones,
1999) (http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/), visualizadas na figura 4. Essa regido se estende do residuo
Leu'® até o residuo carboxiterminal Lys**’, compreendendo 65 residuos de aminoécidos, e possui 0s

235 236
)

dois sitios de fosforilagdo por S6K1 (Ser™" e Ser

No desenvolvimento dos protocolos de amplificacdo de cada cDNA foram testadas vérias
temperaturas de anelamento dos ciclos de PCR e diferentes DNAs molde. A maioria das demais
caracteristicas dos protocolos foi idéntica para todas as amplificacdes e pode ser vista na tabela 2.

Os aspectos especificos de cada protocolo podem ser vistos na tabela 3.
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Figura 4 — Previsoes Estruturais de RPS6. (A) Previsdo de estrutura secunddria pelo algoritmo PSIPRED. As
barras azuis indicam a confiabilidade da previsdo para cada residuo de aminodcido. As setas amarelas indicam
folhas-B e os cilindros verdes representam a-hélices. O cilindro mais extenso, da regido carboxiterminal,
corresponde ao cDNA amplificado. As setas vermelhas delimitam a regido clonada. (B) Previsdo de regides
estruturadas e desestruturadas pelo algoritmo FoldIndex. Note que o carboxiterminal supostamente estruturado, de
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Tabela 2 — Protocolos gerais aplicados as amplificagdes de todos os cDNAs.

Mistura Reacional do PCR Ciclo Ajustado no Termociclador

5,0 uL de Tampao sem MgCl,"

-12
10 uL de dNTPs 10 mmol.L e Temperatura de desnaturagdo:

1,5 uL de MgCl,? 95°C, por 1 min;
Protocolos . 4
Gerais de 1,0 uL de‘P latm'um Taq : o (Temperatura de Anelamento);
Amplificacio 5,0 pL primer direto (5 pmol.uL™) e Temperatura de Extensdo: 72°C,
5,0 pL primer reverso (5 pmol.uL™) por 2 min (1 min no caso de

(aliquota de DNA molde) CTRPS6 e CysCTRPS6).

H,O0 deionizada em q.s.p. 50 uL

110x PCR Rxn Buffer (-MgCly), Invitrogen (Carlsbad, California).

% Mistura preparada a partir de 100 mM dGTP Solution, 100 mM dATP Solution, 100 mM dCTP solution, 100
mM dTTP Solution; Invitrogen (Carlsbad, Califérnia).

350 mM MgCl,, Invitrogen (Carlsbad, Califérnia).

4 Platinum ® Tag DNA Polymerase, Invitrogen (Carlsbad, California).

Tabela 3 — Caracteristicas especificas dos protocolos de amplifica¢do de cada um dos cDNAs.

Temperatura de Anelamento e DNA molde e Volume da
Tempo de Duracio Aliquota
S6Kl1al 61°C por 2 min Biblioteca de HeLa', 0,5 uL
S6K1a2 60°C por 2 min pETG-S6K1al, 1,0 pl
S6K101T389EACT 60°C por 2 min pETG-S6K1al, 1,0 ul
o . Biblioteca de Cérebro Fetal
PDPK1 69°C por 2 min Humano? 0,5 L
CDPDPK1 64°C por 2 min pGEX-4T1-PDPK1 1,0 uL
CTRPS6 e 59°C por 2 min Biblioteca de Cérebro Fetal
CysCTRPS6 p Humano?, 1,0 pL

" Human HeLa Matchmaker cDNA Library, Clontech (Mountain View, Califérnia).
2 Human Fetal Brain Matchmaker cDNA Library, Clontech (Mountain View, Califérnia).

Ap6s a amplificacdo, os produtos de PCR desejados foram separados de fragmentos de DNA
de outros tamanhos por eletroforese em gel de agarose. A banda de interesse foi purificada com uso

do QIAquick Gel Extraction Kit, obtido da QIAGEN (Valencia, Califérnia).
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3.6.3 Seqiienciamento de DNA

As reacgdes do seqiienciamento foram realizadas em seqiienciador automético 3130x! Genectic
Analyzer, gerenciado pelo programa Foundation data Collection 3.0, com o uso dos quatro
didesoxinucleotideos terminadores marcados por fluorescéncia (Kit Big Dye 3.1), de acordo com
especificagdes do fabricante. O equipamento, o programa de gerenciamento e o kit com

didesoxinucleotideos terminadores foram obtidos da Applied Biosystems (Foster City, Califérnia).

Tabela 4 — Primers utilizados nas clonagens, sequenciamento e quantificacdo dos cDNAs de S6K1al, S6K1a2,
S6K102T389EACT, PDPKI1, CDPDPKI1, CTRPS6 ¢ CysCTRPS6. As bases sublinhadas correspondem aos
sitios de clivagem das endonucleases de restricdo.

Primer Alvo Izztl:izg)e Seqiiéncia
ONZ 379 cDNA de , ,
. EcoRI 5. GAATTCCATATGGACGAGAAGGTGTTCAC-3
(direto) PP2Aca I
ONZ 380 cDNA de , ,
BamHI 5. GGATCCTTACAGGAAGTAGTCTGGGGTAC-3
(reverso)  PP2Aa COALLL
ONZ 577 , ,
Uireto)  CDNA de S6K lal BamHI 5-GGATCCATGAGGCGACGAAGGAGGCGG-3
(()rljvze rss i; ¢DNA de S6K1al Xhol 5. CTCGAGTAGATTCATACGCAGGTGCTCTG-3’
ONZ 668 cDNA de
. S6K1a2 e BamHI 5’.GGATCCATGGCAGGAGTGTTTGACATAGA-3’
(direto)  ger 102 T389EACT
ONZ 669 cDNA de ol 5’-CTCGAGTCAACTTTCAAGTACAGATGGAGCCAC
(reverso)'  S6K102T389EACT 0 ATATTCAAAACCCAGAAAGAC-3’
O(Eifj)z ¢DNA de PDPK EcoRI 5-GAATTCATGGCCAGGACCACCAGCCAG-3’
(()rgvze rSS ?3 ¢DNA de PDPK1 Notl 5’-GCGGCCGCTCACTGCACAGCGGCGTCCG-3’
ONZ 666 cDNA de s )
ireto, et EcoRI 5-GAATTCATGGACGGCACTGCAGCCGAG-3
ONZ 667 cDNA de , ,
reversor ORI Notl 5’-GCGGCCGCTCAGGTGAGCTTCGGAGGCGTCTG-3
O(Zfefj)g ¢DNA de CTRPS6 BamHI 5. CAGGATCCCTGCAGCACAAACGGCGGCGT-3’

' As mutagdes pontuais inseridas por ONZ669 estdo indicadas em vermelho na segiiéncia do primer.Elas
promovem a substituicdo do residuo de Treonina 389 por um residuo de Glutamato.
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Tabela 4 (Continuacgio) — Primers utilizados nas clonagens, sequenciamento e quantificacdo dos cDNAs de
S6Klal, S6K1a2, S6K102T389EACT, PDPK1, CDPDPK1, CTRPS6 e CysCTRPS6. As bases sublinhadas
correspondem aos sitios de clivagem das endonucleases de restri¢do.

Primer Alvo Ii:{lezsltl;z;)e Seqiiéncia
ONZ 539 cDNA de
(reverso) CTRPS6 e Xhol 5’-GACCTCGAGTCATTTCTGACTGGATTCAGACTTAG-3’
CysCTRPS6
ONZ 578 cDNA de , R
(direto) CysCTRPS6 BamHI 5’-GGATCCTGTCTGCAGCACAAACGGCGGCGT-3
(primer interno
ONZ 579 cDNA de para 5 GCAGTTAGAAAGAGAGGGAATAT-3’
(direto) S6Klal/o2  quenciamento)
(primer interno
ONZ 580 cDNA de pece 5-AGAGTTGAGTCATCTGGGCTGT-3’
(reverso) S6K1al/a2 sequenciamento)
ONZ 581 (primer interno
. cDNA de PDPK1 para 5’-CTGGCAACCTCCAGAGAATATG -3’
(direto) sequenciamento)
ONZ 582 (primer interno
cDNA de PDPK1 para 5’-TGCATGCAGCCAAACTGGCTCA-3’
(reverso) sequenciamento)
MI13F (primer externo
. pCRII para 5>-TGTAAAACGACGGCCAGT-3’
(direto) sequenciamento)
M13R (primer externo
pCRII para 5’-CAGGAAACAGCTATGAC-3’
(reverso) sequenciamento)
GST1 pETG (primer externo
. para 5’-ATCCTCCAAAATCGGATCTGG-3’
(direto) pGEX-4T1 sequenciamento)
T7 (primer externo
Promotor pETG para 5’-TAATACGACTCACTATAGGG-3’
(direto) sequenciamento)
T7 (primer externo
Terminal pETG para 5’-GCTAGTTATTGCTCAGCGG-3’
(reverso) sequenciamento)
Sp6 (primer externo
p pGEM-T para 5’-ATTTAGGTGACACTATAG-3’
(reverso) sequenciamento)
pFast pFastBacHT-  (primer externo
Sense A/B/C para 5>-TTATTCATACCGTCCCAC-3’
(direto) pFastBac Dual sequenciamento)
: pFastBacHT- (primer externo
pFast Ant A/B/C para 5’-GTGGTATGGCTGATTATG-3’
(reverso) pFastBac Dual sequenciamento)
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Tabela 4 (Continuac¢io) — Primers utilizados nas clonagens, sequenciamento e quantificacdo dos cDNAs de
S6K1al, S6K102, S6K1a2T389EACT, PDPK1, CDPDPK1, CTRPS6 ¢ CysCTRPS6. As bases sublinhadas
correspondem aos sitios de clivagem das endonucleases de restri¢do.

Primer Alvo Enzima de Seqiiéncia

Restricao
ONZ 749 .DNA de EGFp ~ (Primer para 5- TCCGCCCTGAGCAAAGAC-3'
(direto) qPCR)
ONZ750 " \hNA de EGpp ~ (Primer para 5°-GAACTCCAGCAGGACCATGTG-3’
(reverso) qPCR)

Os primers utilizados no seqilienciamento eram externos, especificos do vetor. Quando o
seqlienciamento com primers externos nao cobria toda a extensdo dos clones, eram usados primers
internos, desenhados especialmente para o seqlienciamento. Dessa forma, o seqiienciamento
completo possibilitava a comparacao do clone isolado com as seqiiéncias de referéncia depositadas
no banco de dados do NCBI, permitindo a identificacdo de mutacOes deletérias e a exclusdo desses

mutantes.

3.6.4 Digestoes de DNA com Endonucleases de Restricao

Foram utilizadas até trés endonucleases por analise de restricao. As digestdes foram analisadas
em gel de agarose para verificacdo do tamanho dos fragmentos produzidos. Todas as digestdes,
tanto para a andlise de restricdo quanto para a subclonagem, foram realizadas em conformidade com
as especificacdes dos fabricantes Invitrogen (Carlsbad, Califérnia), Promega (Madison, Wisconsin),
New England (Ipswich, Massachusetts) e Fermentas (Burlington, Ontério). Nas andlises de restri¢do,
utilizou-se o volume de enzima correspondente a 1 unidade de atividade para 1 pg de DNA,
juntamente com 1 pl. do tampao 10x especifico das enzimas e agua deionizada autoclavada em
g.s.p. 10 pL. Para linearizacao de vetores de expressao, utilizou-se a mesma proporcao de 1 unidade
de enzima:1 pg de DNA, mas com 4,0 pL do tampdo 10x especifico das enzimas e 4gua deionizada

autoclavada em q.s.p. 40 pL.

3.6.5 Ligacao de DNA

Para clonar os produtos de PCR foram empregados o TA Cloning Kit, da Invitrogen (Carlsbad,

Califérnia), e o pGEM-T Vector System I, da Promega (Madison, Wisconsin). As ligacOes foram
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feitas nas proporcdes vetor:inserto de 1:2 para insertos grandes (superiores a 700 pb) e 1:3 para
insertos pequenos (inferiores a 700 pb). As reagdes de ligacao contém 25 ng de vetor pCRIIL, 1 puL de
tampdo de ligacdo 10x (Tris-HCI 60 mmol.L™; MgCl, 60 mmol.L™"; NaCl 50 mmol.L™"; BSA 1,0
mg.mL’l; [-mercaptoetanol 70 mmol.L’l; ATP 1,0 mmol.L’l; DTT 20 mmol.L! e espermidina 10
mmol.L'; pH 7.5), 4,0 unidades Weiss de T4 DNA ligase, inserto e 4gua deionizada autoclavada em
g.s.p. 10 puL. As reagdes foram incubadas a 16°C por 16 a 24 h. Todo o volume das reacdes de

ligacdo foi utilizado para transformar células competentes de E. coli DH5a por choque térmico.

3.6.6 PCR de Colonia

As coldnias foram ressuspensas em 20 uL de dgua deionizada estéril e aquecidas a 95°C por 3
min. A suspensao resultante foi utilizada como DNA molde na reacdo de PCR (25 pL de volume
total). As concentracdes dos componentes da mistura e os ciclos do termociclador seguiam as
mesmas propor¢des estabelecidas na tabela 2. Os primers utilizados, contudo, podiam ser
flanqueadores do cDNA (especificos), externos (do vetor) ou ambos. Os produtos do PCR foram
analisados por eletroforese em gel de agarose. Quando as bandas obtidas tinham tamanho
compativel com o esperado para o cDNA amplificado, os respectivos clones eram seqiienciados e/ou

submetidos a andlise de restricao.

3.6.7 Eletroforese em Gel de Agarose

Foram utilizados géis de agarose em TAE (tampéo Tris-HCI 40 mmol.L"', 4cido acético 20
mmol.L’l, EDTA 1,0 mmol.L! pH 8.,0), em concentragdo de 0,8 a 2% m/v, com brometo de etideo
0,005% v/v. Géis de agarose 0,8% foram usados para fragmentos acima e 2% para fragmentos
abaixo de 500 pb. As amostras de DNA foram preparadas em tampao de amostra (Ficoll tipo 400
2,5%, azul de bromofenol 0,017% e Xylene Cyanol 0,017%). O padrao de massa molecular utilizado
foi o 1kb DNA Extension Ladder, obtido da Invitrogen (Carlsbad, Califérnia). A voltagem usada na
eletroforese era constante e de 2-3 V por centimetro de gel. O sistema de foto-documentacao EDAS
(Electrophoresis Documentation and Analysis System), da Kodak (Rochester, Nova lorque), foi

utilizado para fotografia e andlise de imagens.
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3.6.8 Estratégias de Construcio dos Vetores de Expressao Heter6loga

Os cDNAs de S6K1al, S6K102, S6K102T389EACT, CTRPS6 e CysCTRPS6 foram liberados
dos vetores de clonagem pCRII-S6K1al, pCRII-S6K1a2, pGEM-T-S6K102T389EACT, pCRII-
CTRPS6 e pCRII-CysCTRPS6 por digestdo dupla com as enzimas de restricio BamHI e Xhol.
Vetores pETG de expressdo em E. coli foram digeridos com as mesmas enzimas e ligados aos
cDNAs de S6Klal, S6K1a2, S6K102T389EACT, CTRPS6 ¢ CysCTRPS6. Este vetor possui o
cDNA da Glutationa S-transferase (GST) sob o promotor da T7 RNA polimerase, seguido por um
sitio da protease TEV e pelo sitio miltiplo de clonagem. E derivado do pET28a(+) da Novagen (San
Diego, Califérnia). Os vetores assim construidos codificam proteinas de fusdo de GST
(aminoterminal) com os polipeptideos e peptideos citados, separados pelo sitio de clivagem da
protease TEV. Embora tanto o cDNA da isoforma nuclear (S6K1al) quanto o da citoplasmatica
(S6K1a2 e sua construgdo derivada, SOK102T389EACT) da S6 quinase tenham sido clonados em
vetores de expressdo, somente os vetores com cDNAs da isoforma citoplasmética foram empregados
no decorrer dos experimentos. Essa preferéncia deveu-se ao escopo do trabalho, que se limita ao
estudo da isoforma citoplasmatica e de suas interacoes.

Os cDNAs de CTRPS6 e CysCTRPS6, liberados por digestio dupla com BamHI e Xhol,
também foram inseridos em vetores pBUFS5 previamente digeridos com o mesmo par de enzimas.
Este vetor possui o cDNA da Proteina D do fago A com polihistidina aminoterminal, sob o promotor
da T7 RNA polimerase, seguido por um sitio da protease TEV e pelo sitio miltiplo de clonagem. E
derivado do pET21a(+) da Novagen. Os vetores assim construidos codificam proteinas de fusao de
Hisg-Proteina D (aminoterminal) com os peptideos citados, separados pelo sitio de clivagem da
protease TEV.

Os cDNAs de S6Klal, S6K1la2 e S6K1a2T389EACT, liberados por digestdo dupla com
BamHI e Xhol, também foram inseridos em vetores pFastBacHT-B (Invitrogen — Carlsbad,
Califérnia) previamente digeridos com as mesmas enzimas. Os vetores resultantes codificam
construgdes de polihistidina aminoterminal fusionada as proteinas correspondentes (separadas por
um sitio de clivagem da protease TEV), para expressdo mediada por baculovirus em células de
inseto, sob o promotor da poliedrina. Em virtude da estratégia de expressdo planejada (subtdpico
3.10.3), o vetor pFastBacHT-B-S6K1a2T389EACT foi digerido com as enzimas Rsrll e Xhol para
liberacdo do inserto Hisg-S6K102T389EACT, inserido no vetor pFastBacDual(EGFP) previamente

digerido com as enzimas Rsrll e Sall. O vetor originado € bicistronico, com o cDNA de E-GFP
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(Enhanced Green Fluorescent Protein) sob o promotor da proteina pl0 e a construcdo Hise-
S6K102T389EACT sob o promotor da poliedrina. O vetor pFastBacDual(EGFP) foi obtido do grupo
do pesquisador Dr. Jorg Kobarg, do Centro de Biologia Molecular Estrutural (CeBiME), associado a
ABTLuS (Associagdo Brasileira de Tecnologia de Luz Sincrotron).

Os cDNAs de PDPK1 e CDPDPKI1 foram liberados dos vetores de clonagem pCRII-PDPKI1 e
pGEM-T-CDPDPKI1 por digestdo dupla com as enzimas EcoRI e Notl. Vetores pGEX-4T1 (GE
Healthcare Life Sciences — Little Chalfont, Buckinghamshire) de expressdo em E. coli foram
digeridos com as mesmas enzimas e ligados aos cDNAs de PDPK1 e CDPDPKI. Este vetor possui
o cDNA da GST sob o promotor fac, seguido por um sitio da protease trombina e pelo sitio multiplo
de clonagem. Os vetores assim construidos codificam proteinas de fusdo de GST (aminoterminal)
com os polipeptidios citados, separados pelo sitio de clivagem da trombina.

O ¢DNA de CDPDPKI, liberado por digestao dupla com EcoRI e Notl, foi ligado ao vetor
pFastBacHT-A (Invitrogen — Carlsbad, Califérnia) previamente digerido com as mesmas enzimas,
gerando o vetor pFastBacHT-A-CDPDPKI1. O cassete de expressdo desse vetor codifica a proteina
de fusdao Hise-CDPDPKI1. O inserto correspondente a essa constru¢do foi retirado do vetor
pFastBacHT-A-CDPDPKI1 por digestdo seqiiencial com as enzimas RsrIl e Notl, e inserido no vetor
pFastBacDual(EGFP), sob o promotor da poliedrina.

Os vetores que foram construidos e utilizados para expressdo heteréloga neste trabalho estao

sumarizados na tabela 5.
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Tabela 5 — Detalhes dos vetores de expressdo heter6loga utilizados. Nas construgdes do vetor pETG hd um sitio
da protease TEV (=) entre a GST e o cDNA inserido. Nas do vetor pGEX-4T1 ha um sitio de trombina (=) entre a
GST e o cDNA inserido. Nas do pBUF5 o sitio de TEV (-) fica entre a seqiiéncia da Proteina D e o inserto.
Finalmente, nas constru¢des de pFastBacDual(EGFP) o sitio da protease TEV (-) fica entre a polihistidina e o

c¢DNA do inserto.
Massa da
Vetor d~e Mafrc? d.e cDNA Inserido Construcao Construcao
Expressao Resisténcia
(kDa)
S6K1al GST-S6K1a1-Hisg 87,1
S6K 102 GST-S6K102-Hisg 83,0
PETG Canamicina
S6K102T389EACT GST-S6K102T389EACT 71,6
CTRPS6 GST-CTRPS6 34,7
PDPK1 GST-PDPK1 89,8
PGEX-4T1 Ampicilina
CDPDPK1 GST-CDPDPK1 62,3
CTRPS6 Hisg-Proteina D-CTRPS6 21,9
pBUF5 Ampicilina
CysCTRPS6 Hisg-Proteina D-CysCTRPS6 22,0
T S6K102T389EACT Hisg=-S6K102T389EACT 48,0
pFastBacDual(EGFp) ~ Ampicilina e e
Gentamicina CDPDPK 1 Hiss-CDPDPK1 41,0

3.7 Nested PCR (Nested Polymerase Chain Reaction) Empregado na Deteccao de

Novos mRNAs de S6K1.

Este experimento consistiu na realizacdo de duas amplificacdes sucessivas, de forma que o
produto da primeira reacdo fosse empregado como DNA molde na segunda reacdo. Na primeira
etapa amplificou-se 0 cDNA de S6K1 com os primers ONZ 531 e ONZ 577, conforme protocolo
descrito no subtopico 3.6.2. A unica excegdo a esse protocolo foi o DNA molde utilizado, neste
caso, o cDNA sintetizado a partir do RNA total extraido de células HelLa (subtépico 3.5). Na
segunda etapa foram utilizados os primers ONZ579 e ONZ580, também descritos no subtdpico
3.6.2, para amplificar um fragmento de DNA contido no cDNA de S6K1. O protocolo geral
empregado na realizagdo da segunda etapa estd descrito na tabela 6. Em ambas as etapas foram

realizados controles negativos (reagdes destituidas de DNA molde). Na segunda etapa, trés controles

positivos também foram realizados, a saber:
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- amplificacdo a partir de pETG-S6K1al, para produgdo de um amplicon de 654 pb. O cDNA
contido neste vetor de expressdo corresponde a seqiiéncia de mRNA depositada no NCBI sob o
ndmero de entrada BC053365;

- amplificagdo a partir de pCRII-S6K1_HS5, para produ¢do de um amplicon de 729 pb. O
cDNA contido neste vetor de clonagem corresponde ao cDNA com insercdo de 75 pb amplificado a
partir da biblioteca de cDNA de cérebro fetal humano obtida da Clontech (Mountain View,
Califérnia);

- amplificacdo a partir de pGEM-T-S6K1_L, para produ¢dao de um amplicon de 840 pb. O
cDNA contido neste vetor de clonagem corresponde ao cDNA com insercdo de 185 pb amplificado

a partir da biblioteca de cDNA de células HeLLa obtida da Clontech (Mountain View, Califérnia).

Tabela 6 — Protocolo geral aplicado a amplifica¢do de segunda etapa do Nested PCR.

Mistura Reacional do PCR Ciclo Ajustado no Termociclador

5,0 uL de Tamp3o sem MgCl,"
1,0 uL de dNTPs 10 mmol.L™"?

1,5 uL de MgCl,? e Temperatura de desnaturacdo:
I ira* 95°C, por 1 min;
Protocolos 0,5 pL de Taq polimerase cas:elra
Gerais de 2,5 pL. ONZ 579 (5 pmol.uL™) e Temperatura de Anelamento:

Amplificagdo| 2,5 uL ONZ 580 (5 pmol.uL") 55°C, por I min;

0,1/0,5/1,0/2,0/3,0 uL de DNA e Temperatura de Extensao: 72°C,
rrioldes, ’ ’ ’ por 1 min 30 s.

H,O deionizada e autoclavada em
g.s.p. 50 uL

110x PCR Rxn Buffer (-MgCly), Invitrogen (Carlsbad, California).

% Mistura preparada a partir de 100 mM dGTP Solution, 100 mM dATP Solution, 100 mM dCTP solution, 100
mM dTTP Solution; Invitrogen (Carlsbad, Califérnia).

50 mM MgCl,, Invitrogen (Carlsbad, Califérnia).

* Taq polimerase produzida no préprio Centro de Biologia Molecular Estrutural — CeBiME.

5 Nos controles positivos utilizaram-se 0,5 uL de DNA molde.

3.8 Eletroforese Desnaturante de Proteinas

Amostras protéicas eram preparadas pela adicao de uma aliquota do tampao de amostra 2x ou
6x (Tris-HCI 300 mmol.L'l; SDS 12%; Azul de bromofenol 0,3%; glicerol 60% e 2-mercaptoetanol
6%; pH 6,8) para uma concentragdo relativa final de 1x em 20 — 30 uL (tampao 2x) e em 10 — 18 pL
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de volume total (tampéo 6x). As amostras com tampdo eram incubadas por cinco minutos a 95°C em
aquecedor de microtubos a seco. Apds aquecimento, eram submetidas a SDS-Tricine-PAGE
(baseada no protocolo descrito por Schigger, 2006) ou SDS-PAGE (Laemmli, 1970). Era utilizado
um padrdo de massa molecular preparado no préprio laboratério, formado de IRP-1B (93 kDa),
BSA (66 kDa), Tif34 (42 kDa), GST (26 kDa) e SM14 (14 kDa). Também se utilizavam o
BenchMark Protein Ladder, o BenchMark Prestained (ambos da Invitrogen — Carlsbad, Califérnia),
e 0 PageRuler (Fermentas — Burlington, Ontério) constituidos de 15 (Invitrogen) e 10 (Fermentas)
proteinas recombinantes. Os mini-géis empregados possuiam 10x9x0,05cm e eram constituidos de
uma fase de empilhamento (~1,75 mL) e uma de separacao (~3,75 mL). Na revelacdo, os géis eram
corados com Coomassie Blue R-250 2% (Sigma — Salt Lake City, Utah) em solucdo de metanol e
dgua 1:1 e descorados em solucdo de dacido acético 5% (v/v) e metanol 12,5% (v/v).
Alternativamente, eram fixados em solucdo de metanol 40% (v/v), acido acético 10% (v/v) e
glicerol 2,5% (v/v) por 20 — 60 min, sob agitacdo, e posteriormente corados com Colloidal
Coomassie Blue G-250 0,006% (em soluc¢do de etanol 10% (v/v) e acido fosférico 8,5% (v/v)) até o
aparecimento das bandas. As imagens dos géis eram capturadas em scanner 3800 TWAIN, da
Hewlett-Packard (Palo Alto, Califérnia). Para identificar seletivamente bandas de fosfoproteinas, os
géis eram corados com Pro-Q Diamond Phosphoprotein Gel Stain (Invitrogen — Carlsbad,
Califérnia), conforme instrucdes do fabricante, e fotografados sobre luz UV em transluminador
(sistema EDAS — subtopico 3.6.7). Posteriormente, os mesmos géis eram corados com o corante
inespecifico SYPRO Ruby Protein Gel Stain (Invitrogen — Carlsbad, Califérnia), conforme
instrucdes do fabricante, e fotografados em transluminador. A comparacdo entre as fotos do mesmo
gel corado com esses dois tampdes permite identificar as bandas de fosfoproteina e as de proteina

nao fosforilada.

3.8.1 SDS-PAGE (Eletroforese em Gel de Poliacrilamida na Presenca de Dodecil Sulfato
de Sodio )

Utilizavam-se mini-géis com uma fase de empilhamento de 5% e uma de separacdo de 8, 10,

12 ou 15% de poliacrilamida. Na eletroforese era utilizado o tampio de eletrodo (Tris 25 mmol.L™;

glicina 250 mmol.L™" e SDS 0,1%) e a voltagem fixada em 120 V até o final da corrida. Em seguida,

os géis eram corados.
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3.8.2 SDS-Tricine-PAGE (Eletroforese em Gel de Poliacrilamida na Presenca de Tricina
e Dodecil Sulfato de Sodio)

Ambas as fases do mini-gel eram preparadas em tampdo de gel Tris 1,0 mol.L™; HCI 0,3
mol.L'!; SDS 0,1%: pH 8,45. A fase de empilhamento possuia 10% T (a % T corresponde a
concentracdo somatdria de acrilamida e bisacrilamida, em massa, em relagdo ao volume do gel, em
porcentagem), glicerol 8% v/v e persulfato de amdnio 0,05% m/v. A fase de separagdo possuia 16%
T, uréia 6,0 mol.L! e persulfato de amonio 0,03% m/v. Para a corrida eram utilizados dois tampdes
de eletrodo, o catodo (Tris-HCI 0,1 mol.L'l; tricina 0,1 mol.L'l; SDS 0,1% m/v; pH 8,25) e 0 anodo
(Tris 0,1 mol.L'l; HCI 22,5 mmol.L’l; pH 8,9). A amperagem era fixada em 50 mA até que o
indicador azul de bromofenol ultrapassasse toda a fase de empilhamento (~1 h), posteriormente, era
fixada em 80 mA até o fim da corrida através da fase de separacdo (~2 h 30 min). Durante toda a
eletroforese a voltagem maxima era limitada a 200 V. Os géis eram colocados em solucdo fixadora
(metanol 50% v/v; acido acético 10% v/v; 100 mmol.L'l) por 1h, sob agitacdo. Posteriormente, eram

corados com Coomassie Blue R-250 ou Colloidal Coomassie Blue G-250.

3.9 Western blotting (Western Blot)

Os géis resultantes de SDS-PAGE ou SDS-Tricine-PAGE, ao invés de serem fixados e/ou
corados, eram montados sobre um aparelho de transferéncia, o Trans Blot SD (célula de
transferéncia semi-seca da Bio-Rad — Hercules, Califérnia). A transferéncia era feita em tampao
Tris-HCI 50,0 mmol.L‘l; Glicina 40,0 mmol.L']; SDS 0,037% m/v; metanol 20% v/v, com
membrana de PVDF (Difluoreto polivinilideno; membrana Immobilon-P da Millipore — Billerica,
Massachusetts) previamente ativada em metanol (5 min), a uma corrente fixa de 80 mA por 1 h. O
tampao de transferéncia era embebido em 4 — 5 papéis de filtro Whatman, com as dimensdes de um
mini-gel, que eram empilhados sobre o anodo do Trans Blot SD. Sobre a primeira pilha de papéis de
filtro era colocada a membrana de PVDF pré-ativada em metanol, sobre a qual era colocado o gel e
sobre este a segunda pilha de papéis de filtro embebidos. Em seguida, a cuba era fechada com o
catodo, de forma a pressionar o “sanduiche” do gel sobre o anodo, e a transferéncia era iniciada nas
condi¢des descritas anteriormente. Apds essa etapa, a membrana era submetida a coloragdo com
corante de Ponceau (Ponceau S 0,1% m/v em dcido acético 5% v/v) para confirmacido da
transferéncia, descorada e incubada em solucio bloqueadora (TBS com caseina 3% m/v e Tween 20

0,03% v/v) por 1 h, sob agitagdo branda, a temperatura ambiente. Em seguida era incubada com a
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solucdo do anticorpo primério (TBS com caseina 3% m/v, Tween 20 0,03% v/v e anticorpo na
proporgio estabelecida pelo fabricante) por 2 h, sob as mesmas condi¢oes ou a 4°C por 16 h. A
membrana era lavada com tampao TBS (Tris 20 mmol.L'l; NaCl 150 mmol.L’l; pH 7,5) por 10 min,
trés vezes, nas mesmas condi¢des do bloqueio. Posteriormente, era incubada com a solucdo do
anticorpo secunddrio anti-IgG conjugado a fosfatase alcalina (Sigma — Salt Lake City, Utah), nas
mesmas condi¢des do bloqueio (a solu¢do do anticorpo secunddrio € idéntica a do anticorpo
primério). Em seguida, era novamente lavada com tampao TBS (3x, 10 min) e incubada em solugéo
reveladora (NBT 0,66% v/v e BCIP 0,33% v/v em tampao de fosfatase alcalina, Tris-HCI 100
mmol.L'; MgCl; 5,0 mmol.L'; NaCl 100 mmol.L"; pH 9.,5) até o aparecimento das bandas, quando
era transferida para a solucdo de parada de reagdo da fosfatase alcalina (EDTA 10 mmol.L™ em
TBS). A solugdo estoque de NBT (Nitro-Blue Tetrazolium Chloride) utilizada possuia uma
concentracdo de 5% m/v em dimetilformamida 70% v/v, tal qual a solu¢do de BCIP (Sal 5-Bromo-
4-Cloro-3 -Indolilfosfato p-Toluidina). A membrana era fotografada com o sistema de foto

documentacdo Gel Logic 100 Imaging System da Kodak (Rochester, Nova lorque) ou sua imagem

era capturada em scanner 3800 TWAIN, da Hewlett-Packard (Palo Alto, Califérnia).

3.10  Expressao de Proteinas Recombinantes em E. coli e Células de Inseto

3.10.1 Expressao em E. coli

Bactérias competentes foram transformadas por eletroporagdo ou choque térmico com os
vetores de expressdo e submetidas a testes de otimizacdo de expressdo em pequena escala. Dentre
todas as varidveis que podiam ser testadas, basicamente variaram-se a temperatura, o tempo de
inducdo, as cepas de E. coli, o meio de cultura, o indutor e as constru¢cdes de proteinas
recombinantes. Uma analise preliminar dos clones obtidos com o algoritmo Rare Codon Calculator
(http://mihserver.mbi.ucla.edu/RACC/) revelou que todos possuiam considerdvel nimero de cddons
raros em E. coli. Por essa razdo, todas as cepas escolhidas também foram transformadas com o
plasmideo pRARE (com marca de selecao por cloranfenicol), que codifica a maioria dos tRNAs

pouco expressos na referida espécie bacteriana.
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3.10.2 Otimizacao da Expressao de Proteinas Recombinantes em E.coli

Testes de expressao. Culturas liquidas de 20 a 50 mL (em meio LB ou TB seletivos) eram
inoculadas com uma aliquota de pré-indculo numa propor¢do pré-indculo:cultura de 2 a 3% v/v.
Logo em seguida a cultura era incubada a 37°C e 200 rpm até atingir uma DOgqo entre 0,6 e 0,8.
Neste momento, caso a temperatura de inducdo testada fosse diferente de 37°C, a cultura era
incubada por 15 min a 200 rpm na temperatura de teste. Uma aliquota de 1,5 mL da cultura era
coletada, centrifugada (18000xg / 10 min / 4°C) e o precipitado correspondente guardado a -20°C
(instante zero da inducdo). Finalmente, a expressdo das proteinas recombinantes era induzida pela
adicdo de IPTG ou lactose 2 cultura, para uma concentracio final de 0,8 mmol.L™ ¢ 10,0 mmol.L",
respectivamente. Dai por diante, novas aliquotas de 1,5 mL eram coletadas, centrifugadas e
estocadas, em intervalos regulares predeterminados, conforme os tempos de inducdo testados. O
procedimento de preparo e indugdo das culturas para os testes de expressdo € idéntico ao realizado
nos testes de purificacdo, mas com volumes maiores (subtépico 3.12).

Preparo dos extratos protéicos. Todo procedimento era realizado em banho de gelo para
minimizar perdas por degradagdo proteolitica e/ou espontanea. As células eram ressuspendidas em
1,0 mL de tampao A (Tris-HCI 10 mmol.L’l; NaCl 100 mmol.L'l; EDTA 1,0 mmol.L‘l; PMSF 0,5
mmol.L'; pH 7,4) e adicionadas de lisozima para uma concentracio final de 0,05 mg.mL™’. A
suspensdo era deixada em banho de gelo por 30 min para garantir a agdo da lisozima. As células
enzimaticamente tratadas eram mecanicamente lisadas por sonicagdo a 20 kHz, em sonicador
Sonifier 450 (Branson — Danbury, Connecticut), durante 15 s, trés vezes (sempre em banho de gelo,
para evitar superaquecimento). O lisado celular era centrifugado a 18000xg, 4°C por 10 min e o
sobrenadante obtido era o extrato de proteinas soluveis (fragdo soluvel). O precipitado, por sua vez,
era ressuspendido em 0,5 mL de tampao B (tampdo A acrescido de Triton X-100 2% v/v) e sonicado
por 15 s duas vezes. A solucdo era centrifugada (idem condicdes anteriores), o sobrenadante
descartado e o precipitado ressuspendido em 50 pL de tampdo A, originando o extrato de proteinas
insoldveis (fracdo insoldvel). Esses extratos eram analisados por eletroforese desnaturante e western

blotting.
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3.10.3 Expressiao Mediada por Baculovirus em Células Sf9 e HighFive

Os métodos utilizados para a expressao de proteinas recombinantes mediada por baculovirus
basearam-se no manual do Bac-to-Bac® Baculovirus Expression System (obtido da Invitrogen —
Carlsbad, Califérnia) e sdo detalhados abaixo.

Producao do cromossomo artificial de bactéria com o baculovirus recombinante
(baculovirus shuttle vector ou bacmideo). Bactérias da cepa E. coli DH10Bac foram transformadas
com os vetores pFastBacDual(EGFP)-CDPDPK1 e pFastBacDual(EGFP)-S6K102T389EACT por
choque térmico. Essa cepa de E. coli contém o genoma modificado do baculovirus clonado em um
cromossomo artificial de bactéria, o bMON14272 (136 kb), que confere resisténcia a canamicina e
complementa a delecdo do lacZ no cromossomo bacteriano. A cepa também contém o plasmideo
helper pMON7124 (13,2 kb), que confere resisténcia a tetraciclina e codifica uma transposase, a
qual atua na transposicao sitio-especifica in trans de uma regido flanqueada por elementos mini Tn7
(Barry, 1988). O bacmideo recombinante € gerado pela transposicdo do cassete de expressdao
bicistronico flanqueado pelos elementos Tn7R e Tn7L do vetor doador (pFastBacDual(EGFP)-
S6K102T389EACT e pFastBacDual(EGFP)-CDPDPK1) para o sitio de reconhecimento, mini-
attTn7, no bacmideo.

Em uma variacdo do protocolo de transformagdo pelo método de choque térmico, essas
bactérias foram transformadas em meio SOC e incubadas por 4 h a 37°C ap6ds o choque térmico. Em
seguida, a cultura foi diluida seriadamente e 100 pL das dilui¢Oes 107, 102 e 10 foram semeadas
em meio LB s6lido contendo canamicina (50 pg.mL™), gentamicina (7 pg.mL™), tetraciclina (10
ug.mL™"), Bluo-gal (100 pg.mL™") e IPTG (40 pg.mL™"). As placas foram incubadas a 37°C por 48
horas. As colOnias brancas foram re-estriadas em novas placas do mesmo meio seletivo e novamente
incubadas a 37°C por 24 h, para confirmacao dos clones. Os clones positivos foram entdo cultivados
em meio LB liquido com canamicina (50 ug.mL™), gentamicina (7 ug.mL™") e tetraciclina (10
ug.mL™), e submetidos a miniprep do sistema QIAprep Spin Kit, obtido da QIAGEN (Valencia,
Califérnia). Em seguida, o DNA purificado dos clones selecionados foi analisado por PCR (tabela 7)
com o primer direto M13(-40) (referente ao bacmideo) e os primers reversos ONZ667 (referente a

CDPDPK1), ONZ669 (referente a SOK1a2T389EACT) ou M13 reverso.
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Tabela 7 — Protocolo geral de PCR para identificacdo de clones positivos de E. coli DH10bac.

Mistura Reacional do PCR Ciclo Ajustado no Termociclador

2,5 uL de Tampao sem MgCl,'
0,5 uL de dNTPs 10 mmol.L "2
0,75 pL de MgCL,* e Temperatura de desnaturacdo:
0,25 uL de Taq polimerase caseira® 94°C por 45 s;

Protocolos ou Platinum Taq’ e Temperatura de Anelamento:

Gerais de 1,25 uL M13(-40) (5 pmol.uL™) 55°C por 45 s;

Amplificacao

1,25 pLL. ONZ 667, ONZ 669 ou e Temperatura de Extensdo: 72°C
M13 reverso (5 pmol.uL™) por 4 min (CDPDPK1) ou 5 min
0,5 uL de DNA molde (bacmideo) (S6K102T389EACT).
H,O deionizada e autoclavada em
g.s.p- 25 uL

110x PCR Rxn Buffer (-MgCly), Invitrogen (Carlsbad, California).

% Mistura preparada a partir de 100 mM dGTP Solution, 100 mM dATP Solution, 100 mM dCTP solution,
100 mM dTTP Solution; Invitrogen (Carlsbad, Califérnia).

350 mM MgCly, Invitrogen (Carlsbad, California).

4 Taq polimerase produzida no préprio Centro de Biologia Molecular Estrutural — CeBiME.

5 Platinum ® Tag DNA Polymerase, Invitrogen (Carlsbad, Califérnia).

Transfeccio de células Sf9 com o vetor do baculovirus recombinante e producio de
particulas infectivas portadoras do dsDNA recombinante. Os DNAs do bacmideo- CDPDPKI1 e
bacmideo-S6K102T389EACT obtidos por miniprep foram utilizados para transfec¢do de células Sf9.
Placas de 6 pocos foram semeadas com 9,0:10° células Sf9/poco em 2,0 mL de meio TC-100 ou
IPL-41 e incubadas por 1 hora a 27°C para fixacdo. Em seguida, foi preparada a mistura do DNA
com o Cellfectin Reagent, obtido da Invitrogen (Carlsbad, Califérnia). Para tal, 1,0 ug do DNA foi
diluido em 100 pL. de meio sem Soro Fetal Bovino (SFB). Seis microlitros do Cellfectin também
foram diluidos em 100 uL de meio sem SFB. As duas misturas foram combinadas, gentilmente
homogeneizadas e incubadas a temperatura ambiente por 45 min. Apds o periodo de fixacdo na
placa, as células foram lavadas com 2 mL de meio sem SFB. Posteriormente as células receberam a
mistura DNA/Cellfectin (200 uL) e 800 uL de meio sem SFB. As células foram incubadas a 27°C
por 5 h. Apoés este periodo, a mistura foi removida e as células receberam 2 mL de meio com
antibidticos e SFB. A cultura foi incubada por 96 h a 27°C até que a primeira geracdo de virus
recombinante fosse liberada no meio. Neste ponto, o meio contendo os virus recombinantes foi
coletado e centrifugado a 500xg para eliminar células e “debris”. O sobrenadante (~ 2 mL) foi

filtrado em membrana Millipore (Billerica, Massachusetts) de 0.22 um e estocado como geracdo 1
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(P1) do virus recombinante. Em seguida, P1 foi utilizado para infectar uma nova cultura de células
Sf9 em garrafa de 25 ou 75 cm” com ~80 % de confluéncia. A cultura foi incubada a 27°C por 72 h.
O meio de cultura foi processado como anteriormente, obtendo-se o P2 (~5 mL), ou seja, a segunda
geragdo de virus recombinante. Para aumentar o titulo viral, ainda foi produzido o P3 (3" geragdo),
inoculando-se uma aliquota de 50 pL de P2 em uma garrafa de 75 cm?. Ap6s 72 h de cultivo, 0 meio
de cultura foi filtrado para estocar o P3 obtido (~12 mL). As gera¢des virais foram estocadas ao
abrigo da luz a 4°C. A partir de entdo, outras geracOes virais podiam ser obtidas a partir de P3, até
P10, no méaximo. O sucesso da transfeccdo era verificado pela fluorescéncia com emissao de luz
verde pelas células infectadas, que expressavam a proteina recombinante de interesse e o reporter E-
GFP. A fluorescéncia era visualizada em microscopio Nikon Eclipse TS 100 obtido da Nikon
(Téquio, Japao).

Titulacdo de baculovirus recombinante por PCR quantitativo (qPCR). As geragdes virais
produzidas eram tituladas por quantificacdo absoluta do cDNA de EGFP por gqPCR. Utilizava-se o
par de primers ONZ 749 ¢ ONZ 750 como sonda, desenhado no programa Primer Express®, versio
3.0. O SyBrGreen era empregado como fluor6foro nas reagdes e o termociclador utilizado era o 7500
Real Time PCR. Todos, a excecdo dos primers, foram obtidos da Applied Biosystems (Foster City,
Califérnia). Uma vez que cada particula viral possui um tnico genoma recombinante, no qual esta
presente uma unica copia do cDNA de EGFP, o nimero de cépias desse cDNA corresponde ao
nimero de particulas virais em suspensao.

A curva padrdo para o método de quantificacao absoluta foi preparada a partir da regressdao
linear simples entre o Ct (Cycle threshold, varidvel dependente) da reacdo e o nimero de cépias por
reacdo (varidvel independente) do vetor pFastBacDual(EGFP). Para tanto, este vetor foi obtido por
miniprep do sistema QIAprep Spin Miniprep Kit (QIAGEN — Valencia, Califérnia) a partir de
culturas de 3 a 5 mL (meio LB), na metade da fase log de crescimento (~12 h de crescimento). A
concentracdo (U g.mL’l) e a qualidade do vetor foram determinadas por espectrofotometria a 260 e
280 nm, conforme descrito por Sambrook, Fritsch & Maniatis (1989). Somente amostras de boa
qualidade (sem contaminacg@o excessiva por fendis ou proteinas) foram utilizadas. A concentracao
do vetor foi convertida para nimero de copias por meio da férmula de Morello et al. (2007), em que
Cn € o numero de copias (em nimero de cépias.pL'l), C € a concentracdo do vetor (em u g.mL‘l), bp
€ o nimero de pares de base do vetor e 1,004.1()]5 ¢ uma constante derivada do numero de

Avogadro:
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C
Cn=—x1,004.10%®
bp

Os pontos da curva padrao foram obtidos por diluicdo seriada do vetor pFastBacDual(EGFP),
a saber: 1,0x108, 1,0x107, 1,0x106, 1,0x105 e 1,0x104 cOpias por reacdo. Cada ponto foi executado em
triplicata. As médias dos valores de Ct para tais pontos foram empregadas na regressdo linear e
plotadas contra os log(nimeros de cOpias) respectivos, como pode ser visualizado na figura 5. A
equacgdo de regressdo assim obtida foi utilizada para determinar os nimeros de genomas virais em
cada reacdo executada, também em triplicata. Esses niimeros eram corrigidos por fatores de dilui¢do

apropriados para obtencdo do titulo viral das suspensdes correspondentes.
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Figura 5 — Regressao linear simples da quantificacao absoluta do nimero de cépias de cDNA de EGFP por
qPCR, para titulacdo de baculovirus recombinante. Esta curva padréo foi obtida a partir de ensaios em triplicata
com as dilui¢cdes de pFastBacDual(EGFP) descritas no texto.

As reacdes executadas, seja para a curva padrdo ou determinagdo do titulo de determinada
suspensdo de baculovirus, foram preparadas de acordo com o mesmo protocolo, como pode ser
observado na tabela 8. O ciclo de amplificacio para o método de quantificacdo absoluta do
termociclador 7500 Real Time PCR é pré-ajustado de féabrica para todas as reagdes. Para as

titulacdes, o DNA molde utilizado era obtido conforme descrito no subtépico 3.4.

46



Tabela 8 — Protocolo geral de qPCR para titulagdo de baculovirus recombinante.

Mistura Reacional do qPCR

12,5 uL de SYBR Green PCR Master Mix"
2,0 uL. ONZ 749 (5 pmol.uL™)
Protocolos Gerais de 2,0 uL ONZ 750 (5 pmol.uL™)

Amplificagao 2,0 pL. de DNA molde (diluicdo de pFastBacDual(EGFP) ou
genoma de baculovirus recombinante)

H,O deionizada e autoclavada em q.s.p. 25 uLb

'Obtido da Applied Biosystems (Foster City, Califérnia).

Otimizacdo da expressio de proteinas recombinantes em células HighFive. Estes
experimentos tinham como objetivo a determinacdo das melhores condicdes de expressdo das
proteinas recombinantes em células de inseto. As varidveis testadas foram: a multiplicidade de
infeccdo das células (MDI), ou seja, o nimero de particulas virais/célula e o tempo de incubagao (h).
Células HighFive foram semeadas em erlenmeyers contendo 20 mL de meio Express Five (vide
subtopico 3.3.3) na densidade de 1,0 x 10° células.mL e infectadas com as MDIs de 1,2,5¢10.
Cada cultura era independente, pois possuia uma MDI especifica e era incubada por um determinado
periodo de tempo (24, 48, 72, 96 h para expressdo de Hise-S6K102T389EACT e 24, 48, 60, 72, 84 ¢
96 h para expressdo de Hise-CDPDPK1). Um grupo dessas culturas ndo foi infectado (MDI 0) e
serviu como controle negativo. Ao fim de cada periodo de crescimento, as culturas de todas as MDIs
foram coletadas e tiveram sua densidade celular determinada. Em seguida, 1,0x107 células dessas
culturas foram submetidas a extragdo de proteinas. As células foram lavadas em PBS 1X e lisadas
com 4 mL de tampao de lise pH 8,0 (50 mM NaH,PO4.H,0; 300 mM NaCl; 1% Igepal; 5% glicerol)
em banho de gelo, adicionado do coquetel de inibidores de proteases Complete, EDTA-free, obtido
da Roche (Basiléia, Suica). Em seguida as amostras foram submetidas a analise por SDS-PAGE e
western blot com anticorpo primério anti-Hisg produzido em camundongos e anticorpo secunddrio
anti-IgG de camundongo, conjugado a fosfatase alcalina (ambos na propor¢ao 1:7000). Esses testes
também foram realizados em volumes maiores (culturas de 0,5 L) para ambas as proteinas
recombinantes, com MDIs de 2, 3 e 10 e tempos de incubagdo de 24 e 48 h, seguidos de purificagdao
em coluna de niquel imobilizado. A expressdo em grandes volumes esta descrita abaixo.

Expressao de proteinas recombinantes em grandes volumes, mediada por baculovirus em

células de inseto. Células HighFive de 3 a 5 garrafas confluentes grandes (25 mL de meio) foram
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ressuspensas em meio Express Five novo e semeadas em erlenmeyers para um volume final de 100
mL de cultura. Essas culturas foram incubadas por 72 h, sob agitacdo, conforme descrito no
subtépico 3.3.3 (pré-cultura). Ao fim desse periodo, aliquotas de 5,0x10® células foram coletadas da
pré-cultura, ressuspensas em ~50 mL de meio novo e adicionadas a erlenmeyers de 2,0 L para um
volume final de 0,5 L de cultura (densidade de 1,0x10° células.mL'l). A essas culturas foi
adicionada a aliquota de virus titulado para alcancar a MDI desejada. Saliente-se que os virus
empregados ndo podiam estar estocados hd mais de dois meses a 4°C, devido a acentuada queda do
titulo de particulas infectivas observada durante o armazenamento (e nao detectada na titulagdo por
qPCR). Apés a inoculacdo do baculovirus recombinante, a cultura era incubada nas condi¢des
6timas pelo periodo desejado.

Preparo dos extratos protéicos de células de inseto. As células das culturas de 0,5 L foram
centrifugadas a 500xg e ~27°C por 15 a 20 min, recuperadas e gentilmente ressuspensas em 500 mL
de tampdo PBS pH 7,0, para serem novamente centrifugadas nas mesmas condi¢des. As células
recuperadas podiam ser estocadas a -80°C ou submetidas diretamente a extracdo. Se estivessem
congeladas, realizava-se o degelo prévio em banho de gelo, por aproximadamente 30 min.
Finalmente, as células foram ressuspensas em 100 mL de tampao de extragdo gelado (NaH,PO4 50
mmol.L’l, NaCl 300 mmol.L‘l, imidazol 10 mmol.L’l, pH 8,0) suplementado na hora do uso com
Igepal 1% (v/v). A propor¢ao de volume de tampao de extragdo para nimero de células foi de 1,0
mL : 5,0x10° células. O extrato obtido foi mantido em gelo e homogeneizado periodicamente
durante 30 a 50 min, com seringa de 50 mL. O lisado resultante foi centrifugado a 50000xg e 4°C
por 30 min. O sobrenadante obtido foi centrifugado novamente, nas mesmas condi¢cdes. O
sobrenadante final, por sua vez, foi filtrado em membrana de 0,45 um para s6 entdo ser aplicado a

purificacdo por cromatografia de afinidade por ion imobilizado (subtopico 3.12.1).

3.11 Anadlise In Vitro da Interacio entre Proteinas Recombinantes por Co-
purificacio em Cromatografia de Afinidade por Glutationa (GST Pull-down)

Os clones destinados ao experimento de GST pull-down foram obtidos por transformacdo
simples, dupla ou tripla via eletroporagdo, crescidos em meio LB-4gar seletivo com cloranfenicol
(marca de sele¢do do plasmideo pRARE), ampicilina (marca de selecdo do plasmideo pPROEX e
derivados) e canamicina (marca de selecdo do plasmideo pETG e derivados) e testados por PCR de

colOnia com primers dos vetores e dos insertos. Os clones positivos foram utilizados no preparo de
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pré-indculos a 37°C e 200 rpm por 16 h, a partir dos quais eram inoculadas culturas de 150 mL de
meio LB liquido seletivo, induzidas com IPTG 0,8 mmol.L! (quando DOggo = 0,8) a 20°C e 200
rpm por 16 h.

Ao fim do periodo de indugdo, as culturas foram centrifugadas a 18000xg e 4°C por 5 min.
Quando as proteinas a serem testadas estavam em clones diferentes, suas respectivas culturas eram
unidas antes da centrifugacdo, em diferentes proporcdes. As células recuperadas foram
ressuspendidas em 1,0 mL de tampdo de extrato e tratadas com lisozima. Em seguida, foram
sonicadas em banho de gelo de 15 s em 15 s, com intervalos minimos de 30 s, até adquirirem um
aspecto clarificado. O tampao de extrato era o PBS (phosphate buffered saline; KH,PO4 1,8
mmol.L‘l; Na,HPO, 10 mmol.L'l; KCl 2,7 mmol.L'l; NaCl 140 mmol.L‘l; pH 7,3) com DTT 1,0
mmol.L’l; Igepal 0,5% v/v e coquetel de inibidores Complete, EDTA-free, obtido da Roche
(Basiléia, Suica), em concentragdo especificada pelo fabricante. O lisado celular foi centrifugado a
18000xg, 4°C por 10 min e o sobrenadante obtido foi o extrato de proteinas soldveis (fra¢do soldvel),
do qual foi retirada e estocada a -20°C uma aliquota de 30 uL para anélise posterior em SDS-PAGE.
A fracdo soluvel restante foi incubada com 30 pL da resina Glutathione Sepharose, obtida da GE
Healthcare Life Sciences (Little Chalfont, Buckinghamshire), por 30 min a 4°C. A resina fora
previamente equilibrada com tampdo PBS com DTT 1,0 mmol.L"; Igepal 0,5% v/v; PMSF 1
mmol.L"' e benzamidina 100 pg.mL". Apés periodo de incubagio, o extrato soliivel com a resina foi
centrifugado a 550xg por 1 min a 4°C, a resina recuperada e lavada trés vezes com 1,0 mL de
tampao de equilibrio. Finalmente, a resina foi ressuspendida em 30 pL. de tampao de amostra 2x e
fervida por 5 min em aquecedor de microtubos a seco. A amostra final foi estocada a -20°C para

andlise posterior em SDS-PAGE e western-blotting.

3.12  Purificacao de Proteinas Recombinantes

A inducdo dos clones de E. coli produtores das proteinas de fusdo citadas foi realizada de
forma idéntica a descrita no subtépico 3.10.2, nas condi¢Oes descritas no subtdpico 4.2.2 (tabela 14,
inducdo das construgdes de S6K1) e no subtopico 4.2.4 (tabela 16, inducdo das construgdes de
CTRPS6). Apdés o periodo de indugdo as culturas eram centrifugadas a 6000xg, as células
recuperadas e congeladas ou destinadas ao preparo dos extratos protéicos soliveis. O procedimento
adotado também estd descrito no subtépico 3.10.2, exceto por variagdes no método de lise mecanica,

no tampao de extrato e nas propor¢des volume:volume ou volume:massa entre tampdes de extrato e
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culturas, descritas abaixo. Para as proteinas recombinantes expressas em cé€lulas de inseto, 0 método
de obtencdo e preparo da amostra antes da purificacdo cromatografica estd descrito no subtdpico

3.10.3.

3.12.1  Purificacido de Proteinas Fusionadas a Polihistidina por Cromatografia de
Afinidade por Cation Niquel Imobilizado

Quando a purificacdo foi realizada em banho com a resina NiNTA Superflow, as células
obtidas das culturas de E. coli foram ressuspendidas em tampao de extrato (fosfato de sédio 50
mmol.L'"; glicerol 5% v/v, NaCl 100 mmol.L"' ¢ PMSF 1,0 mmol.L"; pH 7,2) numa propor¢io
volume de tampdao (mL):volume de cultura (mL) igual 1:100. Essa suspensdo foi tratada com
lisozima, sonicada e centrifugada como descrito anteriormente, para obtengcdo do extrato protéico
solivel. Quando a purificac@o foi realizada em coluna, as células obtidas foram ressuspendidas em
tampao de extrato (Tris-HCI 25 mmol.L"; NaCl 20 mmol.L'"; glicerol 10% v/v; PMSF 1,0 mmol.L"
! benzamidina 100 pg.mL™; pH 8,0) numa propor¢io volume (mL):massa (g) igual a 2:1. Essa
suspensdo foi tratada com lisozima, submetida a homogeneizacao liqiiida em French Pressure Cell
Press (GlenMills Incorporation — Clifton, New Jersey) e centrifugada duas vezes a 18000xg e 4°C
por 20 min. O sobrenadante (extrato protéico solivel) foi recuperado e mantido em banho de gelo
até ser injetado na coluna cromatogréfica.

Na purificagio em cromatégrafo Akta FPLC foi utilizada coluna HisTrap HP (0,7x2,5 cm; 1,0
mL), ambos da GE Healthcare Life Sciences (Little Chalfont, Buckinghamshire). A coluna foi
equilibrada com 10 mL de tampao (Tris-HCI 25 mmol.L']; NaCl 20 mmol.L'l; glicerol 10% v/v;
PMSF 1,0 mmol.L''; benzamidina 100 pg.mL'l; pH 7,8), a amostra foi injetada e a coluna lavada
com 30 mL do mesmo tampao. Neste ponto iniciou-se um gradiente linear de 0-100% de tampao de
eluigdo (Tris-HCI 25 mmol.L™"; NaCl 20 mmol.L™"; glicerol 10% v/v; imidazol 0,5 mol.L"'; PMSF
1,0 mmol.L'"; benzamidina 100 ug.mL'l; pH 7,8) por 20 volumes da coluna (20 mL). Todo o
procedimento foi realizado sob um fluxo de 0,5 mL.min"' e um limite méximo de pressao de 0,3
MPa. Os tampdes cromatograficos eram filtrados em membrana de 0,45 um e desaerados em
sonicador de banho (20 min) antes de ser iniciada a purificacdo. Foram aliquotados 10 pL de
algumas fragdes (1,0 mL) coletadas durante a elui¢do e aplicados em SDS-PAGE para andlise da

purificagdo.
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Na purificacdo em banho, a fracdo protéica soluvel foi incubada com resina NiNTA Superflow
(QIAGEN - Valencia, Califérnia; proporcdao de 0,4 mL de resina para 1000 mL de cultura),
previamente equilibrada, a 4°C por 3 h, sob agita¢do branda. Apés incubagio, ainda a 4°C, permitiu-
se a resina decantar e o extrato com proteinas ndo ligadas foi retirado. A resina foi ressuspensa em
3,0 mL do primeiro tampdo de elui¢do (tampdo de extrato acrescido de imidazol 10 mmol.L™") e
aplicada em coluna, para coleta de trés fragdes de 1,0 mL. Demais tampdes de eluicio com
concentracgdes crescentes de imidazol foram aplicados, na seguinte ordem:

-3x1,0 mL de tampao de extrato com imidazol 20 mmol.L'l;

-3x0,5 mL de tampdo de extrato com imidazol 50 mmol.L"";

-3x0,5 mL de tampdo de extrato com imidazol 100 mmol.L™;

-2x0,5 mL de tampao de extrato com imidazol 200 mmol.L'l;

-1x0,5 mL de tampao de extrato com imidazol 500 mmol.L.

Foram aliquotados 10 pL de cada fracdo coletada durante a eluicdo e aplicados em SDS-PAGE
para anélise da cromatografia de afinidade.

Os procedimentos descritos acima se referem a purificacdo a partir de extratos soldveis
provenientes de culturas bacterianas. Quando o extrato provinha de células de inseto (purificacdo de
Hise-S6K102T389EACT e Hise-CDPDPKI1), o procedimento adotado era parcialmente diferente.
Nesse caso, a coluna HiTrap Chelating (0,7x2,5 cm; 1,0 mL) da GE Healthcare Life Sciences (Little
Chalfont, Buckinghamshire), previamente ligada ao cation niquel (Ni**), era equilibrada com 10 mL
de tampao de equilibrio (NaH,PO4 50 mmol.L']; NaCl 250 mmol.L'l; imidazol 10 mmol.L'l;
benzamidina 100 pg.mL"; PMSF 1 mmol.L"; glicerol 5% (v/v); p-mercaptoetanol 5 mmol.L"; pH
8,0), a amostra era injetada e a coluna lavada com 30 mL do mesmo tampao. Neste ponto iniciava-se
um gradiente linear de 0-100% de tampdo de elui¢do (NaH,PO, 50 mmol.L"; NaCl 250 mmol.L'™";
benzamidina 100 pg.mL™'; PMSF 1 mmol.L™"; glicerol 5% (v/v); B-mercaptoetanol 5 mmol.L'";
imidazol 0,5 mol.L™"; pH 8,0) por 40 volumes da coluna (40 mL). Esse procedimento também era
realizado em cromatdgrafo Akta FPLC e as demais especificacdes da purificagio eram idénticas ao

descrito anteriormente.
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3.12.2  Purificacao de Hise-S6K102T389EACT e Hisc-CDPDPK1 por Cromatografia de
Troca Cationica em Coluna de Heparina

As amostras provenientes da purificacio parcial a partir de células de inseto (subtdpico 3.12.1)
foram aplicadas a cromatografia de troca catidénica em coluna HiTrap Heparin HP (0,7x2,5 cm; 1
mL), em cromatégrafo Akta FPLC, ambos da GE Healthcare Life Sciences (Little Chalfont,
Buckinghamshire). A coluna foi equilibrada com 10 mL de tampao de equilibrio (Tris-HCI 20
mmol.L'l; NaCl 30 mmol.L'l; pH 7,0), a amostra injetada e a coluna lavada com 10 mL do mesmo
tampao. Neste ponto iniciou-se um gradiente linear de 0-100% de tampao de eluicao (Tris-HCI 20
mmol.L’l; NaCl 1,0 mol.L'l; pH 7,0) por 25 volumes da coluna (25 mL). Todo o procedimento foi
realizado sob um fluxo de 0,5 mL.min™ e um limite méximo de pressdo de 0,3 MPa. Os tampdes
cromatograficos foram filtrados em membrana de 0,45 um e desaerados em sonicador de banho (20
min) antes de ser iniciada a purificacdo. Foram aliquotados 10 pL de algumas fracdes (1,0 mL)

coletadas durante a elui¢do e aplicadas em SDS-PAGE para andlise da purificacdo.

3.12.3  Purificaciao Parcial de His¢-Proteina D-CTRPS6 e His¢-Proteina D-CysCTRPS6 a
partir de Corpos de Inclusao e Renaturacao In Vitro

As culturas foram centrifugadas a 6000xg e 4°C por 30 min e ressuspendidas em 40 mL de
tampao A (Tris-HCI 20 mmol.L'l; NaCl 200 mmol.L'l; imidazol 5,0 mmol.L‘l; pH 8,0)
cuidadosamente, para evitar a formagdo de bolhas. O extrato foi adicionado de coquetel de
inibidores de proteases Complete, EDTA-free (Roche — Basiléia, Suica), DNase 0,65 mg.mL™" e
lisozima 0,05 mg.mL"', para um volume final de 50 mL, e deixado em banho de gelo por 30 min.
Posteriormente, o extrato foi lisado por sonicacdo ou homogeneizacdo liquida em French Pressure
Cell Press (GlenMills Incorporation — Clifton, New Jersey) e centrifugado a 17000xg e 4°C por 20
min. O sobrenadante (SN1) foi descartado e o precipitado (CI), novamente ressuspendido em
tampao A e centrifugado como na etapa anterior. O novo sobrenadante (SN2) foi descartado e o
precipitado novamente lavado em tampao A, caso ndo estivesse suficientemente limpo. Em seguida,
CI foi ressuspendido em 15 mL de tampao B (Tris-HCI 10 mmol.L'l; NaH,PO4 100 mmol.L‘l; uréia
8,0 mol.L']; pH 8,0) cuidadosamente, para evitar a formacdo de bolhas, e agitado brandamente a
temperatura ambiente, por 1 h. Em seguida, o extrato foi sonicado gentilmente (50% de intensidade
por 10 s, duas vezes, a 20 kHz) e centrifugado a 20000xg e 4°C por 30 min. O precipitado resultante
foi descartado e o sobrenadante final (SN3) incubado com 4,0 mL de resina NiNTA SuperFlow
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(QIAGEN - Valencia, Califérnia) previamente equilibrada com tampao B, por 1 h a temperatura
ambiente, sob agitacdo branda. Ao fim da incubacio, a suspensao de resina foi centrifugada a 500xg
e 4°C por 2 min; o sobrenadante foi retirado e a resina lavada com 30 mL de tampao B em coluna
aberta. Finalmente, 15 mL do tampao E (Tris-HCI 10 mmol.L’l; NaH,PO, 100 mmol.L'l; uréia 8,0
mol.L'!; imidazol 1,0 mol.L"; pH 8,0) foi adicionado a resina na mesma coluna onde fora lavada,
para eluicdo das proteinas complexadas ao Ni** imobilizado nos beads.

O eluato obtido foi dialisado sob agitacdo branda contra 1,0 L de tampao C (Tris-HCI 20
mmol.L’l; NaCl 0,2 mol.L'l; uréia 6,0 mol.L'l; pH 8,0) por 16 h a 4°C, em membrana com limite de
exclusdo de 8,0 kDa obtida da Spectrum Laboratories (Rancho Dominguez, Califérnia). Desde
entdo, o eluato foi dialisado contra vérios tampdes de formulacdo idéntica ao tampao C, exceto pela
concentracdo de uréia, que foi gradativamente reduzida até ser anulada (processo de renaturagcdo
gradual das proteinas recombinantes). Cada didlise foi feita por 2 h, sempre a 4°C e sob agitacdo
branda. A partir do tampao C com 8,0 mol. L' de uréia, as concentracdes decrescentes de uréia
empregadas foram: 4,0 mol.L‘l; 2,0 mol.L'l; 1,0 mol.L'l; 0,5 mol.L'l; 0,25 mol.L"! e, finalmente,
tampao C sem uréia (tampao Cs, ). Observou-se formacdo de precipitado branco na passagem entre
os tampoes com 0,5 mol.L! e 0,25 mol.L'! de uréia. A didlise direta contra tampao C, também foi
realizada (processo de renaturacdo direto) e também apresentou precipitacdo. A amostra final foi
centrifugada a 18000xg e 4°C por 15 min para retirada do precipitado branco e estocada em tubo
Falcon de 50 mL a 4°C. Foram aliquotados 10-15 uL de alguns sobrenadantes coletados durante

todo o procedimento e aplicados em SDS-PAGE para andlise da purificacdo parcial e da renaturagdo.

3.12.4  Purificacao de CTRPS6 e CysCTRPS6 por Cromatografia de Troca Cationica em
Coluna HiTrap SP HP

As amostras provenientes da purificacdo parcial a partir de corpos de inclusdo e renaturagdo
foram aplicadas a cromatografia de troca catidnica em coluna HiTrap SP HP (0,7x2,5 cm; 1 mL), em
cromatografo Akta FPLC, ambos da GE Healthcare Life Sciences (Little Chalfont,
Buckinghamshire). A coluna foi equilibrada com 10 mL de tampao de equilibrio (Tris-HCI 20
mmol.L’l; NacCl 20 mmol.L'l; pH 7.5), a amostra injetada e a coluna lavada com 10 mL do mesmo
tampdo. Neste ponto iniciou-se um gradiente linear de 0-100% de tampao de eluicdo (Tris-HCI1 20
mmol.L'"; NaCl 1,0 mol.L™"; pH 7.,5) por 50 volumes da coluna (50 mL). Todo o procedimento foi

realizado sob um fluxo de 0,5 mL.min" e um limite mdximo de pressdo de 0,3 MPa. Os tampdes
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cromatogréificos foram filtrados em membrana de 0,45 um e desaerados em sonicador de banho (20
min) antes de ser iniciada a purificacdo. Foram aliquotados 50 pL de algumas fracdes (1,0 mL)
coletadas durante a eluicdo, concentradas em SpeedVac Savant SC 110A (Global Medical
Instrumentation — Ramsey, Minnesota) para 15 pL e aplicadas em SDS-Tricine-PAGE para anélise

da purificacao.

3.12.5  Purificacido de Proteinas Fusionadas a GST por Cromatografia de Afinidade por
Glutationa

Quando a purificacdo de GST-CTRPS6 foi realizada em banho com resina de glutationa, a
massa celular obtida das culturas induzidas foi ressuspendida em tampao de extrato PBS (pH 7,3)
adicionado de DTT 1,0 mmol.L™"; Igepal 0,1% v/v; glicerol 10% v/v e coquetel de inibidores de
proteases Complete, EDTA-free, da Roche (Basiléia, Suica). A propor¢dao volume (mL):massa (g)
empregada foi de 2:1. A suspensao resultante foi tratada com lisozima, sonicada e o extrato protéico
centrifugado duas vezes a 18000xg e 4°C, primeiramente por 20 min e depois por 10 min. A fracdo
solivel assim originada era incubada por 1 h com resina Glutathione Sepharose da GE Healthcare
Life Sciences (Little Chalfont, Buckinghamshire), previamente equilibrada com tampao PBS (pH
7,3) adicionado de DTT 1,0 mmol.L'l; Igepal 0,1% v/v; glicerol 10% v/v; PMSF 1,0 mmol.L! e
benzamidina 100 pg.mL'l. O volume de resina empregado obedecia a propor¢ao de 200 uL de
suspensdo de resina em etanol 20% v/v para 5 g de massa celular inicial. Apds a incubacgdo, a
mistura da resina com a fracdo protéica solivel era centrifugada a 500xg (4°C) por 5 min e os
sobrenadantes (flow-throughs) estocados a -20°C. A resina, por sua vez, era lavada trés vezes com
tampao de equilibrio em volumes iguais a 10x o volume de suspensdo de resina empregada. Apos a
lavagem, adicionava-se tampdo de eluicdo (Tris-HCI 50 mmol.L"'; DTT 1,0 mmol.L™"; glicerol 10%
v/v; PMSF 1,0 mmol.L’l; benzamidina 100 ug.mL’l; Glutationa reduzida 40 mmol.L'l; pH 8,0) a
resina e a suspensdo era incubada a 4°C por 10 min, sob rotagdo branda. O volume de tampao de
eluicdo utilizado era igual ao de suspensdo de resina empregada. Apds a incubacdo, a suspensdo era
centrifugada a 500xg (4°C) por 5 min e o sobrenadante (primeira elui¢do) estocado a -20°C. Mais
duas elui¢des foram realizadas. Foram aliquotados 15 pL. de cada uma das elui¢des e aplicados em
SDS-PAGE para andlise da purificagao.

Para as construcdes derivadas de S6K1, dois tipos de tampao de extrato e equilibrio foram

utilizados, os iniciais e os modificados, tanto em purificacdes com resina em banho quanto em
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coluna. Com GST-CTRPS6 purificada em coluna, somente tampdes iniciais foram utilizados. Os
tampdes modificados foram idealizados para promover a quebra de interacdo entre a chaperonina
Cpn60 de Oleispira antarctica e as proteinas de fusdo recombinantes, no caso do emprego de clones
derivados de E. coli Arctic Express (vide Joseph & Andreotti, 2008). A composi¢ao dos tampdes

iniciais e modificados pode ser vista na tabela 9.

Tabela 9 — Composi¢des dos tampdes de extrato e equilibrio dos tipos inicial e modificado.

Iniciais Modificados

Tris-HCl 50 mmol.L™'; DTT 1,0 mmolL"; Tris-HCI 50 mmol.L"'; DTT 1,0 mmol.L"!, Igepal

Tampao | Igepal 0,1% v/v; NaCl 300 mmol.L'; EDTA  0,1% v/v, KCI 300 mmol.L"', MgCl, 10 mmol.L",
de Extrato 1,0 mmol.L'"; pH 7.5 e coquetel de inibidores ~ATP 5,0 mmol.L, pH 7.5 e coquetel de inibidores
de proteases Complete, EDTA-free, da Roche de proteases Complete, EDTA-free, da Roche
(Basiléia, Suica) (Basiléia, Suica).

Tampao | Tris-HCI 50 mmol.L'); NaCl 300 mmol.L""; Tris-HCI 50 mmol.L"; DTT 1,0 mmol.L"'; Igepal

de DTT 1,0 mmol.L'"; Igepal 0,1% (v/v); PMSF  0,1% (v/v); PMSF 1,0 rnrnol.L'l; benzamidina 100

-1 L1 -1 -1 -1 -1

Equilibrio 1,0 mmol.L""; benzamidina 100 uyg.mL"; pH upg.mL~, KCl 150 mmol.L""; MgCl, 10 mmol.L";
q 7.5 ATP 5,0 mmol.L''; pH 7,5

Quando a purificagdo de GST-CTRPS6 e das construcdes de S6K1 foi realizada em coluna, os
tampdes de extrato inicial ou modificado foram utilizados para ressuspender a massa celular obtida
das culturas induzidas, numa propor¢do de 5,0 mL de tampdo para cada 1,0 g de células. As
suspensoOes foram tratadas com lisozima, sonicadas e centrifugadas. Entdo, as fracOes soliveis foram
purificadas em coluna GST-Trap 4B (0,7x2,5 cm; 1 mL) acoplada ao cromatdgrafo Akta FPLC,
ambos da GE Healthcare Life Sciences (Little Chalfont, Buckinghamshire). A coluna foi equilibrada
com 5,0 mL de tampao de equilibrio inicial ou modificado, a amostra foi injetada e a coluna lavada
com 30 mL do mesmo tampdo. Neste ponto iniciou-se a inje¢do subita de 100% do tampao de
eluicdo (Tris-HCI1 50 mmol.L‘]; glutationa reduzida 40 mmol.L'l; DTT 1,0 mmol.L’l; PMSF 1,0
mmol.L™'; benzamidina 100 pg.mL™"; pH 8,0) por 10 mL. O equilibrio foi realizado sob um fluxo de
1,0 mL.min'l, a injecdo da amostra sob 0,2 mL.min” e a eluicdo sob 0,5 mL.min”. Todo o
procedimento foi realizado com um limite méximo de pressdo de 0,3 MPa. As fracdes coletadas
eram de 1,0 mL. Os tampdes cromatograficos eram filtrados em membrana de 0,45 um e desaerados
em sonicador de banho (20 min) antes de ser iniciada a purificacdo. Foram aliquotados 15 pL de

algumas fracdes e aplicados em SDS-PAGE para andlise da purificacao.
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Quando a purificacio das constru¢des de S6K1 foi realizada com resina em banho, 1,0 mL de
tampao de extrato modificado foi empregado na ressuspensdao de 1,0 g de massa celular. As
suspensdes foram tratadas com lisozima, sonicadas e centrigufadas duas vezes a 18000xg e 4°C por
30 min. Os extratos protéicos soliveis foram recuperados e destinados a purificacdo em banho,
conforme descrito anteriormente para GST-CTRPS6, com algumas variagdes (uso de tampao de
equilibrio modificado e quatro etapas de lavagem e elui¢do). Por fim, a purificacdo foi analisada em

SDS-PAGE a partir de aliquotas de 15 pL. de cada uma das elui¢des.

3.13  Determinacio da Concentracgio de Proteinas Solaveis Totais pelo Método do
Acido Bicinconinico (BCA)
Na realizacdo deste ensaio foi empregado o BCA Protein Assay Kit, obtido da Pierce
Biotechnology (Rockford, Illinois). Algumas adaptagdes ao protocolo do fabricante foram feitas e
estdo descritas abaixo. Optou-se por realizar o teste em micro-escala, em placa de 96 pocos de fundo

chato.

3.13.1 Construcao da Curva Padrao

Entre os reagentes providos pela Pierce estd um padrdo de proteina de concentracdo exata, a
solucdo aquosa de BSA 2,0x10° pg.mL™. Esta solucdo foi utilizada para preparar solucdes padrio
em concentracio decrescente para a construcdo da curva padrio do teste, a saber: 2,0x10° pg.mL"
(A); 1,5x10° pgmL" (B); 1,0x10° pg.mL™" (C); 7,5x10% pg.mL™" (D); 5,010 pg.mL™" (E); 2,5x10°
ug.mL'1 (F); 1,25:10 pdg.mL'1 (G); 2,5x10 ug.mL'1 (H). Foram preparadas solucdes de 95 pL para
ensaios em triplicata e de 70 pL para ensaios em duplicata. A curva padrao deve relacionar a média
aritmética das absorbancias (a 570 nm) das replicatas de cada solu¢do padrdo com os valores de
concentragdo dessas solucdes. Os diluentes empregados no preparo das solucdes eram idénticos aos
diluentes das amostras. Um exemplo de regressao linear simples com essas solugdes padrao pode ser

visto na figura 6.

3.13.2  Preparo do Reagente de Trabalho

O volume total (V) de reagente de trabalho (RT) necessario ao teste, em plL, ¢ dado pela

férmula V = 200(a+b)n, onde a € nimero de solucdes padrao empregadas na construgio da regressao
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linear simples (a = 8, neste caso), b € o nimero de ensaios e n € o niimero de replicatas dos ensaios e

solugdes padrdo (em geral, n = 3 ou 2). Uma vez calculado o volume total necessdrio, prepara-se o

RT pela mistura dos reagentes A (BCA) e B (CuSOy) na proporcao 50 partes de A / 1 parte de B.

Absorbancia (570 nm)

2,00 -

1,75
1,50
1,25
1,00
0,75
0,50
0,25

0,00

y = 0,0009x + 0,1267
J R2 = 0,9972

T T T T T T T 1

0,00E+00 2,50E+02 5,00E+02 7,50E+02 1,00E+03 1,25E+03 1,50E+03 1,75E+03 2,00E+03

Concentragdo (pg.mL)

Figura 6 — Regressdao linear simples do método do acido bicinconinico (BCA) para determinacio da
concentracdo de proteinas soliveis totais. Esta curva padrio foi obtida a partir das solu¢cdes padrdes descritas no
texto (A a H) em ensaios em duplicata.

3.13.3
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Procedimento

O procedimento para realizagdo do teste pode ser descrito nas seguintes etapas:

a) A microplaca de 96 pocos foi colocada sobre o gelo para manté-la resfriada até o inicio

b)

c)
d)

e)

da reacgdo do teste;

O RT foi preparado e mantido em gelo;

As solugdes padrao foram preparadas e também mantidas em gelo;

200 pL de RT foram pipetados em cada poco da placa para receber amostras e solu¢des

padrdao, de acordo com um mapa previamente preparado. Durante a montagem dos

ensaios a placa permaneceu sobre o gelo;

25 pL de solugdes padrao e amostras foram adicionadas aos pocos que receberam RT,

de acordo com o mapa. Os meios reacionais foram homogeneizados e a placa tampada;

A placa foi retirada do gelo e incubada imediatamente sobre um suporte em banho-

maria a 37°C, de forma que a dgua do banho tocasse o fundo dos pogos. Permitiu-se

que a reacdo ocorresse por 30 min;



g) A placa foi retirada do banho-maria, seca sobre papel toalha e submetida a leitura da
absorbancia dos ensaios a 570 nm, imediatamente;
h) As concentracdes de cada amostra foram calculadas por meio da aplicacao da média

aritmética das absorbancias das replicatas na equagao da curva padrao.

3.14 Analise de CTRPS6, CysCTRPS6 e Hiss-CDPDPKI1 por Espectroscopia de
Dicroismo Circular

Amostras de CTRPS6, CysCTRPS6 e Hise-CDPDPK1 0,1 mg.mL'l em tampao Tris-HCI 10
mmol.L"' pH 7,5; NaCl 30 mmol.L" foram analisadas em espectropolarimetro Jasco J-810 (obtido
da Jasco Corporation — Téquio, Japao), em cubeta de 1,0 mm de caminho 6tico. Os parametros
ajustados para a anélise foram: modo continuo com intervalo de dados de 0,5 nm, velocidade de
variacdo de comprimento de onda de 50 nm.s™”, tempo de resposta de 4 s e ajuste médio de

sensibilidade. Cada espectro foi obtido por média de 20 varreduras.

3.15 Ensaio em Micro-escala para Determinaciao das Condicoes Otimas de
Clivagem de Hisg-Proteina D-CTRPS6 com a Protease TEV e Ensaio em Grande
Volume

Nos micro-ensaios, o volume final do meio reacional era de 50 pL e a propor¢do entre
substrato e enzima era de 100 ug de proteina recombinante para 5 ug de TEV, em tampao Tris-HCI
50 mmol.L’l; EDTA 0,5 mmol.L"' e DTT 1,0 mmol.L'l; pH 8,0. As reacdes foram incubadas a 4°C,
30°C e a temperatura ambiente por 2 h, 4 h, 6 h e 16 h, sem agitacdo. Para finalizar a reacdo,
adicionou-se tampao de amostra 6x ao meio reacional, que foi analisado por SDS-Tricine-PAGE. O
ensaio em volume superior era preparado com o mesmo tampao e propor¢ao substrato/TEV, embora
os volumes reacionais fossem de 15 - 20 mL. Submetia-se o produto de renaturagdo diretamente a
clivagem, sem concentragdo prévia. As reacdes eram incubadas a 4°C por 16 h, sob agitacdo branda,

pois nessas condicdes evitava-se a precipitacdo excessiva de substrato.

3.16 Tripsinizaciao de Proteinas em Gel de SDS-PAGE para Anélise por
Espectrometria de Massas (MS)

Amostras de Hisg-S6K102T389EACT e Hise-CDPDPK1 foram aplicadas em SDS-PAGE e

tripsinizadas para andlise de MS/MS (espectrometria de massas em tandem) dos peptideos tripticos,
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realizada em aparelho ESI-Q-Tof (subtépico 3.17). Para a tripsiniza¢do, as bandas de interesse
foram excisadas dos géis de SDS-PAGE com uma lamina limpa, em capela, para evitar
contaminagdo com queratina do operador. As bandas excisadas foram fragmentadas e transferidas
para microtubos previamente lavados com 500 pL de metanol (2x) e 500 uL de 4dgua deionizada
microfiltrada (1x). Uma aliquota de 400 uL. de NH,sHCO;5 25 mmol.L! pH 8.,0; acetonitrila 50%
(v/v) foi adicionada aos microtubos, onde os fragmentos de gel ficaram em repouso por 15 min.
Ap6s esse periodo a solucdo foi retirada e os fragmentos foram novamente embebidos nessa solu¢cao
por 15 min, mais duas vezes (3 lavagens ao todo). Apds a ultima lavagem, os fragmentos foram
imersos em acetonitrila e deixados em repouso por 5 min. Por conseguinte, a mistura dos fragmentos
com acetonitrila foi submetida a secagem em SPP 1010 SpeedVac Savant (Thermo Fisher Scientific
— Waltham, Massachusetts) por 20 a 30 min. Os géis secos foram re-hidratados com o minimo
volume possivel de uma solucdo de tripsina 10 },lg.mL'1 em NH,HCOs 25 mmol.L™ pH 8,0 (~15 uL
para um pequeno pedaco de gel). Os géis em solucdo de tripsina foram, entdo, incubados a 37°C por
16 a 24 h. Se, ao fim do periodo de digestdo, ainda houvesse solu¢do de tripsina no tubo, esta
remanescente era transferida para um segundo microtubo previamente lavado com metanol e dgua
(tal qual no inicio do procedimento). No primeiro microtubo foram adicionados 25 — 50 uL de
solucdo de acetonitrila 50% (v/v); éacido trifluoroacético 5% (v/v) por fragmento de gel, seguido de
repouso por 30 a 60 min. Apds esse intervalo, a solucdo de acetonitrila e acido trifluoroacético foi
transferida do primeiro para o segundo microtubo. A extracdo com acetonitrila 50% (v/v); acido
trifluoroacético 5% (v/v) foi repetida. O extrato foi submetido a secagem em SpeedVac, ressuspenso

em 10 pL de 4cido férmico 0,1% (v/v) e aplicado ao espectrometro de massas.

3.17  Analise de CTRPS6, CysCTRPS6, Hiss-CDPDPK1 e Hiss-S6K102T389EACT
por Espectrometria de Massas

As amostras de CTRPS6 e CysCTRPS6 provenientes da cromatografia de troca catidnica
possuiam alta concentracdo de NaCl, portanto, antes da andlise por espectrometria de massas (MS),
foram submetidas a dessalinizacdo em Oasis MCX (Waters Corporation — Milford, Massachusetts).
Para tanto, 1,0 mL de solucdo de 4cido trifluoroacético (TFA) 0,1% (v/v) foi aplicado ao Oasis para
ativacdo da resina da coluna, seguido da aplicacdo de 0,5 mL de amostra. Em seqiiéncia, a resina
carregada foi lavada com 1,0 mL de TFA 0,1% (v/v) e a amostra eluida com 0,5 mL de metanol.

Posteriormente, o solvente do eluato foi eliminado em SPP 1010 SpeedVac Savant (Thermo Fisher
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Scientific — Waltham, Massachusetts) e o soluto ressuspendido em 10 pl. de 4cido férmico 0,1%
(v/v). As amostras assim preparadas foram analisadas no espectrometro de massa Q-Tof Ultima
(Waters Corporation — Milford, Massachusetts) pelo método de ionizacdo ESI (electrospray
ionization), num tnico tempo de voo (MS). As andlises foram realizadas em duplicata.

Antes da ionizac¢do por ESI, um volume de 4,5 uL das amostras foi previamente injetado no
UPLC (Ultra Performance Liquid Chromatography) nanoAcquity da Waters (Milford,
Massachusetts) acoplado ao espectrometro de massas. A separagdo prévia foi realizada em coluna
capilar analitica BEH 130 C18 (Waters — Milford, Massachusetts) de 75 um de didmetro ¢ 100 mm
de comprimento, sob fluxo de 0,6 pl.min™. A solugdo de equilibrio utilizada foi a de dcido férmico
0,1% (v/v) em dgua (A) e a de eluicdo, a de 4cido férmico 0,1% em acetonitrila (B). O gradiente de
eluicdo empregado foi linear, de 0 a 50% da solugdo B, durante 45 min. Vale ressaltar que, antes da
separacdo na coluna analitica, a amostra foi submetida a lavagem com solucio A numa coluna
Symmetry C18 (180 um de didmetro ¢ 20 mm de comprimento) da Waters (Milford,
Massachusetts), denominada trap, a 20 pL.min" por 30 s. Quando lavada pelo periodo padrio de 10
min, a amostra era inteiramente perdida, pois interagia fracamente com os grupos C18 e fortemente
com a fase movel aquosa.

As amostras de Hise-CDPDPKI1 e Hisg-S6K102T389EACT, por sua vez, foram tripsinizadas
em gel (conforme detalhado no subtdpico anterior) e ressuspensas em 10 uL. de dcido férmico 0,1%
(v/v), dos quais 4,5 pL foram aplicados no UPLC acoplado ao espectrometro Q-Tof Ultima.
Saliente-se que o procedimento foi idéntico ao adotado para as amostras de CTRPS6 e CysCTRPS6,
a excecdo do tempo de lavagem na coluna trap, 10 min, e a ao tipo de andlise, MS/MS. As andlises

foram realizadas em duplicata.

3.18 Micro-ensaio Colorimétrico de Atividade de Hiss-S6K102T389EACT
(Imunoensaio Enzimatico)

Este ensaio foi realizado em microplacas de ELISA especiais, cujas superficies dos pocos sao
quimicamente ativadas para reagir especificamente com grupos sulfidrila (-SH), como o presente no
residuo de cisteina aminoterminal do peptideo CysCTRPS6, substrato de Hise-S6K102T389EACT.
Tais placas sdo as Microplacas Sulfhydryl-BIND de poliestireno e fundo chato, obtidas da Corning
Life Sciences (Corning, Nova lorque). Embora represente um novo protocolo, este ensaio baseou-se

em testes enzimdticos de S6K1 e variantes realizados por Flotow & Thomas (1992), Tremblay et al.
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(2005), Zhang et al. (2005), Keshwani & Harris (2008), assim como nas instru¢des da série ELISA
Technical Bulletin, disponivel no site da Corning (www.corning.com). As solucdes empregadas no

ensaio, as amostras testadas e o procedimento adotado estao descritos abaixo.

3.18.1  Solucoes Empregadas no Ensaio
As solugdes-estoque utilizadas foram:

a) Estoque do tampao de imobilizagdo: PBS concentrado (KH,PO, 9,0 mmol.L'l;
Na,HPO, 50 mmol.L"; KCI 13,5 mmol.L"; NaCl 0,7 mol.L"; pH 6,5); EDTA 5,0 mM

(59);

b) Estoque do tampdo de reacdo: MOPS 400 mmol.L"' pH 7,0; MgCl, 100 mmol.L”
(10x);

¢) Estoque do tampdo de parada de reacdo: Tris-HCI 200 mmol.L" pH 7.5; EDTA 160
mmol.L” (4x);

d) Estoque do tampdao de ligac@o dos anticorpos: TBS pH 7,5 (10x).

Os estoques acima sd@o mantidos a temperatura ambiente. Abaixo estdo listados os estoques

que devem permanecer a -80°C:

e) ATP 10 mmol. L pH 7,0 (ajustado com NaOH);
f) AMP-PNP (adenilil-imidodifosfato, andlogo do AMP) 10 mmol.L" pH 7,0;
g) P-glicerofosfato 1,0 mol.L™.

Finalmente, estes sdo os estoques que devem permanecer a -20°C:

h) Coquetel de inibidores de fosfatases PhosStop (Roche — Basiléia, Suica) 20x;
i) DTT 1,0 mol.L", 10 umol.L" e 100 pmol.L™".

Essas solugdes concentradas foram utilizadas para o preparo das solucdes do ensaio no
momento do uso. Uma vez descongelados, os estoques permaneceram em gelo. Os tampdes do

ensaio foram:

a) Tampdo de imobilizacio: PBS pH 6,5; EDTA 1,0 mmolL"; DTT 0,1 umol.L™;
CysCTRPS6 50 pg.mL™";

b) Tampao da 1* lavagem: MOPS 40 mmol.L"! pH 7,0; MgCl, 10 mmol.L'; DTT 0,1
pumol.L';
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¢) Tampdo de reacio: MOPS 40 mmol.L"' pH 7,0; MgCl, 10 mmol.L™; DTT 0,1 umol.L’
l; B-glicerofosfato 25 rnmol.L'l; PhosStop 1x; ATP 50 pmol.L'l;

d) Tampdo de parada de reacdo: Tris-HCI 50 mmol.L" pH 7,5; EDTA 40 mmol.L";
AMP-PNP 3 mmol.L'';

e) Tampao das demais lavagens: TBS pH 7.5;

f) Solucio de TMB (3°,3°,5’,5 -tetrametilbenzidina): TMB 0,001% (m/v); DMSO
(dimetilsulféxido) 1% (v/v); CH,COONa 0,1 mol.L! pH 6,0; H,0, 0,01% (v/v);

g) Solucao de parada de reacdo da peroxidase: H;POy4 1,0 mol.L™.

Antes do preparo do tampao de imobilizacdo, as fracdes de CysCTRPS6 (provenientes de troca
catiOnica, subtdpico 3.12.4) que apresentavam menor quantidade de contaminante foram reunidas
num mesmo pool e submetidas a concentragdo e troca de tampao em Amicon (limite de exclusdo
molecular de 5,0 kDa; obtido da Millipore — Billerica, Massachusetts). O novo tampao era o Tris-
HCI 10 mmol.L" pH 7,5; NaCl 30 mmol.L"". O mesmo procedimento foi utilizado para as quinases
recombinantes Hisg-S6K102T389EACT e Hise-CDPDPKI1, provenientes de cromatografia em
coluna de heparina.

Acima esta citado o tampdo de reacdo 1x, contudo, ele nao foi preparado nessa concentragdao
para ser aplicado nas placas. Antes, preparou-se uma mistura concentrada desse tampao (mistura do
tampao de reacdo) para aplicacdo nos pog¢os. Dessa forma, com a adicao dos demais componentes do
ensaio aos pocos, o tampao atingiu a concentracdo final 1x. A composi¢do da mistura do tampao de

reacdo, por pogo da placa, foi:

Estoque do tampao de reagdo: 10 uL

DTT 10 pmol.L™": 1 pL
B-glicerofosfato: 2,5 uL

PhosStop 20x: 5 uL
ATP 10 mmol.L™": 0,5 uL
Agua deionizada microfiltrada: 1,0 uL
TOTAL: 20 uL

Essa mistura permaneceu em gelo até o momento do uso.
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Outra solugdo do ensaio que mereceu cuidado especial foi a de TMB. Para preparé-la, foram
dissolvidos 0,1 mg de TMB em 100 uL de DMSO. Essa mistura foi adicionada a 9,9 mL de
CH>,COONa 0,1 mol.L™! pH 6,0 e filtrada em filtro de 0,45 um. Por fim, adicionou-se peréxido de
hidrogénio a solugdo, para uma concentragc@o final de 0,01%. Esse volume de solugdo ¢é suficiente
para aplicacdo nos 96 pocos da microplaca.

Finalmente, o0 mapa do ensaio pode ser visto na figura 5 e a composi¢ao dos ensaios da curva
padrao pode ser observada na tabela 10. A composicao dos testes, por sua vez, pode ser visualizada
na tabela 11. Os significados dos nomes dos testes e sua finalidade também estio descritos na figura

7.
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LEGENDA
» Ensaios em preto: curva padrao

» Ensaios em vermelho (controles negativos por auséncia do substrato CysCTRPS6):
- 8SS+S:Sem substrato, com Hisg-S6K102T389EACT
- 8S+SC: Sem substrato, com Hisg-S6K1a2T389EACT e Hisg-CDPDPK1
- 8SS+T:Sem substrato, com Hisg-TIPRL
- 8S+ST: Sem substrato, com Hisg-S6K1a2T389EACT e Hisg-TIPRL
- 8S+C: Sem substrato, com Hisg&-CDPDPK1

» Ensaios em verde (controles negativos por auséncia das proteinas em teste ou
controles dos diluentes):

- S-SC: Sem Hisg-S6K1a2T389EACT e Hisg-CDPDPK1

- S-T: Sem Hisg-TIPRL

- S-ST: Sem Hisg-S6K102T389EACT e Hisg-TIPRL

* Ensaios em azul (testes):
- SC: Hisg-S6K102T389EACT e Hisg-CDPDPK1
- T: Hisg-TIPRL apenas
- ST: Hisg-S6K1a2T389EACT e Hisg-TIPRL
- C: Hisg-CDPDPK1 apenas

Figura 7 — Mapa do micro-ensaio colorimétrico de atividade de Hiss-S6K102T389EACT (imunoensaio
enzimatico).
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Tabela 10 — Composicdo dos pontos da curva padrio do ensaio imunoenzimaético.

Hisg-S6K102T389EACT
¢ Volume de Estoque de Tampao TZOTAL
Ponto ~ 1 ~ (mistura de
Concentracao Volume de Reacao 10x (uL) enzima) (L)
(mol.L) (uL) #
-7
1 7,7.10 20 0 20
-7
2 5.8.10 Is 5 20
3 3.8.107 10 10 20
-7
4 2,0.10 5 s 20
8
8
6 3,8.10 1 19 20

"Volume da solugio 3,8.10° mol.L"' de Hise-S6K1a2T389EACT.
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Tabela 11 — Composicao dos testes e controles do ensaio imunoenzimdtico. S, Hisg-S6K102T389EACT; C,
Hisg-CDPDPK1; T, Hisg-TIPRL1. As concentragdes (Conc.) estdo em mol.L"! e os volumes (Vol.) em pL.

Proteinas Diluentes Volume de | TOTAL

NI EEREE s

Teste Reacdo 10x | enzima)
Conc. | Vol.! | Conc. | Vol.2 | Conc. | Vol.3 | Vol.* | Vol.* | Vol.’ (uL) (uL)

Ss+s [ 20107 5 . ] _ - - - - 15 20
SS+SC | 20107 5 14107 & _ . . _ - 10 20
SS+T - B} - - 2,0.107 1 - - - 19 20
SS+ST | 2.0.107 ) ~ 20107 1 . B} . 14 20
SS+C - S 141075 ] _ - ; - 15 20
S-SC - - - . - - 25 25 - 15 20
S-T - . - R - - - - 1 19 20
S-ST - } _ - - - 5 - 1 14 20
SC 20007 5 4007 s - - - - - 10 20
T - - - - 20107 1 - - - 19 20
ST 120107 & . - 2,0.107 1 - - - 14 20
C - - 14107 5 - - - - - 15 20

' Volume da solugdo 3,8.10° mol.L"! de Hise-S6K102T389EACT.

2Volume da solucdo 2,8.10'6 mol.L! de Hiss-CDPDPKI1.

*Volume da solugdo 2,0.10”° mol.L"' de Hise-TIPRLI.

4Diluente de Hisg-S6K102T389EACT e Hise-CDPDPK1: Tris-HCI 10 mmol.L"! pH 7.5 ; NaCl 30 mmol.L™".
* Diluente de Hise-TIPRLI: Hepes 10 mmol.L”" pH 7.5; NaCl 0,5 mol.L™'; B-mercaptoetanol 10 mmol.L™".
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3.18.2

Procedimento

O procedimento para realizacdo dos ensaios pode ser descrito nas etapas abaixo. Todo o

protocolo deve ser realizado a temperatura ambiente, exceto quando o contrario for citado. Todos os

ensaios sdo realizados em triplicata, tal qual observado na figura 5.
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A. Imobilizacdo de CysCTRPS6

a)

b)
¢)

Foi adicionado 100 uL de tampao de imobilizacdo em cada po¢o da microplaca a ser
utilizado no ensaio. Nos controles negativos foi adicionado tampdo de imobilizagdo
sem CysCTRPS6;

A placa foi selada e incubada por 1 h;

O tampao de imobilizacdo foi decantado, isto é, a microplaca foi virada de cabeca para
baixo a fim de que o liquido escorresse e, em seguida, foi pressionada por alguns
instantes contra uma pequena pilha de papéis absorventes. Todos os pocos foram
lavados trés vezes com 200 pL de tampdo da 17 lavagem. Aos mesmos pocos foi
adicionado o tampao da 1* lavagem uma quarta vez e, antes do decantamento, esperou-

se por 5 min (passo de embebi¢do);

B. Reagdo de Hise-S6K102T389EACT

a)

b)

c)

d)

60 uL de dgua deionizada microfiltrada foi adicionada a cada poco a ser utilizado no
ensaio. Logo em seguida, 20 uL da mistura do tampao de reacao foi adicionado a esses
pocos;

A reacdo foi iniciada pela adicdo de 20 uL da mistura de enzima apropriada para cada
poco, conforme mapa do ensaio previamente elaborado;

Deixou-se a reacdo ocorrer por 20 a 25 min. Ao fim desse periodo, a reagdo foi
interrompida pela adicio de 100 pL de tampdo de parada de reagcdo e agitada
brandamente;

O liquido dos pogos foi decantado. Os pogos foram lavados trés vezes com 200 uL de
TBS pH 7,5. O passo de embebicdo foi realizado com esse tampao e, em seguida, o

liquido foi decantado da placa.

C. Ligacao de anticorpo primario IeG anti-fosfo-RPS6 (5235/S236) desenvolvido em

coelho



a) Uma solugdo de anticorpo primdrio 1:1000 em tampao TBS pH 7.5 foi preparada. 100
pL dessa solugdo foi adicionada a cada pogo, a palca foi selada e deixada por 3 h a
temperatura ambiente ou 16 h a 4°C (se possivel, sob agitacdo branda);

b) A solucdo do anticorpo primdrio foi decantada de todos os pogos. Os pogos foram
lavados trés vezes com 200 uL de TBS pH 7,5. O passo de embebicdo foi realizado e o
liquido da placa decantado.

D. Ligacdo de anticorpo secundario conjugado a peroxidase, desenvolvido em asno
contra IeG de coelho

a) Uma solucdo de anticorpo secunddrio na proporc¢ao 1:1000 em tampao TBS pH 7.5 foi
preparada. 100 pL dessa solucdo foi adicionada a cada pogo, a placa foi selada e
deixada por 1 h a temperatura ambiente ou 16 h a 4°C (se possivel, sob agitacdo
branda);

b) A solucdo do anticorpo primdrio foi decantada de todos os pocos. Os pocos foram
lavados trés vezes com 200 uL de TBS pH 7,5. O passo de embebicdo foi realizado e o

liquido da placa decantado.

E. Reacido da Peroxidase

a) 100 pL da solu¢do de TMB (substrato da peroxidase) foi adicionada a cada poco do
ensaio;

b) A placa foi incubada por 20 a 25 min a temperatura ambiente. A leitura da absorbancia
dos pogos foi realizada a 630 nm, logo antes do término do tempo de reacio (os ensaios
estavam com coloragdo azul);

¢) 100 pL da solucdo de parada (4cido fosférico 1,0 mol.L™) foi adicionada a cada poco.

A absorbancia dos pocos foi entdo determinada a 490 nm.
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4 RESULTADOS

4.1 Clonagem do cDNA da S6K1 e Analise das Variantes de mRNAs amplificados
das Bibliotecas de cDNA e de Células HeLa

Durante a clonagem de S6K1 foram isoladas duas formas incomuns de cDNA das bibliotecas
de cérebro fetal humano e HelLa (tabela 9), obtidas da Clontech (Mountain View, Califdrnia).
Também foram testadas as bibliotecas de leucdcitos e de medula éssea humanos, que nao
apresentaram amplificagdo. As duas formas incomuns eram idénticas a seqiiéncia codificadora do
mRNA de S6K1, a ndo ser pela presenca de inser¢des de 75 pb (forma isolada da biblioteca de
cérebro fetal humano) e 185 pb (forma isolada da biblioteca de HelLa). Vale ressaltar que a
amplificacdo a partir da biblioteca de cérebro fetal apresentava apenas a forma com insercdo de 75
pb, mesmo apos extensiva otimizacdo das condi¢des de reacdo e de inumeras repeti¢des realizadas.
O mesmo ocorria para a biblioteca de HelLa, embora duas formas persistissem nesse caso, a
consensual (nimero de entrada BC053365 no NCBI) e a incomum (dotada da insercao de 185 pb),
conforme demonstrado por andlise de restricdo seguida de seqiienciamento (vide figura 8). De fato,
a seqiiéncia da insercao de 75 pb pode ser encontrada no intron 6 (bases 37094 a 38540) do gene de
S6K1 humana, enquanto a insercdo de 185 pb pode ser encontrada no intron 11 (bases 43197 a
43382). Enquanto o intron 6 possui 1447 pb e apresenta a seqiiéncia da inser¢do de 75 pb apenas em
seu inicio (bases 37277 a 37351), o intron 11 possui 186 pb e € praticamente todo constituido pela

seqiiéncia da insercdo de 185 pb (bases 43198 a 43382), a ndo ser pela sua primeira base.

Tabela 12 — Seqiiéncias das inser¢des encontradas em cDNAs de S6K1 isolados das bibliotecas de cérebro
fetal humano (75 pb) e de HeLa (185 pb). Os nucleotideos em negrito representam aqueles compartilhados
pelo cDNA isolado e pela seqiiéncia BC053365, com os aminodcidos correspondentes também em negrito. O

simbolo “— significa codon de término da tradugao.
Seqiiéncia Nucleotidica (cDNA) Seqiiéncia Traduzida
Insercéo 5°...GCC TGG CTT GAG TGG AAC GCT CTT CAC Aminoterminal.. A W L E W N A L
de 75 pb | ACC AGT TGT TCC TAA CAG AAC CATTCTCAT H T SCS-QNHSHCGFL
p TGC GGC TTT CTT TCC TTG AAT TGC TTT...3’ S L N C...Carboxiterminal

5°..CAA GTA GGG ATT GGC ATC TTT GGT GTT Aminoterminal..Q VG I GIF GV

TTG TGG GGA AGA TAA TGC TAG TITTAT LW GR-C-FYVFLRVIC
Inser¢do | GTA TTT CTG AGG GTT ATA TGT AGT TGC TTA SCL-V-LIL-LVTSKR
de 195 pb TAA GTT TAG CTT ATT TTG TGACTTGTAACT -LIY QS SKV -SPQLFF

TCA AAA AGG TGA TTA ATT TAT CAATCC L LFFS - A H..Carboxiterminal

AGC AAA GTC TAG TCC CCT CAA CTT TTC TTC

CTG CTT TTT TTT TCC TAG GCT CAT...3’

69



A b s53c 57°C 59°C 61°C B P Hela CF.

517/506 pb

Derivados da Banda Il Derivados da Banda |
C Pct+ 1 23 4 5 6 71 2 34 5 6
! - - Y - (W]~
3054 pb I : .
2036 pbf -
1636 poji S ---u—-
B e o e

" e - e w0 B bl

inl

Figura 8 — Clonagem do cDNA de S6K1. (A) Teste de temperaturas de anelamento dos primers usados na
amplificacdo a partir de bibliotecas de linhagens celulares humanas (neste caso, cérebro fetal). (B) Andlise das
amplificacdes do cDNA a partir das bibliotecas de cDNA de HeLa e cérebro fetal humano (C.F.). (C) Andlise de
restricdo dos clones derivados das bandas I e II, amplificadas a partir da biblioteca de cDNA de HeLa. Digestoes
realizadas com BamHI, Xhol (para liberagdo do inserto) e Sall (para clivagem do inserto), que cliva a seqiiéncia
BC053365 (1578 pb) na posi¢do 1174. O plasmideo pCRII-S6K1al, quando continha inserto igual a seqiiéncia de
referéncia, originava trés fragmentos em caso de digestdo completa: ~4000 pb (vetor), 1174 pb e 404 pb (fragmentos
do inserto). Os clones isolados que mais se aproximaram do perfil esperado foram os derivados da banda II. De fato,
o seqiienciamento desses clones revelou que eram idénticos a seqiiéncia BC053365. Os clones do outro grupo
continham uma inser¢do de 185 pb. O controle positivo (C+) corresponde a andlise de um clone de S6Klal
amplificado a partir da biblioteca de cérebro fetal, que possuia uma inser¢io de 75 pb. P; padrio de massa
molecular. Géis de agarose 0,8%.

O cDNA com inser¢ao de 75 pb traduz-se num polipeptidio hipotético de 207 residuos de
aminodcidos, pois a inser¢do causa a adicdo da seqiiéncia WLEWNALHTSCS (12 residuos de
aminodcidos) apds o residuo Alajos de S6Klal (Ala;7, em S6K1a2), seguida de um cddon de
término da traducdo. Portanto, essa inser¢do provocaria o fim prematuro da cadeia de S6KI,
aproximadamente no meio do dominio catalitico de Ser/Thr quinase, que compreende os residuos
Phey; a Phess; em S6K1al (Phegg a Phesg, em S6K102).

Por sua vez, o cDNA com insercdo de 185 pb traduz-se num polipeptidio hipotético de 359

residuos de aminodcidos, pois a inser¢do causa a adicdo da seqiiéncia VGIGIFGVLWGR (12
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residuos de aminodcidos) ap6s o residuo Glnszy; de S6K1al (Glnsys em S6K1a2), seguida de um
cddon de término da traducdo. Ao contrdrio da inser¢do menor, a inser¢cdo de 185 pb causaria a

interrupcdo da cadeia de S6K1 logo apds o dominio catalitico de Ser/Thr quinase de S6K1.

5 S EEEEEEE G C T T T TACCCAGCCCCGGACTTCCGAGACAGGGAAGCTGAGGAC

ATGGCAGGAGTGTTTGACATAGACCTGGACCAGCCAGAGGACGCGGGCTCTGAGGATGAGCTGGAGGAGGG
GGGTCAGTTAAATGAAAGCATGGACCATGGGGGAGTTGGACCATATGAACT TGGCATGGAACATTGTGAGA
AATTTGAAATCTCAGAAACTAGTGTGAACAGAGGGCCAGAAAAAATCAGACCAGAATGTTTTGAGCTACTT
CGGGTACTTGGTAAAGGGGGCTATGGAAAGGTTTTTCAAGTACGAAAAGTAACAGGAGCAAATACTGGGAA
AATATTTGCCATGAAGGTGCTTAAAAAGGCAATGATAGTAAGAAATGCTAAAGATACAGCTCATACAAAAG
CAGAACGGAATATTCTGGAGGAAGTAAAGCATCCCTTCATCGTGGATTTAATTTATGCCTTTCAGACTGGT
GGAAAACTCTACCTCATCCTTGAGTATCTCAGTGGAGGAGAACTATTTAT

BB TTATGGAAGACACTGCCTGCTTTTACTTGGCAGAAATCTCCATGGCTTTGGGGCATTTACATCAAAAGG
GGATCATCTACAGAGACCTGAAGCCGGAGAATATCATGCTTAATCACCAAGGTCATGTGAAACTAACAGAC
TTTGGACTATGCAAAGAATCTATTCATGATGGAACAGTCACACACACATTTTGTGGAACAATAGAATACAT
GGCCCCTGAAATCTTGATGAGAAGTGGCCACAATCGTGCTGTGGATTGGTGGAGTTTGGGAGCATTAATGT
ATGACATGCTGACTGGAGCACCCCCATTCACTGGGGAGAATAGAAAGAAAACAATTGACAAAATCCTCAAA
TGTAAACTCAATTTGCCTCCCTACCTCACACAAGAAGCCAGAGATCTGCTTAAAAAGCTGCTGAAAAGAAA
TGCTGCTTCTCGTCTGGGAGCTGGTCCTGGGGACGCTGGAGAAGTTCAAGTAGGGATTGGCATCTTTGGTG
TTTTGTGGGGAAGATAATGCTAGTTTTATGTATTTCTGAGGGTTATATGTAGT TGCTTATAAGT TTAGCTT
ATTTTGTGACTTGTAACTTCAAAAAGGTGATTAATTTATCAATCCAGCAAAGTCTAGTCCCCTCAACTTTT
CTTCCTGCTTTTTTTTTCCTAGGCTCATCCATTCTTTAGACACATTAACTGGGAAGAACTTCTGGCTCGAR
AGGTGGAGCCCCCCTTTAAACCTCTGTTGCAATCTGAAGAGGATGTAAGTCAGTTTGATTCCAAGTTTACA
CGTCAGACACCTGTCCACACCCCACATEACTCARCTCT CAGTGAAAGTGCCAATCAGGTCTTTCTGGGTTT
TACATATGTGGCTCCATCTGTACTTGAAAGTGTGAAAGAAAAGTTTTCCTTTGAACCAAAAATCCGATCAC
CTCGAAGATTTATTGGCAGCCCACGAACACCTGTCAGCCCAGTCAAATTTTCTCCTGGGGATTTCTGGGGA
AGAGGTGCTTCGGCCAGCACAGCAAATCCTCAGACACCTGTGGAATACCCAATGGAAACAAGTGGCATAGA
GCAGATGGATGTGACAATGAGTGGGGAAGCATCGGCACCACTTCCAATACGACAGCCGAACTCTGGGCCAT
ACAAAAAACAAGCTTTTCCCATGATCTCCAAACGGC FRCACOACOICOCIATCANNOIATGA 3

Figura 9 — Estratégia de Nested PCR para identificacdo do cDNA incomum isolado da biblioteca de cDNA de
células HeLa, obtida da empresa Clontech (Mountain View, Califérnia). A seqiiéncia acima corresponde ao
clone incomum com insercdo de 185 pb, evidenciada pelas letras em azul ciano. O resto da seqiiéncia € idéntica a
seqiiéncia codificadora do mRNA de S6KI1. As regides hachuradas em vermelho e cinza correspondem
respectivamente aos primers ONZ577 (direto) e ONZ531 (reverso), que flanqueiam ambos os cDNAs e permitiriam
a amplificacdo do incomum (1761 pb) e do consensual (1575 pb) na primeira etapa do Nested PCR. As regides
hachuradas em rosa e verde correspondem respectivamente aos primers ONZS579 (direto) e ONZ580 (reverso), que
flanqueiam o centro da seqiiéncia e permitiriam a amplificacdo de fragmentos de 840 pb (com a inser¢do) e de 654
pb (sem a insercao) na etapa final do Nested PCR.

Tentou-se provar a existéncia do mRNA incomum com inser¢do de 185 pb em células HeLa (o
mesmo nao foi feito com células de cérebro fetal humano devido a impossibilidade de acesso a esse
tipo de amostra). A estratégia utilizada para isso foi o Nested PCR com o cDNA sintetizado a partir
do RNA total extraido de células HeLa cultivadas no proprio laboratdrio. O primeiro par de primers,
utilizado na primeira etapa de amplificacdo, flanqueava a seqiiéncia codificadora de S6KI1,

amplificando um fragmento de 1575 pb. O segundo par flanqueava a regido central da seqiiéncia

codificadora, onde foram encontradas as inser¢cdes dos cDNAs incomuns (figura 9). Nao houve
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producdo de amplicons do tamanho esperado no caso da existéncia dos cDNAs incomuns, mas
apenas de amplicons do tamanho esperado do cDNA consensual. As reacdes da segunda etapa foram

preparadas com diferentes volumes de DNA molde provenientes da primeira amplificacdo (figura

10).

6108 pb

5090 pb
4072 pb

3054 pb

A

P HeLa C-

2036 pb
1636 pb

4072 pb
3054 pb

1018 pb
2036 pb 800 pb
1636 pb ggg gg
1018 pb 500 pb
P 400 pb 506/517 pb
506/517 pb 396 pb
P 300 pb 344 pb
298 pb
200 pb 220 pb
100 pb 201 06
p

Figura 10 — Nested PCR para deteccio do cDNA incomum da linhagem HeLa. (A) Primeira etapa; amplificacdo
dos fragmentos inteiros de S6K1 a partir do pool de cDNA de células HeLa cultivadas em laboratério. Apenas um
amplicon foi produzido, ao contrario do que ocorria no PCR com a biblioteca de cDNA de HelLa adquirida da
Clontech (ver figura 6B). (B) Segunda etapa; amplificacdo do fragmento central do cDNA de S6K1 a partir do
produto da primeira etapa. Os volumes (em pL) de DNA molde empregado em cada reacio estdo indicados no topo
da figura. Observe que nenhuma das reagdes de HeLa apresentou bandas diferentes do esperado para o cDNA
normal (N) de S6K1 (~650 pb). A amplificacdo a partir dos clones com os cDNAs incomuns de HeLa (H) e cérebro
fetal humano (C.F.) apresentou as bandas esperadas (~850 pb). Géis de agarose 0,8%. P, padrdo de massa molecular;
C-, controle negativo; C+, controle positivo.

4.2 Expressao em E. coli e Purificacio de Proteinas Heter6logas

4.2.1 Testes de Expressao de GST-S6K1a1-Hisq e GST-S6K102T389EACT

Procurou-se expressar em E. coli as formas ativa (fosforilada) e inativa (ndo fosforilada) das
construcdes de S6KI1, para utilizacdo nos ensaios bioquimicos. Para isso foram adotadas duas
estratégias: (I) simples expressdao da constru¢do de S6K1, para obtengdo da forma inativa, e (II) co-
expressao das construcdes de S6K1 e de PDPKI1. Esperava-se que a construcio de PDPKI
fosforilasse a construcdo de S6K1 nas células bacterianas, gerando a forma ativa da proteina

recombinante. Para tanto, testes de expressao em E. coli foram realizados para triagem de meio de
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cultura, temperatura de inducdo, cepa de E. coli, periodo de expressdo, constru¢des empregadas,
indutores utilizados e suas concentragdes. Todos os testes estdo sumarizados na tabela 10 e alguns
dos seus resultados s@o mostrados em figuras a seguir. As aliquotas de culturas coletadas durante os

testes foram analisadas por SDS-PAGE e western-blotting.

Tabela 13 — Detalhes do testes de expressdo de GST-S6K1a1-Hiss, GST-S6K102T389EACT, GST-PDPKI1 e
GST-CDPDPKI1 realizados.

Meio de Indutor e Intervalos

Teste Fig. Temperatura ~ Clones
g P Cultura Concentracio de Tempo
. IPTG 0,8 E. coli BL21 (DE3) pETG-S6K1al +
7 37C LB mmol.L"! Zh, 4h pGEX-4T1-PDPK1 + pRARE / E. coli
BL21 (DE3) pETG-S6K1al + pRARE / E.
. IPTG 0,8 coli BL21 (DE3) pGEX-4T1-PDPK1 +
L 15°C LB mmol L oh. 18h PRARE
m 7 13°C LB IPTG 0.8 12h
mmol.L E. coli Arctic Express pETG-S6K1al +
pGEX-4T1-PDPK1 + pRARE/ E. coli
s Arctic Express pETG-S6K1al + pRARE
v _ 13°C TB Lactose 19,0 12h rctic Express p al +p
mmol.L
v g . B IPTG 0.8 12h, 18h, E. coli Arctic Express pETG-
13°C mmol L-! 24h S6K1a2T389EACT + pGEX-4T1-
CDPDPKI1 + pRARE / E. coli Arctic
Express pETG-S6K102T389EACT +
PRARE/ E. coli Arctic Express pGEX-
4T1-CDPDPKI + pRARE/ E. coli BL21
) Lactose 10,0 12h, 18h, (DE3) pETG-S6K1a2T389EACT + pGEX-
VI 13°C TB it
mmol.L 24h 4T1-CDPDPKI1 + pRARE

Os testes I a IV, realizados para verificar os niveis de expressao e solubilidade das construgdes
GST-S6K1al-Hisq e GST-PDPK1, demonstraram que ocorre ganho de solubilidade com a queda da
temperatura de inducdo, embora o nivel da expressdo caia. Contudo, o ganho de solubilidade foi
observado apenas para a estratégia de simples expressdo e foi maior quando empregada a cepa
Arctic Express. A estratégia de co-expressdo ndo apresentou proteinas recombinantes soliveis
detectdveis por western-blotting, qualquer que fosse a temperatura de indugdo ajustada (figura 11).
Além disso, no teste IV, a mudanca do meio de cultura de LB para TB e do indutor de IPTG para

lactose ndo possibilitou aumento de rendimento e solubilidade de GST-S6K 1a.1-Hise.
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Figura 11 — Testes de Expressao de GST-S6K1al-Hisg (87,1 kDa) e de Co-expressao dessa construcao com
GST-PDPK1 (89,8 kDa). Em C e D foram analisadas somente as fra¢des soliveis dos extratos protéicos totais, a
ndo ser quando o contrario tiver sido indicado (canaletas “INS.”). (A) Expressdo em E. coli BL21 (DE3) pETG-
S6K1lal + pRARE (teste I). (B) Co-expressdo em E. coli BL21 (DE3) pETG-S6K1al + pGEX-4T1-PDPK1 +
PRARE (teste I). (C) Simples expressdo em E. coli BL21 (DE3) e Arctic Express, ambas com os vetores pETG-
S6K1al e pRARE. No detalhe, bandas de GST-S6K1a1-Hisg identificadas por western blot com anticorpo primario
anti-GST (teste III). (D) Co-expressao em E. coli BL21 (DE3) e Arctic Express, ambas com vetores pETG-S6K 1al,
pGEX-4T1-PDPK1 e pRARE. No detalhe inferior, bandas de GST-S6K1al-Hiss e GST-PDPKI1 identificadas por
western blot com anticorpo primdrio anti-GST (teste III). SDS-PAGE, géis de acrilamida 8%. C.I., controle de
indugdo; INS., fracdo insolivel; P, padrdo de massa molecular; 1, GST-S6K1al-Hisg, 2, GST-PDPKI1.
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Figura 12 — Testes de expressdo V e VI de GST-S6K102T389EACT (71,6 kDa) e GST-CDPDPK1 (62,3 kDa).
(A e B) Expressdo em E. coli Arctic Express pRARE + pETG-S6K102T389EACT. (C e D) Expressdo em E. coli
Arctic Express pRARE + pGEX-4T1-CDPDPKI. (E e F) Expressdo em E. coli Arctic Express pPRARE + pETG-
S6K102T389EACT + pGEX-4T1-CDPDPKI1. (G e H) Expressio em E. coli BL21 (DE3) pRARE + pETG-
S6K102T389EACT + pGEX-4T1-CDPDPKI1. SDS-PAGE, géis de acrilamida 10%. western blots realizados com
anticorpo primdrio anti-GST. P, padrdo de massa molecular; C.I.; controle de indugdo; 1, GST-S6K1a2T389EACT;
2, GST; 3, GST-CDPDPK1; 4, Cpn60.

As construcdes GST-CDPDPK1 e GST-S6K102T389EACT (Keshwani et al., 2008) foram

empregadas nos testes V e VI para tentar promover aumento de rendimento e solubilidade. De fato,
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proteinas recombinantes soldveis foram detectadas por western-blotting, tanto na estratégia de
simples quanto de co-expressdo. Entretanto, o rendimento da expressdo permaneceu baixo nas duas
estratégias. Vale ressaltar que a auséncia de bandas de interesse proeminentes na andlise por SDS-
PAGE contrasta com a presenca marcante das bandas da chaperonina Cpn60 (com 57 — 60 kDa),
heterologamente expressa na cepa E. coli Arctic Express. Mais uma vez, os resultados com

LB/IPTG e TB/lactose foram praticamente iguais (figura 12).

4.2.2 Testes de Purificacao de GST-S6K1a1-Hiss e GST-S6K102T389EACT

A partir das condi¢des estabelecidas nos testes de expressdo, realizaram-se testes de
purificacdo, em escala média (150 mL de cultura) e larga (1,0 e 2,0 L de cultura), para verificar o
rendimento das constru¢cdes de S6K1 ao fim da etapa inicial de purificacio (GAC, do inglés
glutathione-affinity chromatography, isto é, cromatografia de afinidade por glutationa). Os testes

estdo sumarizados na tabela 11 e seus resultados podem ser visualizados nas figuras a seguir.

Tabela 14 — Detalhes do testes de purificagdo de GST-S6K1al-Hiss e GST-S6K102T389EACT realizados.

Meio de

) .~ Mé
Teste Fig. Cultura/ Condu;oei de e?odo (1e Clones
Volume Expressao Purificacao
o 1 E. coli Arctic Express pETG-S6K1al + pGEX-4T1-
1 9 1L1B/1oL I13C/IPTGOS GAC em coluna PDPK1 + pRARE/ E. coli Arctic Express pETG-
mmol.L"! /12 h GSTrap HP S6Klal + pRARE
GAC em banho com
LB /150 13°C/IPTG 0,8 . ;
- mL ol oa  resinaGlutathione g o Arciic Express pETG-S6K1a2T389EACT +
’ Sepharose pRARE/ E. coli Arctic Express pETG-
S6K102T389EACT + pGEX-4T1-CDPDPKI1 +
PRARE/ E. coli BL21 (DE3) pETG-
TB /150 13°C / Lactose GAC em banho com S6K102T389EACT + pGEX-4T1-CDPDPKI +
m 10 mL 10,0 mmol.L™' / resina Glutathione PRARE
12h Sepharose
GAC em coluna
13°C / IPTG 0.8 GSTrap HP (com E. coli Arctic Express pETG-S6K102T389EACT +
v 11 LB/20L i
mmol.L' /12 h tratamento para PRARE
retirar Cpn60)
. GAC em coluna
v - TB/20L 11 030C nﬁ r{;g?‘i’?ﬁ/ GSTrap HP (com E. coli Ar(éic E);prcfsscpETG—%Kl<12T389EACT +
’ i : tratamento para pGEX-4T1-CDPDPKI1 + pRARE
24h retirar Cpn60)

'GACéa sigla em inglés de glutathione-affinity chromatography, isto é, cromatografia de afinidade por glutationa.
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No teste I verificou-se o baixo rendimento da purificagdo da constru¢ao GST-S6KI1-Hise,
expressa sozinha ou com GST-PDPK1, em grandes volumes de cultura. Isso foi constatado a partir
da baixa intensidade das bandas da constru¢do de S6K1 nas andlises eletroforéticas das purificacoes,
para ambas as estratégias (simples e co-expressdo). Entretanto, as bandas oriundas do extrato
derivado da co-expressdo eram mais intensas que as do extrato derivado da simples expressao,
resultado que se repetiu em todos os testes. Observou-se a existéncia de vdrias bandas de
contaminantes de massa inferior as duas bandas de interesse. Provavelmente, tais bandas
correspondem a produtos de degradacdo das proteinas de fusdao e a chaperonina Cpn60 de Oleispira
antarctica, expressa na cepa Arctic Express (figura 13).
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-— -—
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.-g
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Figura 13 — Purificacao inicial de GST-S6K1a1-Hisg por cromatografia de afinidade por glutationa em coluna
GSTrap 4B. (A) SDS-PAGE da purificagdo do extrato obtido de uma cultura de E. coli Arctic Express pRARE +
pETG-S6K1al + pGEX-4T1-PDPKI1. (B) SDS-PAGE da purificacdo do extrato obtido de uma cultura de E. coli
Arctic Express pRARE + pETG-S6K1al. Géis de acrilamida 8§%. P, padrao de massa molecular; 1, GST-S6Kl1al-
Hisg; 2, GST-PDPK1; E.B., extrato protéico bruto; F.T.; flow-through; Tp; tampao de amostra aplicado na canaleta.
Diante do baixo rendimento atingido na purificagdo das construgdes originais, realizaram-se os
testes II e III para verificar o rendimento da purificagdo das construcdes truncadas em média escala.
Nas analises eletroforéticas resultantes, as bandas de GST-S6K102T389EACT e GST-CDPDPK1
possuem intensidades compardveis ou superiores as das bandas das construgdes originais (compare a
figura 14 com a 13). Nesta escala os resultados sdo inconclusivos quanto ao meio de cultura (LB ou
TB) que permite o maior rendimento. Mas, € notdrio que os extratos derivados de culturas em meio
TB possuem menos contaminantes (provavelmente produtos de degradacdo) que os extratos
derivados de LB (figura 14). Note também que os extratos derivados da estratégia de simples
expressdo apresentam duas bandas na regido de interesse, quando apenas uma era esperada, de

acordo com os resultados dos western blots dos testes de expressdo correspondentes (compare a

figura 12B com 14A e 14B). Da mesma forma, trés bandas sdo observadas na regido de interesse a
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partir dos extratos derivados da co-expressao (figura 12D), quando eram esperadas apenas duas
(figuras 12E e 12F). A banda extra observada, de aproximadamente 60 kDa, corresponde a
chaperonina Cpn60, que co-purifica com as constru¢des heterologamente expressas, como ja havia

sido observado no teste 1.

P E.B.F.T.Tp 12 22 32 Res INS. P E.B.F.T.Tp 12 22 32 Res INS.

P _E.B. Tp F.T. Tp 12 22 32 Res

E

— P— —t
80 kDaAJ 4
70 kDa , — -1
60kDa —_—— N - 3
50 kDa| — ——a
40 kDa »
30 kDa
25 kDa .
20kDa
15kDa_ . —

Figura 14 — Testes de purificacido de GST-S6K102T389EACT em banho com resina Glutathione Sepharose.
As culturas de A, C e E foram induzidas com IPTG 0,8 mmol.L™' em meio LB (teste II), enquanto as de B e D foram
induzidas com lactose 10 mmol.L" em meio TB (teste III), ambas a 13°C por 24 h. (A e B) Purifica¢des de extratos
derivados de culturas de E. coli Arctic Express pRARE + pETG-S6K102T389EACT. (C e D) Purificagdes de
extratos derivados de culturas de E. coli Arctic Express pRARE + pETG-S6K102T389EACT + pGEX-4T1-
CDPDPKI1. (E) Purificacdo de extratos derivados de culturas de E. coli BL21 (DE3) pRARE + pETG-
S6K102T389EACT + pGEX-4T1-CDPDPKI1. SDS-PAGE, géis de acrilamida 10%. P, padrdao de massa molecular;
E.B., extrato protéico bruto; Tp, tampdo de amostra aplicado; F.T., flow-through; Res, resina usada na purificagdo;
INS., fragdo insolivel do teste de indugdo correspondente (vide figura 12A e 12E); 1, GST-S6K102T389EACT; 2,
Cpn60; 3, GST-CDPDPKI1.
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Além da contaminacdo por produtos de degradacdo, a co-purificagdo da chaperonina Cpn60 de

O. antarctica, expressa em clones derivados de E. coli Arctic Express, era um problema que

precisava ser remediado. Para isso, foi criado um protocolo de purificagdo modificado a partir do

trabalho de Joseph & Andreotti (2008), aplicado nos testes V e VI. O novo protocolo possuia

tampdes de extrato e equilibrio modificados para promover a dissociacdo entre a chaperonina e as

proteinas recombinantes. Como resultado, a banda da chaperonina ndo foi mais encontrada na

andlise eletroforética da purificacdo do extrato derivado de simples expressdo (figura 15) — compare

com os perfis eletroforéticos da figura 14. Para evidenciar essa diferenga, foi realizada uma SDS-

PAGE com fracdes de flow-through e elui¢do das purificagdes de GST-S6K1a2T389EACT, com e

sem tratamento para retirada de Cpn60, lado a lado. Esse resultado atesta que ndo hd a banda de

Cpn60 na purificacdo com tampdes de extrato e equilibrio modificados. Essa purificagdo foi

realizada a partir de culturas crescidas em meio LB e TB, mas o rendimento obtido a partir de

culturas crescidas em TB € pouco superior ao obtido de culturas em LB.
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Figura 15 — Purificacao inicial de GST-S6K1a2T389EACT por cromatografia de afinidade por glutationa em
coluna GSTrap 4B, com tratamento para retirada da chaperonina Cpné60. (A) SDS-PAGE da purificagdo do
extrato obtido de uma cultura de E. coli Arctic Express pRARE + pETG-S6K102T389EACT (teste IV). (B) SDS-
PAGE das fracdes eluidas sem tratamento para retirada da chaperonina Cpn60 (S.T.) e com tratamento (C.T.). (C)
SDS-PAGE da purificacdo do extrato obtido de uma cultura de E. coli Arctic Express pRARE + pETG-
S6K102T389EACT + pGEX-4T1-CDPDPKI (teste V). Géis de acrilamida 10%. P, padrdo de massa molecular;
F.T.; flow-through; Tp; tampao de amostra aplicado na canaleta; 1, GST-S6K102T389EACT; 2, Cpn60; 3, GST-

CDPDPKI.

4.2.3
GST-CTRPS6

Testes de Expressao de His¢-Proteina D-CTRPS6, Hisg-Proteina D-CysCTRPS6 e

Com vistas ao emprego como substrato de S6K102T389EACT em ensaios bioquimicos, as

construgdes de CTRPS6 e CysCTRPS6 foram expressas em E. coli. As condi¢des Otimas de

expressao foram estabelecidas ao longo de uma série de testes, sumarizados na tabela 12. Como nos
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testes de expressdo das construcdes de S6K1, foram avaliados o meio de cultura, a temperatura de
inducdo, a cepa de E. coli, o periodo de expressdo, as construgdes empregadas, os indutores
utilizados e suas concentragdes. As aliquotas de culturas coletadas durante os testes foram

analisadas por SDS-PAGE e western-blotting.

Tabela 15 — Detalhes dos testes de expressdo de Hisg-Proteina D-CTRPS6, Hisg-Proteina D-CysCTRPS6 e
GST-CTRPS6.

Teste Fig. Temperatura Meio de Indutor e Intervalos Clones
& P Cultura Concentracao de Tempo

E. coli BL21 (DE3) pBUF5-CTRPS6
I - 37°C LB IPTG 0,8 mmol.L"! 2h, 4h + pRARE / E. coli BL21 (DE3)
pBUF5-CysCTRPS6 + pRARE

E. coli BL21 (DE3) AslyD pBUF5-
CTRPS6 + pRARE/ E. coli BL21

R -1

I 12 37°C LB IPTG 0,8 mmol.L 2h, 4h (DE3) AslyD pBUF5-CysCTRPS6 +
pRARE
m 13 37°C LB IPTG 0,8 mmol.L"! 2h, 4h
E. coli BL21 (DE3) AslyD pETG-
Lactose 10,0 4h, 8h, 12h CTRPS6 + pRARE

R actose , N s 5

v 13 30°C B mmol.L! 24h

No teste I a andlise por SDS-PAGE revelou bandas de Hisg-Proteina D-CTRPS6 e Hise-
Proteina D-CysCTRPS6 nas fragdes soluvel e insoluvel, no tempo de 4 h de indu¢do. Contudo, no
teste de purificacao subseqiiente (teste I, subtépico 4.2.4), realizado com os mesmos clones, ocorreu
a co-purifica¢do de uma proteina endégena, provavelmente a peptidil prolil cis-trans isomerase SlyD
(20,8 kDa). Para eliminar essa contaminacdo, estabeleceram-se clones derivados da cepa E. coli
BL21 (DE3) AslyD (na qual o gene da SlyD € deletado), que foram destinados ao teste de expressao
I1, nas mesmas condi¢des do teste I. Mais uma vez, as bandas referentes a Hisg-Proteina D-CTRPS6
e Hise-Proteina D-CysCTRPS6 foram visualizadas nas fragdes soldvel e insoldvel, na andlise por
SDS-PAGE. Como ambos os testes produziram resultados semelhantes, somente a figura do teste 11

estd representada abaixo.
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Figura 16 — Testes de expressdo II de Hiss-Proteina D-CTRPS6 (21,9 kDa) e His¢-Proteina D-CysCTRPS6
(22,0 kDa). (A) Expressdo em E. coli BL21 (DE3) AslyD pBUF5-CTRPS6 + pRARE. (B) Expressdo em E. coli
BL21 (DE3) AslyD pBUF5-CysCTRPS6 + pRARE. SDS-PAGE, géis de acrilamida 15%. C+, controle positivo;
C.I, controle de indugdo; P, padrdo de massa molecular; 1, Hisg-Proteina D-PACT_M3 (21,7 kDa); 2, His¢-Proteina
D-CTRPS6; 3, Hisg-Proteina D-CysCTRPS6.

Para minimizar a degradacdo e aumentar o nivel da expressdo da proteina de fusdo soldvel, a
constru¢do GST-CTRPS6 foi testada em culturas em meio LB e TB (testes III e IV,
respectivamente). Em ambos os testes verificou-se a expressao da proteina de fusdo sem necessidade

de western blot, contudo, ndo foi possivel identificar com qual meio de cultura o rendimento era

maior, como pode ser visualizado abaixo.
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Figura 17 — Testes de expressao de GST-CTRPS6 (34,7 kDa). (A) SDS-PAGE das fragdes soliveis e insoliveis
do extrato protéico obtido do clone E. coli BL21 (DE3) AslyD pRARE + pETG-CTRPS6, induzido em meio LB
(teste III). (B) SDS-PAGE das fragoes soliveis e insoliveis do extrato protéico obtido do clone E. coli BL21 (DE3)
AslyD pRARE + pETG-CTRPS6, induzido em meio TB (teste IV). Géis de acrilamida 12%. P, padrdo de massa
molecular; C+, controle positivo; C.I., controle de indugdo; 1, GST-CTRPS6; 2, Hisg-Proteina D-PACT_M3 (21,7
kDa); 3, GST.

81



4.24 Testes de Purificacdo de Hisg-Proteina D-CTRPS6, His¢-Proteina D-CysCTRPS6 e
GST-CTRPS6

A partir das condicdes estabelecidas nos testes de expressdo, diversos testes de purificacdo
foram realizados, em escala média (250 mL de cultura) e larga (1,0 L de cultura), para verificar o
rendimento das constru¢cdes de CTRPS6 ao fim da etapa inicial de purificacdo (cromatografia de
afinidade por cdtion Ni** imobilizado). Os testes realizados estdo sumarizados na tabela 13 e seus

resultados podem ser visualizados nas figuras a seguir.

Tabela 16 — Detalhes do testes de purificacdo de Hisg-Proteina D-CTRPS6, His¢-Proteina D-CysCTRPS6 e
GST-CTRPS6.

Meio de Método de
Teste Fig. Cultura/ Condicoes de Expressao . ~ Clones
Purificacao
Volume
I 14 LB /250 . q IMAC" em resina E. coli BL21 (DE3) pBUF5-
mL 37°C/IPTG 0,8 mmol.L”" /4 h NiNTA Superﬂow CTRPS6 + pRARE
IMAC em resina
o -1
E. coli BL21 (DE3) AslyD
BUF5-CTRPS6 + pPRARE
20°C/IPTG 0,8 mmol.L™ / 16 IMAC em coluna P P
I 15 TB/10L .
h HisTrap HP
GAC em banho com
v 16 LB/10L 37°C/IPTG 0,8 mmol.L' /4 h resina Glutathione
Sepharose
. 1 GAC em banho com
A\ - TB/10L 30°C/Lactose 10,0 mmol.L™/ resina Glutathione
24h Sepharose E. coli BL21 (DE3) AslyD pETG-
CTRPS6 + pRARE
GAC em coluna GSTraj
VI 16 LB/1OL  37°C/IPTG 0,8 mmolL" /4 h P P
o -1
VI - L1B/1oL 20°C/IPTGO8mmolL"/16 GACem coluna GSTrap
h HP
Renaturacio da fragdo
vim 7 TB/10L 37°C /1PTG 0,8 mmol.L"! / 24 1nsolﬁv§l e IMAC com E. coli BL21 (DE3) AslyD
h resina NiNTA pBUF5-CTRPS6 + pRARE
Superflow

IMAC ¢ a sigla em inglés de immobilized metal ion affinity chromatography, isto é, cromatografia de afinidade por fon metdlico

imobilizado.

Em razio da producdo de Hise-Proteina D-CTRPS6 e Hise-Proteina D-CysCTRPS6 na fracdo
solivel, nos testes de expressdo, um teste de purificacio em média escala foi realizado (teste I). As

proteinas de fusdo eluidas foram analisadas em SDS-PAGE, que revelou quantidades pequenas da
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proteina recombinante e grande contaminacdo com bandas de menor massa. Entretanto, uma das
bandas contaminantes era de massa molecular alta, aproximadamente 21 kDa (figura 18A).
Provavelmente era a peptidil prolil cis-trans isomerase SlyD de E. coli, que € rica em residuos
vizinhos de histidina e co-purifica em ensaios com resina de Ni** imobilizado. Para confirmar a
identidade da banda contaminante de 21 kDa e estabelecer um método para elimina-la, optou-se por
expressar Hisg-Proteina D-CTRPS6 numa cepa derivada de E. coli BL21 (DE3) AslyD, isto €, uma
cepa na qual o gene da SlyD € deletado (teste II). A andlise eletroforética dessa purificagdao pode ser
vista abaixo (figura 18B).

A banda da SlyD ndo é mais encontrada no perfil da figura 18B, contudo, as bandas dos
contaminantes de menor massa molecular persistem. Para verificar se essas bandas sdo mesmo
produtos de degradacio da proteina de fusdo Hise-Proteina D-CTRPS6, realizaram-se dois western
blots sobre o referido perfil, um com o anticorpo primdrio anti-RPS6 obtido da Bethyl
(Montgomery, Texas) e outro com o anti-Hiss obtido da GE Healthcare Life Sciences (Little
Chalfont, Buckinghamshire) (figuras 18C e 18D). O anticorpo anti-RPS6 reconhece um epitopo
localizado entre os residuos Lysyoo € Lysaag de RPS6, equivalente a regido compreendida entre os
residuos Lys;¢ € Lysgs de CTRPS6. Os western blots revelaram que as bandas da constru¢do Hise-
Proteina D-CTRPS6 (21,9 kDa) reagiram com anti-RPS6 e anti-Hisg, enquanto todas as demais
bandas de massa menor reagiram somente com o anticorpo anti-Hisg; logo, realmente sdo produtos

de degradacdo.
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Figura 18 — Testes de purificacio de Hisg-Proteina D-CTRPS6 com resina NiNTA Superflow em banho. O
ndmero da fracdo eluida e as concentracdes de imidazol utilizadas na eluicdo estdo indicados no topo da figura. (A)
SDS-PAGE da purificacdo do extrato obtido de uma cultura de E. coli BL21 (DE3) pBUF5-CTRPS6 + pRARE.
Observe a banda de SlyD (20,8 kDa) (teste I) (B) SDS-PAGE da purificacio do extrato obtido de uma cultura de E.
coli BL21 (DE3) AslyD pBUF5-CTRPS6 + pRARE. A banda de SlyD ndo é mais encontrada (teste II). (C) western
blot correspondente ao SDS-PAGE B, realizado com anticorpo primdrio anti-RPS6. (D) western blot correspondente
ao SDS-PAGE B, realizado com anticorpo primdrio anti-Hiss. Géis de acrilamida 15%. P, padrdo de massa
molecular; E.B., extrato bruto; F.T., flow-through.
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Figura 19 — Purificacio inicial de Hisg-Proteina D-CTRPS6 por cromatografia de afinidade por Ni** em
coluna HisTrap HP. Os nimeros das fragdes eluidas na cromatografia em coluna estdo indicados no topo das
figuras. As trés primeiras canaletas do gel s@o para comparacao e correspondem a fra¢des eluidas nas concentragdes
de imidazol indicadas, na purificacdo em banho (figura 20). (A) SDS-PAGE da purificacdo do extrato protéico
solivel da cultura de E. coli BL21 (DE3) AslyD pRARE + pBUF5-CTRPS6 (teste III). (B) Western blot
correspondente ao SDS-PAGE A, realizado com anticorpo primdrio anti-RPS6. (C) Coloracao por Ponceau do
western blot B. (D) Western blot correspondente ao SDS-PAGE A, realizado com anticorpo primario anti-Hisg. (E)
Coloragdo por Ponceau do western blot D. Gel de acrilamida 15%. P, padrdo de massa molecular; 1, Hisg-Proteina
D-CTRPS6; 2, contaminantes.

No teste III, verificou-se a purificacdo de Hisg-Proteina D-CTRPS6 a partir de culturas de
grande volume, em meio TB e baixa temperatura. O perfil eletroforético da purificagao apresentou
bandas bastante intensas nas canaletas correspondentes as fracdes 23 a 28, na altura de 20 — 25 kDa,

eluidas na faixa de 120 — 190 mmol.L"' do gradiente linear de imidazol (0 a 500 mmol.L"' em 20

volumes de coluna). Se comparadas as fracdes eluidas em 100 e 500 mmol.L" de imidazol na
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purificacdo em banho, as bandas proeminentes das fracdes 23 a 28 possuem massa igual a da
construcdo Hise-Proteina D-CTRPS6 ou a massa de um contaminante de massa pouco menor. Para
determinar qual dessas duas possibilidades é a verdadeira, realizaram-se dois western blots sobre o
referido perfil, um com anticorpo primario anti-RPS6 e outro com o anti-Hise, 2 semelhanca do que
foi feito anteriormente. O western blot com anti-RPS6 mostra claramente que a banda intensa das
fracdes 23 a 28 ndo reage com o anticorpo primdrio, o que € confirmado pela coloragdo inespecifica
de Ponceau. Contudo, no western blot com anti-Hise a banda intensa reage com o anticorpo primério
e a coloracdo inespecifica de Ponceau revela a banda que reagiu com o anti-RPS6 no primeiro
western blot (figura 19). Portanto, as bandas intensas sdo produtos de degradacdo de massa
semelhante a de Hisg-Proteina D-CTRPS6.

Numa tentativa de aumentar o rendimento e diminuir a degradagdo, tentou-se expressar e
purificar a constru¢do GST-CTRPS6 em meio LB (teste IV) e TB (teste V), em média escala. A
andlise dessas purificacdes em SDS-PAGE revelou que a expressdao de GST-CTRPS6 em ambos os
meios € praticamente igual (portanto, apenas o resultado do teste IV é mostrado na figura 20), mas é
significativamente superior ao nivel de expressdo atingido pela construcao Hiseg-Proteina D-CTRPS6
(compare as figuras 20, 18 e 19). Contudo, a intensidade das bandas contaminantes de baixa massa
molecular também aumentou. Para avaliar o comportamento da nova constru¢do numa inducdo em
grande volume de cultura, realizaram-se duas purificacdes em coluna GSTrap 4B em diferentes
temperaturas e tempos de indugdo (testes VI e VII). As andlises eletroforéticas das fracdes eluidas
revelam um rendimento superior ao atingido nas purificacdes da constru¢do Hise-Proteina D-
CTRPS6, com uma diminui¢do acentuada no nimero de bandas contaminantes, embora ndo haja
diferenca significativa entre as duas condi¢des de indugdo testadas (portanto, apenas os resultados

da inducdo a 37°C e 4 h sdo mostrados na figura 20).
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Figura 20 — Purificacio inicial de GST-CTRPS6 por cromatografia de afinidade por glutationa. (A) SDS-
PAGE da purificagdo a partir do extrato protéico obtido do clone E. coli BL21 (DE3) AslyD pRARE + pETG-
CTRPS6, induzido em meio LB (purificagdo com resina em banho, teste 1V). (B) SDS-PAGE da purificacdo do
extrato protéico obtido do mesmo clone anterior, induzido em meio LB (purificacdo com resina em coluna, teste
VI). Géis de acrilamida 12%. P, padrao de massa molecular; E.B., extrato protéico bruto; Tp, tampdo de amostra
aplicado; F.T., flow-through; Res, amostra da resina usada na purificacio; 1, GST-CTRPS6.

Embora os testes de expressao e purificacao com a constru¢do GST-CTRPS6 tenham revelado
um ganho de rendimento em relagdo a Hise-Proteina D-CTRPS6, ambas as estratégias ofereciam um
nivel de expressdo aquém do desejado. Como apenas a frac@o soldvel dos extratos protéicos havia
sido averiguada até entdo, decidiu-se testar a fracdo insoltivel proveniente da expressao de Hise-
Proteina D-CTRPS6, num processo de purificacdo que envolvia a renaturacdo das proteinas de
fusdo. Uma vez que a GST apresenta baixo rendimento em renaturacio, a construcao GST-CTRPS6
foi preterida para esse experimento, apesar da fracdo insoldvel dessa construcdo ser mais
enriquecida que a fragdo insolivel de Hise-Proteina D-CTRPS6 (compare a figura 17 com a 16). Na
primeira experiéncia, realizada conforme descrito no subtdpico 3.12.3, os clones de Hise-Proteina D
e Hise-Proteina D-CTRPS6 foram testados e comparados quanto a eficiéncia da renaturacdo. Além
disso, o extrato protéico proveniente da fracdo insolivel de cada cultura foi dividido em duas partes
iguais, aplicadas em duas estratégias de renaturacdo diferentes, o procedimento direto e o gradual.
No primeiro procedimento a solu¢do com a proteina desnaturada em uréia 8,0 mol.L™! ¢ dialisada
diretamente contra um tampao fisioldgico sem uréia (tampao C). No segundo a proteina € dialisada
em etapas, contra tampdes com concentra¢do decrescente de uréia, até que o tampao fisioldgico sem
uréia seja atingido. Durante a renaturagdo, tanto no gradual quanto no direto, ocorre precipitacdo de
parte da proteina que foi extraida dos corpos de inclusdo. Por isso, a solugdo resultante do processo
de dialise € centrifugada para retirada do precipitado de cor branca. Na andlise por SDS-PAGE

correspondente a renaturacdo (figura 21) € analisada tanto a solug¢dao ndo centrifugada (susp), com

proteinas precipitadas em suspensdo, quanto o sobrenadante com proteinas re-enoveladas (sbndt). O

87



mesmo procedimento de purificagdo foi adotado para Hisg-Proteina D-CysCTRPS6 e os resultados

obtidos (ndo mostrados) foram idénticos.

Direto Gradual Direto Gradual
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Figura 21 — Extracdo de Hiss-Proteina D e Hisg-Proteina D-CTRPS6 a partir de corpos de inclusido e
purificacio em banho com resina NiNTA Superflow, seguida de renaturacio direto ou gradual. (A) SDS-PAGE
de fragdes da extracdo de Hisg-Proteina D, purificacdo em banho e renaturacdo. (B) SDS-PAGE de fragdes da
extracdo de Hisg-Proteina D-CTRPS6, purificacdo em banho e renaturacdo. Géis de acrilamida 15%. P, padrao de
massa molecular; SN1, sobrenadante 1 (frag@o soliivel); SN2, sobrenadante 2 (lavagem dos corpos de inclusdo);
SN3, sobrenadante 3 (fragdo insoldvel); F.T., flow-through; Res, amostra da resina usada na purifica¢do; Susp,
suspensdo; Sbndt, sobrenadante; 1, His¢-Proteina D; 2, Hisg-Proteina D-CTRPS6; 3, contaminantes.

4.2.5 Obtencao e Caracterizacao de CTRPS6 e CysCTRPS6

Uma vez definidas as condi¢des Otimas para extracdo a partir de corpos de inclusdo e
renaturacdo de CTRPS6, estabeleceram-se as condigdes Otimas de clivagem da proteina de fusdo
Hisg-Proteina D-CTRPS6 com a protease TEV (28,6 kDa), para liberar CTRPS6 e Hisg-Proteina D,
conforme descrito no subtépico 3.15 (figura 22). A TEV é produzida no préprio CeBiME e ¢
expressa com polihistidina. Os testes de clivagem foram feitos diretamente com o produto da
renaturagdo, para que numa etapa posterior de purificacdo fosse separado ndo apenas o produto de

clivagem Hise-Proteina D, mas também todas as demais impurezas oriundas da prépria renaturagao.
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Figura 22 — Testes de clivagem do produto da renaturacao de Hisg-Proteina D-CTRPS6 com a protease TEV.
As temperaturas e a duracio dos ensaios estio indicadas no topo das figuras dos géis. (A) Clivagem de JNK1 com o
N-terminal truncado (Hisg-JNK1ANT; 43,7 kDa) com TEV, o controle positivo. (B) Clivagem de 5 pL. do produto
de renaturacdo com TEV. (C) Clivagem de 10 pL do produto de renaturacdo com TEV. (D) western blot referente a
SDS-Tricine-PAGE B com o anticorpo primdrio anti-RPS6. (E) western blot referente a SDS-Tricine-PAGE B com o
anticorpo primdrio anti-Hiss. O controle positivo foi analisado em SDS-PAGE com gel de acrilamida 12% e os
demais ensaios em SDS-Tricina-PAGE com gel 16% T e uréia 6,0 mol.L™. P, padrdo de massa molecular; R,
produto de renaturagdo ndo tratado com TEV; J, His¢-JINKI1ANT ndo clivada; Tp, tampdo de amostra aplicado; T,
amostra da protease TEV aplicada. A identidade e as massas das bandas indicadas por ndimeros foram citadas no
texto. As bandas de maior massa do padrdo e das amostras tiveram migracdo andmala em decorréncia da alta
concentracdo de acrilamida e bis-acrilamida utilizadas no preparo dos géis de SDS-Tricine-PAGE.

As andlises por SDS-Tricine-PAGE das figuras 22B e 22C efetivaram uma excelente resolucao
da mistura reacional do ensaio com TEV, a ponto de separar todas as bandas coradas com
Coomassie Blue R-250 e permitir a identificacdo das bandas de interesse, gragas a compara¢do com

os western blots das figuras 20D e 20E. As bandas 1 e 2 sdo reconhecidas pelo anticorpo anti-Hise,

mas apenas a banda 1 € reconhecida pelo anticorpo anti-RPS6. Portanto, a banda 1 corresponde a
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constru¢do Hise-Proteina D-CTRPS6 (21,9 kDa) e a TEV (28,6 kDa), pois ambas coincidem em
massa (compare a banda mais alta da TEV com as do teste na figura 22C). Além disso, a banda 1
diminui de intensidade com o aumento do tempo e temperatura do ensaio, indicando que estd sendo
consumido, como de fato ocorre com a construcdo de CTRPS6 e com a prépria TEV, que sofre
autdlise. A banda 2, por sua vez, corresponde ao produto maior da autdlise da TEV (26 kDa), pois €
reconhecido pelo anti-Hisg € ndo o € pelo anti-RPS6, além de coincidir com a banda mais baixa da
TEV (figura 22C). As bandas 3, 4 e 5 sdo reconhecidas pelo anti-Hisg, mas ndo o sdo pelo anti-
RPS6. As bandas 3 e 4 também estdo presentes no produto de renaturacdo nao clivado, portanto, sao
contaminantes, provavelmente produtos de degradacdo (ou tradugdo interrompida) da construcdo
Hisg-Proteina D-CTRPS6 (com massas aparentes entre 20 e 25 kDa). A banda 4 enquadra-se nesse
perfil em especial, pois sua intensidade diminui com o tempo e temperatura do ensaio, logo, esta
sendo consumido. A banda S praticamente ndo esta presente no produto de renaturacio ndo clivado
e aumenta de intensidade com o aumento do tempo e temperatura do ensaio, indicando que esta
sendo produzido; trata-se da His¢-Proteina D originada na clivagem (14,0 kDa). A banda 6 ndo ¢é
reconhecida pelo anti-Hisg, mas o € pelo anti-RPS6, o que € suficiente para afirmar que se trata do
peptideo CTRPS6 (7,9 kDa). Além disso, a banda 6 praticamente ndo estd presente no produto de
renaturagdo nao clivado e aumenta de intensidade com o aumento do tempo e temperatura do ensaio,
pois nesse sentido aumenta o rendimento de sua produg@o. Por fim, a banda 7 ndo é reconhecida por
nenhum dos anticorpos, ndo estd presente no produto de renaturacdo ndo clivado e aumenta de
intensidade tal qual o conjunto 6. Provavelmente, é o peptideo CTRPS6 degradado (6,3 kDa),
possivelmente originado da clivagem da proteina da banda 4.

Ap6s a realizac@o dos testes de clivagem com TEV, escolheram-se a temperatura de 4°C e o
tempo de 16 h como condi¢Oes Otimas de reacdo. Embora a temperatura de 30°C permita um maior
rendimento da reacdo, em temperaturas mais baixas a precipitacdo de substrato € menor. Portanto,
uma aliquota de 7,0 mL do produto de renaturacdo foi tratada com protease TEV de acordo com o
protocolo supracitado e posteriormente submetida a troca catidnica em coluna HiTrap SP HP,
conforme descrito no subtdpico 3.12.4, para promover a melhor separacdo possivel de CTRPS6 dos
contaminantes mostrados na figura 20. De fato, CTRPS6 foi eluida na faixa de 0,75 a 0,85 mol.L!
do gradiente de NaCl, juntamente com apenas outro peptideo. Todos os demais contaminantes foram

eluidos em concentragdes inferiores de NaCl (figura 23). O mesmo protocolo de clivagem e
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purificacdo foi adotado para Hise-Proteina D-CysCTRPS6 e os resultados obtidos (ndo mostrados)
foram idénticos.

As figuras 23C e 23E ndo deixam ddvidas quanto a massa aparente de CTRPS6 na anélise por
SDS-Tricine-PAGE, 15 kDa, quando o previsto era apenas 8,0 kDa (1). Outro aspecto interessante é
o peptideo que co-purifica com CTRPS6 e ndo € reconhecido pelos dois anticorpos primadrios, anti-
Hise e anti-RPS6. A julgar por esse comportamento e pela sua massa aparente, na faixa de 10 — 15
kDa, esse peptideo possivelmente corresponde a banda 7 da figura 22 (na figura 23 ele estd indicado
pelo niimero 2). Assim como na figura 22, acima também podem ser observados o outro produto de
clivagem liberado pela TEV, Hise-Proteina D (3), e uma quarta banda que pode ser a prépria

protease TEV ou Hisg-Proteina D-CTRPS6 ndo clivado.
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Figura 23 — Purificacio de CTRPS6 por cromatografia de troca cationica em coluna HiTrap SP HP. As
fracdes analisadas estdo indicadas por nimeros no topo das figuras. (A) Cromatograma ampliado da purifica¢do. O
detalhe traz o cromatograma original, em que se observa apenas o pico da fracdo catidnica (flow-through). (B) SDS-
Tricine-PAGE de fragdes de picos do cromatograma A. Note as duas bandas eluidas na fracdo 59. (C) western blot
correspondente ao gel C, realizado com anticorpo primdrio anti-RPS6. (D) western blot correspondente ao gel C,
realizado com anticorpo primario anti-Hisg. Géis com 16%T e uréia 6,0 mol.L". P, padrdo de massa molecular; R,
produto da renaturacdo; Tp, tampdo de amostra aplicado. A identidade das bandas 1 a 4 estd descrita no texto.
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Diante da possivel distorcdo de massa molecular observada na SDS-Tricine-PAGE,
experimentos de MS foram realizados para determinar a massa real dos peptideos CTRPS6 e
CysCTRPS6, assim como a massa do contaminante persistente de 10 — 15 kDa, e concluir quanto a
origem desse contaminante, isto €, se ele ¢ mesmo um produto de degradacdo ou ndo. Os espectros
resultantes, gerados pelo programa Masslynx 4.1 Software Package (obtido da Waters Corporation —
Milford, Massachusetts) podem ser vistos na figura 24. O espectro de CysCTRPS6 é mais ruidoso
que o de CTRPS6, logo, as populagdes de fons obtidas de CysCTRPS6 geraram picos menos
intensos que as populagdes obtidas de CTRPS6, ou seja, a quantidade de CysCTRPS6 analisada ¢
menor em relagdo a quantidade de CTRPS6. Como os volumes das amostras processadas desde o
inicio do experimento eram rigorosamente iguais e provenientes de fontes equivalentes, conclui-se
que o rendimento de producdo de CysCTRPS6 € inferior ao de CTRPS6. De fato, a concentracdo da
fracdo do pico mais intenso do cromatograma de CTRPS6 foi de 127,8 ug.mL'l, enquanto a
concentracio da amostra correspondente de CysCTRPS6 foi de 59,0 pg.mL™, conforme obtido pelo
método do 4cido bicinconinico de quantificacdo de proteinas soldveis totais. Outra observacdo
interessante foi a de que os dois espectros apresentaram duas populacdes de ions cada um,
assinaladas por estrelas verdes (ions de maior intensidade) e vermelhas (de menor intensidade). Ou
seja, tais espectros recapitularam a figura 23, onde duas bandas sdo observadas no perfil

eletroforético de CTRPS6 (idéntico ao de CysCTRPS6), uma mais intensa que a outra.
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Figura 24 — Espectros de massa obtidos por ESI/MS para CTRPS6 e CysCTRPS6 purificados por
cromatografia de troca cationica e dessalinizados. Observe as duas populagdes de fons em ambos os espectros, a
de maior intensidade (estrelas verdes) e a de menor intensidade (estrelas vermelhas). (A) Espectro ndo deconvoluido
de CTRPS6. (B) Espectro ndo deconvoluido de CysCTRPS6, mais ruidoso em relacdo ao espectro de CTRPS6.

Os espectros anteriores mostram a relacdo massa/carga (m/z) dos fons multicarregados de
CTRPS6 e CysCTRPS6. Para se obter a massa exata desses fons, foi necessdrio utilizar o algoritmo
MaxEnt I (obtido da Waters Corporation — Milford, Massachusetts) para realizar a deconvolugdo de
cargas, isto €, o calculo do numero de cargas dos fons e de suas massas exatas, para geragao do
espectro de massa (e ndo de m/z). O espectro resultante, dito “deconvoluido”, pode ser observado na
figura 25. Ele apresenta duas massas moleculares médias por amostra; a maior massa média foi de
7910,00 Da para CTRPS6 e 8013,00 Da para CysCTRPS6. Essas massas aproximam-se
satisfatoriamente das predigoes de 7894,20 Da para CTRPS6 e 7997,34 Da para CysCTRPS6

realizadas pelo algoritmo ProtParam (http://ca.expasy.org/tools/protparam.html). Mais importante
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ainda, a diferencga entre as massas moleculares médias de CTRPS6 e CysCTRPS6 € de 103,00 Da,
que coincide precisamente com a massa monoisotdpica do residuo de Cisteina (103,00919 Da), o
unico aminodcido diferente entre esses dois peptideos. Por sua vez, a menor massa molecular média
do espectro deconvoluido apresentou 6346,00 Da para CTRPS6 e 6449,00 Da para CysCTRPS6. A
diferenga entre as massas dos fons menores obtidos por ESI/MS, mais uma vez, coincide
precisamente com a massa monoisotdpica do residuo de Cisteina (ver setas azuis na figura 25).
Outro aspecto interessante dos espectros deconvoluidos € a diferenca de massa entre os
peptideos maiores e menores de ambas as amostras, que € constante e igual a 1564,00 Da (ver setas
verdes na figura 25). Tal diferenca corresponde exatamente a seqiiéncia SSLRASTSKSESSQK, cuja
massa monoisotdpica € 1563,79 Da, calculada a partir dos valores de massas monoisotdpicas dos
residuos de aminodcidos disponiveis no site da The Association of Biomolecular Resource Facilities
(http://www.abrf.org/ResearchGroups/MassSpectrometry/EPosters/ms97quiz/residueMasses.html).
Essa seqiiéncia, presente tanto em CTRPS6 quanto em CysCTRPS6, corresponde aos 15 dltimos
residuos do carboxiterminal de RPS6 e possui os dois sitios de fosforilagdo por S6K1 em RPS6
(Seryzs e Serass), que equivalem aos dois residuos iniciais de Serina. Além disso, a referida
seqiiéncia € parte do epitopo reconhecido pelo anticorpo anti-RPS6 utilizado nos western-blots, o
que explica a auséncia de sinal da banda contaminante (esse anticorpo nao consegue reconhecer o

epitopo incompleto).
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Figura 25 — Espectros de massa deconvoluidos obtidos por ESI/MS para CTRPS6 e CysCTRPS6, purificados
por cromatografia de troca cationica e dessalinizados. Observe as duas massas moleculares médias de cada
espectro, correspondentes as duas populacdes identificadas em cada espectro da figura 24. As setas azuis indicam a
diferenca entre as massas médias correspondentes de ambos os espectros, equivalente 2 massa monoisotdpica de um
residuo de Cisteina. As setas verdes indicam a diferenca entre as massas moleculares médias mais e menos intensas
de cada espectro, equivalente & massa monoisotdpica da seqiiéncia SSLRASTSKSESSQK, presente em ambos os
peptideos. (A) Espectro deconvoluido de CTRPS6. (B) Espectro deconvoluido de CysCTRPS6.

As fracOes dos peptideos CTRPS6 e CysCTRPS6 (que ndo apresentavam o contaminante de

menor massa em quantidades expressivas) foram reunidas num Unico pool, submetido a troca de
tampao em Amicon (limite de exclusio: 5 kDa) e subseqiientemente a andlise por espectroscopia de
dicroismo circular, para determinacdo da composicdo de estrutura secundaria. Os dados coletados
nessa andlise foram convertidos de mdeg (milidegrees, isto €, miligraus) para elipticidade molar

residual média (deg.cmz.dmol'l) e plotados contra o comprimento de onda (nm) do feixe de luz
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incidente, resultando no espectro apresentado na figura 26. Esses dados de elipticidade também
foram enviados para processamento pelo algoritmo CDSSTR do portal DichroWeb
(http://dichroweb.cryst.bbk.ac.uk/html/home.shtml), que estimou a composi¢do de estrutura
secundéria de CTRPS6 em, aproximadamente, 16% de a-hélices, 31% de folhas-p3, 22% de voltas e
33% de estrutura desordenada. A composicdo de CysCTRPS6 foi estimada em 15% de a-hélices,
29% de folhas-p, 23% de voltas e 34% de estrutura desordenada. Portanto, a adi¢do de um residuo
de cisteina na terceira posi¢do a partir do aminoterminal de CTRPS6, apds os residuos de glicina e
serina (nessa ordem) restantes do sitio da protease TEV, justifica a significativa variacdo de

estrutura secunddaria observada entre CTRPS6 e CysCTRPS6.
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Figura 26 — Espectro de dicroismo circular de CTRPS6 e CysCTRPS6 heterologamente expressos em E. coli
BL21 (DE3) AslyD. A amostra analisada estava em concentracio de 0,1 mg.mL™ e foi purificada por
cromatografia de afinidade por fon imobilizado e cromatografia de troca catidnica em coluna SP HP.

4.3 Expressao Heter6loga em Células de Inseto, Purificacdo e Caracterizacao das
Proteinas Recombinantes Hiss-S6K102T389EACT e His-CDPDPK1

Uma vez que o rendimento da expressdao das construcdes de S6K1 em E. coli ndo foi
satisfatério para a producdo em grandes quantidades, inseriu-se o cDNA de S6K102T389EACT no

N

vetor pFastBacDual(EGFP) para dar inicio a construcdo do sistema de expressio mediada por
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baculovirus, de acordo com o subtdpico 3.6.8. O mesmo procedimento foi adotado em relacdo ao
cDNA de CDPDPK1. Ambas as constru¢gdes foram expressas com cauda de polihistidina.

O bacmideo-CDPDPKI1 e o bacmideo-S6K102T389EACT foram produzidos por transposi¢ao
na cepa E. coli DH10bac e submetidos ao teste de PCR, para averiguar se os cDNAs a serem
expressos foram satisfatoriamente transpostos (figuras 27A e 27B). Algumas coldnias de DH10bac
positivas para a transposicdo podem apresentar contaminac¢do por bacmideo ndo transposto, que €
evidenciada por uma banda de ~300 pb no teste de PCR. Os bacmideos corretos e puros foram
transfectados em células Sf9 e o sucesso da transfeccdo foi averiguado 36 h depois, por checagem da
fluorescéncia produzida por E-GFP (figura 27C) em microscopio Nikon Eclipse TS 100 obtido da
Nikon (Téquio, Japdo). Em seguida, 2,0x10” células Sf9 infectadas com baculovirus-CDPDPK1 e
baculovirus-S6K102T389EACT foram coletadas e ressuspendidas em 4,0 mL de tampdo de amostra
para SDS-PAGE; a mistura foi homogeneizada para promover a lise celular e submetida a
eletroforese. Os géis produzidos foram analisados por western blot com anticorpo primdrio anti-Hisg
obtido da GE Healthcare Life Sciences (Little Chalfont, Buckinhamgshire) e as bandas das proteinas
recombinantes foram satisfatoriamente identificadas, confirmando sua expressdo (figuras 27D e
27E). Observe que duas bandas sd3o identificadas no sistema de expressio de Hise-
S6K1a2T389EACT (48,0 kDa), enquanto apenas uma ¢é evidenciada no sistema de Hisc-CDPDPK1
(41 kDa).
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Figura 27 — Expressao de Hisg-S6K102T389EACT e His-CDPDPK1 mediada por baculovirus em células Sf9.
(A e B) Teste de PCR para detec¢do do cassete de expressdao de CDPDPK1 (~3,9 kb) transposto no bacmideo em
DH10bac. Em A o PCR foi realizado com o primer reverso do inserto e o forward do bacmideo; todos os clones sao
positivos. Em B os mesmos clones foram testados com ambos os primers do bacmideo; todos sdo positivos, embora
os clones 6, 7 e 12 estejam contaminados com bacmideo nio transposto, evidenciado por uma banda de ~300 pb. O
mesmo teste foi realizado para detectar bacmideo-S6K1a2T389EACT. (C) Células Sf9 transfectadas com o
bacmideo-CDPDPK1 36 h apds a transfecgdo, expressando EGFP, em aumento de 200X. (D) SDS-PAGE de
proteinas totais de células Sf9 infectadas (I) e ndo infectadas (N) com baculovirus-CDPDPKI1 e western blot
subseqiiente, realizado com anticorpo primdrio anti-Hiss. (E) SDS-PAGE de proteinas totais de células Sf9
infectadas (I) e nao infectadas (N) com baculovirus-S6K102T389EACT e western blot subseqiiente, realizado com
anticorpo primdrio anti-Hise. Géis de agarose 0,8% e de acrilamida 12%. P, padrdo de massa molecular; 1, Hiss-

CDPDPKI; 2, Hise-S6K102T389EACT.

No protocolo de expressao adotado, a linhagem Sf9, de crescimento lento, foi utilizada

unicamente para producdo de particulas virais infectivas (vetores). Para producdo das proteinas

recombinantes em maiores quantidades utilizaram-se células HighFive, cuja velocidade de

crescimento € muito superior. Portanto, a fim de se estabelecer as condi¢des 6timas para a produgdo

de Hise-CDPDPKI1 e Hisg-S6K102T389EACT nessas células, foi preciso determinar os valores de

multiplicidade de infeccao (MDI) e tempo de incubacdo que permitem o maior nivel de expressao
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das proteinas recombinantes. Com essa finalidade, curvas de crescimento de culturas infectadas com
os dois baculovirus recombinantes foram feitas em diversas MDIs diferentes. As curvas do
baculovirus-S6K1a2T389EACT podem ser observadas na figura 28A, em que o controle negativo
(multiplicidade de infeccdo nula) cresce até atingir um méaximo em 72 h, a partir do qual a densidade
de células cai. As culturas infectadas, por sua vez, permanecem com crescimento praticamente
estdtico. As curvas do baculovirus-CDPDPK1, ndo mostradas neste texto, apresentaram o mesmo
comportamento.

A cada ponto das curvas de crescimento no tempo, 1,Ox107 células eram coletadas das culturas
para extracdo de proteinas, andlise por SDS-PAGE e western-blotting. Para o baculovirus-
S6K1a2T389EACT, apenas os western-blots derivados de culturas crescidas por 24 h e 48 h
apresentaram sinal. Para os demais tempos de crescimento ndo se detectou sinal de proteina
recombinante (figura 28B). Pelos resultados obtidos, as melhores condi¢des de expressdao de Hisg-
S6K102T389EACT sao MDI igual a 2 e tempo de incubagdo de 24 h. Um rendimento semelhante
foi obtido para MDI igual a 10 e 48 h de incubacdo, mas com produc¢do de duas formas da proteina.
Até o momento dessa andlise, ndo se sabia se uma dessas formas era fosforilada ou degradada (tal
qual ocorreu na expressdo em células Sf9). Os western-blots derivados de culturas infectadas por

baculovirus-CDPDPK1 ndo apresentaram sinal.
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Figura 28 — Determinacdo das condicoes 6timas de expressio de Hisg-S6K102T389EACT mediada por
baculovirus em células High Five. (A) Curvas de crescimento das culturas de High Five ndo-infectada (MDI nula)
e infectadas com diferentes MDIs. (B) Western-blot para determinacdo da melhor MDI e do intervalo de tempo
6timo para a producio da proteina recombinante. Gel de acrilamida 12%. P, padrdo de massa molecular; Tp, tampao
de amostra aplicado.

Contudo, diante da auséncia e da baixa intensidade de sinal ocorridos nos western-blots
referentes a baculovirus-CDPDPKI1 e baculovirus-S6K1a2T389EACT, respectivamente, testes de

expressdo em maior escala (0,5 L de cultura) tornaram-se necessdrios. O baculovirus-
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S6K102T389EACT foi testado nas condicdes MDI 2 / 24 h, MDI 10 / 48 h, MDI 3 /48 h e o
baculovirus-CDPDPK1 foi testado nas condi¢des MDI 3 / 24 h, MDI 10 / 48 h, MDI 3 / 48 h. As
culturas foram submetidas a extracdo de proteinas totais e a purificagcdo inicial em coluna de cation
niquel imobilizado, em Akta FPLC (GE Healthcare Life Sciences — Little Chalfont,
Buckinghamshire). As andlises por SDS-PAGE de aliquotas (10 puL) das fracdes cromatograficas
podem ser vistas nas figuras 29 e 30. Para baculovirus-S6K102T389EACT as condi¢des que
propiciaram o maior rendimento, por pico mais intenso do cromatograma (fragdo 26), foram MDI 10
/ 48 h. Para as condi¢des MDI 3 / 48 h o rendimento do pico mais intenso (fracdo 32) foi pouco
inferior. Entretanto, o nimero de fracdes enriquecidas derivadas das condi¢des MDI 3 / 48 h é maior
que o numero de fracdes enriquecidas derivadas das condi¢cdes MDI 10 / 48 h. Ou seja, em termos
de quantidade total de proteina, o melhor conjunto de condi¢des para a expressdo de Hise-
S6K102T389EACT ¢ MDI 3 / 48 h. Além disso, a proteina recombinante obtida nas condi¢des MDI
10 / 48 h possui mais contaminantes que a obtida nas condi¢des MDI 3 / 48 h (compare as figuras
29A e 29B). J4 o conjunto de condi¢des MDI 2 / 24 h ndo apresentou rendimento satisfatério desde

a analise por SDS-PAGE e foi prontamente abandonado (figura 29C).
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Figura 29 — Testes de expressao e purificacdo de His¢-S6K102T389EACT mediada por baculovirus em células
High Five. Foram aplicados em cada canaleta 10 uL de fra¢des de 1,0 mL, indicadas por nimeros no topo das
figuras. Do extrato solivel bruto (E) foram aplicados 18 uL. (A) SDS-PAGE do teste com MDI 2 / 24 h de
incubagdo. (B) SDS-PAGE do teste com MDI 3 / 48 h de incubag@o. (C) SDS-PAGE do teste com MDI 10/ 48 h de
incubacdo. Géis de acrilamida 12%. P, padrdo de massa molecular; F.T., flow-through; L, lavagem.

Para baculovirus-CDPDPKI as condi¢des que propiciaram o maior rendimento, por pico mais
intenso do cromatograma, foram MDI 3 / 24 h. Os demais conjuntos de condi¢des ndo apresentaram

rendimento satisfatorio desde a analise por SDS-PAGE e foram abandonados (compare as fotos dos

géis na figura 30).
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Figura 30 — Testes de expressao e purificacao de His¢-CDPDPK1 mediada por baculovirus em células High
Five. Foram aplicados em cada canaleta 10 uL de fra¢des de 1,0 mL, indicadas por nimeros no topo das figuras. Do
extrato solivel bruto (E) foram aplicados 18 pL. (A) SDS-PAGE do teste com MDI 3 / 24 h de incubacdo. (B) SDS-
PAGE do teste com MDI 3 / 48 h de incubag@o. (C) SDS-PAGE do teste com MDI 10 / 48 h de incubagdo. Géis de
acrilamida 12%. P, padrdo de massa molecular; Tp, tampdo de amostra aplicado; F.T., flow-through; L, lavagem.

Ap0s a purificacao inicial por cromatografia de afinidade por ion imobilizado, as fracdes ricas
em Hisg-S6K102T389EACT e Hise-CDPDPK1 foram reunidas em pools e aplicadas em
cromatografia de troca catidnica em coluna de heparina, conforme Keshwani et al. (2009). Aliquotas
(10 uL) das fracdes produzidas nessa segunda etapa foram analisadas por SDS-PAGE (figura 31),
novamente reunidas em pools e submetidas a concentragdo e troca de tampao em Amicon (obtido da
Millipore — Billerica, Massachusetts). E interessante observar que as proteinas recombinantes nio se
ligam a coluna de heparina nas condi¢des de purificacdo adotadas, isto é, sdo eluidas no flow-
through. Ao fim de todo processo, obteve-se 500 pL de Hise-S6K102T389EACT 184,0 ng.mL™’ e
500 uL de Hise-CDPDPKI1 109,5 pg.mL'l. Portanto, o rendimento final foi de 92 pg de Hise-

S6K102T389EACT e 54,8 pg de Hisc-CDPDPKI1 para 0,5 L de cultura.
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Figura 31 — Purificacido de Hisg-S6K102T389EACT e Hise-CDPDPKI1 por cromatografia de troca cationica
em coluna HiTrap Heparin HP. As fragdes analisadas estdo indicadas por nimeros no topo das figuras. Ambas as
proteinas foram eluidas no flow-through da cromatografia. (A) SDS-PAGE de fragdes da purificacdo de Hisg-
S6K102T389EACT. (B) SDS-PAGE de fracdes da purificacdo de Hise-CDPDPKI1. Géis de acrilamida 12%. P,
padrio de massa molecular.

A proteina Hise-CDPDPKI, obtida com nivel de pureza satisfatério, foi também submetida a
andlise por espectroscopia de dicroismo circular, para determina¢do da composicdo de estrutura
secunddria do polipeptidio. O mesmo procedimento ndo foi adotado para Hise-S6K102T389EACT,
pois essa proteina estava presente em duas formas ao término da purificagdo. Os dados coletados
nessa andlise foram convertidos de mdeg (milidegrees, isto €, miligraus) para elipticidade molar
residual média (deg.cmz.dmol’l) e plotados contra o comprimento de onda (nm) do feixe de luz
incidente, resultando no espectro apresentado na figura 32. Esses dados de elipticidade também
foram enviados para processamento pelo algoritmo CDSSTR do portal DichroWeb
(http://dichroweb.cryst.bbk.ac.uk/html/home.shtml), que estimou a composi¢do de estrutura

secunddria de Hise-CDPDPK1 em, aproximadamente, 6% de a-hélices, 34% de folhas-B, 25% de

voltas € 31% de estrutura desordenada.

104


http://dichroweb.cryst.bbk.ac.uk/html/home.shtml

5000
]
0 S e s 000
1 208 218 228 248 258
g -5000
o
E
S
& -10000
I
D
-15000
20000

Comprimento de Onda (nm)

Figura 32 — Espectro de dicroismo circular de Hisc-CDPDPK1 heterologamente expressa em células de inseto
HighFive. A amostra analisada estava em concentracio de 0,1 mg.mL™" e foi purificada por cromatografia de
afinidade por ion imobilizado e cromatografia de troca catidnica em coluna de heparina.

Apos o estabelecimento do protocolo de purificagdo das proteinas recombinantes, restou
descobrir se elas eram fosforiladas durante a expressdo em células de inseto. Para tanto, as proteinas
recombinantes foram analisadas por SDS-PAGE e submetidas a coloracdo especial para
identificagdo de fosfoproteinas com o corante Pro-Q Diamond Phosphoprotein Gel Stain
(Invitrogen — Carlsbad, Califérnia). Para fins de comparagdo, o mesmo gel de SDS-PAGE foi
subseqiientemente corado com SYPRO Ruby Protein Gel Stain (Invitrogen — Carlsbad, Califérnia),
corante inespecifico de proteinas compativel com o Pro-Q Diamond. Observou-se que o corante
especifico de fosfoproteinas corou as bandas de ambas as proteinas recombinantes, mas nao teve
qualquer efeito sobre as bandas do padrdo de massa molecular BenchMark (Invitrogen — Carlsbad,
Califérnia). Todas as bandas do gel, inclusive as do padrdo e de alguns contaminantes, foram
coradas no passo seguinte de coloragdo com corante inespecifico de proteinas (figura 33). Portanto,
esse experimento sugeriu que Hisg-S6K102T389EACT e Hise-CDPDPKI1 sao fosforiladas in vivo
durante a expressdo em células de inseto, porém, em poucos residuos de aminoécidos, dada a baixa
intensidade da coloragdo com Pro-Q Diamond (essa intensidade € proporcional a quantidade de

proteinas e ao nimero de residuos fosforilados presentes).
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Figura 33 — SDS-PAGE de Hisc-CDPDPK1 e Hiss-S6K102T389EACT com coloracio especifica para
evidenciacdo de bandas de fosfoproteinas e coloracdo inespecifica. O mesmo gel foi utilizado nas duas
coloragdes, para efeito de comparagdo. (A) Coloragdo especifica para evidenciacdo de bandas de fosfoproteinas
(corante Pro-Q Diamond). (B) Coloragdo inespecifica para evidenciacdo de todas as proteinas (corante SYPRO
Ruby). Géis de acrilamida 12%. C, Hise-CDPDPKI; S, Hise-S6K102T389EACT; P1, padrdo de massa molecular
BenchMark (Invitrogen — Carlsbad, Califérnia); P2, padrdo de massa molecular PageRuler (Fermentas — Burlington,
Ontario).

Para confirmar definitivamente a identidade das proteinas recombinantes expressas em células
de inseto, ambas foram submetidas a SDS-PAGE, tripsinizadas em gel e analisadas por MS/MS em
espectrometro ESI-Q-Tof (quadrupole — time of flight). Os espectros obtidos foram submetidos a
andlise no algoritmo Mascot, um programa que usa os dados gerados por MS/MS para identificar
proteinas a partir de bancos de dados com estruturas protéicas  primdrias
(http://www.matrixscience.com/search_form_select.html). Os pardmetros de busca ajustados para a
identificagcdo foram (1) pesquisa por fons em MS/MS (tipo de busca); (2) tripsina como agente de
hidrdlise; (3) possibilidade de omissdo de um sitio de clivagem pela tripsina; (4)
carbamidometilacdo como modificacdo fixa dos peptideos tripticos; (5) oxida¢do de residuos de
metionina e fosforilacdo de residuos de serina, treonina e tirosina como modificacdes varidveis; (6)
sem restricdo de massa para a proteina analisada; (7) tolerancia de massa de + 0,1 Da. Os peptidios
tripticos de Hisg-S6K102T389EACT (as duas bandas do gel da figura 31A) e Hise-CDPDPK1, cujas
fragmentacdes foram identificadas pelo Mascot, estdo listados nas tabelas 17 e 18. A cobertura da
andlise de MS sobre a seqiiéncia das proteinas recombinantes pode ser vista na figura 34. O ntimero
de peptidios encontrados com fragmentagdes que se igualam (com uma pequena margem de erro)

aos espectros de fragmentacao tedricos (gerados in silico) foi significativo e confirma a identidade

das proteinas recombinantes.
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Tabela 17 — Lista de peptidios tripticos resultantes da identificacdo da proteina recombinante His¢-CDPDPK1
expressa em células de inseto. O simbolo “+” significa presenca e o “-”, auséncia.

Replicatas
Peptidios m/z zZ
1 2

LLVLDATK + + 436,7839 2
LDHPFFVK + - 334,8693 3
LLVLDATKR + + 514,8334 2
EYAIKILEK + + 553,8437 2
VLSPESKQAR + - 372,2268 3
RPEDFKFGK + + 375,2142 3
AGNEYLIFQK + + 591,8129 2
IGSFDETCTR + + 593,2663 2
ELATSREYAIK + + 427,5812 3
KIGSFDETCTR - + 438,5573 3
IIKLEYDFPEK + + 465,6100 3
ILGEGSFSTVVLAR + + 724,9043 2
DLVEKLLVLDATK + + 728.,9403 2
LGCEEMEGYGPLK + + 749.8414 2
DVMSRLDHPFFVK + + 536,2893 3
RLGCEEMEGYGPLK + + 552,2716 3
FYTAEIVSALEYLHGK + + 614,3363 3
ANSFVGTAQYVSPELLTEK + + 1067,4740 2
QARANSFVGTAQYVSPELLTEK + - 830,4185 3
ANSFVGTAQY VSPELLTEKSACK + + 860,7469 3
DLKPENILLNEDMHIQITDFGTAK + + 693,6078 4
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Tabela 18 — Lista de peptidios tripticos resultantes da identificagdo das duas bandas da proteina recombinante

Hisg-S6K102T389EACT expressa em células de inseto. O simbolo “+” significa presenca € o

[73E2)

auséncia.

Replicatas
Banda Peptidios m/z z
2
TIDKILK + + 277,5296 3
LTDFGLCK - + 4772370 2
GGYGKVFQVR + - 370,8913 3
FEISETSVNR + + 591,3073 2
HINWEELLAR + + 640,8327 2
IRPECFELLR + + 4449119 3
Inferior | NLPPYLTQEAR + + 707,8833 2
KVEPPFKPLLQSEEDVSQFDSK + + 8497595 3
VEPPFKPLLQSEEDVSQFDSKFTR + ] 706.6249 4
AVDWWSLGALMYDMLTGAPPFTGENR + + 977.4584 3
ESIHDGTVTHTFCGTIEYMAPEILMR + ) 756,8647 4
TIDKILK + + 277.5296 3
LTDFGLCK + + 4772370 2
GGYGKVFQVR + + 370,8913 3
FEISETSVNR - + 591,3075 2
HINWEELLAR + - 640,8327 2
IRPECFELLR + + 4449119 3
VTGANTGKIFAMK + + 451,9281 3
LNLPPYLTQEAR + + 707,8833 2
Superior
FEISETSVNRGPEK + + 531,6150 3
CKLNLPPYLTQEAR + + 568,3142 3
GPEKIRPECFELLR + - 581.9978 3
LGAGPGDAGEVQAHPFFR + + 609,3065 3
DLKPENIMLNHQGHVK + + 472,9957 4
KVEPPFKPLLQSEEDVSQFDSK + + 849.7595 3
AVDWWSLGALMYDMLTGAPPFTGENR + + 977.4584 3
ESIHDGTVTHTFCGTIEYMAPEILMR ] + 760.8671 4
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A

MSYYHHHHHHDYDIPTTENLYFQGAMGSMAGVFDIDLDQPEDAGSEDELEEGGQLNESMD
HGGVGPYELGMEHCEKFEISETSVNRGPEKIRPECFELLRVLGKGGYGKVEQVRKVTGAN
TGKIFAMKVLKKAMIVRNAKDTAHTKAERNILEEVKHPFIVDLIYAFQTGGKLYLTILEYL
SGGELFMOLEREGIFMEDTACFYLAEISMALGHLHOKGITIYRDLKPENIMLNHQGHVKLT
DEFGLCKESIHDGTVTHTFCGTIEYMAPEILMRSGHNRAVDWWSLGALMYDMLTGAPPETG
ENRKKTIDKILKCKLNLPPYLTQEARDLLKKLLKRNAASRLGAGPGDAGEVQAHPEFFRHT
NWEELLARKVEPPFKPLLOSEEDVSQFDSKEFTROQTPVDSPDDSTLSESANQVFLGFEYVA
PSVLES-

MSYYHHHHHHDYDIPTTENLYFQGAMGSMAGVFDIDLDQPEDAGSEDELEEGGQLNESMD
HGGVGPYELGMEHCEKFEISETSVNRGPEKIRPECFELLRVLGKGGYGKVEFQVRKVTGAN
TGKIFAMKVLKKAMIVRNAKDTAHTKAERNILEEVKHPFIVDLIYAFQTGGKLYLILEYL
SGGELFMQOLEREGIFMEDTACFYLAEISMALGHLHOKGITYRDLKPENIMLNHQGHVKLT
DFGLCKESIHDGTVTHTFCGTIEYMAPEILMRSGHNRAVDWWSLGALMYDMLTGAPPETG
ENRKKTIDKILKCKLNLPPYLTQEARDLLKKLLKRNAASRLGAGPGDAGEVQAHPFFRHT
NWEELLARKVEPPFKPLLOSEEDVSQFDSKFTROQTPVDSPDDSTLSESANQVFLGFEYVA
PSVLES-

C

MSYYHHHHHHDYDIPTTENLYFOQGAMDPEFMDGTAAEPRPGAGSLOQHAQPPPOPRKKRPE
DFKFGKILGEGSEFSTVVLARELATSREYATKILEKRHITIKENKVPYVTRERDVMSRLDHP
FFEVKLYFTFODDEKLYFGLSYAKNGELLKYIRKIGSEFDETCTREFYTAEIVSALEYLHGKG
ITHRDLKPENILLNEDMHIQITDFGTAKVLSPESKQARANSEVGTAQYVSPELLTEKSAC
KSSDLWALGCIIYQLVAGLPPFRAGNEYLIFOKIIKLEYDFPEKFFPKARDLVEKLLVLD
ATKRLGCEEMEGYGPLKAHPFFESVTWENLHQQTPPKLT -

Figura 34 — Cobertura da analise de mass fingerprinting sobre as seqiiéncias das proteinas recombinantes
analisadas. As seqiiéncias hachuradas em amarelo correspondem aos peptidios identificados no MS/MS. (A)
Cobertura da andlise da banda inferior de Hiss-S6K102T389EACT sobre a seqiiéncia da proteina recombinante. (B)
Cobertura da andlise da banda superior de Hisg-S6K102T389EACT sobre a seqiiéncia da proteina recombinante. (C)

Cobertura da andlise de Hisc-CDPDPKI1 sobre a seqiiéncia da proteina recombinante.

4.4 Anadlise In Vitro da Interacao entre as Construcoes de S6K1 e TIPRL1, o4,
Isoformas Maior e Menor de PP2Aco (GST Pull-down).

Como evidenciado no subtépico 4.2.2, a expressdo das diversas constru¢des de S6K1 em E.

coli oferece rendimento suficiente para experimentos de interacdo in vitro. Portanto, prosseguiu-se
ao estudo da interacdo de S6Kla2 ¢ S6K102T389EACT com as isoformas maior ¢ menor da
subunidade catalitica o da proteina fosfatase 2A (PP2Aco(maior) e PP2Aca(menor). A isoforma

menor de PP2Aco foi descoberta em nosso laboratério e existe em células Hela (dados ndo
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publicados). Esse experimento (assim como os demais) foi realizado em colaboracdo com a Dra.
Juliana Helena Costa Smetana e Deivid Lucas Migueleti, do nosso grupo de pesquisa. O GST pull-
down foi realizado conforme descri¢do do subtépico 3.11, a partir de clones citados no subtdpico
3.1. Testaram-se construgdes das isoformas de PP2Aca com polihistidina no N-terminal (maior, 40
kDa; menor, 32 kDa) contra GST (27 kDa), GST-S6K 102-Hisg (83 kDa) e GST-S6K102T389EACT
(71,6 kDa). Os resultados do experimento podem ser visualizados na figura 35.

As figuras 35B e 35C confirmam que todas as construgdes testadas estavam presentes nas
fracdes soldveis dos clones empregados, antes da purificacio em banho com resina Glutathione
Sepharose. A figura 35E, por sua vez, atesta que a GST e todas as constru¢cdes com essa proteina
ligaram-se satisfatoriamente a resina Glutathione Sepharose. Finalmente, a figura 35F demonstra o
resultado dos testes de interagdo propriamente ditos. Como esperado, Hisc-PP2Aca(maior) e Hisg-
PP2Aca(menor) ndo interagem com GST, demonstrando que as interagdes observadas nos demais
ensaios devem-se exclusivamente a por¢do das proteinas de fusdo que ndo se liga a resina. A
construcio Hisg-PP2Aca(maior) ndo interage com GST-S6K 1a2-Hise (a inica banda que aparece no
western blot correspondente € da propria GST-S6K 1a2-Hise), embora interaja fortemente com GST-
S6K102T389EACT. Por sua vez, a constru¢do Hisg-PP2Aca(menor) interage fracamente com todas
as construcdes testadas, GST-S6K1a2-Hiss, GST-S6K102T389EACT e GST-TIPRLI1 (utilizada
como controle positivo de intera¢do da isoforma menor de PP2Aca).

Pelos resultados obtidos, a interacdo entre PP2Aca(menor) e S6Klo2 independe do
carboxiterminal da quinase, pois o resultado do teste de interacio com SO6KI1a2T389EACT ¢
semelhante ao teste com S6K1a2 inteira, e ambos sdo semelhantes ao controle positivo (TIPRLI).
Testes de interacdo entre PP2Aca(maior) e as construcdes de S6K1 também foram realizados, para
permitir uma comparagdo direta entre os comportamentos de ambas as isoformas de PP2Aca.
Conseqiientemente, o perfil da interacdo de PP2Aco(maior) com as construgdes de S6K1 ¢
radicalmente diferente do observado para PP2Aco(menor). A isoforma maior ndo interage com
S6K1a2 inteira (ao contrario da isoforma menor), a menos que o carboxiterminal seja truncado e/ou
haja uma mutacio que mimetize o estado fosforilado por mTOR no residuo 389. De fato, a interagdo

entre PP2Aca(maior) e SOK1a2T389EACT foi a mais intensa observada no experimento.
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Figura 35 — GST pull-down para estudo da interacdo entre as isoformas maior e menor de PP2Aca e as
construcoes de S6K1. As fracdes protéicas soliveis anteriores a purificacdo em banho foram analisadas por SDS-
PAGE e western blot com anticorpos primdrios anti-GST e anti-Hiss (A, B, C). As fra¢des soliveis que
permaneceram ligadas a resina Glutathione Sepharose ap6s a purificacdo foram analisadas da mesma forma (D, E,
F). (A) SDS-PAGE das fragdes protéicas soliveis dos clones empregados. (B) western blot referente a SDS-PAGE A
com anticorpo primdrio anti-GST. (C) western blot referente a SDS-PAGE A com anticorpo primario anti-Hisg. (D)
SDS-PAGE das fragdes protéicas soliveis que permaneceram ligadas a resina. (E) western blot referente a SDS-
PAGE D com anticorpo primdrio anti-GST. (F) western blot referente a SDS-PAGE D com anticorpo primdrio anti-
Hisg. Géis de acrilamida 10%. P, padrio de massa molecular; Tp, tampao de amostra aplicado; G, GST; 02,
S6Kl1a2; ACT, S6K1o2T389EACT; T, TIPRL1; 1, GST-TIPRL1; 2, GST-S6Klo2-Hisq; 3, GST-
S6K102T389EACT; 4, Hisg-PP2Aca(maior); 5, Hisg-PP2Aco(menor); 6, GST.
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Outro conjunto de experimentos foi realizado para averiguar as possiveis interagdes de
S6K1a2 e S6K1a2T389EACT com a proteina reguladora TIPRL1. Testou-se a construcao Hise-
TIPRLI (33,3 kDa) contra GST (27 kDa), GST-S6K1a2-Hise (83 kDa) e GST-S6K102T389EACT
(71,6 kDa). Os resultados do experimento podem ser visualizados na figura 36.

As figuras 36B e 36C confirmam que todas as construgdes testadas estavam presentes nas
fracdes soldveis dos clones empregados, antes da purificacdo em banho com resina Glutathione
Sepharose. A figura 36E, por sua vez, atesta que a GST e todas as construcdes com essa proteina
ligaram-se satisfatoriamente a resina Glutathione Sepharose. Finalmente, a figura 36F demonstra o
resultado dos testes de interagdo propriamente ditos. Como esperado, Hise-TIPRL1 ndo interage
com GST, demonstrando que as interacdes observadas nos demais ensaios devem-se exclusivamente
a porg¢ao das proteinas de fusdo que ndo se liga a resina. De fato, Hisg-TIPRLI1 interage fracamente
com GST-S6K1a2-Hiss ¢ GST-S6K1a2T389EACT. Embora essa interacdo seja fraca, ndo € um
artefato, pois os controles de interacdo com a resina atestam que Hise-TIPRL1, mesmo presente em
alta concentragdo, nao se liga a resina de glutationa. Os controles positivos (C+) de interagdo com a
resina consistiram de purifica¢cdes em banho de GST, GST-S6K102-Hisg € GST-S6K102T389EACT
na auséncia de Hise-TIPRL1. Como pode ser observado nas figuras 36B e 36C, essas construcdes
estavam presentes tanto no extrato solidvel, antes da purificacdo com a resina, quanto no eluato da
purificacdo. O controle negativo (C-) de interagdo com a resina, por sua vez, consistiu de
purificacoes em banho de Hise-TIPRL1 sozinha. Como também pode ser observado na figura
abaixo, essa construcdo estava presente no extrato solivel, mas nenhum trago dela foi encontrado no
eluato. A amostra denominada de Tc (“Hisg-TIPRL1 controle”) corresponde ao extrato solavel
bruto, onde se encontrava Hisg-TIPRL1, ndo submetido a incubac¢ido com a resina (foi colocado na
figura 36F como controle do anticorpo primario anti-Hisg). Tomados em conjunto, os resultados
obtidos sugerem que a intera¢do entre TIPRL1 e S6K102 independe do carboxiterminal da quinase e
da mutacdo T389E (mimetizacdo do estado fosforilado por mTOR), pois o resultado do teste de

interacdo com S6K102T389EACT ¢ semelhante ao do teste com S6K1a2 inteira.
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Figura 36 — GST pull-down para estudo da interacio entre TIPRL1 e as construcoes de S6K1. As fracdes
protéicas soliveis anteriores a purificagdo em banho foram analisadas por SDS-PAGE e western blot com anticorpos
primdrios anti-GST e anti-Hisg (A, B, C). As fragdes soliveis que permaneceram ligadas a resina Glutathione
Sepharose apés a purificagdo foram analisadas da mesma forma (D, E, F). (A) SDS-PAGE das fragdes protéicas
soldveis dos clones empregados. (B) western blot referente a SDS-PAGE A com anticorpo primdrio anti-GST. (C)
western blot referente a SDS-PAGE A com anticorpo primdrio anti-Hiss. (D) SDS-PAGE das fracdes protéicas
soldveis que permaneceram ligadas a resina. (E) western blot referente a SDS-PAGE D com anticorpo primdrio anti-
GST. (F) western blot referente a SDS-PAGE D com anticorpo primdrio anti-Hiss. Géis de acrilamida 12%. P,
padriao de massa molecular; Tp, tampao de amostra aplicado; G, GST; a2, S6K102; ACT, S6K102T389EACT; T,
TIPRL1; Tc, extrato solivel com Hisg-TIPRL1 ndo incubado com resina de glutationa (controle do anticorpo anti-
Hise); 1, Hisg-TIPRL1; 2, GST.
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Finalmente, um udltimo conjunto de experimentos foi realizado para averiguar as possiveis
interacdes de S6K102 e S6K102T389EACT com a proteina reguladora a4. Testou-se a construgao
Hisg-04 (39,5 kDa) contra GST (27 kDa), GST-S6K1a2-Hise (83 kDa) e GST-S6K1a2T389EACT
(71,6 kDa). Os resultados do experimento podem ser visualizados na figura 37.

As figuras 37B e 37C confirmam que todas as construgdes testadas estavam presentes nas
fracdes soldveis dos clones empregados, antes da purificacdo em banho com resina Glutathione
Sepharose. A figura 37E, por sua vez, atesta que a GST e todas as construcdes com essa proteina
ligaram-se satisfatoriamente a resina Glutathione Sepharose. Finalmente, a figura 37F demonstra o
resultado dos testes de interacdo propriamente ditos. Como esperado, Hisg-04 ndo interage com
GST, demonstrando que as interacdes observadas nos demais ensaios devem-se exclusivamente a
porcdo das proteinas de fusdo que ndo se liga a resina. Contudo, Hisc-04 também ndo interage com
GST-S6K102-His¢ e GST-S6K102T389EACT. De fato, a literatura relata que essa interagdo

realmente ndo ocorre (subtépico 5.4).
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Figura 37 — GST pull-down para estudo da interacio entre a4 e as construcdes de S6K1. As fragdes protéicas
soliveis anteriores a purificagdo em banho foram analisadas por SDS-PAGE e western blot com anticorpos
primdrios anti-GST e anti-Hisg (A, B, C). As fragdes soliveis que permaneceram ligadas a resina Glutathione
Sepharose apés a purificagdo foram analisadas da mesma forma (D, E, F). (A) SDS-PAGE das fragdes protéicas
soliveis dos clones empregados. (B) western blot referente a SDS-PAGE A com anticorpo primdrio anti-GST. (C)
western blot referente a SDS-PAGE A com anticorpo primdrio anti-Hiss. (D) SDS-PAGE das fracdes protéicas
soldveis que permaneceram ligadas a resina. (E) western blot referente a SDS-PAGE D com anticorpo primdrio anti-
GST. (F) western blot referente a SDS-PAGE D com anticorpo primdario anti-Hiss. Géis de acrilamida 12%. P,
padrdao de massa molecular; Tp, tampao de amostra aplicado; G, GST; a2, S6K1a2; ACT, S6K102T389EACT; 1,
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4.5 Micro-ensaio Colorimétrico de Atividade de Hiss-S6K102T389EACT
(Imunoensaio Enzimatico)

O modelo de ensaio enzimdtico foi realizado com os tampdes, concentragdes de proteinas
(quinases e substratos) e passos descritos no subtépico 3.18. Contudo, ndo produziu resultados
aproveitdveis, visto que todos os testes apresentaram absorbancia em torno de 0,1 a 630 nm e 0,08 a
490 nm (os pocos vazios apresentaram ~0,03 a 630 nm e ~0,04 a 490 nm). Esses valores de
background devem-se a interacao inespecifica do anticorpo secundario conjugado a peroxidase com
o material constituinte dos pocos da microplaca de ELISA. De fato, visualmente todos os pocos
empregados no ensaio apresentaram cores azul e amarela de mesma intensidade (figura 38).
Portanto, para que o ensaio alcance resultados satisfatérios, tanto a ativagdo da quinase quanto a

ligacdo do substrato devem ser padronizadas.

Figura 38 — Resultado do Micro-ensaio colorimétrico de atividade de Hiss-S6K102T389EACT. (A) Foto da
microplaca momentos antes da interrup¢do da reac¢do da peroxidase, quando a absorbancia dos pogos foi lida a 630
nm. (B) Foto da microplaca apés a interrupgdo da reagdo da peroxidase pela adicdo de HyPO, 1,0 mol.L™", quando a
absorbancia dos pogos foi lida a 490 nm.
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5 DISCUSSAO

5.1 Pesquisa de mRNAs de novas Isoformas de S6K1em Células HeLa

A andlise da estrutura primdria e a predicao dos dominios das duas formas incomuns de S6K1,
isoladas durante a clonagem, revelam caracteristicas comuns a ambas as formas. As duas adicionam
peptideos de 12 residuos de aminodcidos antes dos cédons de término e truncam S6K1 antes da
porcdo carboxiterminal, caracterizada por ser regulatoria e desestruturada. Contudo, o cDNA com
insercdo de 75 pb (isolado da biblioteca de cérebro fetal) interrompe a proteina consensual
aproximadamente no meio do sitio catalitico, enquanto o cDNA com inser¢ao de 185 pb (isolado da
biblioteca de HeLa) a interrompe logo apds o sitio de Ser/Thr quinase. Nesse sentido, o polipeptidio
hipotético referente ao cDNA incomum isolado da biblioteca de HeLa assemelha-se a construgdo
S6K102T389EACT, idealizada por Keshwani et al., 2008. Ambas as seqiiéncias truncam S6K1
imediatamente apds o dominio catalitico e ndo possuem o dominio auto-inibitério carboxiterminal
(AID), que deve ser fosforilado por mTOR em diversos sitios antes que a quinase seja fosforilada
por PDPK1 e atinja seu nivel méximo de atividade (Isotani et al., 1999; Alessi et al., 1998; Pullen et
al., 1998; Jastrzebskik et al., 2007). Portanto, num contexto celular, pode-se sugerir que o
polipeptidio hipotético referente ao cDNA de HeLa e a construcdo S6K102T389EACT seriam
natural e parcialmente ativados. Os graficos resultantes das predi¢des do SMART para S6Klal,
S6K1a2, S6K102T389EACT e os peptideos hipotéticos citados acima podem ser visualizados na
figura 39.

Embora a amplificacio persistente e especifica dos cDNAs incomuns de bibliotecas de cérebro
fetal e HeLLa sugerisse que as formas correspondentes de mRNA fossem constituintes normais das
células que originaram as bibliotecas, era preciso um indicio de que eventos desse tipo sdao
plausiveis em mamiferos. Dessa forma, Karni ef al. (2007) demonstraram que a superexpressao do
fator de splicing alternativo SF2/ASF origina uma isoforma oncogénica de S6K1 com o
carboxiterminal truncado (chamada “isoforma-2”, que ndo deve ser confundida com S6Kla2 ou
S6K?2), tanto em camundongos e ratos quanto em humanos (a organiza¢do do gene e seu mecanismo
de splicing é semelhante nas trés espécies). A superexpressao da “isoforma-2” em células NIH 3T3
provocou a transformagdo dessas células, que passaram a formar colonias em placas de dgar mole,
assim como as células que superexpressavam SF2/ASF. As células com superexpressao da isoforma

normal de S6K1 ndo formaram col6nias e a supressao da “isoforma-2” por meio de shRNAs
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reverteu a transformacgdo de células que superexpressavam SF2/ASF. De fato, observou-se que ha
uma correlagdo positiva entre o nivel de expressdo de SF2/ASF e a razdo “isoforma-2/S6K1 em
tumores de pulmao. Interessantemente, a “isoforma-2 de camundongos possui seqiiéncias do intron
6, assim como o cDNA incomum isolado da biblioteca de cérebro fetal humano, além de uma

seqiiéncia do intron 7.

Figura 39 — Resultados graficos do algoritmo SMART apés analise estrutural in silico das seqiiéncia
primarias das varias formas de S6K1 e polipeptidios hipotéticos. O dominio S_TKc (pentdgono azul) é o
dominio catalitico de Ser/Thr quinases, o S_TK_X (quadrado azul) é o dominio de extensdo de Ser/Thr quinases e o
STYKc (pentdgono vermelho claro) é o dominio de proteina quinase com especificidade indeterminada. Os
pequenos quadrados e retangulos azuis indicam regides de desordem intrinseca. A linha cinza representa regides de
estrutura desconhecida ap6s andlise in silico. A escala representada acima da figura, em residuos de aminoécidos, é
vélida para todos os polipeptidios representados. (A) Proteina quinase S6Klal. As linhas verticais indicam as
juncdes entre os éxons na seqiiéncia primdria e a posi¢do exata do ultimo aminodcido do éxon. O primeiro retangulo
azul da regido N-terminal corresponde ao sinal de localizacdo nuclear da isoforma al. Note a presenca de vérias
regides de desordem intrinseca no C-terminal da proteina, correspondentes ao AID. (B) Proteina quinase S6K1a2,
idéntica a isoforma a1, a ndo ser pela inexisténcia do sinal de localizagdo nuclear no N-terminal. (C) Construcdo
S6K102T389EACT, idéntica a isoforma a2, a ndo ser pela inexisténcia da regido carboxiterminal (AID) e pela
substitui¢do de Thrigy por Glu, inserida para mimetizar o estado fosforilado por mTOR. (D) Polipeptidio hipotético
referente a0 cDNA incomum isolado da biblioteca de Hela, idéntico a isoforma al, a nfo ser pela inexisténcia do
carboxiterminal, aspecto que o torna semelhante a construgdo S6K102T389EACT. (E) Polipeptidio hipotético
referente ao cDNA incomum isolado da biblioteca de cérebro fetal humano, que corresponde a isoforma a2 truncada
aproximadamente no meio do dominio catalitico de Ser/Thr quinase.
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Diante de todas as hipéteses lancadas e dos resultados de outros grupos de pesquisa, recorreu-
se ao experimento de Nested PCR para provar a existéncia do mRNA incomum em células HeLa.
Todavia, nenhuma banda diferente da obtida para o controle positivo (c(DNA de S6K1 consensual)
foi observada. Possivelmente, a estratégia utilizada para detec¢do da forma incomum de cDNA em
células HelLa ndo era suficientemente sensivel, apesar da amplificagdo persistente a partir da
biblioteca de cDNA obtida da Clontech. Provavelmente, a extracdo com reagentes especificos para
obtencdo de mRNA a partir das células (a exemplo do Oligotex, da QIAGEN — Valencia,
Califérnia), ao invés da extragao de RNA total, permitiria a sintese de um conjunto de cDNAs mais
representativo do pool existente nas células HelLa, aumentando a sensibilidade do Nested PCR.
Alternativa ao aumento de sensibilidade da deteccdo seria o emprego de qPCR para diferenciar as
formas comum e incomum de cDNAs. Por fim, resta a possibilidade de que os cDNAs encontrados
na biblioteca de cDNA de HeLa sejam artefatos, originados a partir de pré-mRNAs captados durante

o preparo da biblioteca.

5.2 Expressao em E. coli e Purificacao de Proteinas Heterélogas

5.2.1 Testes de Expressao de GST-S6K1a1-Hisg e GST-S6K102T389EACT

Os resultados dos testes de expressdao demonstram claramente que as construcdes de S6K1
testadas t€m sua solubilidade aumentada em indugdes a baixas temperaturas, embora o rendimento
total da expressdo seja diminuido. Ou seja, a quantidade de proteina recombinante na fracao soluvel
¢ incrementada, mas a quantidade na frac@o insolivel é reduzida numa extensdao superior a do
incremento observado na fragcao solivel.

Outros fatores que ajudam a solubilizar a proteina recombinante sdo a cepa de E. coli e as
construgdes truncadas dessas proteinas. De fato, a cepa Arctic Express possibilita uma expressao
superior de todas as construcdes de S6KI1 na fracdo soldvel, se comparada a cepa BL21 (DE3),
gragas a superexpressao da chaperonina Cpn60 de Oleispira antarctica em baixas temperaturas. A
principio, esse aumento de solubilidade foi observado apenas na estratégia de simples expressao de
GST-S6K1al-Hise, € sO foi estendido para a estratégia de co-expressdo quando as construcdes
truncadas das proteinas recombinantes foram empregadas. De fato, por ndo possuir o NLS no
aminoterminal e o dominio auto-inibitério no carboxiterminal, caracterizadas por serem regides

desestruturadas, a constru¢ao S6K102T389EACT (expressa em fusao com GST) € mais soluvel que
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GST-S6K1al-Hise. Por semelhante modo, a constru¢io CDPDPK1 (também expressa em fusdo com
GST) é mais solivel que GST-PDPKI, pois possui apenas o dominio catalitico de PDPK1 e nado
contém o pleckstrin homology domain (PH), de interacdo com a membrana. Por fim, os testes de
expressao nao foram eficazes em apontar quais os melhores meio de cultura e indutor para expressao

das construgdes de S6K1, logo, testes em escala maior tornaram-se necessarios para essa distin¢ao.

5.2.2 Testes de Purificacdo de GST-S6K1a1-Hiss e GST-S6K102T389EACT

Os resultados dos testes de purificacao indicam que o sistema bacteriano ndo é uma boa opcao
para expressiao em grandes volumes das constru¢des GST-S6K1al e GST-S6K1a2T389EACT, pois
o rendimento obtido ao fim das cromatografias de afinidade por glutationa estava muito aquém dos
esperado. Muitas varidveis foram testadas na tentativa de incrementar esse rendimento, mas pouco
avango foi obtido. Contudo, verificou-se que as construcdes truncadas eram purificadas em maior
quantidade que as originais, o que recapitula os testes de expressdo. Por outro lado, a estratégia de
co-expressdo fornecia rendimento superior ao da simples expressio, ao contrdrio do sugerido pelos
testes de expressao.

Além disso, houve a presenca persistente de um excesso de contaminantes, que poderiam
complicar passos posteriores de purificacdo, pois eram produzidos em quantidade superior a das
proteinas recombinantes. Esses contaminantes eram produtos de degradacdo das proteinas de fusao
(ver subtopico 4.4 — resultados do GST pull-down) e co-purificavam na cromatografia de afinidade.
Juntamente com os produtos de degradacdo, a chaperona Cpn60 era um contaminante proeminente
se a expressao era realizada em clones derivados da cepa Arctic Express de E. coli. Entretanto, a co-
purificacdo de Cpn60 foi eliminada mediante adaptagdes nos protocolos de extracdo e purificacao
(adicao de ATP, KCl e MgCl, a tampdes empregados nesses procedimentos). Contrariamente, 0s
produtos de degradacdo persistiam, apesar da manutencdo da temperatura em 4°C durante todo
processo de extracdo, além do uso de coquetéis de inibidores de proteases nos tampdes de extrato e
da cromatografia.

Embora o rendimento da cromatografia em coluna de glutationa seja muito baixo para prover a
quantidade de quinase necessdria a aplicacOes em larga escala, € satisfatério para a realizacdo de
ensaios de interacdo in vitro como o GST pull-down. De fato, ensaios desse tipo foram realizados

com sucesso neste trabalho.
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5.2.3 Testes de Expressao de Hisg-Proteina D-CTRPS6, Hisg-Proteina D-CysCTRPS6 e
GST-CTRPS6

Tomados em conjunto, os resultados dos testes mostram que o nivel de expressdo de GST-
CTRPS6 € superior ao de Hisg-Proteina D-CTRPS6, tanto na fracdo solivel quanto na insolidvel. As
condicbes em que a expressdo dessas construgdes ocorre satisfatoriamente sdo iguais e
correspondem a 37°C e 4 h de inducdo com IPTG 0,8 mmol.L"'. A diminuicdo da temperatura e o

aumento do tempo de inducdo nio causam variacdes significativas no nivel de expressdo de GST-

CTRPSG6.

5.24 Testes de Purificacao de His¢-Proteina D-CTRPS6, His¢-Proteina D-CysCTRPS6 e
GST-CTRPS6

Os resultados dos testes de purificacao indicam que o sistema bacteriano € uma boa opg¢do para
expressdao em grandes volumes das constru¢des de CTRPS6, mas na fracdo insoldvel. Os testes com
fracdo solivel proporcionaram um rendimento aquém do esperado para ambas as construcgdes,
enquanto a renaturacdo de Hise-Proteina D-CTRPS6 a partir da fracdo insoluvel rendeu quantidade
satisfatoria de proteina recombinante. Além disso, foi mostrado que € necessdrio expressar essa
constru¢do em clones derivados da cepa E. coli BL21 (DE3) AslyD, pois caso contrario, a peptidil
prolil cis/trans isomerase SlyD torna-se um contaminante recorrente de purificagdes por
cromatografia de afinidade por cdtion Ni** imobilizado.

Contudo, os varios testes realizados com a fracdo solivel originaram importantes conclusoes
acerca da degradacdo da proteina recombinante durante o processo de expressao e purificacdo. Tanto
GST-CTRPS6 quanto Hise-Proteina D-CTRPS6 apresentam intensa degradacdo, apesar de todos os
cuidados tomados para evitar esse problema (uso de coquetel de inibidores de protease no preparo
do extrato a 4°C e de PMSF/benzamidina nos tampdes cromatograficos). No teste II,
especificamente, uma das bandas contaminantes co-purificadas possui massa muito proxima a da
construcdo Hise-Proteina D-CTRPS6 (ambas estdo na faixa de 20 a 25 kDa) e € reconhecida pelo
anticorpo primdrio anti-Hise, mas ndo pelo anti-RPS6 (figura 18). Logo, essa banda corresponde a
um polipeptidio que possui a por¢do Hise-Proteina D, mas ndo possui o epitopo de RPS6
reconhecido pelo anticorpo primario anti-RPS6, compreendido entre os residuos de lisina 200 e 249
(correspondente a regido delimitada pelos residuos Lysis € Lysgs de CTRPS6), ou pelo menos nio

possui parte dele. Portanto, sugere-se que essa banda é um produto de degradacao de Hisq-Proteina
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D-CTRPS6 no sentido carboxi-aminoterminal, produzida ainda na bactéria, ou um produto de
traducdo prematuramente interrompida. A mesma banda reaparece nos resultados de todos os testes
de purificacdo de Hisg-Proteina D-CTRPS6 efetuados, independentemente das condicdes de
expressdo empregadas (compare a figura 18 com as figuras 19, 20 e 21).

No resultado da renaturacdo direta e gradual (teste VIII, figura 19A) de Hisg-Proteina D nota-
se a presenca de trés bandas, dois contaminantes de ~40 kDa e ~20 kDa e a banda de His¢-Proteina
D (14,2 kDa), na faixa de 15 kDa. A intensidade da banda de Hisg-Proteina D € visivelmente
superior a da banda de His¢-Proteina D-CTRPS6 (localizada na faixa de 25 kDa na figura 21B), pois
quantidades equivalentes de amostra foram aplicadas nos dois géis. O alto rendimento da
renaturacdo de Hisg-Proteina D mostra que essa proteina € satisfatoriamente susceptivel ao re-
enovelamento, logo, sugere-se que a Proteina D auxilia o re-enovelamento de CTRPS6, quando
ambos estdo fusionados. Além da banda da proteina de fusdo de CTRPS6, a figura 21B apresenta
muitas bandas de contaminantes. Entre as mais proeminentes, hd uma na faixa de ~50 kDa e outras
duas de ~15 kDa e ~20 kDa; as duas dltimas equivalem a Hisg-Proteina D e um contaminante
também presente na figura 21A. Por fim, hd uma banda de massa muito proxima a de Hise-Proteina
D-CTRPS6, na faixa de 20 a 25 kDa, que corresponde ao contaminante observado desde as
primeiras purificacOes da proteina de fusdo em fragao solivel. O fato de esse contaminante aparecer
também nos corpos de inclusdo reforca a tese de que € originado ainda na bactéria, seja por
terminacdo prematura da tradugdo, seja por degradagdo de Hise-Proteina D-CTRPS6 a partir do
carboxiterminal. Por fim, concluiu-se que a renaturacido gradual de Hise-Proteina D-CTRPS6 possui
maior rendimento que a renaturagcdo direto, pois este método rendeu 10 mL de uma solu¢do com
0,68 mg.mL™" de proteinas soldveis totais, enquanto aquele rendeu o mesmo volume de uma solugo
com 0,75 mg.mL'1 de proteinas soluveis totais (quantificacOes realizadas pelo método do dcido

bicinconinico).

5.2.5 Obtencao e Caracterizacao de CTRPS6 e CysCTRPS6

A estratégia desenvolvida para obtencdo de CTRPS6 e CysCTRPS6 apresentou bom
rendimento e seus resultados reforcaram a hipdtese de que hd um contaminante persistente no
processo de purificagdo do peptideo, desde a expressdo da proteina de fusdo em E. coli. Na
estratégia de obtencdo, em sintese, a mistura obtida da renaturacdo € tratada com a protease TEV e

os produtos sdo destinados a cromatografia de troca catidnica em coluna HiTrap SP HP (GE
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Healthcare Life Sciences — Little Chalfont, Buckinghamshire), em que CTRPS6 e o contaminante
persistente sdo separados das demais moléculas da mistura. A espectroscopia de dicroismo circular
realizada tanto com CTRPS6 quanto com CysCTRPS6 demonstrou que esses peptidios possuem
uma fracdo significativa de estrutura secunddria, o que sugere o sucesso do processo de renaturagao.
As amostras utilizadas nesse experimento foram idénticas as analisadas por SDS-PAGE e mostradas
na figura 23.

Embora o rendimento maximo da clivagem em pequena escala seja obtido a 30°C por 16 h, as
condi¢des Gtimas para a clivagem em volumes maiores foram estabelecidas em 4°C e 16 h, pois na
temperatura mais baixa a precipitacdo de substrato € menor. Interessantemente, o resultado do teste
(figura 22) mostra que um conjunto de proteinas € consumido durante a clivagem por TEV, como se
fosse substrato, mas sé € reconhecido pelo anticorpo primdrio anti-Hise (banda 4). Se de fato essa
banda fosse constituida pelo substrato (Hisg-Proteina D-CTRPS6), deveria ter sido reconhecido pelo
anti-RPS6 também. Simultaneamente, uma banda € produzida durante a clivagem, mas ndo ¢é

reconhecida por nenhum dos dois anticorpos primdrios (banda 7). Esses eventos recapitulam

o
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hipotese de que houve uma construcdo Hisg-Proteina D-CTRPS6 incompleta produzida desde
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expressdo em bactéria, com falta de residuos no sentido carboxi-aminoterminal, devido

(N

degradacdo in vivo ou a interrup¢do prematura da traducdo. Isso explicaria porque a banda 4
identificada pelo anticorpo anti-Hisg, possui massa inferior ao da constru¢do Hise-Proteina D-
CTRPS6 integra (banda 1) e superior ao de Hisg-Proteina D (banda §), e porque uma nova banda (7)
de massa inferior a CTRPS6 (banda 6) surge durante a clivagem. Ou seja, a banda 4 corresponde a
constru¢do Hisg-Proteina D-CTRPS6 incompleta, que € clivada por TEV e origina a banda 7.

A troca catidnica € eficiente para separar CTRPS6 de todos os contaminantes provenientes da
renaturacdo e da clivagem com TEV, a excecdo de um peptideo de massa um pouco inferior. O fato
de ser eluido na mesma faixa de gradiente em que CTRPS6 € eluido sugere que ambos tenham
propriedades fisico-quimicas semelhantes. Portanto, é muito provavel que o peptideo contaminante
corresponda a banda 7 do teste de clivagem, isto €, que tenha se originado da hidrdlise de um
produto de degradagdo ou traducdo interrompida de Hisq-Proteina D-CTRPS6. Essas observagoes,
logicamente, também sdo vdlidas para CysCTRPS6 e sua proteina de fusdo correspondente. A
hipétese de o contaminante ser um produto de degradacdo foi praticamente confirmada pelas

andlises de MS realizadas com ambos os peptideos, apds troca idnica e dessalinizagdo. O fato dos

dois espectros apresentarem duas populagdes de ions (CTRPS6 ou CysCTRPS6 e o contaminante de
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menor massa) ja era esperado, mas as coincidéncias entre eles é que tornaram tal hipétese factivel.
Primeiramente, a diferenca constante de um residuo de cisteina entre as massas dos peptideos
maiores (CTRPS6 e CysCTRPS6) e entre as massas dos menores sugere que 0S menores sejam
produtos de degradacdo dos maiores, tal qual indicado por diversos experimentos anteriores. Além
disso, como o residuo de Cisteina foi artificialmente adicionado ao aminoterminal de CysCTRPS6,
sugere-se que a degradacdo ocorra a partir do carboxiterminal, pois esse residuo € conservado
intacto apds a hidrélise, dada a persisténcia da diferenca de 103,00 Da entre os picos menos intensos
e entre 0s mais intensos. Por fim, se hd apenas uma populacdo de fons de menor massa, sugere-se
que a quebra ocorra num Unico ponto da seqiiéncia priméria de ambos os peptideos derivados de
RPS6, como na hidrélise sitio-especifica efetuada por diversas proteases. Essa ultima conclusdo €
apoiada ainda pelo fato de que a diferenca de massa entre os peptideos maiores e menores de ambas
as amostras € constante e igual a 1564,00 Da (ver setas verdes na figura 25). Como demonstrado
anteriormente, essa diferenca corresponde exatamente aos quinze ultimos residuos de aminoacidos
do carboxiterminal de RPS6 (SSLRASTSKSESSQK), cuja massa monoisotdpica é 1563,79 Da. Ea
falta dessa seqii€éncia que impede o reconhecimento do produto de degradacdo pelo anticorpo anti-
Hisg, ocasionando auséncia de sinal nos western-blots. Além disso, essa degradacdo também
compromete a funcdo de CysCTRPS6 como substrato imobilizavel de S6K1 no ensaio enzimatico
baseado em ELISA, pois elimina os sitios de fosforilacdo da quinase (Ser,3s € Ser,ss, sublinhados na
seqiiéncia anterior). Portanto, no preparo do imunoensaio, é aconselhavel utilizar somente as fracoes

da troca catidnica com pequena quantidade do produto de degradacdo.

53 Expressao Heter6loga em Células de Inseto, Purificacdo e Caracterizacao das
Proteinas Recombinantes Hisg-S6K102T389EACT e Hise-CDPDPK1

A expressdao das construcdes Hisg-S6K102T389EACT e Hise-CDPDPKI foi eficientemente
confirmada em células SO e HighFive (figuras 27 a 31), embora a primeira linhagem tenha sido
utilizada apenas para replicacdo dos baculovirus recombinantes e a segunda para a producdo das
proteinas recombinantes em grandes volumes (0,5 L de cultura em erlenmeyer, sob agitagdo). Em
geral, as células HighFive permitem um rendimento maior na producio de proteinas recombinantes,
se comparadas com as Sf9, que crescem mais lentamente. De fato, as melhores condi¢des para
producdo de Hise-CDPDPK1 em HighFive foram MDI 3 e 24 h de incubacgdo (produgdo de 500 pL
de proteina a 109,5 pg.mL™, apés purificagdo), enquanto Hiss-S6K1a2T389EACT foi produzida em
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maior quantidade com MDI 3 e 48 h de incubag¢do (producdo de 500 puL de proteina 184,0 u g.mL'l,
apos purificacdo). Interessantemente, na condicdo de MDI 10 e 48 h de incubag¢do houve um grande
pico de producdo de Hisg-S6K102T389EACT também, porém, por menos tempo. Na condi¢do de
MDI 3 e 24 h de incubacdo o pico foi menor, mas por mais tempo. Isso ocorre porque com altos
MDIs o desgaste da cultura ¢ demasiado, dado o grande ndmero de particulas virais por célula, o que
ocasiona sobrecarga anabdlica e rdpida morte celular. Isso pode ser claramente observado no
comportamento das curvas de crescimento em diferentes MDIs (figura 28): ao fim de 96 h de
incubacdo, a viabilidade celular nas culturas de MDI 2 é de ~70%, enquanto nas de MDI 5 € de
apenas ~36%. Ou seja, em MDIs altas, o pico de produ¢do de proteina recombinante € alto, mas
efémero. Em MDIs mais baixas o pico de producdo € inferior, mas mais duradouro. Outra
desvantagem da expressdo com altas MDIs € a presen¢a de muitos contaminantes apds a purificagao,
dada a extensa degradacdo celular que ocorre nessa condi¢cdo. De fato, com MDIs mais baixas, a
proteina recombinante obtida alcanca nivel maior de pureza jd na primeira etapa de purificacdo
(compare as figuras 29B e 29C).

Contudo, tanto em Sf9 quanto em HighFive, a expressdao da constru¢do de S6K1 apresentou
um padrdo com duas bandas protéicas ao invés de apenas uma, como ocorreu com Hise-CDPDPKI.
Os experimentos de identificacio por MS/MS demonstraram que ambas as bandas de Hise-
S6K1a2T389EACT sdo construcdes de S6K1, assim como a banda de Hisc-CDPDPK1 é mesmo
uma constru¢cdo de PDPKI1. Hipotetizou-se que a banda de Hise-S6K102T389EACT de massa
inferior correspondesse a um produto de degradacdo, normalmente produzido em sistemas de
expressdo baseados em baculovirus, dada a natureza litica da infeccio e o alto nivel de
comprometimento da célula infectada. Uma segunda explicacdo possivel seria a ocorréncia de
modificagdes pOs-traducionais que alteram as caracteristicas fisico-quimicas da proteina
recombinante e distorcem seu padrdo de migragdo em SDS-PAGE. Provavelmente as células Sf9 e
HighFive continham um sistema de modificacdo pds-traducional conservado que fosse capaz de
modificar a constru¢do recombinante. Uma possibilidade em especial era a existéncia de uma via de
sinalizacdo promiscua, que acabasse por fosforilar e ativar Hisg-S6K102T389EACT. Esse evento ja
havia sido descrito na expressao heter6loga de S6K1 de rato em células Sf9 (Kozma et al., 1993),
logo, como a S6K1 de rato e humana sdo extremamente semelhantes, € possivel que parte do pool de

Hise-S6K102T389EACT tivesse sido fosforilado e ativado in vivo. Além disso, o sistema de
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expressao mediada por baculovirus em células de inseto é reconhecidamente capaz de produzir

quinases recombinantes em diversos estados de fosforilacao, segundo Wang et al. (2008).

54 Analise In Vitro da Interacao entre as Construcoes de S6K1 e TIPRL1, o4,
Isoformas Maior e Menor de PP2A o (GST Pull-down).

As interacOes da isoforma menor de PP2Aca fazem parte de uma caracterizagdo inicial da
rede de interacdes dessa proteina, cuja existéncia e funcionalidade estdo em processos de validagdo
no nosso grupo de pesquisa (Smetana & Zanchin, 2007). O teste de interacdo de PP2Aca(menor)
com as construgdes de S6K1 € de particular interesse, porque permite a comparacao com a interacao
da isoforma maior com S6Kla2, descrita hd bastante tempo na literatura (Ferrari et al., 1993;
Westphal et al., 1999; Peterson, 1999; Yamashita et al. 2005). Os resultados mostraram que a
isoforma menor de PP2Aca interage com menor afinidade e igualmente com as formas integra e
truncada de S6K 102, tal qual com TIPRL1 (controle positivo).

Entretanto, foram os resultados da andlise de interacdo entre PP2Aca(maior) e construgdes de
S6K1a2 que geraram os resultados mais interessantes. Embora ndo se tenha observado interagdo
entre PP2Aca(maior) e S6K102, a interagdo entre a isoforma maior e S6K102T389EACT foi
observada no experimento, indicando maior afinidade entre essas duas proteinas. Esse ultimo
resultado € interessante porque parece complementar descobertas de outros pesquisadores. Em
1995, Cheatham et al. observaram sensibilidade limitada a rapamicina em linhagens derivadas de
células NIH 3T3, clones estdveis que superexpressavam HA-S6K1a2 truncada no C-terminal
(construgdo -CT dotada dos residuos 1-402). Diversos pesquisadores ja demonstraram que a
rapamicina inibe S6K1a2 a niveis de atividade inferiores ao basal, em diversas células de mamiferos
(Chung et al., 1992; Calvo et al., 1992; Kuo et al., 1992; Price et al., 1992), contudo, a construcao -
CT de Cheatham (1995) era inibida apenas até o nivel basal. Interessantemente, no mesmo estudo
foi observado que a HA-S6K 102 truncada tanto no amino quanto no carboxiterminal (construcao -
NT/-CT dotada dos residuos 31-402) era ativada em resposta a estimulacdo por soro, mas ndo era
inativada por rapamicina. Portanto, a presenca do N-terminal € importante para a regulacdo negativa
de S6K1, enquanto o C-terminal parece ndo ser. Uma vez que PP2Aca(maior) interage muito bem
com a constru¢do S6K1a2T389EACT e ndo interage com a quinase inteira, sugere-se que essa

fosfatase necessita do aminoterminal de S6K1 para efetivar a interacdo. Isso explicaria porque a
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constru¢do -CT de Cheatham (1995) € inativada por tratamento com rapamicina, enquanto a
constru¢do -NT/-CT ndo o é, ja que a PP2A ativa é conhecida por desfosforilar e inativar S6K1.

Estudos como o de Cheatham (1995) ajudaram a propor o modelo de ativacido passo-a-passo
de S6K1, em que essa quinase é fosforilada sucessivamente por outras quinases a jusante, até atingir
seu estado mais ativo. De fato, o carboxiterminal de S6K1 possui um dominio auto-inibitério (AID)
que precisa ser fosforilado por mTOR nos residuos Sers;i, Sersjs, Thrap;, € Sersq, a fim de perder
sua capacidade inibitéria e liberar o acesso a outros sitios de fosforilagao existentes nos dominios
catalitico, de ligacdo e hidrofébico (mais centrais). O sitio do dominio catalitico é o Thryo,
fosforilado por PDPKI1, e os sitios do dominio de ligagdo e hidrofébico sdo os residuos Sers7; e
Thrsgg, respectivamente, fosforilados pela propria mTOR (revisado por Jastrzebskik et al., 2007).
Portanto, mTOR exerce extensivo controle sobre S6KI1, pois é determinante em sua ativacdo e
também o é em sua desativacdo, por meio da PP2A. Sabe-se que a desativacio de mTOR por
rapamicina culmina na ativa¢ao de PP2A (Peterson et al., 1999), embora ndo se conheca exatamente
o mecanismo pelo qual a mTOR inibida ativa PP2A (modelos que envolvem a proteina 04 tém sido
propostos, e possivelmente a TIPRL1 também esteja envolvida, segundo Gingras et al., 2001 e
2005).

O mecanismo de ativacdo e desativacdo de S6KI, aliado ao resultado deste experimento,
poderia explicar porque a construcio -CT de Cheatham (1995) exibe sensibilidade limitada a
rapamicina. Como possui aminoterminal intacto, a constru¢do -CT interagiria muito bem com a
PP2Aco(maior), o que garantiria a desfosforilagao dos sitios criticos dos dominios centrais, levando
a constru¢do a um estado quase inativo. A inibi¢do ndo seria completa, pois -CT ndo possui AID,
que exerce efeito inibitério quando desfosforilado. Logo, a desativacio de -CT se deveria
exclusivamente a desfosforilagdo dos sitios criticos centrais, pois ndo existiria a contribuicdo do
AID para a inibi¢do. Ou seja, o nivel de desativacdo de -CT jamais seria maximo, ao contrario do
que ocorreria com a S6K1 inteira, que possui AID.

Os dados discutidos acima sugerem que a PP2Aca(maior) interage melhor com a construc¢ao
de S6K1 que mimetiza o estado parcialmente ativo dessa quinase (S6K102T389EACT), em
consonancia com o fato de PP2Ac(maior) ser a fosfatase de S6K1. Além disso, sugere-se também
que a forma inativa (desfosforilada) ndo interage com PP2Ac(maior), pois a S6K1a2 expressa em
bactéria (inativa e, portanto, desfosforilada) ndo interage com PP2Ac(maior) nos ensaios de GST

pull-down.
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Uma vez que as proteinas TIPRLI e 04 também interagem com PP2Aco(maior), procurou-se
entender o efeito de ambas sobre S6K1a2 por meio de PP2A. Para tanto, inicialmente testou-se a
interacdo direta das construcdes de S6K1 com TIPRLI1 e a4 em novos experimentos de GST pull-
down. Como resultado, a proteina a4 ndo apresentou interagdo com qualquer uma das formas de
S6K1. Isso ja era esperado e recapitula o trabalho de Yamashita et al. (2005), que demonstra a
existéncia do complexo ternario S6Kla2-PP2Acao-04 em células B de rato ativadas por
lipopolissacarideo (LPS), mas exclui a possibilidade de interagdo direta entre S6Klo2 e o4.
Entretanto, observou-se pela primeira vez a interagdo entre TIPRL1 e constru¢des de S6K1. Essa
interacdo pode trazer novas perspectivas sobre a regulacdo coordenada de mTOR1 e PP2A.

Sabe-se que a ativacdo da mTORI1 € concomitante a inativagdo de PP2A e a reciproca ¢é
verdadeira. O mecanismo que explica porque isso ocorre ndo estd muito claro. Segundo Gingras,
Raught & Sonenberg (2001), essa regulacao € efetivada por 04. Para eles, a dinamica da interacdo
entre a4 ¢ mTOR1 € semelhante a dos respectivos ortdlogos de levedura (TAP42 e TORI,
respectivamente). Por esse modelo, mMTORI1 ativada (na presenca de nutrientes) fosforila a4, que se
associa com PP2Ac. A associacdo de 04 fosforilada com PP2A previne a ativacdo da fosfatase. Na
auséncia de nutrientes ou em células tratadas com rapamicina, mTORI1 ¢ inibida, ndo fosforila a4 e
ainda sinaliza a desfosforilagdo das moléculas ativas de a4, que perde a capacidade de ligacdo a
PP2Ac, acarretando a ativacdo da fosfatase. Contudo, em leveduras existe uma segunda proteina
reguladora nesse contexto, a TIP41, cuja ortéloga humana € a TIPRL1. TIP41 inativa (fosforilada)
nao se liga a TAP42, que fica livre para interagir com uma fosfatase do tipo 2A de levedura, a SIT4.
Essa cascata ocorre quando a célula estd em condi¢des ativadoras de TORI1, que fosforila TIP41
diretamente. Em condi¢des inibidoras de TOR1, TIP41 permanece desfosforilada e ativa, pronta
para ligar-se a TAP42. A interacdo entre TIP41 e TAP42 impede a ligacdo da ultima proteina com
SIT4, que fica livre para exercer sua funcdo. Em resumo, TIP41 regula SIT4 indiretamente, por
meio de TAP42 (Jacinto et. al, 2001 e 2003). Portanto, resta saber se a ort6loga humana de TIP41
também pode ser fosforilada em resposta a ativagdo de mTOR1 e ligar-se a a4, que fica impedida de
bloquear a ativagdao de PP2A. Uma vez que a S6K10a2 é o efetor mais bem caracterizado de mTOR,
a existéncia da interacdo entre ela e TIPRL1 pode revelar qual é, de fato, a acdo da cascata de
mTORI sobre TIPRLI e, por conseguinte, sobre a4 e PP2Ac. E possivel que TIPRLI seja alvo de
fosforilagdo de S6K1la2 ou possua atividade regulatoria sobre essa quinase, provavelmente em

resposta a sinalizac¢do pela via de mTOR1 também.

128



5.5 Micro-ensaio Colorimétrico de Atividade de Hisg-S6K102T389EACT
(Imunoensaio Enzimatico)

O ensaio de atividade de Hisg-S6K102T389EACT ndo obteve sucesso provavelmente porque o
substrato da quinase (CysCTRPS6) ndo foi imobilizado. Essa conclusdo s6 é plausivel gracas aos
controles de imobilizacdo do substrato efetuados (SS+S, SS+SC, SS+T, SS+ST, SS+C — ver figura
7), que eram ensaios nos quais a imobilizacdo do substrato ndo foi realizada. Tais controles
produziram resultados praticamente iguais aos dos demais ensaios. No entanto, € possivel que o
problema do ensaio esteja na quinase, que poderia ser inativa. Contudo, essa hipdtese ¢ a menos
provavel, pois Hisg-S6K102T389EACT deve ter sido produzida nas células de inseto na forma
fosforilada (ativa) e desfosforilada (parcialmente ativa). Portanto, o ensaio ainda necessita de
padronizacdo quanto a imoblizacdo do substrato e a ativacdo da quinase expressa em células de

inseto, além de requerer um controle positivo com peptidio sintético de CTRPS6.
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CONCLUSAO

Dados os resultados anteriormente apresentados, ndo se chegou a uma conclusio a respeito dos
cDNAs incomuns isolados das bibliotecas de Hela e cérebro fetal humano. Embora as seqii€éncias
das insercdes presentes nesses cCDNAs tenham sido encontradas em introns do gene de S6KI, o
Nested PCR realizado ndo conseguiu detectar a presenga do cDNA incomum no pool sintetizado a
partir do RNA total extraido de células Hela, cultivadas no préprio laboratério. Portanto, o método
empregado ndo € sensivel o suficiente ou o cDNA incomum isolado da biblioteca obtida da
Clontech (Mountain View, Califérnia) € um artefato.

Pode-se concluir que a expressdo em grandes volumes das constru¢des GST-S6K1al, GST-
PDPK1, GST-S6K102T389EACT e GST-CDPDPKI1 em E. coli ndo é possivel, pois o rendimento
obtido apds a primeira etapa de purificacdo € insuficiente para permitir etapas subseqiientes de
clivagem com a protease TEV e refinamento da purificacdo. Os resultados sugerem que a
degradacdo excessiva das proteinas de fusdo € a principal causa do baixo rendimento obtido.
Contudo, a quantidade expressa foi satisfatéria para realizacdo de ensaios de GST pull-down. No
intuito de remediar a baixa producdo em E. coli, sistemas de expressdo mediada por baculovirus das
construgdes Hisg-S6K102T389EACT e Hise-CDPDPK1 em células de inseto foram montados e nao
apresentaram degradacdo significativa das proteinas recombinantes. As condi¢des Otimas de
producdo das proteinas recombinantes em células de inseto e o protocolo de purificacdo foram
ajustados, embora tenha se confirmado a producdo da constru¢do de S6KI1 em duas formas,
provavelmente, dois estados diferentes de fosforilagdo.

Por outro lado, a expressdo de Hisg-Proteina D-CTRPS6 em E. coli fornece um rendimento
satisfatorio na frac@o protéica insolivel (corpos de inclusdo). A extragdo, a renaturacao, a clivagem
com TEV e a purificacdo dessa constru¢do por troca catidnica (coluna HiTrap SP HP) foram
estabelecidos e fornecem bons resultados. Os mesmos protocolos foram realizados com o peptideo
CysCTRPS6, que foi empregado em ensaios enzimaticos baseados em ELISA, juntamente com
S6K102T389EACT. Apesar da ocorréncia de degradagdo de CTRPS6 (e CysCTRPS6) no sistema
procaridtico em que € expressa, a producdo em grandes volumes desse fragmento de 65 residuos de
aminodcidos é um grande avango, pois RPS6 € uma proteina de dificil expressdo em modelo
heterdlogo (apenas ortdlogos de bactérias termofilicas foram produzidos por Otzen ef al., 1999).

Nos experimentos de GST pull-down, observou-se que a constru¢cdo Hisg-PP2Aco(maior) ndo

interage com GST-S6K102, embora interaja com GST-S6K1a2T389EACT com maior afinidade.
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Por sua vez, a construcdo Hisg-PP2Aco(menor) interage com menor intensidade e igualmente com
todas as construgdes testadas, GST-S6K 102, GST-S6K102T389EACT e GST-TIPRLI1 (utilizada
como controle positivo de interagdo da isoforma menor de PP2Aca). Tomados em conjunto, os
resultados sugerem que a presenca do C-terminal de S6Klo2 impede a interacdo com
PP2Aco(maior), a menos que ele esteja fosforilado ou seja eliminado. Por sua vez, PP2Aco(menor)
comporta-se de forma completamente diferente da isoforma maior, pois a interacdo entre
PP2Aca(menor) e S6K1a2 parece ser independente do carboxiterminal da quinase, visto que a
intensidade de sua interacdo com S6K102T389EACT ¢ igual a intensidade da interacdo com
S6K 102 inteira, e ambas s3o iguais a intensidade da interagdo com o controle positivo (TIPRLI).

Ainda sobre os experimentos de interacdo in vitro das constru¢des de S6K1 com outras
proteinas, confirmou-se que a4 e S6Klo2 ndo interagem diretamente, conforme observado por
Yamashita et al. (2005). Contudo, constatou-se uma interacdo fraca entre TIPRL1 ¢ S6K1a2. Se
confirmado in vivo, esse resultado compde um novo quadro na regulacdo coordenada entre mTOR e
PP2A. TIP41, a ort6loga de TIPRL1 de S. cerevisae, € fosforilada por mTOR e se liga a TAP42
(ortdloga de a4), impedindo-a de bloquear a atividade de uma fosfatase do tipo 2A (SIT4). Como
S6K 102 ¢ o principal efetor de mTOR em mamiferos, ¢ possivel que TIPRLI1 seja fosforilada e se
ligue a 04 em resposta a ativagdo de mTOR, tal qual TIP41 se liga a TAP42 em leveduras. Nesse
caso, TIPRL1 pode ser substrato de S6K1a2. Outra possibilidade é que TIPRL1 possua atividade
regulatoria sobre S6K1a2 em resposta a sinalizacdo de mTOR, tal qual a acdo de TIP41 sobre
TAP42 (e, indiretamente, sobre uma fosfatase do tipo 2A) em leveduras.

Finalmente, o ensaio de atividade de Hiss-S6K1a2T389EACT nado obteve sucesso

provavelmente porque o substrato da quinase (CysCTRPS6) ndo foi imobilizado.

131



PERSPECTIVAS

Este trabalho alcancou resultados diversos que podem originar novas propostas de pesquisa ou
mesmo outros experimentos comprobatdrios, para dar solidez as hipéteses lancadas. Por exemplo,
sugere-se que novas tentativas de detec¢do de cDNAs incomuns de S6K1 em células HelLa sejam
realizadas, mas com técnicas mais sensiveis, afinal, formas semelhantes a esses cDNAs ja foram
encontradas in vivo (Karni et al., 2007). Futuramente, as constru¢des Hise-S6K102T389EACT e
Hise-CDPDPKI1 produzidas em células de inseto poderdo ser empregadas em estudos estruturais ou
biofisicos, para caracterizacdo fisico-quimica e/ou averiguacdo de interacdes relevantes com outras
proteinas, tal qual o fragmento carboxiterminal de RPS6 (CTRPS6). O protocolo de expressdo
também poderd ser otimizado para a co-expressao de ambas as construgdes (por meio da co-infec¢ao
das células de inseto com os dois baculovirus recombinantes), a fim de promover a producdo de um
unico pool de Hise-S6K102T389EACT homogeneamente fosforilado. Ainda sobre CTRPS6, esse
peptideo poderé ser submetido a estudos estruturais e/ou de dindmica molecular, que poderdo trazer
importantes contribui¢des para o entendimento da regulacdo da tradu¢do em células humanas, visto
que a proteina ribossomal S6 estd envolvida nesse processo como substrato de S6K1. Experimentos
in vivo podem ser realizados diante dos resultados de GST pull-down das constru¢des de S6K1a2
com as isoformas de PP2A.

Sobre as interacdes identificadas entre S6K102T389EACT, S6Kla2 e TIPRLI, € preciso
discriminar entre as duas hipéteses existentes: (1) TIPRLI1 ¢ substrato de S6K102 ou (2) TIPRL1 é
reguladora de S6K102.

Finalmente, deve-se padronizar o protocolo do imunoensaio enzimdtico colorimétrico € em
larga escala, para deteccdo da atividade de S6K1. Este ensaio é importante ndo s6 para os ensaios
funcionais de S6KI1, como também para triagens em larga escala de moléculas candidatas a

inibidores de S6K1.
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